Avaliacao do sistema enzimatico citocromo P450
em ratos com cirrose biliar secundaria

SiLvia Bona'

JuLiana TiEPPO?

RAFAEL VERCELINO?

NADIA TERESINHA SCHRODER®
NormA ANAIR Possa MARRONI*
MARILENE PoRAWSKI®

RESUMO

Awaliamos o citocromo P450 no tecido hepdtico de ratos com cirrose biliar secunddria, submetidos ao
tratamento com quercetina. Foram utilizados vinte ratos machos Wistar, divididos em quatro grupos:
Controle; Controle + quercetina; Ligadura do Ducto Biliar; Ligadura do Ducto Biliar + quercetina. A
administracdo da quercetina se deu a partir do 142 dia do procedimento ciriirgico. Apés 28 dias, os
animais foram sacrificados, o figado foi retirado e homogeneizado em Ultra -Turrax, da fracdo microssomal
foram quantificados os componentes do citocromo P450. Os animais com cirrose biliar secunddria apre-
sentaram diminuicdo significativa nos niveis do citocromo P450 em relacdo aos demais grupos. A adminis-
tracdo do flavondide quercetina resultou em aumento significativo na atividade do citocromo P450. A
cirrose possivelmente causou a destruicdo da membrana microssomal e conseqiientemente, a inativacdo
do P450. A administracdo da quercetina possibilitou a normalizacdo da atividade do citocromo P450.
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ABSTRACT

Here we have evaluated cytochrome P450 in the liver tissue of rats with secondary biliary cirrhosis
submitted to treatment with the flavonoid quercetin. Twenty male Wistar rats divided in 4 groups were
used: Control; Control + Quercetin; Biliary Duct Ligation; Biliary Duct Ligation + quercetin. Quercetin
administration started at the 14th day after the surgical procedure. Twenty days later, the animals were
sacrificed and their livers were removed and homogenized in Ultra-Turrax, and cytochrome P450 components
were quantified from the microsomal fraction. The animals with secondary biliary cirrhosis presented a
significant reduction in cytochrome P450 levels as compared to the other groups. With the administration
of quercetin, we found a significant increase in cytochrome P450 activity. Cirrhosis probably caused the
destruction of the microsomal membrane and, hence, the inactivity of P450. The administration of quercetin
made normalization of cytochrome P450 activity possible.

Key words: Cytochrome P450, quercetin, cirrosis.

INTRODUGCAO

O figado, quanto ao tamanho, é o segundo
6rgio do organismo humano e constitui cerca
de 2,5% do peso corporal. A organizagio es-
trutural de seus elementos parenquimatosos e
vasculares est4 disposta de tal maneira que lhe
permite realizar mais de 1500 func¢des bioqui-
micas, que podem agrupar-se em metabdlicas,
como a sintese de vitaminas proteinas
plasmdticas, conversio e desaminacio de
aminoacidos, formacdo da uréia, formacio,
armazenamento e degradacio do glicogénio,
gliconeogénese, formacao de lipoproteinas,
fosfolipidios e colesterol, detoxificacio de subs-

tAncias e a formacdo da bile (GONZALEZ-
GALLEGO, 1998).

O tecido hepaético é sensivel e pode ser le-
sado de diversas maneiras, ocorrendo dano
celular, infiltrado inflamatério, lesdes
vasculares, colapso parenquimatoso e desor-
ganizacdo de estrutura com tentativa de re-
generagdo, aumento de mitoses e aparecimen-
to de tecido fibroso. Nas lesdes agudas, pode

haver egeneragdo completa, mas, nas lesdes
cronicas, ha sempre seqiielas e tendéncia 2
evolucéo, principalmente pelo desenvolvimen-
to de fibrose e desorganizac¢io vascular.

A cirrose é uma hepatopatia cronica e pro-
gressiva que determina a disfuncdo hepética de
grau variavel, sendo caracterizada pela forma-
cdo de nédulos de fibrose. Ocorre como respos-
ta do tecido hepatico as intimeras agressoes de
natureza inflamatéria, téxica, metabdlica e
congestiva e com a conseqiiente reagio infla-
matdria e desorganizacdo parenquimatosa

(RODHEN et al., 1998).

SISTEMA DE 3 )
BIOTRANSFORMACAO HEPATICA

Os organismos vivos estio expostos a um grande
nimero de compostos potencialmente téxicos, tan-
to de origem enddgena quanto exdgena, tendo de-
senvolvido sistemas enzimAticos como o do citocromo
P450, que facilita a inativagio e a eliminacio des-
ses compostos, principalmente lipofilicos, facilmen-
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te absorvidos, que sdo convertidos em derivados

polares antes de serem excretados pelos rins ou pela
bile (KAMINSKY, 1985).

As reagoes da fase I da biotransformacio
sdo catalisadas principalmente pelo sistema
P450 de monooxigenases, localizado na mem-
brana do reticulo endoplasmético liso das cé-
lulas. A complexidade desta organela esta
relacionada a sua superficie bidimensional
que possui uma distribuicio heterogénea de
proteinas e lipidios, sendo a densidade das
proteinas correspondente a 70% do peso to-
tal da membrana (HIRD et al., 1964; DE
PIERRE & ERNSTER, 1977; PETERSON &
PROUGH, 1986).

O termo “citocromo P450” foi usado pela pri-
meira vez em 1962 para identificar uma
hemeproteina com caracteristicas Gnicas, valen-
do-lhe 0 nome de pigmento microssomal ligante
ao mondéxido de carbono (“microsomal carbon
monoxid-binding pigment”) (OMURA &
SATO, 1964a; OMURA & SATO, 1964b;
BERNHARDT, 1995; OMURA, 1999). A ca-
racterfstica cléssica do sistema P450 é a posicio
peculiar do seu pico de Soret em 450 nm como
resultado da formagio do complexo Ferro com
monéxido de carbono ? surgindo desta
constatagdo o nome citocromo P450 (OMURA
& SATO, 1964a; OMURA & SATO, 1964b;
MANSUY, 1998).

Microssomas hepaticos catalisam uma gran-
de variedade de reacdes de oxidacdo, como a
hidroxilacio de compostos aroméaticos e
alifaticos, a N-oxidacdo de drogas, etc. Essas
reacOes sdo possiveis gracas a associacdo dos di-
versos componentes do sistema microssomal
(VROLIJK et al., 1994; KOBLYAKOV, 1995;
OMURA, 1999).

Quando a estrutura do sistema P450 é per-
turbada por agentes estressores, como poluicio,
doengas ou drogas, ocorre o deslocamento do
pico de 450nm para 420nm — semelhante ao da
hemoglobina - gerando a forma P420 que € ina-
tiva (OMURA & SATO, 1964a; OMURA &
SATO, 1964b). A desestabilizacio da membra-
na do reticulo endoplasmitico é responsével por
deslocar o pico de 450nm para 420nm, o que
demonstra a grande influéncia do ambiente
lipidico para o funcionamento do citocromo P450
(NEBERT & GONZALEZ, 1987; BENHARDT,
1995; OMURA, 1999).

Em organismos eucariontes, o sistema P450
encontra-se na membrana do reticulo
endoplasmético liso e na membrana interna da
mitocOndria. Nesses casos esta ancoragem na
membrana se d4 através de residuos de
aminoécidos hidrofébicos. No entanto, a com-
posicdo do sistema das monooxigenases no
reticulo endoplasméatico é diferente da
mitocondrial, conferindo ao sistema P450 dife-
rentes fun¢des. Enquanto o sistema P450
mitocondrial estd envolvido na sintese de
esterdides e clivagem de colesterol, o sistema
P450 microssomal atua principalmente na
biotransformacio de xenobidticos (BLACK,
1992; COON et al., 1992; OMURA, 1999).

A reacio classica do sistema P450 envolve a trans-
feréncia dos seus atomos de oxigénio para o substrato
? daf ser denominada monooxigenacio. A ativacio
deste sistema necessita de dois equivalentes redu-
tores que chegam até o citocromo P450 por dois
passos redutores distintos. No primeiro, o elétron é
transferido do NADPH para o citocromo P450 atra-
vés da enzima NADPH citocromo P450 redutase.
J4 o segundo elétron pode vir de vérias fontes, em-
bora o doador mais comum seja o citocromo b5, atra-
vés da enzima NADH citocromo b5 redutase. Estas
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transferéncias geram espécies reativas do oxigénio
na forma de anion superéxido (O, ") e peréxido de
hidrogénio (H,0,), que por sua vez podem causar
danos ao organismo por serem precursores do radi-
cal hidroxil (COON et al., 1992; GUENGERICH
et al., 1995; GUENGERICH et al.,, 1998;
KOBLYAKOV, 1998; OMURA, 1999).

O citocromo b5 é uma hemeproteina intrin-
seca localizada na face externa da membrana
microssomal, um polipeptidio com massa
molecular ao redor de 16.000Da, composta por
dois dominios; um globular e hidrofilico, no qual
se encontra o grupamento heme e, um segundo
fragmento composto por aminoacidos hidrofébicos,
responsaveis pelo ancoramento do citocromo na
membrana microssomal. Quando reduzida, esta
hemeprotefna apresenta um maximo em 423-424
nm. Além de participar dos processos de oxida-
cdo de drogas, o b5 também participa da sintese
de alguns fosfolipidios, o que explica o fato deste
citocromo ser amplamente distribuido entre os
tecidos e localizado em diversos compartimentos

celulares (GARDA & BRENNER, 1984;
PETERSON & PROUGH], 1986).

CIRROSE BILIAR SECUNDARIA

A cirrose biliar é uma enfermidade cronica e
difusa do figado com alteragdes da estrutura e
fungfo, seja intra ou extra-hepética, da drvore

biliar (GONZALEZ-GALLEGO, 1998).

Entre os modelos experimentais utilizados
para avaliar e acompanhar o desenvolvimento
fisiopatoldgico da cirrose estd a ligadura de ducto

biliar (LDB).

E um modelo que provoca marcada prolifera-
cdo do ducto pela estase biliar, dreas focais de

necrose centrolobular, necrose periportal, prolife-
racio e dilatacio dos ductos e canaliculos biliares
dos espacos porta, colangite estéril ou infecciosa
com infiltracdo de polimorfonucleares, edema e
fibrose dos espacos porta levando a alteragdes
sistémicas, onde pela lesio hepatocelular nio ocor-
re devidamente a filtracio do sangue, promoven-
do o desenvolvimento de “shunts” portossistémicos
e dramatica diminuicio da capacidade fagocitaria
do figado, permitindo a entrada de bactérias e
endotoxinas na circulagio (FALLON, et al., 1997).

Em ratos com cirrose biliar secundaria,
provocada pela LDB, observa-se hepatomegalia
e esplenomegalia, que acontecem principal-
mente por aumento do tecido conjuntivo, as-

sim como do epitélio biliar (YAARI et al., 1992).

QUERCETINA

Considerando que na cirrose observa-se a exis-
téncia de alteragdes nos mecanismos antioxidantes,
que produzem desequilibrio nos processos oxidativos/
antioxidativos e que estudos com dietas ricas em
frutas e vegetais sdo associados a baixas taxas de
doencas cronicas, varios antioxidantes e flavondides
tém sido referidos, recentemente, como eficazes para
diminuir a fibrose em modelos animais de cirrose
por dlcool ou por administragio de tetracloreto de
carbono (PAVANATO, et al., 2003).

A quercetina é um dos antioxidantes mais
efetivos entre os flavonoides naturais e é repre-
sentada por constituintes da dieta humana (fru-
tas, vegetais, entre outros), protegendo as célu-
las contra as espécies ativas do oxigénio

(HERTOG & HOLLMAN, 1996).

Em estudos anteriores foi demonstrado que
a quercetina e outros flavondides apresentam
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propriedades farmacoldgicas, incluindo ativida-
des antiviral e carcinostitica, supressido na
proliferacido de células, modificagio da sintese
de eicosanoides, protecio da LDL da oxidagéo,
prevencgio da agregagio plaquetdria, estabiliza-
¢io de células imunes e relaxamento da muscu-

latura cardiovascular (FORMICA, 1995).

Este trabalho teve como objetivo geral a implan-
tacdo e padronizacio da técnica de quantificacio
do citocromo P450 por espectrofotdmetro em nosso
laboratdrio.

E como objetivos especificos determinar a
concentragio total de proteinas microssomais no
tecido hepatico de ratos cirréticos por LDB e
tratamento com quercetina, e verificar o com-
portamento espectral dos componentes do sis-
tema microssomal: citocromos P450, P420 e b5
no tecido hepético de ratos cirréticos por LDB e
submetidos ao tratamento com quercetina.

MATERIAL E METODOS

Utilizou-se um modelo experimental de cir-
rose biliar secundéria, através da ligadura do
ducto biliar comum. Foram utilizados vinte ra-
tos machos Wistar, com peso entre 200 e 300
gramas, provenientes do biotério do Instituto de
Ciéncias Basicas da Satde da UFRGS. Os ani-
mais foram mantidos no Biotério do centro de
Pesquisas do Hospital de Clinicas de Porto Ale-
gre durante o experimento. A 4gua e a racio
foram administradas ad libitum.

Os animais foram divididos em quatro gru-
pos experimentais:

1. Grupo Controle: submetido a simulagio
da LDB (Sham-operated) (CO).

2. Grupo Controle + quercetina: submeti-
do a simulagdo da LDB (Sham-operated)
e tratamento com quercetina (CO + Q).

3. Grupo Submetido a Ligadura do Ducto
Biliar (LDB).

4. Grupo Submetido & LDB e tratamento
com quercetina (LDB + Q).

Os procedimentos com os animais ocorreram
de acordo com o preconizado pela Comissio de
Pesquisa e Etica em Satde do Grupo de Pesqui-
sa e Pos-Graduacdo do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (GOLDIN & RAYMUNDO, 1997).

Para a intervencéo cirtrgica, os animais fo-
ram anestesiados com uma mistura de
Cloridrato de Xilazina 2% 50mg/Kg de peso
corporal e Cloridrato de Cetamina 100mg/Kg
de peso corporal intraperitonialmente (i.p.).
Realizou-se uma laparotomia ventral média,
seguida da dissecacdo do ducto biliar comum
na altura da desembocadura dos ductos pan-
credticos, ligando-os por meio de dois nds para
posterior sec¢do entre eles. A cavidade abdo-
minal foi fechada primeiramente com pontos
continuos fechando o peritdnio e a camada
muscular, e por pontos separados em “U” no
plano cutineo. Os animais do grupo controle
nio foram submetidos & LDB, sendo realizada
somente a manipulacio do ducto mediante o
estresse cirtrgico e fechamento da cavidade.

A administragio da quercetina deu-se a par-
tir do 142 dia do procedimento cirtrgico i.p., na
dose de 50 mg/kg de peso do animal, sendo que
os animais controle receberam solucéo fisioldgi-
ca na mesma via i.p.

Ap6s 28 dias da LDB, os animais foram mor-
tos, o figado retirado e congelado a —709C para
posteriores andlises.
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Obtencao da Fracao
Microssomal e Quantificacao
dos Componentes do Sistema
Microssomal Hepatico

A quantificagio do citocromo P450 foi reali-
zada a partir dos microssomas extraidos do
reticulo endoplasmatico do tecido hepatico. Os
figados foram homogeneizados em Ultra -Turrax
por 15 segundos em uma razdo 1:4 (w/v) de Tam-
pao Fosfato de Potassio 0,IM e pH 7,5; 0,15M
de KCl e ImM de EDTA.

O homogeneizado foi submetido a
centrifugagido de 12.000 x g durante 20 minu-
tos, da qual se retirou o sobrenadante que foi
submetido a duas novas centrifugacdes de
105.000 x g, durante 60 minutos, que resulta-
ram no isolamento das proteinas citossélicas no
sobrenadante e as microssomais no pellet. O pre-
cipitado microssomal foi suspenso em Tampio
Fosfato de Potassio 0,2M pH 7,5 com glicerol
(mesma metodologia do tamp#o de lavagem, mas

A

.....

f
B
=]

acrescido de 20% de glicerol para a conserva-
cio dos microssomas) em uma razio de 1:3 (v/

v), (VROLIJK et al., 1994).

A concentragio das proteinas dos
microssomas do figado foi determinada pelo
método de LOWRY et al. (1951), usando
Albumina Bovina como padrio.

Para a caracterizagio espectral dos citocromos
b5, P420 e P450, a suspensdo microssomal foi di-
luida até uma concentragio final de 1mg/ml, a
qual acrescentou-se uma pequena quantidade
de cristais de Ditionita de Sédio, o que permitiu
a visualizagido do citocromo b5 (Figura 1 A).
Nesta situaco, a amostra foi lida contra uma so-
lugdo de microssomas.

A concentracio do citocromo b5 da amostra
se calcula considerando o coeficiente de
extingdo molar deste citocromo que é de 185mM-
''cm e expresso em mmoles de citocromo b5/mg
de protefna microssomal.

B

Figura 1 - Caracteristicas espectrais dos dois principais componentes do sistema microssomal hepatico. (A)
Citocromo b5 e (B) Citocromo P450 em suspensdes microssomais 1mg/ml reduzidas. Os citocromos
foram identificados segundo o método de OMURA & SATO (1964a).
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Os citocromo P450 e P420 sao identificados
através da geracdo de um composto formado entre
os microssomas reduzidos com ditionita de sédio e
borbulhados com 80ml de monéxido de carbono
na suspensio de microssomas 1mg/ml reduzidos

com Ditionita de Sédio, Figura 1 B (OMURA &
SATO, 1964a; OMURA & SATO, 1964b).

A concentracio do citocromo P450 da amos-
tra calcula-se considerando o coeficiente de
extincdo molar deste citocromo que é de 91mM-
''emte expresso em mmoles de citocromo P450/
mg de protefnas microssomais.

A concentracio do citocromo P420 da amos-
tra calcula-se considerando o coeficiente de
extincdo molar deste citocromo que é de 111mM-
"'cm!' e expresso em mmoles de citocromo P420/
mg de protefnas microssomais.

As medidas foram feitas em um
Espectrofotdmetro Beckman DU70 em uma fai-
xa de absor¢io de 400 - 700nm.

Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média
+ erro padrio para cada grupo experimental.

Para analise estatistica, foi utilizado o software
GraphPad Instat, versdo 3.0, sendo utilizada

ANOVA, seguido do teste de “Student Newman
Keuls”, sendo significativo quando p<0,05.

RESULTADOS E
DISCUSSAO

Os animais com cirrose biliar secunddria por
LDB apresentam diminuigio significativa nos ni-
veis do citocromo P450 em relagéo aos demais gru-

pos; a administracio da quercetina demonstra que
o grupo LDB + Q aumenta significativamente a
concentragio do citocromo P450, voltando aos
niveis préximos aos do controle (Figura 2 A).

A alta concentracio de espécies reativas do
oxigénio produzidas pelo modelo de LDB, con-
forme os achados de PERES (2000), TIEPPO
(2005), ocasionou lipoperoxidacio, decréscimo
das enzimas antioxidantes e um desequilibrio
oxidante/antioxidante. Essa situacio pode ocasi-
onar a inibi¢do do mecanismo catalitico do
citocromo P450; tal constatac@o ocorre apenas em
situagbes especiais como em doencas como a cir-
rose, ou em altas concentragdes de xenobidticos
no meio. Uma das hipdteses para explicar essa
inativagio seria a interagdo do radical Anion
superdxido com o grupamento heme dos compo-
nentes do sistema mitocondrial hepatico, que leva
a inativagio da proteina, pois altera seu estado
redox (BENHARDT, 1995; FAROMBI, 2000).

PAVANATO et al. (2003) verificaram que
na cirrose induzida por tetracloreto de carbono
ocorre alteragcdo nas provas de integridade he-
patica, aumento de fibrose hepatica observada
pelos valores de coldgeno, aumento da expres-
sdo da iNOS e da lipoperoxidagio hepética. A
administragdo da quercetina diminui a
lipoperoxidagio, a fibrose, a expressio da iNOS,
bem como a histologia hepatica.

PERES et al. (2000) demonstraram, em um
modelo experimental de cirrose biliar secunda-
ria, que a quercetina e a rutina produziram efeito
hepatoprotetor, reduzindo a peroxidagio lipidica,
preservando parcialmente a atividade das
enzimas antioxidantes, diminuindo a fibrose e a
concentragdo de coldgeno.

MILTERSTAINER et al., em 2003, demons-
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traram que a acdo da quercetina a longo prazo,
ap0Os 14 dias da LDB, mostrou poder antioxidante
do flavondéide sobre o parénquima hepéatico, maior
do que se iniciado 24 horas apés a cirurgia. Discu-
te-se a eficicia quando j4 estd instalada a cirrose.

MATQOS, em 1999, observou que a adminis-
tragio dos flavondides rutina e quercetina previ-
ne parcialmente a diminuigio da concentragio he-
patica do citocromo P450 e a redugéo da fluidez
da membrana microssomal induzida pela obstru-

¢do do ducto biliar.

No nosso modelo experimental, a atividade do
citocromo b5 aumentou significativamente no gru-
po LDB em relagio aos demais, e, com a adminis-
tracio da quercetina, sua concentragdo tornou-
se semelhante a do grupo controle, (Figura 2B).

A forma inativa do P450, o P420, apresenta
tendéncia de aumento no grupo LDB, porém
estes valores nfo sfo significativos, (Figura 2C).

A CITOCROMO P450
200
)
5 150
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£ 100 { sk
[}
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Figura 2 - Atividade dos principais componentes do sistema microssomal hepatico em ratos. (A) Citocromo
P450, (B) Citocromo b5 e (C) Citocromo P420 em suspensdes microssomais 1mg/ml reduzidas. Os
citocromos foram identificados segundo o método de OMURA & SATO (1964a). Onde (***) diferenca
significativa LDB em relacdo aos demais grupos, com p<0,001 e (**) diferenca significativa do
grupo LDB em relacéo aos demais grupos, com p<0,01.

CONCLUSAO

Pela analise espectral do sistema citocromo
P450, houve diminui¢io acentuada da concen-

tracio do P450 na cirrose biliar secundaria, a
administragdo da quercetina nesses animais pos-
sibilitou o aumento da concentracdo do
citocromo P450.
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A cirrose biliar secundéria pode estar cau-
sando a destrui¢io da membrana do hepatdcito
e, conseqiientemente, a inativagdo do siste-
ma P450, cuja atividade é dependente da or-
ganizagio dos fosfolipidios do meio, indican-
do que ocorreu lesdo. Com a administragdo
da quercetina, que possui acio de “Scavenger”
de radicais livres, provavelmente ocorreu
reestruturagio da membrana celular, possibi-
litando a normalizagdo da atividade do
citocromo P450.
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