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RESUMO

As enzimas Citocromo P450 (CYP) e Glutationa S-transferase (GST) participam do
processo de metabolizac&o celular de compostos xenobidticos tornando-os menos
toxicos e facilitando sua eliminagédo (biotransformacéo). Durante esse processo, a
acdo da CYP pode ativar compostos potencialmente toxicos prejudicando o
funcionamento celular. Melhores resultados de desintoxicagdo podem ser alcancados
diminuindo a agdo da CYP e aumentando a acdo da GST, responsavel pela eliminagéo
da maioria destes compostos. Estudos tém sido realizados no intuito de avaliar efeitos
gue componentes bioativos de vegetais realizam sobre a atividade das enzimas de
biotransformacé&o. Ha varias frutas ricas em compostos que, isolados, séo reportados
como moduladores de atividade enzimatica incluindo enzimas biotransformadoras. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de compostos de acai e pitanga em
inibir a atividade de CYP e aumentar a atividade de GST hepatica de ratos, buscando
otimizar o processo de biotransformacédo. A atividade de enzimas da familia de CYP
(PROD, EROD, MROD e ECOD) foi determinada fluorimetricamente utilizando
substratos especificos, e a atividade de GST foi realizada por ensaio
espectrofotométrico utilizando o substrato CDNB. Foram utilizados nos ensaios
extratos de etéreos de acai e pitanga. Dentre os extratos testados, apenas o extrato

etéreo de acgai promoveu modulagdo parcialmente satisfatéria, ja que o extrato de
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pitanga ndo demostrou influéncia sobre as enzimas. O extrato de acai inibiu
expressivamente a atividade de CYP, possivelmente diminuindo a ativacdo de
compostos toxicos, porém também foi inibidor da GST diminuindo a capacidade
celular de eliminacéo destes compostos.

Palavras-chave: Citocromo P450, GST, biotransformacéo, acai, pitanga.

ABSTRACT

The Citocromo P450 enzymes (CYP) and Glutathione S-transferase (GST) participate
in the process of cellular metabolism of xenobiotic compounds making them less toxic
and facilitating their elimination (biotransformation). During this process, the action of
CYP can activate potentially toxic compounds impairing the cellular function. Better
detoxification results can be achieved by decreasing the action of CYP and increasing
the action of GST, responsible for the elimination of most of these composts. Studies
have been carried out to evaluate the effects of bioactive components of plants on the
activity of biotransforming enzymes. There are several fruits rich in compounds that,
isolated, are reported as modulators of enzymatic activity including biotransforming
enzymes. The aim of this work was to evaluate the capacity of acai and brazilian cherry
composts in inhibiting the activity of CYP and increasing the activity of hepatic GST of
rats, searching to optimize the biotranformation process. The activity of enzymes of
the CYP family (PROD, EROD, MROD and ECOD) was determined fluorimetrically
using specific substrates and the GST activity was performed by spectrophotometric
assay using the CDNB substrate. Ethereal extracts of acai and brazilian cherry were
used in the tests. Among the extracts tested, only the ethereal extract of acai promoted
partially satisfactory modulation, since the extract of brazilian cherry did not show
influence on the enzymes. The extract of acai inhibited the activity of CYP expressively,
possibly decreasing the activation of toxic compounds, however also inhibited GST by
decreasing the cellular capacity of elimination of toxic compounds.

Keywords: Cytochrome P450, GST, Biotransformation, acai, brazilian cherry.
1. INTRODUCAO
A eliminacdo de substancias prejudiciais ao organismo ocorre principalmente

por acdo enzimatica, tendo a participacdo de enzimas como as pertencentes a familia

Citocromo P450 (CYP) e Glutationa S-transferase (GST). Essas enzimas podem ter
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localizacédo hepética e extra-hepatica e participam do processo de biotransformacéao
de xenobiodticos (compostos estranhos ao organismo), convertendo substancias
originalmente lipofilicas em metabdlitos mais hidrofilicos e facilitando sua excrecéo
[1].

A desintoxicacdo enzimatica de xenobioticos pode ser dividida em duas fases
distintas, porém estritamente relacionadas [2]. Na primeira fase do processo, a
conversdo desses compostos em produtos altamente reativos ocorre através da
introducdo de um ou mais grupamentos hidroxila no substrato. O produto gerado a
partir do metabolismo xenobidtico decompde-se em um agente eletrofilico altamente
reativo, podendo entéo reagir com biomoléculas essenciais e diminuir ou impedir o
desenvolvimento celular [3]. Na segunda fase do metabolismo ocorre a conjugacao
com um substrato enddégeno, por exemplo a glutationa, através de enzimas como
Glutationa S-Transferases (GST), UDP-Glucoroniltransferases (UGT), que promovem
a inativacao dos produtos formados durante a primeira fase.

Este processo pode levar a perda do potencial téxico de diversos compostos,
do efeito farmacoldgico de diversas drogas ou, contrariamente, pode ativa-las. Grande
parte das substancias consideradas potencialmente carcinogénicas necessitam
serem ativadas metabolicamente no organismo para hajam efetivamente como
carcinogénicas. As reacgdes de ativagdo metabdlica de compostos cancerigenos sado
catalisadas por varias enzimas, as enzima de fase | do processo de biotransformacao
[3].

De fato, a eliminacdo de compostos cancerigenos e redugdo de efeitos
mutagénicos por compostos promotores ou inibidores € de importancia crucial para
retardar efeitos biolégicos negativos e prejudiciais ao desenvolvimento celular,
elucidando mecanismos associados ao surgimento de varias patologias. Algumas
isoformas de CYP encontradas no cérebro podem estar envolvidas no fator de
susceptibilidade para o desenvolvimento da doenca de Parkinson. O CYP2E1 que
esta associado com a producédo de radicais livres e formacédo de toxinas endégenas
metaboliza n-hexano, levando a formacédo do metabdlito neurotoxico 2,5-hexanodiona
gue pode explicar casos de parkinsonismo induzido por solvente [4,5].

Portanto, muitos estudos estdo sendo realizados voltados para a avaliacdo dos
efeitos de compostos bioativos sobre o mecanismo de acdo de enzimas de
biotransformacéo, seja na inibicdo das enzimas da familia do CYP ou na ativacédo de

GST [6]. Historicamente, creditou-se ao consumo de vegetais e particularmente frutas
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o beneficio a saude [7]. Varios estudos foram e continuam sendo realizados a fim de
propor gue compostos bioativos, principalmente fendlicos, exercem efeitos positivos
em doencas cronicas, incluindo cancer e doengas neurodegenerativas [8].

Estudos in vitro indicam a modulagéo da atividade de isoformas de CYP por
flavonoides amplamente distribuidos em plantas comestiveis, frutas e vegetais; que
podem ser consumidos diariamente em grandes quantidades. Ja foi observado por
Rashid et al. [9] que, quando administrados oralmente, flavonoides como a flavona,
tangeritina e nobilitina inibem a atividade de algumas familias de CYPs, nos 6rgéos
onde sdo encontradas.

Constituintes do sumo de grapefruit sdo conhecidos por modular alguns
sistemas de CYP de mamiferos tais como as isoenzimas CYP 3A4 intestinal e CYP
2A6 hepaética, reduzindo a biotransformacdo de drogas aumentando a
biodisponibilidade destas [10]. Estudos indicam que um Unico copo de suco de
grapefruit pode aumentar significativamente a biodisponibilidade oral de uma
variedade de medicamentos comumente usados. Presume-se que 0 mecanismo deste
efeito envolve a diminuigdo ou retardo no metabolismo desses medicamentos, a partir
da diminuicdo da atividade de enzimas da familia CYP, uma vez que muitos dos
medicamentos avaliados parecem ser bem absorvidos quando tomados na auséncia
do sumo de grapefruit [11].

Relacionados a segunda fase do processo de biotransformacado, estudos
mostram que extratos brutos de diversos vegetais tem sido relacionado como
ativadores da GST. Em ensaios in vitro, quando em células de mamiferos, os extratos
de alguns vegetais testados se mostraram eficazes na inducdo da GST. Outros
estudos reportam a ativagcdo da GST em tecidos animais e associam-na como fator
de prevencédo de doencas como cancer, uma vez que esta ativagcado diminui o tempo
de exposicdo do organismo ao composto considerado prejudicial [12].

Frutas e outros vegetais possuem em sua composi¢ao, diversas substancias
antioxidantes e outros compostos, cujas atividades benéficas a satude tém sido bem
comprovadas nos Ultimos anos. Substancias antioxidantes como compostos fendlicos,
contribuem para os efeitos benéficos destes alimentos. Somando-se a isto, estudos
tém demonstrado que compostos bioativos naturais possuem efeitos significativos na
diminuicdo de doencas como o cancer, e evidéncias epidemioldgicas demonstram que
o consumo de alimentos considerados fontes de compostos bioativos, diminui a
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possibilidade de ocorréncia de doencas cardiovasculares, efeito causado
possivelmente por propriedades antioxidantes que estes compostos possuem|[13].

A capacidade de componentes de alimentos de regular ou modular a expressao
de enzimas biotransformadoras sugere que essas enzimas podem representar um elo
essencial entre a alimentacéo e a prevencdo de doencas ou possibilitando a extracao
e purificacdo destes componentes para posterior utilizacdo ou um maior controle de
seu consumo [14]. Frutas sé&o reconhecidas fontes de compostos bioativos como
flavonoides e outros capazes de modular a atividade de enzimas de biotransformacéo.
Uma das melhores fontes sao pitanga, que contém quercetina, kaempferol e miricetina
[2,15]; e acai, que contém grande quantidade de polifenois, mais notadamente
antocianidinas e flavonoides, e dentre estes se destacam a quercetina, a orientina e
seus derivados e proantocianidinas [16,17].

Muitos destes compostos estdo presentes no sumo de grapefruit, que é
relatado em diversos estudos por interferir com o sistema do CYP de mamiferos,
reduzindo sua atividade metabdlica [18, 19, 20,21]. Limonoides presentes nas frutas
citricas tem como principal mecanismo de acéo a indugéo da GST [22].

O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade modulatéria de extrato etéreo
de acai e de pitanga sobre a atividade de enzimas, CYP e GST, de forma a inibir a
acdo da primeira e ativar a segunda. Desta forma, estes resultados culminariam no
aumento da eficiéncia do processo de biotransformacéo e diminuicdo da ativagao de
compostos possivelmente cancerigenos, aumentando o processo de excrecdo dos

produtos hidrofilicos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. OBTENCAO DE FRACAO ENZIMATICA CEREBRAL DE RATOS

As amostras de cérebro de ratos Wistar machos foram descongeladas, pesadas e
homogeneizadas em homogeneizador Potter-Elvejhem teflon/vidro, numa proporcao
de 1,0 g de cérebro para 4,0 mL de solucao tampao gelada (fosfato de potassio 0,1
M, de pH 7,0, contendo sacarose 0,25 M). Os homogeneizados foram centrifugados a
9.000 x g por 45 minutos a 4 °C. Os sobrenadantes desta primeira centrifugacéo foram
transferidos para novos tubos e ultracentrifugados em ultracentrifuga Hitachi, a
100.000 x g por 90 minutos a 4 °C. O sobrenadante, fracdo citosdlica, foi recolhido,
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aliquotado e armazenado em freezer (aproximadamente -20°C) até sua utilizacdo nos

ensaios de atividade enzimatica.

2.2. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO PROTEICA NA FRACAO SOLUVEL
DE CEREBRO DE RATO.

A determinacao da concentracédo proteica foi realizada segunda método Peterson [23].
Os resultados foram expressos em atividade especifica, padronizado para a
concentracdo de proteinas sollveis estimada, utilizando como padrdo 10ug e 100ug
de albumina sérica bovina (BSA) e utilizados no célculo das atividades enziméaticas

especificas.

2.3. OBTENCAO DOS EXTRATOS DE PITANGA E ACAI.
2.3.1. Obtencao dos extratos brutos de pitanga e acai

Os compostos bioativos presentes na polpa “in natura” triturada de acgai e de
pitanga obtidos comercialmente, foram extraidos com éter de petréleo P.A. na
propor¢éo de 1:5 (g da amostra: mL de agua) durante 1 hora em agitador magnético
a temperatura ambiente. A solucao foi filtrada a vacuo em funil de Biichner e o residuo
liquido centrifugado a 3.000 rpm por 2 minutos para decantacéo de solidos mais finos.
Os extratos etéreos obtidos foram utilizados no estudo da influéncia sobre a atividade

enzimatica [24].

2.3.2 Determinacgéo da atividade de GST né&o especifica

A atividade da enzima GST foi determinada segundo metodologia descrita por
Habig et al. [25]. O ensaio foi realizado em duplicata, em meio reacional contendo
tampéao fosfato de potassio (0,1 M, pH 6,0) e fracéo citosélica, na presenca de 100 uL
de glutationa reduzida (GSH) 50 mM, A reacdao foi inicializada pela adigdo de 20 uL
de 1-cloro 2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 100 mM (preparado em etanol) utilizado como
substrato. O ensaio na auséncia da enzima, foi realizado para verificar a taxa de
reacfes nao-enzimaticas. A reacdo foi acompanhada espectrofotometricamente, a
340nm, durante 3 minutos. Controles positivos foram feitos da mesma forma que nos
testes, ndo havendo, no entanto, a adicdo dos extratos. Para o calculo da atividade
especifica da GST foi utilizado o coeficiente de absortividade molar 9,6 mM-* cm™,

2.3.3 Determinacgéo da atividade de enzimas da familia Citocromo P450 (CYP)
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Para determinacéo da atividade das enzimas da familia CYP foram adotadas
metodologias que utilizam substratos especificos para cada isoenzima, sujeitas a
reacoes de O-desalquilagéo.

O ensaio para atividade de 7-ethoxycoumarin O-desetilase (ECOD) foi feita
segundo protocolo utilizado por Greenlee & Poland [26]. Onde a atividade da enzima
sera dada pela formacdo de 7-hydroxicumarina extraida em fase alcalina,
acompanhada fluorimetricamente. As atividades serdo expressas como a quantidade
de produto formado em picomoles por miligrama por minuto.

A determinacdo das atividades de etoxiresorufina, metoxiresorufina,
pentoxiresorufina O-desetilase (EROD, MROD e PROD, respectivamente) em
concentragdo de 1 mM, nas fragdes microssomal e mitocondrial serdo realizadas
segundo protocolo descrito por Burke et al. [27]. A determinacdo das velocidades de
reacao de desalquilacéo dos diferentes substratos seréo realizadas através do registro
fluorimétrico do acumulo da resorufina, produto final da reacdo. A velocidade de
reacdo serad medida diretamente pela fluorescéncia crescente da mistura de reacéo,
excitagdo 550 nm e emissdo 582 nm; abertura da fenda, 5 nm; sensibilidade baixa, e
expressa como picomoles de resorufina produzida / mg de proteina na fracédo

microssomal / minuto de reacao.

2.4. ANALISE ESTATISTICA
O tratamento estatistico dos resultados obtidos foi realizado utilizando o teste t

de Student para comparacéo de médias, tendo como parametro o valor de p 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. AVALIAC;AO DA ATIVIDADE DA ENZIMA GST SOB INFLUENCIA DO EXTRATO
ETEREO DE ACAI E DE PITANGA

Glutationa S-transferase € uma familia de enzimas que participam do processo
de metabolizacdo de xenobidticos tornando-os menos téxicos e facilitando sua
eliminacdo. Juntamente com o tripeptidio glutationa (GSH), as GSTs desempenham
um papel importante no sistema de defesa das células contra os compostos
eletrofilicos [28]. Muitos estudos tém sido voltados para a avaliacdo dos efeitos que
componentes de frutas, como flavonoides, e outras substancias possivelmente
bioativas tem sobre a atividade da GST, seja ativando ou inibindo-a [12]. Dependendo

do alvo de estudo, conhecer substancias que inibam e que ativem a atividade de GST
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€ importante e pode mudar condi¢des de tratamento ou de consumo das frutas que
contém esses compostos, visando aumentar ou diminuir a permanéncia dos mesmos
nas células.

Neste trabalho foram feitos testes com o extrato etéreo de acai e de pitanga,
duas frutas muito consumidas na alimentacdo humana e utilizadas como matéria-
prima para diversos produtos, incluindo cosméticos. A Figura 1 ilustra graficamente os
valores de atividade da GST citosdlica hepatica de ratos em ensaios contendo extrato
etéreo de agai e de pitanga.
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Figura 1: Atividade de GST citosolica hepatica de rato com adicdo dos extratos etéreo
de pitanga e acai, comparados ao controle (atividade de GST sem adicdo dos
extratos). *Segundo o teste t de Student todos os valores diferem significativamente
do controle (p < 0,05).

Diante dos resultados obtidos com os testes foi possivel perceber que, nas
condi¢bes da reacdo (CDNB 100 mM e extrato 5uL), houve redugéo da atividade da
GST utilizando tanto o extrato etéreo de agai quanto de pitanga, quando comparada
ao controle. Isto indica que esses extratos possuem compostos capazes de modular
a atividade da enzimatica avaliada.

Os metabdlitos bioativos que predominam no acai sdo antocianinas e
flavonoides, dentre eles a quercetina e o dihidrokaempferol [16]. Segundo Rohman et
al. [29] derivados de quercetina e cumarinas presentes em bulbos de cebola interagem
significativamente com GST intracelular. Além disso, a quercetina promove uma
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inibicdo tempo-dependente da atividade da GST [28]. No estudo conduzido por Sahu
et al. [29] a atividade de GST hepética de ratos foi inibida quando incubada com
kaempferol, substancia encontrada na pitanga. Esses dados indicam que a reducgéo
da atividade da GST cerebral de rato pode ser influenciada por esses compostos

bioativos presentes nos extratos testados.

3.2. AVALIACAO DA ATIVIDADE DE ENZIMAS DA FAMILIA CITOCROMO P450
SOB INFLUENCIA DO EXTRATO ETEREO DE ACAI E DE PITANGA

Microssomos hepaticos podem conter diferentes enzimas CYP, de diferentes
familias e subfamilias que apresentam, geralmente, semelhanca de mais de 40% em
suas sequencias de aminoacidos. Essas enzimas catalisam a O-desalquilacdo de
seus substratos, tendo como produto comum a resorufina, composto fluorescente.
Substratos especificos podem ser utilizados nos ensaios para identificar diferentes
familias de CYP. Etoxiresorufina e metoxiresorufina sdo metabolizadas
preferencialmente por isoenzimas da subfamilia 1A, enquanto que isoenzimas da
subfamilia 2B catalisam a O-desalquilagdo do composto pentoxiresorufina [32].

Foram realizados ensaios com a intencdo de avaliar como o extrato etéreo de
acai e de pitanga influenciam essas enzimas. A Figura 2 ilustra o resultado de
atividade de pentoxiresorufina O-desetilase (PROD) obtido com a utilizacdo dos
extratos etéreos de acai e pitanga comparado ao resultado de atividade obtido sem
adicao dos extratos.
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Figura 2: Efeito do tratamento in vitro de extrato etéreo de acai e pitanga sobre a
atividade de enzimas citcromo P450 hepéticas de rato. A: pentoxiresorufina O-
desetilase (PROD), B: metoxiresorufina O-desetilase (MROD), C: etoxiresorufina O-
desetilase (EROD) e D: etoxicumarina O-desetilase (ECOD). Os resultados foram
comparados ao controle (sem adicdo dos extratos). *Segundo o teste t de Student o

valor difere significativamente do controle (p < 0,05).

De acordo com os resultados, o extrato etéreo de acai inibiu em,
aproximadamente, 20% a atividade da PROD. Ja com o extrato etéreo de pitanga, a
inibicdo foi de apenas 3%, ndo considerada significativamente diferente do controle.
Esses resultados indicam que a enzima PROD € modulada por compostos bioativos
presentes no extrato etéreo de agai e ndo por aqueles presentes no extrato de pitanga.

Apesar de aparentar ter maior atividade que a enzima anterior, a MROD mostra
ser influenciada de forma bem semelhante que aquela. De acordo com os resultados,
0 extrato etéreo de acai apresentou maior capacidade modulatéria que o de pitanga,
com uma inibigdo de, aproximadamente, 25%.

Comparativamente as atividades das familias de CYP mencionadas
anteriormente, a EROD citoséllica hepatica mostra maior atividade e, quando
submetida a presenca dos extratos etéreos de acai e pitanga, maior inibicdo. A
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inibicdo produzida pelo extrato de acai foi mais expressiva (88%) do que aquela
observada com o extrato de pitanga (cerda de 11%).

De todas as familias de CYP testadas neste trabalho, a ECOD foi a que
apresentou atividade de 10 vezes até 500 vezes maior que as demais enzimas.
Porém, semelhantemente, foi modulada de forma expressiva e inibitoria apenas pelos
compostos bioativos presentes no extrato etéreo de acai (80% de inibic&o).

De forma geral, o extrato etéreo de pitanga mostrou pouca influéncia sobre as
atividades de todas as familias de CYP testadas. Ja o extrato etéreo de acai mostrou
maior influéncia, reduzindo a atividade das enzimas nos ensaios realizados. A
diferenca na composicao dos extratos utilizados pode ter originado os resultados de
modulagdo encontrados, indicado diferentes interagdes entre as enzimas testadas e
0S compostos bioativos presentes nesses extratos.

Estudos in vitro indicam a possibilidade de inibicdo do CYP por flavonoides
amplamente distribuidos em plantas comestiveis, frutas e vegetais que podem ser
consumidos diariamente em grandes quantidades. Quando administrados oralmente,
flavonoides naturais como a flavona, tangeritina e nobilitina podem modular a
atividade de alguns CYP em humanos e ratos [9]. Constituintes do sumo de grapefruit
sdo conhecidos por interagir com o sistema de CYP de mamiferos tais como as
isoenzimas CYP 3 A4 intestinal e CYP2 A6 hepdtica, reduzindo a biotransformagéo
de drogas e aumentam sua disponibilidade [10].

Comparativamente, o extrato de pitanga se mostrou com capacidade
modulatoria inferior ao extrato de agai, tanto para enzimas de biotransformacédo de
fase | quanto de fase Il. Desta forma, apenas o extrato de agai apresentou resultado
possivelmente mais adequado a modulacdo do processo de biotransformacao, de

forma a diminuir a ativacdo de compostos xenobidticos.

4. CONCLUSOES

De forma geral, o extrato etéreo de acai se mostrou mais promissor que o de
pitanga, visando alterar as fases de biotransformacédo de compostos xenobidticos.
Porém, levando em consideracao a intencdo de diminuir a concentracao celular destes
compostos, 0 extrato de acai apresentou acdo mais expressiva sobre a atividade de
enzimas da familia CYP (fase 1) do que sobre a enzima GST (fase Il).

A acdo inibitéria do extrato de acai sobre a enzima GST ndo indica a

possibilidade de utilizacdo dos compostos presentes neste extrato para aumentar a
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velocidade do processo de excrecao de xenobidticos. Porém, a acdo também inibitéria
deste extrato sobre a enzima P450 indica que o0 mesmo tem potencial para ser
utilizado na reducdo da ativacdo de compostos possivelmente toxicos, durante o
processo de biotransformacéao.
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