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ACAO DE SAIS DE COBRE SOBRE A XANTINA DESIDROGENASE
NA CARCINOGENESE HEPATICA DE RATAS *
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Os autores estudaram a inibig3o da atividade de xantina desidrogenase (XD) do soro de
ratas pelo acetado de cobre (AcCu). Verificaram também a relag3io entre a atividade XD e a dege-
neracdo hepdtica e carcinogénese pela D-L-etionina.

Experiéncias mostraram que a AcCu é um potente inibidor da XD e que esta inibigio
é ndo-competitiva quando se mantém constante a concentragio do receptor de eletrons, e do tipo
competitivo quando esta concentragdo varia permanecendo constante a concentragdo de substra-
to. Comparando-se estes estudos com os resultados da dosagem da atividade de xantina oxidase
(oxigénio como receptor de eletrons) os autores sugerem que radicais estariam envolvidos na a¢do
citotoxica do complexo AcCu-etionina com provivel necessidade de ocorréncia de uma reagdo de

reducgdo.
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INTRODUCAO

O emprego de inibidores
quimicos que agem em niveis
diferentes do metabolismo de
substancias carcinogénicas ou
em diferentes degeneracdes he-
pdticas produzidas por tais
substdncias pode fornecer no-
vos subsidios ao estudo do
mecanismo da carcinogénese.

DYER ¢ foi quem primei-
ro estudou a etionina como
um antimetabolito da, metio-
nina. Ap6s estes estudos, ou-
tros pesquisadores mostraram
que a etionina apresentava,
também, efeitos patoldgicos
e bioquimicos sobre o figado
e outros 6rgdos de ratos, cul-
minando tais estudos com a
descoberta da inducio de

carcinoma no figado de ratas
pela ‘etionina 10 . 21, Revisdes
sobre o -assunto podem ser
vistas nas referéncias 11, 12 e
22

A semelhanca da etionina
com a metionina na estrutura
quimica e no metabolismo
celular fornece a etionina van-
tagens sobre os outros agentes
carcinogénicos no estudo da
carcinogénese. Nesse sentido
as conclusdes a que chegaram
0s pesquisadores sdo: a) o gru-
po etil da etionina n3o subs-
tituiria o grupo metil da me-
tionina e b) a etionina pode
ser ativada a um . composto
rico em energia, S-adenosil,
que pode servir como etil
doador 8. Dessas conclusdes,
hipdteses foram formuladas

para explicar a formacdo de
hepatomas que estaria ligada
a alquilacdo de macromolé-
culas.

O uso de alguns inibidores
da agdo da metionina pdde
trazer novos esclarecimentos
sobre possiveis mecanismos
que ocorreriam na carcinogé-
nese pela etionina. O acetado
de cobre (AcCu), por exem-
plo, aplicado junto com de-
terminadas substdncias carci-
nogénicas manifesta-se como
um auténtico inibidor na for-
magdo de carcinomas do figa-
do 13 , 14, KAMAMOTO
et al. 15 descreveram o efeito
protetor do AcCu na inducdo
de hepatomas pela etionina,
pela formacdo de um comple-
X0 entre a etionina e o sal de
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cobre, o que foi confirmado,
posteriormente, por BRADA
et al. 7. Por outro lado os
estudos referentes a variagdes
da atividade de xantina desi-
drogenase (XD) de soro de
ratos em degeneracdes hepd-
ticas 1. 2, 3 mostraram que a
atividade XD do soro sangui-
neo aumenta significantemen-
te apds a administracao dessas
drogas. Isto ocorreria, prova-
velmente, devido ao escape
dessa enzima do citosol do
figado 23 para a corrente san-
giinea. Como a etionina pro-
duz também um aumento da
atividade XD de soro de ra-
to 20, consideramos de in-
teresse um estudo sobre a re-
lacdo entre a atividade da XD
de soro de ratas tratadas pela
etionina e/ou pelo AcCu, co-
mo fundamento para a ava-
liacdo da carcinogénese pela
etionina em ratas.

MATERIAIS E METODOS

Ratas R, pesando cerca de
100-50 g foram empregadas
nestes estudos. As ratas foram
alimentadas ad /ibitum com
dieta propria e mantidas em
gaiolas separadas, em sala com
ar condicionado (24°C) e
50-60% de umidade. A solu-
cdo de AcCu foi adicionada
por via intragdstrica conside-
rando-se sempre O volume
final da solucdo de AcCu
ajustado com dgua, e constan-
te, tomando-se como base o
peso do animal (12,5 mg de
AcCu/100 g de peso). A so-
lucdo de etionina foi admi-
nistrada por via intraperito-
neal na mesma proporcao do
AcCu. Apb6s 24 horas da ad-
ministracao de AcCu ou de
etionina o sangue foi cole-

tado por puncdo cardiaca com
0s animais anestesiados por
éter. Uma vez coagulado o
sangue, o soro foi separado
por centrifugacao e imedia-
tamente usado para a deter-
minacdao da atividade XD.
Usando 0,5 ml de soro,
0,7 ml de solucdo de hipo-
xantina 50 mM, 0,3 ml de
solugdo de cloreto de tri-
fenil tetrazol (TTC) (0,1%
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peso/volume) como receptor
de eletrons e 2,6 ml de solu-
¢cdo tampdo de pirofosfato de
sédio 15 mM e pH 86, a
reacdo se processou em tubos
de Thunberg, anaerobicamen-
te, durante 30 min a 37°C.
A formazana vermelha produ-
zida pela reducdo do TTC em-
pregado foi extrafda com
5 ml de éter de petréleo e a
densidade 6tica medida em

480 nm em um espectrofotd-
metro Perkin-Elmer 5. 19.

A determinacdo da ativida-
de de xantina oxidase (XO)
usando oxigénio como recep-
tor de eletrons foi levada a
efeito pela medida espectrofo-
tométrica, em 292 nm, do
4cido Urico formado em um
sistema contendo 0,1 ml de
soro ou de solucdo de enzima
purificada, 3,0 ml de tampao
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de soro de ratas. (A) normais (8 ratas); (B) com acetato de
cobre (7 ratas); (C) com etionina (8 ratas); (D) com etioni-

na + AcCu (10 ratas).

O desvio padrdo de cada grupo esta

indicado no topo das barras verticais.



pirofosfato de sé6dio 15 mM
pH 86 e 0,1 ml de solucdo
de hipoxantina 2 x 103M.
Este sistema fon incubado por
30 min.a37°C 4.

A determinagdo da protefna
foi conduzida por método des-
crito por LOWRY et al. 16.

A purificacdo da enzima foi
realizada a partir de figados
de ratos usando o citosol
(fragdo soldvel), por método
previamente descrito 18, 6. To-
das as operacOes de purifica-
¢cdo foram realizadas entre O e
40C. A npurificacdo constou
de uma primeira precipitacdo
por sulfato de amédnio 30 a
32% saturado, para em seguida
precipitar a enzima em uma
concentracao final de
(NH,),SO, 54% saturado.
Apds didlise por 22 horas
contra dgua destilada a solugdo
de enzima foi tratada com
n-butanol (1: 1), centrifugada
a 1000 x g por 15 minutos e
0 sobrenadante coletado em
pequenos frascos que foram
estocados a —20°C até o mo-
mento de serem usados.

RESULTADOS E
DISCUSSAO -

Os resultados obtidos estdo
representados na Fig. 1 e mos-
tram que o tratamento com
etionina causou um aumento
significante da atividade XD
(P < 0,001) quando compara-
do com o grupo controle. A
diminuicdo da atividade XD
em ratas tratadas com AcCu
foi também estatisticamente
significante (P < 0,001), quan-
do comparada com a atividade
de animais normais. A admi-
nistracdo de etionina mais
AcCu ndo teve, no entanto,
efeito significante sobre a ati-
vidade XD quando compara-
dos os resultados com os de
ratos normais.

Pelos dados da Fig. 1 po-
de-se concluir que AcCu é um
potente inibidor “in vivo” da
atividade XD de soro. Usan-
do a enzima purificada estu-
dou-se a cinética dessa inibi-
¢do em diferentes condicdes
experimentais de concentracdo
de substrato e/ou de receptor

Agdes de sais de cobre Affonso et al.

de eletrons. Os resultados
mostraram que a inibicdo ‘‘in
vitro'* pelo AcCu, em func3do
da concentragdo de substrato é
do tipo ndo competitiva com
Ki=342x106M.

Outras experiéncias mostra-
ram que permanecendo cons-
tante a concentracao de subs-
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trato (1,47 mM) e variando
a concentracdo do receptor de
eletrons, no caso o TTC, a
inibicdo ““in vitro” pelo AcCu
foi do tipo competitiva.
Estudos com o oxigénio
como receptor de eletrons,
dosando-se a formacdo de
dcido Urico aerobicamente, in-
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FIGURA 2: Inibigdo ““in vitro” da atividade XD pelo AcCu (————).

As linhas cheias representam a adicdo de etionina: (0) 6,2 x
10—8 Me (8) 1,2 x 10—7 M, na mistura reagente.
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dicaram uma n3o inibicdo da
atividade de xantina oxidase
(X0O), “in vitro”, pelo AcCu.
Tal resultado, em que se em-
pregou um receptor de ele-
trons com potencial de oxi-
reducdao mais elevado do que
o TTC, mostrou que o0s ions
Cu** agem “in vitro’” como
um receptor de eletrons em
substituicdo ao TTC. Esse fe-
nomeno, com diferentes tipos
de inibicao variando-se o re-
ceptor de eletrons, foi tam-
bém verificado usando-se alo-
Xana que age como receptor
em substituicao ao TTC 17,

A adicdo "‘in vitro” de
gtionina e AcCu mostrou
também  resultados interes-
santes. A adicdo de AcCu em
concentracdes de 9 x 106M
a 27 x 106M inibe de 25 a
100% a atividade XD do soro.
Por outro lado, a adicdo de
etionina nas concentracoes de
6,2 x 108M a 1,256 x 1007M
em uma solucdo contendo XD
inibida pelo AcCu induziu um
aumento nos niveis de ativi-
dade da enzima do soro
(Fig. 2).

Considerando os resultados
apresentados podemos con-
cluir que o aumento da ati-
vidade XD do soro ocorre
devido a degeneracao hepdtica
produzida pela etionina com
o0 consequente escape dessa
enzima soluvel, das células
hepdticas para a corrente san-
gurnea, desde que o efeito
bioldgico da etionina, nesse
sistema, foi semelhante a de
outras drogas anteriormente
por nés testadas sobre a ati-
vidade XD de soro sanglineo
de ratos1. 2.

Como o cobre inibe a in-
ducao dadegeneracdo hepatica
pela etionina, parece que O
efeito protetor do AcCu sobre
o0 aumento da XD do soro pela
etionina seria devido a uma
reacdo quimica entre o sal
de cobre e a etionina, com a
formacdo de um complexo
com comportamento diferente
do da etionina livre. Realmen-
te, a producao desse complexo
insoltivel em pH maior do que
4 e solivel em pH menor do
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que 4 foi, também, por nds
verificado.

Deduzimos das experiéncias
realizadas que o complexo
AcCu-etionina poderia ligar-se
ao oxigénio, causando no com-
plexo uma transferéncia de
eletrons da etionina (anion)
para o cobre (cation) gerando
oxigénio parcialmente reduzi-
do (OH°) e exibindo citotoxi-
cidade. Como parece que radi-
cais livres estao envolvidos na
acao citotdoxica de diferentes
complexos com o cobre, é pro-
vavel a necessidade da ocor-
réncia de uma reacao de redu-
cdo para que haja a citotoxici-
dade.

SUMMARY

Blood serum xanthine dehydro-
genase activity was inhibited by
cupric acetate (CuAc) (12,5 mg/
100 g body weight). The study
of the inhibition by CuAc was
related with the hepatic changes
produced by D-L-ethionine
(125 mg/100 g body weight).
“In vitro” experiments showed that
CuAc is a potent inhibitor of the
xanthine dehydrogenase activity
and that this inhibition is of a
non-competitive type. Ehtionine
protects against the inhibitory
effect of CuAc, both ‘in vivo”
as ‘“in vitro”, probably by the
formation of a copper complex.
Experiments with O, as electron
acceptor seemed to indicate that
the cupric salt competes “in vitro”
with the reduction of the triphe-
nyltetrazolium chloride in the
electron transfer reaction.
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