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Para testar a viabilidade de novos protétipos de farmacos, deve-se avaliar, dentre outras, a sua
capacidade de causar interacdo medicamentosa com outros farmacos. As interagfes farmacolégicas
na fase de biotransformacgéo sdo muito comuns e podem ser causadas por substancias que inibem
enzimas CYP450 aumentando a biodisponibilidade de farmacos metabolizados pela subfamilia
inibida. O objetivo deste trabalho é produzir um concentrado de enzimas microssomais viaveis a partir
de tecido hepatico extraido de ratos Wistar. 6 ratos foram eutanasiados em camara de CO:2 e seus
figados extraidos cirurgicamente. A massa hepatica foi triturada e sofreu centrifugacdes sucessivas
até a obtencdo do lisado contendo as enzimas microssomais. A quantidade de proteinas totais foi
determinada pelo método de biureto. O lisado foi aliquotado em eppendorf® e armazenado em
nitrogénio liquido. O procedimento gerou 18 mL de lisado contendo 6,7 mg/mL de proteinas totais,
guantidade superior a outros protocolos de extracdo de enzimas hepaticas. Este lisado sera (til para
o desenvolvimento de testes de atividade enzimatica de subfamilias CYP450. Sabe-se que a
subfamilia CYP3A metaboliza midazolam, dessa forma, ao se montar um meio reacional contendo
lisado + NADPH + midazolam espera-se que as enzimas CYP3A presentes no lisado sejam capazes

de metabolizar o midazolam.
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Introducao

O metabolismo ou biotransformacéo pode ser conceituado como a transfor-
macao do farmaco em outra substancia quimica derivada deste, chamada metaboli-
to. Para que esse processo ocorra, estdo envolvidas diversas enzimas que juntas
séo responsaveis pelas reacdes de Fase 1 (oxidacdo, reducédo e hidrolise) e de Fa-
se 2 (conjugacao) (DE LUCIA; OLIVEIRA-FILHO, 2004).

Nas reaces de fase 1 predominam as enzimas microssomais e os farmacos
sao transformados em moléculas mais polares e mais reativas. Nas reacdes de fase

2 predominam as enzimas citosolicas e um grupo mais polar (aminoacidos, metila,
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acetila, sulfato, glicuronideo ou glutatin) se conjuga ao metablit e fas or- |
nando-o mais estavel e hidrossoluvel (OLSON, 2002).

O citocromo P450 pode ser induzido ou inibido por diversas substancias
(outros farmacos, drogas, alimentos) e isto pode se tornar a razdo de uma interacao
farmacoldgica. A co-administracdo de um determinado farmaco pode aumentar ou
diminuir a biodisponibilidade do primeiro, ao induzir ou inibir a familia de enzimas
responsaveis pela metabolizacéo deste (OGA et al., 2002).

O 6rgéo que concentra a maior quantidade de enzimas biotransformadoras de
farmacos é o figado; sabe-se que € possivel selecionar determinada classe en-
zimética de acordo com seu peso molecular por meio de sucessivas centrifugacdes
e assim obter um concentrado de enzimas ativas capazes de metabolizar seu subs-
trato em condic¢des 6timas de acéo in vitro (LI et al., 2010).

Este trabalho se justifica pela necessidade da utilizacdo de um fonte de en-
zimas para a determinacao da influéncia de certas drogas em sua acéo. A producao
de extratos de enzimas microssomais provenientes de figado de ratos Wistar € o
principal protocolo de fornecimento de enzimas para testes de inibicdo de novas
drogas (OLIVEIRA et al., 2015).

O objetivo deste trabalho €é produzir um concentrado de enzimas

microssomais viaveis a partir de tecido hepatico extraido de ratos Wistar.

-~ Material e Métodos

A utilizacdo de animais (Rattus novergicus albinus linhagem Wistar) por este
estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFG
(CEUA/UFG) sob o n®042/2013.

Material: Tecido hepatico previamente extraido, tampao Tris/KCI 0,02 M/0,2 M
pH 7,4 gelado, tampéo fosfato de sédio 0,1 M gelado, EDTA, ditiotreitol, glicerol,
centrifuga refrigerada, falcons de 50 mL, bastdo de vidro, balanca de preciséo, kit de
determinacao de proteinas totais por biureto, nitrogénio liquido.

Procedimento: 6 ratos foram eutanasiados em camara de CO:2 e
imediatamente tiveram o sangue removido por puncdo cardiaca. Em seguida, os
figados foram retirados por procedimento cirdrgico e pesados em balanca semi-
analitica. Esses orgaos foram lavados com tampéo Tris/KCI 0,02 M/0,2 M pH 7,4 a 4

°C até ficarem esbranquicados e posteriormente foram triturados com bastao de
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vidro. A massa hepatica foi entdo centrifugada a 9000 g, 4

° o O mints |
sobrenadante foi centrifugado novamente a 22.200 g por 80 minutos sendo este
sobrenadante ressuspendido em 5 mL de tampao Tris/lKCl e mais uma vez
centrifugado para remover a hemoglobina. Os microssomas obtidos foram
aliquotados em 5 mL de tampé&o fosfato de sodio 0,1 M contendo 0,8 mM de EDTA, 1
mM de ditiotreitol e 20% de glicerol. Todos os procedimentos foram conduzidos a 4
°C. As proteinas totais foram determinadas utilizando o método de biureto e o lisado

contendo as enzimas hepaticas foi armazenado em nitrogénio liquido.

Resultados e Discussao

O lisado produzido a partir de 6 figados de ratos Wistar (peso médio + 18,5
g/figado) apresentou aspecto rosado e semi-sélido. A massa hepatica extraida
possibilitou a producdo de 18 mL de lisado que foram aliquotados em 12
eppendorfs® em nitrogénio liquido.

O lisado hepatico preparado apresentou uma quantidade de proteinas totais
de 6,7 mg/mL quantificado por método do biureto. Este resultado demonstra que a
quantidade de proteinas no lisado foi superior a outros estudos que encontraram
concentracdes de 0,2 mg/mL (QIAO et al., 2014), 0,5 mg/mL (MIKASA et al., 2013;
TAKAHASHI et al., 2003), 2,0 mg/mL (PEKTHONG et al., 2009), 4,0 mg/mL (USIA et
al., 2005) e 5,57 mg/mL (OLIVEIRA et al., 2015).

Este lisado € util para o desenvolvimento de testes de atividade enzimética de
subfamilias CYP450 quando se adiciona, ao contato com as enzimas, farmacos
substratos especificos para cada subfamilia. Sabe-se que a subfamilia CYP3A
metaboliza midazolam (FDA, 2011), dessa forma, ao se montar um meio reacional
contendo lisado + NADPH + midazolam espera-se que as enzimas CYP3A
presentes no lisado sejam capazes de metabolizar o midazolam. Pode-se ainda
adicionar a este meio alguma outra droga e avaliar se esta tem capacidade de inibir
as enzimas CYP3A ao se mensurar a quantidade de midazolam metabolizado.
Dessa forma, pode-se prever se uma droga, ou protétipo de farmaco, podera
apresentar interacdo medicamentosa ao ser co-administrado com farmacos
metabolizados pela subfamilia CYP3A, aumentando a sua biodisponibilidade e
podendo levar a efeitos toxicos (FAN; LANNQY, 2014).

Pesguisae  Extensdo, Culturae
Pos Graduagao - Assuntos Estudantis

Estadual de Goias

{ PRG | . PRP PRE g8t
profReltoriade “Pro-Reitoria de Pro-Reitoria de Universidade
Graduacao




IV Congresso de
Ensino, Pesquisar |
e Extensdo da UEG |

Considerac0fes Finais

O lisado preparado a partir dos figados de ratos Wistar contém quantidade de

proteinas totais superior a outros protocolos de extracdo descritos pela literatura,
dessa forma, espera-se que apresente quantidade suficiente de enzimas CYP450
que torne possivel testes de atividade enzimatica cuja finalidade é avaliar se
determinados prototipos de farmacos a serem testados apresentam capacidade de
inibicdo enzimética, 0 que poderia indicar que apresentariam interacdo

medicamentosa com outros farmacos.
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