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Para testar a viabilidade de novos protótipos de fármacos, deve-se avaliar, dentre outras, a sua 

capacidade de causar interação medicamentosa com outros fármacos. As interações farmacológicas 

na fase de biotransformação são muito comuns e podem ser causadas por substâncias que inibem 

enzimas CYP450 aumentando a biodisponibilidade de fármacos metabolizados pela subfamília 

inibida. O objetivo deste trabalho é produzir um concentrado de enzimas microssomais viáveis a partir 

de tecido hepático extraído de ratos Wistar. 6 ratos foram eutanasiados em câmara de CO2 e seus 

fígados extraídos cirurgicamente. A massa hepática foi triturada e sofreu centrifugações sucessivas 

até a obtenção do lisado contendo as enzimas microssomais. A quantidade de proteínas totais foi 

determinada pelo método de biureto. O lisado foi aliquotado em eppendorf® e armazenado em 

nitrogênio líquido. O procedimento gerou 18 mL de lisado contendo 6,7 mg/mL de proteínas totais, 

quantidade superior a outros protocolos de extração de enzimas hepáticas. Este lisado será útil para 

o desenvolvimento de testes de atividade enzimática de subfamílias CYP450. Sabe-se que a 

subfamília 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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Introdução 

 

O metabolismo ou biotransformação pode ser conceituado como a transfor-

mação do fármaco em outra substância química derivada deste, chamada metabóli-

to. Para que esse processo ocorra, estão envolvidas diversas enzimas que juntas 

são responsáveis pelas reações de Fase 1 (oxidação, redução e hidrólise) e de Fa-

se 2 (conjugação) (DE LUCIA; OLIVEIRA-FILHO, 2004). 

Nas reações de fase 1 predominam as enzimas microssomais e os fármacos 

são transformados em moléculas mais polares e mais reativas. Nas reações de fase 

2 predominam as enzimas citosólicas e um grupo mais polar (aminoácidos, metila, 



 

 

acetila, sulfato, glicuronídeo ou glutationa) se conjuga ao metabólito de fase 1 tor-

nando-o mais estável e hidrossolúvel (OLSON, 2002). 

O citocromo P450 pode ser induzido ou inibido por diversas substâncias 

(outros fármacos, drogas, alimentos) e isto pode se tornar a razão de uma interação 

farmacológica. A co-administração de um determinado fármaco pode aumentar ou 

diminuir a biodisponibilidade do primeiro, ao induzir ou inibir a família de enzimas 

responsáveis pela metabolização deste (OGA et al., 2002). 

O órgão que concentra a maior quantidade de enzimas biotransformadoras de 

fármacos é o fígado; sabe-se que é possível selecionar determinada classe en-

zimática de acordo com seu peso molecular por meio de sucessivas centrifugações 

e assim obter um concentrado de enzimas ativas capazes de metabolizar seu subs-

trato em condições ótimas de ação in vitro (LI et al., 2010).  

Este trabalho se justifica pela necessidade da utilização de um fonte de en-

zimas para a determinação da influência de certas drogas em sua ação. A produção 

de extratos de enzimas microssomais provenientes de fígado de ratos Wistar é o 

principal protocolo de fornecimento de enzimas para testes de inibição de novas 

drogas (OLIVEIRA et al., 2015). 

O objetivo deste trabalho é produzir um concentrado de enzimas 

microssomais viáveis a partir de tecido hepático extraído de ratos Wistar. 

 

Material e Métodos 

 

A utilização de animais (Rattus novergicus albinus linhagem Wistar) por este 

estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da UFG 

(CEUA/UFG) sob o nº 042/2013.  

Material: Tecido hepático previamente extraído, tampão Tris/KCl 0,02 M/0,2 M 

pH 7,4 gelado, tampão fosfato de sódio 0,1 M gelado, EDTA, ditiotreitol, glicerol, 

centrífuga refrigerada, falcons de 50 mL, bastão de vidro, balança de precisão, kit de 

determinação de proteínas totais por biureto, nitrogênio líquido.  

Procedimento: 6 ratos foram eutanasiados em câmara de CO2 e 

imediatamente tiveram o sangue removido por punção cardíaca. Em seguida, os 

fígados foram retirados por procedimento cirúrgico e pesados em balança semi-

analítica. Esses órgãos foram lavados com tampão Tris/KCl 0,02 M/0,2 M pH 7,4 a 4 

ºC até ficarem esbranquiçados e posteriormente foram triturados com bastão de 



 

 

vidro. A massa hepática foi então centrifugada a 9000 g, 4 ºC por 20 minutos. O 

sobrenadante foi centrifugado novamente a 22.200 g por 80 minutos sendo este 

sobrenadante ressuspendido em 5 mL de tampão Tris/KCl e mais uma vez 

centrifugado para remover a hemoglobina. Os microssomas obtidos foram 

aliquotados em 5 mL de tampão fosfato de sódio 0,1 M contendo 0,8 mM de EDTA, 1 

mM de ditiotreitol e 20% de glicerol. Todos os procedimentos foram conduzidos a 4 

ºC. As proteínas totais foram determinadas utilizando o método de biureto e o lisado 

contendo as enzimas hepáticas foi armazenado em nitrogênio líquido.  

 

Resultados e Discussão 

 

O lisado produzido a partir de 6 fígados de ratos Wistar (peso médio ± 18,5 

g/fígado) apresentou aspecto rosado e semi-sólido. A massa hepática extraída 

possibilitou a produção de 18 mL de lisado que foram aliquotados em 12 

eppendorfs® em nitrogênio líquido.  

O lisado hepático preparado apresentou uma quantidade de proteínas totais 

de 6,7 mg/mL quantificado por método do biureto. Este resultado demonstra que a 

quantidade de proteínas no lisado foi superior a outros estudos que encontraram 

concentrações 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 é útil para o desenvolvimento de testes de atividade enzimática de 

subfamílias CYP450 quando se adiciona, ao contato com as enzimas, fármacos 

substratos específicos para cada subfamília. Sabe-se que a subfamília 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 protótipo de fármaco, poderá 

apresentar interação medicamentosa ao ser co-administrado com fármacos 

metabolizados pela subfamília CYP3A, aumentando a sua biodisponibilidade e 

podendo levar a efeitos tóxicos (FAN; LANNOY, 2014). 



 

 

Considerações Finais 

 

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

proteínas totais superior a outros protocolos de extração descritos pela literatura, 

dessa forma, espera-se que apresente quantidade suficiente de enzimas CYP450 

que torne possível testes de atividade enzimática cuja finalidade é avaliar se 

determinados protótipos de fármacos a serem testados apresentam capacidade de 

inibição enzimática, o que poderia indicar que apresentariam interação 

medicamentosa com outros fármacos. 
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