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ABREVIATURAS

DAB ~ 4~dimetilamino-azobenzeno

NAD. nicotinamida adenina dinutleot1dio

NADH (NADH 2) - forma reduzida de NAD

NADP ~ nicotinamida adenina dinucleotldio fosfato

NADPH (NADPH21~ forma reduzida do NADP

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

G6P - glicose-6.fosfato

PB - fenobarbital

3-MC. 3-metilcolantreno

EDTA - etileno diamino tetraacetatode sadio

TCA - ãcido tricloroacetico

Tris ~ tris (hi~roximetil)aminometano

DOC '- desoxicolato de sadio

PPDA - NtN.dimetil~p~fenilenodiamina

PAF - p-aminofenol

~



1 . I NTRODUÇAO

o citoplasma celular e uma estrutura morfo

16gicamente organizada. Os seus diferentes componentes perm!

tem ã celula viver e funcionar como tal, e representam sub­

- unidades ~e um sistema altamente complexo porem organizado'.

Entre istes componentes, o sistema de ~it~

membranas que delimita compartimentos celulares, penetrando

profusamerite no citoplasma, constitui uma das mais complexas

estruturas do ponto de vista morfológico e fisio1õgi~

co (DAlLNER, 1963).

Foram os estudos de microscopia eletrõnica

que revelaram que tõdas as porções do citoplasma das celulas

animais nucleadas contem estruturas tubulares e vesiculares

limitadas por um~ membrana simples (PORTER &. BlUM, 1953; BANG

& BANG, 1957).

Ale~ de membranas, o retlculo endoplasmãt!

co contêm grânulos, ricos em RNA, que atualmente são conheci­

dos como ribossomos (PALADE &SIEKEVITZ, 1956).

Portanto, o reticu10 endoplasmãtico e cons

tituldo por tGbu10s e vesiculas de paredes "lisas" ou "rugo­

sas" dependendo da presença de ribossomos associados às mem­

branas. (PALADE, 1956).
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Estudando o fracionamento celular por ce~

trifugação diferencial, CLAUDE (1943) verificou a presença no

sobrenadante põs-mitocondrial de pequenas partTculas cujo ta­

manho estimou entre 60 e 200 ~m às quais denominou microsso-

mos.

Com o trabalho de HOGEBOOM, SCHNEIDER &

PALADE (1948) foi estabelecido, definitivamente, um metodo p!

ra fracionar a celu1a usando centrifugação diferencial em meio

isotônico de sacarose. A fraçio isolada, após a precipitaçio

das mitocôndrias, contem o material solúvel do citoplasma e

fragmentos do retTculo endop1asmitico, quando se trabalha com

ce1u1a hepãtica. rstes fragmentos colhidos por ultracentrifu­

gaçao, compostos de membranas lisas e rugosas, são denominados

de microssomos (PALADE & SIEKEVITZ, 1956).

A existência de enzimas associadas aos mi

crossomos de celu1as de f,gado foi evidenciada por HOGEBOOM &

SCHNEIDER (1950) que demonstraram a presença das atividades de

NADH e NADPH citocromo c redutase.

Desde o trabalho pioneiro de KEILIN &

HARTREE (1940), vãrios autores (SLATER, 1949 e YOSHIKAWA,1951),

alem de observarem a presença, em vãrios tecidos, de um cito­

cromo do tipo B verificaram que suas propriedades espectrais

diferiam daquelas do citocromo b. Em 1952,STRITTMATTER &

BALL descreveram a presença em microssomos, de uma hemoprote!

na com as caracterlsticas de um citocromo do tipo B e que foi
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denominado citocromo b5 (PAPPENHEIMER & WILLIAMS, 1954; -CHANCE

& WILLIAMS~ 1954).

Os microssomos de flgado contem outr~ he-

moprotelna que, quando reduzida, pod~ formar um complexo com

CO (KLINGENBERG, 1958; GARFINKEL. 1958) que apresenta no es-

pectro diferencial CQntra microssomos reduzidos enio trata-

dos com CO um pico de absorção em 450 nm (OMURA & SATO,1962).

rste citocromo e fãci1mente diferençâvel do citocromo b5 pois

~ste não se combina com CO (STRITTMATTER & VELICK. 1956). O ci

tocromo que forma um complexo com CO e que apresenta um pico

de absorção em 450 nm foi chamado de citocromo P~450 por OMURA

& SATO (1964).

Evidências acumuladas nos ültimos anos de

monstraram que o transporte de elétrons nos microssomos envol­

ve o citocromo b5 e o citocromo P-450 (SATO, OMURA & NISHl­

BAYASHI, 1965).

O citocromo b5 foi isolado e caracteriza­

do em suas propriedades fisica~ e qutm~cas por uma ~erie de

autores. a partir de microssom~s de flgado de b~i(STRITTMATTER

& VELICK. 1956; STRITTMATTER & OZOLS. 1966). de coelho(KAJIHAAA

& HAGIHARA, 1967). de rato (SARGENT.& VAOlAMUOI, 1968), de por

co (GARFINKEL. 1957 e 1957a; RAW, MOLINARI. AMARAL & MAHLER.

1958; POLTORATSKY-BOIS &tHAIX. 1964). de galinha, de macaco

e de homem (NOBREGA. ARAUJO. PASETTO & RAW. 1969). conhecendo.

se numerosos dados acêrca de sua estrutura e reatividade.
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Considerava-se qu~ o citocromo b5 fõsse

uma proteína típica de microssomos. Entretanto, RAW & MAHLER

(1959) d~monstraram' ·a sua exist~ncia em mitócõndrias,apesar

dos trabalhos anterior~s d~ STRITTMATTER & BALL (1954) e de

CHANCE &~lLLIAMS, (1955) indicarem que ist~ citocromo nio exis

tia nas mitocõndrias. SOTTOCASA, KUILENSTIERNA, ERNSTER &

BERGSTRAND (1967) confirmaram o trabalho de RAW & MAHLER(1959)

verificando a existincia de citocrom~ b5 ' associado i membrana

externa das mitoc6ndrias.

STRITTMATTER &VELICK (1956a) isolaram de

microssomos de fígado a NADHpcitocromo b 5 redutase(EC 1.9.2:2)

cujas propriedades foram bem estudadas (STRITTMATTER. 1963).

STRITTMATTER & VELICK (1957)' jã haviam d!

monstrado que essa enzima e capaz de reduzir citocromo c des~

de que quantidades cata11ticas de cttocromo b5 sejam adicio~~

da sa O· me i o de reação. Esse resultado sugere uma t r a ns f er in ...

cia direta de ~letrons, do citocromo bs reduzido ao citocromo c,

o qu~ foi d~monstrado pela adiçio "in vitro" de citocromo c oxi

dado a uma' solução de· citocromo b5• pr'eviame,nte reduz1do(STRH'!

MATTER & 'ELICK. 195~)~ Portanto, ~ possi~~l medirquan~1tati~

vamente a atividad~ d~ NADH-citocremo bS redutase (EC 1.6.2.2)

pelo seguimento da redução de citocromo c adicionado. Essa atf
-.

vidade e d~nominada NADH-citocromo c redutase(EC 1.6.2.1).MAHLER,

RAW, MOLINARI & AMARAL (1958) 'demonstraram que esta atividade en

zimittca tambim existe nas mitocSndrias.

...
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çao mi
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Apesar do amplo conhecimento existente a

respeito do citocromo bS e da sua redutase especifica, a fun-

; ção dêste citocromo que representa 30% das hemoproteinas pre­

sentes nos microssomos (MASON, NORTH & VANNESTE, 1965) permane

ceu por muito tempo totalmente obscura. OSHINO, IMAI & SATO

(1966) e HOLLOWAY E WAKIL (1970) apresentaram evidências de

que a dessaturação de ácidos graxos ê dependente de NADH e en­

Volve o citocromo b
S

e ~ua redutase. Essas evidências consti

tuem-se num caminho para a elucidação da função do citocro-

mo bS'

Mais recentemente HILDEBRANDT & ESTABROOK

(1971) apresentaram evidências de que o citocromo bS participa

das reações de oxidação de função mista em microssomos de figa-
do. A conclusão de que o citocromo bS participa destas rea-

ções ê baseada na observação de que há uma re-oxidação parcial

do citocromo b5 na presença de excesso de NADH e substrato(eti!

morfina e aminopirina). quando reações de oxidação de funçio

mista sio iniciadas pela adição de NADPH. As variações do es­

tado estacionário dos niveis de citocromo bS reduzido, nas CQn

-dições supra-citadas, são dependentes da formaçao de produto e

do consumo de oxigênio.

MASON (1957) definiu as oxidases de fun­

çao mista como sendo "enzimas com duas atividades cataliticas

interdependentes: a redução de um átomo de uma molécula de oxi

gênio acoplada a uma oxigenação ou hidroxilação com o outro ã­

tomo~



o citocromo P-45Ddos microssomos tem sido'

indicado como a oxidase terminal para certas reações de oxi­

dação de função mista envolvidas no metabolismo de drogas. hi­

drocarbonetos carcinogênicos e hormônios esteróides(ESTABROOK.

COOPER & ROSENTHAL, 1963; COOPER. LEVIN~ NARASIMHULU.ROSENT~l

'& ESTABROOK~ 1965) e .estâ b~~ estabelecid~ que a ~lavoprotelna

NADPH-citocromo c redutase (EC 1'.6.2.3) ~ necessâria para o

transported~ equtva1,entes reduto~es do NADPH para o

mo P-450' (ORRENIUS& ERNSTER, 196~).

citocro

A NADPH-citocromo c red~tase foi isolada

de microssomos de f;gado e caracterizada por WIlLIAMS & KAMIN

(1962) e por PHIllIPS &'LANGDON (1962);KURIYAMA,OMURA,SIEKEVITZ

& PALADE (T969)'d~monstraram~ usaridci'tif~itas imunoli~it.~.; a

id~~tidad~entre a enzima isolada de ratos contr6le e a' enzt~
, ,

ma induzid~ após tratamento de r~tó~ ~om fenobarbit~l.

o tratamento de ratos com fenobarbital in.
duz o aumento nos microssomos da NADPK~citocromo c redutase e

do citócrómo P~450 coincidindo com o aumento da atividade 'das

oxidases de função mista (ERNSTER & ORRENIUS. 1965). Estaevi

dência foi considerada pelos autores como indicativa da parti-

cipaçao das duas enzimas nas reaçoes de oxidação de função mis

ta.
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o citocromo P..450 considerado como impo!

tante componente das oxidases de função mista e muito lâbil a

uma série de tratamentos durante os quais e convertido na sua

forma chamada P-420 (espectralmente diferente). que mantem a

capacidade de combinar-se com CO. dando um complexo cujo pico

de absorçao estâ em 420 nm (OMURA & SATO.1964 e 1964a; MASON.

NORTH & VANNESTE. 1965 e ICHIKAWA & YAMANO. 1967) perdendo 1il.E.

tem a atividade de hidroxilação (OMURA & SATO.1962; GILLETTE.

1966) .

Por causa dessa labilidade. os esfor~

ços no sén~ido de isolar e purificar o citocromo P~450na sua

forma nativa foram mal sucedidos (OMURA & SATO. 1964a). LU •

. JUNK & COON (1969) obtiveram citacromo P~450' "~otubilizado"a

partir de microssomosde flg*do de rato usando Doe em um meio

contendo glicerol. Entretanto. as tenta.tivas de purifica~lo

foram infrutiferas.

Em bactérias como"Rhizobill..m japonh:um
.c " t

(APPLEBY. 1969 e 1969a)e PseudomoR&s p~tida (OUS. KATAGIRI.
I. ..

YU. ERBES & GUNSALUS. 1970)0 citocromo P-450 ê Uma hemopro ..

teina soluVel. podendo ser fãcilmente isolado e purificado.

YU & GUNSALUS (1970) obtiveram a c~istalização do

mo P-450 de Pseudomonas.

citocro-

A importância da ~olubilização do cito~

cromo P-450 está no fato de que permttiria a recomposição dos

sistemas de elétrons a êle ligados possibilitando a estudo de
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seus mecanismos. LU, JUNK & COON (1969) relataram a resolução

do sistema respons~vel pela w-hidroxilação de ãcidos graxos em

microssomos, obtendo tris componentes: citocromo P-450~ NADPH~

citocromo c redutase e um fator. termo'<:'est~vel. de natureza li-

p1dica, que posteriormente foi identificado como sendo fosfa­

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

A correlação do efeito indutivo de certas

drogas, das quais as máis usadas sao PB e 3~~C (CONNEY,1967),

com os nlv~is de citocromo P-450, t~msido utilizada comoar~~

mento para implicar a participação disse citocromo e da NADPH.

citocromo c redutase nasreaçSesde oxidação de funçio

(GILLETTE,1966).

mi sta

Em virtude das dificuldadés encontradas pa­

ra splubilizar o citbcromo P·450, a espectrofotometria difer.~....
cial das ~uspe"sões de micro~somos tem sido us~da amplamente

no estudo dêste·citocromo (NISHIBAYASHI & SATO, 1967). O es-

pectro absoluto do citocromo P-450 apresenta lIuito interêsse

por causa.da evidência de que exist~m·duas formas dêsse cito­

cromo o que depende dci tipo de d~ogas usadas na sua indução.

[sse fato foi descrito pela primeira vez por HILDEBRANDT,

REMMER '& ESTABROOK (1968) que compararam suspensões de micros­

somos de coelhos tratados e não tratados com 3·MC por espectr~

tometriá diferencial.
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Os estudos de IMAI & SATO (1966) e SLADEK

&MANNERING (1966) baseados na banda Soret dupla obtida com o

Complexo do citocromoP-450·com isocianeto deeti1a já haviam

sugerido a existência de duas formas diferentes dêste citocro-

mo.

.
SLADEK & MANNERING (1969) sugeriram qu~ em

vez de duas formas de citocr6mo P-450. existiriam duas espicies

filO 1ecul are s dHeren tes. conc 1usõ'es . es ta s , ba seadasnaapa ren te

seletividade da induçio de uma das formas usando hidroc~rbone~

·tos po1icTc1icos (ALVARES, ~CHILLING. LEVIN & KUNTZMAN,1967 e

HI~DEBRANDT. REMMER & ESTABROOK~ 1968)e ria indução se1e~iva da

atividade de oxidas~ de função mista (SLADEK & MANNERING; 1969

, CONNEY. 1967).

Os estudos d~ SCHENCKMAN(1970)e d~ JEF~

COATE.GAYLOR & CAL ABRES E (1969) 'mostraram que as a1terações-e~

pectrais obtidas por interação de substratos do tipo I (por.
exemplo. fenobarbita1) ou do tipo 11 (por exemplo. anilina)com

o citocromo P-450 refletem a existência de duas forma~ dêsse

eitocromo. O citocromo P-450tipo 11 i induzido por 3·MC apr!

sentando no espectro de ressonância eletrônica paramagnêticaum

novo sinal. rste novo sinal ê um sinal de alta energia(g=6.6)

sugerindo a presença de uma hemoprotelna com ferro de IIspinll~

to. MASON. NORTH & VANNESTE {1965) haviam demonstrado que o

espectro de ressonância eletrônica paramagnêtica de microsso

mos de f;gados de,ratos tratados com PB ou de ratos con­

trô1e exibia sempr'e três 1inhas anisotrõpicas (g=2.41.
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Foram entretanto. ~s trabalhos do casal

çao"microssômica. como

DECKE

3.MC

lubi1

:tase~

pront

~sse~ resultadosnao compartilhado (ferro de "spin" baixo).

STEVENSON i DOBRINER'&"RHOADS (1942' mos~

+++ -2,25 e 1 ,91} que sao tipicas para ferro (Fe ) com um eletron

confirmam definitivamente, a existincia de duas formás do cito·

cromo P-450 provãve1mente depdendentes do tipo de interação en

tre o fer~o e a apoprote'na.

Uma grande varied~de de aZQ~corantes sao

clivados redutivamente no organismo formando 'aminas primarias

traram que o OAB, administrado a ratos e~a metabo1izado em gra!

de parte pela reduçio dáligaçio azo, pois encontraram na uri­

na disses animais os derivadosacetilados d6 p-aminofenol e p.

feni1enodiamina.

MUELLER & MILLER" (1950)" demonstraram que

o flgadó contêm enzimas dependentes de NADPH que formam aminas

primarias a partir de OAB e localizaram esta atividade na fra.

MILLER, discutidos em uma ampla revisão (MILlER &MILlER.

1953) que apresentaram umas~rie de :dado~ a respeito do metabo

1ismo dê~te carcinogênico.

(GILLETE. 1966).
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HERNANDEZ, GILLETTE & MAZEL (1967) mostra~

ram que a atividade azo~redutãsica, usando neoprontosi1 como

substrato, podia ser solubi1izada de microssomos pelo tratamen

to com lipase, idéntificando-a como a NADPH-citocromo c reduta.
se. HERNANDEZ, MAZEL & GILLETTE' (1967) verificaram entretanto,

que embora a atividade d~ NADPH~citocromo c redutase nio f~sse

inibida por CO, a reduçio de .neoprontosil era parcialmente ini

bida por CO. Além do mais o tratamento com 3-MC, embora não

induzisse aumento da NADPH-citocromo c redutase, induzia um au
~

mento dó citocromo P-450 acompanhado de um aumento da azo~redu

tase. Baseados nestes dados, os autores propuseram queo neQ~

prontosil seria reduzido por tres vias:

(a) uma via dépendente do 'citocrómo P-450~ sensl­

v~l a CO, e destrulda por solubiliza~iocom lipase;

(b) uma via dependente sóde NADPH-citocromo c re~

dutase. insenslvél a CO, e que nio ªdé5trulda'por solubiliza­

çio com lipase;

(c) uma via tndut'vél 'com 3·MC que ~sens'vel i so

lubilizaçio por lipase e i~senslvel a co.

CONNEY, MILLER'& MILLER (1956) e von der

DECKEN & HULTIN (1960) ~o~traram que o t~atamento de ratos com

3~MC induz um aumento d~ ativid~de'azo~redutâsica usando DAB

como substrato.
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N8BREGA (196S) e WADA~ HIGASHI, ICHI~AWA,

TADA & SAKAMOTO' (1964):m6straram que a administr~ção oral de

OAB a ratos promove um aumento no citocromo bS em microssomos

de fígado,

.
Esses d6ts U1timos ttaba1ho~ ,levantaram a

interej~ante possibilidade d~ participaçio do citocromo bS nà

reduçio d6 DAR, embora alguns contr61es funda~ent~is não ti­

vessem sido feitos na ~poca como~ por e~emp10, a anã1ise do

estado de prolife~aç[o'do retltu10 endo~lasmãtico quep~deria

est~r sendo induzido indiscriminadamente pela administração

dessa substância, com o consequente aumento d6s niveis gerais

das enzimas a êleassO"ciad'os.

Em face da pot~ntialidade do problema pa!

samos a fazer um estudo sistem~ti~o'dareduçiodo OAB por mt~

crossomos. Ao contrãrio do que postulamos, foram obtidas evi

d~ncias da participaçlo dó citocromo P-450'no processo de re­

duçãó. embora niotivesse sido' poss'~~l exc1uir'a participa~

çiQ dócitocromo bS'



2. MATERIAL E M[TODOS

2.1. MATERIAL

NAD, NADH, NADP e NADPH, albumina do sõro bo

vino (fração V) citocromo c {tipo III - de coração equino),gll

cose-6-fosfato, mersa1i1 e 3-meti1-co1antreno foram comprados

de Sigma Chemica1 Co.

Fenobarbita1 foi ofertado por Rhodia Indus~

trias QUTmicas e Texteis S/A - Divisão Farmaceutica.

Lipase (EC 3.1.1.3 - de pâncreas bovino,bru ..

ta) foi adquirida de Sigma Chemical Co.

Glicose-6-fosfato· desidrogenase (EC 1.1.1.49)

foi obtida de Ca1biochem Co. DTT.foi comprado do mesmo 1aboratõ

rio.

Nagarse (proteinase cristalina de

su~tilis, EC 3.4.4.16) foi comprada dê Nagarse Co.

Ba c i 11 us

Desoxito1atode sõdió"fOi obtido de Di/co Labs.

Todos os outros reagentes usados possuiam grau analítico.

Todos os solventes usados .foram redesti1ados

em nosso laborata~ió~ PPDA res~ublimadó ém "dédo~frioh, foi ge­

nerosamente ofertado pelo Prof. Dr. G. CILENT&; PAF foi recris­

. ta1izado a partir de uma solução aquosa obtendo~se cristais orO'

to-rômbicos com p.f. 1900 C (TOSCAND, V.G., 1971).
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OAB foi comprado de Fischer Co. e recrista1i­

zado a partir de uma solução etanõ1ica a quente (TOSCANO,1970).

A solução saturada a quente foi filtrada sob vacuo e deixada

cristalizara 40 C. Os cristais foram recolhidos e lavados 'com

etano1-ãgua 1 :1. O processo foi repetido por duas vezes e ao

final. determinou-se o ponto de fusão que foi de 117 0 C Lit.

(B 162 , 151).

2.2. ANIMAIS

Foram utilizados ratos da raça Wistar, forne­

cidos pelo biot~rio da Faculdade de Medicina da Universidade de

São Paulo. O peso medio dos animais empregados foi de 200 g, a

não ser nos casos especificados. Os ratos utilizados foram sem

pre machos.

Apõs serem recebidos do biot~rio, os ratos f O

ram mantidos por duas semanas em uma dieta contendo 20% de ca­

seina, antes de serem sacrificados.

2.2.1. Tratamento com Fenobarbita1.

Os ratos receberam diãriamente uma dose de PB

~isso1vido em solução salina (80 mg/kg de pêso) por via intrap~

ritonia1. Os ratos contrô1e receberam tambem por via intraper.l

tonia1, 0,5 m1 de solução salina isotônica (CONNEY, 1967).

O tratamento prolongou-se por 8 dias sendo sa

cri ficados nos dias O, 2, 4, 6 e 8, lDtes de 3 animais tratados
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e de 3 animais contrô1e. Os microssomos foram preparados COilO

descrito em M~todos 2.1.1.

2.2.2. Tratamento com 3-Meti1colantreno.

Os animais foram tratados essencialmente co

mo descrito por H~RNANDEZ, MAZEL& GILLETTE (1967). Foram usa­

dos ratos machos, da ~aça Wistar plsando 100 g. 3~MC foi dis

solvido em óleo de milho com ligeiro aquecimento para uma con~

centraçio de 7 ~g/m1 e foi administrado por via intraperit~

nia] (35 mg/kg) cada .24 horas dur~nte 4 dias. O grupo contrô­

1~ recebeu diàriamente 0.5 m1 de óleo de milho, intraperitonia1.

2.2.3. Tratamento com DA~.

Os animais receberam misturados i .dieta

OAB na proporçio de.O,6% (p/p} (MILLER & MILLER, 1953) por 18

e 33 dias. Os a~imais contrô1e .receberam a mesma dieta sem OAB.

2.3.

2.3. 1.

M[TOOOS

Preparaçio.deMicrossomos de Ftgado.

Para a prepa.raçio de microssomos~os ratos

,foram dei~ados em jejum alimentar, fornecendo~se igua i vanta

.dedurante 24 'horas anteriores ao sacrifTcio. [ste foi. féito

por concussio cerebral, e os f'gados perfundidos "in situ", p!

,la veia porta, com 100m1 de uma sOluçio gelada de cloreto. de

potãssio 0,15 M. Os fTgados foram em seguida removidos e 'cb~o

.cados em um banho de g~10, e picados com uma tesoura de pon~

tas finas.
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o precipitado obtid~ foi suspenso em uma solu

çao de cloreto de p~t~ssio 0,15 M contendo 1 mM EOTA pH 7,5,de

modb que o volume final fõsse de 120 ml, capacidadem~xima do

rotor 50 Ti, e novamente centrifwgado a 105.000xg por 60 minu-

tos.

o ~recipitado obtido foi suspenso, manualmen­

te, em um tampio fosfato de ~otissio 0,1 M contendo glicerol

30% (~/v), OT1 1 mM e EOTA 0,1 mM,pH 7,6 (Meio I) (NISHI~

BAVASHI & SATO, 1968) ou em um tampão citrato de sadio 0,1 M

contendo 0,1 M de cloreto de potãssio, glicerol 30% (v/v)e OTT

1 mM (Meio 11) co~o descrito por ~U, JUNK, COON (1969).

Apõs a determi·naçio da quantidade de protelna

a suspensio de microssomos foi ~uardada a -20 0 e, dividida em

aliquotas pequenas para serem descongeladas uma unica vez no

momento do uso.

2.3.2. Fracionamento d~s Micross~mos com obe.

Microssomos foram fracionados com DOe usando

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

A uma suspensio de microssomos em Meio II (vi

de Metodos 2.3.1.) conteifldo aproximadamente 15 mg/ml de prote!.

na foi adicionado DOe (solução recente a 10% (p/v))ate uma cQn
; ~

centraçio final de 0,66%. A suspensao foi agitada a 4°C por

10 minutos e depois centrifugada a l05.000~g por 2 horas.



Separado o sobrenadante, llmpido, o precipita­

do foi suspenso em Meio 11, manualmente, em um homogeneizador ti

po Potter equipado com pistilo de ieflon.

2.3.3. Fracionamento dos Microssomos com Nagarse;

o fracionamento dos microssomos usando Nagarse

foi executado essencialmente de acôrdo com o que foi descrito por

NISHIBAYASHI & SATO (1968).

A uma suspensão de microssomos em Meio II (5 a

10 mg/ml) foi adicionada Nagarse, dissolvida no mesmo tampão p!

ra uma concentraçao final de 1,5 mg de enzima por 10 mg de pro­

telna. A mistura foi colocada em anaerobiose repetindo-se vários

ciclos de evacuaçao e preenchimento com N2 e incubada a oOe por

15 horas.

Após a incubação, a mistura foi centrifugada

por 2 horas a 150.000xg 'sem ter sido dilulda para reduzir a vis­

cosidade (JEFeOATE & GAYLOR, 1969).

O sobrenadante, 1impido, foi separado por cui­

dadosa aspiração e o precipitado foi ressuspenso em Meio 11.

Fracionamento dos Microssomos com Lipase.

O fracionamento dos microssomos foi feito es­

sencialmente de acôrdo com o método de NOBREGA, ARAUJO, PASETTO

& RAW (1969).
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A uma suspensio de microssomos .contendo entre

10,0 e 15,0 mg/ml de protetna, em Meio 11, foi adicionada 1ipa~

se (EC 3.l.l.3) bruta. de pãncreas bovino (Sigma lote nQ

30C-2800), suspensa em Meio II para atingir concentraçõ~s fi­

nais de 0.7; 2,0; 5,0; 7,0 e 10,0 mg por 100 mg de proteTna dos

microssomos.

A mistura foi homogeneizada mànualmente em um

homogeneizador tipo Potter, com pistilo de tefTon; cól~cada em

anaerobiose por repetidos ciclos de evacuaçio e preenchimento

com N2, e foiincu~ada a 30°C por 1 hora com agitação ocasional.

Ap8s o t~rmino da incubaçio foi. imediatamente

resfriada em gelo fundente e centrifugada a 150.000xg por 60 mi
. -

nutos. O sobrenadante. lTmpido, obtido foi separaflo por aspir!

çio cuidadosa e o pre~ipitado ressuspenso em Meio 11.

2.3.5. Dosagens das Atividades Enzimâticas.

2.3.5.1. Atividade Azo-Redutasica.

A atividade azo .. redutisica foi med~da pelo d!

~rªscimo da absorbãncia a 415 nm em .um espectrofot6metro .Cary

modelo 14. A nao ser nos casos especificados, tôdas as reações

foram feitas a 37°C em Meio I 00 Meio 11.

A mistura de reação continha num volume final,

de 3 m1 .de 1,65~MoTes de NAOPH ou 1,5 ~Moles de NAOP'mais um

jistema gerador de NADPHea nio.ser nos casos e~~ecif1cados

lOO'·nMole~ de DAB.
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o sistema gerador de NADPH continha em 1 ml

15 lJMo1es de MgC1 2 , G6P 30 '~Moles e 2 U de G6PD (1 U reduz 1·

lJMol de NADP por minuto a 25 0 C em pH 7,4 (HERNANDEZ, GILLETTE

& MAZEL, 1967)). Quando o sist~ma ~erador foi usado o meio de

reação foi pré-incubado a 37 0 C por 5 minutos. A reaçao foi

iniciada pela adição do OAB. A atividade da azo-redutase que

produzia a redução de 1 nMol de OAB por minuto, nas condições

do ensaio, foi definida como 1 U.

2.3.~.2. NADH-Citocromo c Redutase (EC 1.6.2.1).

A atividade de NADH-citocromo c redutase f~i

determinada em um espectrofotômetro Cary modelo 14 pelo in­

cremento da absorbincia a 550 nm a 25 0C como descrito por

STRITTMATTER (1967).

As cubetas de 1 cm de caminho ótico conti-

nham: 125 ,Moles de NADH (a cubeta de referênci~ sem NADH),

40 nMoles de citocromo c, enzima. 940 lJMoles de tampão fosfa

t o pH 7, 5 cont endo O. 94 lJ Mo1es de KCNem um vol4ma' .f i na1 de
i

1 ml. A reação foi iniciada pela adição de NADH. 1 U de ati

vidade foi definida como a redução de 1 lJMol de cit~cromo c

por minuto nas condições do ensaio.

Para o c~lcu10 do citocromo c reduzido usou.....
se um coeficiente de extinção mil imolar (red-ox)= 20,5 cm- 1mM- 1

(MARGOLIASH , FROHWIRT & WIERNER,' 1959). As soluções dos nu­

cleotTdios piridinicos foram padronizadas espectrofotometrica~

mente a 340 nm, usando o coeficiente de extinção de 6.2 cm- l .

. mM,"l (BERGMEYER, 1963).
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'2.3.5;3. NADPH-Citocromo c Redutase (EC 1.6.2.3).

A atividade deN~DPH-citocromo c reduta~e

foi determinada em um espctrofotômetro Cary modelo 14 pelo in-
cremento da absorb~ncia a 550 nm a 25 0 C como descrito por

WILLIAMS & KAMIN (1962). As cubetas de 1 cm de caminho õtfco

continham 100 nMo1es.de NADPH(a cubeta de referencia ,sem NADPH),

40 nMo1es de citocromo c. entima, 940 ~Mo1es de tampio fosfa­

to pH 1,5 contendo 0~94 ~Mo1es de KCN, em um volume final de

1.m1. A 'reação foi iniciada pela adição de NADPH .

•A atividade da redutase que produzia a re

dução de 1 ~Mo1 de ei toeromo c por minut.o f'oi definida como

1 U, nas condições 4e ens.io (OMURA, SIEKEV'ITZ & PALADE,1967).

2.3.5.4. Ci tocramo P-450.

~

o citocromo P-450 foi determinado pelo seu

espectro diferencial com,monõxido de carbono apôs tratamento

dos microssomos com ditionito de sõdio a temperatura ambiente,

usando Um coeficiente de extinçio pira o incremento de absor-

b~·· .1 -1anCla entre 490 ~m e 450 nm de 91 cm mM (OMURA & SAT9,

1964). Pequenas quantidades de hemoglobina, presentes na pr!

paração dos microssomos, nio afetam apreci~~e1mente esta de-

terminação (NIS~IBAYASHI & SATO, 1967).
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A quantidade de hemoglobina contaminante pr!

sente nos microssomos foi determinada como descrito por. NISHI­

BAYA·SHI & SATO (1967)t a partir do espectro diferencial após

tratamento com CO de microssomos tratados com Na 2S204t medindo­

se a altura do ombro formado a 420 nm, usando-se um ~e de 93

cm~l mM~l. As preparações efetuadas segundo M~todos 2.3.1. re"

velaram~se essencialmente livres de hemoglobina contaminante.

2.3.S.S. Citocromo bS'

O citocromo bS dos microssomos foi determina

do pelo espectro diferencial obtido apõs redução da amostra pe­

la adição de 13 t7 nMoles de NADH, em um espectrofot6met~0 'Cary

modêlo 14. A~existência de redução completa foi. confirmada

tratando-se a amostra em seguida com Na 2S204 e medindo~se o in­

cremento de absorbincia em 424 nm.

A quantidade de cit6cromo bS presente foica!

cu1ada us~ndo-se ume = 181 cm· l mM-1 para o pico em 424 nm (NO­

BREGA, ARAUJO, PASETTO & R~W, 1969).

2.3.6. Espectros do Citocromo P-4S0.

Os espectros do citocromo P-4fiO foram obtidos

usandQ~)e as partlcu1as resultantes do tratamento dos microsso­

mos com Nágarse (M~todos 2.3~3.). a citocromo. bS que interferi~

ria na determinação do cit6cromo P~4S0 e a NADPH~citocromo c ~e
;,..

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

um espectrofotômetro Cary modê10 14, especialmente ca1ibrado,ã

temperatura ambiente (22 0C), em particu1as obtidas de micros~o
~

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

Desde que as suspensões eram turvas foram usadas nas cubetas

de referência suspensões descoradas de partlcu1as que foram pr!

paradas por uma modificaçio do m~todo de HORIE, KINOSHITA &

SIMAZONO (1966).

As suspensões de particu1as resultantes do

tratamento com Nagarse (5 a 10 mg/m1) foram adicionados perõxi
~

do de hidrogênio at~ uma concentraçio final de 0,44 M e azote~

to de sôdio atê uma concentração final de 10 mM para evitar a

decomposiçio do peróxido de hidrogênio. As suspensões foram

mantidas ã temperatura ambiente por 3 horas at~ ficarem tota1~

mente descoradas. Estas suspensões foram di1uldas com H20 ao

dôbro do volume inicial e centrifugadas por 45 minutos a

150.000xg.

Os precipitados foram ressuspensos em Meio II

e nao apresentaram picos de absorçiona regi.io entre 340 e 750

nm com exceçao de um aumento gradual de absorção devido ã tur­

vação, pr8ximo aos menores comprimentos de anda.

Estas suspensões assim obtidas foram cuida~o
~

samente di1uidas para apresentarem um~ absorçio de 0,140 a 700

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

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

2.1.7 .. Cromatografia em Camada Fina dos Produtos de

Reação Obtidos pela Incubação dos Microssomos

com OAB e Anilina.

O método utilizado para incubar suspensoes de

microssom05 com OAB e anilina foi uma modificação do que foi

descrito por PETERS & FOUTS (1970).

O meio de incubação continha microssomQs sus-
. . .

pensos em Meio 11 {lO mg de protelna)t MgC1 2 15 pMoles t G6P 30

pMoles t NADP -1~5 ~Molest2 Ude G6PO t 0;5 pMoles d~ DAB ou 2 t 5

pMoles de anilina e tampão de tris-HCl 50 mM pH 7 t 5 q.s.p. 5 ml.

Este meio de reação foi incubado em um ag1ta~

dor de Oubnoff por 15 minutos a 370C com ~xigênio do ar como fa

se gasosa ou com CO apôster sido saturado com CO por 5 minutos,

A ~e10cidade de agitação foi de 100 r.p.m. e um caco dp porcel~

na foi colocado em cada frasco para assegura~ agitação eficien~

te.

Em todos os experimentos foram utilizados 2

tipos de contrõles simultaneamente. O controle nQ não con-

tinha o sistema gerador de NADPH~ O contr51e nQ 2 não continha

substratos; apos a paralização da reação foi adicionada uma mis

tura de padrões contendo- 10 nMoles de DAB t 25 nMoles de PPDA.
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25 nMo1es de PAF e 50 nMo1es de anilina.

Após a incubação. a reação foi para1isada.p~

la adição de 0.6 m1 de TCA50% (p/v). O material foi centrifu

gado a 1.000xg por 10 minutos. O sobrenadante foi separa~opor

decantação e o precipitado foi desprezado.

O pH do sobrenadante foi acertado a 7.5-8.0

com a adiçio de NaOH 2 N e logo em seguida extra~do por 3 ve­

zes com 2 m1 de c10rofórmio-metano1 99:1. Após cada extração.

o material foi centrifugado a 1.000X9 por 5 minutos e a fase

orgini.ca separada por aspiraçio.

Os extratos foram reunidos e evaporados .at~

a secagem sob um fino jato de N2. O reslduo então foi suspe!

50 emSO ~1 de etanol e utilizado para a cromatografia em cama

da fina.

Em placas de vidro de 20x20 cm. recobertas

com uma camada de 0.25 mm de espessura deSi1ica Ge1 G. foram

a~licados 2 p1 de soluções' alcoólicas de padrões contendo 50

nMo1es d~ PPDA.PAF ou anilina e 10 nMo1es de OAB. Dos r_sr­

duas suspensos em etano1 foram aplicados 10 ~1.

A cromatografia ascendente foi desenvolvida

usando-se ~utanol-ãc1do ac~tico-H20 8:2:10. si~tema de &olven­

tesdescrito por RANDERATH (1966). O tempo de desenvolvimento

foi de aproximadamente 90 minutos. Após a·.cromatografia.as.
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• que foi descrito por GRAM, ROGERS&FOUTS (1967).
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Hidroxilação de Anilina.

A reação de hidroxilação enzimática do

2.3.8.

Uma ~uspensio démicrossomos obtidos a parti~

d~ fl~ados de ratos norm~isou tratados co. PB, 3-MC e OAB (CO!

tendo 5 mg de protelna) foi incubada 'em um mei o contendo MgC1 2
15 pMoles, G6P30 pM~les, NADP 1~5 pMoles, 2 U de G6PD~anilina

10'\tMoles e tampão de tris~HCl 0,1 M pH7,4 q.s.p .. 2,5 ml.O sis

~~ma foi incubado em um agitador de Dubnoff por 30 minutos a

37 0C c'om oxiginio do ar como fasega·sosa. A velocidade de agi­

taçio foi de 100 r.p.m. Em todos ús experimentos foram inclul.

dos 2 contrôles: um nao contendo substrato e outro ao qual apôs

~'paralisação da reação foram'adi~ionados 250 nMoles de~AF.

ApBs o termino da incubação, a reação foi paralisada em 9i1o

r.undente .

~lacas foram secas i temperatura ambiente e depois a 600C por 15

minutos e foram reveladas usando o metodo descrito por RANDERATH

(J966): as placas foram inicialmente aspergidas com·uma . soluçio

'ec~m~preparada de ~aN02 a 5% (p/v) em· HCl 0,2 N, e sicas i tem~

per~tura ambiente por 10 ~inutos. Foram então aspergidas com uma

solução de a.naftol a5% (p/v) emmetanol e aquecidas por 10 mi­

nutos a- 1000C. Depois dêste tratamento as manchasse revelaram

coradas: OAB apresentou-se ·como. um~ mancha amarela, PAF purpGrea,

P,PDA azul' e anil i na, rósea.

arom;tico da anilina foi executada essencialmente de acôrdo com,
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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).

o meio de incubação foi saturado com NaCl,atê

a formação de um corpo de fundo e extraldo 3 vêzes com 3 ml de

éter livre de perõxido. Apõs cada extração, a mistura foi cen­

trifugada a 1.000xg por 10 minutos para promover a separação de

fases. A fase etérea foi coletada por aspiração. Os extratos

etêreos foram reunidos e agitados com 3 ml de tampão KH 2P04 -

K2HP0 4 0,5 M pH 12,5 contendo 1% de fenol destilado. Após re~

pousar para separação da~-fases, a fase etérea foi aspirada e

desprezada. A fase aquosa foi mantida por 30 minutos ã temper!

tura ambiente e a absorbância determinada a 620 nm. Os resulta

dos expressos em nMoles de PAF formado .foram determina~os por

meio de uma curva padrão construlda pela adição de uma solução

padrão de PAF a 3 ml de tampão fosfato 0,5 M pH 12,5 contendo

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

2.3.9. Preparação de L;pides de Microssomos.

Llpides totais de microssomos foram ·preparados

de acôrdo com o que foi descrito por VANCE & SWEELEY (1967).Uma

suspensão de microssomos (200 mg de proteina) foi centrifugada

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

de clorofârmio-metano1 2:1, a mistura foi agitada por 15minu-
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tos i temperatura ambiente, filtrada em papel Whatman nQ 1 e

o' reslduo foi lavado com 6 m1 de clorofõrmio-metano1 2:1. Ao

filtrado foram adicionados 15 mlde ãgua. Uma vez agitada. a

mistura foi deixada por 15 horas a 40 C para a separaçao de fa

.ses.

A fase c10rofõrmica foi coletada por aspir!

ção e evaporada sob vãcuo ate a secagem. Os llpides obtidos

foram ressuspensos em tampão fosfato 0.1 M pH 7,4 contendo 30%

( vI v) deg1 i cer 01 •

2.3.10. Dosagem de.Protelna.

As dosagens de protelna foram feitas pelo

m~todo de LOWRY. ROSEBROUGH. FARR & RANDALL (1951) usandoal

bumina do s5ro bovino como padrão.



3. RESULTADOS

3.1. Espectros do OAB.

A Figura 1 mostra os espectros do OAB em vâ­

rios meios. Na Tabela I se encontram os va1ôres dos coeficien­

tes de extinção e os comprimentos de onda correspondentes aos

máximos de absorção.

As polaridades dos solventes variaram desde

a do iter de-petr51eo at~· a do tampão fosfato 0,1 M.Observou-se

que em Meio II contendo microssomos quer com 1 mg/m1 de pr'otei­

na quer com 2 mg/m1 o coeficiente de extinção foi Q mesmo. rsse

foi usado para o cã1cu10 das unidades da azo-red~tase ao longo

dês te trabalho. ,

Comparando-se os coeficientes de extinção do

OAB em tampão fosfato (com ou sem glicero1) e em suspensão de

microssomos, observa-se .uma difer.ença que 'reflete a adsorção do

DAB is membranas 1ipo~p~oteicas do retículo endop1asmãtic~.

Quando se precipita, por centrifugação, uma

suspensão de microssomos contendo 2 mg/ml de proteína i ~ua1

foi adicionado ~AB at~.uma concentraçio final de 50 ~M,o sobre

nadante i incolor, permanecendo todo o corante adsorvido ao pr!

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

Evidentemente, aumentando-se ,a concentraçio

de OAB pode-se sat~rar os microssomos com o corante, permanece!

do OAB no sobrenadante.
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Nestas condições o coeficiente de extinção

tende a diminuir dependendo da quantid.de de DAB nao adsorvi-

do aos microssomos.

Neste trabalho a conc~ntração do DAB foi

mantida sempre dentro de limites em que não ocorria a satura~

çã~dos microssomos. As suspens5esde microssomos, nas deter­

minações da ·atividade azo~red~t~sica, sempre contiveram 1,0-2,0

mg/m1 de proteína.

TABELA I

Coeficientes de Extinção e Picos de Absorção

do DAB em Vários Meios

MEIO

Etanol Anidro.
Bidestilado

rter de Petr51eo
Destilado p.e. 40-60oC

Tampão Fosfato de Potissio
0,1 M pH 7,4

Tampão Fosfato de Potissio
0,1 M pH7,4 contendo glicero1
25% (v/v)

Suspensão de microssomosem
Meio II - Protelna 1 mg/m1

Suspensio de mi·crossomos em
Meio II - Protelna 2 mg/m1

MAxIMO
A

nm,

406

396:

450

450

415

415

-1 -1
E cm mM

30,0

34,4

12,0

12,0

18, O,

18,0



'36.0

"k
E

'5
\I,)

3: 4

COMPRIMENTO DE ONDA (nm)

Fig. 1 - Espectros do OAB em vãri~s m~ios. 25 nMo1~s de OAB
em um volume final de 1 m1 de cada meio. Temperatu
ra ambiente (20 0 Cl (a) éter de petróleo; (b) etã
no1; (c) suspensao de microssomos em. Meio 11 - 1,'0'
e 2,0 mg/m1de protel'na (concentração fi na.1 ); (d)
tampão fosfato 0,1 M ~ pH 7,4 com e sem glicero1
(25% - v/v).
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3.2. Características Gerais do Sistema de Azo-

Redutase.

3.2.1. Requisitos para a C1ivagem Redutiva do DAB.

A c1ivagem redutiva do DAB leva ã formação

de anilina eN,N-dimeti1-p-feni1enodiamina (MILLER. & MILLER,

TABELA I I

Requisitos da Azo-Redutase em Microssomos

0,56 mg
9,2.nMo1es

ADIÇOES AO SISTEMA
MTNIMO

Nada
NADH
NADH + sobrenadante 0,22 mg
NADH + sobrenadante 0,56 mg
NADH + CO (40 seg.)
NADH + sobrenadante 0,56 mg
(congelado e desconge1adQ)
NADH + citocromo b5 9,2 nMo1es
NADPH·
NADPH + CO (40 seg.)
NADPH + sobrenadante
NADPH.+ citocromo b5

AZO-REDUTASE
(U/mg)

0,0
0,08
0,11
0,17
0,07

0,04

0,09
3, 17
4,70
3,20
3,41

O sistema mTnimo cont~~ suspensão de microssomos (lmg/m1 de
proteina) em Meio 1.. A atividade azo-redut~sica foi dosada c~

mo em M~todos (2.3.5.) .. O sobrenad~nte ~ aquele obtido apõs a
precipitaçio. dos microssomos a 105.000xg contendo a fração
solúvel do citoplasma. A concentração dos nucleotidios piri­
dinicos foi de : NADH 62S pM e NADPH 550 .pM.
O citocromo bS usado foi preparado a partir de ftgado de ra­
to usando-se o mªtodo descrito por NOBREGA,ARAUJO,PASETTO &
RAW (1969).
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1953) que não apresentam espectro na região visivel entre

340 nm e 700 nm. Assim esta reação pode. ser acompanhada. es­

petrofotomitricamente pelo decriscimo da absorbincia do OAB.

A Tabela II apresenta os resultados do uso de NAOH e de NAOPH

como doadores de elitrons para a redução do OAB por microsso-

mos.

Como se pode observar pela inspeção da Ta­

bela 110 sistema i totalmente dependente de NAOPH como fonte

de eletrons.

A adição do sobrenadante obtido durante a

preparaçao dos microssomos~ ap5s ~ centrifugação a 105.000xg

(Mitodos 2.3.1.) e que contem a fração solGvel do citoplasma,

nao estimula a redução do OAB. O uso do citocromo b5 externo

aos microssomos tem o mesmo efeito. Monóxido de carbono nao

e inibidor para a reação dependente de NAOPH.

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

A Tabela III mostra os resultados do uso

de NAOPH ou de um sistema gerador de NAOPH frente ao pre-tra­

tamento de mi~rossomos por mon5xido de carbono em ~ero ou

anaerobiose. Nos casos em que no sistema foram omitidos os

microssomos, para se verificar a existencia de redução não e~

zimitica do OAB, o tempo de reação.foi aumentado para 30 minu

tos. Investigou-se tambem o efeito da adição de etanol aos

microssomos uma vez que este foi o solvente usado no preparo

de soluções de OAB e que pode ser oxidado por um sistema de-

pendente de NAOPH (RUBIN, GANG & LIEBER, 1971).
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TABELA 11 I

Efeito de Aerobiose, Anaerobiose, CO e Etano1

sôbre a Atividade da Azo-Redutase

ENSAIO AZO-REDUTASE (U/mg)
AEROBIOSE + CO ANAEROBIOSE + CO

OAB 0,0

Microssomos + OAB 0,0 0,0 0,0

NADPH + OAB 0,0 0,0 0,0

Sistema gerador de 0,0 0,0NADPH + OAB

Microssomos + NADPH + OAB 4,4 4,6 4,3 4,65

Microssomos + sistema 4,6 4,8 4,25gerador de NAOPH +.DAB

Idem + 50 \l1 etano1 4,62

Idem + 200J;l1 etano1 4,50

Idem + 500\l1 eta no1 3,80

Os ensaios foram realizados em um volume fin~ de 3 m1 de Meio
II a 37 0 C como descrito em Metodos. Suspensão de microsso-
mos 2 mg/m1 de proteina; OAB 33 ~M; NADPH 550\lM.
Sistema gerador de NADPH como descrito em Metodos (2.3.5.1.).
Os ensaios em anaerobiose foram realizados em uma cubeta de
Thumberg com repetidos ciclos de evacuação e preenchimento com
N2 . Nos ensaios em que se utilizou CO o meio de reação foi s~

turado com CO (por borbu1hament~ durante 1 minuto).
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Efeito de Pirofosfato sôbre a Atividade Azo

Redutãsica.

o ensaio da atividade azo-redutãsica em pr~

sença de pirofosfato de sódio nas concentrações de 10 e 20 mM

final revelou uma atividade de 2,~4 U/mg de proteTna enquanto

na ausência de pirofosfato o ensaio revelou uma atividade de

2JS2 U/mg.

SASAME & GILLETTE (1970) referiram que a pi

rofosfata~e presente nos microssomos, converte o NADP a produ­

tos que inibem a atividade de NADPH-citocromo ,c redutase t ini­

bindo consequentemente a atividade oxidãsica de drogas pelos

microssomos. Refe~em êstes autores que aproximadamente 50% da

atividade pirofosfatãsica de um homogenato de flgado de rato

estã contida na fração microssõmica. Esta atividade pirofosf~

tãsica pode ser inibida por pirofosfato (10 a 20 mM) resultan-
•

do em mãximo efeitoestimulatBrio para a hidroxilação de dr~-

gas como anilina e hexobarbital.

A falta de estimulaçio da atividade azo-re­

dutãsica por pirofosfato indica que, em nosso 'sistema, os n,"

veis de pirofosfatase são pouco importantes.

Provivelmente isso possa ser explicado pelo

trabalho de SASAME & GILtETTE (1970) que atribuem i atividade

pirofosfatãsica umá grande variabilidade, nio sõ entre animais

de uma mesma espécie como entre as vãrias espécies por êles es

tudadas.
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Verificou-se tambem que a redução do cito­

cromo bS dos microssomos por NADH foi inibida em 60% pela ad!

ção de pirofosfato 20 mM ao meio de reaçao. Isto confirma os

resultados de STRITTMATTER & VELICK (1957) mostrando que a

NADH-citocromo bS redutase purificada e inibida em 47% na pr!

sença de pirofosfato 10 mM e 67% em presença ~e 20 mM.

A redução. do citocromo P-450 por NADPH em

presença de pirofosfato 20 mM não foi afetada.

3.2.4. Efeito de NAD~ e NADPH, Adicionados Simu1­

tâneamente, sôbre a Atividade Azo-Redutãsi

ca.

Usando o ensaib para a ati~fdade azo-redu­

tãsica como descrito em Metodos (2.3.5.) (experimentos em tri

p1icata), com duas preparaçôes diferentes obtivemos os segui!

tes resultados (expressos como media dos valores obtidos):

atividade azo-redutãsica em presença de sB~ente sistema gera-

dor deNADPH (NADP - 500 ~M final) -2,78 p/mg; e em presença

de' 125 1JM final de NADH mais sistema gerador de NAOPH.""
f.

2,95 U/mg.

COHEN & ESJ~BROOK(1971a} demonstraram o

efeito sinergico de NADH e .NADPH na demetilação oxida.tiva de
(

aminopirina. O uso simultâneo dos dois .nucleotldios piridin!

·cos apresentou uma estimUlação destareaç.ão de aproximadamen­

te1UO% (que não se devia i atividade de trarisdesidrogena­

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

COHEN & ESTABROOK (197lb) verificaram ornes

mo efeito sinergico pela adição de NADH ao meio de reação usan

do um sistema gerador de NADPH.

Entretanto, OSHIND, IMAI & SATO (1966) usan

do concentrações iguais de NADH e NADPH, simu1tâneamente, nao

verificaram estimulação na reação de hidroxi1ação de anilina.

3.2.5. Estequiometria da Reação de Redução do DAB.

A estequiometria da reação de redução da li

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

TABELA IV

Estequiometria da Redução de DAB

CONSUMO DE' ATIVIDADE nMo1es NADPH/
EKPERIMENTO NQ NADPH nMo1es/ AZO-REDUTJl:SICA nMo1es DAB

min U

1 8,5 2,5 3,4

2 12,5 3,75 3,35

~ A atividade azo-redutâsica foi medida como descrito em Mªtodos
(2.3.5.1.). O meio de reação continha: microssomos 2 mg/m1,
NADPH 550 pM, DAB 33 pM. O consumo de NAOPH foi medido pelo
decrescimo da absorbância em 340 nm. (BERGMEYER, 1963). A re~

ção foi iniciada pela adição do DAB. O meio de reação foi ma~

tido em anaerobioserecobrindo-o com uma camada de aproximada­
mente 2 mm de espessura de Nujol. O consumo de NAOPH pelos mi
crossomos utilizando o oxigênio dissolvido no meio de reação
foi acompanhdado ate cessar completamente, indicando ter sido
atingida a anaerobiose. O experimento foi então iniciado pela
adição do OAB ao meio usando-se uma micro-seringa (Hamilton).
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mo de NADPH pelos microssomos em presença de oxiginio.

A Tabela IV apresenta os resultados de dois

experimentos com preparações diferentes. As determinações fo­

ram feitas em duplicata. Como se conclui pela observação da

tabela há um consumo de 3 moles de NADPH por mal de DAB reduzi

do.

3.2.6. Determinação de Constantes Cineticas da Rea

çao.

A Figura 2 mostra a determinação do. Kmap
do OAB usando-se o metodo grifico de LINEWEAVER & BURK (1934).

O Km ap encontrado foi 19 t 4 pM e a Vmaxap nas condições do exp!

rimento foi de 6 t 25 U/mg de protelna.

3.2.7. Determinação da Energia de Ativação da Rea-

çao.

A Figura 3 apresenta os resultados da dete~

minação da atividade azo-redutãsica em várias temperat~ras. O

gráfico de Arrehnius mostra um evidente ponto de inflexio que

.corresponde i temperatura de 22 t 20C como temperatura de transi

çao.

usando-se a equaçao

R e a constante dos

e T a temperatura.

As en&rgias de ativ~ção foram calculadas

de Arrehnius E = -2 t 303 R d(109 K) em que
a T-l

gases perfeitos t K a velocidade de reaçao

~ . ~ , , " , r ,.. 1'1
~~ 2_~ ..... ~ .... ,

'l'~ :.
..~ ~ 1..... . .

L;)r~ v.'· ~'.:'. :-....!" .~ . :: :' : .;;:)
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Fig. 2 - Determinação de Km ap do OAB. O grifico foi cons
truido usando-se os reciprocos da atividade azo
redutisica em ordenadas «U/mg)-lxl03)s contra
os reciprocos das concentraç~es de OAB em abcis
sas (l1M-lxl03). -
Os meios de reação continham: microssomos(2
mg/ml) em Meio 11, NADP 500 }:IM e sistema gera­
dor de NADPH como descrito em Metodos. A rea­
ção foi iniciada pela adição do OAB. Tempera~u
ra 37 0 C. -
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Fig. 3 - Determinação da atividade azo-redutãsica em vã
rias temperaturas. O grãfico foi construjdo
usando-se o log da atividade azo-redutâsica em
ordenadas contra os reclprocos da temperatura
(T-lxlO S) em abcissas.
Os meios de reação continham: microssomos(2
mg/ml)em Meio 11, NADP SOO lJM, sistema gera­
dor de NADPHcomo descrito em Mªtodos e _ OAB
33 lJM. A reação foi iniciada pela adição do
OAB. Temperaturas: 100e, lSoe, 200e, 250e,
300 e, 37 0 Ç e 4S oe.
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Para temperaturas abaixo de 22 0 C o valor de

Ea = 7.100 ca1/mo1 e para temperaturas acima de 220 C o valor

de Ea = 22.100ca1/mo1.

3.2.8. Efeito de KCN.

A Tabela V apresenta os resultados obtidos

nas determinaç~es da atividade azo-redutãsica quando foi

adicionado KCN ao meio de reação. Como se evidencia pelo exa~

me des~~ tabela com uma concentração de 1mM de KCN obtem-se

50% de inibição da atividade azo-redutãsica e com 3 mM de KCN,

esta inibição e de 90%.

TABELA V·

Inibição da Azo-Redutase por KCN

AZO-REDUTASE
ADIÇOIS AO SISTEMA (U/mg)

Nada 2,84

1 mM KCN 1 ,39

2 mM KCN 0,55

3 mM KCN 0,28

A ativida~e azo-redutãsica foi medida como descrito em Metodos
(2.3.5.1.). O sistema de reação continhamicrossomos(2 mg/m1)1
NAOPH 550 ~M e OAB 33~M. A reação foi infciada pela adição dE
OAB.
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Efeito de Mersalil.

FR~NKLIN & ESTABROOK (1971) verificaram

que mersalil i inibidor da .atividade de NADPH-citocromo c re

dutase, da atividade de NADPH.citocromo P-450 r~dutase e da

demetilação de etilmorfina em microssomos de flgado de rato.

50% .da inibição das tris atividades citadas foi obtida quan­

do o meio de incubação continha mersalil em concentrações de

àproximadamente 25 nMoles/mg de proteina.

o Ki do mersalil indenpendia das condi­

çoes de reação, ou seja, se a atividade da reação de hidroxi

TABELA VI

Inibição.da Azo-Redutase por Mersalil

MERSALIL ADICIONADO
nMoles/mg DEPROTEtNA

o
5

10

25
35

50
70

AZO-REDUTASE
U/mg

2,2,
1 ,9
1 ,6
1 ,3

1 ~ 1

zero
zero

A ativi4ade azo-redutisica foi medida em Meio I não contendo
DTT.O meio ~e reação continha micr~ssomos (2 mg/~l) em Meio
I sem DTT, }OO llM NADP e um sistema gerador deNAOPH. Os lIli
crossomos/~ramincubados por 1 minuto com mersal~l nas con:
céntr:~~s indicadas antes da adição de NADP. A reação foi
inici~ pela adição de OAB (33 llM).

/
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1açio tinha sido estimulada por NADH, ou por um aumento da f5r.

ça i5nica do meio ou inibida por CO.

A Tabela VI apresenta os resultados da ini­

bição da azo-redutase pormersa1i1.

Os dados apresentados mostram uma inibição

de 50% daazo-redutase por mersa1i1 .. em uma concentraçio de

35 nMo1es/mg, pr5xima ao valor obtido por FRANKLIN & ESTABROOK

(1971). Os dados da Tabela VI mostram,da mesma forma que para

os autores citados, uma fase inicial resistente i a~ão de mer

sa1i1.

Tamb~m foi verificado queaotªrmino da

reaçao da azo-redutase em presença de mersa1i1 (35 nMo1es/mg)

o citocromo P-450 se encontrava 50% reduzido e a atividade de

NADPH-citocromo c redutase estava 50% inibida.

3.2.10. Efeito de Anilina.

A Tabela VII apre~enta os resultados da de

terminação da azo-redutase em presença de anilina.

A anilina ehidroxiladá a p-aminofenol por

mtcrossomos numa reaçio dependente de NADPH e oxigeni6(OSHtNO,

IMAI & SArO, 1966). O citocromo P-450 e considerado como im­

portante componente das oxidases de funçio mista. envolvidas na·

hidroxi1ação de ester5ides e xenobiõticos (ESTABROOK, COOPER

QOSENTHAL,.1963; COOPER, LEVIN,: NARASIMHULU, ROSENTHAL &

ESTABROOK, 1965).
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TABELA VII

Azo-Redutase em Presença de Anilina

ANILINA ADICIONADA AO
SISTEMA (lIM)

0,0

8,3

25,0

100,0

AZO .. REDUTASE
(U/mg)

2,64

2,50

2,15

2,15

A atividade azo~redutãsica foi medida como em Mêtodos(2.3.5.1.).
O meio de reação continha: microssomos (2 mg/m1) em Meio II,NADPH
550 pM e OAB 33 ~M. A reação foi iniciada pela adição de OAB.

Como se pode observar ~e1a inspeção da Tabela

VII'o máximo de inibição obtido ê de 18% com uma concentraçio de

anilina de 25 pM. Este valor não se altera mesmo quando esta

concentração i aumentada de quatro vizes. Nas condiçBes do en­

saio, no qual a concentraçio de NADPH não e limitante para am­

bas as reações, os resultados não revelam um padrão de inibição

competitiva.

3.3. Indução da Atividade Azo-Redutãsica e Caracte

rização dos Produtos da Reação.

A indução das atividades enzimáticas dos sis~

temas responsáveis pela transformação de drogas, localizados nos

microssomos tem sido obtida por diversos autores quando animais

são tratados com virias dragas, inseticidas e carcinogênicos e
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tem sido utilizada como uma arma para os estudos dos componen­

tes dêste sistema (CONNEY, 1967).

Os estudos realizados por CONNEY, MILLER 8

MILLER (1956) e porvon der DECKEN & HULTIN (1960) mostram que

o tratamento dos ratos com 3-MC induz o aumento da ativida­

de das enzimas de microssomos de fTgado responsãveis pela redu

çio da 1igaçio 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 M~todos.~o
, ..

ram utilizados lotes de quatro animais recebendo o grupo con.

tr61e samente o diluente de 3-MC por via intraperitonia1.

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(nMo1es/mg) 1 ,07 2 f 58

C.i tocromo b5 (nMo1es/mg) 0,60 0,72

NADPH-citocromo c redutase 0,106 0,071(U/mg)

NADH-citocromo c redutase 0,51 0,49(U/mg)

As atividades foram dosadas como em Métodos (2.3.5.). Os valo­
res apresentados representam o valor m~dio de trêsexperimen~

tos. Os valores individuais nio apresentaram uma variaçio
maior que 15% do valor médio.

..~
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Com~ se pode verificar pela inspeçio da Ta­

bela VIII o aumento percentual da atividade azo-redutãsica acom

panha o aumento do citocromo P-450. Nio houve induçio 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 p!

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

TABELA IX

Efeito do Tratamento com PB

DIAS DE AZO- NADPH- NADH .. ClT. b5 ClT . P.. 450
TRATAMENTO REDUTASE C11. c ClT. c (nMoles/mg) (nMo1es/mg)

(U/mg) RED. RED.
(U/mg) (U/mg)

O 2,22 0,082 0,42 0,56 0,88

2 (Contrõ1 es 2,78 0,108 0,55 0,59 1 ,23
Tratados 2,80 0,1'31 0,50 0,55 1 ,94

4(contrõ1es 2,50 0,101 0,59 0,59 1 ,20
Tratados 2,50 O, 143 . 0,55 0,68 2,25

< •.
6 (Contrôl es 2,38 0,098 0,55 0,52 1 , 18

Tratados 3,06 0,168 0,46 0,90 2,65

(CO ntrô1 es 2,34 0,094 0,57 0,60 1 ,22
8

Tratados 2,23 O, 195 0,50 0,97 2,80

ClT. = citocromo; RED. = redutase

As atividades foram medidas como descrito em Métodos (2.3.5.).
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dos. Como se pode observar pelo tratamento com PB há um

aumento do citocromo P-450 e da atividade de NADPH-citocromo

c redutase nio acompanhado pelo aumento da atividade azo-r~­

dutãsica.

o aumento observado nos n'veis de citocr~

mo b
S

parece corresponder ã proliferàção do ret~culo endopla!

m8tico (KURIYAMA, OMURA, SIE~EVITZ & PALADE, 1969).

Contrâles feitos por microscopia eletr6ni-

ca e a comparação do pêso medio dos fl'gados de ratos tratados

(com 6 dias de tratamento; 7,9 9 de fi'gado por 100 9 de peso

co.rporeo para o lote de ratos tratados contra 6, 1 9 de f1ga-

do por 100 9 de peso corpóreo para 01 ate d~s ratos controle)

corroboram os dados dos autores cita~os.

tstes mesmos autores verificaram por est~

dos da vida media dos componentes do retlculo endoplasmáti­

co que o aumento de c1tocromob S se deve ã diminuição da ve­

locidade de degradação d~ste citocromo durante o tratamento

com PB.

3.3.3. Efeito do Tratamento com OAB.

A Tabela X mostra os resultados dos trata_.
mentos de dois lotes de ratos com OAB na dieta por 18 e 33

dias como descrito em Material e Métodos.
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TABELA X

Efeito do Tratamento com OAB

18 DIAS
NORMAIS TRATADOS

33 DIAS
NORMAIS TRATADOS

Azo-redutase
(U/mg)

NADPH-citocromo c
redutase (U/mg)

NADH-citocromo c
redutase (U/mg)

Consumo de NADPH
(nMo1es/min/mg)

Citocromo P-450
(nMo1es/mg)

Citocromo b5
(nMo1es/mg)

4,6

0,075

0,48

2,21

1 , 11

0,55

0,125

0',052

0,49

2,02

1 ,08

0,70

2,42

0,067

0,56

1 ,13

0,94

0,63

0,062

0,056

0,55

1 , 16

1 ,22

0,83

° consumo de NADPH pelos microssomos em presença de oxigênio do
ar foi medido pelo decréscimo da absorbância a 340 nm
(BERGMEYER, 1963). ° meio de reaçio continha microssomos
(2 mg/m1) em Meio 11 e NAOPH 183 ~M. Temperatura 37dC. As d~

~

mais atividades foram dosadas como em Mitodos (2.3.5.) ° name-
ro de dias refere-se ao perlodo de tratamento com OAB, mistura~

do ã dieta (0,6% p/p).
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Os dados de WADA, HIGASHI, ICHIKAWA~ TADA &

SAKAMOTO (1964) e os de NOBREGA (1965), indicam que h~ um au-

menta dos nlveis de citocromo b5 pelo tratamento oral com OAB.

Os resultados apresentados confirmam êste dado. Com 18 dias

de tratamento o nive1' do citocromo b5 em ratos tratados ê 1,25

vezes maior que nos contrõ1es e com 33 dias 1,35 vezes.

Entretanto,.os contrôles feitos com micros ..

copia eletrônica juntamente com o aumento do piso medio dos (I. .....

gados d4S ratos tratados indicam qUe tal aumento se deve a uma

proliferação do reticu10 endop1~sm~tico. Com 33 dias de trata

mento o pêso midio dos flgados dos ratos tratados foi de

10 g/100g 'de pêso corp5reo contra 5,5 g/100gpara os contr6~

1es.

Pelo tratamento oral Com OAB hã 'um n'tido

efeito de inibiçio da attvidade azo-redutãsica, entr.tanto, o

consumo de NADPH pelo· microSsomQsmanteve-se ina1terado.Os nl ..

veis das demais atividades não apresentaram variaç8esde monta.

3.3.4. Ani1fsedos' Produtos de Reaçio.

A demonstraclo dos p~Qdutos reaçã'o de re
..-

dução .da 1igação'azo do· OAB, empreganclo",se cromatografia em ca

mada fina, foi executada com dois objetivos:

(a) a comprovação de que realmente o m~todo emprega~

do para a determinação d~ atividade azo.redutãsica (decr~sc1mo

da absorbânç.ia a 415 nm) ref1etia·a redução do OAB co·m a fo:rlU...
ção de aminas primãrias ou seus derivados;



-63.

(b) a comprovação pelo uso de anilina t cuja hidroxi­

lação foi amplamente demonstrada na literatura (PETERS & FOUTS t

1970; HOLTZMAN t GRAM,GIGON & GILLETTE, 1968; GILLETTE, 1966),

que o sistema das oxidases de função mista dos microssomos era

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

As Figuras 4 e 5 mostram o resultado ttpico

de cromatografias em presença de oxigênio do ar (Fig. 4) ou em

presença de CO saturante (Fig. 5).

3.3.5. Hidroxilação de Anilina.

Tamb~m'com o objetivo de verificar a ativida

de do sistema responsivel pela hidroxilação de drogas em micros

TABELA XI

Hidroxilação de Anilina

EXPERIMENTOS NQ CONTROLES 3-MC OAB PB

16 t 2 25 t 2 7,45 19 t 4

2 13 t 1 23 t 4 7,8 18 t 7

3 16 , 1 28 t 6 6 t 95 20,8

Citocromo P-450 0,94 2,58 1 t 22 2 t 65nMoles/mg)

As atividades de hidroxilação de anilina por microssomos foram
determinadas como descrito em Mªtodos. As .atividades são ex­
pressas em nMoles de PAF formado/~O min/mg de proteína. O meio
de reação continha microssomos (5 mg), NADP 500 ~M e sistema
gerador de NADPH como descrito em Metodos; anilina 10 ~Moles e
tampão fosfato 0,1 M pH 7,4 q.s,p. 2 t 5 ml. A reação foi ini­
ciada pela adição de anilina.
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Fig. 4 - A incubação, extração e cromatografia dos produ~
tos da redução do OAB e da hidroxi1ação de ani~i
na foram feitas como descrito em Metodos. Os nü
meros ao 1ado.direito de cada mancha indicam OS
valores do~ Rfs. A fase gasosa foi oxig~nio do
ar.
(1) OAB 10 nMoles; (2) PPDA 25 nMo1es; (3) PAF
25 nMo1es; (4) Anilina 50 nMoles; (5) mistura de
padrões: OAB 10 nMo1es, PPDA 25 nMo1es PAF 25
nMo1es e anilina 50 nMoles; (6)Contrõfe II - ao
meio de reação foi adicionada a mistura de pa­
drões (como em 5) após a paralisação da reação ­
10~1 de resTduo da extração; (7) Amostra - mi­
crossomos incubados com OAB - 10 ~1 do reslduo
da extração; (8) Contrô1e I .. microssomos incuba
dos com anilina sem sistema gerador de NADPH-;
10 ~1 do resTduo da extração; (9) Amostra - mi­
crossomos incubados com anilina - 1~ ~1 do resT~

duo de extração; (la) Contrô1e I - microssomos
incubados com OAB sem sistema gerador de NADPM ­
10 ~1 do resTduo da extração.
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Fig. 5 - A incubação. extração e cromatografia dos pro­
dutos da redução do OAB e da hidroxilação de ani
lina foram feitas como descrito em Métodos.Os nü
meros ao lado direito de cada mancha indicam oi
valores dos Rfs. A fase gasosa foi CO com o meio
de reação saturado com CO.
(1) OAB 10 nMoles; (2) PPDA 25 nMoles; (3) PAF
25 nMoles; (4) Anilina 50 nMoles~ (5) Mistura de
padrões: OAB .10 nMoles, PPDA 25 nMoles. PAF 25
nMo1es e anilina 50 nMoles; (6) Contrôle II - ao
meio de reação foi adicionada a mistura de pa-.
drões (como em 5) apds a paralisação da reação ~
10 ~l de reslduo da extração; (7) Amostra - mi­
crossomoSincubad~comOAB - 10 ~1 do resíduo da
extração; (8) Contrôle I - microssomos incubados
com anilina sem sistema gerador de NADPH - 10 ~1
do reslduo da extração; (9) Amostra ~ microsso­
mos incubados com anilina ~ 10 ~l do resíduo de
extração; (la) Contrôle I - microssomos incuba~
dos com OAB sem sistema gerador de NADPH - 10 ~l
do resíduo da extração.
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somos, foram determinadas as atividades de hidroxilação de a~!

lina em microssomos obtidos de ffgados de ratos normais e tra-

tados com PB (6 dias), 3~MC (4 dias) e OAB (18 dias). Os re­

sultados são apresentados na Tabela XI.

A inspeção da Tabela XI mostra a existên­

cia de atividade de oxidase de função mista nos micr.ossomos nor

mais e tratados e que esta atividade é induzida pelo tratamen~

to com 3~MC ou PB,sendo inibida pelo tratamento com OAB.

Apesar da indução' existente com PB o ef,\.!.

to mais evidente ~ com 3~MC, o que seria de esperar uma vez que

a anilina é um substrato do tipo 11 e o tr.atamento com 3~MC in

duz a stntese de citocromo P-450 tipo II (JEFCOATE & GAYLOR,

1969) .

3.4. Espectros Absolutos do Citocromo P-450.

As' Figuras 6, 7, 8 e 9 mostram os espec~

tros absolutos do citocromo P.450 obtidos usando~se subpartlcu. ....
las de microssomos preparados pelo tr.atamento com Nagarse como

descrito em Métodos (2.3.6.).

Os ~esultados obtidos confirmam os dados

apresentados por NISHIBAYASHI & SATO (1968) para0 espectro do

citocromo P-450 obtido com subpartTculas de microssomos trata­

dos com Nagarse, preparados de flgados de ratos pré-tratados

com PB.



Fig. 6 - Espectro de citocromo P-450 obtido com subpar­
ticulas de microssomos obtidos de ratos nor­
mais como descrito em Mêtodos.Protelna 2 mg/ml
(---) oxidado, (---) reduzido, (_._._) reduzi
do tratado com CO.
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figo 7 - Espectro de citocromo P-4~O obtido com par
ticulas de microssomos obtidos de flgados
de ratos pre-tratados com PB. Proteina 2
mg/ml (---) oxidado, (---) reduzido, (_._.)
reduzido tratado com CO.





Fi g. 8 - Espectro do citocromo P-450 obtido com partl
culas de microssomos obtidos de flgados de
ratos pre-tratados com 3-MC. Protelna 2 mg/ml
(---) oxidado, (-.-) reduzido, (_._ .• ) redu.
zido tratado com CO.





700650600

CO-'_'_­
R----­
0----

550500450

fi
/ \

\
\.

\
" W.,........ -.- _._.......-::.--=::........_._._._._._._.--._.

.,&
OA

C(

üz
,c(

ai

~ f.o.2
UI
ai
C(

I
0.1

O

400

COMPRIMENTO DE ONDA
(om)

Fig. 9 - Espectro do citocromo P~450 obtido com particu­
las de microssomos obtidos de flgado de ratos
pre-tratados com OAB. ProteTna 2 mg/ml ( )oxi
dado,(--~) reduzido, (-'-'-) reduzido tratadõ
com CO.
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Tambem são confirmados os resultados de

JEFCOATE & GAYLOR (1969) para os espectros do citocromo P-450

obtidos com subparticu1as de microssomos, quer tratados com Lu­

bro1 quer tratados com Nagarse, preparados de figados de ratos

prê-tratadoscom PB e com 3-MC.

[ interessante observar que o espectro do

citocromo P-450 obtido com subparticu1asde microssomos de fig~

dos de ratos pre-tra'tados com OAB apresenta as mesmas caracte­

rlsticas daquele obtido, a partir do pre-tratamento com PB.

Os espectros apre~entados representam re-

sultados ,npi.cos de experimentos executados em trip1 icata e

confirmados em~adacaso em duas prepar~ções diferentes.

3.5. Fracionamento dos Microssomos.

'Com o objetivo de obter uma fraçio de mi~

crossomos que ,contivesse 'a atividade azo-redutisica e que perm!

tisse a separação 'de seus componentes e sua, identificação, foi

tentado o fracionamento dos mfcrossomos.

Os resultados foram todos negativQs demons

trando a grande 1abi1idade do sistema da azo-redutase.

3.5. L Fracionamento dos Microssomos com DOC.

A Tabela XIl apresenta um resultado tTpi-

co do tratamento de microssomos com DOC descrito em Mito-

dos (2.3.2.). O experimento foi realizado por tris v~zes com

coincidincia de resultados.
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IABELA XII

Fracionamento dos Microssomos com DOC

0,047 0,025

Azo-redutase
·U/mg

NADPH-citocromo c
redutase CUJmg)-

Citocromo P-450
nMo1es/mg

Citocromo b5
nMo1es/mg

MICROSSOMOS

4,86

0,073

1 ,04

0,62

SOBRo

0,0

0,29

0,57

PPT.

0,0

0,62

0,10

SOBRo + PPT.

0,0

SOBRo = sobrenadante; PPT. = precipitado

o fracionamento dos microssomos e a .medida das atividades enzi
mãticas foi feito como descrito em Métodos (2.3.2.e 2,3.5.).

LU, JUNK &COON (1969) referiram que o so-

brenadante obtido após o tratamento dos microssomos com DOC cen .

tinha de 30 a 50% da atividade de w-hidroxi1ação de ãcidos gra­

xos originalmente presente nos microssomos. rste sobrenadante

podia ser separado (por cromatografia em DEAE-ce1ulose) em três

componentes: NADPH-citocromo c redutase, citocromo P~450 e uma

fração termoestãvel de natureza 1ipidica. Pela. combinação des­

tas 3 frações recompunha-se a atividade de hidroxilação de áci­

dos graxos que nenhuma das três frações isoladas apresentava.
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Entretanto~ aplicando o mesmo metodo de f~!

cionamento, nao se recupera a atividade azo-redutãsica no sobre

nadante dos microssomos tratados com DOC. A adição de lipides

totais de microssomos preparados como em Mitodos (2.3.9.)tam~

bem não faz recuperar a atividade perdida pelo tratamento com

OOC, quer ~o sobrenadante, quer no precipit~do (resTduo de mi~

crossomos).

3.5.2. Frac}onamento . dos Microssomos com Nagarse.

Microssomos foram tr~tados com Nagarse de

ac5rdo com o que foi descrito em Metodos (2.3.3.).A Tabela XIII

apresenta um resultado tlpico diste experimento.

TABELA XIII

Fracionamento dos Microssomos cGm Nagarse

·MICROSSOMOS MICROSSOMOS
ApOS. NAGARSE

SOBRo PPT.

Azo-redutase
(U/mg) 2,84 0,0 0,0 0,0

NAOPH .. citocromoc 0,065 0,043 0,045 0,097redutase (U/mg)

Citocromo P-45Q, 1 ,03 0,55 0,0 0,42(nMoles/mg)

. C-i tocromo b5 0,55 0,54 0,44 0,05[nMoles/mg)

SOBRo = sobrenadante,PPT. = precipitado
O fracionamento com Nagarse e as medidas das atividades enzimá­
ticas foram feitos como descrito em Metodos (2.3.3. e 2.3.5.)."
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Fracionamento dos Microssomos com Lipase.

Microssomos suspensos em Meio 11 f6ram tra

tados com lipase, bruta, como descrito em M~todos(2.3.4.}.

A Tabela XIV apresenta os resultados dêste

trataniento.

Os sobrenad~ntes obtidos ap5s o tratamehto

com lipase, adicionados de lípides totais de microssomos (2 mg

de protelna com 10 mg de lipides) tamb~m ~io recuperaram a ati

vidade ·azo~redut~sica.

Sobrenadante de microssomos(8 ml) trata­

dos com 1ipase contendo 49 mg de proteína e NADPH-citocromo c

redutase 0,118U/mg foram liofilizados para reduzir o volume

e dia1isados para reduzir a concentraçio de glicerol. contra

Meio 11 semg1icero1. Foram obtidos 1,5 m1 de soluçio conten·

do 38,Omg de proteína e NADPH-citocromo c redutase 0,098 U/mg

(3,7 U totais). Esta soluçio foi incubada com OAB 100 nMo1es

e sistema gerador de NADPH num volume final de 3 m1 como des­

crito em Metodos (2.3.5.1. ),e nio apresentou atividade azo-re­

dutãsica num ensaio em que o tempo de incubaçio a 37 0 C foi de

30 minutos.

fste experimento foi feito .em duplicata com

sobrenadante, apõs tratamento com lipase de microssomos de três

preparaçoes diferentes.



TABELA XIV

Fracionamento de Microssomos com Vãrias Concentrações de Lipase(a)

PROTElNA AZO- NADPH ..CIT. c NADH ... CIT. c CITOCRoMo b5 CITOCROMO P-450

(mg) REDUTASE "REDUTASE REDUTASE nM TOTAIS nM TOTAIS

Microssomos I 113, O 277 ,98 6,91 38,05 66,67 150,29

Sobro 0,7 mg% 26,40 0,0 2,94 9,96 8,37 14,52

Ppt. O~7 mg~ 46,25 145,94 2,75 20,12 15,72 38,62

Sobro 2,0 rng% 34,30 0,0 3,92 11 ,27 11 ,66 "26,75

Ppt. 2,0 rng% 38,00 96,73 1 ,21 14,60 15,96 52,82

Sobro 5,0 rng% 34,20 0-, O 3,51 7,62 13,00 21 ,89

Ppt. 5,Orng% 35,28 56,43 1,08 10,13 11 ,99 37,04

Sobro 7,Omg% 39,20 0,0 5,81 15,68 21 ,56 29,40

Ppt. 7,0 rng% 42,16 0,0 0,60 22,38 14,33 48,06

Sobr.1D,0 rng% 44,10 0,0 5.28 12,97 28,22 29,33

Ppt. 10,0 mg% 34,65 0,0 0,46 16,17 7,97 7,69

Sobro = sobrenadante; ClT. = citocromo; Ppt. = precipitado
(a) as atividades enzimãticas estão expressas em U totais.

O nGrneros ao lado dos nomes das frações indicam a concentração de 1ipase usada. O fracionarnen~

to e a dosagem das atividades enzimiticas foram feitas como descrito em Mªtodos(2.3:4.e 2.3.5.).
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Uma grande v~riedadedeazopcorantes~ cli­

vada red~tivamente "in ~ivo"levando i formaçio de aminas ,pri.

mãriasaromãticas. Alguns exemplos clãssicos d~ste tipo de

via metabólica foram descobertos por TR[FON[L. TR[FON[L.NITTI

& BOVET (1935) mostrando que prontosil ~ reduzido formando

sulfanilamida. que azobenzeno·(ELSON & WARREN, 1944) e DAB

(STEVENSQN~ DOBRINER & RHOA~S, 1942) sio reduzidos dando ori­

gem a anilina e p-fenilenodiamina no primeiro caso e a anilina

e N~N-dimetil-p-fenilenodiamina no segundo.

Seria. entretanto~.incorrer em erro ·supor

que todos os azo-corantes sofrem· ~eduçio no organismo.

GILLETTE (1966)cita;ekemplos de ~zo~çorantesque nio são meta

balizados atrav~~ da redução;da ligação azo. como a tartrazina.

corante usado correntemente para colorir produtos alimentl.

cios e que nio sofre clivagêm quando administrada a ,ratos por

via intraperitonial. Apõs administração oral. entretanto. ob­

serva-se a excreção dos produtos da clivagem redutiva da liga­

ção azo, mas foi sugerido que esta reduçio seri~ devida a ~ção

de azo-redutases das bact~rias presentes no trato digestivo

(GILLETTE, 1966).



Usando homogenatos de figado, foi demonstr!

da a existência de um sistema enzimãtico,dependente de NADPH,

que reduz a ligação .azo do OAB (MUEllER &MILlER; 1950), do

prontosi1 e do azobenzeno (FOUTS. KAMM & BRODIE, 1957).

Embora, FOUTS, KAMM& BRODIE (1957) tenha~

indfc~do qUe êste sistema se localiza na fração solave1 do çi­

top1asma, hoje está estabelecido que ê1e se localiza no retTcu­

10 endop1asmitico (GIllETTE, 1966).

FOUTS, KAMM & BRODIE (1957) verificaram a

presença da atividade azo-redut~sica em outros õrgios a1ªm do

flgado como no rim e pulmão, mas em menores quantidades.

Em microssomos de .flgado de rato, o siste~

ma da azo-redutase ê completamente dependente de NADPH .(Tabe1a

11), o que está de açõrdo com os dados de WU & SMUCKlER (1969)e

os de HERNANDEZ, .GIllETTE & MAZEl (1967).

A adição do sobrenadante obtido apõs a pre­

cipitaçio dos microssomos a.105.000xg não apresenta nenhum

efeito estimu1atõrio sôbre a atividade azo-redutãsica como se

verifica na Tabela 11. Entretanto, HERNANDEZ, GIllETTE &

MAZEl (1967) usando neoprontost1 co~osubstrato verificaram 'que

a adição do sobrenadante f~rvido. dobrava a atividade azo-redutl
. -

sica, e conclui~am·qu~ no sobrenad~nté exist.·um·fator não 1de~.

ficado· necessãrio para se'obtera atividade 5tima. Porijm êstes
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mesmos autores verificaram que a adiçio de EOTA.para uma concen

tração final de 10- 3 M. apresentava o mesmo efei~o, o que indi

ca a presença de traços de metais pesados contaminando o meio

de reação e inibindo ·a atividade azo-re~utãsica.

Por outr~ lado, a pr~sença de um fator ~e!

conh~cido no sobrenadante fervidó. como foi indicado ~or HERNA!

DEZ, GILLETTE & MAZEL (1967), nos parece muito duvidosa,pois no

processo de preparaç[o dos microssomos. o tampão us~do cont~m .

EOTA lO-3 M e. portanto, o sobren~dante obtido apõs a precipita-
, .,

ção dos microssomos a 10S.OOOxg tamb~mconterã EOTA. O efeito

eltimulatSrio obtido por isses autores com sobrenadante fervido,

leva i conclusio de que o fatordescolhecido ~ o prõprio EOTA,

e que o efeito observado não reflete uma estimulação da 'atfvida

de azo-redut~sica e sim proteçid contra. uma; ini~içio por me\ais.

A verificação de que a adição de citocromo

bS ao meio de reação nio estimula a azo.redutase (Tabela .11).

nio significa necessiriamentequeo citocromo bS não participe

do sistema. O citocromo bS usado foi preparado a partir de-f;­

gados de rato usando o m~todo descrito por NOBREGA. ARAUJO.

PASETTO & RAW (1969), em qu~ o citocromo solubilizado repr~sen•

.ta a porção da molãcula resistente ao tratamento comtripsina.

denominada por STRITTMATTER & OZOLS (1966)t<-.d..e ,h..e-me-peptidio cen

tra 1.
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SAlO, NISHIBAYASHI & 11'0 (1969) mostraram

que, usando detergentes, o citocromo. b5 podia ser isolado sem

quebra de ligações peptldicas, e que ist~ citocromo exi~

bia propriedades flsico-qulmicas bem diferentes das do heme.

peptldio central.

o citocromo b5 obtido por solubi1ização

com detergentes êinsoluvel em agua, pelo· fato de conter fos­

follpides, associados, e uma vez libertado das llpides por tr!

tamento com acetona tende a formar po1imeros cujo pêso molec~

lar foi estimado em tõrno de 120.000 (SAlO, NISHIBAYASHI &

ITO, 1969), enqu~nto o heme-peptidio central do citocromo bS
tem um pêso molecular ~stimado em t6rno de 13.000 (NOBREGA,

ARAUJO,PASETTO &·RAW, 1969).

Interessante e notar que o. potencial de

redox do citocromo bS 6btido por solubi1ização com detergén~·

tes (forma monomerica, ~põs remoção de fosfo11pides, pêso mo­

lecular estimado ~5.000) não difere priticamente do valor en­

contrado para o citocromo bS solubi1izádo por t~atamento dos

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

VElIC~ & STRITTMATTER (1956) determinaram

o potencial de redox do citocromo bS por vãrios m~todos, en­

contrando· um valor de + 0,02 vo1t·a pH 7,0, o que e ma'is de

0.1 volt maior qUe o valor referido para esse citocromo quan-

do ligado aos mtcrossomos

YOSHIKAWA.19S1).

(STR ITTMATTER & BALL, 1952 e
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. VELICK.& STRITTMATTER (1956) sugerem que es­

ta diferença encontrada nos valores do potencial de redox do

citocromo bS pode ser devida a uma int.ração dãss. citocromo

com algum componente de·micro5somos.

Em vista dos dados apontados acima e consi

derando o t~aba1ho em que HILDEBRANDT:& ESTABROOK. (1~7l) apre­

sentam uma sirie d~ evi~~ncias da participação do citocromo bS
juntamente com· o citocromo·P-450 em reações de hidroxi1ação de

drogas, os nossos resultados· (Tabela· 11), que nio reve1~m uma

estimulação da atividade azo-fedutisica em presença decitocr~, ~

mo b5, nio afastam completamente a possibilidade de que isse

citocromo participe do sistema da azo.redutase.

A evidincia definitiva dá participaçio ou

não· do citocromo, bS naàtividade azo"re~utãsica só poderâ . ser

obtida quando isse sistema fõr resolvido nas suas espicies mo­

leculares, o que peNTiitirã a recomposição .da atividade azo-re ..

dutasica.

Ain1bl~ão de uma sBriide· reações depende!

tes de NADPH por CO tem sido utilizada como indicação da par­

ticipação do citocromo.P-450 nesta~ reaçBes.

Reações de hidroxi1ação como a hidroxi1ação

de anilina ~ dehexobarbita1 sioin1bidas por CO (GILLETTE,.

1966). ESTABROOK, COOPER & ROSENTHAL (1963) demonstraram, de

maneira elegante, que a inibição. da hidroxi1ação de esteróides
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por CO pode ser revertid~ pela açiofotoqti1mica de luz monocro-
.'mãtica de comprimento de onda de 450 nm.

GILLETTE & GRAM (1969) mostraram que a iRi

bição da atividade azo-redutãsica por CO e de apenas 35%, usan­

do prontosil como substrato. HERNANOEZ, MAZEL & GILLETTE (1967)

mos t r ar am q'u e a penas a a t i vidade azo- r edut ã s i ca, cu j o a um ent Q

era induzido por pré-tratamento dos ratos cóm PB, era inibi-

da por CO. Os mesmos autores mnstraram que a azo-redutase,cujo

aumento era induzido por 3-MC, nio era ,inibi~a porCO.

A atividade az~-redutãsica dos 'microsso­

mos,. usando OAB como substrato,mostrGu~secompletamente insen~

slvel ~ aç~o de .CO, em condições de saturaçio do meio de reaçio

por CO (Tabela 111). Mesmo' em anaerobiose, em.que o efeito c~

ple*ante do tO passa a nio depender da relaçio CO/02(ESTABROOK,

COOPER & ROSENTHAL, 1963 e OMURA, SATO, COOPER, ROSENTHAl

& ESTABROOK, 1965), a atividade azo-redutãsica mostrou-se com~

p1etamente insensível à açio de CO. Entretanto, KIESE (1965)

mostrou que CO nia i'nibe·a,N .. hidroxilaçi·o de anilina e G.ILLETTE

(1966)refere que a sulfa-oxidação de di~mino.difenil sulfeto

nio é inib.ida por CO.

A constataçio de que a ativida~e azo-red!

tasica (usando OAB como substrato) nãa e in,ibida por CO nao ~.

c1~i necessiriamente a participação do citocromo P~450 nesta

reaçio.
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Condiserando-se os dados obtidos por

HERNANDEZ. GILLETTE & MAZEL (1967) (usando neoprontosil como

substrato) e comparando-os com os dados obtidos quando usamos

OAB,. uma serie de diferenças podem ser apontadas.

o OAB não ê reduzido não enzimãticamente

por NADPH e nem por NADH. Entretanto. quando se verificam os

resultados dêsses autores •. pode-se constatar uma redução nao

enzimatica do neoprontosil por NADPH, que chega atê a 20% da

atividade azo-redutãsica total. Tambêrndeve-se notar que

HERNANDEZ, MAZEL & GILLETTE (1967) relatam a reduçio de neo­

prontosil por NADH em preSença de NAOH-citocromo bS redutase,

em presença ou ausência de citocromo bS '

Ora, isse efeito, quando considerado ·junt!

mente com a constatação de que a atividadeazo-redutisica des

crita por êsses autores pode ser solubilizada de microssomos,

pela incubação com lipase,e purificada, atividade.essa que os

autores identificaram como sendo a NADPH ..citocromo c redutase.

sugere que a r~dução de neoprontosil seja uma reação inespe~!

fica, mormente quando se considera o valor de Km p de 4mM ob.. a

tido por êstes autores. O Km ap para a redução de OAB por mi.

crossomos foi de 19,4 pM (Fig. 2), que ê cêrca de duzentas vê

zes menor queo valor citado.

Por outro lado, a inexistência de efeito

sabre a azo-redutase da adição de pirofosfatoao meio de rea

ção, não sõ sugere que a atividade pirofosfatisica de nossas
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preparaçoes era baixa, bem como que a inibição observada na re

duç~o do citocromo bS dos microssomos em presença de pirotosf!

to corresponde ao dado de 5TR1TTMATTER & VELICK (19S7) que

mostram que a NADH-citocromo bS redutase i inibida por 'pirofo!

fa to.

Essa inibição sugere que a atividade azo­

redutâsica nao seja dependente de NADH-citocromo bS redutase.

Considerando a inibição da azo-redutase

por KCN (Tabela V), a possibilidade de que essa atividade nos

microssomos possa dependér exclusivamente de NADPH~citocromo c

redutase como foi sugerido por HERNANDEZ, GILLETTE & MAZEL

(1967) tem que ser posta em duvida. Prova isso o experimento

realizado com sobrenadante de microssomos tratados com· 1ipase

contendo 3,7 U de NADPH.citocromo c redutase(Resu1tados 3.S.3.)~

que mostra que a atividade azo~redutâsica, usando OAB como subs

trato, não pode depender exclusivamente dessa enzima. Entretan

to, HERNANDEZ, GILLETTE & MAZEL(1967). haviam indicado a NADPH-

citocromo c redutase como uma das enzimas responsãveis pela ati

vidade azo-redutisica. 56 podemos atribuir as discrep~~cias en....
tre os resultados dêsses autores e os nossos aos diferentes subs

tratosuti1izados.

Como se pode verificar pela Tabela V h~ uma

inibição da atividade azo~redutâsica de 50% .para '1 mM KCN· e.de.

90% para 3 ~M KCN.
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PHILLIPS & LANGDON (1962) e HILLIAMS & KAMIN

(1962) mostraram que a NADPH-citocromo c redutase não e inibi·

da por KCN o que confirmamos em nossas preparações, não só do·

sando a atividade NADPH-citocromo c redutasica em presença de

KCN (vide Metodos), bem como pela verificação de que· não havia

inibição dessa atividade no ensaio em que a atividade azo-redu

tasica estava inibida ~or KCN.

Portanto, o efeito da adição de KCN, bloquean
I ~

do a atividade azo-redutasica, deve ser em algum ponto da via

de transporte de eletrons posterior i NADPH-citocromo· c reduta

se.

OSHINO, IMAI & SAla (1966), comparando a de!

saturação de acidos graxos com a hidroxi1ação de anilina, veri

ficaram uma serie de dados muito interessantes:

(a) a hidroxi1ação de anilina e dependente de NADPH

e o citocromo P-450 certamente esta envolvido nessa reação pois

ela i inibida por CO e por isocianeto de eti1a. A hidroxi1ação

de anilina não ê inibida por KCN. Pelo uso de um anti~sôro p~e. ~

parado contra a NADPH-citocromo c reduta~e de microssomos de ra

to foi possivel inibir a reação de hidroxi1ação de anilina nes~

ses microssomos (OMURA, 1969), evidenciando a participaçio des~

sl enzima na reaçao.

(b) a dessaturação de esteari1~CoA e dependente de

NADH ou de NADPH indiferentemente; não e inibida por CO quer

com NADH ou com NADPH como doadores de elétrons e ó mesmo acon-

tece com isocianeto de etila.
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(c) comparando o efeito inibidor de menadiona sôbre

a dessaturação dependente de NADPH com o efeito inibidor sôbre

a hidroxilação de anilina, os autores concluem que a mesma fl~

voproteina especifica para NADPH age em ambos os casos. Jâ na

dessaturação dependente de NADH o efeito inibidor da menadiona

e insignificante.

(d) ambas as reaço~s de dessaturação', tanto a depe!

dente de NADH como a de NADPH, são completamente inibidas por

cianeto na concentração de 1 mM.

Em face dos fatos acima expostos OSHINO,IMAI

& SATO (1966) concluiram que a dessaturação de ãcidos graxos ª
um processo dependente de NADH ou NADPH, com consumo de oxigê­

nio e que provivelmente não depende de citocromo P-4S0, p05tu~

lando a existincia de um fator ~ensivel. a cianeto.

HOLLOWAY & WA$IL (1970) ~erificaram que a

dessaturação de estearil~eoA, dependente de NADH, podia ser so

lubilizada pelo uso de DOe e demonstraram que essa via era com
~

posta pela NADH~citocromo bS redutase, pelo citocromo bS e pe~

la enzima "dessaturase " , que provivelmente continha o fator s.n
~

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

Por~m GAYLOR,'MOIR~ 'SEIFREID~JEFeDATE(1970)

isolara~ de microssomos de flgado de ratos uma protelna que c~!

maram de protelna de ligaçio com cianeto que pelas caracterls­

ticas espectrais assemelha~se ao citocrómo P-4S0.
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Foi possivel a êstes autores separarem essa

proteína dos citocromos bS e P-4S0 por tratamento com Nagarse

e solubilização com DOC, a qual exibia uma constante de asso­

ciação 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 possível a êstes aytores indicar uma correlação en~

tre o fator sensível a cianeto e a proteína de ligação com Gia

neto.

Infelizmente, como referem os autor~s, esta

proteína exibe ~a extrema labilidade, tendo uma vida media(me
~

dida espectralmente) de cerca de 3 horas.

Os fatos apontados acima apresentam uma se-

rie de semelhanças com os dados obtidos para a azo-redutase de

microssomos de fígado.

A azo-redutase ª inibida por cianeto em con

centraçõ~s similares i~ reportadas para a dessaturação de . es­

tearil-CoA e não e inibi~a por monõxido de carbono, exibindo

também um~ extrema labilidadé comprovada nos tratamentos com

DOC, lipase ou Nagarse.

A estequiometria da rea~ão de redução da li

gação azo do OAB revelou uma relaçã~ de 3 para 1 entre o NADPH

cORsumido e OAB reduzido (Tabela IV).
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Teõricamente o esperado para reduzir a li9!

çao azo seria uma relação de 2 para l. Duas são as possibili­

dades para explicar êste resultado:

(a) apenas 2 NADPH seriam utilizados na reaçao de

redu~ão do OAB e o outro seria gasto em reaçoes desconhecidas;

(b) apesar das medidas terem sido feitas em anaero­

biose. as reações de hidroxilaçio da anilina formada e de deme­

tilação do OAB podem ter ocorrido simultâneamente, levando a

um aumento do NADPH consumido. o que ê muito pouco prov~vel PQr

que em vista dessa possibilidade as condições de anaerobiosefo

ram rigorosamente controladas.

Nossos resultados nao permitem saber qual

o destino do par de el~trons excedente. t interessante lem.

brar. entretanto, que COHEN & ESTABROOK (1971) estudando a de­

metilação de aminopirina encontraram uma estequiometria igual-
mente discreparite e comprovaram a participação do citccromobS

nas reações de oxidação de funçio mista como ~ceptor doselê­

trons excedentes na estequiometria da reação(COHEN & ESTABROOK.

1971a e 1971b; HILDEBRANDT & ESTABROOK, 1971).

A anilise do efeito da temperatura s6bre a

reaçao ~a azo-redutase mostra que hi uma temperatura de transi

ção em tôrno de 22 0 C. havendo uma variação considerãvel na en~r
. ~

gia de ativação do sistema acima desta temperatura. Trata~do-se

de um sistema complexo como o que e estudado.não só do ponto de
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vista estrutural ,como pela falta de conhecimento exato dos.: seus

constituintes, fica realmente diflci1 interpretar .posslveis.a1­

terações conformacionais face a um numero desconhecido de variá

veis existentes.

A inibição por mersa1i1 da atividade azo-re-

dutãsica sugere a existência de grupos SH na reaçao.

obtido para SO% de inibição é próximo do valor

o valor

obt i do

por FRANKLIN & ESTABROOK (1971) para a reação de demeti1ação de

eti1morfina. A verificaçâp de que a redução do citocromo P-4SQ

ao termino da reaçã~ da azo~redutase (em presença de 3S nMo1es

de mersali1 por mg de protelna) tambem estava SO% inibida, en.

quanto a redução do citocromo bS estaria SO% inibida em concen­

trações superiores (42 nMoles/m1 -FRANKLIN & ESTABROOK, 1971 )s~

gere a participação do citocromo P-4S0, entendido como uma ou

mais formas dêsse citocromo na reação da azo~redutase.

A inibição da atividade azo~redutãsica por

anilina não revelou um padrão de inibição competitiva, o que s~

ria de se esperar se o mesmo citocromo P~4S0 estivesse envolvi­

do na reação. Na possibi1idade.de tal hipótese ser uma reali(a

de esta discrepância fica esclarecida quando se compara o Kmap
para a hidroxi1ação da anilina, 40 ~M, (SCHENCKMAN, BALL &

ESTABROOK, 1967) com o Km ap para a reduçi~ do DAB, 19~4 ~M.

o resultado mais suge&tivo para a participa­

çao do citocromo P-450 na atividade azo-redutãsica foi obtido

apos o tratamento dos ratos com 3-MC indicando uma indução da
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(~abela VIII). Esses resultados ampliam os de CONNfY. MILLER

& MIlLER (1956) e os de von der DECKEN & HULTIN (1960). que V!

rificaram um aumento da atividade azo-redutãsica em microssomos

pelo tratamento de ratos com 3-MC.

Verfica-se pelos espectros obtidos com sub­

partlculas de microssomos que o citqcromo P-450 induzido pe~

lo tratamento com 3-MC (Fig. 8) correspond. ao citocromo P-450

tipo 11 (JEFCOATE & GAYLOR. 1969). Isto sugere fortemente a p~

sibilidade de que a atividade azo,redutãsica dependa desta for

ma de citocromo P-450.

Os resultados obtidos. quando foi medida a

reaçio de hidroxilaçio de anilina. tipicamente um substrato

do tipo 11. obtendo-se a mãxima atividade de hidroxilação com

microssomos de flgados de ratos tratados com 3-MC (Tabela XI).

vem reforçar essa indicação. Ao mesmo tempo. se considerados

juntamente com os resultados da cro~atografia do~ produtos das

reações de azo-redução e hidroxilaçio de anilina. vêm mostrar

que o citocromo P-450 era funcionalmente ativo em nossas prep~

raçoes.

O tratamento dos animais com PB. que induz

um aumento do citocromo P-450 do tipo I. (SLAOEK & MANNERING.

1969) nio induz nenhuma alteração sõbre a atividade azo~reduti

sica (Tabela IX). O espectro absoluto obtido para o citocromo

P-46Q com part;culasobtidas por tratamento com Nagars~ de mi-
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crossomos após pré-tratamento com PB, corresponde aos espectros

àpresentados por JEFCOATE & GAYlOR .(1969) e por NISHIBAVASHI &

SATO (1968).

o tratamento dos ratos com OAB demonstrou que

OAB não funciona· como substância indutora da atividade azo~redu

tãsica e que ao contrãrio houve uma marcada inibição da azo~rep

dutase, e esta inibição foi específica (Tabela X). O aum·entoQb

servado nos níveis do citocromo bS paralelamente ã inibição da

atividade azo-redut~sica sugerem que ~~se citocromo não partic!

pa da reação. Por outro lado, o aumento dos níveis do citocro~

mo bS ' provãve1mente, corresponde ã proliferação do retículo en

dop1asmãtico. KURIVAMA, OMURA, SIEKEVITZ & PAlAOE (1969) mos­

traram que o aumento nos nlveis de citocromo bS' durante o tra p

tamanto de ratos com PB, corresponde ã p~oliferação do retl~u10

endoplasmãtico e ~ devido i diminuição da velocidade de degrad!

ção d~sse citocromo. O resultado dissesautores sugere uma ex­

p1icaçio para os nossos resultados obtidos com o tratamento com

OAB.

o tipo de espectré obtido (Fig. 9) com par­

tículas demicrossomos de ratos pri-t~atados cem OAB,' semelhan­

te ao obtido para o citocromo P-4S0, tipq I, ao lado da consta-

.tação de que durante o tratamento com OAB não houve variação nos

nlveis de citocromo P-450,leva ã especulaçio sabre a possib1l!

dade deter havido uma inibição de um terceiro composto, não

identificado, que participaria da atividade azo,redutãsica.
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Por outro lado, o efeito inibidor do trata-

mento com DAB sôbre a azo-redutase vem fornecer mais uma indi­

caça0 sôbre o efeito carcinog~nico d~~te composto.

MILLER & MILLER (1953) mostraram que o efe!

to carcinogênico do DAB e menor que o do N-monometil p.amino.

à2obenzeno (MAB) e seus e~tudos pela anâlise dos produtos do

metabolismo de azo-corantes "in vivo" sugerem·que a reaçao de

demetilaçio precede a reação d~ clivage~ d~ ligaçio azo.

WU & SMUCKLER' (1969) em um sistema "in ~i­

tro", usando microssemos em um me10 d~ reaçio muito semélhante

ao usado neste trabalho, mostraram que a reação de demetilaçio

e mu 1.ta ·ma 15 1enta que a· de reduçã·o.

R~unindo ãstes dados, surge a possibilidade

de que o efeito carcinog~nico do OAB se manifeste graças ã 1n1

bição da azo-redutase permitindo. o acumulo de .N ...monometil p­

amino-azobenzeno ou de seus derivadosqueexibiri~mO efeito

carcinog~nico.

Analisando o espectro obtido em 'subpart'cu~

las de microssomos de flgadosde ratos pri-tratados com DAB,~e
~

rifica.se que o citocromo P-450 mostra espectralmente um pa-

drão que se aproxima muito do citocromo P~450 tipo I cujo aum~n-
to foi induzido pelo prê~tratamento com PB.
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Se a inibição da azo-redutase ocorresse pe~

la inibição da slntese do citocromo P-450 tipo 11, ~ste efeito

seria explicável, juntamente com o resultado espectral obtido,

desde que existissem ao lado de mecanismos de indução se1eti~

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

Os resultados totalmente negativos obtidos

nas tentativas de fracionamento dos microssomos com DOe mos-

tram que a 1abi1idade da atividade azo-redutãsica deve ser

mai6r que outras atividades de oxidases de função mista ji ob.

tidas em frações dos microssomos como o que foi descrito por

LU, JUNK & eOON (1969).

Entretanto, se considerarmos as semelhanças

da atividade azo~redutâsica com a dessaturação de ácidos gra­

xos e a existincia de um novo tipo de citocromo "P-450" descri

to por GAYLOR, MOIR, SEIFREID & JEFeOATE (1970), extremamente.

1ibi1, teremos ~ma explicação para o nosso insucesso.

Recentemente LU, KUNTZMAN, WEST & eONNEY

(1971) publicaram uma nova modificação do metodo de fraciona.

mento dos micros somos usando DOe e que chegou a nossas mãos

quando êste trabalho já estava sendo. redigidó.

O novo método preGoni~ado emprega a desinte

gr ação dos mi cr os som os por u1t ra - som, e a concen t r ação f i na 1

de DOe ê muito menor que a do método de LU, JUNK & eOON(1969)e

portanto poderá vir a ser uma preciosa indicação de como fracio



nar o sistema da azo.redutase no prosseguimento d~sse "trabalho.

Em resumo. a~ evid~ncias obtidas nesse tra
.p

balho indicam com bastante probabilidade que o citocromo P·450

est~ envolvido na redução do OAB mas não afastam definitivamen­

te a possibilidade da participação do citocromo bS neste proce~

50.

De qualquer forma. foi possível demonstrar

uma reação em microssomos que apresenta uma, característica atê

agora nio relatada. qual seja. a redução de um compostoexõgeno

,totalmente independente de oxig~nio que provãvelmente utiliza e

zimas de oxidação de função mista.

Essa reação tem como características inte •.
ressantes o fato de ser altamente especifica e ser inibida' por

KCN.

o estudo dessa reação levantou a possibill

dade da participação de substincias ainda não identificadas nos

processos de transporte de el~trons, no retículo endoplasmitico.



5. RESUMO E PERSPECTIVAS

Verificou-se que microssomos de fígado apresen­

tam uma atividade azo-redutãsica completamente dependente de

NAOPH, usando OAB como substrato.

Ao contrãrio de outros sistemas jã descrito~,a

atividade azo-redutisica nio pode ser identifi~ada com a NAOPH­

citocromo c redutase, embora nossos resultados indiquem que es

ta enzima participa da reação.

Não se pode excluir definitivamente a particip~

çao do citocromo bS apesar de uma s~rie de observações afastan

do essa possibilidade.

Verificou-se que a atividade azo-redutãsica po­

de ser induzida por tratamento com 3-MC,' paralelamente ~indu­

ção do citocromo P-4S0 tipo 11. Isto sugere fortemente a p~r~

ticipação disse citocromo na reação apesar desta nio s~r ini~i

da por CO.

O citocromo P.4S0 induzido por tratamento com

3~MC era funcionalmente ativo.

A atividade azo-redutãsica foi inibida espeilf!

camente pelo tratamento oral com· OAB, possibilitando a formul!

çãode uma hipótese sôbre a ação carcinogênica diste composto.
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Umas~rie de resultados mostra que a azo-reduta-
, '

se estudada ~ altamente especlfica podendo ser inibida por KCN

e por mersa1i1.

Face aos fatos expostos acima. as perspectivas

do sistema parecem muito interessantes.

A possibilidade do uso de novos mitodos de fra­

cionamento dos microssomos pode levar ã resolução do sistema da

azo-redutase.

As semelhanças com a dessaturação de ~cidos gra­

xos. aliadas às indicações da existência 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. trat~~se de uma reação de reduçio de um

composto exôgeno. com características ati agora não relatadas.

envolvendo processos bio1õgicos de importância e cujo estudo te

r~ prosseguimento.
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