ESTIMULAGAO DO SISTEMA METABOLIZADOR DE DROGAS HEPATICO DO RATO, POR DDT
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RESUMO

Uma unica dose de DDT (diclorodifiniltricloroetano) (50 ¢ 100mg/kg) aumentou a atividade metabolizadora de drogas
em figado de ratos. A N-desmetilagdo da aminopirina aumentou 3 a 4 vezes quando comparada com o controle. For outro
lado, um aumento de 2 vezes foi verificado tanto para a hidroxilacdo da anilina, como nos niveis de citocromo FPysq4. O
tempo de hipnose barbiturica provocado pelo pentobarbital sodico foi reduzido em 80% nas duas doses empregadas. Nossos
resultados demonstraram que o efeito indutor maximo foi atingido com a dose de 50 mg/kg de DDT. Além disso, revelaram
também que DDT exerce um efeito diferencial, na sua capacidade indutora, sobre a atividade da aminopirina N-desmetilase

e gnilina hidroxilase.
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1 — INTRODUCAO

O aumento da atividade do sistema metabolizador de
drogas, hepatico, por substancias xenobidticas tem sido
investigado ao longo dos ultimos 25 anos (CONNEY?,
KHAN'' ¢ SNIDER & REMMER'®).

Este fenémeno conhecido como “indugdo”™ enzimdtica
microssomal desempenha um importante papel na dura¢do
da acdo e efeitos de drogas e na toxicidade de poluentes
ambientais.,

Entre as substincias capazes de produzir aquele fend-
meno, encontram-se os inseticidas organoclorados
(KHAN'!, SNYDER &REMMER'®). O DDT (diclorodi-

fenil tricloroetano), um inseticida deste grupo, tem sido in-
vestigado na sua capacidade estimuladora do sistema

microssomal hepdtico (KHAN'!, SNYDER & REM-
MER!8 ¢ CECCHINI & ROTHSCHILD"). Tais estudos fo-
ram desenvolvidos empregando diferentes esquemas de tra-
tamento.

Ratos alimentados com dietas contendo 500ppm de
DDT entre 2 semanas e 4 meses, mostravam aumento do
metabolismo do hexobarbital, diminui¢do do tempo de hip-
nose provocado por este barbitlrico e estimulagdo do meta-
bolismo da aminopirina, mas nenhuma alteragdo do meta-
bolismo da anilina, (HART & FOUTS®). O efeito estimula-
dor sobre o metabolismo de barbiturico, foi observado
também na intoxicacdo aguda por DDT (CECCHINI &
ROTHSCHILD!). Dose tnica deste inseticida administrado
para ratos, demonstrou um aumento de até sete vezes na

atividade de p-nitroanisol oxidesmetilase e duas vezes na
concentragdo de citocromo Pg50 (VAINIO'? ).

Na presente investigagdo, nés estudamos a indugdo
na aminopirina N-desmetilase, anilina hidroxilase e cito-
cromo P450 microssomais hepético, peia administracao de
DDT para ratos. Investigamos também a atividade meta-
bolizadora “in vivo™, através do tempo de hipnose barbita-
rica (THB) provocado pelo pentobarbital sédico.

2 ~ MATERIAL E METODOS

Foram empregados ratos machos Winstar, pesando entre
200 e 250 gramas, alimentados “Ad libitum™ com dieta
comercial (Anderson Clayton). C DDT foi dissolvido
em ¢leo de soja e injetado intraperitonealmente nas doses
de 50 e 100 mg/kg em unica vez. Os respectivos controles
recebiam somente 6leo de soja. O DDT grau técnico 100%,
foi obtido da industria nacional de inseticidas e fertjlizan-
tes. A analise deste inseticida feita por cromatografia ga-
sosa revelou um teor de 98% de DDT totais.

Os ratos sacrificados por deslocamento cervical 48 horas
ap6s terem recebido a inje¢do do inseticida e observados
12 horas de jejum. Os figados foram perfundidos com 20
ml de KC1 1.15% através da veia porta conforme descrito
por FOUSTS®. Imediatamente apéds, foram retirados, la-
vados com KC1 1,15% em banho de gelo, pesados, picados
e homogeneizados com um homogeneizador Potter conten-
do pistilo de teflon, para dar homogeneizado a 20%
(p/V de figado em KC1 1,15%). Esta suspensao foi subme-
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tida a centrifugag¢do a 10.000X g por 20 minutos em cen-
trifuga refrigerada Janetzky K 70 D, e o sobrenadante
retirado com o auxilio de uma pipeta Pasteur. Esta fragdo
foi empregada comc fonte de enzima para verificagdo do
metabolismo hepdtico de drogas e para obtencdo da fragdo
microssomal (FOUTS®). O microssoma foi sedimentado
por precipitagdo isoelétrica conforme FRY & BRIDGES®,
como descrito previamente por CECCHINI & ROTHS-
CHILD'. A proteina foi estimada pelo método de
LOWRY'? modificado por MILLER'*,

A atividade da aminopirina N-desmetilase foi determina-
da pela medida da quantidade de formaldeido produzido
a 415 mm em um espectrofotdometro SPEKOL (NASH'S).

A atividade da anilina hidroxilase foi determinada
pela medida da quantidade de P-aminofenol formado,
a 640 nm em um espectrofotdmetro SPEKOL (KATO
& GILLETTE?, LA DU et alii' ).

As misturas de incubagdo continham 0,65 u moles de
NADP+, 10 u moles de G-6-p, 50 moles de nicotinamida,
25 p moles de MgCyp, 45 u moles de semicarbazida (ape-
nas para 0 metabolismo da aminopirina), tampdo Na+/K+
0,IM pH 74 e 1 ml de sobrenadante 10.000 x g. A amino-
pirina foi adicionada ao meio, na quantidade de 5 1 moles
para um volume final de 6 ml. A anilina foi adicionada ao
meio na quantidade de 5 u moles para um volume final de
4 ml.

Estas misturas foram incubadas a 37°C por 20 ou 30
minutos, em agitador metabdlico DUBNOFF utilizando-se
ar como fase gasosa, mantendo-se uma velocidade de 120
ciclos/minutos.

A concentragdo de citocromo P45, foi medida pelo
método de OMURA & SATO'®. Para esta determinagdo,
microssoma foi diluido em tampdo fosfato 0,1M pH 74/
glicerol 20%, para dar aproximadamente 2 mg de protei-
na microssomal por mj.

O tempo de hipnose barbiturica foi medido empregan-
do-se a dose de 45 mg/kg de pentobarbital sédico (i.p.)
e medindo-se o tempo decorrido entre a perda do reflexo
de endireitamento e a sua recuperacdo.

A significdncia estatistica foi obtida com o auxilio do
teste “t” de STUDENT e considerados significativamente
diferentes os valores de P > 0,05. Cada resultado indivi-
dual representa a média de 6 animais.

3 — RESULTADOS

O tratamento dos animais com uma Unica dose de 50
ou 100 mg/kg de DDT ndo provocou aumento no peso do
figado por 100 g de peso corporal. A concentragdo de
proteina microssomal aumentou significativamente apenas
quando a dose de DDT foi de 100 mg/kg (Tabela I).

A atividade da aminopirina M-desmetilase aumentou
3,5 vezes para dose de 50 mg/kg e 3 vezes para a dose de
100 mg/kg. Para a atividade da anilina hidroxilase, os au-
mentos foram menores, cerca de 2 vezes para as duas doses
empregadas (Tabela II).

Os niveis de citocromo P450 aumentaram cerca de
2 vezes, tanto nos animais que receberam 50 mg/kg, como

os animais que receberam 100 mg/kg (Tabela III).

O metabolismo “in vivo” do pentobarbital sédico foi
investigado nos animais tratados com DDT. Notamos na
Tabela IV, que os dois grupos tratados com 50 e 100
mg/kg de DDT tiveram uma reduagdo de 80% na duragdo
da a¢@o desse barbiturico. Isto reflete umi aumento signifi-
cativo da atividade do sistema metabolizador de drogas
hepdtico nestes animais.

4 — DISCUSSAO

O presente estudo demonstra que a administragao de
DDT, para ratos adultos, nas doses de 50 e 100 mg/kg
produz um aumento significativo da velocidade de metabo-
lizagdo da ordem de 3 a 4 vezes da aminopirina e cerca de
2 vezes da anilina. Aumentos desta ordem de grandeza fo-
ram obtidos por HART & FOUTS®, na intoxicagdo aguda
com doses que variavam entre 75 ¢ 300 mg/kg de DDT.
A exemplo de nossas observagdes, aqueles autores ndo obti-
veram aumentos adicionais no metabolismo da aminopiri-
na e anilina, quando doses superiores a 75 mg/kg foram
empregadas. Paralelamente ao aumento da atividade meta-
bolizadora hepdtica, verificamos um aumento de 2 vezes
na quantidade de citocromo P45¢ microssomal, quando os
ratos recebiam a dose de 50 mg/kg de peso. Os nivels desta

hemoproteina também ndo mostraram aumentos adicio-
nais na dose de 100 mg/kg. Este aspecto parece-nos coeren-
te ja que o citocromo P45 €é uma hemoproteina chave no
processo de metabolismo de drogas hepitico (OMURA &
SATO'® ¢ ESTABROOK et alii*. Um aumento de 2 ve-
zes na concentragdo de citocromo P45( fol observado por
VAINIO!? | em ratos tratados com a dose de 160 mg/kg
de DDT. A ineficdcia em aumentar a atividade do sistema
metabolizador de drogas hepdtico em doses superiores
a 50 mg/kg de DDT, foi verificada para o metabolismo
“in vivo” do hexobarbital (CECCHINI & ROTHSCHILD'.

E importante notar em nossos resultados, que 0s niveis
de aumento de citocromo Pg5¢ sdo mais compativeis
com o aumento do metabolismo da anilina do que aquele
da aminopirina. Sem ddvida, tem sido demonstrado que o
DDT exerce efeito indutor diferencial sobre substratos
direrentes (KHAN'') e que o citocromo P4sq induzido
por ele parece diferir cataliticamente daqueles induzidos
por outros inseticidas (CHADWICK, et alii*), fenobarbital
(GIELEN & NEBERT’) e benzopireno (CECCHINI &
ROTHSCHILD'). Apesar destas diferengas, o aumento da
atividade metabolizadora de drogas, produzido pelo DDT,
resulta da sintese “de novo” de proteinas (SANCHEZ!")
similar aquela produzida pelo fenobarbital (KATO et
alii' 9).

A confirmagdo da capacidade indutora do DDT, sobre
o metabolismo hepdtico dé drogas, foi feita através da me-
dida do tempo de hipnose barbitirica provocado pelo
pentobarbital. Neste experimento, observamos também
que a dose 100 mg/kg nao provocou diminui¢do adicional
no tempo de hipnose provocado por aquele barbitdrico.
Isto parece refletir a capacidade de mdixima de indugio
deste inseticida na dose de 50 mg/kg.
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Assim, nossos resultados refletem que a dose de 50
mg/kg produz um efeito maximo ngo sé sobre a atividade
metabolizadora “in vitro” da aminopirina e da anilina,
como “in vivo” sobre o metabolismo do pentobarbital.
Esta conclusdo baseia-se no fato de que a dose de- 100 mg/
kg, por nés investigada, e doses intermedidrias investiga-
das por outros autores, nfo revelaram efeito indutor adicio-
nal. Parece-nos provdvel que esse limite de capacidade indu-
tora seja o resultado em parte, da saturagdo da capacidade

de sintese protéica pela célula hepitica e em parte da ini-
bi¢do provocada pela presenga do inseticida, nas membra-
nas do reticulo endoplasmédtico (KHAN'!). Além disso
nossos resultados revelam um efeito diferencial do DDT
na indu¢do da atividade da aminopirina N-desmetilase e
anilina hidroxilase e uma maior dependéncia do metabolis-
mo da anilina em relagdo ‘a concentragdo de citocromo
P450.

TABELA I — Variagfo do peso do figado/peso corporal e conteiido de proteina microssomal hepdtica

em ratos tratados com DDT (Diclorodifeniltricloroetano).

Peso do Figado

Proteina microssomal

Tratamento 100 g de peso EPm mg/g EPm
animal figado

Controle 2,90 0,15 21,18 0,38

50 mg/kg 3,65n.s. 0,21 21,49 ns. 0,96

100 mg/kg 3,66 n.s. 0,12 2427 + 0,82

+ = resultados estatisticamente significativos a um nivel de P <<.0,05 em relagdo aos controles.
n.s. = nao significativos
EPm = erro padrdo da média

TABELA II — Metabolizagdo “in vitro” de aminopirina e anilina pelo sistema microssomal hepético de ratos

tratados com DDT (Diclorodifeniltricloroetano).

Aminopirina (§) Anilina (£)
Tratamento Média + EPm % Metabolizagdo Média + EPm % Metabolizagao
Controle 71,49 + 6,26 100 10,05+ 0,76 100
50 mg/kg 245,75 +£19,55 + 343 19,03 +3,35 + 189
100 mg/kg 198,73 + 8,46 + 277 18,57 +0,96 + 184
+ = Resultados estatisticamente significativos a um nivel de P < 0,05 em relagdo aos controles.
§ =nmol de CHOH formado/mg de proteina microssomal/30 minutos de incubagdo.
£ =nmol de p-aminofenol formado/mg proteina microssomal/ 20 minutos de incubagdo.
TABELA III -- Niveis de citocromo P45 em microssoma obtido de figado de ratos tratados com ]
DDT (diclorodifeniltricloroetano).
P45q + EPm
Tratamento D 0. x 103/mg proteina % de P4 50
microssomal
Controle 41,72 + 4,61 100
-50 mg/kg 91,32+ 7,57 + 218
100 mg/kg 99,02 +5,02 + 239

+ =Resultados estatisticamente significativos a um nivel de P <<0,05 em relagdo aos controles.
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TABELA IV — Tempo de hipnose barbitirica (THB) provocado pelo pentobarbital (nembutal) em ratos
tratados com DDT.

Tempo de hipnose barbitirica

Tratamento + EPm em minutos % de THB
Controle 340,7 + 52,9 (4) 100
50 mg/kg 79,3+ 6,4(6)+ 23
100 mg/kg .66,2 + 34(4)+ 19

+ = Resultados estatisticamente significativos a um nivel de P < 0,05 em relagdo aos controles.

() = Numero de animais por grupo.

ABSTRACT

A single dose do DDT (Dichlorodiphenyltrichloroethane) (50 and 100 mg/kg ip.) enhanced the hepatic metabolizing

activity in rats. The N-demethylation of aminopyrine showed a 3 - 4 fold increase when compared with control. On the other
hand, there was only a 2-fold increase on hydroxyltion of aniline and on the levels of cytochrome P, 5. The pentobarbital
sleeping time decreased 80% in both doses of insecticide. These results revealed a maximal induction in the dose of 50 mg/kg
of insecticide. In adition, it was demonstrated that the DDT evokes a diferential effect on the aminopyrine N-demethylase
and aniline p-hydroxylase activity.

Key-Words: Drug-metabolism - microsoma - chlorinated insecticides - enzyme induction,
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