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RESUMO

Nas ultimas quatro décadas estudos mostram que inflamagdes e infecgdes modulam a
expressdo e atividade de enzimas citocromo P450 (CYP). A modula¢do negativa das
atividades de CYPs hepaticas ¢ o efeito mais frequente, mas a regulagdo positiva
também tem sido relatada. Entretanto, os mecanismos pelos quais estimulos
inflamatérios e infecgdes modulam a expressdo e a atividade destas enzimas de
biotransformag¢do permanecem obscuros. Este estudo foi conduzido para ajudar a
esclarecer os mecanismos pelo quais Cyp2a5, 1al/2 e 2b9/10 sdo reguladas no tecido
hepatico quando a resposta imune ¢ ativada. Na primeira parte do trabalho, avaliamos a
expressdo e atividade constitutiva e induzida de Cyp2a5 em camundongos fémeas
adultas de oito linhagens/colonias. Possiveis relagdes da indugdo de Cyp2aS com a
expressao aumentada da heme-oxigenase 1 (HO-1) e dano hepatico também foram
investigadas. Niveis de mRNA da Cyp2a4/5 e hmox-I no tecido hepatico foram
determinados por qPCR, enquanto as atividades da COH (Cyp2a5), EROD (Cyplal/2)
e BROD (Cyp2b9/10) foram avaliadas em microssomos hepaticos, e a toxicidade
hepéatica provocada pelo tratamento com os indutores examinada medindo os niveis
séricos de transaminase (ALT). Os resultados mostraram que os niveis constitutivos da
atividade de Cyp2a5 variaram acentuadamente entre as linhagens, sendo a atividade
mais elevada registrada em DBA-2, mas os niveis constitutivos de mRNA de Cyp2a4/5
e a expressao de HO-1 ndo apresentaram grandes variagdes. O pirazol (PIR) induziu a
expressao e atividade de Cyp2a5 em todas as linhagens, o fenobarbital (FEN) apenas no
DBA-2, enquanto a expressdo de HO-1 ndo foi alterada pelos tratamentos. Em contraste
com o observado com Cyp2a5, as atividades constitutivas de Cyplal/2 e 2b9/10
exibiram apenas discretas variagdes entre as linhagens. O PIR praticamente ndo teve
efeito sobre EROD e BROD, mas o FEN regulou positivamente as atividades de
Cyplal/2 e 2b9/10. A hepatotoxina PIR induziu a expressao e atividade de Cyp2a5 em
doses em que nao provocou qualquer aumento de ALT. Na segunda parte do trabalho,
avaliamos os efeitos do LPS sobre a atividade de Cyp2a5, 1al/2 e 2b9/10 em fémeas
DBA-2, e investigamos se o bloqueio da resposta inflamatéria, com a administragao
concomitante de pentoxifilina (PTX), atenuaria ou aboliria os efeitos do LPS. Os
resultados mostraram que o LPS deprimiu as atividades de Cyplal/2 e 2b9/10 apenas
em doses altas, mas o efeito sobre a atividade de Cyp2a5 seguiu uma curva dose-
resposta nao linear e ndo monotdnica (forma de “U”, com depressao em doses baixas,
retornando aos niveis basais com as doses mais altas). A atenuagdo do aumento da
producdo de citocinas € NO pelo co-tratamento LPS e PTX ndo alterou os efeitos da
endotoxina sobre as atividades de Cyplal/2 e 2b9/10, sugerindo que a regulagdo
negativa ndo depende do aumento dos niveis de NO e citocinas no sangue. O co-
tratamento, todavia, modificou os efeitos relacionados a dose de LPS sobre a atividade
de Cyp2a5: a depressdo pelas doses baixas de LPS foi mantida, mas prolongou-se a
extensdo da faixa de doses em que o LPS causa depressdo de COH, mostrando que o co-
tratamento pareceu abolir a volta aos niveis quase basais de atividade de Cyp2a5 notado
em doses altas. Por outro lado, o bloqueio da produgdo de NO pelo co-tratamento com
LPS e aminoguanidina (Ag, inibidor seletivo de NOS2) mostrou que o retorno da
atividade de Cyp2a5 aos niveis basais em doses altas de LPS foi abolido. A partir dos
resultados aqui apresentados, ¢ possivel supor que os niveis aumentados de NO de
alguma forma deflagram a transi¢do da regula¢do negativa para a positiva da atividade
de Cyp2as5.
Palavras-chave: Sistema Enzimatico do Citocromo P-450, Escherichia coli, Pirazol e
Citocinas.
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ABSTRACT

A number of studies conducted during the last four decades have shown that
inflammations and infections modulate the expression and activity of cytochrome P450
(CYP) enzymes. The down-modulation of CYP activities in the liver is by far the most
frequently described effect, yet the up-regulation of a few CYP isoforms has been
reported as well. Nonetheless, the mechanisms by which inflammatory stimuli and
infections modulate xenobiotic biotransformation enzymes remain largely unclear. This
study was undertaken to shed light on the mechanisms through which liver Cyp2a5,
lal/2 and 2b9/10 are regulated when the immune response is activated. First of all, the
constitutive and induced (by pyrazole, PYR, or Phenobarbital, PB) expression and
activity of Cyp2a5 in adult female mice from eight strains/breeding stocks were
evaluated. Possible relations of Cyp2a5 induction with enhanced expression of heme-
oxygenase 1 (HO-1) and liver injury were also investigated. Levels of Cyp2a4/5 and
hmox-1 mRNA in the liver tissue were determined by qPCR while activities of COH
(Cyp2a5), EROD (Cyplal/2) and BROD (Cyp2b9/10) were assessed in hepatic
microsomes. Liver toxicity due to treatment with COH inducers was examined by
measuring serum transaminase levels (ALT). Results showed that constitutive Cyp2a5
activity markedly varied among the mouse strains, being the highest activity recorded in
the DBA-2. Surprisingly, constitutive levels of mRNA Cyp2a4/5 and expression of HO-
1 did not exhibit marked inter-strain variations. PYR induced Cyp2a5 expression and
activity in all strains and PB enhanced COH in most strains. Induction of both Cyp2a5
expression and activity by PB, however, was found only among mice of the DBA-2
strain, while HO-1 expression was not enhanced either by PYR or PB in any strain.
Constitutive EROD and BROD activities exhibited only minor inter-strain variations.
PYR had virtually no effect on EROD and BROD while PB up-regulated both activities
in all strains. Results also showed that PYR, albeit being a hepatotoxin at high doses,
induced expression and activity of Cyp2a5 at doses that did not elicit any increase in
ALT. In the second part of this study, the effects of a broad range of LPS doses on the
activities of Cyp2a5, lal/2 and 2b9/10 in female DBA-2 mice was evaluated.
Moreover, the effect of blockage of inflammatory response elicited by LPS (enhanced
production of cytokines and NO serum levels) with co-administration of pentoxifylline
(PTX) on the regulation of Cyp activities was investigated. Results demonstrated that
LPS depressed Cyplal/2 and 2b9/10 activities only at (high) dose levels that also
markedly increased serum levels of CK and NO. It was also found that effects of LPS
on Cyp2a5 activity were described by a non-linear non-monotonic dose-response curve
(“U”-shaped, with COH activity depressed at low doses). EROD and BROD activities
in the liver remained virtually unchanged after depression of CK and NO serum levels
by the co-treatment, showing that down-modulation of Cypla and 2b isoforms by LPS
does not depend on their increase in the blood. However, PTX modified the dose-related
effects of LPS on the Cyp2a$5 activity: no change was noted on the LPS low dose range-
caused depression of COH activity, but the co-treatment extended its depression to the
high dose range as well, suggesting that PTX abolished the return to near basal levels of
Cyp2a5 activity noted at high doses of LPS. Moreover, NO overproduction by LPS was
blocked by the co-treatment with aminoguanidine (Ag, a NOS2 selective inhibitor). NO
blockage by the co-treatment showed that Cyp2a5 activity return to near basal levels at
high doses of LPS was abolished. From the results presented here, a hypothesis can be
advanced that increased NO levels in some way trigger the transition of down- to up-
regulation of Cyp2a$5 activity.

Keywords: Enzymatic System of Cytochrome P-450, E. coli, Pyrazole and Cytokines.
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CAPITULO1

Introducao Geral



1.1. CITOCROMO P450

As enzimas metabolizadoras de xenobidticos estdo presentes em todos os seres
vivos e distribuidas em virtualmente todos os tecidos, como figado, intestino, pulmao,
coracdo, cérebro, supra-renal, placenta e outros. Elas exercem importante papel na
manutengdo do estado homeostatico, participando da sintese e catabolismo de hormdnios
esteroides, acidos biliares e acidos graxos, € do metabolismo de xenobidticos, como
farmacos, poluentes ambientais, aditivos alimentares e toxinas, principalmente aquelas
substincias com alto carater lipofilico (Parkinson, 2001).

As principais enzimas metabolizadoras de xenobioticos sdo os citocromo P450,
que foram assim denominadas por absorverem luz a um comprimento de onda de 450 nm
quando ligadas ao mondxido de carbono, apos redugao pelo ditionito de s6dio (Omura &
Sato, 1964). Essencialmente, a funcdo primaria destas enzimas ¢ promover a
biotransformacao dos xenobidticos em metabolitos com um maior carater hidrofilico,
para que assim possam ser mais facilmente eliminadas pelos rins, através da urina e pela
bile, através das fezes. A transformacdo se deve ao fato de que os agentes lipofilicos
podem ser estruturalmente alterados, com modificagdo das suas propriedades fisico-
quimicas, facilitando a sua solubilidade em agua.

As enzimas Citocromo P450 (CYP), também conhecidas como monooxigenases,
sdo hemeproteinas que pertencem a uma grande familia de enzimas com similaridade
estrutural e no modo de acdo, sendo divididas em familias ¢ subfamilias, de acordo com a
similaridade na sequéncia de aminoécidos. Quando a similaridade ¢ superior a 40%, diz-
se que as enzimas pertencem a mesma familia, e sdo representadas com um numero
arabico depois do simbolo CYP, e.g.: CYPI, CYP2, CYP3. Quando a similaridade ¢
superior a 55%, diz-se que elas pertencem a mesma subfamilia, e sdo representadas com
uma letra apos o niimero ardbico, e.g.: CYPIA, CYP2A, CYP3A. As formas individuais
ou isoformas sdo representadas por outro numero arabico apos a letra; por exemplo,
CYP2A6 ¢ a isoforma 6 da subfamilia 2A encontrada no figado de seres humanos. A
sigla CYP quando representa as enzimas murinas, ¢ escrita com letras mintsculas (exceto
o C de citocromo), e.g., Cyp2a5. Em seres humanos, ja foram descritas 18 familias CYP e
isoladas 50 isoformas, dentre as quais 35 apresentam importancia clinica (Colleman,

2007; Nelson, 2009). As familias 1, 2 e 3 s3o as principais responsaveis pelo



metabolismo de xenobidticos, embora participem da conversdo metabdlica de compostos
enddgenos em menor escala (Martignoni et al., 2006).

Os CYP450 tém grande importancia para a terapéutica medicamentosa, pois sao
responsaveis pela biotransformacdo de muitos medicamentos. Desta forma, diversos
fatores, intrinsecos e/ou extrinsecos, com capacidade de modular estas enzimas sdo
responsaveis por variacdes na eficacia terapéutica e em possiveis efeitos toxicos ao

organismo.

1.1.1. CYP1A

Esta ¢ uma subfamilia de grande importancia para a saude publica, pois as suas
isoformas sdo responsaveis pelo metabolismo de pré-carcindgenos, como 0s
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA), e.g., benzo[a]pireno. As isoformas
CYPIA1 e CYP1A2 desta subfamilia sdo altamente conservadas entre as diferentes
espécies. Entre a espécie humana e camundongos, a similaridade da CYP1A1 ¢ de 83% e
da CYP1A2, 80% (Martignoni ef al., 2006).

A isoforma CYPIAI1 apresenta baixa expressao hepatica. Acredita-se que a sua
expressao sO seja detectada apds indugdo, ja que metaboliza o benzo[a]pireno e outros
HPA, xenobiodticos absorvidos, em geral, através do trato gastrointestinal e respiratorio. A
CYPI1A2 ¢ expressa basicamente no figado, sendo capaz de metabolizar hormonios e
xenobidticos, como acetaminofeno, teofilina, cafeina, e outros compostos que apresentam
grupamento amino (Martignoni et al., 2006; Colleman, 2007). A CYP1A2 humana ¢
induzida pelo tabaco, planta da familia das cruciferas (e.g., brocolis e couve de Bruxelas)
e carne grelhada, e pelos medicamentos omeprazole e nafcilina. CYP1A2 representa 13%

das CYP hepaticas humanas (Shimada et al/, 1994 apud Yang et al., 2006).

1.1.2. CYP2A

Cerca de 18 a 30% de todos os CYP humanos pertencem a esta subfamilia. A
CYP2A ¢ responsavel por metabolizar hormdnios sexuais, e sua expressao varia com o
género (Colleman, 2007). As isoformas presentes na espécie humana sao CYP2A6, 2A7 e

2A13. A CYP2AG6 ¢ expressa no figado e responsavel por cerca de 4% das enzimas



hepaticas (Shimada et al, 1994 apud Yang et al., 2006). Nos camundongos, as isoformas
hepaticas sdo representadas por Cyp2a4, Cyp2a5, Cyp2al2 e Cyp2a22 (Martignoni et al.,
2006). Nos ratos, CYP2A1 e CYP2A2 sdo isoformas hepaticas, e CYP2A3 ¢é expressa no
es6fago e mucosa nasal (Ribeiro Pinto ef al., 2001; Robottom-Ferreira et al., 2003).
CYP2A6 humano, CYP2A13 do rato ¢ o Cyp2a5 murino sdo ortologos. CYP2A6 ¢
Cyp2a$5 apresentam alta similaridade, diferindo em apenas 11 aminoacidos (Guengerich,
1997).

O CYP2A6 humano apresenta grande importancia para a saude publica por ser
responsavel pelo metabolismo da nicotina e cotinina e dos pré-carcindgenos aflatoxina e
nitrosaminas, podendo ser induzido por xenobidticos, como fenobarbital, rifampicina,
dexametasona e nicotina (Su & Ding, 2004). CYP2A6 pode ser inibido pelo letrozol e

pilocarpina, e de forma irreversivel pelo 8-metoxipsoralem (Parkinson, 2001).

1.1.3. CYP2B

Em humanos, as isoformas CYP2B6 e CYP2B7 sdo encontradas tanto no figado
quanto em tecidos extra-hepaticos. As isoformas encontradas em camundongos sao
Cyp2b9 e Cyp2b10 (Martignoni et al., 2006).

As enzimas humanas sdo responsaveis pelo metabolismo de farmacos anti-
neoplasicos, como ciclofosfamida, anestésicos como propofol e substancias pro-
carcindogenas, como aflatoxina B1 e dibenzoantraceno. Nao obstante, o fenobarbital ¢ um
potente indutor desta subfamilia (Colleman, 2007). CYP2B6 representa 2% das CYP
hepaticas humanas (Shimada et al/, 1994 apud Yang et al., 2006).

1.2. Cyp2aS murina

Cyp2a5, como CYP2A6, ¢ responsavel pela ativagdo das nitrosaminas pré-
carcinégenas N'-nitrosonornicotina (NNN) e N-nitrosodietilamina (NDEA) presentes na
fumaca do tabaco, e inibido pelo metoxsalem (8-metoxipsoralem) (Yamazaki et al.,

1992; Raunio et al., 2008; Visoni et al., 2008).



As atividades de CYP e de algumas enzimas de conjugagdo, da fase 2 do
metabolismo, também sdo reguladas por agentes biologicos (Morgan, 1997). Alteracdes
de CYP foram descritas em helmintoses, protozooses € nas infec¢des bacteriana e viral.
Tanto nos modelos de infec¢do quanto no modelo de inflamagao, o efeito observado com
maior frequéncia foi a redu¢do da atividade e dos niveis de mRNAs e proteinas CYP
(Aitken et al, 2006). No entanto, a inducdo das isoformas Cyp2a5 foi descrita nas
infeccgdes pelo Opistorchis viverrini, Fasciola hepatica, Helicobacter hepaticus, virus da
hepatite B (HBV), Plasmodium berghei ¢ Plasmodium chabaudi (Kirby et al., 1994;
Montero et al., 1999; Chemin et al., 1999; De-Oliveira et al., 2006, 2010).

1.3. Processos que desencadeiam lesao hepatica e regulacao de Cyp2a5s

Alguns estudos levantaram a hipotese de que a lesdo celular e o estresse oxidativo
associado aos processos infecciosos poderiam estar relacionados a indugdo hepatica de
Cyp2a5. De acordo com o estudo de Gilmore e colaboradores (2003), a lesdao celular,
decorrente do dano hepatico, seria a hipotese para explicar a inducao da Cyp2a5 pela
hepatotoxina pirazol. Os autores demonstraram aumento nos niveis séricos da
transaminase ALT e da proteina grp78 (glucose-regulated protein 78) microssomal —
indicadores de dano hepatico e estresse oxidativo do reticulo endoplasmatico (RE),
respectivamente — apds tratamento com o pirazol e com o lipopolissacarideo (LPS) de
Escherichia coli. Além do mais, o tratamento com pirazol promoveu a inducao da
atividade da cumarina 7-hidroxilase (COH — reagdo marcadora para a atividade de
Cyp2a5 em camundongos) e dos niveis de ALT de forma dose-dependente. Como o dano
hepatico observado foi significativamente maior para o tratamento com pirazol (e
confirmado pelos niveis séricos de ALT), os autores sugeriram a existéncia de um limiar
de dano hepatico para que ocorresse a inducdo da Cyp2a5. Entretanto, o dano hepético
nado seria a unica explica¢do para modular Cyp2a5, pois uma dose alta de LPS promoveu
a inibicdo, e ndo a inducdo de Cyp2a5 de forma tempo-dependente.

Na tentativa de demonstrar o papel do estresse oxidativo na indugdo da Cyp2a5,
Gilmore e Kirby (2004) langaram a hipotese que a inducdo de Cyp2a5 ¢ uma resposta
celular ao dano hepatico, que resulta em estresse do RE. O tratamento de hepatocitos

primarios com ativadores do estresse do RE mostrou que apesar de todas as substancias



testadas provocarem aumento da grp78, apenas o agente redutor DTT. induziu a
expressdo do Cyp2a5. O grupo concluiu que o estresse do RE nao é condigdo obrigatdria
para a inducdo da Cyp2a5, mas que alteragdes do equilibrio redox celular seriam o fator
critico para a indugdo do Cyp2a5. Os estudos de De-Oliveira (2006, 2010) mostraram que
a indu¢do de Cyp2a5 na malaria murina letal estava associada ao dano hepatico (aumento
dos niveis de ALT) e a presenca de estresse oxidativo (aumento da expressao da NO-
sintase induzivel —INOS ou NOS2 — e dos niveis de malondialdeido — marcador de
peroxidacao lipidica), sem estresse do RE (auséncia de aumento da grp78) ou alteragao
das enzimas de desintoxicagdo (GST e UGT).

Corroborando ainda com esta linha de raciocinio, o estudo de Abu-Bakar e
colaboradores (2005) em modelo de estresse oxidativo provocado pela intoxicagdo pelo
cadmio, demonstrou que a indugdo da atividade, niveis de mRNA e proteina Cyp2a5
ocorria de forma coordenada com os da heme-oxigenase 1 (HO-1). Esta enzima participa
da degradacao do grupamento heme, produzindo o pigmento biliverdina (BV), que ¢
reduzida a bilirrubina (BR), um composto que apresenta tanto acdao protetora para as
células quanto propriedades toxicas, j& que a alta concentracio de BR perturba o
funcionamento das mitocondrias e inibe varias enzimas metabolizadoras. De acordo com
os autores, a BR em excesso seria um substrato para a enzima Cyp2a5, mostrando que a
regulacdo do conjunto das enzimas Cyp2a5 e HO-1 tem importancia para o correto
balanceamento entre producdo e eliminagdo da BR. O estudo de De-Oliveira e
colaboradores (2010) demonstrou que a indu¢ao de Cyp2a5 na fase tardia da infeccao
com o plasmodio murino letal era concomitante com o aumento da expressao da hmox-1.
Com a esquizogonia e a ruptura dos eritrocitos na maléria grave, a hemoglobina livre
langada na circulagdo ¢ oxidada, liberando o grupo prostético heme, uma substancia pro-
oxidante e citotoxica. Niveis elevados de heme ocasionam o aumento da expressao do
gene hmox-1 e o consequente aumento da proteina HO-1, que degrada o heme em ferro,
biliverdina (e consequente BR) e monoxido de carbono, protegendo a célula dos efeitos
deletérios do heme (Ferreira et al., 2008; Seixas et al., 2009). Neste estudo, foi constatada
a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e, tal como na intoxicagdo pelo
cadmio, uma hipotese para explicar a indugdo de Cyp2a5 pela ativagdo do fator nuclear
derivado de eritroide2 (nuclear factor erythroid-derived factor 2, Nrf2) poderia ser
levantada. Vale lembrar que o Nrf2 ¢ um fator de transcricdo sensivel ao estado redox
celular, exercendo papel crucial na regulacio da homeostase, uma vez que regula a

expressdo de genes que codificam enzimas anti-oxidantes, como a HO-1, e de



desintoxicagdo da fase 2 do metabolismo, como y-glutamil cisteina sintase e glutationa S-
transferase (Gong & Cederbaum, 2006; Beyer & Werner, 2008). Em condi¢cdes normais,
o Nrf2 ocorre no citoplasma associado a proteina Keapl. Diante do estimulo oxidativo,
Nrf2 dissocia-se e migra para o nucleo, onde forma heterodimeros com proteinas Maf ou
outras, incluindo membros da familia Jun de proteinas. Os heterodimeros ligam-se a cis-
elementos, como os de resposta aos anti-oxidantes e ao estresse, para regular a transcri¢ao

dos genes alvo (Rushmore et al., 1991; Choi & Alam, 1996).

1.4. Mediadores inflamatorios e modulacio de CYP

Nas ultimas décadas, tem-se falado muito que as doencas capazes de alterar os
niveis basais de citocinas, como ¢ o caso das doengas inflamatorias e infecciosas, podem
ser responsaveis por alteragdes farmacocinéticas de medicamentos. A justificativa seria o
fato de que as citocinas alteradas poderiam ter um papel sobre a expressao e a atividade
das enzimas metabolizadoras de xenobioticos. Como a diferenca da resposta
medicamentosa entre os individuos € considerada multifatorial, pois depende tanto de
fatores genéticos como de fatores ambientais e doengas associadas capazes de afetar tanto
a farmacocinética, quanto a farmacodinamica, o melhor entendimento dos fatores capazes
de modificar o metabolismo de agentes terapéuticos € importante tanto para os
medicamentos que ja se encontram disponiveis no mercado, quanto para os que estdo
sendo desenvolvidos (Christensen & Hermann, 2012), a fim de se evitar, ou a0 menos
minimizar, os efeitos toxicos ou a auséncia do efeito terapéutico.

As citocinas sdao consideradas proteinas de baixo peso molecular ou mediadores
glicoproteicos capazes de promover a comunica¢do celular durante a resposta imune e
nas respostas de fase aguda (Bienvenu er al., 2000). As trés principais citocinas que
ativam a resposta de defesa do organismo contra agentes infecciosos e dano tecidual sdo a
interleucina-1 (IL-1), o fator de necrose tumoral (TNF) e a interleucina-6 (IL-6), todas
elas sintetizadas e secretadas por macréfagos em resposta ao LPS de Escherichia. coli
(Chen et al., 1992). Alguns dos efeitos sistémicos decorrentes de dano tecidual durante a
fase aguda sdo febre e aumento da sintese hepatica com consequente aumento na
concentragdo plasmatica das proteinas de fase aguda (IL-1, IL-6 e TNF — Marinkovic et

al., 1989; Geiger et al., 1988, Klapprothet al., 1989 apud Chen et al., 1992), associados a



inibi¢do da atividade das enzimas CYP. Estes eventos podem ser precedidos de processos
traumaticos, infecciosos ou inflamatdrios, com estimulo do sistema imune (Renton &
Mannering, 1976, Renton, 1983, Descotes, 1985, Farrell, 1987, Williams, 1985 apud
Chen et al., 1992).

De maneira geral, os processos inflamatérios e infecciosos deprimem as enzimas
metabolizadoras de xenobidticos, e como o figado € o principal 6rgdo metabolizador
dessas substancias, esta depressdo hepatica pode afetar o clearance, aumentando a
biodisponibilidade do produto e favorecendo o aparecimento de efeitos adversos
(Morgan, 2009). Nesse sentido, muitos estudos tem associado as citocinas um papel sobre
a biotransformagao, porém, mais precisamente sobre a regulacao das enzimas CYP (Chen
et al., 1992; Monshouwer et al., 1996; Morgan, 2009; Dickmann ef al., 2011; Christensen
& Hermann, 2012; Moriya et al., 2012). Entretanto, justamente pela caracteristica
pleiotropica da agdo das citocinas sobre uma grande variedade de células alvo, ¢ dificil
precisar a acdo de uma determinada molécula (Bienvenu et al., 2000).

Além da dificuldade de correlacionar determinada agdo reguladora de CYP a uma
molécula de citocina especifica, ha outros aspectos destas moléculas sinalizadoras que
dificultam a sua detecc¢ao, como exemplificado por Bienvenu et al.( 2000):

e Meia-vida 2 O fato de serem moléculas de meia-vida muito curta (geralmente
menos de 10 minutos), a presengca de elementos sanguineos, como proteinas
ligantes, receptores soluveis, auto anticorpos € 0s proprios receptores presentes
nas células alvo, dificulta o processo.

e Limite de detec¢do > Inicialmente, o limite de detec¢do era considerado um fator
limitante importante. Entretanto, apdés o desenvolvimento de kits que utilizam
microesferas de diferentes tamanhos que se ligam as citocinas, permitindo que
essas sejam detectadas em citdmetros de fluxo, houve consideravel evolucdo na
deteccdo dessas moléculas. Ja ¢ possivel detectar concentragdes na faixa de 100

fg/mL nas amostras de sangue.

Apesar de todas estas dificuldades, estudos cientificos tém demonstrado uma
correlacdo entre mediadores inflamatdrios e regulacdo de enzimas metabolizadoras de
xenobidticos. Nesse sentido, Christense & Hermann (2012) construiram uma tabela, com
base em artigos cientificos, que relata as alteragdes das citocinas e a associagdo com a

modulacdo de algumas CYP humanas (Tabela 1.1).



Tabela 1.1: Efeito de diversas citocinas sobre a expressao (mRNA ou proteina) e a

atividade in vitro de enzimas CYP450 de humanos.

Citocinas Enzimas do citocromo P450

CYP1A2 CYP2B6 CYP2C8 CYP2C9 CYP2C19 CYP2E1 CYP3A4

IFN-y ! ! ! e © e
TGF-B1 ! 1 ! ! I }
TNF-o ! 1 ! lo le ! |
IL-1B ! ! ! le - l l
IL-2 ! !
IL-4 ! 1 1 T
IL-6 ! ! ! ! ! ! !
IL-10 o 1

Duas setas indicam resultados divergentes. |: inibi¢do; 1: indugdo; «<»: sem alteracdes.

Fonte: Christensen & Hermann, 2012.

Nao apenas as citocinas, mas também o 6xido nitrico (NO) funciona como um
mediador inflamatério que participa do controle de processos infecciosos e inflamatorios,
visto que esta ¢ uma molécula produzida por macrofagos, apos sua ativagdo. Stuehr e
Marletta demonstraram em 1985 que o LPS ¢ capaz de ativar macrofagos, processo este
observado através da produgdo de nitritos e nitratos. Ja no inicio da década de 90 foi
aceito que o NO funciona como um mensageiro ou sinalizador (inter e intracelular), mas
também como uma toxina em diversos processos patologicos. A acdo do NO, ora como
sinalizador, ora como toxina, depende da sua concentragdo tecidual, sendo ténue a linha
que delimita a auséncia de toxicidade as células do hospedeiro e a presenga da toxicidade
necessaria para a sua a¢ao microbicida.

Os macrofagos e muitas outras células tém a capacidade de produzir NO, processo
que ocorre pela acdo de hemeproteinas da familia citocromo P450-like, denominadas NO
sintase (NOS), enzima que converte a L-arginina em NO (Abbas & Lichtman, 2007).

Existem formas constitutivas e induziveis da NOS, estando as duas formas constitutivas



presentes no cérebro (NOS1) e nas células endoteliais (NOS3). Acredita-se que a
isoforma induzivel (NOS2 ou iNOS) seja produzida em qualquer tecido, desde que
estimulos adequados estejam presentes (e.g., os macrofagos produzem NO somente apos
estimulo por LPS e/ou citocinas - Dileepan et al., 1995). Entretanto, ap6s a indugdo de
iNOS (ou NOS2), a enzima ¢é capaz de produzir NO por um longo periodo de tempo.
Acredita-se que justamente este fato esteja associado ao aparecimento dos processos
patologicos que muitas vezes surgem associados a resposta imune protetora.

Uma das citocinas capazes de ativar macrofagos € o interferon gama (IFN-x), uma
citocina secretada por linfocitos T (Thl e TCDS8") e células natural killer (NK) durante a
resposta imune contra agentes microbianos (Abbas et al., 2012). Apds sua ativagdo, os
macrofagos aumentam sua atividade microbicida, o consumo de oxigénio, liberam
intermedidrios reativos de oxigénios (ROIs — anion superoxido e radicais livres, formados
a partir do oxigénio molecular), diversas citocinas (TNF, IL-1, IL-6, IL-10, IL-12, IL-15,
IL-18, IFN-a, quimiocinas), além de produzirem NO (Dileepan et al., 1995; Abbas &
Lichtman, 2007). Todas essas agdes em conjunto e aliadas a outras células e moléculas
imunes irdo proteger o organismo contra os agentes infecciosos, mas poderdo também
interferir com o metabolismo de xenobiodticos, visto que as citocinas tém sido relaciodas a

inibi¢cdo de enzimas CYP.

1.5. Justificativa do estudo

E sabido que processos inflamatorios e infecciosos tém a capacidade de modular o
citocromo P450, enzimas de grande importancia para a terapéutica medicamentosa, além
do metabolismo de divesos xenobioticos importantes como aditivos alimentares e
poluentes ambientais. Como de maneira geral esta modulagdo ocorre através da inibi¢do
das enzimas hepaticas, mas como vimos, também pode ocorrer a indu¢ao das mesmas, ¢
de extrema importancia entender os mecanismos que regulam estes processos. Esta
compreensdo permitird que decisdes mais conscientes sejam tomadas pelos profissionais
de satde, sobretudo no campo da Saude Publica, quanto a prescrigdo medicamentosa a
pacientes portadores de doengas infecciosas ou processos inflamatorios.

Como a Cyp2a$5, assim como seu ortélogo humano CYP2A6 sdo responsaveis

pela ativagdo de pré-carcinogenos como NNN e NDEA, presentes na fumaga do tabaco
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(Cyp2a5), aflotoxina e outras nitrosaminas (CYP2A6), além de serem induzidas por
xenobidticos (fenobarbital, rifampicina, dexametasona e nicotina) e agentes biologicos
(Opistorchis viverrini, Fasciola hepdtica, Helicobacter hepaticus, HBV, Plasmodium
berghei e P. Chabaudi) possuir um merlhor entendimento sobre a modulagdo dessas
enzimas metabolizadoras de xenobidticos poderd permitir o ajuste de doses para pacientes
em processos inflamatérios, doengas infecciosas ou exposicdo ocupacional / acidental,
evitando assim o aparecimento de possiveis efeitos toxicos ou até mesmo a auséncia do

efeito terapéutico.

1.6. Objetivos do estudo

O objetivo maior deste estudo € contribuir para a compreensao dos mecanismos
subjacentes a modulacdo do Cyp2a5. Para efeitos comparativos, também avaliamos as
alteragdes das Cyplal/2 e 2b9/10 murinas. Para tanto, usamos dois modelos de alteracao
de Cyp2a5, que foram divididos nos dois capitulos seguintes, II e III. No capitulo II,
usamos o modelo classico de inducao de Cyp2a$5 pelas substancias quimicas pirazol e
fenobarbital, e no capitulo III, utilizamos um modelo classico e simples de estimulo da
resposta imune com o LPS de Escherichia coli. O trabalho compreende, portanto, dois

estudos cujos objetivos especificos foram:

Capitulo II:

e Verificar se a indugdo da atividade da cumarina 7-hidroxilase (COH), reacao
especifica da Cyp2a5 hepdtica murina, pelos indutores classicos pirazol e
fenobarbital ¢ acompanhada da inducdo da expressio do mRNA do Cyp2a5 em
oito linhagens de camundongos com atividades hepaticas de COH distintas;

e Investigar se a indugdo da Cyp2a5 pelos indutores mencionados estd
necessariamente associada a hepatotoxicidade;

e Investigar se a indugdo da Cyp2a5 estd essencialmente associada a inducdo da

heme-oxigenase 1 (HO-1).
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Capitulo I1I:

e Verificar se os mediadores inflamatorios (citocinas e NO) participam da
modulagdo das atividades da COH, EROD e BROD, marcadores de Cyp2a5,
1al/2 e 2b9/10, respectivamente, mediante a resposta imune provocada pelo

LPS de E. coli.
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CAPITULO II
Atividade e expressao constitutiva e regulaciao do Citocromo
P450 2a5 por substancias quimicas em figados de diferentes

linhagens de camundongos



2.1. INTRODUCAO

Entre todos os membros integrantes da subfamilia CYP2A, o Cyp2a5 foi o que
mais recebeu ateng¢do entre os pesquisadores, ja que esta enzima ¢ capaz de mediar
diversas reagdes de importancia toxicologica. Como ja comentado na introdugdo geral
deste trabalho, a Cyp2a5 de camundongos, ortdloga da CYP2A43 de ratos e da CYP2A46 de
humanos, ¢ importante para o metabolismo da nicotina, cotinina, nitrosamina cetona
derivada da nicotina (nicotine-derived nitrosamineketone — NNK), aflatoxina BI,
cumarina, N-nitrosodietilamina (NDEA) e outros xenobioticos. A Cyp2a5 € expressa no
figado e em outros tecidos extra-hepaticos, como a mucosa olfatoria, e sua atividade e
expressao hepatica ocorrem predominantemente em fémeas (Kirby et al., 2011).

Estudos tém mostrado que a atividade constitutiva da cumarina 7-hidroxilase
(COH, marcador para a atividade da Cyp2a$5) e o metabolismo da cumarina variam entre
as diferentes linhagens de camundongo, sendo a linhagem DBA-2, a que apresenta maior
atividade enzimatica (Wood & Conney, 1974; Wood & Taylor, 1979; van lersel et al.,
1994). Também tem sido descrito que a atividade da COH murina apresenta um modo de
hereditariedade aditiva devido a presenca de dois alelos no l6cus do gene do Cyp2a5, que
se encontra no cromossomo 7. Estes dois alelos sdo capazes de promover atividades
diferenciadas, ou seja, um dos alelos promove atividade elevada, enquanto o outro
promove baixa atividade (Wood & Conney, 1974; Wood & Taylor, 1979; Raunio et al.,
1988).

Uma série de estudos tem demonstrado que Cyp2a5 hepatico pode ser induzido
por uma série de compostos organicos € inorganicos nao relacionados entre si, como o
pirazol (PIR), fenobarbital (FEN), pirazina, tetracloreto de carbono (CCls), cocaina,
griseofulvina, tioacetamida, aminotriazol, rifampicina, hexaclorobutadieno e 1,4-bis|[2-
(3,5-dicloropiridiloxi)]benzeno (TCPOBOP), além de metais como o cadmio, indio e
cobalto (Su & Ding, 2004; Abu-Bakar et. al., 2005). Ha evidéncias de que o aumento dos
niveis de mRNA e das atividades hepaticas de Cyp2a5 esta relacionado com eventos
transcricionais e pods-transcricionais. Alguns receptores ja tiveram reconhecido o seu
papel na transcrigdo de Cyp2a5, mas ainda hd o que esclarecer. A participagdo dos
receptores pregnane X (pregnane X receptor, PXR), a retindide-X (retinoid X receptor,

RXR a), androstano constitutivo (constitutive androstane receptor, CAR) e do receptor o
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ativado por proliferador de peroxissomos (PPARa) na regulacio do Cyp2a5 ja foi
demonstrado em alguns estudos (Barclay et al., 1999; Cai et al., 2002; Rosenfeld et al.,
2003; Simonsson et al., 2006). Adicionalmente, a participagdo de um mecanismo
dependente do AhR/ARNT (do inglés aryl hydrocarbon receptor | aryl hydrocarbon
nuclear translocator receptor - aril hidrocarboneto / translocador do receptor nuclear de
aril hidrocarboneto), de (PGC)-1a e dos fatores 1 e 2a (USF-1 e USF-2a) na regulacao do
Cyp2a5 também foi evidenciada (Arpiainen et al., 2005, 2007, 2008). Outros autores
(Urvila ef al., 2004) indicaram que o HNF-4 e o NF-1 (fator nuclear 1) t€ém um papel na
regulacdo constitutiva da expressao hepatica do Cyp2a3, enquanto o fator de transcrigao
eritréide-relacionado 2 (Nrf2) — um regulador do sistema de defesa nos processos de
estresse oxidativo — foi envolvido na indugdo do Cyp2a5 apos exposi¢do ao cloreto de
cadmio (CdCl,) (Abu-Bakar et al., 2005). Os inimeros receptores e fatores de transcri¢ao
envolvidos na regulacdo de Cyp2a5 mostram como ¢ complexa a modulagao desta CYP.

Hipoteses de que o estresse oxidativo ou alteracdes da homeostase do heme
estariam envolvidos na regulagdo positiva do Cyp2a5 foram levantadas. A indugdo da
expressao do mRNA, da atividade e dos niveis da proteina Cyp2a5 apds exposi¢ao ao
CdCl, foi associada a regulagdo positiva da expressao da heme-oxigenase 1 (HO-1) em
camundongo por um grupo de pesquisadores, enquanto em estudo in vitro posterior, o
mesmo grupo demonstrou que a exposicao ao metal provocava um atraso na degradagao
do Nrf2, que culminava com a inducao de Cyp2a5 e da HO-1 (Abu-Bakar et al., 2004,
2005, 2007; Stewart et al., 2003). Um estudo mais recente sugeriu que o Nrf2 também
seria necessario para a expressao constitutiva do Cyp2a5 (Limsd et al., 2010). Vale
ressaltar que o Nrf2 ¢ um fator de transcricdo que ativa genes que regulam a homeostase
redox celular em resposta ao estresse oxidativo, como heme-oxigenase (hmox-1), y-
glutamil cisteina ligase, e também genes que codificam enzimas da biotransformacao
(fase II), como uriridina- difosfoglicuronosil transferase (UGT), glutationa S-transferase
(GST) e NAD(P)H:quinona oxidoredutase 1 (NQOI1). Embora o Nrf2 tenha um papel
protetor contra o estresse oxidativo, ha relatos que associam a ativagdo desta proteina
com muitos tipos de cancer (Lau et al., 2008).

Além de ser induzido por substancias quimicas, foi demonstrado que Cyp2a5
também estava induzido em alguns processos infecciosos, como na hepatite, na
fascioliase e na malaria (Kirby et al., 1994; Montero et al., 1999; De-Oliveira et al.,
2006, 2010). Os mecanismos pelos quais os agentes infecciosos e os mediadores

inflamatorios promovem a inducdo da Cyp2a5 ainda ndo estdo claramente
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compreendidos. A hipotese de que a lesdo hepdtica estaria associada a inducao de Cyp2a5
foi levantada por Gilmore et al. (2003). Os autores provocaram toxicidade hepatica em
camundongos com a hepatotoxina pirazol € compararam a atividade, os niveis de mRNA
e da proteina Cyp2a5 desses animais com camundongos da mesma linhagem que haviam
sido tratados com uma dose baixa (suficiente para provocar uma resposta inflamatéria
sem provocar hepatotoxicidade) do lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli
(Gilmore et al., 2003). Os autores demonstraram que o pirazol regulava Cyp2a5
positivamente, causava hepatotoxicidade (niveis elevados da transaminase ALT),
aumento dos niveis séricos da proteina de fase aguda, proteina amildide sérica 1, e
estresse do reticulo endoplasmatico (RE) - niveis elevados da proteina grp78 nos
hepatdcitos pericentrais. Os animais tratados com o LPS tinham Cyp2a5 regulado
negativamente, mas niveis elevados de ALT e da grp78. Como a lesdo hepatica foi maior
nos animais que receberam o pirazol, os autores sustentaram que um limiar de toxicidade
seria necessario para regular Cyp2a5 positivamente. Posteriormente, o0 mesmo grupo de
pesquisadores demonstrou que o estresse do RE ndo era condicdo necessaria para a
inducao de Cyp2a5 (Gilmore & Kirby, 2004). No modelo de malaria murina em que
camundongos DBA-2 e C57BL/6 foram infectados com o Plasmodium berghei (ANKA),
a indugao da atividade de Cyp2a5 estava associada ao aumento dos niveis de ALT (De-
Oliveira et al., 2006).

Alguns estudos demonstraram uma alta expressio de Cyp2a5 em lesodes
neoplasicas e pré-neoplasicas de figado de camundongos, o que levou alguns autores a
sugerirem que esta CYP poderia ter um papel no desenvolvimento do carcinoma hepatico
(Wastl et al., 1998).

No sentido de contribuir para esclarecer os mecanismos envolvidos na regulacao
de Cyp2a5, planejamos um estudo comparativo com oito diferentes linhagens de
camundongos com atividades de COH diversas. Neste estudo, os animais foram tratados
com dois indutores conhecidos de Cyp2a5, fenobarbital e pirazol, e a relacdo da indugdo
da atividade de COH com a hepatotoxicidade e com a regulagcdo da HO-1 foi investigada.
Como os estudos comparativos de Cyp2a5 realizados até o momento ndao haviam
contemplado a comparagdo da expressado do mRNA de Cyp2a5 entre as diferentes
linhagens, neste trabalho também comparamos as atividades de COH com os niveis de
mRNA de Cyp2a5 nas oito linhagens estudadas. Adicionalmente, também investigamos a

regulacdo de Cyplal/2 e 2b9/10 pelos indutores.
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2.2. OBJETIVOS

2.2.1. Objetivo Geral

Neste estudo, 0s nossos objetivos foram investigar se a regulacdo de Cyp2a5 esta
essencialmente associada a da heme-oxigenase 1 e a hepatotoxicidade, ¢ estabelecer os
niveis do mRNA de Cyp2a5, correlacionando-os as diferentes atividades de COH em oito

linhagens de camundongos selecionadas.

2.2.2. Objetivos Especificos

O nosso estudo comparativo em camundongos foi desenvolvido com as linhagens
isogénicas DBA-1, DBA-2, C57BL/6, C57BL/10, CBA e BALB/c, a linhagem outbred
Swiss Webster, e a hibrida B6D2F1 (primeira geragdo do cruzamento entre macho DBA-
2 e fémea C57BL/6) antes e apos tratamento com os indutores classicos fenobarbital e

pirazol.

Os objetivos especificos do nosso trabalho foram os seguintes:

e Comparar a expressao constitutiva e induzida do mRNA de Cyp2a5;

e Comparar as atividades constitutivas e induzidas de Cyp2a5, Cypla e Cyp2b;

e Comparar a expressao constitutiva e induzida do mRNA da hmox-1;

e Investigar a correlagdo da expressdo constitutiva e induzida do mRNA de Cyp2a$5
com as atividades constitutivas e induzidas de Cyp2a5;

e Investigar a correlacdo entre a indugdo de Cyp2a5 e a toxicidade hepatica;

e Investigar a correlacdo entre a expressdo de Cyp2a5 e a da heme-oxigenase.
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2.3. MATERIAIS E METODOS

2.3.1. Animais

Foram utilizados camundongos fémeas de seis linhagens isogénicas (BALB/cAn,
CBA, C57BL/6, C57BL/10, DBA-1 e DBA-2), uma linhagem outbred (Swiss Webster) e
uma linhagem hibrida (B6D2F1), com idades entre oito e dez semanas de vida, originadas
do Centro de Cria¢dao de Animais de Laboratorio, (CECAL) da Fundac¢dao Oswaldo Cruz.

Durante o periodo de aclimatacdo (uma a trés semanas) e durante todo o
experimento, agua e ra¢do comercial para camundongos (Nuvital® - Nuvital CRI1,
Curitiba, PR, Brasil) foram fornecidas ad libitum. Ambiente estavel e controlado foi
mantido na sala dos animais durante todo o tempo: temperatura (23 £ 2°C), umidade
relativa do ar (aproximadamente 70%) e ciclo claro-escuro constante de doze horas
(periodo claro de 8:00 h as 20:00 h). As trocas das camas de maravalha, dgua e racao
foram realizadas trés vezes por semana.

Para cada linhagem, os animais foram distribuidos ao acaso e alojados em grupos
de seis em gaiolas de plastico com tampa de aco inoxidavel e cama de maravalha de
pinho branco. O estudo foi examinado e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de

Animais (CEUA) da FIOCRUZ (protocolo CEUA P-84/10-7).

2.3.2. Desenho experimental

Para avaliar a modulacdo da atividade da Cyp2a$5, foram constituidos trés grupos
de tratamento para cada linhagem:
e Controle negativo (veiculo para os indutores): tampao fosfato de potassio — PBS
e Pirazol (PIR) (indutor especifico) (Sigma P2646 1 Lote:88H3620) — 100
mg/kg/dia
e Fenobarbital sdédico (FEN) (indutor pleiotropico) (Fenocris — Marca: Cristalia —

Lote: numero 06085810) — 80 mg/kg/dia
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Cada grupo foi composto por camundongos f€émeas com idades entre oito ¢ dez
semanas de vida e distribuidos ao acaso. Em cada grupo, o tratamento foi realizado por
via intraperitoneal (i.p.) por trés dias consecutivos, a intervalos de 24 horas e usando o
volume de 10 mL/kg/dia.

Nas diversas analises realizadas, o numero de animais em cada grupo de
tratamento para cada linhagem estudada foi de até seis camungongos. A Tabela 2.1
(niveis de RNA de Cyp2a4/5 e hmox-1) e a Tabela 2.2 (atividade das enzimas hepatica e
a possivel hepatotoxicidade) descrevem o nimero exato de animais por grupo

esperimental.

Tabela 2.1. Numero de animais (N) analisado por qPCR por grupo de tratamento e por

linhagem.
Linhagem' Tratamento
(Sigla)' CON PIR FEN
™) ™) N)
BALB/cAn (Balb) 6 6 5
B6D2F1 (F1) 4 5 5
CBA 6 6 6
C57BL/6 (B6) 6 6 6
C57BL/10 (B10) 6 6 6
DBA-1 (D1) 4 5 5
DBA-2 (D2) 6 5 6
SissWebster (SW) 5 5 5

CON: controle (PBS 10 mL/kg/dia, 3 dias); PIR (pirazol 100 mg/kg/dia, 3 dias) e FEN
(fenobarbital 80 mg/kg/dia, 3 dias). 'Linhagem em estudo e sigla usada para referenciar o

animal.
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Tabela 2.2. Numero

de animais (N) analisado por grupo de tratamento e por

linhagem.
Linhagem' Atividades de Atividades das
(Sigla)' monoxigenases Transaminases
Tratamento
CON PIR FEN CON PIR FEN
™) ™ N N N O
BALB/cAn (Balb) 6 6 5 6 6 5
B6D2F1 (F1) 6 6 6 6 6 6
CBA 6 6 6 6 6 6
C57BL/6 (B6) 6 6 6 5 6 6
C57BL/10 (B10) 6 5 6 6 6 6
DBA-1 (D1) 6 6 6 6 6 6
DBA-2 (D2) 6 6 6 4 6 6
SwissWebster (SW) 6 6 6 6 6 6

CON: controle (PBS 10 mL/kg/dia, 3 dias); PIR (pirazol 100 mg/kg/dia, 3 dias) ¢ FEN

(fenobarbital 80 mg/kg/dia, 3 dias).' Linhagem em estudo e sigla usada para referenciar o

animal.
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2.3.3. Morte dos animais, coleta de sangue e figado

Vinte e quatro horas apds o ultimo tratamento, os animais foram mortos por
deslocamento cervical e o figado rapidamente removido e levado a uma placa de Petri,
mantida em gelo. O 6rgdo foi pesado, uma pequena fracdo posta em tubo eppendorf
contendo RNA later (Ambion®) e armazenado a -20°C, para posterior avaliacdo da
expressdo génica (qQPCR). O restante do figado foi acondicionado em papel aluminio e
armazenado em nitrogénio liquido até o momento do preparo da fragdo microssomal.
Para evitar interferéncias do ciclo circadiano, a morte dos animais ocorreu sempre no
periodo entre o final da manha e as 14 h.

Imediatamente antes da morte por deslocamento cervical, o sangue foi coletado
do plexo orbital do animal para determinar a atividade das transaminases (ALT). O soro
foi separado por centrifugagdo a 9.000 X g por 10 minutos, duas vezes, em centrifuga
eppendorf Minispin®, coletado em tubo para criogenia e armazenado em nitrogénio

liquido até o momento das analises.

2.3.4. Determina¢do do mRNA por qPCR em tempo real

Para as analises referentes a determinaciao do mRNA por gPCR, os
experimentos foram realizados no Laboratorio BioMa da UFRJ com a ajuda e suprevisao

do pesquisador Thiago Parente.

2.3.4.1. Extracio e quantificacao de RNA

Uma pequena fragdo do figado armazenado em tubo para criogenia contendo
RNA later (Ambion®) e armazenado a -20°C foi colocada em tubo tipo eppendorf
contendo 1 mL de Trizol® (Invitrogen®) e homogeneizada com homogeneizador de
tecido elétrico (Polytron®). Apos a completa homogeneizacao, o figado permaneceu em
repouso por 10 minutos a temperatura ambiente. Ao final dos 10 minutos, foram
adicionados 200 pL de cloroférmio. Um periodo de repouso de 15 minutos adicionais
permitiu a separagdo das fases aquosa e orginica. As amostras foram, entdo,

centrifugadas a 12.000 X g por 15 minutos a 4°C (Mikro 22R, Hettich®).
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Da fase aquosa, foram retirados 600 pL e transferidos para tubos tipo eppendorf.
Um volume de 500 pL de isopropanol foi adicionado para precipitar o RNA, sendo o
material deixado em repouso por 10 minutos. Ao final deste periodo, as amostras foram
centrifugadas a 12.000 X g por 8 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado, 1 mL de
etanol 75% foi adicionado (para lavar o RNA) e, em seguida, a amostra foi centrifugada
novamente a 7.500 X g por 5 minutos a 4°C. Uma etapa adicional de lavagem com etanol
75% e de centrifugacdo foi realizada. Ao final da lavagem, o sobrenadante foi descartado
e 30 pL de agua Milli Q estéril foram adicionados a cada uma das amostras. A
concentracdo de RNA das amostras foi determinada usando espectrofotometro ND-1000

(Nanodrop®) e expressa em ng/pul.

2.3.4.2. Eletroforese em gel de agarose

A integridade dos RNA extraidos do figado dos animais foi confirmada pela
eletroforese em gel de agarose.

Inicialmente, gel de agarose TAE 1,2% foi vertido em cuba (montada e
previamente limpa com SDS 0,1%), que permaneceu em repouso por 15 a 30 minutos
para solidificacdo do gel. O gel de RNA (1uL de brometo de etideo 2,5%, 1,5 pL de
loading dye, 9 pLL de formamida e 3,5 pLL da amostra contendo o RNA) foi preparado de
acordo com o numero de amostras e colocado em termociclador (Mastercycler Gradient,
Eppendorf®) a 65°C por 5 minutos. Em seguida, 15 pL do gel de RNA, correspondente a
cada uma das amostras das diferentes linhagens, foram adicionados aos pogos do gel de
corrida (gel de agarose TAE 1,2%). Foi, entdo, aplicada uma corrente de 74 V por 30
minutos e, em seguida, o gel foi colocado em um transiluminador para observar a

presenca de duas bandas, indicativo da integridade do RNA (subunidades 18S e 28S).

2.3.4.3. Sintese de DNA complementar (cDNA)

Verificada a integridade do RNA extraido das fracdes hepaticas das diversas
linhagens, o cDNA foi sintetizado usando o kit TagMan® (AppliedBiosystems®).

Para sintetizar o cDNA de cada amostra, foi preparada uma solugdo contendo 1 pg
de RNA, 4 uL de Master Mix (TagMan Universal Master Mix, AppliedBiosystems®) e
volume de agua Milli Q estéril necessaria para completar 20 pL. As amostras foram

colocadas no termociclador (MastercyclerGradient, Eppendorf®), de acordo com a
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seguinte programacgao: 25°C por 5 minutos, 42°C por 30 minutos e 85°C por 5 minutos.
Ao fim da sintese do cDNA, o termociclador manteve a temperatura a 4°C, até que as

amostras fossem retiradas e armazenadas a -20°C até o momento de uso.

2.3.4.4. Quantificacio dos niveis de mRNA por RT-PCR

Os niveis de mRNA do Cyp2a4/5 ¢ hmox-1 foram quantificados pela técnica de
real time PCR, usando o método TagMan® (AppliedBiosystems®). A sonda Cyp2a4/5 foi
usada no lugar da Cyp2a5, pois a primeira ¢ uma forma comercial que apresenta
similaridade com a Cyp2a5, que ndo ¢ vendida comercialmente a menos que
encomendemos sua constru¢do. As duas sondas (Cyp2a4/5 e hmox-1) estdo conjugadas
com fluor6foro que durante sua etapa de extensdo ¢ clivado da sonda pela agao
exonucleasica da DNA polimerase e, entdo emite sinal de fluorescéncia detectado pelo
termociclador do real time (7500 Fast — AppliedBiosystems®).

Para o estudo dos genes-alvo (Cyp2a4/5 e hmox-I), foram usadas sondas
conjugadas com fluor6foro FAM®, enquanto para o controle endoégeno f-actina, o
fluor6foro conjugado foi VIC®. Estas sondas constam do catalogo da
AppliedBiosystems® e apresentam suas sequéncias protegidas por patentes comerciais.

As sondas estao apresentadas abaixo (Quadro 2.1).

Quadro 2.1. Genes alvo e de referéncia da qPCR e respectivos cédigos do
fabricante
Gene Codigo*
alvo: Cyp2a4/5 Mm00487248 ¢l
hmox-1 Mm00516007 ml
referéncia:  f-actina 4352341E

*catalogo da AppliedBiosystems®

Os ensaios foram realizados em placas oOpticas de 96 pogos
(AppliedBiosystems®). No caso do gene alvo Cyp2a4/5, as reagdes de PCR foram
realizadas na forma multiplex, i.e., a rea¢do para o gene alvo e para o controle endégeno
foram realizadas no mesmo pogo. Por outro lado, para o gene alvo hmox-1, as reagdes de
PCR foram realizadas em pocgos diferentes (singleplex). Em ambos os casos, o volume

final de reagdo foi de 10 pL, sendo 1 puL de cDNA, 1 pL do primer (multiplex: 0,5 pL do
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primer para o gene alvo e 0,5 pL do primer para o controle endégeno ou singleplex: 1 pl
do primer para o gene em estudo, Cyp2a4 ou hmox-1), 5 pL de Master Mix®
(AppliedBiosystems®) e 3 uL de agua Milli Q estéril.

Em ambos os casos (multiplex e singleplex), as alteragcdes na expressdo dos genes
foram calculadas em relacdo a niveis de expressdo em cada um dos grupos controle e
normalizadas contra a expressdo da B-actina, pelo método AACt (Livak e Schmittgen,

2001).

2.3.5. Preparo da fracio microssomal hepatica

O preparo da fracdo microssomal foi realizado como descrito por De-Oliveira et
al. (2010). O ¢6rgao foi pesado, lavado com solugdo de sacarose 250 mM e seco com
papel filtro. Em seguida, o figado foi homogeneizado em solu¢do tampao Tris 100 mM
com KCI 150 mM pH 7,4 (a um volume referente a 4x o peso do 6rgdo), a uma
velocidade de 1.200 rpm em homogeneizador do tipo Potter-Elvejhem.

Ao final da homogeneizagdo, o 6rgdo foi transferido a tubos de centrifuga e
centrifugado a 9.000 X g por 30 minutos a 4°C. Ao final, o centrifugado foi filtrado em
gaze e o sobrenadante ultracentrifugado a 100.000 X g por 1 hora a 4°C (ultracentrifuga
Hitach CP70MX).

Apos a primeira ultracentrifugagao, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento
homogeneizado mais uma vez com a mesma solu¢ao tampao a uma velocidade de 250
rpm. Ao final, o homogeneizado foi ultracentrifugado novamente a 100.000 X g por 1
hora a 4°C.

O sobrenadante foi descartado, o sedimento suspenso em solucdo tampdo de
K>;HPO4100 mM com 20% de glicerol e EDTA 1 mM pH 7.4, homogeneizado a 250 rpm
e aliquotado em tubos para criogenia, que foram armazenados em nitrogénio liquido até o

momento de uso.

2.3.6. Quantificacdo de proteinas

A quantificacdo de proteinas na fracdo microssomal foi realizada segundo o

método descrito por Bradford (1976), adaptado para espectrofotometro (595 nm) para
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microplacas (Spectramax Plus - Molecular Devices®), usando o software SoftmaxPro
versao 4.0 para Macintosh® e Windows®.
As medidas foram realizadas em triplicata e a concentragdo de proteinas foi

expressa em mg de proteina/mL de fragdo microssomal.

2.3.7. Determinacao das atividades enzimaticas

2.3.7.1. Cumarina 7-hidroxilase (COH)

As atividades da COH, um marcador para a Cyp2a5, foram determinadas na
fragdo microssomal das diversas linhagens em estudo com pequenas alteragdes nas
recomendagdes de van lersel et al. (1994).

O ensaio foi realizado em tubos de ensaio de vidro com capacidade para 5 mL. O
volume final da reagdo foi de 500 pL, cuja mistura continha tampao tris 50 mM pH 7,4,
cumarina 10 uM (substrato para a reagdo) e proteina 0,8 mg/mL. Apos um periodo de
pré-incubacao de 3 minutos em banho com agitacao (Heto®) a 37°C, a reagdo teve inicio
com a adi¢do do sistema regenerador de NADPH (B-NADP 0,5 mM, glicose 6-fosfato 10
mM, glicose 6-fosfato desidrogenase 0,5 U/mL e MgCl,10 mM). Decorridos 10 minutos,
a reacao foi interrompida pela adicdo de HCI 2N.

Ao final da reagdo, as amostras voltaram ao banho de gelo e, em capela quimica,
foi adicionado 1 mL de cloroférmio a mistura. Decorridos 20 minutos, 500 uL da camada
inferior (contendo a umbeliferona formada durante a reagdo) foram extraidos e
transferidos para tubos tipo eppendorf contendo 750 puL de solugao tampao glicina-NaOH
1,6 M pH 10,4. Ap6és 10 minutos, a umbeliferona (camada superior) foi novamente
extraida, sendo transferida para a cubeta de quartzo (diluicdo 1:4 em solugdo tampao
glicina-NaOH 1,6 M pH 10,4). A fluorescéncia da umbeliferona produzida na reagdo foi
mensurada em espectrofluorimetro Shimadzu® RF5301PC, com os pardmetros de
excitagdo e emissao fixados em 355 e 460 nm, respectivamente, e abertura de fenda de 3
nm.

Uma curva padrio com solucdo de umbeliferona 1 pM em solugdo tampao
glicina-NaOH 1,6 M pH 10,4 foi usada para o célculo da atividade de COH. A reagao
para cada amostra foi realizada em triplicata e a atividade enzimética expressa como

picomoles de umbeliferona / minuto / miligrama de proteina.
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2.3.7.2. Alcoxi-resorufina-O-desalquilases: EROD e BROD

As atividades da etoxiresorufina-O-desetilase (EROD — marcador para Cyplal/2)
e benziloxiresorufina-O-desbenzilase (BROD — marcador para Cyp2b9/10) foram
determinadas na fracdo microssomal das diversas linhagens, de acordo com o método
descrito por Burke et al. (1985), exceto pelo uso do sistema regenerador de NADPH
(G6P 5 mM; B-NADP 0,25 mM; MgCl, 2,5 mM e G6PD 0,5 U/mL). A adaptacio para
microplaca seguiu as recomendacdes propostas por Kennedy & Jones (1994), com
algumas modifica¢des (De-Oliveira et al., 2006).

Os ensaios foram realizados em microplaca de 96 pocos. O volume final da
reacdo foi de 360 pL, cuja mistura continha tampao K,HPO, 50 mM pH 7,8,
etoxiresorufina (EROD) ou benziloxiresorufina (BROD) 5 uM (substrato para as reagoes,
respectivamente) e proteina 2,5 mg/mL. Ap6s um periodo de pré-incubacao de 3 minutos,
em banho com agitacdo (Heto®) a 37°C, a reagdo teve inicio com a adigdo do sistema
regenerador de NADPH. Decorridos 10 minutos, a reagao foi interrompida pela adicao de
acetonitrila.

Ao final da reagdo, a microplaca foi retirada do banho-maria e deixada a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz por quinze minutos antes da leitura da
fluorescéncia.

As reagdes para cada amostra foram realizadas em triplicata. Uma curva padrao
com solucdo de resorufinal pM em solugcdo tampao K,HPO4100 mM pH 7,8 foi
construida para calcular a atividade enzimatica, que era expressa como picomoles de
resorufina / minuto / miligrama de proteina. A fluorescéncia produzida pela resorufina foi
mensurada em espectrofluorimetro para microplaca modelo SpectramaxGeminiXS
(Molecular Devices®), usando software Softmax Pro versdo 4.0 para Macintosh® e
Windows®, com os parametros de excitagdo e emissdo fixados em 530 e 590 nm

respectivamente, e precisdo normal.

2.3.8. Determinacao de alanina aminotransferase (ALT)

As atividades de ALT foram medidas no soro dos camundongos das diversas
linhagens em estudo, usando kit comercial Bioc/in® e seguindo as recomendagdes do

fabricante, mas adaptado para microplaca de 96 pogos. A leitura da densidade otica foi
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realizada a 505 nm em espectrofotometro para microplaca modelo Spectra Plus
(Molecular Devices®), software SoftmaxPro versao 4.0 para Macintosh® e Windows®.
As atividades de ALT foram expressas como propor¢ao da unidade internacional por litro

(UI/L), em relagdo ao grupo controle.

2.3.9. Analise estatistica

A comparagdo estatistica para as varidveis que apresentaram distribui¢gdo normal
(paramétrica) foi realizada pela andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de
Bonferronit. Para as variaveis que ndo apresentaram distribuicdo normal os grupos foram
comparados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste U de Mann-Whitney. As

diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05.
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2.4. RESULTADOS

A integridade do mRNA hepatico, usado na constru¢do do cDNA e necessario
para a realizagdo do qPCR, foi verificada através da realizacdo da eletroforese em gel de
agarose (Figura 2.1). Ao observar o gel, foi possivel constatar a presenga de duas bandas

(subunidades 18S e 28S), garantindo assim a qualidade do mRNA extraido.

—
—

Figura 2.1. Gel de RNA. Presenca de duas bandas referentes as subunidades (18S e 28S).

Para avaliar a expressao do mRNA do Cyp2a4/5 e hmox-1 nas diferentes
linhagens, foi calculado o fator de inducao (FI) (média=EPM), representado como a razao
entre a expressao do Cyp2a4/5 ou hmox-1 de cada animal tratado em relagao a média das
expressoes do grupo controle da mesma linhagem, sendo atribuido valor 1 a expressao

constitutiva.

2.4.1. Expressao hepatica da Cyp2a5 nas diferentes linhagens

Como podemos observar com a Figura 2.2a, ndo houve indugdo nos niveis de
mRNA do Cyp2a4/5, apenas uma pequena diferenga entre as linhagens (Kruskal Wallis
seguido de teste U de Mann-Whitney, p<0,05 quando os niveis eram comparados ao CBA
e F1), um resultado que chama a aten¢do se levarmos em consideragdo a grande diferenca
dos niveis constitutivos das atividades de Cyp2a5, mediado pela atividade da cumarina 7-
hidroxilase (COH) nas diferentes linhagens (Figura 2.5a). Enquanto os niveis d¢ mRNA
do Cyp2a4/5 nao apresentam diferengas entre as linhagens D2 e SW, a atividade
constitutiva da COH na linhagem D2 ¢ aproximadamente 10 vezes maior do que a

atividade constitutiva na linhagem SW (Figuras 2.2a e 2.5a).
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Figura 2.2. Quantificacdo relativa do mRNA Cyp2a4/5 (a) e hmox-1 (b) do figado de
camundongos nas diferentes linhagens. A quantifica¢do relativa do mRNA foi realizada
através do RT-PCR usando a linhagem B6 como referéncia. * linhagem difere de CBA e

F1 (p<0,05, Krulkal Wallis seguido do teste U de Mann-Whitney).

O tratamento com PIR provocou um aumento nos niveis do mRNA do Cyp2a4/5
em todas as linhagens, o que foi acompanhado pela indu¢ao da atividade da Cyp2a5
(mediada pela COH — Figuras 2.3 ¢ 2.5b).

O efeito do FEN nos niveis do mRNA do Cyp2a4/5 foi menos evidente do que o
apresentado pelo PIR. Embora o FEN tenha apresentado um aumento na expressao do
Cyp2a4/5 na linhagem D2, este aumento ndo foi estatisticamente significante em relagao

as outras linhagens (Figura 2.3).

2.4.2. Alteracoes concomitantes na expressao da hmox-1 e Cyp2a4/5

Os resultados deste estudo mostram que o PIR induziu a atividade da Cyp2aS5 e a
expressdo do mRNA do Cyp2a4/5, mesmo na auséncia de qualquer sinal de
hepatotoxicidade (Figuras 2.3, 2.5b e 2.8). O mesmo ndo foi observado com o mRNA da
hmox-1 que, ao contrario, foi inibida no figado das linhagens BALB, CBA, B6, B10, F1 e
SW (Figura 2.4).
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Figura 2.3. Efeitos do pirazol (PIR, 100 mg/kg / dia, 3 dias, i.p.) e fenobarbital (FEN, 80 mg/kg /

dia, 3 dias, i.p.) sobre os niveis do mRNA do Cyp2a4/5 hepatico nas diferentes linhagens. A
quantificacdo relativa do mRNA foi realizada através do RT-PCR, usando o grupo controle
(CON, tratado com PBS 10 mL/kg / dia, 3 dias, i.p.) como referéncia. * Tratado difere do controle
da mesma linhagem (p<0,05, Kruskal Wallis seguido do teste U de Mann-Whitney).
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Figura 2.4. Efeitos do pirazol (PIR, 100 mg/kg / dia, 3 dias, i.p.) e fenobarbital (FEN, 80 mg/kg /
dia, 3 dias, i.p.) sobre os niveis do mRNA do Amox-1 hepatico nas diferentes linhagens. A
quantificacdo relativa do mRNA foi realizada através do RT-PCR, usando o grupo controle
(CON, tratado com PBS 10 mL/kg / dia, 3 dias, i.p.) como referéncia. * Tratado difere do controle
da mesma linhagem (p<0,05, Kruskal Wallis seguido do teste U de Mann-Whitney).
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2.4.3. Atividade da cumarina 7-hidroxilase nas diferentes linhagens

Os resultados mostraram que a atividade constitutiva da COH na fragdo
microssomal hepatica das diferentes linhagens apresentou grande variagdio (ANOVA
seguida do teste de compara¢des multiplas Bonferroni, p<0,05). A linhagem D2, a mais
antiga entre as linhagens isogénicas, apresentou a maior atividade da COH (228 pmol /
mg de proteina / minuto), enquanto o D1 (143 pmol / mg de proteina / min) apresentou a
segunda maior atividade. As linhagens CBA, BALB e B6 apresentaram atividades que
variaram de 33 a 45 pmol / mg de proteina / min, enquanto as menores atividades foram
encontradas nas linhagens B10 e SW (24 pmol / mg de proteina / min). Devido ao modo
aditivo de heranga dos genes que originam as enzimas metabolizadoras Cyp2a5, a
atividade da COH (marcador de Cyp2a5) no figado dos camundongos hibridos F1 (113
pmol / mg de proteina / min) foi intermedidria comparada a de seus pais que,
constitutivamente, apresentam alta (D2) e baixa (B6) atividade (Figura 2.5a).

Para comparar o efeito do PIR e do FEN sobre a atividade de COH nas diferentes
linhagens, foi calculado o fator de inducao (FI) (médiaxEPM) em cada linhagem,
representado pela razdo entre a atividade de COH do animal tratado e a média das
atividades de COH do grupo controle na mesma linhagem.

O tratamento com PIR (100 mg/kg / dia, por 3 dias. i.p.) aumentou a atividade da
COH em todas as linhagens. O FI foi de 2 a 2,5 vezes superior ao valor encontrado para
os controles nas linhagens BALB, D2, D1 e B6 e, de 3,3 a 3,9 vezes para as linhagens
SW, CBA, B10 e F1 (Figura 2.5b).

O tratamento com FEN (80 mg / kg /dia, por 3 dias, i.p.), um indutor de enzimas
de biotransformagdo de xenobioticos, do tipo pleiotropico, aumentou a atividade da COH
em todas as linhagens, exceto B6, D1 e SW. Entretanto, a indu¢do promovida pelo FEN
foi menos potente que a indugdo promovida pelo PIR. O FI apds o tratamento de todas as
linhagens com FEN variou de 2,1 a 2,8 para as linhagens BALB, D2, B10, F1 e CBA
(Figura 2.5¢).
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(b) difere de todas as
linhagens, exceto F1; (c¢)
difere de todas as linhagens,
exceto D1. Painel b: Fator de
inducao (FI, razao do induzido
em relacdo a média da
atividade constitutiva) apos o
tratamento com pirazol (100
mg/ kg/ dia, 1.p.) (a) difere de
BALB, B6, D1 e D2; (b)
difere de BALB, B6 ¢ D2; (¢)
difere de BALB. Painel c: FI
apos tratamento com
fenobarbital (80 mg/ kg/ dia,
por 3 dias, i.p.) (a) difere de
BALB, B6, D1, D2 e SW; (b)
difere de B6, D1, D2 ¢ SW;

(c) difere de B6, D1 ¢ SW.
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2.4.4. Atividade da alcoxiresorufina-O-dealquilase nas diferentes linhagens

A variacdo relativa da atividade constitutiva, entre as linhagens, para Cyplal/2
(EROD) e Cyp2b9/10 (BROD) foi menos potente que a observada para a atividade da
Cyp2a5 (COH). A diferenca das atividades de Cyplal/2 (EROD) e Cyp2b9/10 (BROD)
entre as linhagens foi muito inferior ao que se observou com as atividades de COH
(CYP2AS5), sendo de 2,6 vezes (EROD, B10: 132 pmol / mg ptn / min ¢ D1: 50 pmol /
mg ptn / min e BROD, BALB: 57 pmol / mg ptn / min e CBA: 22 pmol / mg ptn / min)
(Figuras 2.6a e 2.7a), comparado a 9,5 vezes (COH, D2: 228 pmol / mg ptn / min e SW:
24 pmol / mg ptn / min) (Figura 2.5a).

O tratamento com PIR ndo provocou o aumento da atividade mediada por
Cyplal/2 e Cyp2b9/10 em nenhuma das linhagens estudadas (i.e., o FI foi proximo a 1
conforme mostra as Figuras 2.6b ¢ 2.7b), um achado condizente com a nocao de que este
composto diazol-heterociclico ¢ um indutor de Cyp2a, 2j e 2el (Franzén et al., 2006).

De forma contraria, o FEN promoveu um marcante aumento na atividade mediada
por Cyplal/2 e Cyp2b9/10 em todas as linhagens, confirmando que este ¢ um indutor
pleiotropico das atividades das monooxigenases hepaticas. O tratamento com FEN levou
a um aumento de aproximadamente 4 vezes na atividade da Cyplal/2 (EROD) em todas
as linhagens, exceto no BALB, onde o FI foi de 7,5 (Figura 2.6¢). Da mesma forma, a
inducao promovida pelo FEN na atividade da Cyp2b9/10 (BROD) nas linhagens BALB,
B6, B10 ¢ SW variou de 3 a 4 (3<FI<4), mas nas outras linhagens, esta indu¢do foi mais
potente, sendo 11,3; 10,1; 8,7 € 6,7 para as linhagens CBA, D1, F1 e D2 respectivamente
(Figura 2.7¢) (Kruskal Wallis seguido de teste U de Mann-Whitney, p<0,05).
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Figura 2.6. Atividade da
etoxiresorufina-O-desetilase

(EROD, Cyplal/2) na fragao

microssomal de diferentes
linhagens de camundongos
(ANOVA seguido de
Bonferroni, para atividade

constitutiva e Kruskal Wallis
seguido do teste U de Mann-
Withney para os fatores de
indugdo, p<0,05). Painel a:
atividade constitutiva (pmol /
mg ptn / min) (a) difere de
todas as linhagens; (b) difere
de DI1. Painel b: Fator de
inducao (FI, razdo do induzido
em relacdio a média da
atividade constitutiva) apds o
tratamento com pirazol (100
mg/kg / dia, por 3 dias, i.p.)
(a) difere de

linhagens, exceto B10 ¢ SW.

todas as

Painel c: FI apos tratamento
com fenobarbital (80 mg/kg /
dia, por 3 dias, i.p.) (a) difere
(b)
difere de BALB, CBA, D2 ¢
F1; (c) difere de BALB e F1.

de todas as linhagens;
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Figura 2.7. Atividade da

benziloxiresorufina-O-
desbenzilase (BROD,
Cyp2b9/10) na fracdo
microssomal de diferentes
linhagens de camundongos
(ANOVA seguido de
Bonferroni, para atividade
constitutiva e Kruskal Wallis
seguido do teste U de Mann-
Withney para os fatores de
inducao, p<0,05). Painel a:
atividade constitutiva (pmol /
mg ptn / min) (a) difere de
CBA e DI; (b) difere de CBA.
Painel b: Fator de inducao (FI,
razao do induzido em relacao
a média da atividade
constitutiva) apos 0
tratamento com pirazol (100
mg/kg/dia, por 3 dias, ip.).
Painel c: FI apds tratamento
com fenobarbital (80
mg/kg/dia, por 3 dias, i.p.) (a)
difere de todas as linhagens,
exceto CBA; (b) difere de
todas as linhagens, exceto F1;
(c) difere de todas as
linhagens, exceto D1 e F1; (d)
difere de todas as linhagens,

exceto CBA e D2.
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2.4.5. Inducio da atividade da CYP2AS e hepatotoxicidade

Para avaliar possiveis sinais de hepatotoxicidade, os niveis de alanina
aminotransferase (ALT) foram expressos como propor¢ao de UI/L do grupo tratado em
relagdo ao grupo controle em cada uma das linhagens.

Neste estudo, a analise estatistica (Kruskal Wallis seguido de Mann-Whitney U,
p<0,05) mostrou um pequeno aumento nos niveis séricos de ALT (menor que 2 vezes)
nas linhagens CBA (1,6) e B10 (1,8), ap6s o tratamento com PIR (100 mg/kg / dia, por 3
dias, i.p.). Entretanto, o tratamento com FEN (80 mg/kg /dia, por 3 dias, i.p.) nao
provocou qualquer alteragdo dos niveis séricos em nenhuma das linhagens avaliadas
(Figura 2.8).

O esquema de tratamento usado neste estudo foi suficiente para induzir a
expressao e a atividade da Cyp2a5, entretanto, ndo foi suficiente para promover evidencia

clinica de hepatotoxicidade.
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Figura 2.8. Niveis séricos da transaminase alanina aminotransferase (ALT), nas
diferentes linhagens, ap6s tratamento com pirazol (PIR, 100 mg/ kg/ dia, por 3 dias, i.p.)
e fenobarbital (FEN, 80 mg/ kg/ dia, por 3 dias, i.p.). Os niveis sdo expressos como
propor¢ao de Ul / L, em relagdo ao grupo controle. * Tratado difere do controle da

mesma linhagem (P<0,05, Kruskal Wallis seguido do teste U de Mann-Whitney).
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2.5. DISCUSSAO

O gene Cyp2a4 ¢ altamente relacionado ao Cyp2a5 (> 98% de similaridade na
sequéncia de aminoacidos de sua regido codificadora) e ambos sdo expressos no figado
de camundongos. Apesar de sua grande similaridade, os genes Cyp2a4 e Cyp2as
codificam enzimas que atuam sobre substratos especificos: enquanto o primeiro catalisa a
15-a-hidroxilagdo de hormoénios esterdides (e.g., testosterona e estrogénio), o segundo
catalisa a 7-hidroxilagio da cumarina. A substituicdo de um unico aminoacido
(Phe209Leu) parece ser suficiente para mudar a especificidade da Cyp2a4 para a
testosterona 15-a-hidroxilase, em vez da cumarina 7-hidroxilase (Neigishi et al., 1996).
Os primers e a sonda usados neste estudo ndo distinguem o transcrito Cyp2a4 do Cyp2a3,
portanto os niveis de mRNA foram quantificados em conjunto.

Usando uma andlise diagnostica avancada de PCR, com base no método de
Squires & Negishi (1988), Hahnemann e colaboradores (1992) estimaram a contribuigao
relativa do Cyp2a4 e do Cyp2a5 em relacao ao teor total de mRNA de Cyp2a4/5 presente
no figado de camundongos machos das linhagens D2 e B6. Embora os autores nao
tenham usado o método quantitativo em tempo real (QPCR), os resultados sugeriram que
nas duas linhagens, 0o mRNA do Cyp2a5 representa aproximadamente 90% dos niveis
constitutivos do mRNA de Cyp2a4/5. Os autores também sugeriram que o aumento no
mRNA de Cyp2a4/5 produzido pelo PIR, se deveu predominantemente a indugdo dos
niveis do mRNA do Cyp2a5. Esta hipdtese foi confirmada através dos resultados obtidos
no estudo, onde houve indugdo da atividade da COH (mediada pela Cyp2a5), mas o
mesmo nao ocorreu com a atividade de 15-a-hidroxilase (mediada pela Cyp2a4), apos
tratamento dos animais D2 com PIR (Hahnemann et al., 1992).

Os resultados aqui apresentados indicam que a COH, atividade mediada pela
Cyp2a5, varia em 10 vezes entre as linhagens. Entretanto, apesar desta marcante variagao
nas atividades constitutivas das linhagens estudadas, as respostas ao FEN e ao PIR
ocorreram de forma semelhante, sugerindo que as diferengas constitutivas entre as
linhagens ou ndo envolvem xenoreceptores ou envolvem mecanismos que ndo participam
da regulagio de Cyp2a5 por xenobidticos. E digno de nota que o FEN, um indutor
pleiotropico de Cyp2a35, 2b9/10, 3all e outras isoformas, e o PIR, um indutor de Cyp2a4,
2a5, 2el e 2j, aumentam as atividades catalisadas pela Cyp2a5 por mecanismos distintos

(Geneste et al., 1996; Ueda et al., 2002; Franzén et al., 2006).
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Este estudo mostrou que o PIR aumentou o nivel de mRNA do Cyp2a4/5 em
todas as linhagens, um achado consistente com o relatado por outros autores que trataram
camundongos D2 e B6 com compostos diazol-heterociclicos (Aida & Negishi, 1991;
Hahnemann et al., 1992). Os primeiros autores demonstraram que a meia-vida do mRNA
do Cyp2a5 hepatico de camundongos D2 tratados com PIR era pelo menos 4 vezes maior
do que a dos animais controles, um resultado que indicava que o aumento na transcri¢ao
génica do Cyp2a5 se devia predominantemente a estabilizacio do mRNA (Aida &
Negishi, 1991). Estudos posteriores revelaram que o PIR aumenta os niveis da
riboproteina nuclear heterogénea Al (heterogeneous nuclear riboprotein Al -
hnRNPA1), uma proteina que se liga a regido do nucleotideo 71 do mRNA do Cyp2a5,
protegendo-o da degradagdao (Geneste et al., 1996). Os estudos citados sugeriram
fortemente que a indugcdo do Cyp2a5 hepatico pelo PIR era predominantemente um
evento poés-transcricional e pré-traducional que envolvia a estabilizagdo do mRNA do
Cyp2a5. Entretanto, o mecanismo pelo qual o PIR e compostos relacionados promovem a
alteracdo de proteinas que se ligam ao mRNA do Cyp2a5 ainda nao estd completamente
compreendido.

Por outro lado, a inducdo do Cyp2a5 pelo FEN parece envolver a traducao
eficiente e / ou a estabilizagdo da apoproteina, além do aumento da taxa de transcrigao.
Por exemplo, enquanto o FEN aumenta a proteina Cyp2a e a atividade da Cyp2a5 (COH),
os niveis do mRNA do Cyp2a4/5 no figado de camundongos machos da linhagem D2 nao
aumentam (Aida & Negishi, 1991). Todavia, Hahnemann e colaboradores (1992)
mostraram que o mRNA do Cyp2a4/5 e a atividade do Cyp2a5 foram aumentados em 2 a
3 vezes no figado de camundongos B6, apos o tratamento com FEN. No estudo aqui
apresentado, apesar do aumento da atividade do Cyp2a5 (COH) pelo FEN de 2 a 3 vezes
na maioria das linhagens, houve apenas um aumento pequeno (< 2 vezes) € nao
significativo nos niveis do mRNA do Cyp2a4/5, exceto na linhagem D2. Esta falta de um
efeito claro sobre os niveis de mRNA do Cyp2a4/5 sugere que o FEN induz a atividade
do Cyp2a5 aumentando a eficiéncia de traducdo e / ou prolongando a meia-vida desta
proteina, mais do que aumentando a taxa de transcrigdo e / ou estabilizando o transcrito.

A descoberta mais surpreendente desta comparacgdo entre linhagens foi que apesar
da atividade constitutiva do Cyp2a5 ser mais alta nas linhagens D2 e D1 (além da hibrida
F1), os niveis de mRNA do Cyp2a4/5 ndo foram maiores do que aqueles observados nas
outras linhagens de camundongos. Estudos anteriores sugeriam que a diferenca da

atividade constitutiva do Cyp2a5 entre as linhagens estava relacionada com quantidades
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diferentes de proteinas devido as diferencas na eficiéncia de tradugdo e / ou estabilizagdo
da proteina. Esta interpretagdo ¢ consistente com o fato de que apesar da V., na reacao
de COH determinada na fracdo microssomal hepatica da linhagem D2 ser maior do que a
avaliada para as linhagens AKR e B6, o K;,, da reagdo ndo diferiu entre as linhagens D2 e
AKR (Lang et al., 1989) nem entre as linhagens D2 e B6 (Pelkonen et al., 1985). A partir
do momento em que o K, € essencialmente o mesmo, ¢ justificavel crer que as diferencas
na atividade constitutiva da COH sejam decorrentes de quantidades diferentes da proteina
Cyp2a5 na fragdo microssomal hepatica. Tanto quanto os autores tem conhecimento,
nenhum estudo anterior comparou os niveis constitutivos do mRNA do Cyp2a4/5 (ou
Cyp2a5) entre as diversas linhagens usando um método quantitativo de qPCR.

Visto que a expressao e a atividade do Cyp2a5 sdo induzidas por agentes
hepatotoxicos e algumas patologias hepaticas (Kirby et al., 1994; Montero et al., 1999;
De-Oliveira et al., 2010), tem-se afirmado que o estresse oxidativo ou outra mudanca
fisiopatolégica associada ao dano hepatico ¢ capaz de justificar a superexpressao do
cyp2a5 (Gilmore et al., 2003; Gilmore & Kirby, 2004). De acordo com esta linha de
raciocinio, tem sido sugerido que o Nrf2, um fator transcricional regulado pelo estresse
oxidativo, ¢ peca chave para a indugdo do Cyp2a5 por agentes e condigdes que
eventualmente acarretem dano hepatico. O Nrf2 também ¢ mediador da expressao de uma
série de genes que regulam a homeostase do estado redox, incluindo o Amox-1 (Ladmsa et
al., 2010). Uma indugdo concomitante de Cyp2a5 e HO-1 hepaticos na linhagem de
camundongo D2 apos a intoxicagdo com o cadmio foi observada por alguns autores
(Abu-Bakar et al., 2005), e também em camundongos infectados da mesma linhagem por
parasitas da maladria murina (De-Oliveira et al., 2010). A malaria promove um aumento
na taxa de hemdlise, o que provoca a liberagdo do grupamento heme, que ¢ convertido
pela heme oxigenase em biliverdina, que por sua vez ¢ transformada pela biliverdina
redutase em bilirrubina. Embora a elimina¢do da bilirrubina seja mediada principalmente
através da reacdo de glicuronizacdo (através da UGTI1Al hepatica), a degradagdo
oxidativa da bilirrubina parece ser uma rota de desintoxicacdo secunddria (Schmid &
Hammaker, 1963; Kapitulnik & Ostrow, 1978). De qualquer forma, atividades
aumentadas de HO-1 promovem o aumento na producdo de bilirrubina, que ao se
acumular no organismo, pode ser potencialmente toxica. Se a Cyp2a5 esta relacionada a
oxidacdo da bilirrubina, conforme sugerido por Abu-Bakar e colaboradores em 2005,
uma inducdo concomitante da HO-1 e da Cyp2a5, em casos de toxicidade e condigdes

patologicas, poderia conferir alguma protecdo contra o dano hepatico causado pelo
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aumento do estresse oxidativo, no sentido de manter o equilibrio entre a produgdo e a
eliminagdo da bilirrubina.

Em hepatdcitos primarios de camundongos da linhagem B6, Lamsé et al. (2010)
observaram que o tratamento com chumbo (PbCl,) e metilmercurio (MeHg) regulava
positivamente Cyp2a5, o que ndo ocorria com hepatocitos knockout para Nrf2. Niveis
reduzidos da expressdo de Cyp2a5 nos hepatocitos knockout indicaram que o Nrf2
também atuava na regulagdo constitutiva de Cyp2a5. O tratamento com PbCl, e MeHg
regulava hmox-1 e Cyp2a5, mas embora o primeiro fosse regulado positivamente
anteriormente (apos 6 h) ao segundo (apds 24 h), ambos os metais ativavam a via do Nrf2
(Lamsé et al., 2010).

O pirazol ¢ hepatotoxico, e regimes de doses deste composto heterociclico
capazes de causar forte inducdo do Cyp2a5, também sdo capazes de promover
pronunciada elevacdo dos niveis séricos de aminotransfererases (ALT e AST),
marcadores de dano hepatico (Gilmore et al., 2003; Gilmore & Kirby, 2004; Lu et al.,
2008). No nosso estudo, embora o pirazol tenha provocado niveis mais altos de mRNA
de Cyp2a5 comparado aos controles em todas as linhagens estudadas, os niveis do
mRNA de hmox-1 ndo foram alterados 24 h apds o tratamento com uma dose Unica de
100 mg/kg de pirazol. Em estudo com camundongos B6 que receberam pirazol na dose
de 150 mg/kg durante 2 dias consecutivos, Lu e colaboradores (2008) observaram
inducao das proteinas HO-1 e Cyp2a3, e da atividade de COH hepatica com ativa¢ao da
via do Nrf2, mas sem evidéncias de hepatotoxicidade: os animais que receberam uma
dose de pirazol semelhante aos animais do nosso estudo, também nao apresentaram niveis

elevados de transaminases.
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2.6. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo mostraram que as atividades constitutivas da Cyp2a5
(COH) no figado de camundongos D2 e D1 foram claramente maiores que a
atividade da linhagem outbread SW e de qualquer das outras linhagens isogénicas

(BALB, CBA, B6 ¢ B10);

Conforme esperado pelo modelo aditivo de heranga, a atividade da Cyp2a5 no
figado do camundongo hibrido F1 foi intermediaria em relagdo as atividades de
seus genitores que apresentam altas e baixas atividades (D2 e B6

respectivamente);

Desde que os niveis de transcricdo do gene Cyp2a4/5 nas linhagens com alta
atividade (D2 e D1) ndo diferiram das linhagens de baixa atividade (e.g., SW, B6,
B10), levantamos a hipotese de que a regulacao das atividades constitutivas nao
envolve os receptores que regulam Cyp ou os mecanismos que envolvem a

regulagdo de Cyp por xenobidticos;

O PIR induziu a expressao do Cyp2a4/5 e a atividade da Cyp2a5, mas o mesmo
nao ocorreu com as atividades hepaticas do Cyplal/2 e Cyp2b9/10 em nenhuma

das linhagens estudadas;

O FEN aumentou as atividades do Cyp2a5, Cyplal/2 e Cyp2b9/10 nas diversas

linhagens, conforme esperado de um indutor pleiotropico;

A indug¢do do Cyp2a5 pelo FEN na maioria das linhagens estudadas ndo foi
acompanhada por uma clara indu¢do nos niveis de mRNA do Cyp2a4/5, um
achado que ¢ consistente com a ideia de que o efeito indutor do FEN ¢ decorrente

principalmente da eficiéncia da tradugdo e / ou da estabilizacdo da apoproteina;
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A inducdo do Cyp2a5 pelo PIR, um conhecido agente hepatotdxico, ndo foi
acompanhada de sinais clinicos de dano hepatico na dose usada neste estudo (100

mg/kg / dia, por 3 dias, i.p.);

Os tratamentos com PIR e FEN ndo induziram o mRNA da HO-1, um achado que
estd em desacordo com a ideia de que a indugdo do Cyp2a5 esta associada a da

HO-1.
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CAPITULO III
Efeito do bloqueio da resposta inflamatoria com pentoxifilina

sobre a regulacio negativa de citocromos P450 (Cyp 2a5, 1al1/2
e 2b9/10) produzida pelo LPS



3.1. INTRODUCAO

3.1.1. Regulacio da expressio e atividade de CYPs na infec¢ido e inflamacao

Hé muito se sabe que processos inflamatérios e infecciosos modulam a expressao
e atividade de enzimas CYP. Entretanto, o modo pelo qual a resposta a estimulos
inflamatorios e infecciosos regula a expressdao das enzimas CYP ainda nao foi elucidado.
Embora varios autores tenham investigado o envolvimento de citocinas pro-inflamatorias
em estudos clinicos e experimentais (Sasakiet al., 1984; Gharavi& El-Kadi, 2007;
Williams et al., 1987), o papel desses mediadores na modulagdo de enzimas hepaticas de
metabolismo de xenobidticos permanece obscuro.

A resposta de fase aguda (RFA), reacdo inflamatoria imediata de defesa do
organismo contra a infeccdo ou o dano tissular, compreende a liberagdo de citocinas,
ligagdo a receptores e ativacdo de cascatas de sinalizacdo celular. As citocinas produzidas
na RFA s3o os principais mediadores da inflamacdo. Essas proteinas de baixo peso
molecular, de agdo pleiotropica e carater redundante, embora ocorram em niveis muito
baixos na circulagdo sanguinea, estdo associadas a febre, vaso-dilatagdo, leucocitose e as
alteragcdes metabdlicas observadas na RFA. As citocinas pro-inflamatorias interleucinas 1
e 6 (IL-1 e IL-6), fator de necrose tumoral (TNF) e interferon-gama (IFN-¥), liberadas
durante uma RFA, desencadeiam uma cascata complexa de sinalizagdo que compreende a
sintese e liberagdao de outras citocinas, quimiocinas, proteinas de fase aguda e alteragdes
de expressao génica (Bienvenuet al., 2000; Petrovicet al., 2007).

Tomemos o LPS como exemplo de estimulo do sistema imune. Quando presente
no sangue, o LPS liga-se a uma glicoproteina hepatica, LBP (do inglés LPS binding
protein - proteina ligante do LPS), formando o complexo LPS-LBP. Este complexo pode
se ligar a receptores presentes em mondcitos/macrofagos (CD14), ativando estas células a
secretar as citocinas pro-inflamatorias IL-1 e TNF-0, que rapidamente induzem a
secre¢do de outras citocinas pro-inflamatorias, entre elas a IL-6, o melhor indicador
sistémico de ativag¢do da cascata inflamatoria (Shapiro & Gelfand, 1993 apud Bienvenu et
al., 2000). Além das citocinas, o LPS induz a secre¢do de NO por macréfagos e outras

células, como musculo liso, células de Kupffer (macrofagos presentes no figado) e
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hepatocitos, funcionando como um potente vasodilatador, o que favorece a comunicagdo
entre as distintas células imunes durante a RFA (Bienvenu et al., 2000; Prandota, 2005).
Acredita-se que a ativagdo do mecanismo de defesa do hospedeiro seja o fator
desencadeador da modulagdo de enzimas metabolizadoras de xenobidticos durante os
processos infecciosos e inflamatorios. Neste contexto, o envolvimento de endotoxinas e
citocinas pro-inflamatérias na regulagdo de CYP em camundongos tem sido estudado

desde a década de 1980. Alguns desses estudos estdo comentados a seguir.

3.1.2. Regulacao de CYP por citocinas inflamatdrias

A contribui¢do de Sasaki e colaboradores data de 1984, quando os autores
descreveram que a administracdo de uma dose unica de 5 mg/kg de LPS de E. coli a
camundongos machos da linhagem ddY comprometia a atividade hepatica de Cyp2el,
evidenciada pela reagdo de hidroxilagdo da anilina (anilina hidroxilase) e reduzia o teor
total de CYP 24 h apos o tratamento. Alguns anos mais tarde, Stanley e colaboradores
(1988) observaram que o LPS também podia aumentar as atividades de CYP, e que o
efeito ora inibidor, ora indutor, dependia da isoforma CYP avaliada, do pré-tratamento
dos animais com indutores de CYP e da dose de endotoxina administrada. Ghezzi et al.
(1986,), por outro lado, trataram camundongos diretamente com o TNF recombinante
(TNFr) e evidenciaram depressao das atividades da etoxi-cumarina-desetilase (ECOD,
Cyplal/2, Cyp2b9/10) e hidroxilagdo do aril hidrocarboneto (aryl hydrocarbon
hydroxylase, AHH, Cyplal/2). O maior efeito ocorria 24 a 48 h apos o tratamento e era
dependente da dose de TNFr administrada.

Moriya e colaboradores (2012) investigaram o efeito do LPS sobre as atividades e
o mRNA de Cyps hepaticos em camundongos. A endotoxina causou consideravel
depressdo da expressao de cyp3all, 2c29, 2c55 e la2, e da atividade de Cyp3a
previamente induzida pela pregnenolona-16-alfa-carbonitrila (PCN). Os niveis do mRNA
de IL-1P e TNF-a estavam elevados apds o tratamento com a endotoxina, o que levou os
autores a sugerirem que a regulacdo negativa de Cyp durante o processo inflamatorio
dependeria das citocinas inflamatdrias hepaticas.

Estudos conduzidos em camundongos knockout (KO) para determinada citocina

tem contribuido para associar o papel de uma citocina especifica a regulagdo negativa de
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CYP pela endotoxina. Como exemplos, citamos os trabalhos de Ghezzi et al. (1986y),
Shedlofsky et al. (1987), Warren et al. (1999) e Ashino et al. (2004).

O primeiro grupo de pesquisadores observou que o LPS (0,0025 mg/animal)
administrado a camundongos C3H/HelJ (resistentes a endotoxina) ndo alterava a reagdo da
ECOD, o que contrastava com a acentuada depressdao (40%) que ocorria nos animais
selvagens (wild type, WT), C3H/HeN, que recebiam o mesmo tratamento. No entanto,
quando o soro dos animais WT tratados com a endotoxina era posteriormente
administrado a linhagem resistente ao LPS, a depressdo de ECOD se instalava. Para testar
o envolvimento de IL-1 na depressdo da reacdo da monooxigenase hepatica (ECOD), IL-
1 recombinante humana (IL-1r) e IL-1 purificada obtida de mondcitos sanguineos
humanos foram administradas aos animais nao responsivos a endotoxina. Os resultados
avaliados 24 h apds a injecdo mostraram que ocorria a depressdao da reagao de ECOD e
que, no caso da IL-1r, a depressdo era dose-dependente (Ghezzi et al., 1986p). A
administracdo a mesma linhagem murina WT, C3H/HeN, de uma dose de LPS (0,5
mg/kg) 200 vezes maior do que a administrada no estudo comentado anteriormente
(Ghezzi et al., 1986y), de IL-1r murina ¢ de uma preparagao semi-purificada de IL-1
reduziu as atividades hepdticas da etoxiresorufina-O-desetilase (EROD, CYPlal/2) e
benzanfetamina-desmetilase (BDM, Cyp2b9/10), assim como os niveis totais de CYP
24 h apo6s o tratamento. Nos animais resistentes a endotoxina, C3H/HelJ, o LPS nao
alterou os niveis ou as atividades de CYP, mas as duas formas de IL-1 utilizadas no
estudo provocaram desfechos semelhantes aos observados nos camundongos WT. Os
autores concluiram que a depressdo das CYP hepaticas observadas poderiam estar
associadas a produgao de IL-1 desencadeada pela administracdo de LPS (Shedlofsky et
al., 1987). No estudo de Ghezzi e colaboradores (1986,) anteriormente citado, o TNFr
administrado a mesma linhagem de camundongos resistentes ao LPS (C3H/HeJ) usada no
estudo de Shedlofsky ef al. (1987) deprimiu as reacdes de ECOD e AHH usadas como
marcadores de CYP, sugerindo que a citocina produzida por macréfagos exerce um papel
regulador no metabolismo hepético.

Utilizando camundongos KO para IL-10/B, IL-6 e TNF-a tratados com LPS ou
vacina BCG, Ashino ef al. (2004) investigaram o envolvimento de cada uma dessas
citocinas na regulagdo negativa de CYP apos o estimulo imune, e concluiram que as
citocinas IL-6 e TNF-a eram fatores de provavel importancia na regulagdo negativa dos
mRNAs das Cyps 3all e 2c29. Em estudo desenvolvido em camundongos deficientes
dos receptores do TNF do tipo 1 (R-TNF-p55) e do tipo 2 (R-TNF-p75) para avaliar o
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papel do TNF-a na regulacao da expressao de CYPs hepaticas mediante a administragdo
do LPS, os autores concluiram que o TNF-a estava envolvido na regulagdo constitutiva
de Cyp2d9 e 2el, mas nao teria papel de destaque na regulacao negativa de Cypla, 2b, 3a
e 4a desencadeada pelo LPS (Warren et al., 1999).

Desde a década de 1980 estudos em humanos associaram o comprometimento da
eliminacgdo de farmacos a resposta imune. O comprometimento do clearance de farmacos
foi demonstrado em mulheres sadias apds a ingestdo de duas doses consecutivas de LPS.
E o que descreve Shedlofsky ef al. em artigo publicado em 1997: a eliminagio reduzida
de antipirina (CYP1A2, 2C e 3A), hexobarbital (CYP2C) e teofilina (CYP1A2)
acompanhava o aparecimento de niveis plasmaticos elevados de IL-6, TNF-a e proteina
C reativa.

Alguns biofarmacos possuem propriedades anti-proliferativas e anti-virais e sao
usados, com frequéncia, como ¢ o caso do IFN, no tratamento da hepatite cronica do tipo
C, esclerose multipla e cancer. A administragdo do IFN com fins terapéuticos somada a
producdo das citocinas enddgenas durante o decurso do processo inflamatério pode
comprometer a eliminagdo de outros farmacos administrados concomitantemente. Alguns
casos foram relatados. Exemplificando, a administracdo de IFN-a a pacientes portadores
de hepatite cronica do tipo B reduziu a eliminagdo da teofilina (substrato de CYP1A2),
enquanto o tratamento com o IFN-B provocou igual efeito em pacientes portadores da
hepatite C (Williams et al., 1987; Okuno et al., 1993). Pacientes portadores de melanoma
tratados com altas doses de IFN-o-2b (High-dose IFN-alfa-2b therapy, HDI) que
receberam cafeina e mefenitoina como marcadores das atividades de CYP1A2 e 2C19,
respectivamente, tiveram 60% e 40% de redugdo das atividades dessas CYP hepaticas
(Islam et al., 2002).

Da mesma forma que os interferons, as interleucinas sao administradas com fins
terapéuticos. O exemplo classico € o tratamento do cancer em estado avangado com a IL-
2 recombinante (IL-2r). Embora sejam escassos os dados clinicos dos efeitos da
administracao da IL-2r sobre o metabolismo hepatico mediado por CYP, altas doses de
IL-2 administradas a pacientes com metastases hepaticas de carcinoma de célon e reto
provocaram redu¢do de mais de 30% do teor total de CYPs hepaticas e queda das
atividades de CYP1A2, 2C, 2E1 e 3A4 (Elkahwaji et al., 1999; Christensen & Hermann,
2012).

Vale destacar alguns estudos desenvolvidos com linhagens de células hepaticas

murinas e hepatocitos humanos que refor¢am a hipdtese da participacdo de citocinas na
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regulacdo de CYP. Paton e Renton (1998) estudaram o efeito do LPS sobre a atividade de
EROD em células de hepatoma murino, Hepal. Curiosamente, o LPS ndo alterava a
reacdo mediada pela Cyplal, mas a adi¢do de uma linhagem de macréfagos murinos, IC-
21, a cultura de células de hepatoma tratada com a endotoxina, desencadeava a regulacao
negativa da Cyplal. Quando a pentoxifilina, inibidora de TNF-a, era adicionada ao
conjunto de células de hepatoma, macrofagos e LPS, a atividade das monooxigenases
voltava aos niveis basais. Adicionalmente, a adi¢do direta do TNFr as células Hepal
resultava na depressdo da atividade da Cyplal, o que confirmava o papel do TNF na
regulacdo negativa da Cyplal.

O tratamento de cultura de hepatocitos humanos com a IL-6 reduziu a expressao
do mRNA de CYP1A2 e 3A4, impediu a regulagdo positiva de CYP1A2 pelo omeprazol,
e da CYP3A4 pela rifampicina. O anticorpo anti-IL-6 adicionado ao sistema reverteu a
depressao da atividade de CYP1A2 e bloqueou parcialmente a depressao da atividade de
CYP3A4 provocadas pela IL-6 (Dickmann et al., 2011).

Aitken e Morgan (2007) estudaram os efeitos do LPS, IL-6, TNF-a, IFN-y, TGF-
(transforming growth factor P) e IL-1 sobre a expressado do mRNA de CYPs em
hepatdcitos humanos. Para efeitos de comparagdo, os autores avaliaram os efeitos sobre
varias CYPS: CYP3A4, a CYP hepatica mais abundante, 2B6, 2C8, 2C9, 2C19 e 2C18,
que ocorre em niveis baixos no figado. Os resultados mostraram que as respostas aos
estimulos inflamatoérios sao reguladas independentemente: CYP2CI18 nao foi afetada
pelos tratamentos, 2C9 e 2C19 foram deprimidas por IL-6 ¢ TGF, CYP3A4 e 2C8 foram
deprimidas por todos os tratamentos, enquanto o mRNA de CYP2B6 respondeu apenas
ao IFN e a IL-6.

A expressdo dos receptores nucleares que regulam CYP pode também ser
modulada nos processos inflamatorios. Neste sentido, o estudo de Xu et al. (2004)
mostrou que o LPS alterou os niveis hepaticos do mRNA do receptor PXR (pregnane X
receptor) em camundongos. Além do mais, o LPS também regulou negativamente os
niveis do mRNA de Cyp3all regulados positivamente pelo pré-tratamento com os
indutores de PXR, dexametasona, rifampicina, mifepristona e fenobarbital. Richardson e
Morgan (2005), no entanto, relataram que em camundongos KO para os receptores
PPARa (peroxisome proliferator-activated receptor o) e PXR, os receptores nucleares
estudados ndo estavam envolvidos na regulacdo da expressdo de CYPs hepaticos pelo

LPS.
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A regula¢do de CYP na endotoxemia via PPAR-a foi investigada por Barclay et
al. (1999). Como a indugdo da subfamilia CYP4A por substdncias quimicas requer a
ativacdo do PPAR-q, os autores investigaram se a regulacao positiva de CYP4A pelo LPS
também envolveria este receptor. Usando camundongos WT e KO para PPAR-a (PPAR-
a-null), os autores demonstraram que a regulagdo positiva renal de CYP4A nos animais
WT pelo LPS também envolvia o receptor, uma vez que este efeito nao foi observado nos
KO. Como as substancias que provocam a proliferagdo dos peroxissomos ativam as
c¢lulas de Kupffer, havendo estimulo para a produgdao de TNF, os autores sugeriram que
vias inflamatorias estariam envolvidas na indugdo de CYP4A pelo LPS via PPAR-a.

O efeito do tratamento com o LPS sobre a expressdao dos genes PXR, cyp3all e
mdrl na placenta de camundongos ICR foi estudado por Chen et a/ (2005). Doze horas
apds a administracao de diferentes doses da endotoxina as fémeas no décimo sétimo dia
gestacional, o RNA do tecido placentario foi extraido. Os resultados mostraram que a
expressao dos trés genes estudados foi deprimida pelo LPS. Duas horas apods o tratamento
das fémeas gravidas com o LPS, a expressao do mRNA das citocinas pro-inflamatorias
TNF-a, IL-1P e IL-6 estava também elevada.

O efeito da exposicao de fémeas gravidas ao LPS sobre o mRNA de Cyp3all e a
proteina Cyp3a nos figados dos fetos foi estudado por Li et al. (2008,). O mRNA ¢ a
proteina estavam deprimidos, enquanto os niveis da proteina TNF-a estavam elevados no
figado fetal quando avaliados. Curiosamente, o pré-tratamento com uma dose baixa (0,01
mg/mL) de LPS atenuava a depressao de Cyp3a e do receptor PXR provocada pelo LPS
no figado fetal.

Vale destacar, no contexto da regulagdo dos receptores nucleares na resposta
inflamatodria, o artigo de Gu e colaboradores, publicado em 2006, que causou grande
impacto. Os autores demonstraram que o LPS e o TNF-a deprimiam o mRNA de
CYP3A4 em cultura primaria de hepatocitos. Em outro experimento em que os autores
usaram células HepG2 transfectadas com os plasmideos para a expressio do PXR
humano, o envolvimento do PXR na regulagdo negativa do CYP3A4 pelo LPS e TNF-a,
foi demonstrado, usando o ensaio do gene relator da luciferase. A hipdtese que os autores
levantaram foi que a interagdo do NF-kB (liberado na cascata de sinalizagdo celular
durante o processo inflamatorio) com o receptor RXR (retinoid X receptor, parceiro
obrigatdorio de PXR no mecanismo de regulacdo génica) impediria que o heterodimero
PXR-RXR se ligasse aos elementos responsivos no DNA, impedindo a transcri¢do do

gene CYP344.
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3.1.3. Regulac¢io da expressiao e atividade de CYPs pelo oxido nitrico

Os primeiros relatos de estudos sobre a modulacdo das enzimas de
biotransformag¢ao pelo 6xido nitrico (NO) em camundongos datam da década de 1990.
Sewer et al. (1998), por exemplo, investigaram o envolvimento do NO sobre a expressao
dos genes CYP e suas atividades. Os autores mostraram que 24 h apds o tratamento dos
animais com o LPS, a expressdo de cyp2c29 e 3all estava deprimida tanto no
camundongo WT quanto no KO, bem como os niveis das proteinas 2el, 3a e 2c. Os
animais WT que receberam LPS e o inibidor da iNOS, aminoguanidina (Ag), também
apresentaram resultados semelhantes. Seis horas apos o tratamento dos animais KO para
INOS com o LPS, nao foram observadas alteragdes das atividades da testosterona 16-f3
hidroxilase, nem mesmo nos camundongos que receberam o co-tratamento com a Ag.
Atividades reduzidas de testosterona 15-a e 16-B hidroxilase foram observadas nos
camundongos WT 24 h apds a administracdo de LPS, efeito ndo observado nos KOs.
Mediante esse conjunto de dados, os autores concluiram que a regulacao de proteinas e
mRNA de Cyp3a, 2¢ e 2el em camundongos endotoxemicos independe do NO, embora
admitam que o NO liberado durante uma endotoxemia pode causar depressdo da
atividade de algumas CYP.

Outro estudo do grupo do Morgan usando camundongos WT e KO para iNOs (Li-
Masters & Morgan, 2002) e uma ampla faixa de doses de LPS, de 0,3 a 10 mg/kg,
revelou resultados diferentes de depressao de mRNA e proteinas Cyp2b induzidas pelo
fenobarbital. Os efeitos variavam com a dose de LPS administrada, com o tempo de
tratamento ¢ o animal utilizado, WT ou KO. Os autores concluiram apds a analise dos
dados, que ndo existia um mecanismo dependente de NO para a depressao da proteina
Cyp2b9 em camundongos, diferentemente do que foi observado no rato.

Sdo escassos os estudos sobre o papel do NO na regulacio de CYP por
endotoxinas em camundongos. A grande maioria dos estudos foi realizada em ratos, e
alguns foram desenvolvidos em culturas de células de camundongos, sendo comentados
adiante.

Gharavi e El-Kadi (2007) investigaram o papel do NO na modulacdo de Cyplal
em células murinas, Hepalclc7, desencadeada pelo TNF-a ou LPS. Neste estudo, os
aumentos observados tanto da expressdo da iNOS quanto da produgdo de NO dependiam
da concentracdo do TNF ou do LPS, e eram completamente inibidos pelo inibidor da

iNOS, L-N6-(1-iminoethyl) lysine (L-NIL). Além do mais, o TNF e o LPS impediam a
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indu¢do de Cyplal provocada pela B-naftoflavona. Apds analisar os resultados
encontrados, os autores levantam a hipotese de o NO estar envolvido na regulagdo
negativa da Cyplal mediada pelo LPS e TNF-a.

Nakamura et al. (1998) estimularam macrofagos murinos da linhagem RAW264.7
com o LPS e IFN-y, indutores da iNOS e de citocinas nas células, e observaram uma

depressdo de Cyp4a, mas nao de Cyp2a ou Cyp2b.

3.1.4. Regulacio de Cyp2a5/2A6 na resposta inflamatoria

Tem sido concedida especial atengdo a regulacdo de Cyp2a5/CYP2A6 durante o
processo inflamatorio e na hepatotoxicidade. Em artigo de 1994, Kirby e colaboradores
associaram a infestacdo de hamsters machos pelo trematdédeo Opistorchis viverrini a
elevada expressao do Cyp2a5 hepatico. A maior contribui¢do dos autores no contexto
regulagdo positiva de Cyp2a5 X inflamagdo foi a evidencia, neste estudo, de que o
aumento de Cyp2a5 ocorria nos hepatocitos adjacentes as areas de inflamagao.

Posteriormente, usando a cumarina como marcador (probe drug) para a CYP2A6
humana, Satarug et al. (1996) sugeriram que os pacientes com infec¢ao cronica pelo O.
viverrini ¢ portadores de fibrose do duto biliar intra-hepatico tinham elevacao da
expressao de CYP2A6, uma vez que a eliminagdo do metabodlito da cumarina, 7-
hidroxicumarina, era superior nestes pacientes, quando comparada aos pacientes
infectados sem presenca de fibrose do duto biliar e aos individuos nao infectados. Apds o
tratamento dos pacientes infectados com praziquantel, houve reducao significativa da
eliminacao do metabolito entre os grupos infectados, sem que a eliminagdo se alterasse
nos individuos que ndo tinham a infecgao.

Recentemente, o aumento dos niveis de mRNA e da proteina, bem como das
atividades de CYP2A®6, foi demonstrado em estudo envolvendo 13 pacientes portadores
de colangiocarcinoma (CCA) associado a infestagdo pelo O. viverrini (Yongvanit et al.,
2012). Este estudo demonstrou a especificidade da regulagcdo positiva do CYP2A6 pela
infec¢do, visto que os niveis de proteina e as atividades de CYP2E1 estavam deprimidos,
enquanto o mRNA ndo estava alterado.

A infec¢do de camundongos com o parasito hepatico Fasciola hepatica também

foi associada a inducdao de Cyp2a5. Montero et al. (1999) observaram aumento da
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atividade da isoforma no figado dos animais, o que foi confirmado pela analise imuno-
histoquimica do 6rgao inflamado.

Em camundongos naturalmente infectados com o Helicobacter hepaticus, que
desenvolvem uma hepatite cronica que pode evoluir para o carcinoma hepatocelular,
Chomarat e colaboradores (1997) observaram, por andlise imuno-histoquimica, o
aumento de Cyp2a5 e la, que aumentava com a idade dos animais e com a evolucdo da
lesdo. Estudo semelhante foi publicado pelo mesmo grupo no mesmo ano (Sipowicz et
al., 1997).

Em modelo de camundongos transgénicos devido a incorporacdo do DNA do
virus da hepatite B, que desenvolvem lesao necro-inflamatdria aguda grave, Chemin et al.
(1996) observaram por meio de andlise imuno-histoquimica que Cyp2a5 e Cypla
estavam induzidos, enquanto nenhuma alteragdo, ou apenas pequenas alteragdes, eram
observadas para as Cyps 2b, 2c¢, 2e e 3a.

Wastl et al. (1998) observaram em experimentos de carcinogénese experimental
induzida quimicamente em camundongos, que embora a intensidade do desenvolvimento
tumoral diferisse entre as linhagens C57BL/6J, C3H/He e B6C3F1 estudadas, o fenotipo
de super-expressdo de Cyp2a5 era semelhante, estava presente em 90% dos adenomas e
carcinomas hepatocelulares produzidos experimentalmente e em 50% dos focos tumorais
de desenvolvimento espontaneo.

A estimulagdo do sistema imunolégico de camundongos com LPS bacteriano foi
modelo usado por Gilmore et al. (2003) para estudar os mecanismos que embasam a
regulacdo positiva do Cyp2a5 no processo inflamatério. Os autores usaram o modelo de
lesao hepatica provocada pelo pirazol para efeito de comparagdo, ¢ observaram que o
tratamento com este agente hepatoéxico provocava aumentos significativos nos niveis de
mRNA e proteina Cyp2a5, bem como da atividade catalitica. No entanto, a endotoxina
provocou o efeito oposto, deprimindo mRNA, proteina e atividade enzimatica. Quando as
citocinas murinas recombinantes IL-1 e IL-6 foram administradas aos animais, nenhum
efeito sobre Cyp2a5 foi observado. A elevacdo dos niveis séricos da transaminase ALT
apoOs a administragdo de pirazol mostrou-se superior ao produzido pela injecdo de LPS,
evidenciando que o pirazol produziu danos hepaticos muito mais expressivos do que a
endotoxina.

Em 2000, usando modelo de inflamacdo asséptica induzida pela turpentina em
camundongos KO para IL-6, Siewert e colaboradores (2000) concluiram que a citocina

tinha papel importante na regulacdo negativa de cyp2a3, la2 e 3all, sendo a inibi¢do do
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mRNA de cyp2a5 a mais dependente de IL-6. Durante o processo inflamatorio
desencadeado pelo LPS nos camundongos KO para IL-6, no entanto, ocorria depressao
de Cyp, sugerindo que o papel depressor de IL-6 sobre Cyp poderia ser substituido por
outras citocinas ou mediadores inflamatorios no modelo de inflamacdo endotoxemica.

Em amostras de figados humanos normais e portadores de hepatite e cirrose,
Kirby et al. (1996) testaram a hipotese de que o processo inflamatorio aumenta a
expressdo de isoformas CYP especificas. Nos cortes de figados infectados pelo virus da
hepatite B ou da hepatite C, a expressao de CYP2AG6 estava acentuadamente elevada nos
hepatocitos adjacentes as areas de fibrose e inflamagdo, enquanto CYP3A4 e 2BI
estavam menos induzidas, e CYP1A2 estava inalterada.

A analise imuno-histoquimica de uma série de amostras de hepatocarcinoma
humano revelou que o aumento da expressdo da proteina CYP2A6 estava associado a
inflamagao cronica e a cirrose (Raunio ef al., 1998).

A expressdao e também a atividade de CYP foi estudada em outra série de
amostras de figado humano com doenga inflamatoria. Pacientes com diferentes graus da
doenca gordurosa hepatica ndo alcoolica (non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD)
foram analisados quanto a atividade enzimatica, expressdo de mRNA e proteina. Os
resultados mostraram que a atividade e a expressdao de CY2A6 eram significativamente
induzidas com a progressao da doenga, enquanto CYP1A2, 2D6 e 2E1 eram deprimidas.
Como também foi observada a expressao elevada de TNF-a e IL-1p, os autores sugeriram
que as citocinas poderiam estar envolvidas na depressao de CYP (Fisher et al., 2009).

Em hepatocitos humanos, o envolvimento de diferentes citocinas na depressao de
CYP foi estudado por Guillén et al. (1998). O potencial inibitério da oncostatina M
(citocina) foi comparado ao de outras citocinas que pertencem a familia de receptores da
IL-6 (IL-6, IL-11 e fator inibidor de leucemia, leukemia inhibitory factor, LIF), ao IFN-¥
e ao fator estimulador de colonias de granuldcitos (granulocyte colony-stimulating factor,
GCSF, citocina que compartilha homologia estrutural com a familia IL-6, mas que difere
no sinal de transducdo). A depressdo das atividades de CYP2A6, 2B6, 3A4 ¢ 1A2 foi
superior para a oncostatina M, seguida pelo IFN-y e IL-6. Os autores concluiram que a
oncostatina M era a citocina mais eficaz na depressao das isoformas CYP em hepatocitos
humanos, sendo o seu efeito ainda evidente mesmo apds a sua remog¢do da cultura de

células.
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3.1.5. Inibicao farmacoldgica da resposta inflamatoria

3.1.5.1. Inibicao da sintese de citocinas

O TNF-a ¢ o principal mediador da resposta inflamatoria aguda. Durante uma
resposta normal de defesa do hospedeiro mediante a ameaga infecciosa ou traumatica, o
TNF-a ocorre em baixas concentragcdes na circulagdo sanguinea e exerce efeito protetor.
No entanto, quando concentracdes séricas muito altas sdo atingidas, eventos de auto-
imunidade e malignidade podem sobrevir. Durante uma septicemia por bactérias Gram-
negativas, por exemplo, ocorre uma producao excessiva de TNF-a, podendo culminar em
choque circulatorio e morte (Pfeffer ef al., 1993, Tracey et al., 1995, Barbara et al., 1996
apud Alexandre-Moreira et al., 2005). Este papel do TNF-a sobre o desfecho fatal de
uma infec¢do foi demonstrado em um estudo, em que animais previamente tratados com
a pentoxifilina (anti-inflamatorio inibidor de TNF-a) ou com anticorpos anti-TNF-a
recombinante humano (rhTNF-a) e, posteriormente estimulados com o LPS tinham os
niveis séricos de TNF deprimidos e maior sobrevida (Noel et al., 1990; Mandell, 1988
apud Monshouwer et al., 1996).

Os farmacos que inibem a produg¢dao de TNF-o, como os imunossupressores
ciclosporina A e dexametasona, provocam consideravel toxicidade. A talidomida, usada
no tratamento de algumas doengas inflamatorias devido principalmente a sua agao
inibitéria sobre a produgdo do TNF-a, tem sido utilizada para o tratamento do eritema
nodoso na hanseniase, lupus eritematoso, mieloma multiplo e outras doencas, mas ¢
também um potente teratogeno e causa outros efeitos adversos importantes, como
neuropatia periférica e trombose venosa.

A pentoxifilina, (1-(5"-oxohexil)-3,7-dimetilxantina), por outro lado, ¢ um
inibidor nao especifico (e ndo competitivo) da fosfodiesterase, que ¢ usado clinicamente
no tratamento de doencas vasculares periféricas. Tem sido documentado que a
pentoxifina também possui uma ampla gama de atividades imunomoduladoras, incluindo
a regulacdo negativa da sintese de TNF-a (suprimindo a transcrigdo do gene) em
macréfagos e monocitos. Experimentos in vivo mostraram que a pentoxifilina inibe o
aumento de TNF-a em resposta a endotoxina e também atenua a elevacao de IL-12.

Além desses efeitos anti-inflamatorios € descrito que a pentoxifilina (PTX)
promove o sequestro de radicais livres, atenuando o estresse oxidativo. A inibi¢do crucial

dos fatores de transricdo AP-1 e NF-kB resulta na inibicdo adicional de outras citocinas
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pro-inflamatérias, como IL-1B e IL-8. Um mecanismo de a¢do anti-inflamatério e
citoprotetor adicional foi atribuido a PTX, com base em experimentos realizados com
células de fibrosarcoma L.292 que mostraram que o farmaco induz a expressao da heme-
oxigenase 1 (HO-1) (Melo et al., 2008; Taha et al., 2009).

Viérios estudos evidenciaram que a PTX bloqueia a producdo do TNF-a em
modelos in vivo de inflamagdo. Alguns exemplos sdo comentados a seguir.

Melo e colaboradores (2008) utilizaram a PTX, nas doses de 1,7, 5 e 15 mg/kg de
peso corporal, para esclarecer no modelo murino (Swiss Webster) de mucosite intestinal
provocada pelo irinotecan (CPT-11), se o aparecimento de diarreia tardia, efeito colateral
do tratamento de pacientes com cancer, envolvia a producao das citocinas TNF-a e IL-1.
Os autores verificaram que a PTX inibia a diarreia tardia provocada pelo CPT-11 e que a
menor dose utilizada (1,7 mg/kg de peso corporal) era suficiente para reduzir
significativamente os niveis de TNF-a e IL-1P nos tecidos, sendo esta dose de PTX mais
eficaz do que o tratamento com talidomida (60 mg/kg), que deprimiu os niveis do TNF-a,
mas nao os da IL-1.

Li et al. (2008p), empregaram a PTX (100 mg/kg peso corporal) para investigar
(em camundongos da linhagem ICR) o papel do TNF na regulacdo da HO-1 hepatica nos
fetos cujas maes haviam sido tratadas com LPS. A dose utilizada por Li et al. foi eficaz
na reducao do TNF, tanto no soro das maes quanto no liquido amniotico.

Monshouwer e colaboradores (1996) haviam demonstrado em ratos (Sprague-
Dawley) machos adultos que duas inje¢des de 100 mg/kg de PTX, administradas
concomitantemente com o LPS (0,5 mg/kg), restauram parcialmente as atividades de
etoxi-resorufina-O-desetilase (EROD, Cyplal) e pentoxiresorufina-O-despentilase
(PROD, Cyp2bl/2), mas ndo alteram a depressao das atividades da p-nitrofenol-
hidroxilase (PNPH, CYP2E1) e da eritromicina N-desmetilase (ERMD, Cyp3a) pela
endotoxina. Em relagdo ao teor total de CYPs na fragdo microssomal hepatica, a PTX nao
reverteu a diminui¢do causada pelo tratamento com LPS.

Como a pentoxifilina bloqueia os aumentos da sintese de TNF-a e de outras
citocinas pro-inflamatorias induzidos pelo LPS, utilizamos este farmaco para investigar
se a elevagdo dos niveis de citocinas pro-inflamatdrias € evento necessario para a
regulacdo negativa das enzimas do citocromo P450 em decorréncia do tratamento com
LPS. Como Monshouwer et al. (1996) haviam verificado que a PTX, na dose de 200
mg/kg de peso corporal, ndo interferia com as atividades das monooxigenases hepaticas

em ratos, selecionamos esta dose para o nosso estudo em camundongos.
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3.1.5.2. Inibic¢do da produciao do NO

A inibicdo farmacolégica da iNOS (ou NOS2) tem sido uma das estratégias
usadas na pesquisa cientifica para estabelecer o papel do NO na regulagio de CYP em
estudos in vivo e in vitro. Alguns desses estudos desenvolvidos pelo grupo de Oleg
Khatsenko em ratos e camundongos imune-estimulados destacaram-se na década de 1990
(Khatsenko et al., 1993, 1997, 1998). Em estudos in vitro com microssomos hepaticos de
ratos, Khatsenko et al. observaram que o tratamento com uma substancia doadora de NO,
3-morfolinosidnonimia N-etilcarbamida (SIN-1), inibia a atividade de Cyp2b1/2. Quando
microssomos de embrido de galinha e de rato pré-tratados com os indutores de CYP,
fenobarbital, B-naftoflavona e 3-metilcolantreno, eram incubados com a iNOS e co-
fatores, as atividades de CYP eram inibidas. Essa inibi¢do, no entanto, era revertida com
0 co-tratamento com uma substancia inibidora de NO, N-metil-L-arginina (NMA). Os
estudos in vivo mostraram que o co-tratamento de ratos com LPS e N®-nitro-L-arginina
metil éster (L-NAME), inibidor da iNOS, revertia a inibicao de CYP que era provocada
quando os animais recebiam apenas o LPS. Os niveis séricos de NO que eram elevados
ap6s o tratamento com a endotoxina eram também revertidos quando os animais
recebiam o co-tratamento, LPS e L-NAME (Khatsenko et al., 1993). Em artigo de 1997,
Khatsenko e Kikkawa mostraram em ratos que o NO ndo inibia apenas as atividades de
CYP, mas também o mRNA e os niveis de proteina 24 h apos tratamento com o LPS. A
inibi¢ao da iINOS com a L-NAME ou a Ag revertia os niveis plasmaticos de NO elevados
(em até 20 vezes os valores basais) pelo LPS e recuperava os valores basais das
atividades cataliticas de CYP e os niveis de proteina e mRNA. Os autores concluiram que
o NO poderia ser o mediador da inibicdo das isoformas hepaticas CYP2C11, 3A2, 1A2 ¢
2B1/2 pelo LPS em ratos Sprague-Dawley.

Em camundongos BALB/c(H-2d), Khatsenko e colaboradores (1998)
investigaram no modelo de infeccdo pela Chlamydia trachomatis se o NO estava
envolvido na alteragdo do metabolismo hepatico mediado por CYP. A elevacdo dos
niveis plasmaticos de NO coincidia com a depressdo da atividade de EROD, e ambas as
alteracdes eram revertidas pela L-NAME. A infeccdo também alterava a atividade
hepética de Cyp2b9/10 (PROD e BROD), que era revertida pela L-NAME. Os autores
concluiram que o NO estava associado a depressdo do metabolismo hepatico mediado por

CYP na infecgdo pela C. trachomatis.
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Morgan e colaboradores mostraram resultados que contestam os do grupo de
Khatsenko. O artigo de Sewer, Barclay e Morgan (1998) conduzidos em camundongos
WT e KO para iNOS mostraram que, apos 24 h de tratamento com o LPS, as atividades, e
os niveis de mRNA e proteina estavam deprimidos em ambas as linhagens. Nos animais
que haviam recebido o co-tratamento LPS mais Ag, embora as atividades ndo estivessem
alteradas, os niveis de mRNA e proteina estavam igualmente deprimidos. Apos 6 h de
tratamento, os animais WT tinham as atividades enzimaticas deprimidas, enquanto nos
KO e nos animais co-tratados com LPS e Ag, as atividades ndo estavam alteradas. Os
autores concluiram que a depressdao de proteinas e mRNA das sub-familias 2¢ e 3a, e da
isoforma Cyp2el, independe do NO liberado durante o quadro endotoxemico.

Posteriormente, o grupo de Morgan (Ferrari et al., 2001) investigou o papel do
NO sobre a regulagdao de Cyp2bl pelo LPS em hepatécitos de ratos. Os autores
descreveram dois mecanismos para explicar a depressao de Cyp2bl pela endotoxina: um
mecanismo rapido de depressao da proteina dependente de NO, que ocorre mediante altas
concentragdes de LPS, e um mecanismo de supressdo pré-traducional mais lento,

independente de NO, que ocorre com baixas concentragdes da endotoxina.
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3.2. OBJETIVOS

3.2.1. Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi investigar se a regulagdo negativa da expressdo e
atividade de CYPs no figado em resposta a endotoxina (LPS de E.coli) estaria associada a
elevagdo dos niveis de citocinas pro-inflamatorias e do 6xido nitrico (em decorréncia da
inducdo da enzima 6xido nitrico sintase 2 ou NOS2). Este trabalho ¢ parte de uma linha
de estudo do laboratorio voltada para identificagdo do elo (ou elos) que articula(m) a
resposta de defesa do hospedeiro a infeccdo (e inflamacdo) com a modulagdo da
expressao e atividade de enzimas de biotransformacdo de xenobidticos, com énfase nas

isoformas citocromo P450.

3.2.2. Objetivos Especificos

Os objetivos especificos deste estudo foram:

e Verificar se as elevagdes dos niveis do TNF e outras citocinas ¢ do NO sdo eventos
necessarios para a modulacao das atividades de Cyp2a5, Cyplal/2, Cyp2b9/10 pelo
LPS em camundongos (DBA-2). Neste sentido investigamos o efeito do tratamento
com pentoxifilina sobre a resposta a uma ampla faixa de doses (0,05, 0,1, 0,5, 1, 5, 10
e 20 mg/kg de peso corporal) de LPS evidenciando:

o As alteragdes da atividade da Cyp2a5 na fragao microssomal hepatica;

o As alteragdes das atividades de Cyp2b9/10 e Cyplal/2 na fragdo microssomal
hepatica;

o As alteragdes dos niveis de TNF e de outras citocinas no soro;

o As alteragdes dos niveis de 6xido nitrico no soro.

e Verificar se a elevagdo dos niveis séricos do 6xido nitrico (NO) teria efeito direto
sobre a atividade das CYPs empregando a aminoguanidina, um inibidor da 6xido

nitrico sintase induzivel (NOS2).
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3.3. MATERIAIS E METODOS

3.3.1. Animais

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem DBA-2, com idades entre
oito e doze semanas de vida, fornecidas pelo Centro de Criagdo de Animais de
Laboratorio, (CECAL) da Fundagdo Oswaldo Cruz.

Ao chegarem ao laboratorio, as fémeas foram alojadas em grupos de seis por
gaiola. Foi respeitado um periodo de aclimatacao de (uma a trés semanas) antes do inicio
dos experimentos. No biotério e salas de experimentacdo, a temperatura (23+ 2°C),
umidade (aproximadamente 70%) e ciclo claro/escuro de 12 horas foram mantidos
constantes. As trocas das camas de maravalha (de pinho branco), dgua filtrada e racao
(Nuvital® - Nuvital CR1, Curitiba, PR, Brasil) foram realizadas trés vezes por semana,
sendo a dgua e a racao fornecidas ad libitum.

O estudo foi examinado e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais

(CEUA) da FIOCRUZ (protocolo CEUA P-84/10-7)

3.3.2. Experimento para avaliar o efeito do co-tratamento com pentoxifilina sobre a

modulacio da atividade de CYPs pelo LPS

Os animais foram destinados aleatoriamente a um de dezesseis grupos
experimentais (i.e., LPS: 0, 0,05, 0,1, 0,5, 1, 5, 10 e 20 mg/kg de peso corporal, sem e
com co-tratamento com pentoxifinina 100 mg/kg de peso corporal x 2). O LPS e a
pentoxifina foram administrados por via i.p. (volume 10 mL/kg de peso corporal) e a
eutanasia foi realizada 24 h ap6s o tratamento com LPS. Os grupos foram os seguintes:

e Grupo I: controle, i.e. camundongos tratados apenas com o veiculo (salina
tamponada - PBS) usado para a pentoxifilina (PTX);
e Grupos II a VIII: camundongos tratados por via ip com LPS de E. coli (sorotipo

0127:B8, Sigma L3129, Lotes: 055K4064 ¢ 020M4062) nas doses de 0,05, 0,1,

0,5, 1,5, 10 e 20 mg/kg de peso corporal,;
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e Grupo IX: camundongos que receberam PTX (Sigma P1784 — Lote: 065K1044)
em duas inje¢des (2x 100 mg/kg de peso corporal), com 60 minutos de intervalo;

e Grupos X a XVI: co-tratamento com PTX, i.e., LPS nas doses mencionadas +
PTX 200 mg/kg de peso corporal (em duas injecdes de PTX 100 mg/kg de peso

corporal; uma 30 minutos antes e a outra 30 minutos depois da injecao de LPS).

O nimero de animais usados nos experimentos que avaliam o efeito do co-
tratamento com pentoxifilina e LPS e as determinagdes realizadas estdo apresentados

abaixo, na Tabela 3.1.

3.3.2.1 Solucoes

As solucdes de PBS, LPS e PTX foram diluidas imediatamente antes da
administracao. Solugdes estoques de PBS (10x) e LPS (50 mg/mL) foram armazenadas a
4 °C e a - 20 °C, respectivamente. No momento da inje¢do, as solu¢des estoque foram

diluidas, PBS de 1:10 em 4gua milliQ, e LPS, em salina 0,9%.

3.3.2.1.1 Dilui¢ao do LPS

O LPS foi diluido de modo a obter solucao estoque de 50 mg/mL em salina 0,9%,
preparada com ajuda de banho de ultrassom por 30 min. Aliquotas de 20 pL foram
distribuidas em tubos tipo eppendorff e congeladas a - 20°C. No momento de uso, a
solucdo estoque foi levada ao ultrassom por 30 min e, em seguida, diluida em salina 0,9%

para administrar a dose desejada.

3.3.2.1.2 Solucao de pentoxifilina (PTX)

A PTX foi diluida em PBS no momento da administragao aos animais. A dose
(100 mg/kg de peso corporal por injecdo). A divisdo da dose total (200 mg/kg de peso
corporal) em duas administragdes (30 minutos antes ¢ 30 minutos depois do tratamento

com LPS) seguiu o esquema adotado por Monshouwer e colaboradores (1996).
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Tabela 3.1. Efeito do tratamento com pentoxifilina sobre os niveis séricos de citocinas,

NO e atividade de Cyp2a5, Cyplal/2 e Cyp2b9/10 pelo LPS. Numero de animais (N) por

grupo e determinagao.

Determinacoes dos niveis séricos (citocina, NO) ou da

Grupo atividade de mono-oxigenases na fracdo microssomal
hepatica (Cyp)
Citocinas NO CYp
™) N) N)
CON 1 - PBS 10 19 13
LPS 0,05 8 10 6
LPS 0,1 8 10 6
LPS 0,5 8 17 10
LPS1 8 10 6
LPS 5 8 16 9
LPS 10 8 14 9
LPS 20 10 12 13
CON 2 -PTX 8 14 5
PTX+LPS 0,05+PTX 8 10 6
PTX+LPS 0,1+PTX 8 10 6
PTX+LPS 0,5+PTX 8 16 10
PTX+LPS 1+PTX 8 10 6
PTX+LPS 5+PTX 8 17 8
PTX+LPS 10+PTX 8 18 9
PTX+LPS 20+PTX 8 14 8

CONI: controle (PBS 10 mL/kg de peso corporal); LPS (endotoxina de Escherichia coli

em doses que variaram de 0,05 a 20 mg/kg de peso corporal); CON2: pentoxifilina (PTX,
2x100 mg/kg de peso corporal, com intervalo de 60 min); PTX + LPS (PTX 2x100 mg/kg

de peso corporal + LPS, doses de 0,05 a 20 mg/kg de peso corporal); NO (6xido nitrico);
citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IFN-xy, TNF, IL-17A e IL-10); CYP (COH, Cyp2a5, EROD,
Cyplal/2 e BROD, Cyp2b9/10).

63



3.3.3. Experimento para avaliar o efeito do bloqueio da enzima 6xido nitrico sintase

induzivel (NOS2) sobre a modulac¢io da atividade de CYPs pelo LPS

Para avaliar o papel do 6xido nitrico (NO) na regulacdo da atividade hepatica de
Cyp2a5, utilizamos um farmaco inibidor da NO-sintase induzivel (iNOS ou NOS2), a
aminoguanidina (Ag). Para efeitos de comparacdo, também avaliamos as atividades
hepaticas de Cyp2b9/10 e Cyplal/2. Os niveis de NO foram determinados no soro dos
animais.

Os animais, distribuidos aleatoriamente em seis grupos experimentais, receberam
injegdes por via 1.p (10 mL/kg) e foram mortos 24 h apos o tratamento. Os animais que
receberam os co-tratamentos (Ag+LPS) foram mortos 24 h apds a dose de LPS.

e Grupo I: controle negativo (salina tamponada, PBS, veiculo para a
aminoguanidina, Ag);

e Grupos II: LPS de Escherichia coli (sorotipo 0127:B8, Sigma L3129, Lote
020M4062) na dose de 10 mg/kg de peso corporal,

e Grupos III e IV: Ag (Sigma A7009 — Lote: 093K0039) nas doses de 50 ¢ 100
mg/kg de peso corporal, respectivamente;

e Grupos V e VI: co-tratamentos de Ag+LPS nas doses acima mencionadas (Ag 30

min antes do LPS).

O ntimero de animais usados nos experimentos que avaliam o bloqueio da NOS2
sobre a modulagao da atividade de CYPs pelo LPS e as determinagdes realizadas estao

apresentados na Tabela 3.2.

3.3.3.1. Solucodes

As solucdes de PBS, LPS e Ag para o tratamento dos animais foram preparadas

no momento de uso. As solu¢des de PBS e LPS foram preparadas como descrito acima.

3.3.3.1.1. Solugdo de aminoguanidina
A aminoguanidina foi preparada no momento do uso, pesando as quantidades
necessarias de Ag em balanga de quatro casas decimais e diluidas em PBS 1X para obter

as doses de 50 e 100 mg/kg de peso animal.
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Tabela 3.2. Efeito da inibicdo da enzima 6xido nitrico sintase induzivel (NOS2) sobre a

atividade das CYPs. Numero de animais (N) por grupo e determinagao.

Grupo Determinacoes
NO CYP
™) ™)
CON 5 7
Ag50 6 6
Agl00 6 6
LPS 10 5 9
Ag50+LPS 10 6 6
Ag 100 +LPS 10 6 6

CON: controle (PBS 10 mL/kg peso corporal); LPS (endotoxina de Escherichia coli na
dose de 10 mg/kg de peso corporal); Ag (aminoguanidina nas doses de 50 e 100 mg/kg de
peso corporal); Ag + LPS (aminoguanidina nas doses de 50 ou 100 mg/kg de peso
corporal + LPS 10 mg/kg de peso corporal); NO (6xido nitrico); CYP (COH, Cyp2a5,
EROD, Cyplal/2 e BROD, Cyp2b9/10).

3.3.4. Eutanasia dos animais, coleta de sangue e figado

Vinte e quatro horas apos o tratamento com LPS ou seu veiculo (PBS), os animais
foram mortos por deslocamento cervical, sendo o figado rapidamente removido e
transferido para a uma placa de Petri resfriada em banho de gelo. Apos remogao cirtirgica
de gordura e tecido ndo hepatico, o 6rgao foi pesado, envolto em papel aluminio e
armazenado congelado em nitrogénio liquido até o momento do preparo da fragdo
microssomal.

Imediatamente antes da eutandsia, o sangue foi coletado do plexo orbital do
animal para quantificagdo dos niveis séricos de citocinas e/ou NO. O soro foi separado
por centrifugagdo a 9.000 X g por 10 min, duas vezes, em centrifuga eppendorf
Minispin®, distribuido em criotubos e armazenado em nitrogénio liquido até o momento

das analises.
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3.3.5. Determinacgdo dos niveis de citocinas no soro sanguineo

A determinagdo dos niveis de citocinas nas amostras de soro foram realizadas com
a ajuda e supervisdo do Pesquisador Paulo Renato Totino do Laboratério de Pesquisa em
Malaria do I0C / FIOCRUZ.

Para determinacdo dos niveis de citocinas nas amostras de soro foi usado o kit
comercial da Becton & Dickinson® — BD Cytometric Bead Array (CBA) Mouse
Thi1/Th2/TH17 Cytokine Kit, (Referéncia 560485) para IL-2, IL-4, IL-6, IFN-¥, TNF, IL-
17A e IL-10. O procedimento seguiu em linhas gerais as instrucdes do fabricante, com
uma excecao, i.e., foram feitas adaptagdes para reducdo do volume de soro a metade do
indicado (25 pL). As amostras foram lidas em citometro de fluxo FAC Scalibur da
plataforma da FIOCRUZ e usando o programa Cell Quest software. Para a andlise dos
resultados, usamos o programa FCAP Array Software, de acordo com as recomendagdes
do guia para analise de dados a partir do kit BD CBA. Os resultados foram expressos em

pg/mL para cada uma das citocinas avaliadas no estudo.

3.3.6. Quantificacdo dos niveis de 6xido nitrico no soro

Os niveis totais de oxido nitrico (quantificado como nitrito e nitrato) foram
determinados no soro dos animais por meio da reacdo de Griess (1879). O nitrato
presente no soro foi reduzido a nitrito, com a adi¢ao da enzima nitrato redutase, como
descrito por Schmidt ef al. (1989). Foram construidas duas curvas padrao, uma para o

nitrito € outra para o nitrato, sendo os resultados expressos como uM de nitrito sérico.

3.3.6.1 Curva padrio de nitrito

A construgdo da curva de nitrito teve inicio preparando-se uma solu¢ao de nitrito
de s6dio 0,2 mM em 4gua milliQ. Foram feitas dilui¢des seriadas de 1:2 em agua milliQ,
de modo a compor um total de onze concentragdes que foram de 0,2 mM até 0,1953 uM.
As diferentes diluigdes foram transferidas (50 pL) a micropocos de uma placa de 96
pogos e ao branco foi adicionado agua milliQ, sempre em triplicata.

Em seguida, foi adicionado aos pocos da microplaca, o reagente de Griess (50

uL), preparado como uma solugdo constituida de partes iguais de sulfanilamida 2% em
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acido fosforico 5%, dicloridrato de N-1-naftilenodiamino (NEED) 0,2% em agua milliQ,
acido fosforico 5% em agua milliQ e 4gua milliQ. A microplaca foi, entdo, levada a
leitura da absorvancia em espectrofotdmetro para leitura em microplacas (Spectramax
Plus - Molecular Devices ®), com comprimento de onda fixado em 540 nm, usando o

software Softmax Pro versao 4.0 para Macintosh® e Windows®.

3.3.6.2. Curva padrio de nitrato

A curva de nitrato foi construida com uma solu¢ao de nitrato de sédio 0,4 mM em
agua milliQ e dilui¢cdes seriadas de 1:2, de modo a compor um total de onze
concentragdes que foram de 0,4 mM até 0,3906 uM. As diferentes diluicdes foram
transferidas (40 pL) a micropogos de uma placa de 96 pogos e ao branco foi adicionado
agua milliQ, sempre em triplicata. Em seguida, 40 pL de um coquetel constituido de
nitrato redutase (4 U/L), NADPH (0,1 mg/mL), tampao KH,PO4 40 mM pH 7,5 e 4gua
milliQ foram acrescentados a todos os pogos da microplaca, que foi levada a incubagao
overnight a 37°C.

Ao final do periodo de incubacdo foi adicionado o reagente de Griess (80 pL) a
todos os pogos, € a absorvancia registrada em espectrofotdmetro para microplacas
(Spectramax Plus - Molecular Devices ®), com comprimento de onda fixado em 540 nm,

usando o software Softmax Pro versao 4.0 para Macintosh® e Windows®.

3.3.6.3. Quantificacao de nitrito nas amostras de soro

Nos demais pogos da microplaca (96 pogos) usada para construir a curva padrao
de nitrato foram adicionados, também em triplicata, 40 pL das amostras de soro e 40 puL
do coquetel contendo a nitrato redutase. Ao final do periodo de incubagdo a 37 °C, o
reagente de Griess foi adicionado e a leitura da absorvancia ocorreu como descrito acima

para as curvas padrao de nitrito e nitrato.

3.3.7. Preparo da fra¢io microssomal hepatica

O método de preparo da fracdo microssomal foi o mesmo descrito no capitulo

anterior, seguindo as recomendagdes de De-Oliveira et al. (2010). Ao final do
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procedimento, aliquotas das amostras foram distribuidas em tubos para criogenia e

armazenadas em nitrogénio liquido até o momento de uso.

3.3.8. Quantificacdo de proteinas na fracio microssomal

A concentracdo de proteinas na fragdo microssomal de cada amostra foi
determinada pelo método descrito por Bradford (1976), adaptado para microplaca,

conforme detalhado no capitulo anterior.

3.3.9. Determinacio das atividades enzimaticas

3.3.9.1. Cumarina 7-hidroxilase (COH)

As atividades da COH, marcador para a Cyp2a5, foram determinadas na fracao
microssomal hepdtica, segundo o método descrito por van lersel et al. (1994) com
algumas altera¢des tal como relatado no capitulo anterior. A atividade enzimatica foi

expressa como picomoles de umbeliferona / miligrama de proteina / minuto.

3.3.9.2. Alcoxi-resorufina-O-desalquilases: EROD e BROD

Como anteriormente descrito (capitulo II), as atividades da etoxiresorufina-O-
desetilase (EROD) e benziloxiresorufina-O-desbenzilase (BROD) foram determinadas na
fragdo microssomal hepatica, de acordo com o método relatado por Burke et al. (1985),
adaptado para reagdes e determinagdes em microplaca, segundo Kennedy & Jones (1994)
e De-Oliveira ef al. (2006). As atividades de EROD (marcador de Cyplal/2) e BROD
(marcador para Cyp2b9/10) foram expressas como picomoles de resorufina / miligrama

de proteina / minuto.
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3.3.10. Analise estatistica

A comparagdo estatistica para as varidveis que apresentaram distribui¢do normal
(paramétrica) foi realizada pela andlise de varidncia (ANOVA) seguida pelo testet de
Bonferroni. Para as varidveis que ndo apresentaram distribuicdo normal os grupos foram
comparados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste U de Mann-Whitney. As

diferengas foram consideradas significativas quando p < 0,05.
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3.4. RESULTADOS

3.4.1. Efeito do tratamento com a pentoxifilina e bloqueio da producio de citocinas

sobre a modulacio da atividade de Cyp2a5 pelo LPS

3.4.1.1. Determinacao dos niveis séricos de citocinas

As concentragdes do TNF, IFN-¥, IL-2, IL-6, IL-17A, IL-4 ¢ IL-10 no soro dos
camundongos foram determinadas tal como descrito nos métodos. Os resultados dessas
analises mostraram que o tratamento dos animais com o LPS promoveu, de maneira dose
dependente, aumento dos niveis das citocinas em relacdo ao observado no soro sanguineo
dos camundongos que ndo foram tratados com a endotoxina (Figura 3.1). Os niveis de
IFN-y e IL-6 aumentaram, em relacdo aos niveis registrados em camundongos controles
nao tratados, a partir da menor dose de LPS testada, ou seja, 0,05 mg/kg de peso corporal.
Vinte quatro horas apos tratamento com a maior dose de LPS (20 mg/kg de peso
corporal) os niveis das duas citocinas (IFN-¥ e IL-6) nos animais tratados eram mais de
1000 vezes os niveis registrados nos animais (controles) que nao receberam a endotoxina.
Os niveis de IL-17A e IL-10 estavam aumentados a partir da dose de 5 mg/kg de LPS.
Entre os tratados com a dose de 0,1 mg/kg, foi observado um aumento de IL-10. Em
doses superiores a 1 mg/kg de peso corporal, as concentragdes séricas de IL-2 estavam
aumentadas (exceto na dose de 10 mg/kg de peso corporal), enquanto elevacao de IL-4 so
foi constatada entre os animais que receberam a dose de 0,1 mg/kg de peso corporal
(Figura 3.1). Os resultados mostram que os aumentos das citocinas classificadas como
pro-inflamatoérias (IL-6, TNF, IFN-x, IL-2 e 17A), foram de magnitude maior do que os

das citocinas consideradas anti-inflamatoérias (IL-4 e 10).
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Figura 3.1. Niveis das citocinas IL-2, IL-4, IL-10, IL-6, IL-17A, TNF e IFN-¥ (pg/mL) nas amostras de soro de animais tratados com LPS (0,05
a 20 mg/kg de peso corporal ip) mortos 24 h apds a injecao i.p. Os valores sdo médiatEPM. A comparagao estatistica foi realizada pelo teste nao
paramétrico de Kruskal Wallis seguido do teste U de Mann-Whitney. As diferencas em relagdo ao controle (ndo tratado com LPS) sdo
assinaladas com um asterisco (p<0,05, *, # de CON, controle tratado com PBS 10 mL/kg de peso corporal).



O co-tratamento dos animais com PTX 200 mg/kg de peso corporal (duas injegdes
de 100 mg/kg de peso corporal, uma 30 min antes e outra 30 min ap6s o LPS), e LPS em
doses entre 0,05 a 20 mg/kg de peso corporal, atenuou (em graus variados) a producao de
citocinas em resposta a endotoxina (Figura 3.2; p<0,05, Kruskal Wallis seguido do teste
U de Mann-Whitney). Da mesma forma que o observado com o tratamento apenas com o
LPS, o co-tratamento PTX + LPS também promoveu aumento dose-dependente, embora
de magnitude muito menor, dos niveis séricos de IL-6 e IFN-x.

Apesar do co-tratamento com a PTX ter — de um modo geral — diminuido a
magnitude da resposta ao LPS, ainda assim, em todos os casos houve eleva¢ao dos niveis
séricos de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF e INF-¥ nos animais tratados (PTX +
LPS) em comparacdo com os niveis registrados entre os controles (Figura 3.2; p<0,05,
teste de Kruskal Wallis seguido do teste U de Mann-Whitney). No caso do co-tratamento
com PTX, a producdo de IL-17A estava elevada apenas nas duas maiores doses de LPS
(10 e 20 mg/kg de peso corporal). Na auséncia da PTX ndo s6 o aumento de IL-17A
registrado nestas doses de LPS foi muito mais expressivo, como também foi notado
aumento das concentracdes séricas na dose de 5 mg/kg de peso corporal de LPS (Figura

3.2; p<0,05, teste de Kruskal Wallis seguido do teste U de Mann-Whitney).
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Figura 3.2. Niveis de IL-2, IL-4, IL-10, IL-6, IL-17A, TNF e IFN-¥ (pg/mL) nas amostras de soro de animais tratados com PTX + LPS (PTX:
2x100 mg/kg de peso corporal, 30 min antes e 30 min apds LPS nas doses de 0,05 a 20 mg/kg de peso corporal) e mortos 24 h ap6ds inje¢ao i.p.
de LPS. Os valores sdo médiatEPM. Os dados foram comparados pelo teste de Kruskal Wallis seguido do teste U de Mann-Whitney. As
diferencgas encontradas sdo assinaladas com um asterisco (p<0,05, *, # de CON, controle tratado com PTX 100 mg/kg de peso corporal).



As Figuras 3.3 e 3.4 mostram claramente que a elevacdo dos niveis de citocinas
no sangue ¢, com a exce¢do de IL-2, IL-4 e IL-10, maior quando os animais receberam
apenas o tratamento com LPS do que nos casos em que foram tratados também com PTX.
No caso de IL-2 (LPS nas doses de 5 a 20 mg/kg de peso corporal combinado a PTX,
comparado ao LPS apenas nas mesmas doses) e IL-4 (LPS 1, 5 ¢ 20 mg/kg de peso
corporal combinada a PTX, comparado ao LPS apenas nas mesmas doses — p<0,05, teste
de Kruskal Wallis seguido do teste U de Mann-Whitney) ocorreu o contrario, i.e., houve
aumento dos niveis apos o co-tratamento. Por outro lado, os niveis séricos de IL-10 ndo

foram alterados pelo co-tratamento PTX + LPS em relagcdo ao LPS apenas (Figura 3.4).
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Figura 3.4. Niveis séricos de IL-2, IL-4 e IL-10 (pg/mL) nos animais tratados com LPS (0,05,
0,1, 0,5, 1, 5, 10 e 20 mg/kg de peso corporal) apenas e com LPS + PTX (2x100 mg/kg de peso
corporal), mortos 24 h apds injecdo i.p. de LPS. Os circulos cheios (azul) indicam os niveis apos
tratamento com LPS apenas e os triangulos cheios (vermelho) referem-se ao co-tratamento PTX
+ LPS. As diferencas entre os dois grupos a cada dose de LPS sdo assinaladas com um asterisco

(p<0,05, *, PTX + LPS difere da mesma dose de LPS; teste de Kruskal Wallis seguido do teste U
de Mann-Whitney).
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3.4.1.2. Producio de NO e atividade de monooxigenases hepaticas

Os animais tratados apenas com a endotoxina exibiram aumento consideravel da
concentragdo sérica de NO nas doses mais altas de LPS (5 a 20 mg/kg de peso corporal),
como pode ser visto na Figura 3.5 ¢ 3.7. Nas doses inferiores a 5 mg/kg de peso corporal, o
LPS ou ndo alterou (0,5 e 1 mg/kg de peso corporal) ou causou pequena reduciao dos niveis
constitutivos (i.e., niveis de controles ndo tratados com LPS) do 6xido nitrico no soro 24 h
apods o tratamento.

Nas doses em que elevou as concentracdes séricas de NO, o tratamento com LPS (5,
10 e 20 mg/kg de peso corporal) deprimiu as atividades de EROD (marcador de Cyp 1al/2) e
BROD (marcador para Cyp2b9/10) na fracdo microssomal hepatica (p<0,05 em relacao aos
controles que ndao receberam LPS, teste de Kruskal Wallis seguido do teste U de Mann-
Whitney — Figura 3.5 e 3.7).

O efeito do LPS (0,05 a 20 mg/kg de peso corporal) sobre a atividade da COH
(marcador para a Cyp2aS) adquiriu a forma de “U”, i.e., as doses baixas de LPS (0,05 a 1
mg/kg de peso corporal) inibiram a atividade, enquanto as doses altas (5 a 20 mg/kg de peso
corporal) restauraram a atividade da Cyp2a5 aos valores dos controles (p<0,05, teste Kruskal

Wallis seguido do teste U de Mann-Whitney — Figura 3.5 e 3.7).
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Figura 3.5. Alteragdes da concentragdo
sérica de nitrito (uM) e das atividades
(pmol/ mg ptn/ min) da cumarina 7-
hidroxilase ~(COH, Cyp2a5), etoxi-
(EROD, Cyplal/2) e benziloxi- (BROD,
Cyp2b9/10) resorufina-O-desalquilases no
figado de camundongos DBA-2 tratados
com LPS (0, 0,05, 0,1, 0,5, 1, 5, 10 e 20
mg/kg de peso corporal). Os animais
sofreram eutanasias 24 h apds a injecao de
LPS. CON: animais controle tratados
apenas com PBS 10 mL/kg de peso
corporal. Os valores sio médiatEPM. A
analise estatistica foi realizada pelo Kruskal
Wallis seguido do teste U de Mann-
Whitney, p<0,05, sendo a diferenga em
relacdo ao controle (CON) assinalada por
um asterisco (*). Os valores dos controles
foram: NO = 35,1 = 2,1 uM; COH = 297,6
+ 19,4 pmol umbeliferona/ mg ptn/ min;
EROD = 69,3+5,6 pmol resorufina/ mg ptn/
min; BROD = 75,1 + 8,8 pmol resorufina/
mg ptn/ min.
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O co-tratamento PTX e LPS (PTX: 2x100 mg/kg de peso corporal, 30 min antes ¢ 30
min apds a inje¢do de LPS — 0,05 a 20 mg/kg de peso corporal) elevou os niveis de NO a
partir da dose 0,5 mg/kg de LPS de peso corporal (p<0,05, teste de Kruskal Wallis seguido do
teste U de Mann-Whitney — Figura 3.6 ¢ 3.7).

A co-administragao de PTX promoveu uma alteracdo da forma em “U” da curva dose
resposta LPS vs COH, estendendo a depressao da atividade da COH a praticamente todas as
doses de LPS exceto a de 20 mg/kg de peso corporal (p<0,05, Kruskal Wallis seguido do teste
U de Mann-Whitney — Figura 3.6 ¢ 3.7). Por outro lado, o co-tratamento nao alterou de forma

evidente o efeito (depressor) do LPS sobre EROD e BROD (Figura 3.7).
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sérica de nitrito (uM) e das atividades
(pmol / mg ptn / min) da cumarina 7-
hidroxilase (COH, Cyp2a5), etoxi- (EROD,
Cyplal/2) e  benziloxi- (BROD,
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figado de camundongos DBA-2 tratados
com PTX (2x100 mg/kg de peso corporal)
e LPS (0, 0,05, 0,1, 0,5, 1, 5, 10 e 20
mg/kg de peso corporal). Os animais foram
mortos 24 h apos a injegdo de LPS. CON:
animais controle tratados com PTX (2x100
mg/kg de peso corporal). Os valores sdo
médiaxEPM. A andlise estatistica foi
realizada pelo teste de Kruskal Wallis
seguido do teste U de Mann-Whitney,
p<0,05, sendo a diferenca em relagdo ao
controle (CON) assinalada por um
asterisco (*). Os valores dos controles
foram: NO = 20,6£1,2 uM; COH =
243,9+7,3 pmol umbeliferona /mg ptn
/min; EROD = 108,5+4,5 pmol resorufina
/mg ptn / min; BROD = 135,4+7,2 pmol

resorufina /mg ptn /min.
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Figura 3.7. Alteragdes da concentragdo sérica de nitrito (uM) e das atividades (%) da
cumarina 7-hidroxilase (COH, Cyp2a5), etoxi- (EROD, Cyplal/2) e benziloxi- (BROD,
Cyp2b9/10) resorufina-O-desalquilases nos figados de camundongos DBA-2. Circulos cheios
(azul), animais tratados com LPS nas doses de 0,05, 0,1, 0,5, 1, 5, 10 ¢ 20 mg/kg de peso
corporal e mortos 24 h ap6s a injecdo. Triangulos cheios (vermelho), animais tratados com a
combinacdo de PTX + LPS (PTX: 200 mg/kg peso corporal, ou 02 injecdes de 100 mg/kg de
peso corporal, uma 30 minutos antes e outra 30 minutos ap6s o LPS — 0,05, 0,1, 0,5, 1,5, 10 e
20 mg/kg de peso corporal). Os camundongos foram mortos 24 h apds a injecdo ip do LPS.
CON: Os controles receberam apenas uma inje¢do de PBS 10 mL/kg de peso corporal, ou
apenas PTX 200 mg/kg de peso corporal (mas ndo LPS), conforme o caso. Os valores sao
médiatEPM. Anadlise estatistica: teste de Kruskal Wallis seguido do teste U de Mann-
Whitney, p<0,05. a # CON no tratamento com LPS (PBS, circulos cheios; azul). b # CON no
tratamento combinado (PTX + LPS, tridngulos cheios; vermelho). * LPS apenas difere do co-

tratamento PTX + LPS para a mesma dose de LPS.
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Para avaliar o efeito da PTX per se sobre as atividades de COH, EROD e BROD,
tratamos camundongos fémeas DBA-2 com PTX e PBS (controle).

Como tivemos dois grupos controle diferentes, um com PBS em um volume de 10
mL/kg e morte 24 h apds o tratamento (CON 1 — grupo controle 1) para os animais tratados
apenas com LPS nas doses de 0,05 a 20 mg/kg de peso corporal e, outro grupo controle (CON
2) que receberam PTX 2x100 mg/kg de peso corporal, injecdes com intervalo de 60 min e
morte 24h e 30 min apds o primeiro tratamento para os animais com tratamento combinado de
PTX e LPS, fizemos dois esquemas diferentes de tratamento com a PTX.

Em um dos esquemas de tratamento, os animais foram divididos em dois grupos:

- Grupo 1.1: Animais receberam PTX 100 mg/kg de peso corporal e foram mortos 24 h apos.
- Grupo 1.2: CON 1. Os animais receberam PBS 10 mL/kg de peso corporal e foram mortos
24 h apos.

No outro esquema de tratamento, os animais também foram divididos em dois:

- Grupo 2.1: CON 2. Animais receberam PTX 2x100 mg/kg de peso corporal com intervalo
de 60 min entre as injegdes € morte 24 h e 30 min apds o primeiro tratamento.

- Grupo 2.2: Os animais receberam PBS 2x10 mL/kg de peso corporal ¢ também foram
mortos 24h e 30 min apos o primeiro tratamento.

Os resultados mostram que as atividades de COH e EROD, apos o tratamento com
PTX 100 ou 2x100 mg/kg ndo sao diferentes dos seus respectivos controles, mas o mesmo
nao ocorreu para BROD onde o tratamento com PTX 2x100 mg/kg induziu a atividade
enzimatica da Cyp2b9/10 (p<0,05, Kruskal Wallis seguido do teste U de Mann-Whitney),

conforme podemos observar com a Figura 3.8.
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Figura 3.8. Alteracdes das atividades da COH (Cyp2a5), EROD (Cyplal/2) e BROD
(Cyp2b9/10) nos figados dos camundongos DBA-2 tratados com PTX nas doses de 100
mg/kg e 200 mg/kg de peso corporal (2x100 mg/kg, com 60 min de intervalo). PBSI:
Tratamento com PBS 10 mL/Kg de peso corporal e morte 24 h apds. PBS2: Tratamento com
PBS (2x10 mL/kg, 60 min de intervalo) e morte 24 h e 30 min apds primeiro tratamento.
Andlise estatistica: teste de Kruskal Wallis seguido do teste U de Mann-Whitney, p<0,05. *
difere do respectivo controle. Os valores (pmol/ mg ptn/ min) dos controles foram:
COH=288,6+21,33; EROD=69,3+5,6; BROD=75,148,1 para PBS1 e COH=236,2+21,0;
EROD=90,4+6,6; BROD=83,7+11,3 para PBS2.
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3.4.2. Efeito da inibicdo da producio de oxido nitrico (bloqueio da NO sintase induzivel:

NOS2) sobre a atividade de Cyp2a5

Nesta etapa foi realizada a inibicdo seletiva da produgdo de 6xido nitrico induzivel
através da administracdo de aminoguanidina (Ag), um inibidor seletivo da NO-sintase
induzivel (iNOS ou NOS2). Os niveis séricos de NO e as atividades de COH, EROD e BROD
foram determinados 24 h apds a administragdo de LPS (10 mg/kg de peso corporal) com e
sem o co-tratamento com aminoguanidina. Nos animais que receberam Ag, nas doses de 50 e
100 mg/kg de peso corporal, a producdo de 6xido nitrico foi semelhante a observada nos
animais tratados apenas com PBS (grupo controle). A administracdo de LPS induziu a
producdo de NO, conforme esperado, mas o tratamento conjunto com LPS (10 mg/kg de peso
corporal) e Ag (50 ou 100 mg/kg de peso corporal) bloqueou a NOS2 e, consequentemente,
atenuou a elevacao dos niveis séricos de NO (Figura 3.9).

A atividade da COH (Cyp2a5), apds o tratamento com LPS (10 mg/kg de peso
corporal), fol um pouco mais elevada que aquela registrada no grupo controle (361,5+69,9
versus 263,3+38,0, respectivamente — Figura 3.9). As atividades do Cyp2a5 registradas nos
animais tratados com Ag nas doses de 50 ¢ 100 mg/kg ndao foram diferentes da atividade
apresentada pelos animais do grupo controle. Entretanto, o co-tratamento LPS (10 mg/kg de
peso corporal) e Ag (100 mg/kg de peso corporal) deprimiu a atividade da COH em relacao
ao registrado nos camundongos do grupo tratado com LPS apenas e controles que nao
receberam a endotoxina.

O tratamento com LPS (10 mg/kg de peso corporal) deprimiu a atividade de EROD
em relagdo aos controles (que nao receberam endotoxina) e o co-tratamento com a Ag (100
mg/kg de peso corporal) ndo alterou este efeito depressor sobre a atividade de Cyplal/2. De
modo semelhante, o tratamento com LPS deprimiu BROD, e o co-tratamento (LPS+Ag)

também ndo modificou a magnitude deste efeito depressor da endotoxina (Figura 3.9).
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Figura 3.9. Alteragdes da
concentragdo sérica de nitrito
(uM) e das atividades da
cumarina 7-hidroxilase (COH,
Cyp2a5), etoxi- (EROD,
Cyplal/2) e benziloxi- (BROD,
Cyp2b9/10) resorufina-O-
desalquilases nas fragdes
microssomais de fémeas DBA-2
tratadas com LPS (10 mg/kg de
peso corporal), aminoguanidina
(a) (50 e 100 mg/kg de peso
corporal) e aminoguanidina +
LPS (aL) mortos 24 h apos
injecado 1ip. Os valores sao
média+EPM. A analise
estatistica foi realizada pelo teste
de Kruskal Wallis seguido do
teste U de Mann-Whitney (a #
de CON, b # LPS, p<0,05). Os
valores para o grupo controle

foram: NO = 25,4+0,9 uM; COH

= 263,3+38,0 pmol
umbeliferona/mgptn/min, EROD
= 87,8+8,3 pmol
resorufina/mgptn/min;, BROD =
102,4+9,0 pmol
resorufina/mgptn/min.

86



3.5. DISCUSSAO

Infeccdes de diferentes tipos (virais, bacterianas, parasitarias) e processos
inflamatérios modulam a expressdo e atividade de enzimas do CYP450 e em virtude deste
efeito alteram a cinética e a toxicidade de xenobidticos. O(s) elo(s) entre as respostas do
sistema imunologico e a regulagdo das enzimas de biotransformacdo, e o0 modo pelo qual a
infecgdo e os estimulos inflamatorios modulam essas enzimas, permanece(m) em grande
parte, se ndo totalmente, obscuro(s). Neste sentido, alguns autores sugerem que a elevagao
dos niveis de citocinas e do 6xido nitrico em decorréncia da ativagdo da resposta imune do
hospedeiro possa de alguma forma estar envolvida nessa modulagao. Como salientado no
inicio deste capitulo (Objetivo geral), este estudo investigou se a elevacao dos niveis de TNF
e de outras citocinas e a indugdo da NOS2, aumentando a concentragao sérica de NO, seriam
eventos necessarios para a modulacao das Cyp2a5, 1al/2 e 2b9/10 pela inflamag¢ao/infecgao.

A injecdo da endotoxina (LPS de E. coli) ¢ o estimulo inflamatoério utilizado na
maioria dos estudos que tentam desvendar as relagdes entre os dois sistemas de defesa do
hospedeiro a ameagas externas, i.e., a biotransformac¢ao de xenobidticos e a ativacdo do
sistema imune. O LPS ativa macrofagos e promove a secre¢do de proteinas de fase aguda e
citocinas, tais como o TNF, IL-1, IL-6, IL-8, IFN-x¥ e IL-10 (Bienvenu et al., 2000).

Os resultados mostraram que, 24 h apos o tratamento com LPS, os niveis séricos de
IL-6, IL-17A, TNF e INF-y estavam consideravelmente elevados em relacdo aos niveis
registrados nos controles, particularmente nos animais que receberam doses de endotoxina
superiores a 1 ou 5 mg/kg de peso corporal (Figura 3.1). Aumentos discretos, mas
estatisticamente significativos de IL-2 e IL-10 foram também notados, enquanto as
concentragdes de IL-4 no soro sanguineo permaneceram praticamente inalteradas (Figura
3.1). Os niveis de 6xido nitrico (NO) no soro estavam muito aumentados nos camundongos
tratados 24 h antes com dose de LPS igual ou maior que 5 mg/kg de peso corporal (painel
superior da Figura 3.5), indicando que ocorreu forte inducao da enzima NO sintase 2 (NOS2)
nessa faixa de doses altas. Esse conjunto de dados mostra que a resposta ao estimulo
inflamatério, em termos da promocgdo da sintese de IL-6, IL-17A, TNF, INF-x e NOS2,
mostrava-se particularmente intensa 24 h apos o tratamento com doses de LPS superiores a 1

mg/kg de peso corporal.
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A pentoxifilina (200 mg/kg peso corporal) per se ndo alterou os niveis séricos das
citocinas analisadas ¢ do 6xido nitrico nos animais nao tratados com LPS. Entretanto, como
esperado em virtude do seu conhecido efeito anti-inflamatorio, a PTX atenuou
substancialmente a magnitude da elevagdo dos niveis séricos de TNF, INF-¥, IL-6, IL-17A,
IL-10 e do NO desencadeada pelo LPS (Figura 3.3, 3.4 ¢ painel superior da Figura 3.7). Em
sentido oposto, o co-tratamento com PTX exacerbou o aumento dos niveis de IL-2 ¢ de IL-4
(praticamente inalterados ap6s tratamento com LPS apenas) promovido por dose de LPS igual
ou superior a 5 mg/kg de peso corporal (Figura 3.4).

Camundongos que receberam 5 mg/kg de peso corporal, ou doses mais elevadas (10 e
20 mg/kg de peso corporal) de LPS, apresentaram atividades de EROD e BROD deprimidas
em relacdo aos controles e aos grupos tratados com dose igual ou menor que 1 mg/kg de peso
corporal (Figura 3.5). Essas alteracdes sdo consistentes com a regulacdo negativa da
expressao e atividade de Cyplal/2 e 2b9/10 no figado por doses de LPS que causam também
pronunciadas elevagdes dos niveis séricos de IL-6, IL-17A, TNF, INF-xy ¢ NO (Figura 3.1 ¢
3.5). O efeito do LPS regulando negativamente enzimas das subfamilias Cypla e Cyp2b
expressas no tecido hepatico tem sido observado em outros estudos com ratos e
camundongos.

A resposta de COH (Cyp2a5) ao estimulo com LPS, entretanto, exibiu uma relacao
dose-efeito claramente nao-monotodnica, i.e., depressao da atividade nas doses inferiores
(entre 0,05 e 1 mg/kg de peso corporal) e reversdao desta modulacao negativa com retorno a
atividades registradas nos controles nao tratados com endotoxina nas doses mais elevadas
(Figura 3.5). Esse surpreendente comportamento nao-linear / ndo monotonico na modulagao
de Cyp2a5 pelo LPS (depressao em doses baixas que nao elevam o NO sérico e ndo alteram
os Cypla e Cyp2b, e retorno a atividade basal nas doses que induzem NOS2 e deprimem os
demais Cyps havia sido descrito originalmente por De-Oliveira (2008), em trabalho ainda nao
publicado, e foi portanto confirmado pelo presente estudo.

Em aparente desacordo com o que havia sido descrito em ratos por Monshouer et al.
(1996), a PTX na dose de 200 mg/kg de peso corporal induziu discretamente a atividade de
EROD (Cyplal/2) e BROD (Cyp2b9/10) em camundongos (Figura 3.7). Apesar da indugdo
de Cypla e 2b deslocar a linha de base dos controles ndo tratados com LPS para nivel mais
elevado, a magnitude da regulagdo negativa dessas isoformas (i.e., depressdo da atividade
basal expressa como % do controle) promovida pelo LPS (5, 10 e 20 mg/kg de peso corporal)
nao foi afetada pelo co-tratamento com PTX (Figura 3.7). Considerando que o co-tratamento

com PTX bloqueou o aumento dos niveis séricos de IL-6, IL-17A, TNF, INF-¥ e NO (indugdo
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de NOS2) produzidos por doses mais altas de LPS, esses resultados sugerem fortemente que a
regulacdo negativa (da expressdo e atividade) de Cyplal/2 e Cyp2b9/10 nio ¢ mediada pelas
referidas citocinas ou pelo NO.

O tratamento de camundongos controle (i.e., que ndao receberam LPS) com PTX (200
mg/kg de peso corporal) ndo alterou a atividade de COH (Cyp2a5). O co-tratamento com
PTX, entretanto, aboliu a reversdo e o retorno da atividade de COH (Cyp2a5) aos niveis
basais (i.e., aos niveis da atividade nos controles) nas doses de 5 e 10 mg/kg de peso corporal
de LPS. A comparagdo do efeito do co-tratamento com PTX sobre os niveis séricos de NO
(Figura 3.7, painel superior) com o efeito do PTX sobre a atividade de COH (Figura 3.7,
segundo painel de cima para baixo), sugere que a reversdao da regulagdo negativa da atividade
de Cyp2a5 acompanha a elevacdo dos niveis de NO. A PTX, abolindo ou reduzindo
drasticamente o aumento de NO (e também de IL-6, IL-17A, TNF, e INF-x), fez desaparecer,
nas doses de 5 e 10 mg/kg peso corporal de LPS, a recuperacao da atividade desta isoforma,
cuja atividade permaneceu deprimida em relagdo ao controle. Na dose mais elevada de LPS
(em que ha claros sinais de choque séptico e morte de animais), a PTX atenuou o aumento de
NO, reduziu a mortalidade e produziu parcial recuperagdo da atividade de COH (Cyp2a5 —
Figura 3.7).

Como a atenuacao ou aboli¢do da elevagao dos niveis de NO pelo co-tratamento com
PTX fez com que a atividade da COH permanecesse deprimida (em vez de aumentar), ¢
improvavel que o NO atue bloqueando a enzima. De qualquer modo investigamos o efeito da
inibicdo da NOS2 usando aminoguanidina, um inibidor relativamente especifico desta
isoforma (em relagdo a NOS1, constitutiva). A aminoguanidina per se, nas doses de 50 mg/kg
de peso corporal ip, ndo teve qualquer efeito sobre as atividades de EROD (Cyplal/2),
BROD (Cyp2b9/10) ou COH (Cyp2a5). As atividades de BROD e¢ de COH ndo foram
alteradas apds a administragdo da maior dose do inibidor de NOS2, mas a atividade de EROD
foi discretamente deprimida pela dose mais elevada de aminoguanidina (Figura 3.9). Em
decorréncia da inibicdo da NOS2, as duas doses de aminoguanidina reduziram os niveis
séricos de NO apesar da indugdo da NOS2 que ocorre com a administra¢do de doses altas de
LPS (10 mg/kg de peso corporal). Como as atividades de Cyplal/2 e Cyp2b9/10 dos
camundongos que receberam aminoguanidina e LPS ndo foram alteradas em relacdo aos
controles tratados com LPS apenas, ¢ razoavel supor que o aumento de NO causado pelo LPS
nao tem qualquer papel direto na depressdo das atividades dessas isoformas CYP. Raciocinio
andlogo e conclusdo semelhante podem ser validos em relagdo a Cyp2a5 levando-se em conta

a reducdo de NO sérico causada pela menor dose de aminoguadina. A maior dose do inibidor
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da NOS2, entretanto, deprimiu a atividade de COH em relagdo a atividade registrada nos
camundongos tratados com LPS 10 mg/kg de peso corporal apenas e também em relacdo aos
controles ndo tratados com LPS (Figura 3.9). E interessante notar que a atividade de Cyp2a5
¢ deprimida por doses muito baixas de LPS, até 1 mg/kg de peso corporal (Figura 3.5,
segundo painel a partir do topo), mas nas doses altas de LPS a atividade ndo difere dos niveis
registrados entre os controles ndo tratados com LPS. Portanto, o co-tratamento tanto com
PTX quanto com aminoguanidina 100 mg/kg de peso corporal, aparentemente aboliram a
reversao da depressio de COH observada nas doses mais elevadas de LPS. Ambas as
intervencdes tem em comum o fato de terem reduzido consideravelmente a elevacdo dos
niveis séricos de NO produzida por altas doses de LPS. Vale destacar que os mecanismos
pelos quais os dois farmacos diminuem os niveis de NO sdo completamente diferentes, a
aminoguanidina inibe diretamente a NOS2 e a PTX age na cadeia de eventos desencadeados
pelo LPS regulando negativamente a sintese de citocinas e proteinas de fase aguda, ai incluida
a expressao da NOS2.

A partir dos dados obtidos neste estudo ¢ possivel especular que a reversao da
regulagdo negativa da expressao e atividade de Cyp2a5 ao nivel do hepatocito ¢ de alguma
forma mediada pela elevacao dos niveis de NO. Os elevados niveis séricos de NO e das
citocinas analisadas neste estudo tem origem fundamentalmente nos macréfagos (incluindo os
residentes no figado, ou células de Kupffer), monocitos e linfocitos. Estudos adicionais
devem ser realizados para investigar como esses eventos se articulam resultando na
modulacao negativa da expressao de Cyp2a5 e sua reversao pela elevagao dos niveis de NO.

Este estudo mostrou que a atividade da COH ¢ deprimida por doses baixas de LPS
(0,05 a 1 mg/kg de peso corporal), que nao induzem NOS2 (i.e., ndo causam elevacao do NO
sérico) nem aumentam de forma expressiva a sintese de IL-6, IFN-¥ ¢ TNF. Nesta faixa de
doses baixas de LPS que ndo induzem a producdo de NO e das citocinas anteriormente
citadas, a atividade de COH ¢ deprimida (regulagdo negativa de Cyp2a5), mas as atividades
de EROD e BROD ndo sao alteradas (Cyplal/2 e Cyp2b9/10 ndo sdo reguladas

negativamente).

3.5.1. Resultados deste estudo face ao encontrado na literatura

Os achados de estudos anteriores parecem sugerir que algumas citocinas envolvidas na

RFA (IL-1, IL-6, TNF-a e IFN-¥) poderiam ser mediadoras da regulacdo negativa das
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atividades (e expressdo) de CYPs no figado em resposta a estimulos infecciosos e
inflamatoérios (Shedlofsky et al., 1987; Panton & Renton, 1998; Richardson & Morgan, 2005;
Aitken & Morgan, 2007; Dickmann et al., 2011).

O fato das atividades de EROD e BROD (marcadores de Cyplal/2 e 2b9/10
respectivamente) serem deprimidas pelo LPS apenas nas doses (5 a 20 mg/kg de peso
corporal) que também causam aumento dos niveis séricos das citocinas avaliadas (e.g., IL-6,
TNF, IFN-y e IL-17A) e do NO, é a primeira vista consistente com essa interpretacao.
Entretanto, o fato da PTX ter bloqueado a producdo de citocinas e NO sem alterar a
magnitude da depressao das atividades de Cyplal/2 e Cyp 2b9/10 indica claramente que a
depressao das atividades das monooxigenases em questdo independe da elevacao dos niveis
séricos destas citocinas e do NO.

A maioria dos estudos encontrados na literatura que avaliam a participacdo de
citocinas na modulacdo de enzimas de biotransformagdo de xenobidticos investigaram o
envolvimento de IL-6, TNF-a e IFN-y. Neste sentido, os grupos de Guillén e Aitken, usando
cultura de hepatocitos humanos, associaram a presenga de IL-6 e IFN-y¥ como fatores
responsaveis por deprimir a atividade de CYP2A6, 2B6, 3A4 e 1A2 (Guillén ef al., 1998). A
redugdo dos niveis do mRNA de CYP2C9 e 2C19 foi associada a IL-6 e TGF e, a depressao
de CYP3A4 e 2C8 pelo LPS foi relacionada ao IL-6, TNF-a, IFN-y, TGFp e IL-1 (Aitken &
Morgan, 2007).

Os estudos in vivo com emprego de camundongos KO para diversas citocinas e
receptores de citocinas, de um modo geral apresentam resultados semelhantes. O grupo de
Warren (1999) usou camundongos deficientes dos receptores de TNF do tipo 1 e 2 (R-TNF-
p55 e R-TNF-p75 respectivamente) para avaliar o papel desta citocina na regulacao da
expressao de CYPs hepaticas. Os autores sugeriram o envolvimento do TNF-a na regulagao
de Cyp2d9 e 2el, mas concluiram que o TNF-a ndo teria papel de destaque na depressao de
Cypla, 2b, 3a e 4a apos estimulo do sistema imunoldgico pelo LPS.

Empregando também o estimulo com LPS e camundongos KO para IL-6, Siewert e
colaboradores (2000) concluiram que esta citocina tinha importante papel na depressao de
Cyp2a5, 1a2 e 3all, sendo a reducdo dos niveis do mRNA de Cyp2a5 a alteracdo mais
dependente de IL-6. Posteriormente, o grupo de Ashino (2004), usando camundongos KO
para IL-10/B, IL-6 e TNF-a e estimulagdo com LPS ou vacina BCG, observou que tanto IL-6
quanto TNF-o provavelmente seriam citocinas envolvidas na regulagdo da expressdo

(mRNAs) das Cyps 3all e 2¢29.
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Os estudos em humanos sugerem que mediadores inflamatorios produzidos em
resposta a doengas cronicas seriam responsaveis por alterar o clearance de farmacos nestas
condi¢des. Ha alguns exemplos neste sentido na literatura. Williams e colaboradores (1987)
trataram pacientes portadores de hepatite cronica com INF e verificaram que o aumento dos
niveis desta citocina (IFN terapéutico e endogeno) estd associado a eliminagdo reduzida
(clearance metabolico diminuido) da teofilina, que ¢ substrato para a CYP1A2. O grupo de
Islam (2002) também observou que, ap6s a administragdo de IFN (IFN-o-2b: High-dose IFN-
alfa-2b therapy, HDI) a portadores de melanoma, ocorria reducao de 60 e 40% nas atividades
de CYP1A2 e 2Cl19, evidenciadas pela diminuicdo do metabolismo da cafeina e da
mefenitoina (marcadores de CYP1A2 e 2C19 respectivamente).

A literatura sobre o envolvimento do NO na regulacdo das isoformas CYP por
estimulos inflamatorios e ou infecciosos € controversa. Alguns estudos — principalmente
Khatsenko (1993, 1997 e 1998) - sugerem que a inducao da NOS2, e a consequente elevacao
dos niveis de NO, deprime a atividade das enzimas, ao nivel transcripcional (mRNA) e/ou
inibindo a atividade catalitica das proteinas. Com base em resultados de estudo in vitro com
microssomos hepdaticos de ratos, Khatsenko et al. (1993) levantaram a hipotese de que a
superproducao de NO promovida pelo LPS ¢ o principal fator que leva a regulagdo negativa
de Cyp2bl/2. Em ratos Sprague-Dawley tratados com LPS, Khatsenko e Kikkawa (1997)
encontraram evidéncias de que o NO seria um dos mediadores responsaveis por deprimir a
atividades das isoenzimas Cyp2cll, 3a2, 1a2 e 2bl/2. Posteriormente, 0 mesmo grupo
publicou estudo com camundongos BALB/c (H-2d) infectados com Chlamydia trachomatis
em que notaram que a infec¢dao deprimia a atividade de Cyps das subfamilias 1a € 2b e que a
elevacdo do NO estaria relacionada a esta depressdo de enzimas CYP (Khatsenko et al.,
1998).

Dados que ndo sdao consistentes com a hipotese de Khatsenko e colaboradores,
apareceram ainda no ano de 1998. Morgan e colaboradores, empregando camundongos
selvagens (WT) e KO para iNOS, observaram que a inje¢do de LPS deprime os niveis de
proteinas e mRNA de enzimas das sub-familias Cyp 2c e 3a, e da isoforma Cyp2el, e também
que estd regulacdo negativa era independente da produg¢do do NO (i.e., ocorria tanto nos
camundongos selvagens quanto nos KO para iNOS ou NOS2) (Sewer et al, 1998).
Entretanto, em estudo em hepatdcito de ratos, publicado em 2001, Morgan e colaboradores
notaram dois mecanismos envolvidos na depressao de CYP2BI1 pelo LPS, um dos quais seria
rapido e dependeria dos efeitos do NO sobre a proteina (e.g., apareceria em doses mais altas

de LPS). O outro mecanismo seria mais lento, envolveria a supressdo da expressao ao nivel
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pré-traducional e ndo dependeria do NO (e.g., ocorreria mesmo em baixas doses de LPS que
nao elevam NO) (Ferrari et al., 2001).

Como anteriormente comentado, os resultados do presente estudo sdo consistentes
com a hipétese que o NO ndo participa da regulacio negativa de Cyplal/2 e Cyp2b9/10 visto
que o co-tratamento com PTX e com as duas doses de Ag (50 ¢ 100 mg/kg) ndo atenuaram a
depressao de EROD e BROD causada pelo LPS.

Os resultados deste estudo também sugerem que a elevacdo do NO ndo ¢é necessaria
para deprimir a atividade de Cyp2a5 (COH), notada principalmente nas baixas doses de LPS e
que nao foi modificada pelo co-tratamento quer com a PTX quer com a Ag. O aumento dos
niveis de NO entretanto pareceu estar relacionado a reversdo da depressdao de Cyp2a5 notada
nas doses mais elevadas da endotoxina Experimentos adicionais sdo necessarios para
esclarecer de que forma o NO estaria envolvido nesta transicdo da regulacdo negativa para a
positiva que confere o carater nio-monotonico a curva dose resposta.

A PTX inibe a produgdo de TNF mediada por bactérias Gram-negativas, aumentando
consequentemente a sobrevida de animais na sepse € em modelos letais de infecgdo. Nesse
sentido, Noel e colaboradores (1990) verificaram em ratos Sprague-Dawley machos que a
inducao de TNF promovida pelo LPS podia ser antagonizada pela administragdo de PTX. Os
autores sugeriram que esta diminui¢do dos niveis de TNF seria o responsavel pela maior
sobrevivéncia dos animais tratados com endotoxina, ja que o mesmo efeito era observado
quando os animais recebiam anticorpo anti-TNF (thTNF) no lugar da PTX.

A melhora do quadro clinico de processos inflamatérios, com o uso da PTX, também
foi observada em modelo murinho de mucosite intestinal provocada pelo CPT-11 (Melo et al.,
2008). Neste estudo os autores enfatizaram a importancia das citocinas TNF-a e IL-1p na
patogénese da mucosite, além de constatar que a diminuigdo nos niveis destas citocinas
promovida pela PTX, inibia a diarreia tardia e reduzia os danos histopatologicos.

No presente estudo, os animais co-tratados com PTX e doses elevadas de LPS (PTX +
LPS) também exibiram sobrevida mais longa e melhora do quadro clinico. Nenhum dos
animais do grupo que recebeu PTX (co-tratamento) morreu, enquanto importante letalidade
foi registrada nos grupos que receberam apenas LPS (Mortalidade; 5 mg/kg de peso corporal:
1/17; 20 mg/kg de peso corporal: 9/23. Os sinais clinicos da endotoxemia, que incluiram
piloere¢do, hipoatividade, e hipotermia, também foram mais frequentes e intensos nos animais
que receberam apenas o LPS.

Ha apenas dois estudos (um in vitro e outro in vivo) que investigaram o efeito da PTX

sobre a regulacdo negativa de CYPs induzida pelo LPS. Em cultura de hepatocito murino
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(Hepal), associada a macrofagos murinos (IC-21), Panton e Renton (1998) verificaram que a
inibicdo da producdo de TNF-a pela PTX era responsavel pela reversdo da regulagdo negativa
da Cyplal causada pela endotoxina. Monshouwer e colaboradores também relataram que o
TNF-a era o responsavel por promover a inibi¢do de CYP1A2 e 2B1/2 apds tratamento com
LPS. Os autores chegaram a esta conclusdo apds verificarem que o co-tratamento com PTX
revertia a depressdo da atividade dessas isoformas em microssomos hepaticos de ratos machos
Sprague-Dawley (Monshouwer et al., 1996).

Os achados deste estudo em camundongos ndo confirmam o relatado por esses autores
visto que a PTX ndo reverteu a depressio de EROD, BROD nem COH (marcadores de
Cyplal/2, 2b9/10 e 2a5 respectivamente). Possiveis explicacdes para as discrepancias seriam
diferencas entre estudos (in vitro para in vivo) (Panton& Rento, 1998) e espécies/género de
roedores (ratos machos Sprague-Dawley, camundongos Fémeas DBA-2) (Monshouweret al.,
1996).

As discrepancias podem estar relacionadas a peculiaridades da resposta das diferentes
espécies e linhagens ao estimulo inflamatério com LPS. Segundo Mills e colaboradores
(2000), os camundongos DBA-2 apresentam um perfil intermediario de células Thl e Th2,
mas dependendo de qual célula ¢ ativada, a resposta inflamatoria pode caminhar para diregdes
opostas (Dileepan et al., 1995; Marcinkiewicz et al., 2000; Mills et al., 2000).

De acordo com o estudo de Elkahwaji e colaboradores, altas doses de IL-2r usadas na
terapéutica do cancer, em estado avangado, faz com que os pacientes apresentem o teor de
CYP total inibida, além de terem a regulagcao negativa de CYP1A2, 2C, 2E1 e 3A4 no figado
(Elkahwayjiet al., 1999).

Existem poucas informagdes a respeito da citocina pro-inflamatéria IL-4. Em estudos
em hepatdcitos humanos, IL-4 foi associada a regulacao positiva de mRNA e atividade de
CYP2E1 (aumento maior que 5x), mas sem efeito significativo sobre CYP1A1/2 (Abdel-
Razzak et al., 1993).

Diversos estudos sugerem um papel de citocinas pro-inflamatérias como IL-6, TNF e
IFN na regulacdo negativa de CYPs (Williams ef al., 1987; Guillén et al., 1998; Warren ef al.,
1999; Siewert et al., 2000; Islam et al., 2002; Ashinoet al., 2004; Aitken & Morgan, 2007).
Como ja comentamos, os resultados do presente trabalho ndo sdo consistentes com essa

interpretacao.
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3.6. CONCLUSOES

3.6.1

Conclusdes pontuais

O LPS aumenta os niveis de citocinas pro-inflamatérias e do 6xido nitrico (NO) no

soro sanguineo de camundongos tratados.

O LPS aumentou de forma dose-dependente, 24 h apds a administragdo, os niveis
séricos de 1L-2, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF e INF-¥ em camundongos DBA-2. No
mesmo intervalo de tempo apds o tratamento, as concentracdes de 1L-4 aumentaram
discretamente apos administragdo da segunda menor dose testada (0,1 mg/kg de peso
corporal), mas a administragdo de dose menor ou de doses maiores nao alterou os
niveis desta citocina.

Os aumentos dos niveis séricos de IL-6, IFN-x, TNF e IL-17A, citocinas consideradas
pro-inflamatorias, foram particularmente acentuados apos administragao de doses de
LPS superiores a 1 mg/kg de peso corporal.

Os aumentos de IL-2, IL-4 (praticamente inalterado, exceto na segunda menor dose de
LPS) e IL-10 produzidos pelo tratamento com LPS, mesmo quando estatisticamente
significativos, foram de pequena magnitude.

Aumentos acentuados dos niveis séricos de NO foram registrados apds a

administracao de dose de LPS igual ou superior a 5 mg/kg de peso corporal.

O tratamento com LPS regula negativamente a atividade de Cyplal/2, Cyp2a5 e

Cyp2b9/10 no figado dos camundongos.

No caso do efeito do LPS sobre a atividade de Cyp2a5, a relacdo dose resposta ¢ do
tipo ndo-monotdnico. As menores doses de LPS (0,05 a 1 mg/kg de peso corporal)
inibem a atividade de COH enquanto a atividade retorna gradualmente a niveis
comparaveis aos registrados nos camundongos controles (ndo tratados com LPS) nas
doses de 5, 10 e 20 mg/kg de peso corporal.

No caso dos Cyplal/2 e Cyp2b9/10, o LPS regulou negativamente a atividade

catalitica apenas nas trés maiores doses testadas (5, 10 e 20 mg/kg de peso corporal).
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A pentoxifilina (PTX, 200 mg/kg de peso corporal, ip) bloqueia a elevagdo dos niveis
de citocinas pré-inflamatorias e do 6xido nitrico desencadeada pela administracdo de LPS.
e O co-tratamento com pentoxifilina atenuou de forma marcante a produgdo de TNF,
INF-¥, IL-6 e IL-17A induzida pelo LPS. Por outro lado, a elevagao dos niveis de IL-4
e IL-2 promovida pelo LPS foi acentuada, pela pentoxifilina, enquanto os niveis de
IL-10 n3o foram alterados pelo co-tratamento com PTX.
¢ O co-tratamento com pentoxifilina atenuou de forma drastica o aumento dos niveis

séricos de NO produzido pelo LPS.

O bloqueio da resposta inflamatoria pelo co-tratamento com a pentoxifilina nao
alterou a regulagdo negativa da atividade das Cyps 1al/2 e 2b9/10 no figado promovido pelo
LPS. Portanto pode-se concluir que a elevagdo dos niveis das citocinas avaliadas e do 6xido
nitrico no sangue nao sdo eventos necessarios para mediar a regulacdo negativa dessas

isoformas pelo LPS.

O co-tratamento com pentoxifilina ampliou a faixa de doses em que o LPS deprimiu a
atividade de Cyp2a5 (0,05 a 10 mg/kg de peso corporal) de modo que, apenas na dose mais
elevada da endotoxina (20 mg/kg de peso corporal), houve uma reversdo da inibi¢do da
atividade desta isoforma. A elevacdao dos niveis das citocinas avaliadas ¢ do 6xido nitrico no
sangue nao sdo eventos necessarios para depressao da atividade de Cyp2a5 pelo tratamento

com LPS.

O bloqueio da o6xido nitrico sintase induzivel (NOS2) pela aminoguanidina, ¢ a
consequente atenuagdo da elevacao dos niveis de NO promovida pelo LPS nao alterou a

regulacdo negativa de Cyplal/2 e Cyp2b9/10.

O bloqueio da 6xido nitrico sintase induzivel (NOS2) pela aminoguanidina, e a
consequente atenuacdo da elevacao dos niveis de NO promovida pelo LPS (10 mg/kg de peso
corporal) deprimiu a atividade de Cyp2a5 em relagdo a atividade da isoforma registrada em
camundongos tratados apenas com LPS e em controles ndo tratados com LPS. Este efeito do
co-tratamento com a aminoguanidina (100 mg/kg de peso corporal) sobre a atividade de
Cyp2a5 foi semelhante ao do co-tratamento com pentoxifilina. Embora os dois farmacos

atuem por mecanismos diversos, compartilham o efeito de atenuar o aumento de NO
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promovido pelo LPS e o de abolir a reversdo da inibicdo da atividade de Cyp2a5 observada

nas doses mais elevadas de LPS (10 mg/kg de peso corporal).

A reversdo da depressdo da atividade de Cyp2a5 que ocorre apds doses mais elevadas
de LPS ndo foi observada quando a elevacdo dos niveis séricos de NO foi bloqueada, quer
pela pentoxifilina quer pela aminoguanidina. A hipdtese de que a elevacdo dos niveis de NO ¢
o evento desencadeador desta reversdo da regulacdo negativa e retorno a regulagdo positiva

nao pode ser descartada.

3.6.2 Conclusoes gerais

Os resultados desse estudo sugerem que as citocinas pro-inflamatérias cuja producao
em resposta ao LPS foi bloqueada pela pentoxifina (TNF, IFN-x, IL-6, IL-17A) ndo sao
mediadoras da regulagdo negativa de Cyplal/2, Cyp2b9/10 e Cyp2a5 em processos

inflamatdrios e infecciosos.

Além disso, os resultados obtidos confirmam o relato de De-Oliveira de que a
modulacdo de Cyp2a5 pelo LPS segue uma relagao dose resposta do tipo ndo-linear e nao-

monotonico com reversao da depressao (notada em doses baixas) na faixa superior de doses.
A atenuagdo ou bloqueio da elevacao de NO desencadeada pelo tratamento com LPS

desloca a dose em que ha transi¢ao da regulagdo negativa para positiva de Cyp2a5 para niveis

mais altos.
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4. Sintese final e perspectivas

Este trabalho reuniu dois estudos que focalizaram a regulacdo da expressao e atividade
da Cyp2a5 em tecido hepatico de camundongos.

No primeiro estudo comparamos a expressdo e a atividade constitutiva de Cyp2a5,
assim como a induc¢do desta enzima pelo pirazol e pelo fenobarbital, em camundongos
(fémeas) de diferentes linhagens e colonias. A possivel relagdo das diferencas de
expressao/atividade da Cyp2a5 entre linhagens e colonias murinas e a expressao da heme-
oxigenase 1, e o papel do dano hepatico com a indugdo pelo pirazol foram também
investigados.

Os resultados da primeira parte deste trabalho mostraram que a expressao ¢ a atividade
constitutiva de Cyp2a5 no figado variam amplamente entre os camundongos das diversas
linhagens/colonias examinadas, destacando-se a linhagem DBA-2 e, em seguida a DBA-1,
como aquelas que exibem niveis constitutivos mais elevados de atividade da enzima (medida
pela reacdao de 7-hidroxilagdo da cumarina). Além disso, os dados obtidos sugeriram que a
inducdo da expressdo (mRNA) do cyp2a5 e da heme-oxigenase 1 ndo sdo eventos
necessariamente coordenados. Em algumas situagdes em que houve clara inducao de cyp2as,
nao houve aumento da expressao da heme-oxigenase I no tecido hepatico. Essas observacdes
contrariam a hipdtese levantada por alguns autores sugerindo que haveria coordenagdo entre
as inducoes das duas enzimas.

Os nossos resultados também sugerem que a regulagdo positiva da expressao de
cyp2a5 nao estd necessariamente associada a toxicidade hepatica. A dose de pirazol
(hepatotoxina) que usamos neste estudo foi suficiente para induzir a expressao ¢ a atividade
de Cyp2a5, mas nao alterou marcadores de lesdo hepatocelular (i.e., ndo elevou as

transaminases hepaticas).

No segundo estudo investigamos os efeitos da administracdo de ampla faixa de doses
de LPS sobre a atividade de Cyp2a5 (cumarina 7-hidroxilase, COH) Cyplal/2 (etoxi-
resorufina-O-desetilase, EROD) e Cyp2b9/10 (benziloxi-resorufina-O-desbenzilase, BROD)
em figado de camundongos (fémeas) DBA-2. Como esperado, ocorreu uma regulacio
negativa das atividades de Cyplal/2 e Cyp2b9/10 nos microssomos hepaticos de
camundongos em resposta ao tratamento com LPS, evidente nas doses mais elevadas que
também aumentaram consideravelmente os niveis séricos do oxido nitrico (NO) e das

citocinas TNF, INF-¥, IL-6, e IL-17A. A regulagdo de Cyp2a5 pelo LPS, entretanto, exibiu
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uma peculiar relagdo dose resposta ndo linear e ndo monotonica, com depressao da atividade
de cumarina 7-hidoxilase (COH) em doses baixas, em que ndo ha alteracdo dos niveis séricos
de NO e das atividades de EROD e BROD no figado e ndo hd aumentos expressivos das
citocinas pro-inflamatorias, e retorno aos niveis basais de atividade da COH, comparaveis aos
registrados em controles nao tratados com LPS, nas doses mais elevadas (em que ocorre a
regulacdo negativa da atividade das demais mono-oxigenases). Essa observacdo sobre a
peculiar relagdo entre dose e resposta na modulacdo da atividade de Cyp2a5 pelo LPS
confirma o que havia sido anteriormente descrito por De-Oliveira (2008).

Nesta segunda parte do trabalho, investigamos como o bloqueio da resposta
inflamatoria (i.e., bloqueio da indu¢do da sintese de citocinas pro-inflamatorias e da expressao
da NOS2) pela administracdo de pentoxifilina (PTX) altera o efeito do LPS sobre as Cyps
2a5, lal/2 e 2b9/10. O co-tratamento PTX + LPS n3ao modificou o efeito de altas doses de
LPS deprimindo as atividades de Cyplal/2 e Cyp2b9/10, o que indica que a modulagdo
negativa dessas atividades pelo LPS independe das elevacdes dos niveis séricos de citocinas e
NO. Em experimento adicional, observamos que a inibicdo da atividade da NOS2 super-
expressa (apoOs o tratamento com LPS) pelo co-tratamento com aminoguanidina, ndo alterou
também a depressao das atividades de Cyplal/2 e Cyp2b9/10 promovida pelo LPS. Por outro
lado, o co-tratamento com PTX, que antagonizou a expressiva elevacao dos niveis séricos do
oxido nitrico (NO) e das citocinas TNF, INF-x, IL-6, e IL-17A, aboliu também (exceto na
dose méaxima de 20 mg/kg de peso corporal) o retorno das atividades de Cyp2a5 aos niveis
basais (i.e., a atividades comparaveis as registradas em controles nao tratados com
endotoxina). Nessas condi¢des (co-tratamento com PTX) o efeito depressor do LPS sobre
Cyp2a5 passou a ser notado também na faixa de doses altas (exceto 20 mg/kg de peso
corporal).

Em relacdo a modula¢do de Cyp2a5 pelo LPS, o bloqueio da atividade da NOS2
super-expressa com o co-tratamento com aminoguanidina foi semelhante ao efeito do inibidor
da expressdao de NOS2 no co-tratamento com PTX, sugerindo que possivelmente ¢ o NO
elevado que de alguma forma dispara a transicdo da regulacdo negativa para positiva de
Cyp2a5 em animais tratados com LPS. Essa hipotese serd alvos de estudos subsequentes — in
vitro em células HepG2 em cultura e in vivo em camundongos — que procurardo investigar
como o NO interfere com os mecanismos de regulacio da expressio de Cyp2a5

(camundongos) e CYP2A6 (humano).
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CAPITULO VI

Anexos



6.1. Anexo 1

Este anexo contempla diversas tabelas com valores (Média £ EPM) e nimero absoluto
(N) de animais em cada grupo e nas diversas analises bioldgicas realizadas no Capitulo 1T

deste estudo.

Tabela 6.1. Peso dos animais no dia do tratamento (DO0), no dia da morte (D3) e peso do
figado (MédiatEPM) de camundongos BALBc/An (fémeas adultas) tratadas com PBS
(Controle — CON), Pirazol (PIR 100 mg/kg) ou fenobarbital (FEN 80 mg/kg). Os animais
foram tratados por 3 dias consecutivos por via ip € mortos 24 h apds o ultimo tratamento. N =

numero de animais.

Grupos DO D3 Figado N
(mg/kg) (® (® (8

CON 21,42+0,36 21,98+0,33 1,12+0,02 6
PIR 20,98+0,50 20,77+0,69 1,05+0,05 6
FEN 21,34+0,51 21,04+0,54 1,19+0,06 5

Tabela 6.2. Peso dos animais no dia do tratamento (D0), no dia da morte (D3) e peso do
figado (MédiaxEPM) de camundongos B6D2F1 (fémeas adultas) tratadas com PBS (Controle
— CON), Pirazol (PIR 100 mg/kg) ou fenobarbital (FEN 80 mg/kg). Os animais foram tratados

por 3 dias consecutivos por via ip e mortos 24 h apos o ultimo tratamento. N = ntimero de

animais.

Grupos DO D3 Figado
(mg/kg) (2) (2) (2)
CON 19,96+0,21 20,25+0,21 0,98+0,02
PIR 19,91+0,16 19,40+0,34 1,02+0,04
FEN 19,91+0,29 19,93+0,23 1,09+0,03
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Tabela 6.3. Peso dos animais no dia do tratamento (D0), no dia da morte (D3) e peso do

figado (Média+tEPM) de camundongos CBA (fémeas adultas) tratadas com PBS (Controle —
CON), Pirazol (PIR 100 mg/kg) ou fenobarbital (FEN 80 mg/kg). Os animais foram tratados

por 3 dias consecutivos por via ip € mortos 24 h apods o ultimo tratamento. N = niimero de

animais.

Grupos DO D3 Figado
(mg/kg) (2 (2 (2)
CON 18,30+0,33 18,55+0,24 0,96+0,01
PIR 18,40+0,18 17,78+0,31 0,94+0,01
FEN 17,53+0,83 16,92+0,73 1,01+0,03

Tabela 6.4. Peso dos animais no dia do tratamento (DO0), no dia da morte (D3) e peso do
figado (MédiaxEPM) de camundongos C57BL/6 (fémeas adultas) tratadas com PBS
(Controle — CON), Pirazol (PIR 100 mg/kg) ou fenobarbital (FEN 80 mg/kg). Os animais

foram tratados por 3 dias consecutivos por via ip € mortos 24 h apos o ultimo tratamento. N =

numero de animais.

Grupos DO D3 Figado
(mg/kg) (® (® (g
CON 17,60+0,27 17,91+0,38 0,89+0,03
PIR 18,13+0,44 17,22+0,20 1,04+0,02
FEN 17,82+0,41 17,52+0,34 1,03+0,04
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Tabela 6.5. Peso dos animais no dia do tratamento (DO0), no dia da morte (D3) e peso do
figado (MédiaxtEPM) de camundongos C57BL/10(f€émeas adultas) tratadas com PBS
(Controle — CON), Pirazol (PIR 100 mg/kg) ou fenobarbital (FEN 80 mg/kg). Os animais

foram tratados por 3 dias consecutivos por via ip € mortos 24 h apds o ultimo tratamento. N =

numero de animais.

Grupos DO D3 Figado
(mg/kg) (® (® (8
CON 20,22+0,28 20,87+0,33 1,06+0,02
PIR 20,64+0,44 20,40+0,36 1,22+0,03
FEN 19,47+0,46 19,72+0,36 1,10+0,04

Tabela 6.6. Peso dos animais no dia do tratamento (DO0), no dia da morte (D3) e peso do

figado (MédiatEPM) de camundongos DBA-1 (fémeas adultas) tratadas com PBS (Controle
— CON), Pirazol (PIR 100 mg/kg) ou fenobarbital (FEN 80 mg/kg). Os animais foram tratados

por 3 dias consecutivos por via ip € mortos 24 h apds o ultimo tratamento. N = ntimero de

animais.

Grupos DO D3 Figado
(mg/kg) (® (® (g
CON 17,09+0,22 17,63+0,16 0,92+0,01
PIR 17,08+0,28 17,08+0,22 0,97+0,02
FEN 17,92+0,44 17,86+0,37 1,06+0,03
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Tabela 6.7. Peso dos animais no dia do tratamento (DO0), no dia da morte (D3) e peso do

figado (MédiaxEPM) de camundongos DBA-2 (fémeas adultas) tratadas com PBS (Controle
— CON), Pirazol (PIR 100 mg/kg) ou fenobarbital (FEN 80 mg/kg). Os animais foram tratados

por 3 dias consecutivos por via ip e mortos 24 h apo6s o ultimo tratamento. N = niimero de

animais.

Grupos DO D3 Figado
(mg/kg) (® (® (8
CON 21,30+0,69 21,06+0,71 1,03+0,04
PIR 20,15+0,58 19,90+0,51 1,09+0,03
FEN 20,01+0,41 18,94+0,50 1,05+0,04

Tabela 6.8. Peso dos animais no dia do tratamento (DO0), no dia da morte (D3) e peso do

figado (MédiaxEPM) de camundongos Swiss Webster (fémeas adultas) tratadas com PBS
(Controle — CON), Pirazol (PIR 100mg/kg) ou fenobarbital (FEN 80mg/kg). Os animais

foram tratados por 3 dias consecutivos por via ip € mortos 24h apos o ultimo tratamento. N =

numero de animais.

Grupos DO D2 Figado
(mg/kg) (® (® (g
CON 35,97+1,90 36,30+1,82 1,57+0,08
PIR 36,12+0,97 34,21+0,81 1,70+0,05
FEN 38,03+0,94 36,53+0,89 1,99+0,08
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Tabela 6.9. Atividades de COH (média+tEPM) nos microssomos de camundongos fémeas de

diferentes linhagens tratadas com PBS (Controle — CON), Pirazol (PIR 100 mg/kg) ou

fenobarbital (FEN 80 mg/kg). Os animais foram tratados por 3 dias consecutivos por via ip €

mortos 24 h apos o Ultimo tratamento. N = niimero de animais.

Linhagem Atividades N
(pmoles umbeliferona /mg ptn / min)
CON PIR FEN

BALB/cAn 352+29 69,7 £4,4 75,3 £6,0 6*
B6D2F1 113,3£11,6 437,8 £24,3 308,4 + 20,6 6
CBA 32,9+5,0 119,7 +5,2 91,9+5,4 6
CS7BL/6 44,5+ 6,0 112,1 £8,4 62,2+5,5 6
CS7BL/10 24,4 +3.8 88,1 £4,1 63,6 £5,9 6**
DBA-1 142,5 + 28,3 344,8 + 50,6 261,8 +24,6 6
DBA-2 2284 +24.8 507,7+ 12,5 493,5+ 11,7 6
SwissWebster 24,1+£53 79,1 £10,4 42,53 +£3,1 6

* O grupo tratado com FEN apresenta 5 fémeas.

** O grupo tratado com PIR apresenta 5 fémeas.
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Tabela 6.10. Atividades de EROD (média+tEPM) nos microssomos de camundongos fémeas
de diferentes linhagens tratadas com PBS (Controle — CON), Pirazol (PIR 100 mg/kg) ou

fenobarbital (FEN 80 mg/kg). Os animais foram tratados por 3 dias consecutivos por via ip ¢

mortos 24 h apos o Ultimo tratamento. N = niimero de animais.

Linhagem Atividades N
(pmoles resorufina /mg ptn / min)
CON PIR FEN

BALB/cAn 71,2 £6,0 103,1 £9,0 532,7+77,5 6*
B6D2F1 68,8 £3,4 66,6 £+ 3,6 251,1 £ 14,1 6
CBA 74,9 £4,9 61,5+5,5 293,0 + 33,7 6
CS7BL/6 99,2 +7,2 98,7 £8,6 444,3 £28.6 6
CS7BL/10 132,2+9,4 1355+ 16,9 598,7 £ 59,5 6**
DBA-1 50,2 +3,3 50,0 £4,0 265,7 + 13,1 6
DBA-2 74,9 £7,9 64,3 +£6,3 338,1 £ 14,8 6
SwissWebster 72,8 £7,6 74,8 £9,1 348,5 £29,7 6

* O grupo tratado com FEN apresenta 5 fémeas.

** O grupo tratado com PIR apresenta 5 fémeas.
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Tabela 6.11. Atividades de BROD (média=EPM) nos microssomos de camundongos fémeas
de diferentes linhagens tratadas com PBS (Controle — CON), Pirazol (PIR 100 mg/kg) ou

fenobarbital (FEN 80 mg/kg). Os animais foram tratados por 3 dias consecutivos por via ip €

mortos 24 h apos o ultimo tratamento. N = niimero de animais.

Linhagem Atividades N
(pmoles resorufina /mg ptn / min)
CON PIR FEN

BALB/cAn 56,6 £5,7 53,3+4,0 192,8 + 23,9 6*
B6D2F1 352+4,1 45,0+5,3 306,5+8.,8 6
CBA 22,0+23 19,8 £3,5 212,5+224 6
CS7BL/6 473 +58 33,4+£48 158,9 £8,7 6
CS7BL/10 42,6 £3,5 72,9 29,9 181,3+5,5 6**
DBA-1 26,8 £ 1,4 434+ 12,4 271,0+ 2,3 6
DBA-2 39,8 £2,8 41,0+3,8 266,9 + 28,5 6
SwissWebster 412+7,8 38,8 £10,2 143,6 £ 4,4 6

* O grupo tratado com FEN apresenta 5 fémeas.

** O grupo tratado com PIR apresenta 5 fémeas.
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Tabela 6.12. Niveis de ALT (médiaxEPM) no soro de camundongos fémeas de diferentes
linhagens tratadas com PBS (Controle — CON), Pirazol (PIR 100 mg/kg) ou fenobarbital

(FEN 80 mg/kg). Os animais foram tratados por 3 dias consecutivos por via ip € mortos 24 h

apos o ultimo tratamento. N = nimero de animais.

Linhagem Nivel sérico (UI/ L) N
CON PIR FEN

BALB/cAn 135,2 +4,1 155,9 £ 7,38 141,5+ 8,0 6*
B6D2F1 136,9 £ 8,7 1949 + 37,6 134,7 £ 6,0 6
CBA 139,7+2,6 227,8 £36,7 147,6 + 3,9 6
CS7BL/6 137,4+ 7,4 143,5 £ 6,4 138,0 £ 9,9 6%*
CS57BL/10 146,0 £ 6,3 258,3 £23,3 161,5+5,3 6
DBA-1 165,7+9,0 164,6 £ 6,1 148,8 + 4.8 6
DBA-2 146,9 + 11,3 159,8 £6,3 158,3+£2,2 O **
SwissWebster 134,0 + 12,3 168,8 + 13,6 145,2 £ 10,3 6

* O grupo tratado com FEN apresenta 5 fémeas.

** O grupo CON apresenta 5 fémeas.
*#% O grupo CON apresenta 4 fémeas.
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6.2. Anexo 2

Este anexo contempla diversas tabelas com valores (Média £ EPM) e nimero absoluto

(N) de animais em cada grupo e nas diversas andlises bioldgicas realizadas, além de figuras

criadas para o Capitulo I1II deste estudo.

Tabela 6.13. Pesos nos dias do tratamento (D0), no dia da morte (D1) e pesos dos figados
(Média+tEPM) de camundongos DBA-2 (fémeas adultas) tratadas com LPS nas doses de 0,05,
0,1, 0,5, 1, 5, 10 e 20 mg/kg de peso corporal e combinacdo de PTX + LPS (PTX 2x100

mg/kg de peso corporal, 30 min antes e 30 min depois do LPS nas diversas doses). Os animais

foram mortos 24 h ap0ds o tratamento com LPS. CONI1: controle para o LPS (animais tratados

com PBS 10 mL/kg de peso corporal; morte 24 h apos). CON2: controle para PTX + LPS

(animais tradados com PTX 2x100 mg/kg de peso corporal, com intervalo de 60 min entre as

injecoes e morte 24 h e 30 min apds primeiro tratamento. N = nimero de animais.

Grupos DO D1 Figado N
(mg/kg) (® (® (8

CON 1 -PBS 19,13+0,45 18,84+0,39 0,88+0,02 19
0,05 18,61+0,29 17,85+0,25 0,87+0,02 10
0,1 17,95+0,61 16,85+0,58 0,87+0,04 10
0,5 18,66+0,60 16,85+ 0,62 0,88+0,05 17
1 16,99+0,53 15,08+0,52 0,78+0,03 10
5 17,94+0,56 15,55+0,50 0,75+0,02 16
10 17,98+0,46 15,92+0,32 0,73£0,02 14
20 19,20+0,40 16,99+0,42 0,73£0,02 14
CON2-PTX 17,59+ 0,46 17,05+ 0,28 0,92+ 0,02 5
PTX+LPS 0,05+PTX 19,44+0,63 18,66+0,58 0,97+0,03 10
PTX+LPS 0,1+PTX 18,44+0,67 17,49+0,63 0,90+0,04 10
PTX+LPS 0,5+PTX 19,31+0,45 17,88+0,47 0,97+0,04 16
PTX+LPS 1+PTX 18,28+0,46 16,39+0,40 0,85+0,03 10
PTX+LPS 5+PTX 18,26+0,45 16,26+0,48 0,84+0,04 17
PTX+LPS 10+PTX 18,18+0,33 16,04+0,32 0,83+0,03 14
PTX+LPS 20+PTX 18,67+0,42 16,70+0,42 0,79+0,03 18
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Tabela 6.14. Pesos nos dias do tratamento (D0), no dia da morte (D1) e pesos dos figados
(Média+=EPM) de camundongos DBA-2 (fémeas adultas) tratadas com PTX na dose de 100
mg/kg de peso corporal e mortos 24 h apds; tratados com PTX na dose de 200 mg/kg (2x100
mg/kg de peso corporal, com 60 min de intervalo) e mortos 24 h e 30 min apds o primeiro
tratamento. PBS 1: animais receberam PBS 10 mL/kg de peso corporal e sdo controle para a
PTX 200 mg/kg. PBS 2: animais receberam PBS 2x10 mL/kg de peso corporal e sdo controle
para a PTX 2x100 mg/kg. N = nimero de animais.

Grupos DO D1 Figado N
(mg/kg) (® (® (8

PBS 1 19,1340,45 18,84+0,39 0,88+0,02 19
P 100 19,07+0,70 18,88+0,56 0,89+0,03 14
PBS 2 17,00+0,53 16,50+0,60 0,89+0,05 4
P 200 17,59+0,46 17,05+0,28 0,92+0,02 5

Tabela 6.15. Atividades de COH, EROD e¢ BROD (médiatEPM) nos microssomos de
camundongos DBA-2 fémeas, tratadas com PTX na dose de 100 mg/kg de peso corporal e
mortos 24h apo6s; tratados com PTX na dose de 200 mg/kg (2x100 mg/kg de peso corporal,
com 60 min de intervalo) e mortos 24 h ¢ 30 min ap6s o primeiro tratamento. PBS 1: animais
receberam PBS 10 mL/kg de peso corporal e sao controle para a PTX 100 mg/kg. PBS 2:
animais receberam PBS 2x10 mL/kg de peso coprpral e sdo controle para a PTX 2x100

mg/kg. N = nimero de animais.

Grupo Atividade (pmol / mg ptn /min) N
Experimental COH EROD BROD
PBS 1 297,6+19.,4 69,3+5,6 75,1+8,8 13
P 100 249,1+£36,9 75,4+10,0 72,1£21,7 8
PBS 2 236,2421,0 90,4+6,6 83,7+11,3 4
P 200 243,9+7,1 108,5+4,5 135,4+7,2 5
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Tabela 6.16. Niveis séricos das citocina (médiaxEPM) pro-inflamatodrias (IL-6, TNF, IFN-v,
IL-2 e IL-17A) em camundongos DBA-2 fémeas tratadas com LPS nas doses de 0,05, 0,1,

0,5, 1, 5, 10 e 20 mg/kg de peso corporal e combinacdo de PTX + LPS nas diferentes doses

(PTX: 2x100 mg/kg de peso corporal, 30 min antes € 30 min apds o LPS). Os animais foram

mortos 24 h apos o tratamento com LPS. CON1 = Tratamento com PBS 10 mL/kg de peso

corporal e morte 24 h apds. CON2 = Tratamento com PTX 2x100 mg/kg de peso corporal e

morte 24 h e 30 min apos primeira inje¢do. N = numero de animais.

Grupos Concentracio (pg / mL) N

(mg / kg) IL-6 TNF IFN-¥ IL-2 IL-17A
CON 1 - PBS 6,5+0,9 3,5+0,8 1,7+0,3 0,9+0,1 1,8+0,2 10
0,05 10,3+0,9 8,3+1,8 3,6+0,7 1,1£0,2 2,2+0,3 8
0,1 29,2+7,7 10,1+2,5 7,0+1,5 1,1+0,2 4,0+1,4 8
0,5 26,9+3,2 16,4+2,0 10,6+4,3 1,1£0,1 2,0+0,1 8
1 34,4+7,7 14,5+2.6 5,9+1,1 1,2+0,1 1,7+0,1 8
5 115,5+17,6 37,3+5,6 19,8+2,5 1,4+0,2 2,8+0,3 8
10 5041+2158  134,0+37,8  292,1+164,5 1,1%0,1 11,5+3,3 8
20 95571678  436,2+85,8 1512+421,6  1,340,1 47,511,810
CON 2 -PTX 6,0+0,8 6,1+1,2 2,3+0,3 0,9+0,1 2,1+0,2 8
PTX+LPS 0,05+PTX  29,64+4.8 7,4+1,8 4,5+£1,2 1,2+0,1 2,5+0,8 8
PTX+LPS 0,1+PTX 19,7+1,8 8,5+1,7 3,5+0,3 1,3+0,2 2,0+0,2 8
PTX+LPS 0,5+PTX 31,8+3,6 14,9+2,5 4,6+0,8 1,2+0,1 1,9+0,2 8
PTX+LPS 1+PTX 61,7+16,0 18,1+3,0 4,2+0.4 1,5+0,1 2,3+0,3 8
PTX+LPS 5+PTX 93,2+20,0 32,5+4,9 6,9+0,8 2,5+0,4 3,3+0,6 8
PTX+LPS 10+PTX  250,0+33,1 52,0+6,1 11,5+1,7 3,6+0,6 5,0+0,8 8
PTX+LPS 20+PTX  309,2+51,0 47,3+8.9 16,1+2,9 2,9+0,6 4,0+1,1 8
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Tabela 6.17. Niveis séricos das citocinas (média=EPM) anti-inflamatoérias (IL-4 e IL-10) em

camundongos DBA-2 fémeas tratadas com LPS nas doses de 0,05, 0,1, 0,5, 1, 5, 10 e 20

mg/kg de peso corporal e combinagdo de PTX + LPS nas diferentes doses (PTX: 2x100

mg/kg de peso corporal, 30 min antes ¢ 30 min apds o LPS). Os animais foram mortos 24h

apoOs o tratamento com LPS. CON1 = Tratamento com PBS 10 mL/kg de peso corporal e

morte 24 h apds. CON2 = Tratamento com PTX 2x100 mg/kg de peso corporal e morte 24 h e

30 min apos primeira injecdo. N = nimero de animais.

Grupo experimental Concentracao (pg / mL) N
(mg / kg) IL-4 IL-10
CON 1 - PBS 2,9+0,2 249 +3,2 10
0,05 33+04 27,8 +6,2 8
0,1 4,2+0,6 60,6 +£ 18,9 8
0,5 3,2+0,2 32,8+3.9 8
1 3,2+0,2 30,4+ 3,6 8
5 34+04 42,4 +6,8 8
10 42+1,2 87,1 £34,8 8
20 3,3+0,2 75,6 £11,6 10
CON 2 -PTX 2,9+0,1 29,0+ 3,1 8
PTX+LPS 0,05+PTX 3,8+0,4 42,7+12,6 8
PTX+LPS 0,1+PTX 3,3+0,3 32,8+ 5,4 8
PTX+LPS 0,5+PTX 34+0,3 29,9 +3,9 8
PTX+LPS 1+PTX 4,1+0,3 47,2 +6,8 8
PTX+LPS 5+PTX 55+0,8 66,4 + 18,0 8
PTX+LPS 10+PTX 7,7+ 1,1 120,8 +£24,4 8
PTX+LPS 20+PTX 6,9+ 1,1 93,2 +£25,1 8
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Tabela 6.18. Concentragdo de nitrito (médiatEPM) no soro de fémeas DBA-2 tratadas com
LPS nas doses de 0,05, 0,1, 0,5, 1, 5, 10 e 20 mg/kg de peso corporal e combinagdo de PTX +

LPS nas diferentes doses (PTX: 2x100 mg/kg de peso corporal, 30 min antes ¢ 30 min apds o

LPS). Os animais foram mortos 24 h apods o tratamento com LPS. CON1 = Tratamento com

PBS 10 mL/kg de peso corporal ¢ morte 24 h apds. CON2 = Tratamento com PTX 2x100

mg/kg de peso corporal e morte 24h e 30 min apds primeira inje¢do. N = nimero de animais.

Grupo experimental Nitrito N
(mg / kg) (uM)

CON 1- PBS 35,1 £2,1 19
0,05 23,0+ 1,4 10
0,1 24,9+0,9 10
0,5 35,6 £2,9 17
1 31,8 £3,0 10
5 75,8 £9,9 16
10 198,7 + 50,3 14
20 221,4+31,4 12
CON 2 -PTX 20,6 £1,2 14
PTX+LPS 0,05+PTX 20,3+1,3 10
PTX+LPS 0,1+PTX 21,6 £1,7 10
PTX+LPS 0,5+PTX 26,2 +1,7 16
PTX+LPS 14+PTX 30,0 £2,8 10
PTX+LPS 5+PTX 31,8 £2,2 17
PTX+LPS 10+PTX 51,1 £3,1 18
PTX+LPS 20+PTX 119,.8 + 16,2 14
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Figura 6.1. Alteracdes da concentracdo sérica de nitrito (LM) em camundongos DBA-2 tratados com LPS nas doses de 0,05, 0,1, 0,5, 1,5, 10 e
20 mL/kg de peso corporal (em preto) e combinagdo de PTX + LPS nas diferentes doses (PTX: 2x100 mg/kg de peso corporal, 30 min antes e 30
min apds o LPS — em cinza). Os animais foram mortos 24 h apds o tratamento com LPS. CON1 = Tratamento com PBS 10 mL/kg de peso
corporal e morte 24 h apds. CON2 = Tratamento com PTX 2x100 mg/kg de peso corporal e morte 24 h e 30 min apds primeira injecdo. Analise
estatistica: Kruskal Wallis seguido do teste U de Mann-Whitney, p<0,05. * tratado com LPS difere do co-tratamento (PTX + LPS) na mesma

dose.



Tabela 6.19. Atividades de COH (média+tEPM) nos microssomos de camundongos DBA-2

fémeas, tratadas com LPS nas doses de 0,05, 0,1, 0,5, 1, 5, 10 e 20 mg/kg de peso corporal e

combina¢do de PTX + LPS nas diferentes doses (PTX: 2x100 mg/kg de peso corporal, 30 min

antes ¢ 30 min apos o LPS). Os animais foram mortos 24 h apds o tratamento com LPS.

CONI1 = Tratamento com PBS 10 mL/kg de peso corporal ¢ morte 24 h ap6és. CON2 =

Tratamento com PTX 2x100 mg/kg de peso corporal, com 60 min de intervalo e morte 24 h e

30 min apos primeira injecdo. N = nimero de animais.

Grupo experimental Atividade N
(mg / kg) (pmol umbeliferona / mg ptn /min)

CON 1 -PBS 297,6 £19,4 13
0,05 230,2 + 30,6 6
0,1 241,1 +£19,4 6
0,5 178,2 + 10,4 10
1 210,4 + 25,4 6
5 234,2 £41,6 9
10 270,6 £ 51,1 9
20 3453 +£344 13
CON 2 -PTX 243,9 +£7,13 5
PTX+LPS 0,05+PTX 1739+ 17,2 6
PTX+LPS 0,1+PTX 139,2+ 17,0 6
PTX+LPS 0,5+PTX 144,5 + 16,1 10
PTX+LPS 1+PTX 117,0 £ 12,1 6
PTX+LPS 5+PTX 127,4 + 21,3 8
PTX+LPS 10+PTX 103,9 + 12,6 9
PTX+LPS 20+PTX 205,5 + 46,3 8
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Figura 6.2. Alteracdes da atividade (pmol umbeliferona / mg ptn / min) da cumarina 7-hidroxilase (COH, Cyp2a5), nos figados de camundongos
DBA-2 tratados com LPS nas doses de 0,05, 0,1, 0,5, 1, 5, 10 e 20 mL/kg de peso corporal (em preto) e combinagdo de PTX + LPS nas
diferentes doses (PTX: 2x100 mg/kg de peso corporal, 30 min antes e 30 min apdés o LPS — em cinza). Os animais foram mortos 24 h apds o
tratamento com LPS. CON1 = Tratamento com PBS 10 mL/kg de peso corporal e morte 24 h ap6s. CON2 = Tratamento com PTX 2x100 mg/kg
de peso corporal, com 60 min de intervalo e morte 24 h e 30 min apds primeira injecdo. Andlise estatistica: Kruskal Wallis seguido do teste U de

Mann-Whitney, p<0,05. * tratado com LPS difere do co-tratamento (PTX + LPS) na mesma dose.



Tabela 6.20. Atividades de EROD (média=EPM) nos microssomos de camundongos DBA-2

fémeas, tratadas com LPS nas doses de 0,05, 0,1, 0,5, 1, 5, 10 e 20 mg/kg de peso corporal e

combina¢do de PTX + LPS nas diferentes doses (PTX: 2x100 mg/kg de peso corporal, 30 min

antes ¢ 30 min apds o LPS). Os animais foram mortos 24 h ap6s o tratamento com LPS.

CONI1 = Tratamento com PBS 10 mL/kg de peso corporal ¢ morte 24 h ap6és. CON2 =

Tratamento com PTX 2x100 mg/kg de peso corporal, com 60 min de intervalo e morte 24 h e

30 min apos primeira injecdo. N = nimero de animais.

Grupo experimental Atividade N
(mg / kg) (pmol resorufina / mg ptn /min)

CON 1 -PBS 69,3 £5,6 13
0,05 76,7 £ 8,0 6
0,1 68,9 £ 4,5 6
0,5 53,4+7,0 10
1 62,5+3,3 6
5 43,9+473 9
10 49,2 £5,1 9
20 42,7+3.,0 13
CON 2 -PTX 108,5 + 4,5 5
PTX+LPS 0,05+PTX 85,8 +5,2 6
PTX+LPS 0,1+PTX 70,2 £ 6,3 6
PTX+LPS 0,5+PTX 56,3+7,8 10
PTX+LPS 1+PTX 62,9 £5,7 6
PTX+LPS 5+PTX 41,8 +4,7 8
PTX+LPS 10+PTX 48,0+3.9 9
PTX+LPS 20+PTX 449+ 4,6 8

133



150+

£ *
e I
~ 100-
I= -
o
(@)] T
- T L
% >0 I —— -
-
o
o_

I I

I I
CON1 CON2 0,05 p0,05 01 p01 05 p05

!

I I
p1 5 p5 10 p10 20 p20

Figura 6.3. Alteracdes da atividade (pmol resorufina / mg ptn / min) da etoxi-resorufina-O-desalquilase (EROD, Cyplal/2), nos figados de
camundongos DBA-2 tratados com LPS nas doses de 0,05, 0,1, 0,5, 1, 5, 10 e 20 mL/kg de peso corporal (em preto) e combinagdo de PTX +
LPS nas diferentes doses (PTX: 2x100 mg/kg de peso corporal, 30 min antes € 30 min apds o LPS — em cinza). Os animais foram mortos 24 h
apos o tratamento com LPS. CON1 = Tratamento com PBS 10 mL/kg de peso corporal e morte 24 h apds. CON2 = Tratamento com PTX 2x100
mg/kg de peso corporal, com 60 min de intervalo e morte 24 h e 30 min apds primeira injecdo. Andlise estatistica: Kruskal Wallis seguido do

teste U de Mann-Whitney, p<0,05. * tratado com LPS difere do co-tratamento (PTX + LPS) na mesma dose.



Tabela 6.21. Atividades de BROD (média+EPM) nos microssomos de camundongos DBA-2

fémeas, tratadas com LPS nas doses de 0,05, 0,1, 0,5, 1, 5, 10 e 20 mg/kg de peso corporal e

combina¢do de PTX + LPS nas diferentes doses (PTX: 2x100 mg/kg de peso corporal, 30 min

antes ¢ 30 min apds o LPS). Os animais foram mortos 24 h ap6s o tratamento com LPS.

CONI1 = Tratamento com PBS 10 mL/kg de peso corporal ¢ morte 24 h ap6és. CON2 =

Tratamento com PTX 2x100 mg/kg de peso corporal, com 60 min de intervalo e morte 24 h e

30 min apos primeira injecdo. N = nimero de animais.

Grupo experimental Atividade N
(mg / kg) (pmol resorufina / mg ptn /min)

CON 1 -PBS 75,1 £8,8 13
0,05 102,1 + 3,1 6
0,1 105,9+11,9 6
0,5 70,4 £ 14,2 10
1 79,3 £4,2 6
5 39,7+ 11,1 9
10 452 +£9,7 9
20 32,8 £6,2 13
CON 2 -PTX 1354+ 7,2 5
PTX+LPS 0,05+PTX 107,8 + 17,1 6
PTX+LPS 0,1+PTX 90,9 +£6,8 6
PTX+LPS 0,5+PTX 67,6 £ 154 10
PTX+LPS 1+PTX 96,2 + 10,6 6
PTX+LPS 5+PTX 50,2+11,9 8
PTX+LPS 10+PTX 67,4 +10,1 9
PTX+LPS 20+PTX 45,0+ 12,6 8
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Figura 6.4. Alteracdes da atividade (pmol resorufina / mg ptn / min) da benziloxi-resorufina-O-desalquilase (BROD, Cyp2b9/10), nos figados de
camundongos DBA-2 tratados com LPS nas doses de 0,05, 0,1, 0,5, 1, 5, 10 e 20 mL/kg de peso corporal (em preto) e combinagdo de PTX +
LPS nas diferentes doses (PTX: 2x100 mg/kg de peso corporal, 30 min antes e 30 min apds o LPS — em cinza). Os animais foram mortos 24 h
apos o tratamento com LPS. CON1 = Tratamento com PBS 10 mL/kg de peso corporal e morte 24 h apds. CON2 = Tratamento com PTX 2x100
mg/kg de peso corporal, com 60 min de intervalo e morte 24h e 30 min apods primeira injecdo. Analise estatistica: Kruskal Wallis seguido do teste

U de Mann-Whitney, p<0,05. * tratado com LPS difere do co-tratamento (PTX + LPS) na mesma dose.



Tabela 6.22. Peso dos animais no dia do tratamento (D0), no dia da morte (D1) e peso

do figado (Média=EPM) de camundongos DBA-2 (fémeas adultas) tratadas com LPS na

dose de 10 mg/kg de peso corporal, aminoguanidina nas doses de 50 ou 100 mg/kg de

peso corporal e suas combinagdes (Ag + LPS). Os animais foram mortos 24 h apos o

tratamento com LPS. CON = animais receberam PBS (10 mL/kg de peso corporal) e

foram mortos 24 h apds. N = numero de animais.

Grupos DO D1 Figado N

(mg/kg) (2 (2 (2)
CON 17,92+0,78 17,75+0,66 0,86:+0,04 7
Ag 50 17,16+0,25 16,79+0,25 0,91+0,04 6
Ag 100 17,62+0,44 17,36+0,45 0,90+0,05 6
LPS 10 19,04+0,32 16,80+0,35 0,72+0,037 9
aS0L 16,88+0,22 14,27+0,36 0,70+0,02 6
al0OL 16,69+0,26 14,33+0,15 0,77+0,01 6

Tabela 6.23. Concentragao de nitrito (média+tEPM) no soro de f€meas DBA-2 tratadas

com LPS na dose de 10 mg/kg de peso corporal, aminoguanidina nas doses de 50 ou

100 mg/kg de peso corporal e suas combinagdes (Ag + LPS). Os animais foram mortos

24 h apos o tratamento com LPS. CON = animais receberam PBS (10 mL/kg de peso

corporal) e foram mortos 24 h apds. N = nimero de animais.

Grupo experimental Nitrito N
(mg / kg) (uM)
CON 254+0,9 5
Ag 50 26,3 +23 6
Ag 100 23,0+ 1,0 6
LPS 10 325,2 + 14,6 5
aS0L 157,6 + 44,4 6
al00L 113,0 £45,6 6
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Tabela 6.24. Atividade de COH, (média£EPM) nos microssomos de camundongos
DBA-2 fémeas, tratadas com LPS na dose de 10 mg/kg de peso corporal,
aminoguanidina nas doses de 50 e 100 mg/kg de peso corporal e suas combinagdes (Ag
+ LPS). Os animais foram mortos 24 h apds o tratamento com LPS. CON = animais

receberam PBS (10 mL/kg de peso corporal) e foram mortos 24 h apds. N = numero de

animais.
Grupo experimental Atividade

(mg / kg) (pmol umbeliferona / mg ptn /min) N
CON 263,3 + 38,0 7
Ag 50 256,8 + 27,7 6
Ag 100 226,1 £32,2 6
LPS 10 361,5 +£69,9 9
aS0L 286,3 + 87,7 6
alO0L 154,1 +30,0 6

Tabela 6.25. Atividade de EROD (médiaxEPM) nos microssomos de camundongos
DBA-2 fémeas, tratadas com LPS na dose de 10 mg/kg de peso corporal,
aminoguanidina nas doses de 50 e 100 mg/kg de peso corporal e suas combinagdes (Ag
+ LPS). Os animais foram mortos 24h ap6s o tratamento com LPS. CON = animais

receberam PBS (10 mL/kg de peso corporal) e foram mortos 24 h ap6s. N = numero de

animais.
Grupo experimental Atividade

(mg / kg) (pmol resorufina / mg ptn /min) N
CON 87,8 +8,3 7
Ag 50 91,1 £44 6
Ag 100 79,0 +£ 3,3 6
LPS 10 542+33 9
aS0L 49,1 +2,4 6
al00L 45,4+2,5 6
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Tabela 6.26. Atividade de BROD (média=EPM) nos microssomos de camundongos
DBA-2 fémeas, tratadas com LPS na dose de 10 mg/kg de peso corporal,
aminoguanidina nas doses de 50 e 100 mg/kg de peso corporal e suas combinagdes (Ag
+ LPS). Os animais foram mortos 24 h apds o tratamento com LPS. CON = animais

receberam PBS (10 mL/kg de peso corporal) e foram mortos 24 h apds. N = niimero de

animais.
Grupo experimental Atividade

(mg / kg) (pmol resorufina / mg ptn /min) N
CON 102,4+£9,0 7
Ag 50 97,5+9,7 6
Ag 100 90,5 £ 8,6 6
LPS 10 61,5+22 9
aS0L 72,6 £5,1 6
alO0L 65,1 £7,0 6
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Verdade

A porta da verdade estava aberta,
mas s deixava passar

meia pessoa de cada vez.

Assim ndo era possivel atingir toda a verdade,
porque a meia pessoa que entrava
s0 trazia o perfil de meia verdade.

E sua segunda metade
voltava igualmente com meio perfil.

E os meios perfis ndo coincidiam.

Arrebentaram a porta. Derrubaram a porta.
Chegaram ao lugar luminoso

onde a verdade esplendia seus fogos.

Era dividida em metades

diferentes uma da outra.

Chegou-se a discutir qual a metade mais bela.
Nenhuma das duas era totalmente bela.

E carecia optar. Cada um optou conforme

seu capricho, sua ilusdo, sua miopia.

Carlos Drummond de Andrade
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