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ABREVIATURAS

DAB - 4-dimetilamino-azobenzeno

NAD « nicotinamida adenina dinucleot?dio

NADH (NADH,) - forma reduzida de NAD

NADP - nicotinamida adenina dinucleot¥dio fosfato
NADPH (NADPH,) - forma reduzida do NADP

G6PD - glicose-6-fosfato desidrogenase (EC 1.1.1.49)
G6P - glicose-6-fosfato

PB - fenobarbital

3-MC -« 3-metilcolantreno

EﬁTA - atileno diamino tetraacetato de sodio

TCA - acjdo tricloroacetico

Tris - tris (hidroximetil) aminometano

DOC '~ desoxicolato de sddio

PPDA - N,N«dimetil=p-fenilenodiamina

PAF - p-aminofenol



1.  INTRODUGAD

0 citoplasma celular & uma estrutura morfo
10gicamente organizada. Os seus diferentes componentes permi
tem a cetula viver e funcionar como tal, e representam sub-

"unidades de um sistema altamente complexo porém organizadao.

Entre estes componentes, o sistema de cito
membranas que delimita compartimentos celulares, penetrando
- profusamente no citoplasma, constitui uma das mais complexas
estruturas do ponto de vista morfolagico e fisio]Sgi-v

co (DALLNER, 1963).

Foram os estudos de microscopia eletronica
que revelaram que todas as porgoes do citoplasma das células
animais nucleadas conteém estruturas tubulares e vesicu1gfes
limitadas por uma mehbrana simples (PORTER & BLUM, 1953; BANG
& BANG, 1957).

A1em de membranas, o retTculo endoplasmati
co contém granulos, ricos em RNA, que atualmente sao conheci-

dos como ribossomos (PALADE & SIEKEVITZ, 1966).

‘Portanto, o reticulo endoplasmatico & cons
tituido por tilbulos e vesiculas de paredes "lisas" ou "rugo-
sas" dependendo da presenca de ribossomos associados as mem-

branas. (PALADE, 1956).
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Estudando o fracionamento celular por cen
trifugacao diferencial, CLAUDE (1943) verificou a presenga no
sobrenadante pos-mitocondrial de pequenas particulas cujo ta-

manho estimou entre 60 e 200 um as quais denominou microsso-

mos .

Com o trabalho de HOGEBOOM, SCHNEIDER &

PALADE (1948) foi estabelecido, definitivamente, um método pa
ra fracionar a celula usando centrifugacgao diferencial em meio
isotonico de sacarose, A fragao isolada, apds a precipitacao

das mitocondrias, contém o material solivel do citoplasma e
fragmentos do reticulo endoplasmitico, quando se trabalha com
célula hepatica. Estes fragmentos colhidos por ultracentrifu-
gagao, compostos de membranas»lisa; € rugosas, sao denOmfnados

de microssomos (PALADE & SIEKEVITZ, 1956).

A existencia de enzimas associadas aos mi
crossomos de celulas de figado foi evidenciada por HOGEBOOM &
SCHNEIDER (1950) que demonstraram a presenca das atividades de

NADH e NADPH citocromo ¢ redutase,

Desde o trabalho pioneiro de KEILIN &
HARTREE (1940), varios autores (SLATER, 1949 e YOSHIKAWA,1951),
alem de observarem a presenca, em varios tecidos, de um cito-
cromo do tipo B verificaram que suas propriedades espectrais
diferiam daquelas do citocromo b. Em 1952, 'STRITTMATTER &
BALL descreveram a presenga em microssomos; de uma hemoprotei

na com as caracteristicas de um citocromo do tipo B e que foi
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denominado citocromo b (PAPPENHEIMER & WILLIAMS, 1954; -CHANCE
& WILLIAMS, 1954).

0s microssomos de figado contem outra he-
moproteina que, quando reduzida, pode formar um complexo com
CO (KLINGENBERG, 1958; GARFINKEL, 1958) que apresenta no es-
pectro diferencial contra microssomos reduzidos e nao trafa¥
-dos com CO um pico de absorgao em 450 nm (OMURA & SAT0,1962).
‘Este citocromo & facilmente diferencdvel do citocromo bg pois
este nao se combina com CO (STRITTMATTER & VELICK, 1956). 0 ci
tocromo que forma um complexo com CO e que apresenta um pico
de absorgac em 450 nm foi chamado de citocromo P<450 por OMURA

& SATO (1964).

Evidéncias acumuladas nos Ultimos anos de
monstraram que o transporte de elétrons nos microssomos envol-
ve o citocromo b5 e o citocromo P-450 (SATO, OMURA & NISHi-
BAYASHI, 1965).

0 citocromo b5 foi isolado e caracteriza-
do em suas propriedades fisicas e quimicas por uma Serie de
autores, a partir de microssomos de figado de boi(STRITTMATTER
& VELICK, 1956; STRITTMATTER & 0ZOLS, 1966), de coelho(KAJIHARA
& HAGIHARA, 1967), de rato (SARGENT & VADLAMUDI, 1968), de por -
co (GARFINKEL, 1957 e 1957a; RAW, MOLINARI, AMARAL & MAHLER,
1958; POLTORATSKY-BOIS & CHAIX, 1964), de galinha, de macaco
e de homem (NOBREGA, ARAUJO, PASETTO & RAW, 1969), conhecendo-

se numerosos dados acerca de sua estrutura e reatividade.
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Considerava-se que o citocromo b5 fosse
uma proteTna‘tTpica de microssomos. Entretanto, RAW & MAHLER'
(i959) demonstraram a sda . existencia em mitdc&ndrias,apésaf
dos trabalhos anteriores de STRITTMATTER & 'BALL (1954) e bde
CHANCE &»NLLLLAMS;(1955) indjcareﬁ que &ste citocromo ndo exis
tia nas mitocdndrias. SOTTOCASA, KUILENSTIERNA, ERNSTER = &
BERGSTRAND (1967) confirmaram o trabalho de RAW & MAHLER(195§)
verificando a existencia de citocromg bg ~ associado a membrana

externa das mitocondrias.

STRITTMATTER § VELICK (1956a) isolaram de
microssomos de figado a NADH-citocromo by redutase(EC 1.6.2.2)

cujas propriedades foram bem estudadas (STRITTMATTER, 1963).

_ STRITTMATTER & VELICK (1957) ja haviam de
monstkado'que e§sa'enzima & capaz de reduzir citocromo ¢ dese
de que quanﬁidadés cataliticas de ci'vtocromovb5 sejam adiciowa
das ad'meio de reag&o.. Esse resultado sugere uma transferén~
cia direta de e]étrqnsfdo citocromo 55 reduéido ao citocromo ¢,
o que foi demonstrado:pe]a adigao "in vjfro" de citocromo ¢ oxi
dado a u@agsolu¢50 de-citocromo b5. br@vidmente redUziho(STRITl»
MATTER & VELICK, 195@), Portanto, & possivel medir.quantitati§
fvémeﬁte a.aﬁiVidade'dé NADH-citocroemo b rédutase (EC 1.6.2.2)
pelo seguimehto da redugao de citocromo ¢ adicionadﬁ. Essa ati
vidade € denominadd NADH;citocromo c redutase(EC 1.6.,2.1).MAHLER,
RAW, MOLINART & AMARAL (1958) demonstraram que esta atividade en

zimitica tambem existe nas mitocondrias,
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Apesar ao amplo conhecimento existente a
respeito do citocromo b5 e da sua redutase especifica, a fun-
- ¢80 deste citocromo que representa 30% das_hemoprote?nas pre-
sentes nos microssomos (MASON, NORTH & VANNESTE, 1965) permane
ceu por ﬁuito “tempo totalmente obscura. OSHINO, IMAI'& SATO
(1966) e HOLLOWAY E WAKIL (1970) apresentaram. evidencias de
que a dessaturacao de acidos graxos e dependente de NADH e en-
volve o citocromo bS e sua redutase. Essas evidencias consti
tuem-se num caminho para a elucidagao da fungdo do citocro-

mo b5.

Méis recentemente HILDEBRANDT & ESTABROOK
(1971) apresentaram-eVidéncias de que o citocromo b5 participa
das reacgoes de oxidagdo de fungao mfsta em microssomos de figa
do. A conclusao dé:que o citocromo bs partitipé destas rea-
¢bes & baseada né observacao de que ha uma re-oxidagao parcial
do citocromo'b5 na presenca de excesso de NADH e substrato(etil
morfina e aminopirina), quando reagaés de oxidagao de fungdo
mista sao iniciadas pe]é adigdo de NADPH. As variagoes do es-
tado estacionario dos niveis de citocromo b5 reduzido, nas can
digoes supfa-citadas, sao dependentes da formagao de produto e

do consumo de oxigénio,

MASON (1957) definiu as oxidases de fun-
¢30 mista como sendo "enzimas com duas atividades cataliticas
interdependentes: a reducao de um atomo de uma molecula de oxi
genio acop]ada a uma oxigenacao ou hidroxilacao com o outro a-

tomo .



0 ¢itocromo P-450 dos microssomos tem sido
indicado como a oxidase terminal para certas reacoes de oxi-
dagao de fungao mista envolvidas no metabolismo de drogas, hi-
drocarbonetos carcinogénicoé e hormdnios esteroides(ESTABROOK,
COOPER & ROSENTHAL, 1963; COOPER, LEVIN, NARASIMHULU,ROSENTHAL
"% ESTABROOK, 1965) e estd bem estabelecido que a flavoproteina
NADPH-citocromo c redutase (EC 1.6.2.3) @ necessaria para o
transporte de equivalentes }edutores do NADPH para o citocro

mo P-450 (ORRENIUS & ERNSTER, ]96@);

A NADPH-citocromo ¢ redutase foi isolada
de microssomos de ngado e caracterizada por WILLIAMS & KAMIN
(1962) e por PHILLIPS & LANGDON (1962)3KURIYAMA,OMURA,SIEKEVITZ
& PALADE (1969) demonstraram, usando tBcnicas imunoldgicas, A&
identidade entre a enzima isolada de rapos contr81e e a enzi-

ma induzida apés tratamento de ratos com fenobarbital.

0 tratamento de ratos com fenobarbital in
duz o aumento nos microssomos da NAbPHscitocromo ¢ redutase e
“do citbtrbmp P<450 coincidindo com o aumento da atividade -das
oxidases de funcgao mista (ERNSTER & ORRENIUS, 1965). Esta evi

dencia foi considerada pelos autores como indicativa da parti-

cipagdo das duas enzimas nas reagoes de oxidagao de fungdo mis

ta.
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0 citocromo P-450 considerado como impor
tinte camponente das oxidases de fungdo mista & muito 13bil a
uma série de tratamentos durante os quais & convertido na sua
forma chamada P-420 (espectralmente diferente), que mantém a
capacidade de combinar-se com CO, dando um complexo cujo pico
de absorcao esta em 420 nm (OMURA & SATO0,1964 é 1964a; MASON,
NORTH & VANNESTE, 1965 e ICHIKAWA & YAMANO, 1967) perdendo po
rem a atividade de hidroxilagao (OMURA & SAT0,1962; GILLETTE,
1966). |

Por causa dessa labilidade, os esfor-
¢0s no santido de isolar é purificar o citocromo P<450 na sua
forma nativa foram mal sucedidos (OMURA & SATO, 1964a). LU,
“JUNK & COON (1969) obtiveram citacromo P<450 "solubilizado"a
partir de miérossomos'de'fﬁgado de rato usando DOC'em um meig
contendo glicerol. Entretanto, as ténta;ivas de pukifiéﬁflo

foram infrutiferas.

Em bactérias como\Rhizebium japonicum

. (APPLEBY, 1969 e 1969a)e Pseudomoagi putida (DUS, KATAGIRI,
YU, ERBES & GUNSALUS, 1970) o citocromo P-450 & uma hemopro-
teina soluyel, podendo ser f?cilmente isolado e purificado.

YU & GUNSALUS (1970) obtiveram a cristalizagao do citocro-

mo P-450 de Pseudomonas.

A importancia da solubilizagao do cito~
cromo P-450 estd no fato de que permitiria a recomposicao dos

sistemas de elétrons a €le ligados possibilitando o estudo de
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seus mecanismos. LU, JUNK & COON (1969) relataram a resolugao
do sistema responsavel pela y-hidroxilagdo de acidos graxos em
microssomos, obtendo trés componentes: citocromo P-450, NADPH«
citocromo ¢ redutase e um fator,term0<est5ve1. de natureza 1i-
pidica, que postéfiormente foi identificado como sendo fosfa-

tidil-colina (STROBEL, LU, HEIDEMA & COON, 1970).

A correlagdo do efeito indutivo de certas
- drogas, das quais as mais usadas sao PB e 3-MC (CONNEY,1967),
com os niveis de citocromo P-450, tem sido utilizada como argu
mento para implicar a participacao désse citocromo e da NADPH~
citoéromo ¢ redutase nas reagoes de oxidagao de fungio ‘ mista

(GILLETTE, 1966).

Em virtude das dificuldades encontradas pa-
ra solubilizar o citocromo P-450, a espectrofotometria difereg
cial das suspensoes de hicrossomos tem sido usada amplamente
no estudo déste citocromo (NISHIBAYASHI & SATO, 1967). 0 es-
pectro absoluto do citocromo P-450 apresenta muito interesse
por causa da evidéencia de que gxistém'duas formas desse cito-
cromo o que depende do tipo de drogas usadas na sua indugdo.
Esse fato foi descrito bela primeira vez por HILDEBRANDT,
REMMER ‘& ESTABROOK (1968) que compararam suspensoes de micros-
somos de coelhos tratados e nao tratados com 3-MC por espectro

tometria diferencial.
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O0s estudos de IMAI & SATO (1966) e SLADEK
& MANNERING (1966) baseados na banda Soret dupla obtida com o
complexo do citocromo P-450.com isocianeto de_etila ja haviam
sugerido a existencia de duas formas diferentes déste citocro-

mo.

SLADEK & MANNERING (1969) sugeriram que em
vez de duas formas de citocromo P-450, existiriam duas especies
moleculares diferentes, conclusdes estas baseadas .na ‘aparente
séIetividade da indugao de uma das formas usando hidrocarbone<
“tos policiclicos (ALVARES, SCHILLING; LEVIN & KUNTZMAN,1967 e
HILDEBRANDT, REMMER & ESTABROOK, 1968)e na indugao seletiva da
atividade de oxidase de fungao.mista (SLADEK & MANNERING, 1969
e CONNEY, 1967).

0s estudos de SCHENCKMAN (1970) e de JEF-
'COATE._GAYLOR & CALABRESE (1969) mostraram que as alteragoeses
pectpais obtidas por interagao de substratos do tipo I (por
éxémplo, fenobarbital) 6u do tipo II (por exempl;, anilina)com
o citocromo P-450 refletem a existéncia de duas formas desse
.¢itocromo. O citocromo P-450 tipo II'E induzido por 3-MC apre
~ sentando no espectro de ressonancia eletrdnica paramagngtica um
noyo sinal. Este novo sinal e um sinal de alta energia(g=6,6)
suggrindo a presenca de uma hemoproteina com ferro de "spin"al
to. MASON, NORTH & VANNESTE (1965) haviam demonstrado que o
espectro de ressonancia eletrdnica paramagnética de microsso
mos de figados de ratos tratados com PB ou de ratos con-

trole exibia sempre trés linhas anisotrdpicas ( g=2,41,
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+++) com um elétron

2,25 e 1,91) que sao tipicas para ferro (Fe
650 compartilhado (ferro de "spin" baixo). Esses resultados
confirmam definitivamente. a existéncia de duas formas do cito-
cromo P-450 provae]ménte depdendentes do tipo de 1nterag50‘e£

tre o ferro e a apoproteina.

Uma grande variedade de azawcorantes sao
clivados redutivamente no organismo formando 'aminas primdrias

(GILLETE, 1966).

STEVENSON, DOBRINER & RHOADS {(1942) mos«<
traram que o DAB, administrado a ratos era metabolizado em gran
de parte.pe1a reducao da ligagao azo, pois encontraram na uri-
na desses animais os dérivadosgacetﬁ]ados do p-aminofenol e p-

fenilenodiamina.

Foram entretanto, 6s trabalhos do casal
MILLER, discutidos em uma ampla revisio (MILLER & MILLER,
1953) que apresentaram uma serie de ‘dados a respeito do metabg'

1ismo deste carcinogénico.

MUELLER & MILLER (1950) demonstraram que
o figado contém enzimas dependentes de NADPH que formam aminas

primarias a partir de DAB e localizaram esta atividade na fra-

¢ao-microssomica.
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HERNANDEZ, GILLETTE & MAZEL (1967) mostra-
ram que a atividade azowredutasica, usando neoprontosil como
~substrato, podia ser solubilizada de microssomos pe]b tratamen
to com lipase, identificando-a como a NADPH-citocromo ¢ reduta
se. HERNANDEZ, MAZEL & GILLETTE (1967) verificaram entretanto,
que embora a atividade da NADPH=citocromo ¢ rédutase nao fosse
_iﬁibida por CO, a re&ucéo de .neoprontosil era parcialmente ini
bida por CO. Al18m do mais o tratamento com 3-MC, embora nao
5nduzisse aumento da NADPH-citocromo ¢ redutase, induzia um au
‘mento do citocromo P-450 acompanhado de um aumento da aio—redg
‘tase. Baseados nestes dados, os autores propuseram que o nea-

prontosil seria reduzido por tres vias:

(a) uma via dependente do citocromo P-450, sensi-

vel a C0, e destruida por solubilizacdo com lipase;

(b) uma via dependente s3 de NADPH-citocromo c re-
‘dutase, insensivel a CO, e que ndo é destruida por solubiliza-

" ¢do0 com lipase;

(c) uma via tndutvel com 3-MC que & sensivel 3 so

Tubilizagdo por lipase e insensivel a CO.

CONNEY, MILLER & MILLER (1956) e von der.
DECKEN'&'HULTIN’(1960)'m05traram que o tratamento de ratos com
3-MC induz um aumento da atividade azo-redutdsica usando DAB

como substrato.
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NBBREGA (1965) e WADA, HIGASHI, ICHIKAWA,
TADA & SAKAMOTO (1964) mostraram que a'administra;io oral de
DAB a ratos promove um aumento.no citocromo b5 em micrdssomos;

. de ngado.'

tsSeS'ddiS'UlfimOS trabalhos .levantaram a
interessante possibilidade da'participagio_do qitocrbmo b5 na
reducdo do DAB, embora alguns contrS]es’fuhdamentais nao ti-
vessem §ido feftos na;@poca como, por exemplo, a analise do
estado de proliferagdo do ret¥culo endop]asmitico'que'pqderia
estar sendo induzido indiscriminadamente pela administragdo
dessa substancia, com o conseqﬁente aumento dos niveis gerais

das enzimas a 8le associados.

Em faée da potencialidade do problema pas
samos a fazer um estudo sistemdtico da reducdo do DAB por miw-
crossomos. Ao cOntrErfo do que postulamos, foFam obtidas evi
déncias da participac?d do citocromo P-450 no processo de re-
dugao, embora nao tivesse sido- possivel excluir a participa-

¢aq do citocromo b5.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. MATERIAL

NAD, NADH, NADP e NADPH, albumina do soro bo
vino (fragao V) citocromo ¢ (tipo III - de coragao equino),gli
cose-6-fosfato, mersalil e 3—heti1-co]antreno foram comprados

de Sigma Chemical Co.

Fenobarbital foi ofertado por Rhodia Indls-

trias Quimicas e Texteis S/A - Divisdo Farmacéutica.

Lipase (EC 3.1.1.3 - de pancreas bovino,bru-

ta) foi adquirida de Sigma Chemical Co.

Glicose-6-fosfato desidrogenase (EC 1.1.1.49)
foi obtida de Calbiochem Co. DTT foi comprado do mesmo laboratg

rio.

Nagarse (proteinase crista]iha de Bacillus

subtilis, EC 3.4.4.16) foi comprada de Nagarse Co,

Desoxicolato de sodio foi obtido de Difco Labs.

Todos os outros reagentes usados possuiam grau analitico.

_ Todos os solventes usados foram redestilados
em nosso laboratdrio: PPDA ressublimado em "dedo-frio", foi ge-
nerosamente ofertado pelo Prof. Dr, G. CILENTD; PAF foi recris-
~talizado a partir de uma so]ugéd aquosa obtendo-se cristais or-

to-rombicos com p.f. 190°C (TOSCANO, V.G., 1971).
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DAB foi comprado de Fischer Co. e recristali-
zado a partir de uma solugao etanolica a quente (TOSCANO,1970).
A solucao saturada a quente foi filtrada sob vacuo e deixada
cristalizar a 4°C. Os cri§tais foram recolhidos e lavados ‘com
etanol-agua 1:1. 0 processo foi repetido por duas vezes e ao
final, determinou-se o vponto de fusao que foi de 117°C Lit.

(B 162, 151).

2.2. ANIMAIS

Foram utilizados ratos da raca Wistar, forne-
cidos pelo biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de
S3do Paulo. O peso médio dos animais empregados foi de 200 g, a
nio ser nos casos especificados. O0s ratos utilizados foram sem

pre machos.

Apos serem recebidos do bioterio, os ratos fo
ram mantidos por duas semanas em uma dieta contendo 20% de ca-

seina, antes de serem sacrificados.
2.2.1, Tratamento com Fenobarbital.

0s ratos receberam diiriamente uma dose de PB
dissolvido em solugao salina (80 mg/kg de pésb) por via intrape
ritonial. Os ratos controle receberam tambem por via intraperi

tonial, 0,5 ml de solugao salina isotonica (CONNEY, 1967).

0 tratamento prolongou-~se por .8 dias sendo sa

cfificados nos dias 0, 2, 4, 6 e 8, lotes de 3 animais tratados
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e de 3 animais controle. O0s microssomos foram preparados como

descrito em Métodos - 2.3.1.

2.2.2. Tratamento com 3-Metilcolantreno.

0s animais foram tratados essencial@ente Eg
mo descrito por HERNANDEZ, MAZEL & GILLETTE (1967). Foram usa-
dos ratos machos, da raga Wistar pesando 100 g.. 3<MC foi dis
solvido em d0leo de milho com 1igeiro aquecimento para uma con-
céntracao de 7 mg/ml e foi administrado por via intraperito
nial (35 mg/kg) cada .24 horas durante 4 dias. 0 grupo contro-

le recebeu diariamente 0,5 ml de 0leo de milho, intraperitonial.

' 2.2.3.  Tratamento com DAB.

O0s animais receberam misturados a .dieta
‘DAB na proporgdo de 0,6% (p/p) (MILLER & MILLER, 1953) por 18

e 33 dias. O0s animais controle receberam a mesma dieta sem DAB.

2.3. METODOS
2.3.1. Preparagao.de Microssomos de Figado.

Para a preparacao de microssomos, -0S ratos
foram deixados em jejum alimentar, fornecendo-se agua a vontg
de durante 24 ‘horas anteriores ao sacrificio. Este foi feito
por concussao cerebral, e os figados perfundidos "in situ", pe
.1a veia.porta, com 100 ml defuma sd]uQEO'geléda de c1oréto. de
potdssio 0,15 M. O0s fTgados foram em sequida removidos e colo
-cados- em um banho de gélo, e picados com uma. tesoura de pon=

tas finas,
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Em todas as preparagﬁés,'as etapas subsequen-
tes foram efetuadas em camara fria, constantemente a 4°c. o m§
todo usado foi o descrito por MITOMA,POSNER, REITZ & UDENFRIEND

(1956), com ligeiras modificacoes.

_ 0s figados foram homogeneizados com 3 volumes
de sacarose 0,25 M (contendo 1 mM Tris-HC1 pH 7,5) com o auxTlio
de um homogeneizador tipo Potter, equipado com um pistilo de te
flon, adaptado a um motor el8@trico de baixa rotagdao. Nunca fo-
ram feitos mais de 3 movimentos com o instrumento a fim de nao

danificar as estruturas que se pretendia isolar.

Esta suspensao foi a seguir centrifugada em
uma centrifuga International, modé&lo PR<2, a 900xg por 10 minusx
tos para remover niicleos e restos celulares. Apds a centrifus
gacao.o sobrenadante foi filtrado em gaze, dobrada 4 szeé; e
desprezou-se o pfecipitado. 0 sobrenadante obtido foi centrifu
gado em uma centrifuga Sorvall RC-2B a 12.000xg por 20 minutos
e o sobrenadante coletado apds filtracgao em‘gaze dobrada 4 ve-

zes. O precipitado foi novamente desprezado.

0 pH do sobrenadante foi verificado e caso we
cessdrio ajustado a 7,5 pela adi¢ao cuidadosa de NaOH 2N. Em se
guida foi centrifugado na centrifuga Spinco, modélo L, rotor 50
Ti, a 105.000xg, por 60 minutos, ou no caso das preparacgoes

mais volumosas no rotor 30, a 78.000xg por 120 minutos.
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0 precipitado obtido foi suspenso em uma soluy
cao de cloreto de potassio 0,15 M contendo 1 mM EDTA pH 7,5,de
modo que o volume final fosse de 120 ml, capacidade m3axima do
rotor 50 Ti, e novamente centrifugado a 105.000xg por 60 minu-

tos.

O precipitado obtido foi suspenﬁo, manualmen-
te, em um tampdo fosfato de potassio 0,1 M contendo glicerol
30% (v/v), DTT 1 mM e EDTA 0,1 mM, pH 7,6 (Meio I) (NISHI«
BAYASHI & SATO, 1968) ou em um tampao citrato de sédio 0,1 M
contendo 0,1 M de cloreto de potassio, glicerol 30% (v/v)e DTT
1 mM (Meio II) como descrito por LU, JUNK, COON (1969).

Apos a determinagdao da quantidade de proteina
a suspensao de microssomos foi guardada a -20°C, dividida em
aliquotas pequenas para serem descongeladas uma dUnica vez no

. momento do uso.

2.3.2. Fracionamento das Microssomos com DOC.

Microssomos foram fracionados com DOC usando

essencialmente o método descrito por LU & COON (1968).

A uma suspensao dé microssomos em Meio II (vi
de Metodos 2.3.1.) contendo aproximadaﬁenterls mg/ml de protei
na foi adicionado DOC (so1ug§o recente a 10% (p/v))até uma can
centragao final de 0,66%. A suspensdo foi agitada a 4%¢ por

20 minutos e depois centrifugada a 105.000xg por 2 haras.
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Separado o sobrenadante, limpido, o precipita-
do foi suspenso em Meio II, manualmente, em um homogeneizador ti

po Potter equipado com pistilo de teflon.

2.3.3. Fracionamento dos Microssomos com Nagarse.

0 fracionamento dos microssomos usando Nagarse
foi executado essencialmente de acordo com o que foi descrito por

NISHIBAYASHI & SATO (1968).

A uma suspensao de microssomos em Meio II (5 a
10 mg/ml1) foi adicionada Nagarse, dissolvida no mesmo tampao pa
ra uma concentracdo final de 1,5 mg de enzima por 10 mg de pro-
teina. A mistura .foi colocada em anaerobioée repetindo-se varios
ciclos de evacuacdao e preenchimento com N2 e incubada a 0°C por

15 horas.

Apos a incubagao, a mistura foi centrifugada
por 2 horas a 150.000xg sem ter sido diluida para reduzir a vis-

cosidade (JEFCOATE & GAYLOR, 1969).

0 sobrenadante, 1Tmpido, foi separado por cui-

dadosa aspiracdo e o precipitado foi ressuspenso em Meio II.

2.3.4. Fracionamento dos Microssomos com Lipase.

0 fracionamento dos microssomos foi feito es-
sencialmente de acordo com o método de NOBREGA, ARAUJO, PASETTO
& RAW (1969).
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A uma suspensdo de microssomos contendo entre
10,0 e 15,0 mg/ml de proteina, em Meio II, foi adicionada lipaé
se (EC 3.1.1.3) bruta; de pancreas bovino (Sigma 1lote n?
30C-2800), suspensa em Meio II paré atingir concentracoes fi-
nais de 0,7; 2,0; 5,05 7,0 e 10,0 mg por 100 mg de profe?na dos

microssomos.

A mistura foi homogeneizada manualmente em um
homogeneizador tipo Potter, com bistilo de teflon; colocada em
anaerobiose por repetidos ciclos de evacuagao e preenchimento

com N2, e foi incubada a 30°C por 1 hora com agitagao ocasional,

Apds o termino da incubagao foi imediatamente
resfriada em gélo fundente e centrifugada a 150.000xg por 60 mi
nutos. 0 sobrenadante, 1impido, obtido foi separado por aspira.

¢ao cuidadosa e o precipitado ressuspenso em Meio II.

2.3.5. Dosagens das Atividades Enzimdticas.
2.3.5.1., Atividade Azo-Redut3dsica.

A atividade azo-redutasica foi medida pelo de
créscimo da absgrbincia a 415 nm em .um espectrofotometro  Cary
mod€lo 14, A n3o ser nos casos especificados, tddas as reacoes

foram feitas . a 37°C em Meio I ou Meio I1.

A mistura de reacao continha num vo]ume_ffnalf
de 3 ml de 1,65 uMoles de NADPH ou 1,5 yMoles de NADP mais um
sistema gerador de NADPH e a nao.ser nos casos especificados

100 nMoles de DAB.
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0 sistema gerador de NADPH continha em 1 ml
15 uMoles de MgC]z, G6P 30 yMoles e 2 U de G6PD (1 U reduz 1
tMo1 de NADP por minuto a 25°¢C em pH 7,4 (HERNANDEZ, GILLETTE
& MAZEL, 1967)). Quando o sistema gerador foi usado o meio de
reacao foi pre-incubado a 37°C por 5 minutos. A reacdo foi
iniciada pela adigao do DAB. A atividade da a;o-redutase que
produzia a reducao de 1 nMol de DAB por minuto, nas condigoes

do ensaio, foi definida como 1 U.

2.3.5.2., NADH-Citocromo c Redutase (EC 1.6.2;1).
A atividade de NADH-citocromo c redutase foi
determinada em um espectrofotdometro Cary modélo 14 pelo in-
cremento da absorbincia a 550 nm a 25°C como descrito por

STRITTMATTER (1967).

As cubetas de 1 cm de caminho dtico conti-
nham: 125 pMoles de NADH (a cubeta de referencia sem NADH);
40 nMoles de citocromo c, enzima, 940 uMoles de tampao fosfa
to pH 7,5 contendo.0,94 uMo]es de KCN em wum volume final de
1 ml. A reacao foi 1iniciada pela adigao de NAdH. 1 U de ati
yidade foi definida como a reducdao de 1 uMol de citocromo - ¢
por minuto nas condigoes do ensaio.

Para o cd@lculo do citocromo ¢ reduzido usou
se um coeficiente de extingao milimolar (red-ox)= 20,5 cm™ Tmm™!
(MARGOLIASH , FROHWIRT & WIERNER, 1959). As solugoes dos nu-
cleotidios piridinicos foram padronizadas espectrofotométriéa.

mente a 340 nm, usando o coeficiente de extingao de 6,2 cm'].

.mM=1 (BERGMEYER, 1963).
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2.3.5.3.  NADPH-Citocromo c Redutase (EC 1.6.2.3).

A atiVidade de"NADPH-citocromo ¢ redutase
foi determinada em um espctrofotometro Cary modélo 14 pelo in
cremento da absorbancia a.550 nm-a'éSOC como descrito .por
WILLIAMS & KAMIN (1962). As cubetas de 1 cm de caminho §tico
continham 100 nMolesde NADPH(a cheta de referéncia-sem NADPH),
40 nMoles de citocromo c, enzima, 940 uMoles de tampao fosfa-
to pH 7,5 contendo 0,94 uMoles de KCN, em um volume final de

1. ml, A reacgdo foi iniciada pela adigdo de NADPH.

A atividade da redutase que produzia a re
- dugdo de 1 QMo] de citocromo ¢ por“minuto foi definida como

1 U, nas condigoes de ensaio (OMURA, SIEKEVITZ &.PALADE,1967).

2.3,5.4. Citocramo P-450.

0 cifocromb P-450 foi determinado pelo seu
-espectro diferencial Com;monSxido de carbono apos tratamento

dos microssomos com ditionfto de sodio a temperatura ambiente,
usando um coeficiente de extingaa para o incremento de absor-
bincia entre 890 nm e 450 nm de 91 cm”! mM™' (OMURA & SATO,

1964). Pequénas quantidades de hemoglobina, presentes na pre
paracao dos mickossomos, ndo afetam aprecidvelmente esta rde—

terminagao (NISHIBAYASHI & SATO, 1967).



«34-

A quantidade de hemoglobina contaminante pre
sente nbs microssomos foi determinada como descritb por NISHI;
BAYASHI & SATO (1967), a partir dd espectro diferencial apos
tfatamento com CO de microssomos tratados com Na25204, medindo-
se a altura do ombro formado a 420 nm, usando-se um A€ de" 93
cm‘1 mM‘]. As preparagoes efetuadas segundo Métqdos 2.3.1. re-

velaram-se essencialmente livres de hemoglobina contaminante.
2.3.56.5. . Citocromo bg.

0 citocromo bé dos microssomos foi determina
do pelo espectro diferencial obtidd apds redugao da amostra pe-
la adigso de 13,7 nMoles de NADH, em um espectrofotﬁmetfo iCary'
modélo 14. A existéncia de redugao comp1éta foi. confirmada
tratando-se a amostra em seguida com Na25204 e médihdofke o in-

cremento de absorbancia em 424 nm.

A quantidade de citocromo by presente foi cal
culada usando-se ume = 181 cm'] mM~1 para o pico em 424 nm (NO-

BREGA, ARAUJO, PASETTO & RAW, 1969).

2.3.6. 'Espectros dq Citocromo P-450.

O0s espectros do citocromo'P-450 foram obtidos

usando{%e as particulas resultantes do tratamento dos microsso-
mos com Ndgarse (Métodos 2.3.3.). 0 citocromo,bs‘que interferi«
ria na determinagio do citocromo P-450 e a NADPH<citocromo c re

dutase (EC 1.6.2.3) sao totalmente removidos pelo tratamento
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(NISHIBAYASHI & SATO, 1968). Estes espectros foram medidos em

um espectrofotometro Cary modélo 14, especialmente calibrado,a

temperatura ambiente (22°C), em particulas obtidas de microssg

mos de figados de ratos normais e'tratados com PB, 3-MC e DAB.

Desde que as suspensoes eram turvas foram usadas nas cubetas

de referéncia suspensoes descoradas de particulas que foram pre
‘paradas por uma modificagao do metodo de HORIE, KINOSHITA &

SIMAZONO (1966).

As suspehsBes de particulas resultantes do
tratamento com Nagarse (5 a 10 mg/ml) foram adicionados perﬁxl
do de hidrogenio até uma concentracao final de 0,44 M e azote«
to de sodio até uma concentracdo final de 10 mM para evitar a
decomposicao do perdxido de hidrogenio. As suspensdes foram
mantidas & temperatura ambiente por 3 horas ate ficarem total-
mente descoradas. Estas suspensoes foram di]u?das com H20 ao
dobro do volume inicial e centrifugadas por 45 minutos a

150.000xg.

Os precipitados foram ressuspensos em Meio II
e nao apresentaram picos de absorgao na regiao entre 340 e 750
nm com excegao de um aumento gradual de absorgao devido & tur-

vagdo, prdximo aos menores comprimentos de anda.

Estas suspensoes assim obtidas foram cuidado
samente diluidas para apresentarem uma, absorg¢do de 0,140 a 700

nm tal que o espectro de absorgao do complexo do citocromo P-450
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com CO na regido entre 620 e 650 nm nao apresentasse absorcao

tornando-se horizontal (NISHIBAYASHI & SATO, 1968).

2.3.7. Cromatografia em Camada Fina dos Produtos de
Reagao Obtidos pela Incubagao dos Microssomos

com DAB e Anilina.

0 método utilizado para incubar suspensoes de
microssomos com DAB e anilina foi uma modificacao do que foi

descrito por PETERS & FOUTS (1970).

0 meio de incubagdao continha microssomos. sus-.
pensos em Meio II (10 mg de proteTna), MgCl, 15 uMoles, G6P 30
uMoles, NADP 1,5 uMoles, 2 U de G6PD, 0,5 uMoles de DAB ou 2,5

uMoles de anilina e tampao de tris-HC1 50 mM pH 7,5 q.s.p. 5 ml.

Este meio de reacao foi incubado em um agitae
dor de Dubnoff por 15 minutos a 379 com oxigénio do ar como fa
se gasosa ou com CO apds ter sido saturado com CO por 5 minutos,
A velocidade de agitacgao foi de 100 r.p.m. e um caco de porcela
na foi colocado em cada frasco para assegurar agitacao eficien-

te.

Em todos os experimentos foram wutilizados 2
tipos de controles simultaneamente. 0 contrble n? 1 nfo con-
tinha o sistema gerador de NADPH. O contrdle n?Q 2 n¥o continha
substratos; apds a paralizacdo da reac¢dao foi adicionada uma mis

tura de padroes contendo 10 nMoles de DAB, 25 nMoles de PPDA,
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25 nMoles de PAF e 50 nMoles de anilina.

Apdos a incubagao, a reacgao foi paralisada.pe
1a adigcao de 0,6 ml de TCA-50% (p/v). '0 material foi centrifu
gado a 1.000xg por 10 minutos. O sobrenadante foi separado-por‘

decantacao e o precipitado foi desprezado.

0 pH do sobrenadante foi acertado a 7,5-8,0
com a adicdo de NaOH 2 N e logo em sequida extraido por 3 vé-
‘zes com 2 ml de cloroformio-metanol 99:1. Apos cada extracgao,
0 material foi centrifugado a 1.000xg por 5 minutos e a fase

organica separada por aspiragao.

0s extratos foram reunidos e evaporados .até
a secagem sob um fino jato de N2' 0 residuo entao foi suspen
so-em.50 pul de etanol e utilizado para a cromatogfafia em cama

da fina.

Eh placas'de vidro de 20x20 cm, recobertas
com uma camada de 0,25 mm de espessura de Silica GeIYG, foram
aplicados 2 ul de éolug&es'alcoG]icas de padroes contendo 50
nMoles de PPDA, PAF ou anilina e 10 nMoles de DAB. Dos resy-

duos suspensos em etanol foram aplicados 10 ul.

A cromatografia ascendente foi desenvolvida
usando-se butanol-acido acético-H,0 8:2:10, sistema de solven-
tes descrito por RANDERATH (1966). 0 tempo de desenvolvimento

foi de aproximadamente 90 minutos. Apos a-.cromatografia,as.
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placas foram sécas a temperatura‘ambiente e depois a 60°C por 15
minutos e foram reveladas usando o metodo descrito por RANDERAfH
(1966): as placas foram inicialmente aspergidas'com.uma -solugado
recém-preparada de NaNO, a 5% (p/v) em- HC1 0,2 N, e sécas 3 tem=
peratura ambiente por 10 minutos. Foram entao aspergidaschm uma
solugao de @ :naftol a 5% (p/v) em metanol e aquecidas por 10 mi--
nutos a~]00°c. Depois déste tratamento as manchas se revélaram

.coradas: DAB apresentou-se .como. uma mancha amarela, PAF purpiirea,

PPDA azul e anilina, rdsea.

2.3.8. Hidroxilagdo de Anilina.

A reacgao de hidroxilagao enzimatica do anel
aromdtico da anilina foi executada essencialmente de acordo com

o que foi descrito por GRAM, ROGERS & FOUTS (1967).

Uma suspensdao de microssomos obtidos a partir
de figados de ratos norméf:.ouvtratédos com PB, 3-MC e DAB (coﬂ
tendo Shmg de-prote?na){fdi 1ncubada em um heio cdntendd MgC12
19 uMoles, G6P 30 yMoles, NADP 1,5 pMo]es, 2 U de‘GBPD:Aanilina
10 wMoles e tampao de tris=HC1 0,1 M pH 7,4 q.s,p..2,5 ml.0 sis
‘tema foi incubado em um agitador de Dubnoff por 30 minutos a
379C com oxigenio do af como fase gasosa. A ve]oéidade de agi-
tagdo foi de 100 r.b.m. Em todos os experimentos foram 1nc1u7~
dos 2 contréles: um nado contendo substrato e outro ao qual apds
a paralisagao da reacdo foram adicionados 250 nMoles de PAF.
ApBs o término da incubagdo, a reacdo foi paralisada em gélo

fundente.
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A dosagem de PAF formado foi feita segundo me
todo descrito por KATO & GILLETTE (1965) modificado por GRAM,

ROGERS & FOUTS (1967).

0 meio de incubagao foi saturado com NaCl,ate
a formagao de um corpo de fundo e extraido 3 vézes com 3 ml de
eter livre de peroxido. Apos cada extracao, a mistura foi cen-
trifugada a 1.000xg por 10 minutos para promover a separagao de
fases. A fase eterea foi coletada por aspiracao. Os extratos
etereos foram reunidos e agitados com 3 ml de tampao KH2P04 -
Kz_HPO4 0,5 M pH 12,5 contendo 1% de fenol destilado. Apos re-
pousar para separacao das fases, a fase etérea foi aspirada e
desprezada. A fase aquosa foi mantida por 30 minutos a tempera
tura ambiente e a absorbancia determinada a 620 nm. Os resulta
dos expressos em nMoles de PAF formado foram determinados por
meio de uma curva padrdo construida pela adicio de uma solugdo

padrao de PAF a 3 ml de tampao fosfatd 0,5 M pH 12,5 contendo

1% de fenol e que foi uma reta até 1.000 nMoles de PAF.

2.3.9. Preparacgao de'LTpides de Microssomos.

Lipides totais de microssomos foram preparados
de acordo com o que foi descrito por VANCE & SWEELEY (1967).Uma
suspensao de microssomos (200 mg de proteina) foi centrifugada

a 105.000xg por 60 minutos. O precipitado foi suspenso em 60 ml

de clorofdrmio-metanol 2:1, a mistura foi agitada por 15 minu-
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tos a temperatura ambiente, filtrada em papel Whatman nQ® 1 e
o resTduo foi lavado com 6 ml de cloroformio-metanol 2:1. Ao
filtrado foram adicionados 15 ml de agua. Uma vez agitada, a
mistura foi deixada por 15 horas é 4% para a separacgao de fg‘

-Ses.,

A fase cloroformica foi coletada por aspira
cao e evaporada sob vacuo até a secagem. Os 17pides obtidos
foram ressuspensos em tampao fosfato 0,1 M pH 7,4 contendo 30%

(v/v) de glicerol,

2.3.10. Dosagem de.Proteina.

As dosagens de proteina foram feitas pelo
- método de LOWRY, ROSEBROUGH, FARR & RANDALL (1951) usando,al

bumina do soro bovino como padrao.



3. RESULTADOS

3.1, Espectros do DAB.

A Figura 1 mostra os espectros do DAB em vi-
rios meios. Na Tabela I se encontram os valores dos coeficien-
tes de extingcao e os comprimentas de onda correspondentes aos

maximos de absorgao.

As polaridades dos solventes variaram desde
a do eter de-petroleo até a do tampao- fosfato 0,1 M.Observou-se
que em Meio II contendo microssomos quer com 1 mg/ml de prbteT—
na quer com 2 mg/ml o coeficiente de extingao foi o mesmo. Esse
foi .usado para o cilculo das unidades da azo-redutase ao longo

deste trabalho.

.

Comparando-se os coeficientes de extingao do
DAB em tampdo fosfato (com ou sem glicerol) e em suspensao de
microssomos, observa-se uma diferenga'que'reflete a adsorgéd do

DAB as membranas lipo-proteicas do reticulo endoplasmatice.

Quando se precipita, por centrifugagao, wuma
suspensao de microssomos contendo 2 mg/m] de pfoteTna a qual
foi adicionado DAB até .uma concentragio final de 50 uM, o sobrg
nadante @ incolor, permanecendo todo o corante'adsorvidd ao pre

cipitado, confirmando os dados de WU & SMUCKLER (1969).

Evidentemente, aumentando-se .a concentragao
de DAB pode-se saturar os microssomos com o corante, permanecen

do DAB no sobrenadante.
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Nestas condigdes o coeficiente de extingao
tende a diminuir dependendo da quantidade de DAB nao adsorvi-

do - aos microssomos.

Neste traba]ho a concentragio do DAB foi
mantida sempre dentro de limites em que nao ocorria a saturas
¢ao.dos microssomos. As suspensoes de microssomos, nas deter-
minagoes da atividade azo-redutdsica, sempre.contiveram 1,0-2,0

mg/ml de proteina.

TABELA I

Coeficientes de Extingao e Picos de Absorcgao

do DAB em Varios Meios

MAXIMO '
A ' -1 -1

MEIO nm e Ccm mM
Etanol Anidro. o
Bidestilado v : 406 30,0
Eter de Petroleo. '
Destilado p.e.'40-600C 396 34,4

7

Tampao Fosfato de Potassio '
0,1 M pH 7,4 - 450 12,0
Tampao Fosfato de Potdssio ' .
0,1 M pH 7,4 contendo glicerol 450 12,0
25% (v/v) :
Suspensao de microssomos em 415 : 18.0

Meio II - Proteina 1 mg/ml

Suspensao de microssomos em
Meio II - Proteina 2 mg/ml 415 18,0
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nol; (c) suspensdao de microssomos em.Meio IT-1,0
e 2,0 mg/ml de proteina (concentragdo final); (d)
tampao fosfato 0,1 M - PH 7,4 com e sem glicerol
(25% - v/v).
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3.2. Caracteristicas Gerais do Sistema de Azo-
Redutase.
3.2.1. Requisitos para a Clivagem Redutiva do DAB.

A clivagem redutiva do DAB leva a formagao

de anilina e N,N-dimetil-p-fenilenodiamina (MILLER. & MILLER,

TABELA 11

Requisitos da Azo-Redutase em Microssomos

ADIGOES A0 SISTEMA AZO-REDUTASE

MINIMO (U/mg)
Nada 0,0
NADH ' 0,08
NADH + sobrenadante 0,22 mg O,il
NADH + sobrenadante 0,56 mg 0,17
NADH + CO (40 seg.) 0,07
NADH + sobrenadante 0,56 mg 0.04
(congelado e descongelado) 4
NADH + citocromo by 9,2 nMoles 0,09
NADPH. _ _ _ 3,17
NADPH + CO (40 seg.) 4,70
NADPH + sobrenadante 0,56 mg 3,20
NADPH + citocromo by 9,2 nMoles . 3,41

0 sistema minimo contém suspensdo de microssomos (1 .mg/ml de
proteina) em Meio I.. A atividade azo-redutasica foi dosada co
mo em Métodos (2.3.5.)..0 sobrenadante @ aquele obtido apos a
precipitagao. dos microssomos a 105.000xg contendo a fragdo
solivel do citoplasma. A concentragao dos nucleotYdios piri-
dinicos foi de : NADH 625 uM e NADPH 550 .uM.

0 citocromo b5 usado foi preparado a partir de fTgado de ra-
to usando-se o método descrito por NOBREGA,ARAUJO,PASETTO &
RAW (1969).
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1953) que nao apresentam espectro na regiao visivel entre
340 nm e 700 nm. Aésim esta reacao pode. ser acompanhada . es-
petrofotométricamente pelo decréscimo da absorbancia do DAB.
A Tabela II apresenta os resultados do uso de NADH e de NADPH
como doadores de eletrons para a redugao do DAB'por microsso-
mos. » |

Como se pode observar pela inspecao da Ta-
bela II o sistema & totalmente dependente de NADPH como fonte
de e]étrons;

A adigao do sobrenadanfe obtido durante a
preparacao dos microssomos, apdos a centrifugacao a 105.000xg
(Metodos 2.3.1.) e que contém a fragao solivel do citoplasma,
nao estimula a redugao do DAB. 0 uso do citocromo b5 externo
aos microssomos tem o mesmo efeito. Monoxido de carbono nao

e inibidor para a reagao dependente de NADPH.

3.2.2. Efeito de CO e Etanol sobre a Azo-Redutase.

A Tabela III mostra os resultados do uso
de NADPH ou de um sistema gerador de NADPH frente ao pre-tra-
tamento de microssomos por monoxido de carbono em aero ou
anaerobiose. Nos casos em que no sistema foram omitidos os
microssomos, para se verificar a existencia de reducao nao en
zimatica do DAB, o tempo de reacao foi aumentado para 30 miny
tos. Investigou-se também o efeito da adigao de etanol ao0s
microssomos uma vez que este foi o solvente.usado no preparo
dé solucoes de DAB e que pode ser oxidado por um sistema de-

pendente de NADPH (RUBIN, GANG & LIEBER, 1971).
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.TABELA III

Efeito de'Aerobiose, Anaerobiose, C0O e Etanol

" sGbre a Atividade da Azo-Redutase

AZO-REDUTASE (U/mg)

ENSAIO
' AEROBIOSE + CO ANAEROBIOSE + CO
DAB - 0,0 - -
Microssomos + DAB ’ 0,0 0,0 0,0 -
NADPH + DAB 0,0 0,0 0,0 _ -
Sistema gerador de ; _
NADPH + DAB 0,0 0,0
Microssomos + NADPH + DAB 4,4 4,6 4,3 4,65
Microssomos + sistema o _
gerador de NADPH + DAB 4,6 4,8 4?25
- Idem + 50 ul etanol 4,62 - - -
Idem + 200u1 etanol 4,50 - - -
‘Idem + 50041 etanol 3,80 - -

Os ensaios foram realizados em um volume final de 3 ml de Meio
IT a 37°C como descrito em Metodos. Suspensio de microsso-
mos 2 mg/ml de proteina; DAB 33 uM; NADPH 550ﬁM.

Sistema gerador de NADPH como descrito em Metodos (2.3.5.1.).
0s ensaios em anaerobiose foram realizados em uma cubeta de
Thumberg com repetidos ciclos de evacuagao e preenchimento com
N2. Nos ensaios em que se utilizou CO o meio de reacao foi sa
turado com CO (por borbulhamento durante 1 minuto).
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3.2.3. Efeito de Pirofosfato sobre a Atividade Azo

Redutasica.

0 ensaio da atividade azo-redutisica em pre
senca de pirofosfato de sodio nas concentracoes de 10 e 20 mM
final revelou uma atividade de 2,64 U/mg de proteina enquanto
na ausencia de pirofosfato o ensaio revelou uma "atividade de

2,52 U/mg.

SASAME & GILLETTE (1970) referiram que a pi
rofosfatase presente nos microssomos, converte o NADP a produ-
tos que inibem a atividade de NADPH-citocromo ¢ redutase, ini-
bindo consequentemente a atividade oxidasica de drogasv pelos
microssomos. Referem éstes autores que aproximadamente 50% da
atividade pirofosfatasica de um homogenatb de figado de rato
esta contida na fracao microssomica. Esta atividade pirofosfg
tasica pode ser inibida pdr pirofosfato (10 a 20 mM) resultan-

do em maximo efeito estimulatdrio para a hidroxilacao de dro-

gas como anilina e hexobarbital.

A falta de estimulagao da atividade azo-re-
dutasica por pirofosfato indica que, em nosso sistema, os ni-

veis de pirofosfatase sao pouco importantes,

Provavelmente isso possa ser explicado pelo
trabalho de SASAME & GILLETTE (1970) que atribuem a atividade
pirofosfatasica uma grande variabilidade, ndo so entre animais
de uma mesma especie como entre as varias especies por €les es

tudadas.
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Vefificou-se tambem que 5 reducao do cito-
cromo b5 dos microssomos por NADH foi inibida em 60% pela adi
§50 de pirofosfato 20 mM ao meio de reagao. Isto confirma os
resultados de STRITTMATTER & VELICK (1957) mostrando que a
NADH-citocromo b5 redutase purificada € inibida em 47% na pre

senca de pirofosfato 10 mM e 67% em presenca de 20 mM.

A redugao do citocromo P-450 por NADPH em

presenca de pirofosfato 20 mM nao foi afetada.

3.2.4. Efeito de NADH e NADPH, Adicionados Simul=
taneamente, sobre a Atividade Azo-Redutasi

ca.

Usando 6 ensaio para a atividade azo-redu-
tdsica como descrito em Métodos (2.3.5.) (exberimenfos em tri
plicata), com duas preparagoes diferentes obtivemos os seguin
tes resultados (expressos como hédia dos valores obtidos):
atividade azo-redutdsica em presenca de somente ﬁistema gera-
dor de NADPH (NADP - 500 M final) - 2,78 U/mg; e em presenca
de'125 ﬁM fina]ide NADH mais'sistéma gergdor- de !NADPHia
2,95 U/mg. |

COHEN & ESTABROOK(1971a) demonstraram o
efeito sinergico de NADH e NADPH na demeti}agio oxidativa de’
aminobirina. 0 uso sim&ltineo dos dois nucleotTdios piridini
€OSs apresentoﬁ uma estimulagao desta_feag&o de aproximadamen-
te 100% (que nEQ se devia @ atividade de trahsdesidrogenaF

se), em relagao aos valores obtidos quando NADPH era wusado
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exclusivamente como doador de equivalentes redutores.

COHEN & ESTABROOK (1971b) verificaram o mes
mo efeito sinergico pela adigcao de NADH ao meio de reagao'usag

do um sistema gerador de NADPH.

Entretanto, OSHINO, IMAI & SATO (1966) usan
do concentracoes iguais de NADH e NADPH, simultaneamente, nao

verificaram estimulacao na reacao de hidroxilacao de anilina.

3.2.5. Estequiometria da Reacao de Redugao do DAB.

A estequiometria da reagao de reducao da 1i

gagao azo do DAB foi feita em anaerobiose para impedir o consu

TABELA IV

Estequiometria da Reducao de DAB

CONSUMO DE - ATIVIDADE nMoles NADPH/
EXPERIMENTO NO NADPH nMoles/ AZO-REDUTASICA  nMoles DAB
min U
1 8,5 2.5 ' 3,4
2 12,5 3,75 3,35

A atividade azo-redutdsica foi medida como descrito em Métodos

(2.3.5.1.). O meio de reagao continha: microssomos 2 mg/ml,

NADPH 550 uM, DAB 33 uM. 0 consumo de NADPH foi medido pelo

decréscimo da absorbancia em 340 nm. (BERGMEYER, 1963). A rea
¢ao foi iniciada pela adigao do DAB. O meio de reagao foi man
tido em anaerobiose recobrindo-o com uma camada de aproximada-

mente 2 mm de espessura de Nujol. O consumo de NADPH pelos mi
crossomos utilizando o oxigenio dissolvido no meio de reacgao

foi acompanhdado ate cessar completamente, indicando ter sido
atingida a anaerobiose. 0 experimento foi entao iniciado pela

adicao do DAB ao meio usando-se uma micro-seringa (Hamilton).
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mo de NADPH pelos microssomos em presenga de oxigenio.

A Tabela IV apresenta os resultados de dois
experimentos com preparagoes diferentes. As detefminacﬁes fo-
ram feitas em duplicata. Como se conclui pela observagao da
tabela ha um‘cpnsumo de 3 mo]és de NADPH por mol de DAB reduzi

do.

3.2.6. Determinacao de Constantes Cinéticas da Reg

¢ao.

A Figura 2 mostrz a determinégio do . Kmap
do DAB usando-se o método grafico de LINEWEAVER & BURK (1934).

0 Kmap encontrado foi 19,4 uM e a Vmax_ o nas condigoes do expe

P
rimento foi de 6,25 U/mg de proteina.

7

3.2.7. Determinacao da Energia de Ativacao da Rea-

¢ao.

A Figura 3 apresenta os resultados da deter
minagao da atividade azo-redutasica em varias temperaturas. 0
grafico de Arrehnius mostra um evidente ponto de inflexao que
.corrésponde a temperatura de 22,2°C como temperatura de transi

cao.

As energias de ativdgcao foram calculadas

usando-se a equagao de Arrehnius E, = -2,303'R d(]og]K) em que
R & a constante dos gases perfeitos, K a velocidade de reagao

e T a temperatura.
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Determinagao de Kmy, do DAB. 0 grafico foi cons
truido usando-se os reciprocos da atividade azo
redutas1ca em ordenadas ((U/mg)-1 x103), contr?d
0s rec1procos das concentracoes de DAB em abcis
sas (uM-1x103).

Os meios de reagao continham: microssomos (2
mg/ml) em Meio II, NADP 500 uM e sistema gera-
dor de NADPH como descrito em Métodos. A rea-
¢ao foi iniciada pela adicao do DAB. Temperatu
ra 370C, .






’

Log ATIVIDADE AZOREDUTASICA

~-+0,5

- 0
--0,5
3?0 : ' 34|l0
A 5
T x 10
Fig Determinacao da atividade azo-redutdsica em va

rias temperaturas. 0 grafico foi construidd
usando-se o log da atividade azo-redutdsica em
ordenadas contra os reciprocos da temperatura
(T=-1x105) em abcissas.

0s meios de reagao continham: microssomos(2
mg/ml )em Meio II, NADP 500 uM, sistema gera-
dor de NADPH .como descrito em Metodos e DAB
33 UM, A reacao foi iniciada pela adicao do
DAB. Temperaturas: 109C, 159C, 200C, 259cC,
300C, 370C e 450¢C,
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Para temperaturas abaixo de 22°C o valor de
Ea = 7.100 cal/mol e para temperaturas acima de 22°C o valor

de Ea = 22.100 cal/mol.

3.2.8. Efeito de KCN.

A Tabela V apresenta os resu]tados obtidos
nas_detérminag&es:da atividade azo-redutasica quando foi
adicionado KCN ao meio de reagao. Como se evidencia pelo exa-
me desta tabela com uma concentragao de 1 mM de KCN obtem-se
50% de inibigdo da atividade azo-redutasica e com 3 mM de KCN,

esta inibicao & de 90%.
TABELA V-

Inibigao da Azo-Redutase por KCN

AZO-REDUTASE

ADIGUES AO SISTEMA (U/mg)
Nada : 2,84
T mM KCN - 1,39
2 mM KCN ' 0,95
3 mM KCN 0,28

A atividade azo-redutasica foi medida como descrito em Metodos
(2.3.5.1.), - 0 sistema de reagdo continha microssomos(2 mg/mi},
NADPH 550 uM e DAB 33 uM. A reagao foi iniciada pela adigao de
DAB.
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3.2.9. Efeito de Mersalil.

FRANKLIN & ESTABROOK (1971) verificaram
que mersalil e inibidor da atividade de NADPH-citocromo ¢ re
dutase, da atividade de NADPH-citocromo P-450 redutase e da
demetilacao de etilmorfina em microssomos de figado de rato.
50% da inibigdo das tres atividades citadas foi obtida quan;
do o meio de incubagao continha mersalil em concentragoes de

aproximadamente 25 nMoles/mg de proteina.

0 Ki do mersalil indenpendia das condi-

¢oes de reagao, ou seja, se a atividade da reagao de hidroxi

TABELA VI

Inibigao. da Azo-Redutase por Mersalil

MERSALIL ADICIONADO . » AZ0-REDUTASE

nMoles/mg DE PROTEINA "~ U/mg
0 2,2

5 - 1,9

10 ' 1,6

25 1,3

35 - 1,1
50 zero
70 " zero

A atividade azo-redutasica foi medida em Meio I nao contendo
DTT. -0 meio de reagao continha microssomos (2 mg/ml) em Meio
I .sem DTT, 500 uM NADP e um sistema gerador de NADPH. O0s wi
crossomos foram :incubados por 1 minuto com mersalil nas cont
céntracoes indicadas antes da adigcao de NADP. A Feagio foi
1niciajffpe1a adicao de DAB (33 uM).

d
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lagdo tinha sido estimulada por NADH, ou por um aumento da for

¢ca ionica do meio ou inibida por CO.

A Tabela VI apresenta os resultados da ini-

bigcao da azo-redutase por mersalil.

0s dados apresentados mostram uma inibigao
de 50% da azo-redutase por mersalil  em uma concentragdo de
35 nMoles/mg, proxima ao valor obtido por FRANKLIN & ESTABROOK
~(1971). 0s dados da Tabela VI mostram,da mesma forma que para
os autores citados, uma fase inicial resistente @ acao de mer’

salil.

Tamb&m foi verificado que ao t&rmino  da
reacdo da azo-redutase em presenca de mersalil (35 nMoles/mg)
o citocromo P-450 se encontrava 50% reduzido e a atividade de

NADPH-citocromo ¢ redutase estava 50% inibida.

3.2.10. Efeito de Anilina.

A Tabela VII apresenta‘os resultados da'dg

terminacao da azo-redutase em presenga de anilina.

A anilina @ hidroxilada a p-aminofenol por
microssomos numa reagao dependente de NADPH e oxigénio (OSHINO,
IMAT & SATO, 1966). 0 citocromo P-450 e considerado como im-
portante componente das oxidases de fﬁngio mista envolvidas na
hidroxilagio de esterdides e xenobidticos (ESTABROOK, COOPER
BOSENTHAL,. 1963; COOPER, LEVIN, NARASIMHULU, ROSENTHAL &
ESTABROOK, 1965).
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TABELA VII.

Azo-Redutase ém Presenca de Anilina

ANILINA ADICIONADA AO | AZO-REDUTASE
SISTEMA (uM) (U/mg)
0,0 | | 2,64
8,3 | 2,50
25,0 2,15

100,0 ' 2,15

A atividade azo-redutasica foi medida como em Metodos(2.3.5.1.).
0 meio de reagao continha: microssomos (2 mg/ml) em Meio II,NADPH
550 uM e DAB 33 uM. A reagao foi iniciada pela adigdao de DAB.

Como se pode observar pela inspegcao da Tabela
VII o maximo de inibigao obtido & de 18% com uma concentragdo de
anilina de 25 yM. Este valor ndo se altera mesmo quando esta
concentragdo 8 aumentada de quatro vézes. Nas condigbes do en-
.saio, no qual a concentracdo de NADPH nao 8 1imitantg para ém-.
bas as reacgdes, os resultados ndo revelam um padrao de inibigdo

competitiva.

3.3. Indugao da Atividade Azo-Redutdsica e Caracte

rizagao dos Produtos da Reagao.

A indugao das atividades enzimdticas dos sis-
temas responsaveis pela transformagdo de drogas, localizados nos
microssomos tem sido obtida por diversos autores quando animais

sao tratados com varias drogas, inseticidas e carcinogénicos e
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tem sido utilizada como uma arma para os estudos dos componen-

tes déste sistema (CONNEY, 1967).

0s estudos realizados por CONNEY, MILLER 8§
MILLER (1956) e por von der DECKEN & HULTIN (1960) mostram que
o tratamento dos ratos com 3-MC induz o aumento da ativida-
de das enzimas de microssomos de figado responsaveis pela redu

¢ao da ligagao azo de amino azo corantes.

3.3.1. Efeito do Tratamento com 3-MC.
A Tabela VIII mostra os resultados do trata
mento de ratos com 3-MC como descrito em Material e Metodos.Ko
ram-utilizados lotes de quatro animais recebendo o grupo con-

trole somente o diluente de 3-MC por via intraperitonial.

TABELA VIII

Efeito de Tratamento com 3-MC

RATOS TRATADOS

CONTROLES COM 3-MC
Azo-redutase (U/mg) 2,30 4,85
Citocromo P-450 (nMoles/mg)| 1,07 2,58
Citocromo b5 (nMoles/mg) _ 0,60 0,72
NADPH-citocromo c reduta§e ’
(U/ma) 0,106 - 0,07
NADH-citocromo ¢ redutase - .
(U/mg) 0,51 0,49

As atividades foram dosadas como em Métodos (2.3.5.). Os valo-
res apresentados representam o valor medio de trés experimen-
tos. Os valores individuais nao apresentaram uma variacao

maior que 15% do valor medio.
) ~
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Como se pode verificar pela inspecao da Ta-
bela VIII o aumento percentual da atividade azo-redutasica acom
panha o aumento do citocromo P-450. Nao houve indugao das ati-
vidades de NADPH e NADH-citocromo c redutase concordando com os

dados de von der DECKEN & HULTIN (1960).
3.3.2. Efeito do Tratamento com Fenobarbital.

A Tabela IX mostra os resultados obtidos pe

lo tratamento de ratos com PB como descrito em Material e Meto-

TABELA IX

Efeito do Tratamento com PB

DIAS DE AZ0- NADPH- NADH- CIT. b5 CIT. P-450
TRATAMENTO REDUTASE CIT. ¢ CIT. ¢ (nMoles/mg) (nMoles/mg)
(U/mg) RED. RED.

(U/mg) (U/mg)

0 2,22 0,082 0,42 0,56 - 0,88
) Contrdles 2,78 0,108 0,55 0,59 1,23
Tratados 2,80 0,131 0,50 0,55 1,94
4<iContr61es 2,50 0,101 0,59 0,59 1,20
" \Tratados 2,50 0,143 0,55 0,68 2,25
] Controles 2,38 0,098 0,55 0,52 1,18
Tratados 3,06 0,168 0,46 0,90 2,65
. Contrdles 2,34 0,094 0,57 0,60 1,22
Tratados 2,23 0,195 0,50 0,97 2,80

CIT. = citocromo; RED. = redutase

As atividades foram medidas como descrito em Metodos (2.3.5.).
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dos. Como se pode observar pelo tratamento com PB ha um
aumento do citocromo P-450 e da atividade de NADPH-c1itocromo
¢ redutase ndo acompanhado pelo aumento da atividade azo-re-

dutdsica.

0 aumento observado nos niveis de citocrg
mo b5 parece corresponder.i proliferacao do retculo endoplas

mStico (KURTYAMA, OMURA, SIEKEVITZ & PALADE, 1969).

. Controles feitos por microscopia eletrdni-
ca e a comparagao do peso médio dos figados de ratos tratados
(com 6 dias de tratamento; 7,9 g de figado por 100 g de péso
corporeo para o lote de ratos tratados contra 6,1 g de f?gaQ
do por 100 g de pésoc corpdreo para o lote dos ratos contrdle)

corroboram os dados dos autores citados.

Estes mesmos autores verificaram por estu
dos da vida média dos componentes do retfculo endoplasmati-
co que o aumento de citocromo by se deve d diminuigao da ve-
locidade de degradacgdo deéste citocromo durante o tratamento

com PB.
3.3.3. Efeito do Tratamento com DAB.

A Tabela X mostra os resultados dos trata
mentos de dois lotes de ratos com DAB na dieta por 18 e 33

dias como descrito em Material e Métodos.
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TABELA X

Efeito do Tratamento com DAB

18 DIAS 33 DIAS
NORMAIS TRATADOS NORMAIS TRATADOS

Azo-redutase . é . ]25 ) a2 s o6z
(U/mg) , 1 : :
NADPH-éitocromo c
redutase (U/mg) 0,075 0,052 0,067 0,056
NADH-citocromo ¢
redutase (U/mg) 0,48 0,49 0,56 0,55
Consumo de NADPH
(nMoles/min/mg) 2,21 2,02 1,13 1,16
Citocromo P-~-450 .
(nMoles/mg) 1,00 1,08 0,94 1,22
Citocromo b5 ‘
(nMoles/mg) 0,55 0,70 0,63 0,83

0 consumo de NADPH pelos microssomos em presenca de oxigenio do
ar foi medido pelo decr&scimo da absorbancia a 340 nm
(BERGMEYER, 1963). 0 meio de reag&o continha microssomos
(2 mg/ml) em Meio II e NADPH 183 uM. Temperatura 37%C. As de
mais atividades foram dosadas como em Mgtodos (2.3.5.) O nilime-
ro de dias refere-se ao periodo de tratamento com DAB, mistura-
do a dieta (0,6% p/p).
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0s dados de WADA, HIGASHI, ICHIKAWA, TADA &
SAKAMOTO (1964) e os de NOBREGA (1965), indicam que hd um au-
mento dos niveis de citocromo b5 pelo tratamento oraT com DAB.
0s resultados apresentados confirmam éste dado. Com 18 dias
de tratamento o nivel do citocromo'bs'em ratos tratados & 1,25

vézes maior que nos controles e com 33 dias 1,35 vezes.

Entretanto, os contrdles feitos com micros-
copia eletronica juntamente com o aumenfo do peso medio dos {i
gados dos ratos tratados indicam que tal aumenio se deve a uma
proliferagdo do reticulo endoplasmatico. Com 33 dias de trata
mento o peso medio dos ngados dos ratos tratados foi. de
10 g/100 g de péso norpﬁred contra 5,5 g/100 g para 05 contrd=

les.

Pelo tratamento oral com DAB ha um nTtido
efeito de inibicdo da atividade azo-redutasica, entretanto, o
consumo de NADPH pelo microssomos manteve-se inalterado.0s nie

veis das demais atividades ndo apresentaram variacbes de monta.

3.3.4, Ani]fsé‘éos‘Produfos de Reagdo.

| A deponstrag¥o dos produtos reagio de re

duglo da ligagao-azo do- DAB, empregando<se cromatografia em ca
mada fina, foi executada com dois objetivos:

(a) a combfovagio de que realmente o método emprega-«

do para a determinagao da atividade azo-redutdsica (decr@scﬁmb

_da‘absorbéngia_a 415 nm) refletié'a reducao do DAB com a furmg

¢ao de aminas primarias ou seus derivados;
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(b) a comprovagao pelo uso de anilina, cuja hidroxi-
lagao foi amplamente demonstrada na literatura (PETERS & FOUTS,
1970; HOLTZMAN, GRAM,GIGON & GILLETTE, 1968; GILLETTE, 1966),
que o sistema das oxidéses de fungao mista dos microssomos era

ativo nas preparacoes em que a azo-redutase era ativa.

As Figuras 4 e 5 mostram o resultado tipico
de cromatografias em presenca de oxigénio do ar (Fig. 4) ou em

presenca de CO saturante (Fig. 5).
3.3.5. Hidroxilagao de Anilina.

Também com o objetivo de verificar a ativida

de do sistema responsavel pela hidroxilagao de drogas em micros

TABELA XI

Hidroxilacao de Anilina

EXPERIMENTOS N© CONTROLES 3-MC . DAB PB
1 16,2 25,2 7,45 19,4
2 13,1 23,4 7,8 18,7
3 16,1 28,6 6,95 20,8

Citocromo P-450

nMoles/mg) 0,94 2,58 1,22 2,65

As atividades de hidroxilagcao de anilina por microssomos foram
determinadas como descrito em M@todos. As atividades sao ex-
pressas em nMoles de PAF formado/30 min/mg de proteina. 0 meio
de reacao continha microssomos (5 mg), NADP 500 uM e sistema
gerador de NADPH como descrito em Métodos; anilina 10 uMoles e
tampao fosfato 0,1 M pH 7,4 g.s,p. 2,5 ml. A reagao foi 1ini-
ciada pela adigao de anilina.
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A incubagao, extragao e cromatografia dos produ<
tos da reducao do DAB e da hidroxilacao de anidli
na foram feitas como descrito em M&todos. 0s nU
Meros ao lado direito de cada mancha indicam oF%
valores dos Rfs, A fase gasosa foi oxigenio do

ar,

(1) DAB 10 nMoles; (2) PPDA 25 nMoles; (3) PAF
25 nMoles; (4) Anilina 50 nMoles; (5) mistura de
padroes: DAB 10 nMoles, PPDA 25 nMoles PAF 25
nMoles e anilina 50 nMoles; (6)'Contr6fe IT - ao
meio de reagao foi adicionada a mistura de pa-
droes (como_em 5) apds a paralisagao da reacdo -
10u1 de residuo da extracao; (7) Amostra - mi-
crossomos_incubados com DAB - 10 ul do residuo
da extracao; (8) Controle I « microssomos incuba
dos com anilina sem sistema gerador de NADPH +
10 u1 do resTduo da extracao; (9) Amostra - mi-
crossomos incubados com anilina - 10 ul do res7e
duo de extracao;  (10) Controle I - microssomos
incubados com DAB sem sistema gerador de NADPH -
10 1 do residuo da extracao.
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A~ incubagao, _extragdo e cromatografia dos pro-
dutos da reducao do DAB e da hidroxilagao de ani
Tina foram feitas como descrito em Metodos.Os ng
meros ao lado direito de cada mancha indicam oS
valores dos Rfs. A fase gasosa foi CO com o meio
de reagao saturado com CO.

(1) DAB 10 nMoles; (2) PPDA 25 nMoles; (3) PAF
25 nMoles; (4) Anilina 50 nMoles; (5) Mistura de
padroes: DAB 10 nMoles, PPDA 25 nMoles, PAF 25

nMoles e anilina 50 nMoles; (6) Controle II - ao
meio de reagao foi adicionada a mistura de pa-
droes (como em 5) apGs a paralisacao da reagao -
10 41 de resTduo da extragao; (7) Amostra - mi-
crossomos incubados com DAB - 10 41 do resTduo da
extracao; (8) Contrdle I - microssomos incubados
com anilina sem sistema gerador de NADPH - 10 pl
do residuo da extracao; (9) Amostra ~ microsso-

mos incubados com anilina « 10 ul do residuo de
extracao; (10) Contrdle I - microssomos incuba-

dos com DAB sem sistema gerador de NADPH - 10 pl

do residuo da extracao.
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somos, foram determinadas as atividades de hidroxilagao de ani
lina em microssomos obtidos de figados de ratos normais e tra-
tados com PB (6 dias), 3.MC (4 dias) e DAB (18 dias). O0s re-

sultados sao apresentados na Tabela XI.

A inspecao da Tabela XI mostra a existen-
cia de atividade de oxidase de fungao mista nos microssomos nor
mais e tratados e que esta atividade e induzida pelo tratamene

to com 3-MC ou PB, sendo inibida pelo tratamento com DAB.

Apesar da indugao existente com PB o efei

to mais evidente & com 3-MC, o que seria de esperar uma vez que
a anilina & um substrato do tipo Il e o tratamento com 3-MC in

duz' a sTntese de citocromo P-450 tipo Il (JEFCOATE & GAYLOR,
1969).

3.4, Espéctros Absolutos do Citocromo P-450,

As Figuras 6, 7, 8 e 9 mostram os espec-
tros absolutos do citocromo P-450 obtidos usando-se subpart?cg
las de microssomos preparados pelo tratamento com Nagarse como

descrito em Metodos (2.3.6.).

0s resultados obtidos confirmam os dados
apresentados por NISHIBAYASHI & SATO (1968) para o espectro do
citocromo P-450 obtido com subpartTculas de microssomos trata-
dos com Nagarse, preparados de figados de ratos prée-tratados

com PB.
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Fig.

6

COMPRIMENTO DE ONDA"
(nm)

Espectro de citocromo P-450 obtido com subpar-
ticulas de microssomos obtidos de ratos nor-
mais como descrito em Métodos.Proteina 2 mg/ml
(=——) oxidado, (---) reduzido, (-:--- ) reduzi
do tratado com CO. -
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Fig.

COMPRIMENTO DE ONDA
{nm)

Espectro de citocromo P-450 obtido com par
ticulas de microssomos obtidos de figado¥
de ratos pre-tratados com PB. Proteina 2
mg/ml (——) oxidado, (---) reduzido, (=+-)
reduzido tratado com C0.
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COMPRIMENTO DE ONDA
{nm)

Fig. 8 - Espectro do citocromo P-450 obtido com partd
culas de_microssomos obtidos de figados dF
ratos pré-tratados com 3-MC. Protelna 2 mg/m1
(—) oxidado, (---) reduzido, (=== ) redu-
zido tratado com CO.
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COMPRIMENTO DE ONDA
(nm}

Espectro do citocromo P«450 obtido com particu-
las de microssomos obtidos de figado de ratos
pré-tratados com DAB. Proteina 2 mg/ml (—_)oxi
dado,(--+) reduzido, (----~ ) reduzido tratado
com CO.
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Tambem sao confirmados os vresultados de
JEFCOATE & GAYLOR (1969) para os espectros do citocromo  P-450
obtido§ com subparticulas de microssomos, quer tratados com Lu-
brol quer tratados com Nagarse, preparados de figados de ratos

~pré-tratados com PB e com 3-MC.

- E interessante observar que o espectro do
citocromo P-450 obtido com subparticulas de microssomos de.ngi
dos de ratos pre-tratados com DAB apresenta as mesmas caracte-

risticas daquele obtido a partir do pré-tratamento com PB.

Os espectros apresentados representam re-
sultados .tipicos de experimentos executados em triplicata e

confirmados em cada caso em duas preparacoes diferentes.
3.5.. Fracionamento dos Microssomos.

“Com o objetivo de obter uma fragdo  de mi-~
crossomos que contivesse a atividade azo-redutdasica e que permi
tisse a separagao :de seus componentes e sua  identificacao, foi

tentado o fracionamento dos microssomos.

0s resultados foram todos negativos demons

trando a grande labilidade do sistema da aza-redutase.
3.5.1. Fracionamento dos Microssomos com DOC.

A Tabela XII apresenta um resultado tTpi-
co do  tratamento de microssomos com DOC descrito.em Méto-
dos (2.3.2.). O experimento foi realizado por tres vEézes com

coincidencia de resultados,
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- FABELA XII

Fracionamento dos Microssomos com DOC

MICROSSOMOS ~ SOBR.  PPT.  SOBR. + PPT.
Azo-redutase
U/mg 4,86 0,0 0,0 0,0
NADPH-citocromo ¢
redutase (_U/mg ) 0,073 03047 03025 -
Citocromo P-450
‘nMoles/mg ' 1,04 0,29 0,62 -
Citocromo b5
nMoles/mg 0,62 0,57 0,10 -

SOBR. = sobrenadante; PPT. = precipitado

0 fracionamento dos microssomos'e a .medida das atividades enzi
maticas foi feito como descrito em Metodos (2.3.2.e 2,3.5.).

LU, JUNK & COON (1969) referiram que o 50~
brenadante obtido qpﬁs 0 tratamento dos microssomos com DOC con -
tinha de 30 a 50% da atividade de m—hidroxi]ag&o de acidos gra-
xos originalmente presente nos microssomos. Este sobrenadante
podia ser separado (por cromatografia em DEAEFce1ulose) em tres
componentes: NADPH-citocromo c rédutase, citocromo P-450 e wuma
fracao termoestiavel de natureza lipidica. Pe]a;combinagﬁo des-
tas 3 fracoes recompunha-se a ativ{dade de hidroxilagao de aci-

dos graxos que nenhuma das trées fracoes isoladas apresentava.



-78-

Entretanto, aplicando o mesmo método de frg
cionamento, nao se recupera a atividade azo-redutasica no sobre
nadante dos microssomos tratados com DOC. A adigao de 17pides
totais de microssomos preparados como em Méfodos (2.3.9.) :tame
bem nao faz recuperar a atividade perdida pelo tratamento com
pDoc, quer no sobrenadante, quer no precipitado (resTduo de mi-

Crossomos).

3.5.2, Fracionamento dos Microssomos com Nagarse.

. Microssomos foram tratados - com Nagarse de
acordo. com o que foi descrito em Métodos (2.3w3.).A Tabela XIII

apresenta um resultado tipico déste experimento.

TABELA XIII

Fracienamento dos Microssomos com Nagarse

MICROSSOMOS

"MICROSSOMOS SOBR. PPT.
APDS NAGARSE

Azo~redutase

(U/mg) 2,84 - 0,0 | Q,o 0,0
NADPH-citocromoc | - _

redutase (U/mg) 0,065 0,043 0,045 0,097
Citocromo P-45Q ' '

(nMoTles/mg) - 1,08 0,55 0,0 0,42
~Gitocromo b, ' '

(nMoles/mg)° 0,55 0,54 0,44 0,05

SOBR. = sobrenadante, PPT. = precipitado
0 fracionamento com Nagarse e as medidas das atividades enzima-
ticas foram feitos como descrita em M&todos (2.3.3. e 2.3.5.).
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3.5.3. Fracionamento dos Microssomos com Lipase.

Microssomos suspensos em Meio Il foram tra

tados com lipase, bruta, como descrito em Métodos (2.3.4.).

A Tabela XIV apresenta os resultados déste

tratamento,

O0s sobrenadantes obtidos apds.o tratamehto
com lipase, adicionados de 1ipides totais de microssomos (2 mg
de proteTna com 10 mg de 17pides) também nao recuperaram a ati

vidade azoe-redutdsica.

Sobrenadante de microssomos (8 ml) trata-
dos com lipase contendo 49 mg de proteina e NADPH-citocromo ¢
redutase 0,118-U/mg foram liofilizados para reduzir o volume
e dialisados para reduzir a concentragao de glicerol contra
Mefo Il sem glicerol. Foram obtidos 1,5 ml de solucao conten-
do 38,0 mg de proteina e NADPH-citocromo ¢ redutase 0,098 U/mg
(3,7 U totais). Esta solugao foi incubada com DAB 100 nMoles
e sistema gerador de NADPH num volume f{nal de 3 ml como des-
crito em Métodos (2.3.5.1.),e nEb apresentou atividade azo-re-
dutdsica num ensaio em que o tempo de incubagao a 37°C foi de

30 minutos.

Este experimento foi feito .em duplicata com
sobrenadante, apos tratamento com lipase de microssomos de tres

preparacoes diferentes.
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4. DISCUSSAO

Uma grande variedade-de-azo—coranfes e cli-
vada reditivamente "in vivo" levando 3 formagio de aminas pri-
marias aromaticas. Alguns exehp]os' classicos déste tipo de
via metabdlica foram descobertos por TREFONEL, TREFONEL,NIfTI
& BOVET (1935) mostrando que prontosil & reduzido formando
~sulfanilamida, que azobenzeno - -(ELSON & WARREN, 1944) e DAB
(STEVENSON;.DOBRINER & RHOADS, 1942) sao reduiidos dando ori-
gem a anilina e p-fenilenodiamina no primeiro caso e a anilina

e N:N-dimeti]—p—fenilenodiamina no segundo.

Seria, entretanto,.incorrer em erro -supor
que todos ‘0s azo-corqﬁteﬁ ;sofremv.redyc50' no organismo.
GILLETTE (]966):c1ta:eXemplos'de azo-corantes que nao sao meta
bolizados atraQés da redugao;da ligagao -azo, como a tartrazina,
corante usado correntemente para Co1orir'pr6dutos ‘alimentd-
cios e que nao sofre clivagem duando administrada a ratos por
via intraperitonial. Apds administracao oral, entretanto, ob«
serva-se a excregao dos produtos da clivagem redutiva da liga-
¢do azo, mas foi sugerido que esta reducao seria devida a agdo
de azo-redutases das bactérias presentes no trato digestivo

(GILLETTE, 1966).
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Usandd homogenatos de figado, foi demonstrg'
da a existeéncia de um sistema enzimatico,dependente de NADPH,
que reduz a ligagao .azo do DAB (MUELLER & MILLER; 1956), do
prontosil e do aiobenzeno (FOUTS, KAMM & BRODIE, 1957).

Embora, FOUTS, KAMM & BRODIE (1957) tenham
indicado que éste sistema se localiza na fragao solivel do ¢i-
toplasma, hoje estd estabelecido que &le se Jocaliza no reticu-

1o endoplasmatico (GILLETTE, 1966).

FOUTS, KAMM & BRODIE (1957) verificaram -a
presenca da atividade azo-redutdsica em outros orgdos além do

figado como no rim e pulmao, mas em menores quantidades.

Em microssomos de f7gado de rato, o sistes
ma da azo-redutase & completamente dependente de NADPH (Tabela
._ II), o que esta de acordo com os dados de WU & SMUCKLER (1969)e.
os de HERNANDEZ, GILLETTE & MAZEL (1967).

A adigEobdo sobrenadante obtido apds a pre-
cipitagdo dos microssomos a 105.000xg nao apresenta nenﬁum
efeito estimulatorio sobre a atividade azo-redutdasica como se
verifica na Tabela II. Entretanto, HERNANDEZ, GILLETTE &
MAZEL (1967) usando neoprontosil como -substrato verificaram -que
a adigdo do sobrenadante fervido, dobrava a atividade azo-FedutE
sica, e concluiram que no sobrenadante existe um.fator ndo iden

ficado necessirio para se obter a atividade otima. Porém éstes
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mesmos autores verificaram que a adigdo de EDTA.para uma concen

-3 M, apresentava o mesmo efeito, o que indi

tragao final de 10
ca a presenga de tracos de metais pesados contaminando o  meio

de reagao e inibindo a atividade azo-redutasica.

Por outro lado, a presenga de um fator des
conhecido no sobrenadante fervido, como foi indicado por HERNAN
DEZ, GILLETTE & MAZEL (1967), nos parece muito duvidosa,pois no
processo de preparacdo dos microssomos, o tampao usado contem -
EDTA 10 3M e, portanto, o sobrenadante obt1do apos a precipita-
¢dao dos microssomos a 105.000xg também contera EDTA. O efeito
estimulatdrio obtido por €sses autores com sobrenadante fervido,
leva @ conclusdo de que o fator descolhecido & o praprio EDTA,
e que o efeito observado ndo reflete uma estimulagao da-ativida

de azo-redutdsica e sim protegdo contra uma inibigao por metais.

A verificacdo de que a adigao de citocromo
b5 ao meio de reagdo ndao estimula a azb—redufase\(Tabe]a.II),
nao significa necessariamente que o citocromo bg nao participe
do sistema. 0 citocromo b5 usado foi preparado a pahtir de f1-
gados de rato usande o método descrito por NOBREGA, ARAUJO,
PASETTO & RAW (1969), em que o c1tocromo so]ub111zado represen-
ta a porgdo da molécula resistente ao- tratamento com’ tr1psina,
denominada por STRITTMATTER & 0ZOLS (1966),.de heme- pept1d10 cen

tral.
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SATO, NISHIBAYASHI & ITO (1969) mostraram
que, usando detergentes, o éitocromofb5 podia sér isolado sem
quebra de ligagoes peptidicas, e que é&ste citocromo exi-
bia propriedades fisico-quimicas bem diferentes das do heme~

peptidio central.

| 0 citocromo b5 obtido por solubilizagao
com detergentes & insolivel em'égua, pelo fato de conter fos-
folipides associados, e uma vez libertado das 17pides por tra
tamento com acétona tende a formar polimeros cujo péso molecu
lar foi estimado em tdrno de 120.000 ~ (SATO, NISHIBAYASHI &
170, 1969), enquanto o heme-peptidio central do citocfomo bg
tem um peso molecular estimado em torno de 13.000 (NOBREGA,

ARAUJO, PASETTO & RAUW, 1969).

Interessante 8 notar que o. potencial -de
redox do citocromo b5 obtido por solubilizacdo com detergen-
tes (forma monomé&rica, apds rémocio de fosfolipides, péso mo-
lecular estimado  25.000) nao difere praticamente do valor en-‘
contrado para o citocromovb5 solubilizado por fratamento dos

microssomos com tripsina'(SATO, NISHIBAYASHI & ITO, 1969).

_'VELICK & STRITTMATTER (1956) determinaram
o potencial de redox do citocromo by por varios metodos, en-
contrando um valor de + 0,02 volt-a pH 7,0, o que e mais de
0,1 volt maior que 0 valor referido para esse citocromo quan-
do Tigado aos microssomos (STRITTMATTER &  BALL, 1952 e
YOSHIKAWA, 1951).
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'VELICK'& STRITTMATTER (1956) sugerem que es-
ta diferenga encontrada nos valores do potencial de redox do
citocromo bg podé ser devida a uma interagdo dé&sse citocromo

com algum componente de microssomos.

Em vista dos dados apontados acima e consi
derando o trabalho em que HILDEBRANDT & ESTABROOK. (1971) apre-
sentam uma sé@rie de evidéncias da participacgdo do citoéromo be
juntamente com o citocromo-P-450 em reagoes de hidroxilagao de
drogas, os‘nossos,resu]tadbs'(Tabela-II), qUETnSO-pevelam' uma
estimulacdo da atividade azo-redutdsica em presenca de citocro

mo bg, nao afastam completamente a possibilidade de que @sse.

citocromo participe do sistema da azosredutase.

A evidéncié'definit1va da participacao ou
ndo do citocromo. by na atividade azo-redutasica sb poderS'-sér
obtida quando €sse sistema for kesolvido nas suas especies mo-
leculares, o que“pérmitiri a recomposicio_da atividade azo-re-

dutasica. .

A inibi¢do de uma sd@rie de reagdes dependen
tes de NADPH por CO tem sido utilizada como  indicacao da par-

ticipagdo db citocromo.P-450 nestas reagdes.

Reagbes de hidroxilagao como a hidroxilagao
de anilina e de -hexobarbital sao inibidas por CO (GILLETTE, .
1966). ESTABROOK, COOPER & ROSENTHAL (1963) demonstraram, ' de

maneira elegante, que a inibigdo da hidroxilagdo de esterdides
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por CO pode ser revertida pela agEo-fotoquTmica de Tuz monocro-

mEtica'de comprimento de onda de 450 nm.

GILLETTE & GRAM (1969) mostraram que a ‘imi
bicao da atividade azo-redutdasica por CO & de apenas 35%, usan-
do prontosil como substrato. HERNANDEZ, MAZEL & GILLETTE (1967)
mostraram que apenas a atividade azo-redutasica, cujo aumento
era induzido por pre-tratamento dos ratos com PB,. era inibi-
da por CO. Os mesmos autores mostraram que a azo-redutase,cujo

aumento era induzido por 3-MC, nao era inibida por CO.

A atividade.azo-redutadsica dos microsso-
mos,. usando DAB como substrato,'mostrodesercomp]gtamente insen-
sivel 3 acdo de CO, em condigoes de saturagao do‘meio de reacao
por CO (Tabela III). Mesmo em anaerobiose, em . que o efeito cam
plexante do CO passa a nao depender da relagao CO/OZ(ESTABROOK,
COOPER & ROSENTHAL, 1963 e OMURA, SATO, COOPER, ROSENTHAL
& ESTABROOK, 1965), a atiyidade azo-redutasica mostrou-se come-
p]etamenfe insens?ve] a agao de CO. Entretanto, KIESE (1965)
mdstrou que CO nido inibe a.N-hidroxilagdo de anilina e GILLETTE
(1966)refere que a sulfo-oxidagao de diamino-difenil sulfeto

ndao & inibida por CO.

A constatagao de que a atividade azo-redu
tasica (usando‘DAB como substrato) nao & inibida por CO ndo ex
clui necessiriamente a participacao do citocromo P<450 nesta

reacao.



Condiserando-se os dados obtidos por
HERNANDEZ, GILLETTE & MAZEL (1967) (usando neoprontosil como
substrato) e comparando-os com os dados obtidos quando usamos

DAB, uma série de diferengas podem ser apontadas.

0 DAB n3o & reduzido nao enzimaticamente
por NADPH e nem por NADH. Entretanto, quando se verificam os
resultados desses autores,,pdde-se constatar uma .redugao nao
enzimdtica do neoprontosil por NADPH, que chega até a 20% da
atividade azo-redutdsica total. Tamb&n deve-se notar que
HERNANDEZ, MAZEL & GILLETTE (1967) relatam a redugcao de neo-~
prontosil por NADH em presenca de NADH-citbcromo b5 redutase,

em presenca ou ausencia de citocromo b5.

Ora, esse efeito, quando considerado-juntg
mente com a constatacao de que a atividade azo-redutasica des
crita por esses autores pode ser solubilizada de microssomos,
pela incubagao com lipase,e purificada, atividade. essa que os.
autores identificaram como sendo a NADPH-citocromo ¢ redqtase,
sugere que a reducao de neoprontosil seja uma reagao 1nespeei
fica, mormente quando se considera‘o valor de Kmap de 4mM ob=
tido por estes autores. O Kmap para a reducao de DAB por mie
crossomos foi de 19,4 QM (Fig. 2), que e cerca de duzentas VE

zes menor que-o valor citado.

Por outro lado, a inexistencia de efeito
sobre a azo-redutase da. adigao de pirofosfato ao meio. de rea

¢ao, nao so sugere que a atividade pirofosfatdasica de nossas
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preparagoes era baixa, bem como que a inibigcao observada na re
ducdo do citocromo b5 dos microssomos em presenca de pirofosfa
to corresponde ao dado de STRITTMATTER & VELICK (1957) que
mostram cue a NADH-citocromo b5 redutase & inibida por pirofos

fato.

Essa inibigao sugere que a atividade azo-

redutasica nao seja dependente de NADH-citocromo b5 redutase.

Considerando a inibigcao da azo-redutase
por KCN (Tabela V), a possibilidade de que essa atividade nos
microssomos possa depender exclusivamente de NADPH=citocromo c
redutase como foi sugerido por HERNANDEZ, GILLETTE & MAZEL
(1967) tem que ser posta em dilvida. Prova isso o experimento
realizado com sobrenadante de microssomos tratados com lipase
contendo 3,7 U de.NADPH—citoCromo c redutase(Resultados 3.5.3.),
que mostra que a atividade azowvredutasica, usando DAB como subs
trato, nao pode depender exclusivamente dessa enzima,. Entretan
to, HERNANDEZ, GILLETTE & MAZEL (1967). haviam indicado a NADPH-
citocromo c redutase como uma das enzimas responsaveis pela ati
vidade azo-redutasica. So podemos atribuir as discrepancias éﬂ
tre os resultados desses autores e oS nossos aos diferentes subs

tratosutilizados.

Como se pode verificar pela Tabela V h8 uma
inibigao da atividade azo=xredutdasica de 50% .para ‘1 mM KCN e - de
90% para 3 mM KCN.



~-89-

PHILLIPS & LANGDON (1962) e WILLIAMS & KAMIN
(1962) mostraram que a NADPH-citocromo c redutase nao e inibi-
&a por KCN o que confirmamos em nossas preparagoes, nao so do-
sando a atividade NADPH-citocromo ¢ redutasica em preseﬁga de
KCN (vide Metodos), bem como pela verificacao de que nao havia
inibigao dessa atividade no ensaio em que a atividade azo-rédg

tasica estava inibida por KCN.

Portanto, o efeito da adigao de KCN, bloquean
do a atividade azo-redutasica, deve ser em algum ponto da via
de transporte de eletrons posterior @ NADPH-citocromo ¢ reduta

se,

OSHINO, IMAI & SATO (1966), comparando a des
saturacao de acidos graxos com a hidroxilagcao de anilina, veri

ficaram uma serie de dados muito interessantes:

(a) a hidroxilacao de ani]fna e dependente de NADPH
e o citocromo P-450 certamente esta envolvido nessa reagao pois
ela é inibida por CO e por isocianeto de etila. A hidroxilagao
de anilina nao € inibida por KCN. Pelo uso de um anti<55ro pre
parado contra a NADPH-citocromo ¢ redutase de microssomos de ra
to foi possivel inibir a reacao de hidroxilagao de anilina nese
ses microssomos (OMURA, 1969), evfdencfando a participacdo des-

sa enzima na reagao.

(b) a dessaturacgao de estearil-CoA & dependente de
NADH ou de NADPH indiferentemente; nao e inibida por CO gquer
com NADH ou com NADPH como doadores de elétrons e o mesmo acon-

tece com isocianeto de etila.



(c) comparando o efeito inibidor de-menadiona sobre
a dessaturacao dependente de NADPH com o efeito inibidor sobre
a hidroxilacao de anilina, os autores concluem que a mesma fla
voproteina especifica para NADPH age em ambos os casos. Ja na
dessaturacdo dependente de NADH o efeito inibidor da menadiona

e insignificante.

(d) ambas as reagoes de dessaturagao, tanto a depen
dente de NADH como a de NADPH, sao completamente inibidas por

cianeto na concentracao de 1 mM.

Em face dos fatds acima expostos OSHINO,IMAI
& SATO (1966) concluiram que a dessaturacao de acidos graxos &
um processo dependente de NADH ou NADPH, com consumo de oxige-
nio e que provavelmente nao depende de citocromo P-450, postu-

lando a existencia de um fator sensivel.a cianeto.

HOLLOWAY & WAKIL (1970) verificaram que a
dessaturacao de estearil-CoA, dependente de NADH, podia ser SO
" lubilizada pelo uso de DOC e demonstraram que essa via era com
posta pela NADH~citocromo b5 redutase, pelo citocromo b5 e pe-
la enzima "dessaturase", que pfovSve]mente continha o fator sen

sivel a cianeto de OSHINO, IMAI & SATO (1966).

Porem GAYLOR, MOIR, SEIFREID,JEFCOATE(1970)
isolaram de microssomos de figado de ratos uma proteTna que cha
maram de proteina de 1igagao com cianeto que pelas caracterTs-

ticas espectrais assemelha<se ao citocromo P-450.
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Foi possivel a éestes autores separarem essa
proteina dos citocromos b5 e P-450 por tratamento com Nagarse
e so]ubi]izag&d com DOC, a qual exibia uma constante de asso-

ciagdo com cianeto de 0,5 mM. -

Pelo ensaio das atividades de metil-esterol
oxidase e de estearil-CoA dessaturase (ambas inibidas por .cia
neto) foi possivel a estes autores indicar uma correlagao en-
tre o fator sensivel a cianeto e a proteina de ligagao com cia

neto.

Infelizmente, como referem os autores, esta
proteina exibe uma extrema labilidade, tendo uma vida media(me

dida espectralmente) de cerca de 3 horas,

O0s fatos apontados acima apresentam uma se-
rie de semelhangas com os dados obtidos para a azo-redutase de

microssomos de figado.

A azo-redutase & inibida por cianeto em cen
centracoes similares as repoktadas para a dessaturacao de es-
tearil-CoA e nio & inibida por mondxido de carbono, exibindo
também uma extrema labilidade comprovada nos tratamentos com

DOC, lipase ou Nagarse.

A estequiometria da reagao de redqgio da 1i
gacdo azo do DAB revelou uma relacao de 3 para 1 entre o NADPH

consumido e DAB reduzido (Tabela IV).
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Teoricamente o esperado para reduzir a liga
¢ao azo seria uma relagao de 2 para 1. Duas sao as possibili-

dades para explicar este resultado:

(a) apenas 2 NADPH seriam utilizados na reagao de

redu¢do do DAB. e o outro seria gasto em reagoes desconhecidas;

(b) apesar das medidas terem sido feitas em anaero-
biose, as reacoes de hidroxilacao da anilina formada e de deme-
tilacao do DAB podem ter ocorrido simultaneamente, 1levando a
um aumento do NADPH consumido, .o que e muito pouco provavel por
que em vista dessa possibilidade as condigdoes de anaerobiose fo

ram rigorosamente controladas.

Nossos resultados nao permitem saber qual
o destino do par de el@trons excedente. ‘B interessante lem-
brar, entretanto, que COHEN & ESTABROOK (1971) esfudando a de-
metilacao de aminopirina encontraram uma estequiometria igual
mente discrebante e comprovaram a participacao do citocromobg
nas reacoes de oxidagao de fungao mista como aceptor dos -ele-
trons excedentes na estequiometria da reagiq(COHEN & ESTABROOK,
1971a e 1971b; HILDEBRANDT &»ESTABROOK, 1971).

A analise do efeito da temperatura sobre a
reacao da azo-redutase mostra que ha uma temperatura de transi
¢do em torno de 22°C, havendo uma variagdo considerd@vel na ener

gia de ativacao do sistema acima desta temperatura.’Trataﬁdo-se

de um sistema complexo como o que & estudado,nio s6 do ponto de



-93-

vista estrutural como pela falta de conhecimento exato dos: seus
constituintes, fica realmente dificil interpretar possiveis.al-
teracoes conformacionais face a um niimero desconhecido de varid

veis existentes.

A inibicao por mersalil da atividade azo-re-
dutasica sugere a existencia de grupos SH na reagao. 0 valor
obtido para 50% de inibigéo e proximo do valor obtido
por FRANKLIN & ESfABROOK (1971) para a reacao de demetilagao de
etilmorfina. A verificagdo de que a redugao do citocromo P-45Q
ao término da reagao da azo<redutase (em presenca de 35 nMoles
de mersalil por mg de proteina) tambem estava 50% inibida, en~
quanto a reducao do citocromo b5 estaria 50% inibida em concen-
tragoes superiores (42 nMoles/ml -FRANKLIN & ESTABROOK, 1971)su
gefe a participagao do citocromo P-450, entendido como uma . ou

mais formas desse citocromo na reagdao da azoxredutase.

A inibigao da atividade azo-redutdsica por
anilina nd3o revelou um padrao de inibicao competitiva, o que se
ria de se esperar se o mesmo citocromo P-450 estivesse envolvi-
do na reacgao. Na possibilidade. .de tal hipotese ser uma realida
de esta discrepancia fica esclarecida quando se compara o Kmap
para a hidroxilagao da anilina, 40 uM, (SCHENCKMAN, BALL &

ESTABROOK, 1967) com o Km,  para a redugdo do DAB, 19,4 uM.,

0 resultado mais sugestivo para a participa-
¢ao do citocromo P-450 na atividade azo-redutasica foi obtido

‘apés o tratamento dos ratos com 3-MC indicando uma inducdo da
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-ativida&e azo-redutasica paralela a indugao do citocromo P-450"
(Tabela VIII). Esses resultados ampliam os de CONNEY, MILLER
& MILLER (1956) e os de von der DECKEN & HULTIN (1960), que ve
rificaram um auhento da atividade azo-redutasica em microssomos

pelo tratamento de ratos com 3-MC.

Verficarse pelos espectros obtidos com sub-
partfculas de microssomos que © citocromo P-450 induzido pe«
lo tratamento com 3-MC (Fig. 8) corresponde ao citocromo P-450
tipo II (JEFCOATE & GAYLOR, 1969). Isto sugere fortemente a pas
sibilidade de que a atividade azoxredutdsica dependa desta for

ma de citocromo P-450.

Os resu]tadoé‘ obfidos, quando foi medida a
reacdo de hidroxilacao de anilina, tipicamente um subsfrato
do tipo II, obtendo-se a ma@xima atividade de hidroxilacgado com
microssomos de f?gadqs de ratos tratados com 3-MC (Tabela XI),
vém reforcar essa indiqacio. Ao mesmo tempo, se considerados
juntamente com os resultados da cromatografia dos produtos das
reagoes de.azo—reddgio e hidroxilagao de anilina, veém mostrar
que o citocromo P-450 era funcionalmente ativo em nossas brepg

ragoes.

| 0 tratdmento dos animais com PB, qu induz
um aumento do citocromo P—45O do tipo I, (SLADEK & MANNERING,
1969) nao induz nenhuma élterag&o sobre a atividade azo-redutd
sica (Tabela IX);' 0 espectro absolﬁto bbtidb paka o citocromo

P-450 cgm partTculas obtidas por tratamento com Nagarse de mi-
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crossomos apos pre-tratamento com PB, corresponde aos espectros
apresentados por JEFCOATE & GAYLOR (1969) e por NISHIBAYASHI &
SATO (1968). '

0 tratamento dos ratos com DAB demonstrou que
DAB nao funciona.como substancia indutora da atfvidade azo-redu
tasica e que ao contrario houve uma marcada inibigdo da azo-re-
dutase, e esta inibicao foi especifica (Tabela X). 0 aumento ab
servado nos niveis do citocromo by paralelamente a inibigao dé
atividade azo-redutd3sica sugerem que esse citocromo nao particlv
pa da reagao. Por outro lado, o aumento dos niveis do citdcro-
mo bs, provavelmente, corresponde a proiiferagio do reticulo en
doplasmatico. KURIYAMA, OMURA, SIEKEVITZ & PALADE (1969) ﬁos-
traram que o aumento nos nTVe1s de citocromo b5. durante o tra-
tamento de ratos com PB, corresponde a proliferacgao do retT;u]o
endoplasmidtico e & devido a diminuigdo da velocidade de degradg_
¢ao desse citocromo. O resultado désses autores sugere_ﬁma ex-
plicagao para os nossos resultados obtidos com o tratamento com

DAB.

0 tipo de espectro obtido (Fig. 9) com par-
ticulas de microssomos de ratos pré-tratados com DAB,~seme]han—
te ao obtido para 0 citocromd P—450; tipo I, ao tado da consta-
‘tag3o de que durante o tratamentp com DAB ndo houve variacaop nos
nfveis de citocromo P-450, leva a especulagao sEbre a possibili
dade de ter havido uma inibigao de um terceiro composto, nao

identificado, que participaria da atividade azo=redutasica.
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Por outro lado, o efeito inibidor do trata-
mento com DAB sobre a azo-redutase vem fornecer mais uma indi-

cacao sobre o efeito carcinogénico déste composto.

MILLER & MILLER (1953) mostraram que o efej
to carcinogénico do DAB & menor que o do N-monometil p-amino-
azobenzeno (MAB) e seus estudos pela an§11§é dOS produtos - do
metabolismo de azo-corantes ﬁin vivo" sugerem.que a reagio de

demetilacao precede a reagao de clivagem da ligagcao azo.

WU & SMUCKLER (1969) em um sistema "in wvi-
tro", usando microssomos em um meio de reagao muito semélhante
ao usado neste trabalho, mostraram que a reagdo de demetilagho

@ muito mais lenta que a.de redugdo.

Reunindo @stes dados, surge a possibilidade
de que o efeito carcinogénico do DAB se manifesté gragas S ini
big¢do da azo-redutase permitindo o acimulo de N-monometil p;
amino-azobenzeno ou de seus derivados.quevexibiriam o efeito

carcinogénico.

Analisando o espectro obtido em-subpartTcu«
las de microssomos de figados de ratos prée-tratados cpm-DAB,vs
rifica+se que o citocromo P-450 mostra espectralmente um pa-
drio que se aproxima muito do citocromd.P<450 tipo I cujo aumen

to foi induzido pelo préxtratamento com PB,
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Se a inibigao da azo-redutase ocorresse pe~
la inibicao da sTntese do citocromo P-450 tipo II, eéste efeito
seria explicavel, juntamente com o resultado espectral obtido,
desde que existissem ao lado de mecanismos de indugdo seleti-

va (SLADEK & MANNERING, 1969), mecanismos de inibigdo seletiva.

0s resultados totalmente negativos obtidos
nas tentativas de fracionamento dos microssomos com DOC mos -
tram que a labilidade da atividade azo-redutdsica deve ser
maior que outras atividades de oxidases de funcao mista ja ob-
 tidas em fracdes dos microssomos como o que foi descrito por

LU, JUNK & COON (1969).

Entretanto, se considerarmos as semelhangas
da atividade azo<redutasica com a dessaturagio de acidos gra-
xos e a existencia de um novo tipo de citocromo "P-450" descri
to por GAYLOR, MOIR, SEIFREID & JEFCOATE (1970), extremamente

1abil, teremos uma explicagao para o nosso insucesso.

Recentemente LU, KUNTZMAN, WEST & CONNEY
(1971) publicaram uma nova modificagao do método de fraciona-
mento dos microssomos usando DOC e que chegou a nossas méos

quando este trabalho ja estava sendo redigido.

0 novo método preconizado emprega a desinte
gragao dos microssomos por ultra-som, e a concentracao final
de DOC & muito menor que a do método de LU, JUNK & COON(1969)e

portanto poderd vir a ser uma preciosa indicagao de como fracio
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nar o sistema da azo~redutase no prosseguimento desse ‘trabalho.

Em resumo, as evidéncias obtidas nesse tra
balho indicam com bastante probabilidade que o citockbmo P-450
estd envolvido na redugao do DAB mas nao afastam definitivamen-
te a posSibflidade da pérticipag&o do citocromo bS neste proces

$0.

De qualquer forma, foi possivel demonstrar
uma reagao em microssomos que apresenfa uma.caracteristica até
agora nao relatada, qual seja, a reducao de um composto ‘exdgeno
“totalmente independente de oxigénio que provavelmente utiliza e

zimas de oxidagao de fungdo mista.

Essa reacao tem como caracteristicas inte-
ressantes o fato de ser altamente especifica e ser inibida- por

KCN.

0 estudo dessa reagao levantou a possibili
dade da participagao de substancias ainda nao identificadas nos

processos de transporte de elétrons. no reticulo endoplasmitico.



5. RESUMO E PERSPECTIVAS

Verificou-se que microssomos de figado apresen-
tam uma atividade azo-redutasica completamente dependente de

NADPH, usando DAB como substrato.

Ao contrario de outros sistemas ja descritos, a
atividade azo-redutdsica nao pode ser identificada com a NADPH-
citocromo ¢ redutase, embora nossos resultados indiquem que es

ta enzima participa da reagao.

Nao se pode excluir definitivamente a participa
¢ao do citocromo b5 apesar de uma serie de observacgoes afastan

do essa possibilidade.

Verificou-se que a atividade azo-redutasica po-
de ser induzida por tratamento com 3-MC, paralelamente 5'1ndu;
¢ao do citocromo P-450 tipo II. Isto sugere fortemente a par-
ticipacao desse citocromo na reacao apesar desta nao ser inibi'

da por CO.

0 citocromo P+-450 induzido por tratamento . com

3<MC era funcionalmente ativo.

A atividade azo-redutasica foi inibida espeé?fi
camente pelo tratamento oral com DAB, possibilitando a formula

¢ao de uma hipdtese sdbre a acgao carcinogénica déste composto.
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Uma .serie de resultados mostra que a azo-reduta-
se estudada & altamente especifica podendo ser inibida por KCN

e por mersalil.

Face aos fatos expostos acima, as perspectivas

do sistema parecem muito interessantes,

A possibilidade do uso de novos métodos de fra-
cionamento dos microssomos pode levar a resolucao do sistema da

azo-redutase.

As semelhancas com a dessaturagao de acidos gra-
x0s, aliadas as indicacoes da existencia de um novo tipo de ci-
tocromo P-450 que se combina com KCN, permitem descortinar maiol

amplitude para os limites do'sfstema da azo-redutase.

Enfim, trata-<se de uma reagao de reducao de um
composto exdgeno, com caracteristicas até agora nao relatadas,
envolvendo processos biologicos de importancia e cujo estudo te

ra prosseguimento.
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