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RIASSUNTO

Nel corso dei tre anni di dottorato sono stati uggilati progetti relativi alla
valutazione dell'attivita epatica di isoforme diaziromo P450 in specie di interesse
veterinario. In medicina veterinaria, la carattesizione del sistema P450 e ancora
incompleta; inoltre, i substrati utilizzati sonoatst selezionati sulla base delle
conoscenze disponibili a partire da esperimentidotth nelluomo o nelle specie di
laboratorio senza studi di cinetica enzimatica ondizione (Fink-Gremmels, 2008).
Definire il contributo di un’isoforma di citocrom®450 nel metabolismo di un farmaco
specifico € importante non solo per la farmacologita tossicologia veterinarie ma
anche per la salute delluomo, per la possibils@mea di residui nei prodotti di origine
animale.

L'obiettivo della presente tesi di dottorato € astdtinque quello di aumentare le
conoscenze sugli enzimi che metabolizzano i farnmaspecie di interesse veterinario e
sulla modulazione della loro attivita. Tale modudae pud essere dovuta a fattori come
la razza ma anche all’esposizione ad inquinanti ieméali oppure alla
somministrazione di sostanze illecite utilizzate acopo di determinare incremento
ponderale, riduzione degli indici di conversionemantare e quindi aumento
complessivo del reddito (Johnson, 2007). Le infaiiowa ottenute con tali studh vitro
dunque possono essere utili per valutare I'effeftonterazioni tra farmaci e per |l
disegno sperimentale di progetti volti allidentdizione di markerin vivo di
esposizione o trattamento.

I)_Valutazione dell'attivita di CYP1A e CYP2C neldegdi bovino.Nel presente

lavoro, sono stati verificati accuratezza, precisione, LOL@Q di metodi in High

Performance Liquid Chromatography (HPLC) precedertde messi a punto nel
laboratorio per la valutazione dell'attivita di ssiresorufina-O-deetilasi (EROD) e
tolbutamide metil-idrossilasi (TMOH) in microsompatici di bovino allo scopo di
determinare i parametri di cinetica enzimaticapetivamente 0,23 = 0,051 e 1010 +
155,7uM per la K, e 0,488 + 0,035 e 0,089 = 0,006 nmol/min/mg pratger laVhax

La sensibilita dei metodi messi a punto ha permessalutare anche livelli di attivita
enzimatica molto bassi come quelli dei vitelli ar@abianca che vengono alimentati con
una dieta a base di sostitutivi del latte e bassdeniuto di ferro. Infine, per verificare

I'esistenza di differenze intra-specifiche neli\at& enzimatica, le attivita di EROD e
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TMOH sono state determinate utilizzando microsorpatiei di bovini di razza
Charolais (CH), Blonde D’Aquitaine (BD) e Piemor@g®M). | risultati ottenuti per
I'attivita di EROD hanno evidenziato una maggiotgvaa nei bovini di razza CH/s
PM (p<0,05). E’ stata dunque dimostrata, per la primiayd'esistenza di differenze
intra-specifiche dovute alla razza relative a caedtivita enzimatica, confermando
quanto evidenziato da altri autori in relazioneagtt/ita CYP3A-dipendenti (Dacasti
al., 2003). Tali differenze potrebbero influenzardidisponibilita e I'efficacia clinica
di xenobiotici (Sallovitzet al, 2002) e potrebbero essere di particolare interastie
specie di interesse veterinario per l'ipoteticaspreza di residui potenzialmente tossici
negli alimenti di origine animale. Per quanto riglainvece I'attivita di TMOH non
sono state evidenziate differenze statisticamagteficative.

II) Valutazione dell’attivita di idrossilazione del testerone nel fegato di bovino:

studio di cinetica enzimatica e di inibiziona questo studio é stata valutata, tramite

analisi in HPLC, la cinetica delle reazioni di idsdazione del testosterone (TSih)
vitro, con microsomi epatici di bovino. | parametri dietica enzimatica per le attivita
di 63—, 16— e P —TST idrossilasi (OHT) sono risultati 9343,8, 36,46,1 e
110,815,2 uM rispettivamente, per la e 0,55&0,03, 0,28&0,013 e 0,3380,017
nmol/min/mg proteina per la)\x. Inoltre sono stati effettuati degli studi di irione
chimica con inibitori di CYP3A (chetoconazolo) e @QiYP2B (orfenadrina e 9-
etinilfenantrene) per definire il coinvolgimento @YP3A e potenzialmente di CYP2B
in queste reazioni enzimatiche. | risultati ottéragno stati ulteriormente confermati
con l'impiego di un anticorpo anti-peptide contro3A4 di bovino. Dopo aver
valutato la sua specificita con microsomi epaticbdvino, sono stati effettuati degli
studi di immunoinibizione, che hanno evidenziatdnibizione > 90% per le attivita di
163— e B —OHT e > 80% per[B-OHT. Nel complesso, questi risultati sembrerebbero
suggerire il coinvolgimento predominante di CYP3&la produzione dei tre principali
metaboliti del TST nel fegato di bovino mentre CBPRon sembrerebbe essere
coinvolto.

[Il) Effetti di trattamenti illeciti su CYP3A nel fegatlel bovino da carne e in colture

primarie di epatociti di bovinol’obiettivo principale di entrambe le prove speembali

descritte & stato quello di dimostrare I'applicahidel metodo HPLC e del substrato
TST per la valutazione dell’attivita enzimatica C3¥Rdipendente, allo scopo di

verificare I'effetto del trattamento e di acquisirkeriori evidenze sperimentali rispetto



ai risultati di studi precedentemente coinvolti daktro gruppo di ricerca sul vitello a
carne bianca e sul vitellone.

In un primo esperimento, sono state determinagdtilgta di @3-, 163- e 3-OHT in
microsomi epatici di bovini trattati con desametaz¢D) e desametazone + estradiolo
(DE). 1 risultati ottenuti hanno evidenziato un’umione statisticamente significativa
nelle attivita di §- e 1§-OHT in D e DEvs controlli (K, p<0,05) e nell'attivita di B—
OHT in D e DEvsK (p<0,05 ep<0,01, rispettivamente), confermando quanto riporta
in letteratura per 'uvomo (McCunet al, 2000). Tali risultati sono stati convalidati
ulteriormente dall'analisi in Immunoblotting che havidenziato un aumento
dell’'espressione di CYP3A in D e DAEBK (p<0,01 ep<0,05, rispettivamente).

In un secondo esperimento, sono steerminate le attivita dis, 163- e 3-OHT
in epatociti di bovino dopo 24 h di incubazione ¢mtdenone (B), androsta-1,4-diene-
3,17-dione (A) e B + A. | risultati ottenuti hanewidenziato un trend inibitorio negli
epatociti incubati con promotori di crescita rigped K. In particolare, le attivita d{3ée
163 OHT sono state inibite in A e Bs K mentre l'attivita di B-OHT in A vs K
(p<0,05). A livello di proteina invece, non e statacontrata alcuna differenza
statisticamente significativa nell’espressione diR3SA (Immunoblotting). L’effetto
inibitorio osservato potrebbe essere dovuto allsi dailizzate; un caso di effetto
inibitorio/tossico di alte dosi di sostanze inducen riportato da Kostrubsket al.
(1999) che hanno utilizzato epatociti di uomo perdgre l'induzione del sistema
citocromo P450 evidenziando la necessita di effettudegli studi dose-risposta in un
ampiorangedi concentrazioni delle sostanze utilizzate ealiitarne la tossicita.

Nel complesso, i risultati ottenuti in questi dusperimenti hanno confermato la
modulazione da parte di estrogeni, corticostere@tlanabolizzanti dell'espressione e la
regolazione degli enzimi citocromo P450-dipendddhiiaramente, rimane comunque la
necessita di spiegare piu approfonditamente pemtquéguarda il bovino i meccanismi
tramite i quali queste sostanze agiscono sia dldivere-trascrizionale che post-
trascrizionale.

IV) Valutazione dellattivita di CYP1A nel fegato disferisessor ophiocephalus come

by

biomarcatore di inquinamento nella laguna di VemezRecentemente, €& stato

dimostrato che i biomarcatori (BM) sono molto utder rilevare dei cambiamenti
biologici precoci nell'inquinamento ambientale. Udei BM piu comunemente usati

nei pesci e l'induzione dell'attivita di etossiresfina-O-deetilasi (EROD) che & un



indicatore dell’esposizione dell’organismo a contppstenzialmente tossici, come ad
esempio i policloro-bifenili e gli idrocarburi aratici policiclici (Burgeotet al, 1994).

Di conseguenza, lo scopo del presente lavoro © spa¢llo di valutare lattivita di
EROD tramite HPLC irZosterisessor ophiocephalusna specie bentonica che date le
sue caratteristiche, puo rappresentare un utileatare biologico dei livelli di stress
ambientale presente nella Laguna di Venezia. liseswm stati raccolti in primavera ed
in autunno in tre aree della Laguna di Veneziatd®btarghera (PM), Valle di Brenta
(VB) e Porto Canale (PC); i campioni sono stati paddivisi in femmine, maschi e
sneakergmaschi giovani). L'analisi fattoriale ha evidesiz la significativita dei fattori
sito, categoria e stagiongp<0,001) ma anche delle interazioni categoria*sito e
categoria*stagionep0,01). Per quanto riguarda l'effetto del sito iartcolare, PM
possedeva valori di attivita di EROD significativamte piu elevati rispetto a VB e PC
(p<0,01 e p<0,001, rispettivamente) e VB rispetto a PEx(,001). Tali risultati
sembrerebbero essere in accordo con i dati disjiorelativi alla concentrazione di
inquinanti organici persistenti (POP) espressa ctattere di arricchimento (EF) nei
sedimenti della Laguna di Venezia, i quali indicamma contaminazione maggiore
nell'area circostante a Marghera (EF>12), interraedgi pressi di Valle di Brenta
(EF=5-12) e ridotta nel territorio contiguo al sdoPorto Canale (EF=1-5; Guerzaati
al., 2004). L'effetto del sito dipendeva comunque aathtegoria di animali considerata
ed in particolare sono state evidenziate delleetkfize tra maschi e femmine, dovute
probabilmente comunque al campione analizzato Ip@lacdifferenze reali in termini di
induzione. Dai risultati ottenuti, l'attivita di EBD e da considerarsi un buon
biomarcatore anche se, considerando la natura fattdtiale della risposta
dell'individuo, € necessario l'utilizzo congiunta giu biomarcatori significativi per
effettuare una valutazione accurata degli effettllidquinamento nell’ecosistema
acquatico.

V) Messa a punto di metodi high-throughput in lumieega per la valutazione
dell’attivita di CYP3A e di CYP2C nel fegato di aw. Nell'ultimo capitolo della tesi,

sono riportati i risultati relativi agli studi direetica enzimatica e di inibizione chimica

volti alla valutazione delle attivita di CYP2C e E3A nel fegato di cavallo mediante
I'utilizzo di saggi GIG™. Lo scopo e stato quello di valutare le perforneadc questa

tecnologia allo scopo di applicarla in studi di aieilismo e di interazioni tra farmaci. |
parametri di cinetica enzimatica per le attivitaG¥P3A e di CYP2C sono risultati

rispettivamente 14,5 + 7,3 e 175,9 + 16/ per la K, e 0,022 + 0,004 e 0,025 +
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0,0009 nmol/min/mg proteina per lan¥ Chetoconazolo (inibitore di CYP3A) ha
evidenziato un valore di Kg pari a 0,035uM, confermando quindi una buona
specificita del substrato luciferina (L)-derivatatilimzato per CYP3A (L-IPA).
Sulfafenazolo (inibitore di CYP2C) ha evidenziato walore di 1Go pari a 47,2uM,
suggerendo dunque la necessita di effettuare adiestudi volti a verificare la
specificita di substrato (L-H), ad esempio utilizda altri inibitori selettivi per tale
sottofamiglia come I'ibuprofene o il diclofenaanletodi in luminescenza messi a punto
permettono di analizzare un numero elevato di campn tempi brevi, di monitorare
piu di un’isoforma contemporaneamente nella stp&sstra e sono caratterizzati da una
buona sensibilita, confermata dai valori di LODeatiti: 0,2 e 0,11 nM per L-H e L-
IPA, rispettivamente. | risultati ottenuti dunquespono costituire un ottimo punto di
partenza per poter applicare la tecnologia digafigi in studi relativi alle specie di

interesse veterinario con vantaggi di costi e tesihpealizzazione delle analisi.






ABSTRACT

In veterinary medicine, the characterisation of ##50 isoenzymes is still
incomplete and moreover, the substrates used w&retad on the basis of the available
knowledge from experiments in human or laboratqrgcges without any kinetic or
inhibition study (Fink-Gremmels, 2008). Definingetbontribution of a P450 isoform in
the metabolism of a specific drug is of great eseérnot only for veterinary
pharmacology and toxicology but also for human thedbr the potential presence of
toxic residues in food animal products.

During the PhD course, projects dealing with thaleation of cytochrome P450
activities in veterinary species have been developehe aim was to increase
knowledge about drug metabolizing enzymes in vedey species and about the
modulation of their activity. The modulation may tee to factors as breed but also
exposure to environmental contaminants or sommatieh of illicit drugs used to
enhance growth and consequently increase profiin€lmn, 2007). Data collected from
thesein vitro studies can be actually used to evaluate the teffe€ drug-drug
interactions and for the plan of experimental ptgaiming to identifyn vivo markers
of exposure or treatment.

[)_Determination of CYP1A and CYP2C activities in ibevliver. In this study,

accuracy, precision, LOD and LOQ of High Performaridquid Chromatography
(HPLC) methods previously developed in the labtlh@r evaluation of ethoxyresorufin-
O-deethylase (EROD) e tolbutamide methyl-hydroxyl@EMOH) activities, have been
determined. The aim was to calculate the enzymetikiparameters: respectively 0.23
+ 0.051 and 1010 + 155.iM for K, and 0.488 + 0.035 and 0.089 + 0.006
nmol/min/mg protein for Wax The methods were proved to be so sensitive &raate
also very low levels of enzyme activity as thosevedl calves fed with milk replacers
and low iron content diet. Finally, to verify theepence of intra-specific differences in
enzyme activity, EROD and TMOH were determined wlitler microsomes from
Charolais (CH), Blonde D’Aquitaine (BD) and Piedntese (PM). The results of
EROD evidenced higher activity in Cis PM (p<0.05). So, for the first time, the
presence of breed differences in this enzyme &gtwas established, confirming also
what reported by other authors for CYP3A-depen@etivities (Dacast@t al, 2005).
These differences may influence bioavailability ariohical efficacy of xenobiotics
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(Sallovitz et al, 2002) and may be of particular interest in vety species for the
potential presence of toxic residues in food anipnaducts.

1) Testosterone hydroxylation in bovine liver: enzyinetic and inhibition studyThis

study evaluated, by HPLC analysis, the kinetic edtdasterone (TST) hydroxylase
activitiesin vitro, with liver microsomes from cattle. Kinetic paraers for @—, 13—
and B —-TST hydroxylase activities (OHT) were 9818.8, 36.46.1 and 110.815.2
UM respectively for kK, and 0.5580.03, 0.28&0.013 and 0.338.017 nmol/min/mg
protein for Vnhax. Moreover, chemical inhibition studies with a CY®3nhibitor
(ketoconazole) and CYP2B inhibitors (orphenadrind 8-ethynylphenanthrene) were
performed to establish the involvement of CYP3A gadentially of CYP2B in these
enzyme reactions. To further confirm the resultsaimied, an anti-peptide antibody
against bovine CYP3A4 was also used. The antibgmbcificity with bovine liver
microsomes was evaluated and then immunoinhibitstmdies were conducted,
evidencing > 90% inhibition for - and B —OHT activities and > 80% foi36OHT.
These results seemed to suggest the predominantvement of CYP3A in the
production of the three main TST-hydroxylated melids in bovine liver while
CYP2B seemed to be not involved.

[Il) Effects of illicit treatments on CYP3A in bovimet and in primary cultures of

bovine hepatocyteIhese experiments intended to prove the applitaloid the HPLC
method and TST substrate for evaluating CYP3A d#gfiaiming to actually verify
illicit treatments effect and collect more dataped to previous studies in veal calf and
beef cattle.

In the first experiment, &, 163- and B-OHT were determined in bovine treated
with dexamethasone (D) and dexamethasone+estréDif). The results obtained
evidenced a significant induction foB6and 1@-OHT in D and DEvs control (K,
p<0.05) and for B—OHT in D and DEvs K (p<0.05 andp<0.01, respectively),
confirming what reported for human (McCure al, 2000). These results were
confirmed by Immunoblotting which evidenced inciags in CYP3A protein
expression in D and D+EK (p<0.01 an<0.05, respectively).

In the second experiment6 13- and B-OHT were determined in bovine
hepatocytes after 24 h incubation with boldenong é®drosta-1,4-diene-3,17-dione
(A) and B + A. The results showed an inhibitorynttein hepatocytes incubated with
growth promoterss controls (K). In particular, ® and 1§ OHT were inhibited in A
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and Bvs K while 23-OHT in A vs K (p<0.05). At the protein level instead, no
significant difference was found in CYP3A expressigimmunoblotting). The
inhibitory effect observed may be due to the higha$ used; inhibitory/toxic effects of
high doses of inducing agents were evidenced faaite by Kostrubskgt al. (1999)
who used human hepatocytes to study induction tdctyome P450, stressing the
importance of large dose-response studies as wéleaneed to assess toxicity in these
investigations.

The results obtained in these experiments confirthedmodulation of expression
and regulation of cytochrome P450 enzymes by estrggcorticosteroids and anabolic
steroids. There is the need however, to explairplgetor bovine the mechanism
through that these compounds act at pre- and postdriptional level.

V) Determination ofCYP1A activity in the liver of Zosterisessor opkitalus as

biomarker of pollution in the Venice LagodRecently, it was proved that biomarkers

(BM) are very useful to evidence early biologichhnges in environmental pollution.
One of the most common BM used in fishes is theigtidn of the P450 system and in
particolar ethoxyresorufin O-deethylase activit)R(BD) is a marker of fish exposure to
potentially toxic compounds, i.e. poli-chlorinatéiphenils and polycyclic aromatic
hydrocarbons (Burgedadt al, 1994). The aim of this study was to evaluate BLE
EROD activity inZosterisessor ophiocephalua benthic fish that may represent an
useful bioindicator of environmental stress in Ytenice Lagoon. Fishes were collected
in spring and autumn in three different areas ef Wenice Lagoon: Porto Marghera
(PM), Valle di Brenta (VB) and Porto Canale (PQ) samples were then classified in
females, males and sneakers (small males, < 1-p&3jts

Factorial analysis of EROD activity results evidetdhat site, fish category and
season were significanp<0,001), and the interactions category*site anceguaty
*season as wellp0,001). Considering site effect in particular,AM EROD activity
values were significantly higher than in VB and RC ({<0,01 andp<0,001,
respectively) and in VB higher than in PEx0Q,01). These results were in agreement
with the available data relative to persistent orggollutants (POPs) concentration
(expressed as enrichment factor, EF) in the sedsnehthe Venice Lagoon, that
showed major contamination in the area close teoRdarghera (EF>12), intermediate
in the area of Valle di Brenta (EF=5-12) and lowoward Porto Canale (EF=1-5;
Guerzoniet al, 2004). However, site effect depended on the @ategory and in

particular differences were found between malesfandhles, due more probably to the
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analyzed samples than to real differences in indactFrom these results, EROD
activity may be considered an useful biomarker efieconsidering the multifactorial
response of individuals, it is important to use esal/ significant biomarkers to
accurately evaluate the effects of environmentfiupon in the aquatic ecosystem.

V) Luminescence high-throughput methods for determin@YP3A and CYP2C
activities in horse liverin the last part of the thesis, results of kinetrd inhibition

studies to evaluate CYP2C and CYP3A activities ansh liver through G assays
were reported. The aim was to evaluate the perfoces of this technique for drug
metabolism or drug-drug interaction studies. Enzykmetic parameters for CYP3A
and CYP2C activities were respectively 14.5 + 8 475.9 + 16.2M for K, and
0.022 £ 0.0004 and 0.025 £ 0.0009 nmol/min/mg pnoter Vm.. Ketoconazole
(CYPS3A inhibitor) evidenced I§g values of 0.03M, confirming good specificity of
the luciferin (L)-derivative substrate used for GQ®(L-IPA). Sulfaphenazole (CYP2C
inhibitor) evidenced Igy values of 47.24M, suggesting the need to conduct further
studies to verify substrate specificity (L-H), fiostance using other selective inhibitors
for the CYP2C subfamily as ibuprofen or diclofenlagminescence methods allowed to
analyse many samples in short time, to monitor ntlea@ one isoform simultaneously
in the same plate and showed good sensitivity ooefil by LOD values: 0.2 and 0.11
nM for L-H and L-IPA, respectively. So, these reésuhay represent a good starting
point to apply this technique in drug metabolisnad @nug-drug interaction studies in

veterinary species.
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CAPITOLO 1

Introduzione

1.0 Il sistema citocromo P450

Il sistema monossigenasico citocromo P450 dipeedéntoto anche come
sistema ossidasico a funzione mista (Mixed Fundigitase System, o M.F.0.S.), ed e
il complesso enzimatico piu versatile esistentedtura.

Nei procarioti questi enzimi si trovano liberi r@tosol, mentre negli eucarioti
sono associati alla matrice fosfolipidica del refitcendoplasmatico liscio (Fig. 1.1) ed
alla membrana mitocondriale interna. La presenzdod®lipidi favorisce l'interazione
tra gli enzimi costituenti il complesso e l'accb##ga del substrato al sistema

enzimatico attivo.

NADP+ — \} R—OH

Citoplasma

OO0 () Membrana
8886458868888 endopiasmatico

Figura 1.1. Disposizione spaziale del sistema di ossidasienmgtrosomiali sul reticolo endoplasmatico
liscio.

| citocromi P450 (CYP) hanno ottenuto questa denazione dal loro carattere
di emoproteine a dalle loro insolite proprieta sjaditin quanto presentano un massimo
di assorbimento tipico del complesso ridotto legdtmonossido di carbonio a 450 nm:
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citocromo sta per emoproteina, P per pigmento er#ledte il picco di assorbimento
del complesso CO a 450 nm (Bernhardt, 2006).

Figura 1.2. Struttura tridimensionale del CYP450.

Il sistema ossidativo € un complesso multienzinsatiomposto essenzialmente
da:
- varie isoforme di citocromo P450, appartenenti atlinica superfamiglia genica di
emoproteine;
- una reduttasi, necessaria affinché avvenga la ae@azmonossigenasica, per il
trasferimento degli equivalenti riducenti al sidalitico dell'enzima.

Negli eucarioti gli elettroni sono forniti dal NADBE mentre nei sistemi batterico e
mitocondriale il donatore di elettroni e rappresémidal NADH.

Per completare la reazione monossigenasica medidrasferimento di un secondo
elettrone, alcune isoforme di P450 (ad esempio YIPEE1), oltre alla NADPH-
citocromo P450-reduttasi, richiedono la presenzaittecromo b5 e della sua reduttasi.
Il citocromo ky € una proteina anfipatica di 15 kDa con un domicédalitico eme
citosolico all’estremita amino—terminale, che é @ata alla membrana microsomiale
da un’alfa elica idrofobica transmembrana alla sstaemita carbossi — terminale. | due
domini sono collegati da un dominimker di circa 15 aminoacidi, S8 — Asp®*
(Clarkeet al, 2004; Fig. 1.3).

Negli animali il sistema citocromo P450 e particolante abbondante nel fegato,

dove, ad oggi, sono state identificate piu di Z3ffarme diverse. E' interessante notare
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che, pur appartenendo ad un'unica superfamigliacgete varie isoforme di CYP
differiscono per struttura primaria, peso molealapecificita di substrato, chimica e
stereochimica dei prodotti, proprieta spettraliolire esse possono essere espresse
costitutivamente o essere indotte da varie molecatarali o di sintesi. Possono essere
specie-specifiche, sesso-specifiche e tessutofgpesi e possono anche essere up-
regolate in condizioni fisiologiche o patologiclasl (esempio digiuno o diabete).

Particolarmente significativo e il fatto che, notawde le differenze nella sequenza
amminoacidica e nell'attivita catalitica derivadial processo evolutivo, la struttura
tridimensionale e l'assetto funzionale dei CYP4ada rimasti pressoché inalterati. In
particolare, risultano altamente conservati la aegi legante I'eme, il sito di
trasferimento degli elettroni tra la reduttasi éccitocromo, e la regione che lega
l'ossigeno.

Studi sulla struttura primaria di vari citocromi3®hanno portato a concludere che
questi enzimi sono tutti prodotti genici distingpstituiti da una singola catena
polipeptidica contenente una componente eminicayregeso molecolare tra 48 e 57
kDa (corrispondente a circa 500 residui amminoaiidiLa catena polipeptidica,
nonostante la diversita nella sequenza degli amagidg presenta sempre una regione
idrofobica all'estremita amminoterminale, di circBD-15 amminoacidi, che é
responsabile, negli eucarioti, dell'ancoraggio c@cromo alla membrana. A questa
regione seguono una breve sequenza cationica esetieadi proline. La restante parte
della catena é rivolta verso il citosol e presdrd#ti di sequenza idrofobici alternati a
tratti idrofilici (Backes, 1993; Ryan e Lewin, 1990

Analizzando, invece, la struttura secondaria coecifipphe tecniche e stato

evidenziato che nell’enzima sono presenti trattnamacidici ripiegati a formare sia
eliche che fogliettp (B1-ps).
Per quanto riguarda la struttura tridimensionad@osdisponibili immagini ai raggi X e
modelli computazionali di alcuni citocromi idrosblli. Si tratta, per lo piu, di CYP450
batterici, poiché negli eucarioti si trovano immergella membrana fosfolipidica,
risultando, quindi, di difficile cristallizzazione.

Dallo studio delle proteine cristallizzate, e daleccessiva comparazione con le
sequenze dei CYP450 noti, € emerso che la regi@mgiormente conservata e quella
che circonda I'eme, detta “core”. Essa e impliaa¢a legame con l'ossigeno e nel
trasferimento degli equivalenti riducenti tra ladudtasi ed il citocromo stesso. Tale

regione comprende la sequenza consenso che daetelCYP450 (Phe-X-X-Gly-X-

19



Arg-X-Cys-X-Gly), essenziale per il legame dell'eaibapoproteina, ed il motivo Glu-
X-X-Arg, completamente conservato in tutte le isofe e probabilmente indispensabile
per la stabilizzazione dedore stesso. Le regioni che presentano la sequenza meno
conservata sono, invece, rappresentate dal sitwahoscimento del substrato e dalla
regione amminoterminale.

In quanto emoproteina, ogni citocromo P450 preseatae gruppo prostetico
una ferroprotoporfirina IX che si trova a livelloeldcore inserito in una tasca
idrofobica. In seno a questa tasca, oltre ad int@na idrofobiche ed attrazioni
coulombiane, si stabilisce un legame di coordinazifra il ferro dell'eme, al centro
dell'anello tetrapirrolico, ed una cisteina delbppoteina (Poulos, 1991; Fig. 1.4).
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Figura 1.3.a) Schema del gruppo prostetico del citocromo P4§fodello tridensionale.

Nelle cellule animali, i citocromi sono localizzaprevalentemente nei
mitocondri o nel reticolo endoplasmatico dove, es& ad altre molecole, formano un
complesso deputato al trasporto degli elettromaalti in reazioni di ossido—riduzione.

Il citocromo P450 microsomiale viene consideratagénte terminale di un
sistema ossidativo basato sul trasferimento dégtireni.

Le reazioni di ossidazione richiedono la presenzasdigeno molecolare, di
NADPH e del sistema ossidasico rappresentato deedmeni accoppiati, la NADPH
citocromo P450 reduttasi e il citocromo P450. tesis citocromo P450 catalizzano la

seguente reazione:
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RH + O, + NADPH + H" o ROH + H,O + NADP*

La NADPH citocromo P450 reduttasi ha una spiccétfiaité per il cofattore
NADPH ed e una flavoproteina capace di trasferaaido a due elettroni al citocromo
P450.

La reazione ciclica catalizzata dal citocromo Pé5Xfaratterizzata dalla capacita
del ferro eminico di mediare reazioni cicliche dsmlo - riduzione in relazione sia del
substrato, sia dell’ossigeno molecolare. Il subst(RH) si lega alla forma ossidata del
citocromo P450 (Fé) per formare un complesso binario enzima — suiostrth
citocromo viene quindi ridotto allo stato diFper acquisizione di un elettrone messo a
disposizione dalla flavoproteina NADPH citocromo 5B4reduttasi. || complesso
substrato — citocromo ridotto incorpora una molaadil ossigeno (€, cui fa seguito
'acquisizione di un altro elettrone che proviena NADPH tramite la NADPH
citocromo P450 reduttasi o alternativamente da NAErhite la NADH citocromo d
reduttasi. L’inserimento di uno o di entrambi gliettroni fa passare l'ossigeno
molecolare allo stato di ossigeno attivo,Oll complesso substrato—citocromg-O
attraverso una serie di tappe, acquisisce dugitiiliberando una molecola di,B, il
substrato idrossilato (ROH) e la forma ossidatacdetromo P450, che € pronto cosi ad

iniziare un nuovo ciclo (Fig. 1.5).
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Figura 1.4.Ciclo catalitico del citocromo P450.

1.1 Il ruolo del citocromo P450

Tra i sistemi enzimatici esistenti in natura ittema monossigenasico citocromo
P450 dipendente ha un ruolo predominante nel mitabm sia di composti esogeni,
con azione di bioattivazione o di detossificazioctlee endogeni, con la formazione di
molecole coinvolte in importanti vie fisiologichegd esempio acidi grassi, steroidi, acidi
biliari.

L’'uomo e le varie specie animali presentano divereccanismi di autodifesa
nei riguardi dei possibili effetti nocivi derivantlialla presenza nell'organismo di
xenobiotici; tra questi, risulta molto importante dapacita di eliminarli. La sostanza
estranea, se di natura organica volatile, puo essenediatamente eliminata attraverso
le vie respiratorie senza aver subito alcuna ksfdranazione. Se invece la sostanza
viene assorbita dall’organismo, essa viene elimimqatncipalmente da fegato e reni,
con il contributo di altri organi o tessuti (Witk@m1992). Affinché gli xenobiotici
vengano eliminati, € necessario che siano trastbrtdaamolecole lipofile a molecole
idrofile e polari, in modo da potersi solubilizzaregli escreti e secreti ed essere cosi

eliminati attraverso feci, urine, saliva, sudore;.eQueste trasformazioni rappresentano
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il processo di biotrasformazione e degradazionke dgistanze esogene e costituiscono
guello che é conosciuto come il metabolismo denéani.

La biotrasformazione di un farmaco puo portare dbamazione di vari
metaboliti, che possono essere diversi fra loraie plell'attivita farmacologica del
composto iniziale; a volte pero i metaboliti forimsapossono avere ancora una ridotta
attivita, oppure presentare tossicita o0, infineyvedire attivi soltanto dopo
biotrasformazione (Chiesara e Radice, 1997).

Come gia accennato, la biotrasformazione dei farpae comprendere due fasi.
Gli enzimi di fase | introducono un gruppo polasattivo (-OH, -COOH, -Nb)
nella molecola del farmaco, catalizzando cosi oeazdi ossidazione, riduzione e

idrolisi. Le reazioni di fase | possono comprendere

» idrossilazione alifatica, in cui vi € l'inserimentth un atomo di ossigeno nel

legame carbonio-idrogeno;

» idrossilazione aromatica, con laggiunta di un caté —OH all’anello

aromatico;

» epossidazione degli alcheni, in cui lI'ossigeno eiesddizionato al doppio

legame carbonio-carbonio, con successiva idrolisi.

Le reazioni di ossidazione sono catalizzate da neinzjuali alcool e aldeide
deidrogenasi, ma soprattutto dalle monossigenascromo P450 dipendenti e dalle
monoossigenasi flaviniche, importanti nel metalmotis di farmaci, xenobiotici e
composti endogeni (steroidi, glicocorticoidi, eccNelle reazioni di idrolisi sono
coinvolti enzimi come le amidasi e le epossido-aip mentre le reazioni di riduzione
sono operate da reduttasi microsomiali (es. NADRtdcroomo P450 reduttasi) o
citosoliche o dallo stesso P450 (con basse tendiassigeno).

Le reazioni di fase | portano quindi alla formazah composti che rappresentano il
substrato ideale per le reazioni di fase II.

Le reazioni di fase Il determinano la coniugaziamallo xenobiotico con un
substrato idrofilico di origine endogena, attraversnzimi quali la glucuronil-
transferasi, la glutatione-transferasi, l'acetiifisferasi o la solfo-transferasi. Lo
xenobiotico acquista cosi maggior solubilitd edvade ionizzazione a pH fisiologico
(Alberti e Villa, 1984). Si tratta dunque di reazi@i tipo biosintetico che si svolgono
con dispendio di energia. Cio avviene mediantevaione di cofattori o,
eccezionalmente, del substrato a intermedi ad @tdenuto energetico. Dato che i
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cofattori sono attivati, direttamente o indirettartge dall’ATP, la loro disponibilita é

sostanzialmente legata allo stato energetico dirorg tessuti (Casarett & Doull, 2001).

Tabella 1.1.Principali reazioni di biotrasformazione.

REAZIONI DI FASE |

OSSIDAZIONI microsomiali (citocromo P450)

Substrato
Fenitoina
Pentobarbitale
Carbamazepina
Cloropromazina

Tipo di reazione
Idrossilazione aromatica
Idrossilazione alifatica
Epossidazione
Sulfossidazione

O—dealchilazione Codeina
N-dealchilazione Diazepam
Desulfurazione Tiopentale
Alotano

Dealogenazione

Deidrogenazione Paracetamolo

Prodotto
Idrossi—fentoina
Idrossi-pentobarbitale
Carbamazepina—epossido
Cloropromazina—ssifito
Morfina
Nordiazepam
Pentobarbitale
Cloro, bromo, piu radidakti
N-acetil-benzochinminai

OSSIDAZIONI extramicrosomiali (frazione solubile dd citoplasma)

Alcol deidrogenasi Etanolo Aldeide acetica
Aldeide deidrogenasi Aldeide acetica Acido acetico
Monoaminoossidasi Dopamina Ac. diidossifenilacetico
Xantinoossidasi Basi puriniche Ac. urico
RIDUZIONI
Carbonil ridutasi Aldeidi e chetoni Alcoli
Chinoni Idrochinoni

Chinone ossidoriduttasi

Glutatione riduttasi Glutatatione

Glutatione ridott

IDROLISI
Esterasi Acetilcolina Ac. acetico + colina
Epossido idrolasi* Epossidi Diidrioli
Xilidina

Amidasi** Lidocaina
REAZIONI DI FASE Il

CONIUGAZIONI
Glucoroniltransferasi* Ac. glucuronico
Solfotransferasi Zolfo
N — aciltransferasi Aminoacidi***
Acetitransferasi Ac. Acetico
Metiltransferasi Metile
Glutatione — S - transferasi Glutatione

Glucuronifidrossi—fenobarbitale)
Solfato (fenolo)
Ac. ippurico (abenzoico piu glicina
Acetilisoniazide (isaride)
Caffeina (teofillina)
GS — aedlienzo — chinoneiming|
(paracetamolo)

*reazione microsomiale; **velocita della reazioria fenta rispetto alle esterasi; ***avviene |

mitocondri

nei
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1.2 Isoforme del citocromo P450

~

Il citocromo € costituito da una superfamiglia dnaproteine, comprendente
diverse isoforme, le quali sono caratterizzate daidentico gruppo prostetico, ma
risultano differenti nella struttura dell’apoprataj responsabile a sua volta della piu o
meno larga specificita per il substrato (loanniti@g6).

La superfamiglia dei citocromi P450 é stata cogidsdsa in famiglie, che
presentano un’omologia nella sequenza aminoacglipariore al 40% e sottofamiglie
che presentano un’omologia superiore al 55% e cengmno una o piu forme
individuali della proteina_(http://drnelson.utmenuéclans.htimFig. 1.6).

CYP3 A4
T,

/ \\A Forma individuale

P450 i .
=
Citocromo Hottofamighia (omologia = 55%)

Famiglia (fomologia 40%)
Figura 1.5.Nomenclatura corrente del CYP450.

Ad oggi sono state descritte circa 200 famigli€¥iP, di cui 15 presenti in tutti
i mammiferi. Le famiglie maggiormente studiate find ora nei mammiferi sono le
prime quattro: le famiglie 1, 2 e 3 sono implica@prattutto nel metabolismo degli
xenobiotici, ma partecipano anche al metabolismsuthstrati endogeni; la famiglia 4
metabolizza sia sostanze esogene che endogendtréefamiglie, indicate con un

numero superiore a 4, metabolizzano soprattutt@coté endogene (Tab. 1.1).

Tabella 1.2.Caratteristiche generali delle prime 4 famiglieaiocromo P450

Famiglia Sottofamiglia Attivita caratteristica
CYP1 A B Metabolismo farmaci
(etossiresorufina,....)

CYP2 A, B,C,D, F, G, Metabolismo farmaci e steroidi (aminopirina, prdgesne,
J,R, S, T, U, W testosterone, tolbutamide....)

CYP3 A B F Metabolismo farmaci e steroidi (eritromicina, cgporina,...)

CYP4 A B F Metabolismo acido arachidonico, acidi grassi, costipo

amminoaromatici e furanici.
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1.3 Citocromo P450 in specie di interesse veterinar

La biotrasformazione degli xenobiotici € un fenomemolto complesso,
soggetto a differenze di specie ed influenzatotieotla fattori di natura fisiologica
(genetica, eta, sesso, gestazione, dieta, quadronate), patologica ed ambientale. |
meccanismi di biotrasformazione degli xenobioticlaeloro regolazione presentano
molte differenze interspecifiche ed intraspecifiehéa conoscenza di questi processi
approfondita per quanto riguarda 'uomo e gli adinta laboratorio, ma € ancora
piuttosto limitata per quanto riguarda gli animdiliinteresse zootecnico per i quali &
necessario valutare un maggior numero di variabili.

Negli ultimi anni comunque, i tentativi di indagasell'attivita delle isoforme di
citocromo P450 nelle specie di interesse veteonaainno effettuato un balzo in avanti.

Diverse unita operative hanno affrontato queste ateime; ad esempio
Sivapathasundaramt al. (2001) hanno effettuato uno studio per definirétiViaa del
citocromo P450 nel fegato di bovino rispetto a ki ratto, valutando sia l'attivita
catalitica sia I'espressione dell’'apoproteina.

Nebbia et al. (2003) hanno poi valutato I'espressione dell’'aptgina e le
attivita catalitiche delle isoforme di citocromo3®4coinvolte nella biotrasformazione
degli xenobiotici con microsomi di fegato di cava# le hanno comparate con quelle
determinate con microsomi di bovino, maiale, patlaniglio e di animali da laboratorio
(ratti).

In seguito, Szotakovat al. (2004) hanno valutato contemporaneamente e
comparato le attivita delle principali isoformealiocromo ed enzimi di coniugazione
in quattro principali specie da allevamento: maibtev/ino, pecora e capra.

Lo studio delle attivita di citocromo P450 nei pesostituisce invece un
capitolo a parte; la maggior parte degli studi &ova valutare la modulazione di tali
attivita in seguito ad esposizione ad inquinantbemtali allo scopo quindi di studiare i
fattori ecologici e ambientali che la determinaBoversi studi hanno documentato ad
esempio una correlazione tra linduzione di CYPIlAlivelli di contaminanti e
I'incidenza dei tumori, specialmente nelle spe@atbniche. Ad esempio la trota e stata
utilizzata come modello per lo studio dei tumorir pocumentare il ruolo della
modulazione di CYP1A nell'inibizione o nello svilpp/progressione del cancro
(Williams et al., 1998).
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| risultati degli studi nelle specie di interesseterinario hanno comunque
evidenziato non solo la necessita di approfondirednoscenze, ma anche di verificare
le condizioni utilizzate che spesso sono quellesmespunto per 'uomo e gli animali
da laboratorio. | dati ottenuti dai diversi grughiricerca sono spesso poi difficili da
confrontare in quanto i metodi applicati sono dsvee/o prevedono I'utilizzo di
substrati diversi. Inoltre, solo pochi studi inatud la determinazione dei parametri di
cinetica enzimatica per le varie isoforme di citoop P450 nelle specie di interesse
veterinario (Fink-Gremmels, 2008).

Di conseguenza, anche l'interpretazione dei rifutizenta ambigua proprio a
causa delle possibili differenze di affinitd cheawtbstrato o un anticorpo possono avere
nei confronti di isoforme di uno stesso enzima, glossono essere codificate con

differenze anche minime legate alla specie e/orallaa.

1.4 Fattori modulanti gli enzimi biotrasformativi

1.4.1 Fattori intrinseci

| fattori che modulano la capacita biotrasformatsamo di notevole interesse
generale, nonostante gli studi riguardanti quesijoeto siano tuttora molto limitati
negli animali domestici. Le differenze nell’'espiesg e nellattivita degli enzimi
biotrasformativi soprattutto nel fegato giustificamariazioni nell’entita del processo
biotrasformativo degli xenobiotici che si riscomtoain specie e razze diverse e anche
tra i singoli individui.

Le informazioni tuttora disponibili nelle specie t&boratorio e di interesse
veterinario comprendono la valutazione di diffeleispecie-specifiche (Machada al,
2003; Nebbiaet al, 2003; Szotakovat al, 2004), ontogenetiche (Gorséi al, 2003;
Nebbiaet al, 2004), legate alla razza (Dacastoal, 2005; Giantinet al, 2008), al
sesso (Kedderis e Mugford, 1998; Bogaaetlaal, 2000; Dacastet al, 2005) ed a
condizioni fisio-patologiche (Het al, 2005a e 2005b).

Tra i fattori intrinseci in assoluto piu studiati,annoverano le differenze specie-
specifiche, in particolare la diversa suscettidilitei confronti di diversi composti
tossici. Un esempio in medicina veterinaria e toisti dal gatto, carente in attivita di
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glucuronidazione e quindi sensibile nei confronti diversi antinflammatori non
steroidei, come ad esempio il paracetamolo (Clatla, 1981).

Un minor numero di informazioni riguardano gli éfféegati al sesso; nel ratto e
nelle specie aviarie ad esempio € riportato chgeinerale il maschio metabolizza i
composti esogeni molto piu rapidamente rispette &mmine della stessa specie,
determinando una piu veloce eliminazione della cwl ma, anche sono in grado di
metabolizzare piu rapidamente i composti che rabtn® una bioattivazione (Timbrell,
1982; Pampori e Shapiro, 1993).

Infine, anche gli effetti della razza sono statipgamente evidenziati nel’'uomo:
ad esempio, differenze nel metabolismo dei chemaptei sono stati evidenziati in
donne, affette da tumore al seno, appartenentzzerdiverse (Flaws e Bush, 1998).
Inoltre, differenze etniche sono state evidenzaaitehe nella risposta al trattamento con
farmaci anti-depressivi (non risposta, intollerganaaposta rallentata), dovute ad un
metabolismo piu lento o piu veloce di tali farméebi, 2007). Tali differenze in molti
casi sono state ascritte a polimorfismi geneticilanesequenza degli enzimi

biotrasformativi e dei recettori che controllanddeo espressione (Nebert e Roe, 2000).

1.4.2 Induzione enzimatica

L’attivita degli enzimi biotrasformativi puo aumamné in seguito al trattamento
con sostanze estranee di natura e di origine divessne farmaci, pesticidi, sostanze
chimiche di origine industriale e prodotti di ongi naturale destinati all’alimentazione
(ad es. etanolo). L'effetto € detto induzione eratioo—metabolica ed € il risultato di un
aumento della sintesi e/o dell’attivita di enzinotbasformativi.

Il tempo di latenza della comparsa dell'induziofimtensita e la sua durata
possono variare in funzione dell’agente inducenkella dose somministrata, della
durata dell'esposizione, della razza e del sessmnhento dell’attivita metabolizzante
indotto da un farmaco si pud manifestare con umlecazione del metabolismo sia
dello stesso induttore che di altri composti stmatimente non correlati.

Le ricerche condotte per evidenziare i possibibluttori tra i farmaci e le
sostanze chimiche hanno dimostrato che la maggiardinquesti composti € lipofila.

Attualmente, sono state definite cinque classinduttori:

* Fenobarbitale (insetticidi, barbiturici)
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* 3-Metilcolantrene (idrocarburi aromatici policidlic diossine e
policlorobifenili)

» Pregnenolone-I6-carbonitrile (PCN)

* Acido clofibrico

* Isoniazide

| primi quattro agenti inducenti determinano un caém aumento (>10 volte)
nella velocita di trascrizione di una o piu isoferspecifiche di citocromo P450.

Il trattamento con fenobarbitale (PB) induce si@rtipfia del fegato che
proliferazione del reticolo liscio endoplasmatisoprattutto negli epatociti localizzati
nella regione centrolobulare; queste modificazisheccompagnano ad aumento del
contenuto di proteine e fosfolipidi e della sintdsienzimi quali la NADPH citocromo
P450 reduttasi e alcune forme isoenzimatiche detr@imo P450. A livello molecolare,
il PB sembra attivare itonstitutive androstane recept¢CARp), una DNA-binding
protein la quale dimerizza coniiétinoid X recepto(RXR), entra nel nucleo e si lega a
specifici elementi responsivi del PB (PBRE) checpd®no il gene del citocromo 2B1 e
numerosi altri geni correlati, aumentandone I'espi@e genica.

Gli induttori appartenenti al secondo gruppo haonaneccanismo molecolare
di induzione metabolica ormai del tutto chiaritag(FL.7).

Essi si legano, ad un recettore, denominato Abirda 280 kDa, che funge da fattore di
trascrizione capace di legare il DNA. Nella suarfarinattiva il recettore Ah, si trova
nel citosol e forma un complesso solubile, accdppsan duéheatshock proteia (Hsp
90). Il legame del recettore Ah con un ligando pea un cambiamento
conformazionale del recettore che permette al cesspl di traslocare nel nucleo. Qui il
complesso ligandéh si libera per legarsi ad unah related nuclear traslocator
(ARNT) Il complesso AHigandoARNT interagisce con una regione specifica del
genoma, denominatgenobiotic responsive eleme(XRE), che contiene i geni che
codificano per diversi enzimi biotrasformativi, traquali il piu significativo e il
citocromo P450 1A.
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Figura 1.6: Meccanismo dell'induzione mediata dal recettore Ah

I PCN e gli altri induttori ad esso correlati detenano l'induzione del
citocromo 3A1, legandosi ad un recettore orfanoodenato pregnane—X—receptor
(PXR). Il recettore PX, attivato dal ligando, dinzea con RXR e trasloca nel nucleo
dove lega specifici elementi responsive che atbMartrascrizione di CYP3A1 e di altri
geni inducibili dal PCN.

Il trattamento con acido clofibrico determina up&sata induzione di CYP4A1,
CYP4A2 and CYP4A3. A questo gruppo appartengoncherantinflammatori non
steroidei, acido nicotinico, deidroepiandrosterso#ato. Il legame di questi composti
con il peroxisome-proliferator-activated receptPPARY) porta alla formazione di un
eterodimero con RXR che si lega ad una sequenzdatega del DNA nota come
peroxisome proliferator response elemefPRE) provocando un aumento della
trascrizione di CYP4A e proliferazione dei perossis

L’isoniazide, un antibiotico antitubercolare, proaoun aumento della sintesi di
CYP2EL. Al quinto gruppo degli induttori del citoono P450 appartengono anche
I'etanolo, I'acetone, il chetoconazolo (antifungindl citocromo 2E1 viene indotto
attraverso l'attivazione trascrizionale del gené&atireo nonché la stabilizzazione e

'aumento di efficienza della traduzione dellmRN®B8asarett & Doull’s, 2001).
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1.4.3 Inibizione enzimatica

Alcune sostanze sono invece in grado di inibirendtabolismo di numerosi
composti anche non correlati. Il fenomeno puo aveogo con diversi meccanismi
quali: la distruzione di enzimi preesistenti, Ibiione della sintesi di enzimi, la loro
complessazione o inattivazione. L'inibizione pudewire anche per competizione per i
siti attivi o per i fattori degli enzimi, per blocalelle componenti di trasporto in sistemi
multienzimatici o per modificazioni allosteriche llee strutture enzimatiche. Molte
sostanze estranee producono effetti selettivipai thibitorio per alcuni isoenzimi del
citocromo P450 in funzione della specie animalee#addose. Inoltre il grado di
inibizione e variabile con il tempo e numerosi a@geche inizialmente inibiscono |l
citocromo P450, danno successivamente un fenomemmdnduttivo (es. I' SKF 525
o il piperonil-butossido).

Numerose sostanze estranee, farmaci e sostanzeh&gssono capaci di
distruggere il citocromo P450 nel fegato medianterdi meccanismi. Uno, conosciuto
sotto il nome di inibizione suicida, € mediato dikume sostanze ad attivita
porfirogenica che contengono delle funzioni olefiv@ o acetileniche e che formano nel
fegato un “pigmento verde” recentemente identiicabme prodotto di alchilazione
derivato dall’interazione substrato—eme del citomodP450. La maggioranza di queste
sostanze sono inattive per sé e richiedono un&dibne tramite lo stesso citocromo
P450. Da sottolineare che l'azione tossica di guesistanze sembra estremamente
selettiva per il citocromo P450, in quanto le coricgzioni di citocromo o di altre
emoproteine di membrana del reticolo endoplasmatmo sono di solito modificate.
Fra le varie sostanze che inibiscono le reaziortalizzaate dal P450 mediante
inattivazione suicida, devono essere ricordati rdl@alcani alogenati (CG), alcheni
(vinilcloruro, tricloroetilene) e composti ad aitév terapeutica contenenti dei gruppi
allilici come il secobarbital o acetilenici comenibretindrone acetato.

Altre sostanze inibiscono invece le reazioni dittaisformazione mediante la
riduzione della sintesi sia degli enzimi di biofrasazione sia degli enzimi necessari
alla produzione di cofattori. A questo gruppo, elagli inibitori della sintesi proteica,
appartengono alcune sostanze piu selettive nel noeocanismo di inibizione. Ad
esempio, il 3—amino—1-2-3-triazolo diminuisce tgesi del citocromo P450 inibendo

la sintesi delle porfirine.
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Un altro meccanismo di inibizione pud essere semoodad un impoverimento di
cofattori necessari alle reazioni di coniugazioneme ad esempio avviene per la
metionina—sulfoximina e la buteonina—sulfoximinae cimibiscono la sintesi del
glutatione.

Numerose sostanze chimiche possono agire direttansen sistema ossido—
riduttivo del citocromo P450. Il monossido di cambmp ad esempio, si comporta come
ligando per I'eme ridotto e pertanto compete casdigeno molecolare diventando un
potente inibitore delle reazioni ossidative e ded&zioni di tipo riduttivo.

Analogo é il meccanismo che sta alla base delizidine legata alla competizione di
diversi substrati per i medesimi siti di legame e inibizione avra come risultato una
mutua inibizione metabolica di grado diverso inp@go con la relativa affinita delle

sostanze estranee per il sito di legame (ChiesdRadice 1997).
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Scopo della tesi

La scarsita degli studi che identificano il ruolelld diverse isoforme, € uno dei
principali problemi riguardanti lo studio degli imi del CYP450, soprattutto per
quanto riguarda le specie di interesse veterindimoya infatti la maggior parte degli
studi effettuati sul citocromo P450 sono stati adtidsu uomo, ratto ed animali da
laboratorio in genere.

L'importanza della ricerca sui processi di biotcaefazione negli animali
allevati a fini produttivi si € poi sviluppata nosolo a causa dell’esposizione
permanente a contaminanti industriali o agricolianahe a causa dell’'uso frequente di
sostanze farmacologicamente attive. Lo studio deti&asformazioni in queste specie,
non é solo di rilevanza dunque per la farmacotarapierinaria e la tossicologia ma
anche per la salute del’'uomo, come consumatoedefin

Alla luce di cio, lo studio delle attivita citocramP450 dipendenti puo essere
utile come indicatore indiretto di trattamenti die. E’ noto infatti, ad esempio, che gli
steroidi possono indurre le attivita CYP3A-dipentitesi potrebbe dunque supporre che
un trattamento con sostanze steroidee potrebbeeesssso in evidenza attraverso il
monitoraggio dell’escrezione di metaboliti endogdepati all’attivita di questa
isoforma. D’altro canto la presenza di isoformeirpolfiche potrebbe condizionare il
protocollo di trattamento di un soggetto in quaptdrebbe biotrasformare un farmaco
piu velocemente di un altro, necessitando cosindidl@saggio maggiore, a causa delle
differenze intraspecifiche oltre che interspecifichn medicina veterinaria, studi sul
polimorfismo delle isoforme del CYP450 sono carentomplicando cosi
I'identificazione delle singole isoforme. Infinea kensibilita di alcuni organismi (es.
pesci) ad inquinanti ambientali si riflette anchmeviariazioni nell’attivita enzimatica
citocromo P450-dipendente che puo essere dunqliezata come biomarcatore di
esposizione ad inquinamento.

Dall'analisi della bibliografia emerge inoltre cle maggior parte degli studi
riguardanti la presenza e l'attivita delle isofordid?450, condotti in specie di interesse
veterinario, sono stati effettuati adottando urtqgollo derivato dalle condizioni messe
a punto per 'uomo e gli animali da laboratorio.ri€cessario dunque verificare, prima

di tutto, la validita del protocollo, non solo ielazione alla possibile differenza di
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affinita che un substrato pud avere nei confrontsdforme di uno stesso enzima, che
possono essere codificate con differenze anchemaitegate alla specie e/a alla razza,
ma anche in relazione alla possibile differenzdangioduzione di metaboliti tra uomo
ed animali.

L’identificazione delle isoforme di citocromo P45@ecifiche responsabili del
metabolismo di xenobiotici € dunque di fondameniaiportanza per: comparare |l
destino metabolico di un farmaco nell'uomo rispeitie specie animali; predire se il
metabolismo di un nuovo agente terapeutico siao gbtcontrollo del polimorfismo
genetico; esaminare le potenziali interazioni tv@idi agenti terapeutici.

Un altro aspetto di fondamentale importanza é étaalel metodo analitico da
utilizzare per la valutazione dell’attivita enzincat In passato venivano utilizzati dei
metodi spettrofotometrici o fluorimetrici che pergono caratterizzati da bassa
specificita e sensibilita. Piu recentemente soradi $htrodotti dei metodi inHigh
Performance Liquid ChromatographyHPLC), che consentono [lidentificazione,
tramite separazione, degli analiti presenti in sozione. Cio ha permesso di valutare
I'attivita enzimatica in maniera efficiente, rapidaensibile a partire da contenuti ridotti
di proteina microsomiale. Negli ultimi anni inoltreono stati proposti dei metodi in
luminescenza denominati Glo® assays caratteridzatittima sensibilita e specificita e
dalla possibilita di analizzare un numero considelieedi campioni in tempi brevi.

Nel capitolo 2 della tesi sono riportati i risultatlativi alla messa a punto e
validazione di due metodi HPLC per la valutazioe# attivita di CYP1A e CY2C nel
fegato di bovino. Indagini in immunoelettroforesanmo permesso di ottenere dati
relativi all’espressione dell’ apoproteina. | matatessi a punto sono stati poi applicati
allo scopo di valutare una modulazione dellativiCYP1A e CYP2C- dipendente
dovuta alla razza.

Il capitolo 3 comprende i risultati di uno studiaetico, di inibizione chimica ed
immunoinibizione volto a caratterizzare l'attivi@QYP3A-dipendente con microsomi
epatici di bovino. Il metodo messo a punto e spatioapplicato (capitolo 4) allo scopo
di valutare una modulazione dell'attivita CYP3A-digiente in microsomi epatici di
bovini trattati con estradiolo e desametazone eeépatociti di bovino incubati con
anabolizzanti; tale modulazione e stata verificateche a livello di espressione
dell’'apoproteina CYP3A.

Il capitolo 5 della tesi si € inserito all'intergdun piu ampio Progetto Regionale

volto alla valutazione di un possibile impiego diganismi come bioindicatori di
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esposizione a contaminanti ambientali e all'indidione di possibili biomarcatori di
esposizione, risposta e/o tossicita utili nella utetione del rischio ecologico.
Recentemente infatti, I'applicazione di regolameptu restrittivi sull’utilizzo di
farmaci, pesticidi ed inquinanti ha portato ad wmerémento del numero di studi
tossicologici. Questi hanno come obiettivi priméai tutela della salute pubblica e
I'ottenimento di dati utili per la stima del rischiossicologico.

E’ stata dunque valutata in HPLC l'attivita di CY®hel fegato diZosterisessor
ophiocephalusun pesce bentonico della Laguna di Venezia, adpes di verificare se
la sua modulazione puo essere indicativa di inquerao delle acque.

Nell'ultimo capitolo della tesi (capitolo 6) songortati i risultati relativi agli
studi di cinetica enzimatica e di inibizione chimieolti alla valutazione delle attivita di
CYP2C e CYP3A nel fegato di cavallo mediante limib di Glo® assays,
comprendenti studi di cinetica enzimatica e diizidne chimica. Lo scopo é stato
guello di valutare le performance di questa teagialallo scopo di applicarla in studi di
metabolismo e di interazioni tra farmaci. Questdeodella tesi e stata svolta presso il
Dipartimento di Scienze Biomediche e Sanita PubbN&eterinaria, Universita di
Uppsala (Svezia).

L'obiettivo della presente tesi di dottorato € astdtinque quello di aumentare le
conoscenze sugli enzimi metabolizzanti i farmacspecie di interesse veterinario e
sulla modulazione della loro attivita. Tale modidaae pud essere dovuta a variabili
quali la razza, I'esposizione a contaminanti opplaresomministrazione di sostanze
illecite utilizzate per favorire I’ incremento pogrdle, la riduzione degli indici di
conversione alimentare e quindi per un aumento tesspo del reddito (Johnson,
2007). Le informazioni ottenute con tali studivitro dunque possono essere utili per
valutare gli effetti di interazioni tra farmaci epil disegno sperimentale di progetti

volti all'identificazione dimarkerin vivo di esposizione o trattamento.
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CAPITOLO 2

Valutazione dell’attivita di CYP1A e CYP2C nel fegdo

di bovino
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2.0 Introduzione

CYP1A é responsabile della biotrasformazione ditimoguinanti ambientali e
diversi farmaci utilizzati nelluomo (es. caffeina)nelle specie di interesse veterinario
(es. estradiolo e benzimidazolo). La sottofamigh&¥P1A comprende due geni,
CYP1Al e CYP1A2, che mostrano un grado di omologiativamente alto nei
mammiferi.

La misurazione dellattivita di etossiresorufinad@etilasi (EROD) e
attualmente il saggio piu utilizzato per la valivae dell’attivita di CYP1A1 (Hanioka
et al, 2000), mentre la dealchilazione della metossitds@ viene in genere utilizzata
per monitorare lattivita CYP1A2-dipendente. Micoosi epatici di bovino sono in
grado di catalizzare la de alchilazione di entrangbibstrati, e la capacita di dealchilare
I'etossiresorufina e particolarmente elevata, tigpall’attivita del ratto; non é chiaro se
questa elevata attivita CYP1A sia geneticamenterohéhata o rifletta un’esposizione a
sostanze introdotte con la dieta che determinaninduzione di questa attivita
enzimatica (loannides, 2006).

In passato, per determinare I'attivita di EROD,®stati spesso utilizzati metodi
spettrofluorimetrici adattati da quello di Burkeéviayer (1974) e Pohl e Fouts (1980) o
che prevedevano I'utilizzo di un lettore a fluor@sza di micropiastre (Kennedy al,
1993). I limiti di queste metodiche sono sicurameeima bassa sensibilita analitica e la
presenza di fluorescenza non-specifica. La techlPAC per valutare l'attivita di
EROD e stata applicata da Leclemigal. (1996) con microsomi epatici di uomo e da
Hanioka et al. (2000) con microsomi epatici di uomo, scimmiataat topo ed ha
dimostrato una maggior sensibilita rispetto ai rdeswlo spettrofluorimetrici.

CYP2C catalizza la biotrasformazione di diversinfaci come fenitoina,
warfarin, anti-inflammatori non steroidei, sterobme testosterone e progesterone e
tolbutamide (TB). Nelluomo, sono note 4 principeoforme di questa sottofamiglia:
CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18 e CYP2C19 che presentaniiid aminoacidica >82%
(Miners e Birkett, 1998). La TB e un farmaco ipoglinizzante utilizzato per la cura del
diabete mellito nell'adulto. L’idrossilazione deluppo tolil-metilico € la prima fase del
metabolismo; la seguente ossidazione di idrossitathide (OHT) effettuata da alcool
ed aldeide deidrogenasi produce carbossitolbutarhidéuomo, €& stato dimostrato che

la TB & un substrato specifico per I'attivita di BXC9, la principale isoforma CYP2C
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presente nel fegato (Minees$ al, 1988). La TB € stata utilizzata come substratoker
per CYP2C8/9 anche in studi di metabolismo reladi\8pecie di interesse veterinario
utilizzando microsomi epatici di cane, gatto e davdChauretet al, 1997). La
presenza dell’attivita di tolbutamide metil-idrdasi (TMH) e stata confermata in
microsomi di fegato di bovino ed é stata inibitd slalfafenazolo (SFZz), inibitore di
CYP2C9 (Zweers-Zeilmakest al, 1998a). Proteine cross-reattive con anticorpi- ant
CYP2C9 di uomo sono state identificate in microsdimmaiale, capra, pecora e bovino
(Szotakoveet al, 2004).

La maggior parte degli studi riguardanti il citoecro P450 in specie di interesse
veterinario applicano protocolli derivati dall’'uonm da specie di laboratorio e non
includono procedure di validazione o la definiziatiecondizioni ottimali di substrato.
L’utilizzo di protocolli standardizzati permettetsbinvece di ottenere dati accurati per
un confronto inter-laboratorio e di acquisire sbitisd sufficiente per determinare
anche bassi livelli di attivita enzimatica. In e a cio, lo scopo di tale lavoro é
stato quello di completare la validazione di mefodicedentementi messi a punto per
determinare l'attivita di EROD CYP1A-dipendente ‘attlvita di TMH CYP2C-
dipendente, allo scopo di valutare accuratamepéeametri di cinetica enzimaticanke
Vmax Inoltre la sensibilita di entrambi i metodi étataerificata con microsomi epatici
di vitelli a carne bianca, per cui € noto un bassotenuto di citocromo P450 dovuto
alla loro dieta basata su sostituti del latte esba®ntenuto di ferro.

Infine, in letteratura sono riportati studi relatalla valutazione dell’effetto di
fattori costitutivi come la specie, I'eta o il ses@achalaet al, 2003; Nebbieet al,
2003; Sivapathasundaraet al, 2003; Szotakovat al, 2004; Gussoret al, 2006).
Dacastecet al (2005) hanno inoltre valutato 'effetto della zazsul contenuto epatico di
apoproteina CYP3A e attivita catalitica CYP3A-digdente con microsomi di bovini di
razza Limousine e Piemontese. | metodi messi aopantalidati sono stati dunque
utilizzati per valutare le differenze intra-spedife nell’attivita di CYP1A e CYP2C
utilizzando microsomi epatici di bovini da carne rdizza Charolais (CH), Blonde
d’Aquitaine (BD) e Piemontese (PM) allo scopo dnfasmare che la razza rappresenta
un fattore intrinseco che pud modulare l'attivitagl enzimi che metabolizzano i
farmaci. Lo studio di tali differenze pud essere ridevanza non solo per la
farmacoterapia veterinaria e la tossicologia mahanper la salute dell'uomo se i

prodotti di origine animale contengono quantit@wanti di residui. Di conseguenza
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studi di metabolismo dei farmaci, effettuati in gigspecie possono essere utili per la

valutazione del rischio per il consumatore.

2.1 Materiale e metodi

Reagenti e composti chimici

Resorufina (RES) (purezza >99%), 7-etossiresorfidR) (purezza >99%y—
naftoflavone ¢NF), B—~NADPH, TB, OHT $£98%), e sulfafenazolo (SFZ, minimo
99%) sono stati acquistati da Sigma Aldrich (Milatalia). Metanolo, acetonitrile and
acido acetico glacialeHPLC gradg sono stati acquistati da Mallinckrodt-Baker
(Milano, Italia). Ammonio acetato e acido cloridricono stati acquistati da Fluka
(Buchs, Svizzera). L'acqua é stata purificata consistema MILLI-Q (Millipore,
Beford, MA, USA). Tutti gli altri reagenti per laeterminazione dell’attivita catalitica
(analytical grade sono stati acquistati presso Sigma-Aldrich (Miahalia).

Gli anticorpi utilizzati sono dei policlonali ottati in capra anti-CYP1A1/1A2
di coniglio acquistati dalla Oxford Biochemical Rasch (Milano, lItalia) e dei
policlonali ottenuti in coniglio anti-CYP2C8/9/19 domo e anti-CYP2C12 di ratto
acquistati dalla Chemicon International (Prodotar@i, Milano, Italia). Anticorpi anti-
IgG di capra e anti-IgG di coniglio coniugati cam perossidasi di cavallo sono stati
acquistati da Sigma Aldrich (Milano, Italia). Tuttgli altri reagenti per
I'lmmunoblotting erananolecular biology grade.

Animali

Sono stati utilizzati vitelli a carne bianca dicair32 settimane di razza Frisona
(n=6, circa 220 kg) che provenivano da allevamautorizzati ed erano stati allevati in
condizioni sperimentali controllate per assicurtaiesenza di trattamenti terapeutici o
illeciti prima della macellazione. Inoltre sonotsi#ilizzati bovini da carne di circa 18-
20 mesi di razza Charolais (n=10, circa 700 kgpnBE d’Aquitaine (n=7, circa 600 kg)
e Piemontesi (n=8, circa 650 kg) provenienti davaimenti privati della regione

Piemonte.
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Preparazione di microsomi epatici

| lobi caudati dei fegati sono stati raccolti algabo immediatamente dopo la
macellazione e perfusi con KCI 1,15% freddo. L’'omogto e stato preparato a partire
da circa 10 g di campione utilizzando un potter pestello in Teflon (Heavy Stirrer,
ALC, Vetrotecnica, Padova, Italia) in tampone fosfiieddo 0,1 M (PBS) pH 7.4 e KC
1,15% (1:1; v/v) e centrifugato a 9apa 4°C per 20 min. Il surnatante e stato raccolto e
centrifugato a 1050@D per 60 min a 4°C per ottenere i microsomi. Il ¢ell
microsomiale é stato sospeso in PBS 0,1 M (pHe& @hnservato a —80°C.

Le concentrazioni delle proteine microsomiali sastate determinate con il
metodo di Lowry (Lowryet al, 1951) utilizzando la siero albumina bovina come
standard. L'analisi &€ stata effettuata con uno tedetometro UV-Vis (UV-7800,
JASCO, Tokyo, Giappone), a 750 nm.

HPLC

La cromatografia liquida ad alta pressione o crowgtiafia liquida ad alta prestazione (HPLC)
€ una tecnica cromatografica che permette di seaidue o pil composti presenti in una miscela
sfruttando I'equilibrio di affinita tra una "fase tazionaria" posta allinterno della colonna
cromatografica e una "fase mobile" che fluisceattarso essa.

Una sostanza piu affine alla fase stazionaria rispealla fase mobile impiega un tempo
maggiore a percorrere la colonna cromatograficanffgo di ritenzione), rispetto ad una sostanza con
bassa affinita per la fase stazionaria ed alta feifase mobile. Il campione da analizzare ¢ intetta
all'inizio della colonna cromatografica dove € "sfm" attraverso la fase stazionaria dalla fase niebi
applicando pressioni dell'ordine delle centinaiaadinosfere.

Per ottenere un'elevata efficienza nella separazi@n necessario che le dimensioni delle
particelle del riempimento siano molto ridotte @blito hanno diametri compresi da 3 a ifh), per
guesto motivo € indispensabile applicare un'eleyassione se si vuole mantenere una ragionevole
velocita di flusso dell'eluente e quindi un tempaumhlisi adeguato. Alla fine della colonna é applio
un rilevatore (IR, UV-VIS, spettrofluorimetro, sppemetro di massa) e un calcolatore che permettono
un’analisi in continuo dell'uscita della colonnageindi di poter quantificare e/o identificare lessanze
iniettate. | vantaggi principali di questa tecnic®no: la dimensione ridotta della colonna che evita
problemi di deviazioni longitudinali (movimenti thefase mobile longitudinali) e di percorsi altetna,
velocita di eluizione (passaggio della fase mobtteaverso la colonna) costante e regolabile; vétocli
esecuzione ridotta; piccole quantita di compost@essaria all'analisi (nell'ordine dei 5-1@g di

campione solubilizzato in apposito solvente) tatfavore di una maggiore accuratezza e precisione.
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Analisi in HPLC

EROD

L'analisi e stata effettuata utilizzando un sistetd®LC JASCO (Tokyo,
Giappone) costituito da pompa (PU-980), degasdio@1580-53), autocampionatore
(AS-1555), rivelatore fluorimetrico (FP—920) ed software cromatografico (Borwin
ver. 1.5, IMBS Developments, Grenoble, Francegmpioni (10 pL) sono stati iniettati
in una colonna (LUNA &, 5um, 150 mm x 4.6 mm ID; Phenomenex, Bologna, Italia)
La colonna é stata mantenuta a 23 + 2 °C. L’elaeisocratica é stata effettuata ad un
flusso di 0,8 mL/min con tampone fosfato 25 mM (PBB 7.0): metanolo (58:42, v/v).
La RES e stata rivelata in fluorescenza a 530 rmutitézione) e 580 nm (emissione).

TMH

L'analisi e stata effettuata utilizzando un sistetd®LC JASCO (Tokyo,
Giappone) costituito da pompa (PU-2089 PLUS), degas (PU-2089 PLUS),
autocampionatore (AS-2055 PLUS), rivelatore UV-{i8/-2070 PLUS) e un software
cromatografico (Borwin ver. 1.5, JMBS Developmer@senoble, France). | campioni
(50 L) sono stati iniettati in una colonna (LUNA, G pm, 250 mm x 3 mm ID;
Phenomenex, Bologna, Italia) dotata anche di uaacplonna (SecurityGuardsCGAmm
x 2 mm ID; Phenomenex, Bologna, Italia) che soraiesmantenute a 23 + 2 °C.
L’eluizione é stata effettuata ad un flusso di @E/min con una fase mobile costituita
da ammonio acetato 10 mM (pH 4.3) (A) — acetowit(iB). La separazione € stata
ottenuta applicando un gradiente al 20% di B pemid, aumentato al 50% di B in 2
min, mantenuto costante per 7 min, diminuito al 2B%n 2 min and poi mantenuto
costante per 5 min fino alla fine della corsa (3@)mTB e OHT sono stati rivelati in
UV-Vis a 230 nm.

Preparazione di soluzioni stock e soluzioni di lavo

Le soluzioni stock sono state preparate come sd&fa8: (4 mM), ETR (0,8 mM) e
SFZ (4 mM) in metanolo; TB (10 mM) e OHT (1 mM)axetonitrile:acqua (50:50, v/v)
e conservate in aliquote a -20 °@+NF (3 mM) in dimetilsulfossido (DMSO) e
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conservate in aliquote a 4 °C. Le soluzioni stathddirRES (0,01-2 pM) sono state
preparate a partire da diluizioni seriali di sotudistock 4 mM con PBS 50 mM (pH
7.4) e metanolo (50:50, v/v). Le soluzioni standdrdOHT (0,5-5 puM) sono state
preparate a partire da diluizioni seriali della uzabne stock 1 mM con

acetonitrile:acqua (50:50, v/v).

Preparazione degli standard di calibrazione

Quantita note di soluzioni di lavoro di RES (0,8836M) in 50 mM PBS (pH 7.4)
sono state aggiunte a microsomi epatici di bovirattivati dal calore (55 °C per 5 min)
per ottenere gli standard di calibrazione di 0,017\ Quantita note di soluzioni di
lavoro di TB in PBS 0,1 mM (pH 7.4) (20—200 uM) sostate aggiunte a microsomi
epatici di bovino inattivati dal calore (55 °C permin) per ottenere gli standard di
calibrazione di 0,5-5 pM.

Validazione del metodo

Accuratezza e precisione

L’accuratezza e la precisione sono state determidall’analisi degli standard di
calibrazione. Accuratezza e precisiongra-day sono state valutate dal risultato
dell'analisi di sei replicati di standard di cablaione di RES 0,01, 0,0156, 0,0313,
0,0625, 0,125, 0,25, 0,5, 1 eu®l e di OHT 0,5, 1, 1,5, 2 e M nell’arco della stessa
giornata. Accuratezza e precisioimger-day sono state determinate analizzando gli
standard di calibrazione riportati sopra due volt&re giorni consecutivi. La precisione
e riportata come la % di deviazione standard rdaf(RDS), e I'accuratezza (%) é
espressa come ([quantita calcolata/quantita pegdett00) (Elbarbret al, 2006).

Limite di quantificazione (LOQ) e limite di rileviane (LOD)

Il LOQ é stato determinato come la concentrazidnebpssa per cui la precisione,
espressa come RDS %, era <20% e l'accuratezzassspcome differenza relativa tra
il valore misurato e quello reale, era <20%. Il L@ la media analitica del risultato di

20 campioni bianchi piu 3 volte la DS.
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Recuperi

Il recupero é stato determinato tramite il confoowlell’area dei picchi ottenuti
dall'iniezione di soluzioni standard di RES e TB,003-2 uM e 0,5-5 uM,
rispettivamente) e le soluzioni ottenute dall’etstradell'incubazione microsomiale

addizionata con le soluzioni di lavoro, in assetiz&NADPH.

Incubazione con microsomi

EROD

L’incubazione conteneva ETR (0,0156-2 uM), protem@rosomiale epatica di
bovino (0,2 mg/mL), magnesio cloruro 0,1 5NADPH 10 mM e PBS 50 mM (pH
7.4) in un volume finale di 400 pL. Dopo una preibazione di 1 min a 37 °C, la
reazione e stata avviata con l'aggiuntapedNADPH e dopo 3 min a 37 °C in un
bagnetto termostatato in agitazione (SW-21C, Juladdmotechik, GMBH, Seelbach,
Germania), é stata bloccata con l'aggiunta di 4Q0djumetanolo freddo. | campioni
sono stati agitati con vortex, tenuti in ghiaccar @5 min e poi centrifugati a 3500 g per
20 min a 4 °C (Centrifuga refrigerata Eppendorf@8,LMilano, Italia). Il surnatante e
stato trasferito in vials per I'analisi in HPLC.rR@nibizione, I'a-NF (0,04, 0,1 e 1 uM,
in DMSO) e stato aggiunto nell'incubazione contéaelcTR 2 uM, proteine
microsomiali di bovino 0,2 mg/mL, MgeD,1 M, B—~NADPH 10 mM e PBS 50 mM
(pH 7.4) in un volume finale di 400 uL. Per valeatéieffetto inibitorio del DMSO, sono
stati utilizzati campioni con la stessa quantithsido solvente ed i risultati finali sono
stati pertanto espressi come percentuali delleitatili controllo.

Le concentrazioni di RES sono state determinatepeoamdo le aree dei picchi del
metabolita con quelle della curva di calibraziome velocita di formazione del
metabolita e stata espressa come nmol di RES farpgatmin di tempo di incubazione

e per mg di proteina microsomiale.

TMH

L’incubazione conteneva TB (75-2000 M), proteiné&crosomiale epatica di
bovino (1,25 mg/mL), MgGl0,1 M, p—NADPH 10 mM e PBS 0,1 M (pH 7.4) in un
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volume finale di 400 puL. Dopo una pre-incubaziong7a°C per 5 min, la reazione e
stata avviata con l'aggiunta ¢—NADPH e dopo 30 min a 37 °C in un bagnetto
termostatato in agitazione (SW-21C, Julabo Labdte@MBH, Seelbach, Germania),
e stata bloccata con I'aggiunta di 2 mL di acetdeitfreddo. | campioni sono stati
agitati per 15 min utilizzando un agitatore orl@tékS 130 BASIC, IKA, Vetrotecnica,
Padova, Italia). Sono stati raccolti da ciascunpane i 2 mL della fase organica ed
evaporati sotto vuoto a 40°C con un evaporatore2 (PEUS, GeneVac, STEPBIO,
Bologna, Italia). Il residuo e stato ripreso in 400di PBS 0,1 M (pH 2) e, dopo essere
stato miscelato con vortex per 3 min, e stato erétsfin vials e iniettato in HPLC. Per
I'inibizione, la mix di incubazione (1,25 mg/mL g@roteine microsomiali epatiche di
bovino, MgC} 0,1 M, B—NADPH 10 mM e PBS 0,1 M pH 7.4) é stata pre-intalpser
2 min con SFZ (10, 50 e 100 uM, in metanolo/acqueyn volume finale di 400 L.
La reazione e stata avviata con l'aggiunta del tsatzs TB 1,5 mM. Per valutare
I'effetto inibitorio del metanolo, sono stati utiiati campioni con la stessa quantita del
solo solvente e i risultati sono stati espressieparcentuali delle attivita di controllo.
Le concentrazioni di OHT sono state determinateparando le aree dei picchi del
metabolita con quelle della curva di calibraziome velocita di formazione del
metabolita e stata espressa come nmol di OHT faermet min di tempo di incubazione

e per mg di proteina microsomiale.

Immunoelettroforesi

L'immunoelettroforesi si divide in due fasi prinalp I'elettroforesi e 'immunoblotting.

La prima fase permette di separare le proteine @néisnella sospensione microsomiale in esame ie bas
al loro peso molecolare mediante la migrazione mgel di poliacrilamide in presenza di un campo
elettrico; affinché la velocita di migrazione siatdrminata esclusivamente dalla massa, le proteine
vengono sottoposte ad un processo di denaturazicme provoca la distensione delle catene
polipeptidiche, tramite il calore e il legame cdnsbdio-dodecil solfato (SDS). In seguito le progei
vengono trasferite dal gel alla membrana di nitdbdesa, sempre in presenza di un campo elettrico,
come descritto da Towbin et al. (1979) e Laemndi t1970).

Nella seconda fase, denominata immunoblotting, kmbrane di nitrocellulosa vengono
sottoposte a due incubazioni consecutive: la pritado scopo di individuare I'antigene di interesse)
nostro caso una particolare famiglia di CYP, e salizza tramite I'utilizzo di un anticorpo primario
specifico (mono- o policlonale) che si leghera esidlamente con la banda che contiene I'antigene
omologo. La seconda incubazione, invece, serveedarie la reazione antigene-anticorpo avvenuta in

precedenza e a renderla visibile utilizzando uni-anticorpo marcato con un enzima che, dopo
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I'aggiunta del substrato cromogeno, dara luogo altslorazione della banda di nostro interesse (Roli
al., 2005).

La chemiluminescenza, che si origina sulla supierfitella membrana di nitrocellulosa dopo il
contatto con il substrato cromogeno, & una reazidmmica che produce energia rilasciata sottofordia
luce per un periodo di tempo limitato (6-24 oreglet emissione luminosa viene utilizzata per
impressionare una lastra fotografica (fase di ingmiene), allo scopo di ottenere un risultato deffioi e

stabile.

Elettroforesi in gel di acrilamide

| campioni sono stati diluiti con tampone di consgione (glicerolo 20%, v/v in
TP 0,1 M, pH 7.4) e poi con tampone di denaturazi®DS 2%, p/v, Tris-HCI 62,5
mM pH 6.8, glicerolo 10%, v/vp-mercaptoetanolo 0,05%, v/v, blu di bromofenolo
0,25%, p/v in acqua in rapporto 1:1), in modo ti#eavere una concentrazione proteica
ottimale (30 pg/pozzetto) in un volume finale difdl0.

Dopo la corsa elettroforetica, i gel venivano tasf su una membrana di
nitrocellulosa tramite la tecnica del Western Blbtampone di trasferimento aveva la
seguente composizione: Tris-HCI 25 mM, glicina 192 e SDS 0,01% e MeOH 20%
in acqua

La fase di transfer & stata condotta in agitazesh@ voltaggio costante (100 V
per 1h). Dopo il trasferimento la membrana e stafarata con il Red Ponceau che
permette un controllo qualitativo dell’elettroforesdel trasferimento; a seguito di un
lavaggio in acqua MilliQ, la membrana € stata iratabovernight in tampone di
saturazione (latte scremato in polvere 3%, p/v eediw20, 0,05% in PBS 1X) in

agitazione.

Immunoblotting

La membrana e stata poi incubata con I'anticorpmamio, anti—-CYP1A1/1A2
di coniglio ottenuto in capra (diluito 1:100) e ia@lYP2C8/9/19 di uomo e anti—
CYP2C12 di ratto ottenuti in coniglio (diluiti 1:00). Dopo questa fase, la membrana é
stata sottoposta a 3 lavaggi consecutivi di 20 erascuno, con 30 mL di PBS 1X, PBS
1X e 0,5% Tween 20, PBS e Tween 20 0,05%. La membgastata poi incubata con
I'anticorpo secondario, anti-capra (diluito 1:50@)xanti—coniglio (diluito 1:4000). A
seguito di ulteriori lavaggi il complesso antigeargicorpo € stato evidenziato tramite
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una reazione di chemiluminescenza rilevata trahitéizzo del kit Supersign&l West
Pico Chemiluminescent Substrate.

Densitometria e normalizzazione delle bande

Per poter esprimere i risultati come dati semiqtetnti, sui quali effettuare
successivamente l'analisi statistica, le lastre emtte con la tecnica
dell'immunoelettroforesi, sono state dapprima gmigie a scansione (hp scanjet serie
5590) ed in seguito e stata condotta un’analissid@metrica utilizzando il programma
ImageJ 1.34s (NIH). | valori di densita ottenutir pgascun campione sono stati
rapportati a quelli del controllo interno (R), irodo da ottenere la normalizzazione dei

risultati, che potranno quindi essere espressinitd Arbitrarie di proteina (U.A.).

Analisi dei dati

Le curve standard e di calibrazione sono stateolzdk utilizzando un’analisi di
regressione lineare con il metodo dei minimi quAdrpendenze, intercette e
coefficienti di regressione linearir’] sono stati determinati per ciascuna curva
(Microsoft Excel, 2000). | parametri di cineticazenatica K, € Vmax SONo stati
calcolati utilizzando I'equazione di regressionenntineare di Michaelis—Menten
(GraphPad Prism, versione 4.02; San Diego, CA, U®&) I'analisi statistica, sono
stati applicati 'unpaired test e il test ANOVA. In caso di variazioni sigodtive é
stato eseguito il post-test Tukey (GraphPad Inst&sione 3.0; San Diego, CA, USA).
Il livello di significativita e stato posto @<0,05. | dati ottenuti sono stati inoltre oggetto
di analisi per lidentificazione degloutliers (valori che si discostano dagli altri
appartenenti allo stesso gruppo o per errori unsapéer diversita biologica e quindi
appartenenza ad una diversa popolazione) medianikzzo del test statistico di

Grubbs, chiamato anche metaoslddreme studentized deviate
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2.2 Risultati

Validazione del metodo

Per quanto riguarda il saggio di EROD, le precisiatra- ed inter-day (RDS %)
erano sempre <10% ed i recuperi erano 89 + 8,2% £ 80,3%intra- ed inter—day
rispettivamente (Tab. 2.1). LOQ e LOD erano 0,1 #&h@22 pmol in colonna,

rispettivamente.

Tabella 2.1.Accuratezza e precisione intra- ed inter-day pegtivita di EROD.

Concentrazione n Accuratezza SD

(M) (%)
Intraday 0,01 6 83 7,6 9,1
0,0156 6 72 4,9 6,8
0,0313 6 86 7,2 8,4
0,0625 6 91 4,8 53
0,125 6 95 1,8 1,9
0,25 6 94 1,9 2,0
0,5 6 97 2,2 2,3
1 6 97 2,9 3,0
2 6 87 1,3 15
Interday 0,01 6 85 8,3 9,7
0,0156 6 68 55 8,1
0,0313 6 81 6,5 8,0
0,0625 6 91 6,6 7,2
0.125 6 94 2.2 2.4
0,25 6 97 3,5 3,6
0,5 6 100 3,6 3,6
1 6 100 3,1 3,1
2 6 86 1,9 2,2
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Per quanto riguarda il saggio di TMH, i valori diepisione (RDS %) erano
sempre <10,2% ed i recuperi erano 76 = 4,9% e 739%, intra- ed inter—day
rispettivamente (Tab. 2.2). LOQ e LOD erano 25 & Hmol in colonna,

rispettivamente.

Tabella 2.2.Accuratezza e precisione intra- ed inter-day petivita di TMH.

Concentrazione n Accuratezza DS

() )

Intraday 0,5 6 82 45 54
1 6 78 6,3 8,1

1,5 6 71 6,8 9,5

2 6 71 3,1 4,4

5 6 78 2,4 3,0

Interday 0,5 6 74 7,5 10,1
1 6 69 6,4 9,2

15 6 70 5,0 7,1

6 76 4,2 5,6

6 74 4,4 59

Cinetica enzimatica

ETR é stata utilizzata nell'intervallo 0,0156u®4 (8 livelli di concentrazione, 10
replicati). | risultati del plot Michaelis Mentemso riportati in Fig. 2.1r¢ = 0,97) ed i
valori di Ky, € Vinax (mediazES) sono risultati pari a 0,23 + 0,G87 e 0,488 = 0,035

nmol/min/mg proteina, rispettivamente (Fig. 2.1).
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Figura 2.1. Michaelis—Menten plot (ciascun punto € la medial@ireplicati). Le reazioni sono state
effettuate con ETR 0,01564&1, 0,2 mg/mL di proteina microsomiale e 3 min diubazione.

TB e stata utilizzata nel range 75-2Q (9 livelli di concentrazione, 10 replicati).
| risultati del plot di Michaelis—Menten sono ripati in Fig. 2.2 (= 0,986) ed i valori
di Ky e Vmax (mediatES) sono risultati pari a 1010 £ 155M e 0,089 + 0,006

nmol/min/mg proteina, rispettivamente (Fig. 2.2).
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Figura 2.2. Michaelis—Menten plot (ciascun punto € la medial@ireplicati). Le reazioni sono state
effettuate con TB 75-20Q84, 1,25 mg/mL di proteina microsomiale e 10 mimdubazione.
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Studi di inibizione

Le tabelle 1.3 e 1.4mostrano i risultati otten@gin studi di inibizione. Utilizzando
ETR 2uM ed a—NF 0,04, 0,1 e 1M, linibizione era concentrazione-dipendente e con
a—NF 1 uM, c’era solo il 6% di attivita residua (Tal3). Utilizzando TB 1,5 mM, con
SFZ 100uM, veniva misurata solo il 41% dell’attivita di TM&l concentrazioni di SFZ
> 50 uM non inibivano l'attivita di TMH in maniera conceazione-dipendente
(Tab.1.4).

Tabella 1.3.Inibizione dell’attivita di EROD con—NF.

Concentrazione inibitore EROD
(um) (nmol/min/mg prot)
a-NF 0 3 0,327+ 0,019 (100)
a-NF 0,04 3 0,211+ 0,012 (65)
a-NF 0,1 3 0,147+ 0,010 (45)
a-NF 1 3 0,021+ 0,001 (6)

2 UM ETR, 0,2 mg prot/mL (I risultati dell'attivita $@ espressi come mediatDS)
2Pool di 10 animali
® | numeri in parentesi rappresentano la percentlgll&attivita di controllo.

Tabella 1.4.Inibizione dell’attivita diTMH con SFZ.

Concentrazione inibitore TMH
(uM) (nmol/min/mg prot)
SFZ 10uM 3 0,022+ 0,0015 (72
SFZ 50uM 3 0,011+ 0,0006 (48)
SFZ 100uM 3 0,007+ 0,0007 (41

1,5 mM TB, 1,25 mg prot/mL. (I risultati dell'atiid sono espressi come mediatDS)
4Pool di 10 animali
® | numeri in parentesi rappresentano la percentigll&ttivita di controllo.
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Attivita di EROD e TMH nei vitelli a carne bianca

La media dei risultati per lattivita di EROD e TMbitenuti con microsomi
epatici di vitelli a carne bianca (VC) era 0,060,024 e 0,02% 0,010 nmol/min/mg
prot, rispettivamente (Tab. 1.5).

Tabella 1.5 Attivita diEROD e TMH in VC.

Campione Hb Citocromo P450 EROD TMH
(g/dL) (nmol/min/mg prot)  (nmol/min/mg prot)  (nmol/min/mg prot)
K2 5 0,179 0,069 0,034
K11 4,6 0,084 0,030 0,011
K23 4,5 0,114 0,084 0,029
K24 4,7 0,280 0,032 0,034
K30 5,9 0,278 0,078 0,014
K32 4,7 0,172 0,075 0,003
Mediat DS 4,9+ 0,52 0,185 0,081 0,061+0,024 0,025+0,010

ETR 0,5uM, 0,2 mg prot/mL.
TB 1,5 mM, 1,25 mg prot/mL.

Immunoblotting

| risultati ottenuti dall’analisi densitometrica Idienmunoblotting per quanto
riguarda I'espressione proteica di CYP1A e CYP2@nloaevidenziato una differenza
nei microsomi dei bovini di razza Charolais (C)vitelli a carne bianca (VC), anche
se non statisticamente significativa (Figg. 2.3-2.4
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(b) —
E R [p-MF CH1 CH2 WVCl1 VC2

(@) ' K R b-NF CH VC

Figura 2.3. (a) Analisi densitometrica dellimmunoelettrofores CYP1A, i risultati sono espressi come
fold —change (media £ ES; K: bovino di controllo;AANF: ratto indotto corg-naftoflavone; CH: bovini

di razza Charolais; VC: vitelli a carne bianca);)(bmmunoblotting rappresentativo di CYP1A.

(b)

(@)

Figura 2.4. (a) Analisi densitometrica del’'immunoelettroforesi @¥P2C, espressi come fold —change
(media + ES; K:ratto di controllo; CH: bovini di mza Charolais; VC: vitelli a carne bianca); (b)

Immunoblotting rappresentativo di CYP2C.
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Attivitd di EROD in bovini di razza Charolais (CH3londe d’Aquitaine (BD) e
Piemontese (PM)

L’elaborazione statistica dei risultati ha evidexaiche I'attivita di EROD con
microsomi epatici di bovini di razza CH é signifisamente maggiore rispetto a quella
determinata con microsomi epatici di bovini di @#M (p<0,05; Fig. 2.5).

Nessuna differenza statisticamente significativataa riscontrata per quanto
riguarda l'attivita di TMH (Fig. 2.6).
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Figura 2.5. Attivita di EROD in bovini di razza Charolais (CH3londe D’Aquitaine (BD) e Piemontese
(PM; & p<0,05). | risultati sono espressi come media =S
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Figura 2.6. Attivita di TMH in bovini di razza Charolais (CHRBlonde D’Aquitaine (BD) e Piemontese
(PM). I risultati sono espressi come mediatES.
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2.3 Discussione

L’'approccio utilizzato piu frequentemente per studile attivita degli enzimi
P450-dipendenti in specie di interesse veterinarih utilizzare il ratto e 'uomo come
specie modello, semplicemente perche sono stateaarapte studiate. Comunque,
I'estrapolazione di dati ottenuti da queste spaaigielle di interesse veterinario rimane
difficile a causa delle ben note e documentateedifize di specie nell'attivita,
nell'espressione e nella regolazione del citocrded®0 (Guengerich, 1997; Nebbia,
2001; loannides, 2006).

Questo studio invece comprende la validazione di metodi analitici messi a
punto per la prima volta in microsomi epatici diviym, allo scopo di valutare I'attivita
di CYP1Al e CYP2C9 (Hanioket al, 2000; Palamandet al, 2000). Riguardo a cio,
per ciascun substrato di P450 (ETR e TB, rispetidmie), sono state valutate le
principali costanti di cinetica enzimatica{l€ Vinay-

Il metodo adottato per la determinazione dell’@ivdi EROD ha mostrato
specificita, sensibilita, accuratezza e precisidineOD ottenuto era piu basso di quello
riportato da altri saggi che prevedevano l'utilizdella tecnica HPLC, 0,057 e 0,04
pmol in colonna (Leclercet al, 1996; Haniokaet al, 2000, rispettivamente).
Nell’analisi di cinetica enzimatica, sono statiliadate 8 concentrazioni di ETR
nell'intervallo di 0,0156-2:M in accordo con i valori utilizzati il letteratufglaniokaet
al., 2000; Sivapathasundaraet al, 2001; Walsky e Obach, 2004). | parametri di
cinetica enzimatica sono stati determinati accumatde in quanto il range di
concentrazioni utilizzate andava da 1/3 a 3 dedreatli K, (Bjornssoret al, 2003).

E’ stata valutata la specificita di-NF, un noto inibitore di CYP1A ed i risultati
ottenuti cono—NF 1 uM hanno dimostrato un forte effetto inibitorio compgortato in
letteratura. Nell'intervallo utilizzato, [linibiziee era concentrazione-dipendente,
diversamente da quanto osservato da Sivapathasundsr al. (2001), che hanno
utilizzato concentrazioni di inibitore piu alte HuM. Inoltre, € ben noto che la maggior
parte degli inibitori chimici, a concentrazioni >IM perdono la propria selettivita
(Bourrieet al, 1996).

Quindi, i risultati ottenuti indicano che I'attigitdi EROD pu0 essere considerata
un marker dell’attivita di CYP1A nel bovino. E necessarimlite sottolineare che la

sottofamiglia CYP1A é inducibile da molti sostanaesenti nelle piante (loannides,
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1998). Inoltre, € una delle famiglie di citocromd3® piu attive nella bioattivazione si
ambientali ubiquitari che subiscono processi diatiigazione (loannides e Parke,
1990). Quindi, € stata data molta importanza alatazione dell’attivita di CYP1A in
specie di interesse veterinario, a causa della possibile e prolungata esposizione a
sostanze inducenti CYP1A presenti nella dieta dactomanti ambientali. Un elevato
pattern di espressione di CYP1A nel fegato di boviotrebbe dunque predisporre
questi animali all’effetto tossico e cancerogentatiixenobiotici.

Nello studio di cinetica enzimatica per l'attivith TMH, TB e stata utilizzata nel
range di 75-2000uM in accordo agli studi effettuati nell'uomo (Mirseet al, 1988;
Hickmanet al, 1998; Tanget al, 2000; Yuaret al, 2002; Walsky e Obach, 2004). |
parametri di cinetica enzimatica k= 1010 + 155.7uM e Vmax = 0,089 + 0,006
nmol/min/mg prot), sono confrontabili con quellportati in studi condotti sul’'uomo
(Km = 133-348 uM e Vnyax = 0,387-0,434 nmol/min/mg prot). E’ evidente che
I'efficienza di biotrasformazione nel bovino é fiassa, 3-7 volte per la;Ke 4-5 per la
V max:

Recentemente e stato dimostrato che nel fegatoodind sono espressi geni
CYP2C8-, CYP2C9-, CYP2C18-, CYP2Clike e proteine CYP2C che cross-
reagiscono con anticorpi policlonali di uomo/rodit¢Giantinet al, 2008). Nell'uomo
sono stati utilizzati diversi substrati per miserdattivita catalitica di ciascun isoforma
CYP2C: paclitaxel, TB andSmefenitoina per CYP2C8, CYP2C9 e CYP2C19,
rispettivamente (Rahmaet al, 1994; Walsky e Obach, 2004). Nel bovino invece,
I'attivita di CYP2C e stata valutata utilizzando Tametossi-4-trifluorometilcumarina
(Szotakoveet al, 2004), a volte I'aminopirina (Cantielket al, 2008; in press), o la TB
stessa (Zweers-Zeilmakeat al, 1998a). Come affermato sopra, nelluomo, TB é
ampiamente utilizzata come substratarker per CYP2C9, che e l'isoforma CYP2C
piu espressa a livello epatico (Minetsal, 1988), dove rappresenta circa il 17-20% del
totale delle proteine P450 (Parkinson, 1996). leefigare ulteriormente e confermare i
risultati ottenuti, & stato effettuato uno studioimibizione utilizzando il SFZ, un
inibitore selettivo per CYP2C9 nelluomo (MinersBakett, 1998). | risultati ottenuti
hanno confermato quelli riportati precedentememt&deers-Zeilmakeet al. (1998a)
in microsomi epatici di bovino. | farmaci antididice ad uso orale a base di
sulfonilurea, come la TB, sono strutturalmente @ate agli antibatterici sulfamidici,

che sono frequentemente utilizzati in medicinameseia e questa similarita strutturale
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potrebbe ben spiegare linterazione metabolica reate tra TB e SFZ (Zweers-
Zeilmaker et al, 1997). Quindi Il'attivita di TMH potrebbe esserélinzata come
marker per l'attivita di CYP2C9ike nel bovino, anche se non si puo escludere il

coinvolgimento di altre isoforme CYP2C.

L'applicabilita di entrambi i metodi & stata valistacomparativamente in
microsomi epatici di vitelli a carne bianca (VClecsono stati alimentati con una dieta
a base di sostituti del latte e basso contenutterdo e di bovini da carne, animali
sessualmente maturi e con capacita metabolizzamipletamente formate.

| VC sono caratterizzati generalmente da basseitatticitocromo P450-
dipendenti. Il principale responsabile di questtigza di biotrasformazione € il basso
contenuto totale di citocromo P450, conseguenZa deéta a basso contenuto di ferro
utilizzata in questo tipo di allevamento. Questetalie costituita solo da sostituti del
latte e da un’integrazione di paglia e altri nuitian accordo con i Regolamenti UE
volti a garantire il benessere animale (REF). Nekente studio, il contenuto totale di
P450 era 0,185 £ 0,081 nmol/mg prot, piu bassoudilg misurato di bovini di razza
CH (0,628 0,09 nmol/mg prot; risultati non pubblg; inoltre, il contenuto di
emoglobina dei VC era 4,9+0,52 g/dL, piu basso ubllg riportato per il bovino da
carne (8-15 g/dL; Kaneket al, 1997). Riguardo all’attivita di EROD e TMH, i
microsomi dei VC hanno evidenziato attivita sigraivamente piu basse (0,061 +
0,024 e 0,025 £ 0,010 nmol/min/mg prot, rispettieane) se comparate a quelle dei
bovini di razza CH (0,40Gt 0,03 nmol/min/mg prot,p<0,0001 e 0,054t 0,002
nmol/min/mg prot, p<0,001). Questo comportamento e stato confermatchean
dall’'analisi densitometrica delllmmunoblotting. Dionseguenza, la sensibilita di
entrambi i metodi ha permesso la determinazion®adsi livelli di attivita enzimatiche
come nel caso dei VC. Quindi, le attivita EROD e HMotrebbero essere utilizzate
come marker per la valutazione dell’attivita di CYP1A e CYP2@@i microsomi di

fegato del VC e del bovino da carne.

Per verificare I'esistenza di differenze intra-dfielse nell’attivita enzimatica, i
metodi messi a punto sono stati utilizzati per taak le attivita di EROD e TMH
utilizzando microsomi epatici di bovini di razza CBD, e PM. | risultati ottenuti per
I'attivita di EROD hanno evidenziato una maggidig nei bovini di razza CHsPM

(p<0,05). Nessuna differenza statisticamente sigiifia € stata evidenziata
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nell'espressione dell'apoproteina CYP1A. In cortas per quanto riguarda
I'espressione genica di CYP1A1liRe, CH hanno mostrato quantita inferiori, in termini
di abbondanza relativa di mMRNA CYP1Al- e CYP1K2, se comparati con PM
(p<0,001 ep<0,05, rispettivamente) e con BA (solo per CYP1p40,001; Giantinet
al., 2008). Inoltre, € stata evidenziata una correlaipositiva tra I'attivita di EROD e
I'espressione di CYP1A2r& 0,79) mentre non € stata evidenziata una correlazione
statisticamente significativa tra I'attivita di ERCe I'espressione di CYP1Al

Sorprendentemente, la razza CH ha evidenziato ssobéavello di espressione
genica di CYP1A ma al contrario una piu elevativigdt catalitica CYP1A-dipendente.
Una possibile spiegazione per questo comportameotoeebbe essere la maggior
efficienza del ciclo catalitico in questa razzaptgsi confermata dall’elevata attivita
catalitica di NADPH citocromo c reduttasi riscoméran questo stesso gruppo (Giantin
et al, 2008). Recentemente é stato osservato un compemta simile per CYP3A nel
cavallo (Tydenet al, 2007). E’ noto infatti che 'NADPH reduttasi € womponente
necessario nel ciclo delle monossigenasi e chaelielli di reduttasi promuovono il
ciclo catalitico degli enzimi P450 fornendo eletir@al CYP stesso. Un’altra ipotesi
potrebbe essere la presenza di fenomeni post-icathlz(ad es. fosforilazione) o post-
trascrizionali (es. micro-RNA). Per quanto riguandarimi, Oesch-Bartlomowicz e
Oesch (2005) hanno dimostrato che CYP2B e CYP2BEqgmusessere fosforilati dalla
protein chinasi A (PKA); questa reazione dipende reaidui fosforilabili di serina
presenti nella sequenza del CYP. Di conseguenzarekenza di polimorfismi genetici
nella sequenza del CYP pud indirettamente influenzéattivita della PKA
determinando una variazione in termini quantitati@lla risposta o una diversa
specificita di substrato. Per quanto riguarda ieveécfenomeni post-trascrizionali,
Tsuchiyaet al. (2006) hanno evidenziato come i micro-RNA possanadulare I'azione
di CYP1B1: elevati livello di CYP1B1 in tessuti tonali possono essere dovuti ad
un’inibizione dell’espressione di un micro-RNA, @eninato miR-27b. Infine, non si
puo escludere lipotetica presenza gingle nucleotide polymorphisfSNPs) nella
sequenza di tali enzimi; recentemente, un’attim@tabolica superiore in bovini CH
rispetto ai German Holstein e stata attribuita #Shkh alcuni geni funzionali di fegato e
intestino (Schweriret al, 2006).

Nessuna differenza €& stata invece evidenziataattelita di TMH. Questi

risultati sono in accordo con i dati di espressiated’apoproteina CYP2C e di
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espressione genica di CYP2Cll8 per cui e stata evidenziata una correlazione
positiva con l'attivita di TMH £s= 0,82; Giantinet al, 2008)

| risultati ottenuti hanno comunque confermato ienza di differenze intra-
specifiche dovute alla razza nel metabolismo den#ézi. Tali differenze potrebbero
influenzare la biodisponibilita e I'efficacia cloa di xenobiotici (Sallovitet al, 2002),
e potrebbero essere di particolare interesse sekeie di interesse veterinario per
I'ipotetica presenza di residui potenzialmente itbggegli alimenti di origine animale.
Inoltre, la presenza di risultati non univoci paraqgto riguarda espressione genica,
proteica ed attivita catalitica suggeriscono chenamento non € possibile stabilire se

tale effetto intervenga a livello pre- o post-tragonale o post-traduzionale

2.4 Conclusioni

Questo studio ha permesso la standardizzazione metocolli con
concentrazioni di substrato ottimizzate, che somop lpasse di quelle riportate in
precedenza in letteratura per le specie di intergsgerinario. Di conseguenza, questi
protocolli possono essere utilizzati per deterngnkattivita di EROD e di TMH in
microsomi epatici di bovino, con la possibilita effettuare un confronto dei dati sia
inter- cheintra- laboratorio. | metodi messi a punto e validatisoisultati semplici,
efficienti e sensibili, permettendo dunque la vahidne di campioni con bassa attivita
enzimatica. Possono dunque essere applicate peramad’attivita di EROD e di TMH
nel fegato di specie con bassa attivita come achjgigei pesci o i vitelli a carne bianca
o in tessuti diversi dal fegato, caratterizzatuudéattivita metabolica inferiore, come ad

esempio intestino, polmone o rene.
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CAPITOLO 3

Valutazione dell’attivita di idrossilazione del
testosterone nel fegato di bovino: studio di cineta

enzimatica e di inibizione.
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3.0 Introduzione

La superfamiglia del citocromo P450 catalizza iltabelismo di numerosi
composti, dalla biotrasformazione di composti emognaturali come steroidi e
colesterolo alla detossificazione di composti esggeome farmaci e inquinanti
ambientali (Guengerich, 1996). Questi enzimi somwoaiterizzati da un’ampia ma
univoca specificita per il substrato, con moltefesme in grado di metabolizzare gli
stessi composti, spesso con diversa efficienzasdiidiversi (Gonzalez, 1992).

CYP2B comprende nelluomo una sola isoforma CYP28&ressa a livelli
inferiori all'l% nel fegato, mentre nel ratto somstate individuate due isoforme,
CYP2B1 e CYP2B2. Questa sottofamiglia estremamienligcibile (essenzialmente dal
fenobarbitale) e coinvolta nella bioattivazione @bmposti cancerogeni (come le
nitrosamine), ma anche nel metabolismo di sostamzigene come steroidi e acidi
grassi. | substratinarker utilizzati piu spesso per valutare l'attivita di €2B nelle
specie di interesse veterinario sono la pentossuéea (O-deetilazione; PROD) e il
testosterone (idrossilazione in posizione 16; TST).

Nel bovino, sono stati riportati bassi valori di®B e inoltre, questa isoforma e
considerata scarsamente coinvolta nell'idrossilazidel TST (Sivapathasundaraeh
al., 2001; loannides, 2006), ma recentemente, € diatostrato che microsomi epatici
di vitelli a carne bianca sono in grado di prodwiltee ai metaboliti del TST idrossilati
in posizione B- e P (6B- e PB-OH TST), anche quantita rilevabili di B6H TST
(Capolongeet al. 2003); inoltre, € stata ottenuta una buona cari@he tra l'attivita di
16B-testosterone idrossilasi (3:60HT) e I'espressione genica di CYP2B nel fegato di
bovino da carne (Giantiet al. 2008), confermando i dati riportati nel topo ddférect
al. (2007).

In microsomi epatici di bovino, anticorpi anti-CYR2li ratto hanno evidenziato
la presenza di due proteine (Neblgtaal, 2003), ma altri autori hanno riportato la
presenza di un’unica banda cross-reattiva di peslecuolare simile a quella del ratto
(Sivapathasundaraet al, 2001).

La sottofamiglia CYP3A é caratterizzata da una $ipda di substrato molto
ampia; il sito di legame con il substrato & suffitemente ampio da accomodare
composti di elevato peso molecolare come i madrohd anche sufficientemente

versatile da contribuire al metabolismo di molecdiepiccole dimensioni come |l
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paracetamolo. Tra le diverse isoforme che la compoo, nelluomo CYP3A4 ¢ la piu
importante per il metabolismo degli xenobiotici,igh@ costituisce il 30% del CYP
totale e partecipa al metabolismo di piu del 50%fa@naci utilizzati nelluomo (You,
2004). Le altre isoforme presenti nell'uomo sonG@YP3A5, presente prevalentemente
nel fegato ma riscontrabile anche in polmone, ca@dresofago (Donato, 2004), ed il
CYP3A7, originariamente individuato nel fegato deto, ma espresso anche in
placenta, endometrio, ghiandole surrenali e prastatl’individuo adulto (Zhu e Lee,
2005). Nel fegato dell'uomo, é stato dimostrato ediattivita di idrossilazione del TST
in posizione B possa essere umarkerper la valutazione dell’attivita di CYP3A. Nelle
specie di interesse veterinario i substrati utdtzsono invece molteplici: I'eritromicina,
I'etilmorfina e la triacetiloleandomicina che nedino vengono demetilate e la stessa
attivita di idrossilazione del TST in posizion@ @oannides, 2006). Recentemente, e
stata evidenziata una correlazione tra l'attivit®@+ e 3-OHT e I'espressione genica
di CYP3A4like che ha suggerito come il TST possa essere unratdspecifico e utile
per studiare I'espressione di CYP3A nel bovino (Braet al, 2008).

In diversi studi, 'lmmunoblotting ha consentito dientificare la presenza di
proteine correlabili al CYP3A nel fegato di bovingilizzando anticorpi anti-CYP3A1l
e CYP3A2 di ratto (Sivapathasundarash al, 2001; Nebbiaet al, 2003) e anti-
CYP3A4 di uomo (Sivapathasundaratral, 2001; Szotakovat al, 2004).

Anche se alcune reazioni sono catalizzate quasusgamente da un unico
isoenzima, altre possono essere catalizzate darsdiveoenzimi. Cio rende la
determinazione della specificita di un isoenzimdreesamente difficile. Non é
sufficiente dimostrare che un isoenzima purificatdalizzi una data reazione ma é
necessario determinare il contributo di un isoemzialla reazione di interesse in
presenza di tutto il complemento di enzimi. Senkaradubbio, uno dei modi piu
efficienti per definire cio e effettuare degli studi immunoinibizione utilizzando
anticorpi contro specifici isoenzimi. Inoltre, tadinticorpi oltre al loro utilizzo per
determinare le specificita di substrato delle dieelisoforme di citocromo P450,
possono essere impiegati anche per [lidentificagiota localizzazione e la
guantificazione di queste proteine. Nelle speciantbresse veterinario, c’é solo un
esempio in cui questo approccio € stato usato (Nakaet al, 1995) mentre il piu
comune € quello di utilizzare anticorpi rivolti ¢om isoforme di uomo o ratto

(Bogaardset al., 2000; Skaanild e Friis, 2002) che mancano di $péai e rendono
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difficile e ambigua l'interpretazione dei risultaRroblemi di cross-reattivita sono stati
comunque evidenziati anche utilizzando proteineomiginanti purificate come
immunogeni. Questo avviene perché alcuni di quasticorpi possono riconoscere
regioni di elevata omologia nei relativi citocro”P450. Utilizzando come immunogeno
un peptide che si lega ad una specifica regionka gebteina, si possono generare
invece anticorpi con minor potenziale di crossiieid.

In medicina veterinaria, la caratterizzazione detesna P450 e tuttora
incompleta; inoltre, i substrati utilizzati sonoatst selezionati sulla base delle
conoscenze derivate dall'uomo o dalle specie dirfatiorio senza la presenza di studi di
cinetica enzimatica o di inibizione. Definire il m@oibuto di un’isoforma di P450 nel
metabolismo di un farmaco specifico € importante per la farmacologia e la
tossicologia veterinarie sia per la salute dell@pmome consumatore di derrate di
origine animale.

Quindi, lo scopo di questo studio & stato quellodefinire la cinetica delle
reazioni di idrossilazione del TSih vitro, con microsomi epatici di bovino; inoltre
sono stati utilizzati inibitori chimici e un antiqgm anti-peptide nei confronti di
CYP3A4 di bovino per definire il coinvolgimento @YP3A e potenzialmente di
CYP2B in queste reazioni enzimatiche.
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3.1 Materiale e metodi

Reagenti e composti chimici

2BOH-TST, 1 OH-TST, @ OH-TST e TST sono stati acquistati dalla Steraloid
(Newport, RI). p—~NADPH, chetoconazolo (KTZ), 9-etinilfenantrene EPh) e
orfenadrina (ORPH) sono stati acquistati dalla Sig#ldrich (Milano, Italia).
Metanolo, acetonitrileHPLC gradé e diclorometano (DCM) sono stati ottenuti dalla
Mallinckrodt-Baker (Milano, Italia).

L’acqua e stata purificata da un sistema MILLI-Qil{idore, Beford, MA, USA).
Tutti gli altri reagenti eranaanalytical gradee sono stati acquistati dalla Sigma
(Milano, Italia).

I peptide (C-VKRIKESRLKDNQKPRVDFLQ- amide) e [laigbrpo
policlonale anti-peptide (A3796) contro [lisoformaCYP3A4 di bovino
(NP_001092837) sono stati prodotti dalla Biogerigl{no, Germania). Gli anticorpi
di capra anti-lgG di coniglio (AP132P) erano déllaemicon International (Temecula,
CA, USA). Tutti gli altri reagenti per 'lmmunobliig erano dell’'Invitrogen (Carlsbad,
CA, USA) emolecular biology grade

Animali e preparazione dei microsomi epatici

I microsomi sono stati ottenuti dal fegato di 6 ibbwncroci tra razze francesi da
carne di circa 15-18 mesi come descritto precedesrtige (Capitolo 2).

Gli animali provenivano da allevamenti autorizzaetli erano stati allevati in
condizioni sperimentali controllate, per assicur&assenza di trattamenti terapeutici o
illeciti prima della macellazione.

E’ stato ottenuto un pool dei microsomi epaticaecbncentrazione proteica e stata
determinata con il metodo di Lowet al. (1951), utilizzando la siero albumina bovina
come standard.
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Metodo analitico

E’ stato sviluppato un saggio in HPLC per la detaamione dell’attivita di
idrossilazione del TST, tramite quantificazione dwtaboliti -, 163- e 3-OH TST.
L’analisi e stata effettuata utilizzando un sisteRiaLC JASCO (Tokyo, Giappone)
costituito da pompa (PU-2089 PLUS), degasatoreZ688 PLUS), autocampionatore
(AS-2055 PLUS), rivelatore UV-Vis (UV-2070 PLUS) software cromatografico
(JASCO-Chrompass ver. 1.8, JASCO, Tokyo, Giappdnegmpioni (10 pL) sono stati
iniettati in una colonna XTerra;g(5 um, 150 mm x 3 mm ID; Waters, Milano, Italia)
dotata di pre-colonna Xterra MS Guard Column 20 mm, 5uM; Waters, Milano,
Italia). La colonna é stata mantenuta a 232 °@luizione e stata effettuata ad un
flusso di 0,5 mL/min con una fase mobile costitudta acqua (A) — acetonitrile (B)-
metanolo (C). La separazione é stata ottenutacgplo un gradiente al 10% B e 10%
C per 10 min, aumentato al 20% di B in 30 min, reaato costante per 5 min,
aumentato al 40% di B in 10 min, mantenuto costpates min, aumentato al 70% di B
e 20% C in 1 min, mantenuto costante per 1 minjrdiito al 10% di B e 10% C in 1
min fino alla fine della corsa (60 min). TSTB@H-TST, 1 OH-TST e B OH-TST

sono stati rivelati in UV-Vis a 247 nm.

Determinazione delle costanti di cinetica enzinsatic

La determinazione dei valori apparenti di I€ Vhax € stata ottenuta variando le
concentrazioni di substrato (10 replicati per @llivdi concentrazione). L'incubazione
conteneva TST (10-500 pM), proteine microsomiaatepe di bovino (0,2 mg/mL),
magnesio cloruro 0,1 Ms—NADPH 10 mM e PBS 0,1 M (pH 7.4) in un volume faa
di 400 pL. | campioni sono stati incubati a 37 € 0 min in un bagnetto termostatato
in agitazione (SW-21C, Julabo Labotechik, GMBH, IB&eh, Germania) e poi la
reazione e stata bloccata con I'aggiunta di 3 mD@M freddo. | campioni sono stati
agitati per 20 min utilizzando un agitatore orl@tékS 130 BASIC, IKA, Vetrotecnica,
Padova, Italia). Sono stati raccolti da ciascunpame i 3 mL della fase organica ed
evaporati sotto vuoto a 35°C utilizzando un sistesneevaporazione (EZ2 PLUS,
GeneVac, STEPBIO, Bologna, ltalia). L'estratto atstripreso in metanolo:acqua
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(20:80, v/v) e dopo aver agitato con vortex aceaurgnte, € stato trasferito in vials e
iniettato in HPLC.
Le velocita di formazione dei metaboliti sono statpresse come nmol/min/mg

proteina.

Studi di inibizione chimica

Per gli studi di inibizione chimica, 0.01-20 uM KT@gh metanolo, 6 livelli di
concentrazione) o 0.5-100 uM 9-EPh (in dimetilssgido, 7 livelli di concentrazione)
sono stati aggiunti al TST (250 pM) nell’incubazonLe incubazioni sono state
condotte come riportato precedentemente per lardetazione delle costanti di cinetica
enzimatica.

Per quanto riguarda l'inibizione con 50-1500 uM ®RBn acqua, 7 livelli di
concentrazione), sono stati applicati due protaqmibtocollo di inibizione competitiva,
protocollo con pre-incubazione allo scopo di vaitd’eventuale presenza di
un’inibizione metabolismo-dipendente ovvero se IRMR possa essere metabolizzata
dal P450 in specie reattive in grado di inibirgtiata degli enzimi microsomiali. Per
quanto riguarda gli studi di inibizione competitiv@RPH e stata aggiunta assieme al
TST (250 uM) nellincubazione e la reazione é staa@iata con I'aggiunta di-
NADPH. Nel protocollo con pre-incubazione, ORPH tata pre-incubata cof-
NADPH per 10 min a 37°C e la reazione e stata &dan I'aggiunta del substrato.

Gli esperimenti di inibizione sono stati effettustitriplicato ed i controlli costruiti

con solvente/acqua. La quantita di solvente orgaeia < 2,5% (v/v).

Western Blot

| microsomi epatici di bovino (3(dg) sono stati separati in gel NuPage ® 4-12%
Bis-Tris (1.0 mmx 12 pozzetti) utilizzando il MOPS buffer in una 8uock™ Mini —
Cell, in accordo con le istruzioni del produtto@me marcatore di peso molecolare e
stato utilizzato il ChemiBIé¥ (2230-S; Chemicon International, Temecula, CA, YSA
Le proteine sono state poi trasferite tramite stesna iBlot* Dry Blotting utilizzando
iBlot™ Transfer Stack Mini con membrane di nitrocellulogegrate, in accordo con le

istruzioni del produttore. Le membrane sono statmbate con il Blocking Reagent

70



della Chemicon International (Temecula, CA, USAemperatura ambiente per 1 h e
poi incubate con I'anticorpo anti-peptide controG¥P3A4 di bovino (1:1000). In
seguito, sono state incubate con gli anticorpi séan di capra anti-lgG di coniglio
coniugati con perossidasi (diluizione finale 1:5000e concentrazioni di anticorpo
primario e secondario sono state ottimizzate \eaifdo diverse diluizioni (da 1:500 a
1:2500 e da 1:5000 a 1:10000, rispettivamente).omtrolli sono stati ottenuti
utilizzando il siero pre-immune di coniglio (dilidni finali da 1:1000 a 1:2000) per
controllare I'assenza di bande intorno al peso oodége di interesse. La rilevazione
delle bande é stata effettuata utillizando il kip&rSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate della Pierce Chemical (Rockford, IL, USiA)accordo con le istruzioni dei
produttore. Le bande immunopositive sono state eevchte tramite il software HP

photo & imaging software ver. 2.5 per lo scanner$t@njet 5590.

Immunoinibizione

L’immunoinibizione e stata effettuata pre-incubandmicrosomi per 30 min a
temperatura ambiente con IgG purificate anti-pepitidunarange compreso tra 0,06 e
0,97 mg/lgG/mg proteina (5 livelli di concentrazé)nlLa reazione € stata avviata con
'aggiunta di tampone fosfato}-NADPH e TST (250 pM). Gli esperimenti di
immunoinibizione sono stati effettuati in triplicatl controlli sono stati incubati senza
anticorpo ma con la stessa quantita di tamponeQligna pH 7.5, contenente NaCl
250 mM e thimerosal 0.02 %.

| risultati sono stati espressi come percentudle détivita di controllo.
Analisi di dati

Le curve standard e di calibrazione sono stateolzt utilizzando un’analisi di
regressione lineare con il metodo dei minimi quAdraendenze, intercette e
coefficienti di regressione linearir’j sono stati determinati per ciascuna curva
(Microsoft Excel, 2000). La valutazione dei parameli cinetica enzimatica e di
inibizione e l'analisi statistica sono state efiate utilizzando (GraphPad Prism,
versione 4.02, San Diego, CA, USA).,Ke Vnax SONo state calcolate utilizzando
'equazione di regressione non lineare di Michadfienten. | valori di IGy sono stati

calcolati utilizzando I'equazione di regressionenndéineare Dose-Risposta log
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(inibitore) vs risposta. Le differenze statisticamente significatsono state valutate

tramite F test (livello di significativitdp<0,05). Per descrivere la cinetica enzimatica
come mono- o bi-fasica (ovvero se uno o piu enzartecipavano alla reazione), e
stato adottato il di Eadie—Hofstee plot. Il runstte stato effettuato per valutare le

deviazioni dalla linearita (GraphPad Prism, vergldd2, San Diego, CA, USA).
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3.2 Risultati

Performance del metodo analitico e cinetica enzaaat

| tempi di ritenzione medi dif®, 1§3- e 3-OH TST erano rispettivamente 28,5
10,7, 37,5+0,5 e 42,0+0,6min e la corsa durava B0(Fig. 3.1).
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Figura 3.1: Cromatogramma di un’analisi in HPLC che mostra Eparazione dei metaboliti del TST

(250 uM) ottenuti in un’incubazione con microsomatci di bovino e NADPH per 10 min a 37°C.
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La linearita del metodo analitico € stata dimoatrat un range di soluzioni
standard e di standard di calibrazione tra 0,1 pNIQ*>0.99; 3 replicati per 6 livelli di
concentrazione). La precisiomgra- ed inter-day (espressa come deviazione standard
relativa percentuale) era < 10% e l'accuratezzpréssa come differenza relativa tra il
valore misurato e quello reale) era < 20% istea- cheinter—day (n=6). Il limite di
quantificazione, calcolato come la concentraziomg lpassa per cui precisione e
accuratezza erano < 20%, era 0,1 uM per tutti abwditi del TST.

Utilizzando microsomi epatici di bovino e un tipiapproccio di cinetica
enzimatica, sono state determinate le costantingditica enzimatica K e Vnax per le
attivita di @3-, 163- e 3-OHT che sono risultate 93;43,8, 36,46,1 e 110,815,2uM
(mediatES) per la K e 0,55&0,03, 0,280,013 e 0,3380,017 nmol/min/mg prot
(media+ES) per la Max (r?= 0,99, 0,98, 0,99, rispettivamente; Fig. 3.2).K.adi 163-
OHT era significativamente diversa da quelle BH@HT e B-OHT (p<0,01). La Vhax
di 63-OHT era significativamente diversa da quelle d8-GHT (p<0,001) e B-OHT
(p<0,01); inoltre, la Wax di 183-OHT era significativamente diversa da quella @i 2
OHT (p<0,05).

Il plot di Eadie-Hofstee ha evidenziato come questivita enzimatiche
seguano nel bovino un andamento cinetico monodgsic= 0,95, 0,86, 0,97, pef’6
16B3- e 3-OHT, rispettivamente; Fig. 3.3). Il runs test lmfermato I'adeguatezza del
modello utilizzato per interpolare i dap=0,4, 0,8 e 1, per[®, 13- e 3-OHT,

rispettivamente).
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Figura 3.2: Plot di Michaelis—Menten plot per le attivita di idrosilarie del TST in microsomi epatici di

bovino (pool di 6 animali;ciascun punto € la medialO replicati): ( 5-OHT;( @ 163-OHT; (M)25-
OHT.
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Figura 3.3. Plot di Eadie-Hofstedciascun punto € la media di 10 replicatif¢5-OHT;®)165-OHT,;
@)25-OHT.
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Studi di inibizione chimica

| risultati dell'inibizione chimica effettuati coll KTZ, inibitore di CYP3A,
hanno evidenziato una forte inibizione delle atéidi @3-, 163- e 3-OHT con valori di
ICso (best-fit-value intervalli di confidenza al 95%) pari a 0,16 (@46 a 0,28), 0,09
(da 0,034 a 0,25) e 0,09 (da 0,03 a 0j2d) uM, rispettivamente; Fig. 3.4). Nessuna
differenza statisticamente significativa e stataenziata tra i valori.

9-EPh, inibitore di CYP2B, ha inibito le attivitd @3-, 163- e 23-OHT con
valori di 1G5y (best-fit-valuese intervalli di confidenza al 95%) di 51,4 (da 2@
130,4), 5,7 (da 3,2 a 10,9) e 3,4 (da 2,1 a|®\8) rispettivamente (Fig. 3.5). Differenze
statisticamente significative sono state evidepzted i valori di 1Go di 63-OHT vs
quelli di 1-OHT (p<0,01) e B-OHT (p<0,001).

| risultati ottenuti con ORPH con il protocollo diibizione competitiva sono
riportati in Fig. 3.6a. ORPH ha inibito le attividi TST-idrossilasi con valori di
IC50>1000 pM. | risultati ottenuti con il protocollo di pre-@ubazione hanno
evidenziato un’inibizione non concentrazione-dipamté in contrasto con i risultati del
protocollo competitivo e hanno suggerito l'assendia inibizione metabolismo-
dipendente (Fig. 3.6b)
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Figura 3.4. Effetti del KTZ sull'idrossilazione del TST in naspmi epatici di bovino: 463-OHT;
@)166-OHT ;| )26-OHT.
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Figura 3.5. Effetti del 9-EPh sull'idrossilazione del TST coitmsomi epatici di bovino: #465-OHT;
(®165-OHT;M)25-0OHT.
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Figura 3.6a.Effetti dell’ ORPH sull'idrossilazione del TST cprotocollo di inbizione competitiva:

(A)63-OHT:@ )163-OHT M )23-OHT.
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Figura 3.6b. Effetti dell’ ORPH con protocollo di inbizione caqme-incubazione: (#64OHT;(®)16%
OHT;®)25-OHT.

Selezione del peptide e immunoinibizione

Il peptide (VKRIKESRLKDNQKPRVDFLQ), corrispondentagli aminoacidi
253-273 dell'isoforma CYP3A4 di bovino, é statoezgbnato sulla base di una bassa
omologia di sequenza tra le principali isoforme citocromo P450 di bovino, di
un’elevata probabilita di superficie e idrofilicitdnoltre, questa sequenza di 21
aminoacidi di CYP3A4 di bovino ha mostrato un badlineamento con una sequenza
di 21- aminoacidi (253-273) di CYP3A4 di uomo chestata utilizzata per produrre
efficienti anticorpi inibitori (Wangnd Lu,1997).

L’anticorpo anti-peptide contro CYP3A4 di bovino Ia@bito fortemente le
attivita di TST-idrossilasi nel fegato di bovinorcaalori di 1Go (best-fit valuese
intervalli di confidenza al 95%) di 0,28 (da 0,18,46), 0,20 (da 0,16 a 0,26) e 0,16 (da
0,13 a 0,20) mg lgG/mg proteina, rispettivamentey.(RB.7). Nessuna differenza
statisticamente significativa e stata evidenziaiavalori ottenuti.
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Figura 3.7: Effetti dell'anticorpo anti-peptide contro CYP3Al bovino sull'idrossilazione del TST in

microsomi epatici di bovino (pool di 6 animali; sizun punto € la media di 3 replicati)X65-OHT; @)
164-OHT; @ )23-OHT.

Western Blot

L’'analisi in Western Blot e stata effettuata pertedminare la reattivita
dell'anticorpo anti-peptide con i microsomi epatitibovino. L’anticorpo anti-peptide
sembrava riconoscere due proteine intorno ai 55 KDpeso molecolare (Fig. 3.7).
Nessuna banda significativa e stata evidenziataies pre-immune di coniglio intorno

al peso molecolare di interesse (Fig. 3.8).

—p G54 KDa
= —p 25 HDa
—p H1.E6HKDa
R1 R2 B

Figura 3.8. Analisi in Western Blot di CYP3A con microsomitepali bovino (pool di 6 animali; R1:
siero pre-immune di coniglio, 1:1000; R2: siero fmemune di coniglio, 1:2000; B: microsomi epati¢i d

bovino).
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3.3 Discussione

In letteratura, sono presenti studi relativi allalwazione delle attivita di
idrossilazione del TST nel bovino (Zweers-Zeilma&eal., 1998b; Sivapathasundaram
et al., 2001; Szotakovat al., 2004) ma nessuno di questi include studi accutiati
cinetica enzimatica o di inibizione.

Nel presente lavoro invece sono stati determinaparametri di cinetica
enzimatica per le attivita dif6-, 13- and B-OHT con microsomi epatici di bovino e
sono stati effettuati studi di inibizione chimicaiemmunoinibizione.

| risultati dello studio di cinetica enzimatica Im@nevidenziato che il valore di
Km di 163-OHT (36,4uM) era significativamente piu basso di quelli @ ®@HT (93,4
uM) e 23-OHT (110,8uM). Siccome il parametro Kriflette I'affinita del substrato per
un enzima, si potrebbe supporre una maggiore &ffapparente del TST per isoforma/e
responsabili della sua idrossilazione in posizidep. | valori di Viax di 13- OHT
(0,280 nmol/min/mg prot) e [ROHT (0,338 nmol/min/mg prot) erano
significativamente piu bassi di quello $-©HT (0,558 nmol/min/mg prot). La velocita
massima e direttamente proporzionale alla concanotra di un enzima e quindi puo
essere utilizzata per valutarla. Quindi, si puopsupe un probabile minor contenuto di
isoenzimal/i responsabili dell’idrossilazione dellTi8 posizione 1B e 3.

Sono stati determinati anche i valoriaiiearanceintrinseca (Ghi, Vimax/Km) €d i
risultati ottenuti (media + ES) erano 0,08060002, 0,00720,0003 e 0,004£D,0002
ml/mg proteina/min rispettivamente peB-6163- e 3- OHT. | valori di C},; di 63- e
163-OHT erano significativamente diversi da quello2-OHT (p<0,001). La Gk
indica la velocita di cattura del substrato da ealitun enzima (Northrop, 1998) e di
conseguenza fornisce una misura dell’efficienzareatica, permettendo di confrontare
enzimi diversi. Di conseguenza, la conversione T8T in @3- e 16— OH TST
sembrerebbe essere caratterizzata da una magdficienza. Infine, il plot di Eadie-
Hofstee e il runs test hanno evidenziato che &dliimo delrange di concentrazioni di
TST studiate, un solo enzima o enzimi con valorikgi simili sono responsabili
dell'idrossilazione del TST in posizion@ 6163 e 3, rispettivamente.

Il KTZ, un inibitore selettivo di CYP3A4 nell’'uoma basse concentrazioni, ha

inibito tutte le attivita TST-idrossilasi in micromi epatici di bovino con valori di Kg
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(0.16, 0.09 e 0.09M per -, 163- e P3-OHT, rispettivamente) paragonabili a quelli
dei saggi che hanno considerato I'attivifgd®HT nel’'uomo (IG=0.11 uM; Guo et
al., 2000).

9EPh é stato utilizzato come inibitore di CYP2Bhedevidenziato un pattern di
inibizione simile per 18- e 3-OHT, mentre l'attivita di B-OHT e stata inibita solo
fino al 52% anche con la concentrazione piu eledataibitore (100uM). 9EPh e
considerato un inibitore selettivo di CYP 2B1, 2BB4,2B11, 2B6, e 2b-10. Il sito di
attacco del gruppo fenantril-acetilico sembrereldssere in corrispondenza della
sequenza F297-L307 di CYP2B1 di ratto. Confrontatelesequenze inattivate dal
9EPh, CYP 2B1, 2B2, 2B4, 2B6, 2b-10 e 2B11, sormsgigentiche nel segmento che
include la sequenza F297-L307. Sembrerebbe dunggeygesti isoenzimi leghino il
9EPh ottimizzando I'orientamento dell'intermedio etdne in prossimita di un
aminoacido che e importante dal punto di vistalit&i@ (T) nel sito attivo dell’enzima
(Robertset al.,1997). La sequenza vicino al residuo T e consaraathe in CYP2B di
bovino anche se e localizzata in una posizionersiv€F245-L255), in quanto la
proteina bovina non possiede una sequenza di 5doacidi corrispondenti ai residui
58-109. Comunque, € necessario sottolineare chigoneto la sequenza F303- L313 di
CYP3A4 e piuttosto simile a F245-L.255 di CYP2B; abnseguenza, non si puo
escludere una possibile interazione di 9EPh con32¥P1 risultati ottenuti con il 9EPh
sembrerebbero suggerire un maggior potere inibitalel 9EPh per isoforma/e di
citocromo P450 responsabili dell'idrossilazione @8IT in posizione 16 e 3 rispetto
alla posizione B.

Utilizzando I' ORPH, inibitore di P4502B1 nel rattBeidyet al.,1989), e stata
osservata un’inibizione parziale con valori dis&1000 uM confermando quanto
riportato da Guoet al. (1997) in microsomi epatici di uomo. Questi autbhanno
evidenziato che I'ORPH inibisce moderatamente anthsivita di CYP3A a
concentrazioni pari a 1000 uM, provando che ORPH,imgenerale gli inibitori del
citocromo P450, possono avere diversi effetti eifipéa in specie diverse.

Per confermare ulteriormente i risultati ottenetistato utilizzato un anticorpo
anti-peptide contro CYP3A4 di bovino. L’anticorpaogotto contro la sequenza
omologa di CYP3A4 di uomo ha inibito significativante (>90%) lattivita di
idrossilazione del TST in posiziondd 6n microsomi epatici di uomo (Wang e Lu,
1997).
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Innanzitutto, € stata verificata la specificital'@giticorpo anti —peptide prodotto
incubandolo con microsomi epatici di bovino; i ftati ottenuti hanno evidenziato la
presenza di due bande in assenza di rumore di fdPelo determinare la specificita
dell'anticorpo primario, I'anticorpo € stato presadbito con lo specifico peptide
sintetico che era stato usato come antigene psviloppo dell’anticorpo. La banda a
pil alto peso molecolare svaniva completamente maequella a piu alto peso
molecolare svaniva quasi completameii&d not shown Da questi risultati possiamo
presumere che le bande corrispondano a diversi meielka sottofamiglia CYP3A che
mostra un’elevata similarita nella sequenza pegdidinoltre, lanciando un BLAST
utilizzando la sequenza peptidica coquery, solamente sequenze di CYP3A di bovino
oppure di altre specie producevano un allineamgigtaficativo.

Infine, i risultati dellimmunoinibizione hanno elenziato una forte inibizione
delle attivita di idrossilazione del TST: >80% @BOHT e >90% per 16 e 3-OHT
suggerendo il coinvolgimento predominante di CYR8N'idrossilazione del TST nel

fegato di bovino.

3.4 Conclusioni

In conclusione, questo studio ha proposto un metmdorato ed un protocollo
standardizzato per la valutazione delle attivitd @-idrossilasi in microsomi epatici di
bovino, che include anche la determinazione dearpatri di cinetica enzimatica per la
prima volta in questa specie per queste attivitaineatiche. Inoltre, un approccio
combinato, che prevedeva I'impiego di inibitori hti e di anticorpi specifici e
inibitori, ha suggerito il coinvolgimento predomimia di CYP3A nella produzione dei
tre principali metaboliti idrossilati del TST neddato di bovino; CYP2B sembrerebbe
non essere coinvolto oppure il bovino potrebbe @i un basso contenuto epatico di
guesta isoforma tale da renderne il ruolo irrileease confrontato con CYP3A. Questo
lavoro rappresenta uno dei pochi esempi di stuelih@dnno caratterizzato accuratamente

una specifica attivita citocromo P450 in specietéresse veterinario.
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CAPITOLO 4

Effetti di trattamenti illeciti su CYP3A nel fegato del
bovino da carne e in colture primarie di epatocitidi

bovino
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4.0 Introduzione

L’'uso di sostanze ad azione ormonale come promdiariescita negli animali
da produzione é vietato all'interno dell’Unione Bpea sin dal 1988. Nel 1996 la
direttiva 96/22/CE (emendata dalla Direttiva 20@3CE, attualmente in vigore) ha
posto in generale delle restrizioni piu severe'ssdl di sostanze ad azione ormonale
negli animali da produzione ed ha ribadito il coetpldivieto d’'uso di promotori di
crescita. L’adozione di questa misura & basatéOpitione delloScientific Committee
on Veterinary Measures relating to Public Hea(BVCH) del 30 aprile 1999 (e
successive revisioni del 2000 e 2002) che ha exidemil potenziale rischio per la
salute umana derivante dai residui di ormoni nedane bovina e i suoi derivati.
Periodicamente la decisione di confermare il dovieiene valutata in base alle nuove
informazioni scientifiche disponibili; nel 2007 Buropean Food Safety Authority
(EFSA) ha confermato le conclusioni delle precedagpnioni dello SVCH.

Per sorvegliare l'effettiva applicazione delle nermsul divieto di utilizzo dei
promotori di crescita ad azione ormonale e, pilgémerale, del corretto utilizzo del
farmaco veterinario, la Direttiva 96/23/CE richiedgli Stati appartenenti all’'Unione
Europea di adottare un piano nazionale di sorvegdiache in Italia € stato denominato
Piano nazionale Residui (PNR), per la ricerca didu e sostanze negli animali vivi,
nei loro tessuti ed escreti e nei prodotti di aregganimale. Le modalita di attuazione del
PNR sono definite dal Decreto Legislativo 16 m&2@66, n. 158.

L'utilizzo dei promotori di crescita ad azione omate nel settore
dell'allevamento dei bovini da carne, anche se b & una pratica illegale, &€ dettato
dagli effetti che tali sostanze sono in grado dnegare in termini di incremento
ponderale, di riduzione degli indici di conversioakmentare e quindi di aumento
complessivo del reddito.

Si e verificata un’evoluzione sia nella scelta pi@ncipi attivi utilizzati che sulle
modalita di somministrazione. Courthewt al. (2002) hanno indicato alcune tra le
strategie piu diffuse per sfuggire ai controlli gh@ssono essere cosi riassunte: uso di
dosi individuali molto basse attraverso la combioe di prodotti diversi della stessa
categoria (esempio: diversi androgeni ed estrogeho stesso cocktail); uso di dosi
basse di composti appartenenti a gruppi differehi hanno effetti addizionali o

sinergici (esempio: corticosteroidi [agonisti in cocktail); uso di prodotti che non
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vengono ricercati nelle analisi ufficiali o uso pliodotti sintetizzatiex novg uso di
ormoni naturali o loro precursori, la cui sommiragione esogena risulta essere molto
difficile da dimostrare. Nella maggior parte deisicagli anabolizzanti sono
somministrati ai bovini sottoforma di esteri (beatm propinato, palmitato, etc...) in
soluzioni iniettabili a lento rilascio, come imptarsottocutanei o per via orale. Gli
steroidi naturali maggiormente utilizzati, a sc@mabolizzante, negli animali da reddito
sono principalmente I'estradiolo, il progesterong &stosterone mentre, tra quelli di
sintesi, si annoverano trenbolone acetato, melémdes 13-boldenone (BOLD) e

glucorticoidi come il desametazone (DES).

a) ESPERIMENTO DESAMETAZONE ED ESTRADIOLO

Estrogeni

L’estradiolo (E2) e I'estrone sono i principali egfeni presenti rispettivamente
negli animali non gravidi e gravidi; vengono pradgrincipalmente a livello ovarico,
sotto il controllo delle gonadotropine ipofisarieormone luteinizzante (LH) stimola le
cellule tecali del follicolo a secernere testosteroil quale viene convertito
successivamente ad estradiolo per azione dell’aamnaelle cellule della granulosa,
sotto linfluenza dellormone follicolo stimolant@Kaltenbachet al, 1984). Essendo
molecole lipofile, gli estrogeni diffondono passivente attraverso le membrane
cellulari ma, una volta entrati nel circolo ematidoloro trasporto richiede il legame
con alcune proteine plasmatiche, tra le qualis&x hormone-binding proteie
'albumina. Solo la frazione circolante libera degteroidi, non legata a proteine,
rappresenta quella biologicamente attiva (You, 2004

Il meccanismo di azione di base degli estrogerd &tésso degli androgeni e
prevede l'interazione diretta tra I'ormone e specifecettori per gli estrogeni (ERed
ERRB).

Il ruolo primario degli estrogeni &€ sempre statosiderato quello di garantire la
funzionalita dell'apparato riproduttore femminilay particolare questi ormoni sono
responsabili dell’accrescimento delle ghiandolecenelriali e dei dotti della ghiandola

mammaria; delle modificazioni istologiche dell’egio vaginale durante il ciclo estrale;
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della regolazione della secrezione delle gonadotepgra cui il rilascio pre-ovulatorio
dell'LH, del rilascio della prostaglandina E2da parte dell’'utero (Stabenfeldt, 2002).
Tra gli altri effetti che concernono la riproduzeorsi annoverano l'induzione delle
manifestazioni comportamentali tipiche dell’estiella femmina e, in parte, anche nel
maschio (Ball e Balthazart, 2004). Gli estrogerilggno funzioni importanti anche nel
testicolo, dal momento che vengono sintetizzateregllule del Sertoli, sotto lo stimolo
delle gonadotropine, secondo un meccanismo di aggwie endocrina simile a quello
della femmina. Diversi studi hanno dimostrato chel topo, la delezione dei geni
codificanti 'aromatasi ed ER interferisce negatnamte con la spermatogenesi e la
steroidogenesi (Akingbemi, 2005).

| farmaci ad attivita estrogenica impiegati nel imavsono per lo piu costituiti da
esteri sintetici dell’'estradiolo, quali I'estradiol benzoato, il valerato e ip-
idrossibenzoato.

Dopo somministrazione per via parenterale, talerestengono rapidamente
assorbiti, convertiti in estradiolo tramite idrolisnetabolizzati ed escreti, in maniera
analoga all’ormone naturale. Nei ruminanti, il nietista principale e il 1d estradiolo,
la cui escrezione avviene per via biliare e feqae5%; EMEA, CVMP-oestradiol,
1999). Nelllambito della medicina veterinaria, kusterapeutico degli estrogeni
nellambito degli animali destinati alla produziond alimenti per l'uomo, é
regolamentato dal D.L.vo 158/06 che prevede duegter rispetto al divieto di utilizzo
delle sostanze ad azione ormonica, tireostaticzlie dostanze3-agoniste (art. 2 e
art.3). Nel decreto si afferma che € possibile danministrazione di medicinali
veterinari contenenti E2 e/o suoi derivati sottofardi esteri “per il trattamento di
macerazione o mummificazione fetale dei bovini tadgiometria per i bovini” (art. 4,
comma 1, d) oppure per “I'induzione dell’'estro bevini, negli equini, negli ovini e nei
caprini, fino al 14 ottobre 2006” (art.5, comma d), Attualmente dunque l'unico
utilizzo consentito &€ quello contemplato dall’astic 4. Come tutti gli ormoni steroidei
utilizzati come promotori della crescita, gli egfemi stimolano I'accrescimento tramite
un’azione diretta sulle cellule muscolari; in peotare, cio si realizza attraverso una
modulazione della trascrizione di specifici geni deuscolo che porta poi ad un
incremento della sintesi proteica e un aumento vddélime delle masse muscolari
(Schmidely, 1993). L’estradiolo manifesta un ulbegi effetto auxinico, che consegue

alla sua azione indiretta di modificazione dellkath di altri ormoni coinvolti nei
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meccanismi di regolazione della crescita, quatinione della crescita (GH)l@&nsulin-
like growth factor (IGF-1). L'interazione tra gli estrogeni e lipsfi anteriore é
classicamente considerato come il principale masoanresponsabile della loro azione
anabolizzante; infatti bovini da carne trattati @strogeni o composti estrogeno-simili
nella fase di finissaggio hanno evidenziato, rigpedi soggetti di controllo, un
incremento del peso dell'ipofisi, delle dimensi@endel numero delle cellule acidofile
(responsabili della produzione e della secrezion&id) e, conseguentemente, delle
concentrazioni plasmatiche di GH (Griffin, 1999ndJstudio di Kamangat al. (2004),

in cui colture cellulari primarie ottenute dal makx semimembranoso di bovino
incubate con E2 ha evidenziato un aumento deilpdbfespressione genica di IGF-1, di
ERa e dellIGF-binding protein3 (IGFBP3).

Teoricamente, I'assunzione massima giornalieradieEpari a 4,3 ng; questo
dato consegue al fatto che estrogeni e/o loro métagono normalmente presenti negli
alimenti di origine animale, in quantita che vadaa seconda di specie, sesso, eta,
alimentazione e stato fisiologico dellanimale. Estato dimostrato che,
conseguentemente all'uso di E2, tale valore puoeamtane di un fattore pari a 4,6
(Daxenbergeet al, 2001).

Brevemente per quanto riguarda il metabolismo di &2 fegato umano circa
I'80% viene convertito in 2-idrossi estradiolo (HCE2), mentre il rimanente 20%
diviene 4-idrossi estradiolo (4-OH E2) soprattuttdede extraepatica; accanto a queste
due vie metaboliche principali, grazie allazioneliverse isoforme di citocromo P450,
si forma anche una serie di metaboliti minori iditai (6a-, 63-, 7a-, 123-, 15a-, 153-

, léa-, 163-idrossi estrogeno; Tsuchiyat al, 2005). In particolare, nelluomo la

sottofamiglia CYP3A e ampiamente coinvolta nel rhetsmo degli estrogeni.

Glucocorticoidi

| glucocorticoidi sono ormoni steroidei prodottillaezona fascicolata della
corteccia surrenale consecutivamente all’attivazidell'asse ipotalamo-ipofisi-surrene.
Tale attivazione richiede l'increzione, a livellootalamico, del fattore di rilascio della
corticotropina (CRH) e, a posteriori, il rilascieltbrmone adrenocorticotropo (ACTH)
da parte dell'ipofisi anteriore, il cuargeteé rappresentato dalla corteccia del surrene. |

glucocorticoidi intervengono in questo meccanismooatrollo, stabilendo ufeedback
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negativo; in particolare, inibiscono I'espressi@anica e l'increzione di CRH a livello
ipotalamico ed interferiscono con lincrezione diCAH a livello dell'ipofisi
(Vegiopoulos e Herzig, 2007).

| principali glucocorticoidi naturali sono il cosblo, il cortisone e I'11-
deidrocorticosterone. | glucocorticoidi esercitamdampia gamma di effetti fisiologici
inclusi un’attivita immunosoppressiva e anti-infiswatoria ed una regolazione del
metabolismo intermedio di carboidrati, proteineigdi (Courtheynet al, 2002). |
glucorticoidi sono tra i farmaci antinfiammatori gggormente impiegati in tutte le
condizioni patologiche in cui vi sia un’abnorme\atha del sistema immunitario.

Il desametazone (DES) € un glucocorticoide di sintéerivato dal cortisolo,
impiegato in medicina veterinaria come antinfiamoniatin numerose specie animali e,
nei ruminanti, anche come induttore del parto oilpeattamento della chetosi. Il DES,
da solo o in associazione, costituisce il principitivo di numerose preparazioni
farmaceutiche autorizzate in medicina veterindriaso consentito € quello terapeutico
individuale, per patologie che di solito interessanlo alcuni animali di allevamento, il
Suo impiego non e previsto per trattamenti proltingser evitare la comparsa dei
numerosi effetti collaterali dei glucocorticoidiper evitare il rischio della presenza di
residui nelle derrate alimentari, neppure perdraénti di massa.

Questi ormoni esplicano le loro funzioni principgitazie all'interazione con uno
specifico recettore citoplasmatico, il recettore pglucocorticoidi (GR). Il legame tra
'ormone ed il recettore provoca la conversionejdest’ultimo alla forma attiva, per
esposizione del sito di legame con il DNA del rearet stesso, che consegue alla sua
dissociazione dall&eat shock protein 9(HSP-90). Nella forma attiva, il complesso
ormone-recettore puo entrare nel nucleo, legarsDHEIA e, quindi, regolare la
trascrizione di genitarget (Derendorf e Hochhaus, 1995). In seguito, con un
meccanismo di interazione genica e modificazionbadentesi di proteine, viene
modificato il patrimonio fisiologico di numerosi mi intracellulari quali ad esempio
le ciclossigenasi. Attraverso questo meccanismioBEE, per esempio esercita effetti
antinfiammatori attraverso l'inibizione della sist@elle prostaglandine, dei leucotrieni,
del fattore di aggregazione piastrinica e di aftadiatori. | glucocorticoidi influenzano
il metabolismo glucidico aumentando la gluconeogerel’accumulo del glicogeno
epatico ed inibendo I'utilizzo periferico del glgio; stimolano il catabolismo proteico;
influenzano quello lipidico, ridistribuendo il gsas corporeo ed avendo un’azione

permissiva sulla lipolisi provocata dalle catecalan concorrono a modulare anche il
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metabolismo del calcio inibendone I'assorbimentivello intestinale ed aumentandone
I'escrezione perché antagonizzano il trasporto atedialla vitamina D. Tra gli effetti

indesiderati piu frequenti, evidenti durante itaatenti terapeutici antinfiammatori con
DES nelluomo e negli animali, sono presenti fennmeertensivi, modifiche della

glicemia e della glicosuria, la riduzione delleedié immunitarie, il rallentamento dei
processi di cicatrizzazione (Schimmet al, 2006). E' noto che dosi elevate di
glucocorticoidi per periodi prolungati possono caes atrofia muscolare e ridotto
accrescimento. D’altra parte € comprovato che il SDHitilizzato a dosaggi

subterapeutici, aumenta I'ingestione di cibo ee$@ corporeo, diminuisce gli indici di
conversione e la ritenzione di azoto, aumenta tenzione di acqua e limita la
deposizione di grasso (Istasgteal, 1989).

Conseguentemente, questi ormoni, utilizzati a baksd, sono i composti
attualmente piu sfruttati in Europa per ottenekegdlmente un miglioramento delle
performance produttive degli animali in allevamenswmprattutto se impiegati in
associazione con altre sostanze. Ad esempio, Isepra dei glucocorticoidi nelle
preparazioni illegali contenerftragonisti e steroidi sessuali sembra aumentareettef
ripartitivo e anabolizzante di questi ultimi, inrpeolare impedendo una diminuzione
del numero dei recettofi-adrenergici e alterando I'escrezione degli st@sagonisti
(Abrahamet al, 2004)

Il DES e gli altri corticosteroidi non possono duergessere impiegati a scopo
auxinico negli animali da reddito nel territorio lidgnione Europea ma sono
ampiamente sfruttati in campo terapeutico per e froprieta antinfiammatorie; sono
stati percio stabiliti per queste sostanze dei tethpospensione, pari a 60 giorni per la
carne di bovini trattati con DES nonché dei linmtassimi di residuo (LMR), stabiliti
dal regolamento 2377/90/CE.

La tabella 4.1 riporta i valori di riferimento deMR per il latte ad altre matrici

alimentari in diverse specie.
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Tabella 4.1.Limiti massimi di residuo (LMR) rinvenibili neltta ed in altre matrici alimentari in bovino,

suino, equino.

Principio attivo Specie animale Tessuto LMR (rg/k)
Desametazone Bovino Muscolo 0,75
Suino Fegato 2,0
Equino Rene 0,75
Bovino Latte 0,3

Per quanto riguarda il metabolismo del DES, le imrazdi biotrasformazione
nell’'uomo sembrano privilegiare la formazione ditafmliti idrossilati in posizione 6 e
2. Nei ruminanti, il DES é principalmente idrosgilan posizione 6 e ridotto al gruppo
3-carbonile; poi, sia il composto parentale, siaétabolita subiscono glucuronidazione
o solfatazione (Al Katheeret al, 2006; Vincentiet al, 2009). Nell'uomo, Il
chetoconazolo inibisce completamente la formazideke6u-e @3-idrossi DES, e cio
indica che la formazione di questi due metaboldéirettamente dipendente dall’attivita
di CYP3A (Gentileet al, 1996).

Numerosi studi (Silveet al, 1990, Waxmaret al, 1990, Sidhu e Omiecinsky,
1995)hanno confermato che gli steroidi influenzano linidbilita di mMRNA, proteina e
attivita citocromo P450. Tra le varie isoforme miade dagli estrogeni c’eé CYP3A.
Nelluomo, il 17a-etinilestradiolo (17EE) inattiva CYP3A4 grazielehame covalente
di un suo intermedio reattivo con gli aminoacidill’dpoproteina specifica; come
conseguenza si osserva un modulazione dell'espressi CYP3A4 e della sua attivita
di idrossilazione del TST in posizion@ @Lin et al, 2002). Anche altri studi suffragano
I'inibizione ad opera degli estrogeni nei confrowli alcune isoforme di CYP3A
nell’'uomo; in particolare Williamst al. (2004) hanno evidenziato udawn-regulation
di CYP3A4 e CYP3A43 da parte degli estrogeni netfemetrio umano.

Per quanto riguarda il DES, é stata evidenziatu#acapacita di agire come fattore
permissivo 0 soppressivo sullinduzione di CYP2B1/2YP3Al, CYP2A1l e
probabilmente anche CYP2CL11 in colture primariemhtociti di ratto. In particolare

per quanto riguarda CYP3ALl, concentrazioni di DEES32 e 100 nM aumentavano i
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livelli di induzione da fenobarbitale mentre contramioni pari a 1 uM determinavano
una riduzione dell'inducibilita di tale isoformai(igel et al, 2002).

E’ stato infatti dimostrato che concentrazioni sidtsomolari di DES sono in grado
di indurre, in epatociti primari umani, I'espregseodi CYP3A4 mediata dall’attivazione
di pregnane x receptofPXR) e dall’laumento dei livelli dell'eterodime@XR:RXRuo.
che sembrerebbe essere dipendente dall'azionetadided DES sul recettore per i
glucocorticoidi (GR). L'eterodimero PXR:RXR trasloca poi nel nucleo e
successivamente si lega agénobiotic response elemermisi promotori di CYP3A,
attivandone la trascrizione genica (Pascuesial, 2000a). Inoltre, Pascussi al.
(2000b) hanno evidenziato che la quantita di MRNACAR aumenta in seguito
all'incubazione, in epatociti primari umani, conDES, che a sua volta consente il
potenziamento, a livello trascrizionale, dell'induze fenobarbitale-dipendente di
CYP3AA4.

In questo esperimento dunque, si e inteso vallieffetto di un trattamento a

base di DES, somministraper os da solo o in associazione con E2 (somministrato p
via intramuscolare) sull'espressione dell’apoprdelCYP3A e sull'attivita CYP3A-
dipendente. L'obiettivo € stato, non solo verifediapplicabilita del metodo HPLC
messo a punto e del substrato TST per valutaranathlazione dell’attivita CYP3A-
dipendente, ma anche ottenere ulteriori evidenearapntali rispetto ai risultati di studi
precedentemente condotti dal nostro gruppo di c&cesul vitello a carne bianca
(Cantielloet al, 2009) e sul vitellone (Giantet al, 2010).

b) ESPERIMENTO BOLDENONE E ADD

Androgeni

Gli androgeni sono steroidi a 19 atomi di carborgbe si trovano
prevalentemente nel maschio: i due principali costipgono I'androstenedione, che si
forma nella corteccia surrenale ed il testoste(@i®l), che si forma solo nelle gonadi.
Nel maschio I' androgeno piu importante e il testome, nella femmina quello a
maggiore concentrazione plasmatica € I'androstenedi seguito dal DHEA
(deidroepiandrosterone), dall’androstenediolo enénflal testosteronesli androgeni

circolano nel plasma in massima parte legati aepret queste forme sono inattive
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perché solo la forma libera degli androgeni (quetia legata) € metabolicamente attiva
e pertanto pud entrare/uscire nel comparto inthaleet¢ delle cellule bersaglio. Nel
testicolo, la maggior parte degli enzimi steroidagesi trova nelle cellule del Leydig;
sotto l'influenza dell'ormone luteinizzante (LH) dell’'ormone follicolo-stimolante
(FSH), il progesterone viene idrossilato axdidrossiprogesterone e quest’ultimo, per
perdita della catena laterale e ossidazione in @iviene androstenedione e
successivamente TST, dopo riduzione dello stessp. @1TST entra nel torrente
circolatorio dove si lega a particolari proteinagshatiche come Igex hormon binding
proteins (SHBG) o l'albumina. Il TST pu0 essere convertito diidrotestosterone
(DHT) in molti tessuti: il DHT é 'ormone maschifgu potente ed agisce legandosi ad
un recettore specifico intracellulare, il recettper gli androgeni (AR): la formazione
del complesso ormone-recettore comporta una trasfione conformazionale del
recettore stesso, che lo attiva e lo rende capiag#edagire con specifiche sequenze
nucleotidiche del DNA, andando a modificare ladrasone dei geni associati.

I TST e indispensabile per il mantenimento dellpersmatogenesi, Il
comportamento sessuale e la libido. Espleta analee funzione sullo sviluppo
corporeo: in molte specie animali, i maschi hanimedisioni superiori a quelle delle
femmine, fino ad arrivare a dimorfismi evidenti.fdtii, gli androgeni agiscono
sull’'ossificazione delle epifisi ossee, promuovdaaviluppo delle masse muscolari e
lo sviluppo laringeo e possiedono una netta aziamabolizzante proteica. In
particolare, gli androgeni determinano un aument& peso corporeo, dovuto
essenzialmente ad un aumento del deposito protein@llo cellulare nel muscolo ed
una diminuzione del grasso corporeo (Clebval, 1991). Fondamentale e anche il loro
ruolo nella differenziazione del comportamento gakse nello sviluppo dei caratteri
sessuali secondari.

Il 17B3-boldenone (BOLD) € uno steroide di sintesi advidtiandrogenica con
spiccate proprieta anabolizzanti che si differemizibtestosterone esclusivamente per la
presenza di un doppio legame in posizione 1 (Fid).4Altri steroidi correlati al
composto parentale BOLD, sono [I'androsta-1,4-di@dg-dione (ADD), spesso
somministratoper os come precursore per il suo assorbimento rapidal edva-

boldenone (1d-BOLD), la forma inattiva del BOLD
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Figura 4.1. (a) Struttura del TST; (b) Struttura del BOLD.

E’ inoltre noto che il BOLD e I’ADD sono utilizzatlagli atleti e nei cavalli da
competizione per incrementare le prestazioni spomi nel bovino per incrementare la
crescita e la conversione alimentare.

La segnalazione della presenza di esteri del BOLBGi di iniezione nelle
carcasse di animali macellati e il sequestro dpgarazioni con miscele a base di esteri
di BOLD e ADD destinate ad aziende zootecniche @imaoinfatti che, in virtu degli
effetti favorevoli sullincremento ponderale e smoliglioramento degli indici di
conversione alimentare, il BOLD e impiegato comenpotore della crescita anche
nell'allevamento del bovino da carne (Aetsal, 1996).

Il fegato e il tessuto target delle principali riee metaboliche di conversione di
BOLD in ADD e vice versa Gli enzimi responsabili potrebbero essere glsste
coinvolti nella conversione dei 17-ketosteroidi meirrrispondenti 1-idrossisteroidi
come l'androstenedione, l'estrone o I'ADD in [#estosterone, I¥festradiolo e
BOLD, rispettivamente. Questi enzimi catalizzanos$idazione del BOLD in ADD
principalmente con il NAD come cofattore, e la @dne di ADD in BOLD,
principalmente con il NADPH come cofattore (Merlagttal, 2007). Inoltre la presenza
di 6B-idrossi-BOLD, prodotto a partire da entrambi i quosti suggerisce che enzimi
citocromo P450 potrebbero essere coinvolti nel@rasformazione, come per il TST
(Merlanti et al, 2007). In particolare, si € dimostrato che I'ebibazione in posizione
6B nell'uomo e catalizzato selettivamente da CYP3Rdndicet al, 1999).

Tra i sistemiin vitro per lo studio del metabolismo epatico P450 dipetele
nelle specie di interesse veterinario, sono fretpmante utilizzate le colture primarie
di epatociti. Le colture primarie di epatociti iabldal fegato di bovino rappresentano

un sistema piu completo rispetto alle frazioni =llodari; la presenza di un
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compartimento intracellulare intatto che mantiemiegre le sue funzioni permette un
piu accurato studio delle vie metaboliche e pemnéittvalutare sia le reazioni di fase |
che le reazioni di fase Il. Gli epatociti in coliyprimaria conservano livelli di enzimi di
fase | pari all’80-90% per circa 96-120 ore (Ekatsal, 1997). Inoltre, questo sistema
in vitro é stato efficacemente impiegato per valutaredttdfdi sostanze anabolizzanti
sul metabolismo citocromo P450-dipendente (Ringelal, 2002; Pascusset al,
2000Db).

L’obiettivo del presente studio e stato quello diutare, in microsomi ottenuti
da colture primarie di epatociti di bovino incubaton BOLD, ADD e con
I'associazione BOLD-ADD, un’eventuale modulazione ell’dspressione
dell’'apoproteina CYP3A e di verificare I'applicaltél del metodo HPLC e del substrato
TST per determinare gli effetti di tali sostanz# atiivita CYP3A-dipendente.

Entrambe le prove sperimentali descritte si progane dunque di aumentare le
conoscenze relative alla modulazione dell'atticitacromo P450-dipendente; inoltre le
informazioni ottenute con tali studn vitro possono essere utili per il disegno
sperimentale di progetti volti all'identificaziorsh marker in vivo di trattamento (ad

esempio metaboliti nelle urine).
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a) ESPERIMENTO DESAMETAZONE ED ESTRADIOLO

4.1 Materiali e metodi

Reagenti e composti chimici

Desametazone sodio fosfato (Desashock®) ed ediadienzoato (Estradiolo
AMSA®) sono stati acquistati dalla Fort Dodge Anintéealth (Bologna, Italy) e
dal’AMSA s.r.l. (Roma, Italia), rispettivamente.

4-Androsten-g, 17B-diol-3-one, (BOH-TST), 4-androsten-P% 17B3-diol-3-one
(163 OH-TST), 4—androstenB 17B-diol-3-one (@ OH-TST), 4-androsten-13- OL
3-one (TST) e 4-androsten-3,17-dione (AND) sondi stequistati dalla Steraloids
(Newport, RI, USA).

Acetonitrile, metanolo e diclorometanblRLC gradg sono stati acquistati dalla
Mallinckrodt-Baker (Milano, Italia).

Tutti gli altri reagenti, salignalytical gradg e solventi HPLC gradg sono stati
acquistati dalla Mallinckrodt-Baker, o dalla Sigélalrich.

Gli anticorpi monoclonali anti-CYP3A1/3A2 di ratteerano della Oxford
Biochemical Research (Milano, Italia). Anticorpi pkecora anti-IgG di topo coniugati
con la perossidasi di cavallo sono stati acquidgi@ta Chemicon International (Prodotti
Gianni, Milano, Italia). Tutti gli altri reagentigp I'lmmunoblotting erananolecular
biology grade.

Animali

La sperimentazione e stata condotta su 18 bovati, e incroci tra razze
francesi da carne, di 15-18 mesi d'eta, di peso383 e 542 kg, stabulati presso
I'azienda Agricola “Caron” di Brugine (PD), stalilento utilizzatore dell’lZS delle Tre
Venezie.

La sperimentazione € stata eseguita secondo le leda previste dalla
normativa italiana sulla protezione degli animadiilizeati a fini scientifici (D.Lgs.

116/92) e il progetto e stato sottoposto all'appmione preventiva del Ministero della
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Salute. Gli animali sono stati stabulati e allevadl rispetto delle linee guida europee
sul benessere animale.

Gli animali sono stati divisi in tre gruppi, ciagmucomprendente 6 soggetti (Tab
4.2) e poi collocati in box multipli (comprendentiascuno 3 bovini) provvisti di
pavimentazione con lettiera permanente. La suddivese avvenuta sulla base del peso
iniziale degli animali per ottenere la maggior omoegita possibile tra i diversi gruppi e
all'interno di ciascun box.

Tabella 4.2Suddivisione dei bovini nei tre gruppi di trattanta

GRUPPO TRATTAMENTO
K Placebo
D Desametazone
DE Desametazone + Estradiolo

Il DES (gruppo D) e stato somministrafier os alla dose di 0,75 mg/cajuiié
di principio attivo diluiti in 0,5 L/capo d’acqud.trattamento si & protratto per 43 giorni
consecutivi ed e stato sospeso il giorno primaadekcellazione.

Al gruppo DE é stato somministrato il DES come déscsopra e I'E2 e stato
somministrato per via intramuscolo, alla dose di rB@/capo di principio attivo,
rispettivamente il 1°, 15° e 30° giorno dall'inizeella sperimentazione. Gli animali di

controllo (gruppo K) non hanno ricevuto alcun taiento (Fig. 4.2).

E2im - 5
unifeed
DES per os
macellazione
giorni 15 a0 13
-7 a 7 14 21 28 35 42 45

Figura 4.2. Schema del trattamento.
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Preparazione dei microsomi epatici

I microsomi sono stati preparati come descrittacgdentemente (Capitolo 2). La
concentrazione proteica e stata determinato cameilodo di Lowryet al. (1951),

utilizzando BSA come standard.

Attivita enzimatica

L’idrossilazione del TST (25@M) in posizione B, 163 e @ € stata determinata

con il metodo HPLC descritto nel capitolo 3.

Immunoblotting

Aliquote di proteine microsomiali (30g) sono state separate in 10% SDS-PAGE e
trasferite su membrane di nitrocellulosa (Laema®i70; Towbinet al, 1979).

Le membrane sono state prima incubate con mondclant-CYP3A1/2 di ratto
(diluizione 1:500). Poi, sono state incubate coticarpi di pecora anti IgG di topo
(diluizione 1:5000) coniugati con perossidasi.

La rilevazione delle bande e stata effettuatazztiindo un kit di chemiluminescenza
(SuperSignal West Pico Chemiluminescent SubstRitgre Chemical, Rockford, IL).
L’analisi densitometrica e stata effettuata utéizdo il software ImageJ 1.34s.

Due ulteriore campioni, costituiti da ratti di covito e indotti desametazone, sono
stati fatti correre su minigel per permettere ll@alensitometrica dei risultati e come

markermolecolari.
Analisi di dati

Le curve standard e di calibrazione sono stateolzdke utilizzando un’analisi di
regressione lineare con il metodo dei minimi quadrpendenze, intercette e
coefficienti di regressione linearir’j sono stati determinati per ciascuna curva
(Microsoft Excel, 2000).

Per l'analisi statistica, € stato applicato il t&sflOVA. In caso di variazioni
significative é stato eseguito jpost-testTukey (GraphPad Instat, versione 3.0; San

Diego, CA, USA). Il livello di significativita e sto posto g0<0,05. | dati ottenuti sono
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stati inoltre oggetto di analisi per lidentificanie degli outliers (valori che si
discostano dagli altri appartenenti allo stessggouo per errori umani o per diversita
biologica e quindi appartenenza ad una diversalpapme) mediante l'utilizzo del test

statistico di Grubbs, chiamato anche metegimeme studentized deviate

4.2 Risultati

Attivita enzimatica

| risultati ottenuti hanno evidenziato un’induziosgtisticamente significativa
nelle attivita di @- e 1@-OHT in D e DEvsK (p<0,05) e nell’attivita di B—OHT in D
e DEvsK (p<0,05 ep<0,01, rispettivamente; Fig. 4.3).

Attivita
(nmol/min/mg prot)

©c o o = B
Ny (o] o o N
1 1 1 1 )

o
N
A

©
o

K DDE K D DE K D DE
6B-OH TST ~ 16B-OHTST  2B-OH TST

Figura 4.3. Attivita di idrossilazione del TST in microsomi &piadi bovini indotti con DES e DES+E2
(K: controllo; D: bovini indotti con DES; DE: bovirindotti con DES+EZ2). | dati sono espressi come
media +ES.

% 0ed? p<0,05;": p<0,01
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Immunoblotting

Per quanto riguarda la proteina, & stato riscamtuat aumento dell’espressione
di CYP3A in D e DEvsK (p<0,01 ep<0,05, rispettivamente) (Fig. 4.4).

(b)

K9 K10 D3 D4 E15 Ele6

1.4
1.2+
1.0-
0.84
0.64
0.44
0.24
(a) 0.0

U.A.

Figura 4.4. (a)Analisi densitometrica dellimmunoelettroforedii CYP3A, espressi come fold —change
(media £ ES; K: ratto di controllo; D: bovini indttcon DES; DE:bovini indotti con DES+E2); (b)
Immunoblotting rappresentativo di CYP3A.

2 n<0,01: p<0,05
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4.3 Discussione

Lo studio della sottofamiglia CYP3A e particolarmennteressante, non solo
perché si tratta dell'isoforma maggiormente esprasd fegato, ma anche per il suo
contributo al metabolismo di un ampio gruppo dictntici (Youet al, 2004).

Nell'uomo, cortidosteroidi e DES vengono metabaizzla CYP3A in 8-idrossi
derivati, per ottenere metaboliti inattivi e velownte eliminabili. Nel bovino, i
corticosteroidi fisiologici sono simili a quelli wami; inoltre, il DES é frequentemente
utilizzato nella comune pratica clinica veterinarggpesso co-somministrato con altri
farmaci. Dunque, anche nel bovino CYP3A potrebberewn ruolo nelle potenziali e
significative a livello terapeutico interazioni tfarmaci. Cio sarebbe di particolare
interesse per quei glucocorticoidi utilizzati a callecito nell’allevamento bovino
come promotori della crescita (PdC), essenzialmpetda scarsita di dati riguardanti la
possibile modulazione dell'espressione e della leyone di CYP3A. Nel presente
studio dunque, sono stati valutati gli effetti dedttamento con DES da solo o in
associazione con l'estradiolo.

Dai risultati ottenuti nel capitolo 3, non solo sostate confermate definitivamente
le attivita di -e B3-OHT comemarker per la valutazione dell’attivita di CYP3A nel
fegato di bovino, ma e stato anche dimostrato ché3+OH TST € un substratoarker
specifico per tale isoforma. Piu volte infatti atatsottolineata I'importanza di utilizzare
dei substrati specifici per valutare lattivita @natica al fine di ottenere dei dati
accurati da correlare con quelli di espressionécgesnproteica.

E’' stata dunque evidenziata un’induzione dell'atidivcatalitica di CYP3A nei
gruppi D e DE, confermando quanto riportato indettura per 'uomo (McCune, 2000).
| risultati ottenuti in termini di attivita enzimat sono stati anche avvalorati dall’analisi
densitometrica dell'Immunoblotting, che ha mostrabm aumento significativo
nell’espressione dell'apoproteina in D e R&EK (p<0,01 ep<0,05, rispettivamente). Si
e poi indagato se la modulazione osservata adiymist-trascrizionale fosse mantenuta
anche a livello pre-trascrizionale e per quantoarda i dati di espressione genica di
CYP3A4ike, e stata evidenziata una modulazione in senstiyaosiel trattamento con
il solo DES, ma significativa soltanto nel gruppg& QGiantinet al, 2010).

Per quanto riguarda i recettori coinvolti nella olegione dell’espressione di

CYP3A, e stato evidenziato un aumento significatieti’espressione di CAR e RXR
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nel gruppo DE; per quanto riguarda CAR in D&ED e per quanto riguarda RXRn
DE vsK (p<0,05 in entrambi i casi; Giantet al, 2010). A tal proposito, Kawamotd
al. (2000) hanno dimostrato infatti che in colturenmparie di epatociti di topo |l
recettore CAR pu0 essere attivato dgB-Estradiolo, ed in piu Kiyosawet al. (2007)
hanno evidenziato che in ratti immaturi ovariectzwati, composti con attivita
estrogeno-simile, sono in grado di modulare l'espigne genica per mezzo
dell’attivazione di CAR e PXR.

Infine, il GR e il recettore per gli estrogeni (ER-ue recettori steroidei coinvolti
nel meccanismo di azione e nella regolazione distgustesse molecole, sono stati
indotti dal trattamento con i due composti. GR &csimodulato nel gruppo DE vs D
(p<0,05), mentre ER nel gruppo DE K (p<0,05) e nel gruppo DEs D (p<0,01;
Giantinet al, 2010)

Un recente studio ha riportato che i recettori GRE®, importanti per il loro ruolo
in condizioni fitopatologiche, possono interagirencun meccanismo diross-talk
anche se il meccanismo molecolare alla base ditguya®cesso non € ancora ben
chiaro: gli autori hanno evidenziato che il fi&stradiolo pu0 avere proprieta
antinfiammatorie paragonabili a quelle dei glucticoidi e che antagonisti specifici
per ER sono in grado di attenuare gli effetti d@idmmatori del DES in ratti
ovariectomizzati (Cuzzocre# al, 2007).

E’ importante sottolineare che il DES agisce seoomd processo bifasico: a
concentrazioni nanomolari, il CYP3A4 viene indotiodipendentemente dallo
xenobiotico grazie all’attivazione GR-mediata di ®Xa concentrazioni micromolari,
invece, il DES lega e attiva il PXR, che a suaaaiduce il CYP3A4 per la presenza di
alte concentrazioni del ligando specifico (Pascuesial, 2003). Il DES pertanto
interviene in maniera duplice nella regolazione I'elgbressione del CYP3A:
controllando I'espressione del PXR, in condiziasidlogiche, tramite GR ed attivando
il PXR in condizioni di stress o di somministrazeoesogena di farmaco (Pascussal,
2003; El Sankaret al, 2002). Spesso inoltre gli effetti del DES nomultgno univoci;
sono state infatti riportate differenze ascrivilailia tipologia di trattamento (cocktail o
singolo principio attivo), alla dose, alla duratal drattamento nonché alla via e alla
modalita di somministrazione (sottocutanea, intregolare oper 09. Per quanto
riguarda CYP3A, esperimenti condotti nel laboratdnanno ad esempio evidenziato

come nel vitellone il trattamento con il solo DR& osalla dose dD.75 mg/capo/giorno
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per 54 giorninon determini variazioni di rilievo (Giantiret al, 2010); per via
intramuscolare invece alla doseldi2 g/capo per due volte alla distanza di 21 gierstato
evidenziatoun trend all'inibizione (in termini sia di espressione gemidi CYP3A quanto di
attivita catalitica CYP3A-dipendenté&iantin et al, 2010 e Capolongo, dati personali).
Inoltre, se la somministrazione avvieper osalla stessa dose, ma con modalita e per
tempi diversi, si é riscontrata tanto un’assenzaftéitto (risultati sopracitati) quanto
un’induzione (dopo 43 giorni di trattamento e digizione del DES nell’'unifeed,;
presenti risultati e Giantiet al, 2010).

| risultati ottenuti hanno confermato che CYP3Anaanodulato dal trattamento con
DES e l'associazione DES+estradiolo; tale modulezié stata evidenziata come un
trend all'induzione mantenuto sia a livello presttazionale che post-trascrizionale.

Emerge comunque la necessita, per quanto riguaedapkcie di interesse
veterinario, di effettuare degli studn vitro/in vivo volti a chiarire il meccanismo
d’azione, il destino metabolico e la distribuziodel DES (ma piu in generale dei
promotori della crescita, specie se somministratiassociazione), con particolare
riferimento alle isoforme di citocromo P450 metakolo che sembrano essere
modulate dal trattamento con tali sostanze. Tallistono necessari anche per valutare
il rischio potenziale per il consumatore per laspreza di residui non controllati nei

tessuti edibili.
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b) ESPERIMENTO EPATOCITI BOLDENONE E ADD

4.4 Materiali e metodi

Reagenti e composti chimici

4-Androsten-8, 173-diol-3-one, (BOH-TST), 4-androsten-6 173-diol-3-one
(163 OH-TST), 4—androstenB6 17B-diol-3-one (@ OH-TST), 4-androsten-1[3- OL
3-one (TST) sono stati acquistati dalla Steral@swport, RI, USA).

Acetonitrile, metanolo e diclorometandRRLC gradg sono stati acquistati dalla
Mallinckrodt-Baker (Milano, Italia).

Tutti gli altri reagenti, salignalytical grade e solventi HPLC grade sono stati
acquistati dalla Mallinckrodt-Baker, o dalla Sigélalrich.

Gli anticorpi monoclonali anti-CYP3A1/2 di rattoago un dono del Dr. H.V.
Gelboin National Institute of Health and Cancertf®sda, Maryland, USA), mentre gli
anticorpi di pecora anti-IgG di topo coniugati goerossidasi di cavallo erano della
Chemicon International, (Prodotti Gianni, Milandalia). Tutti gli altri reagenti per

I'Immunoblotting eranamolecular biology grade.

Preparazione dei microsomi dagli epatociti

| microsomi sono stati ottenuti da colture primade epatociti di bovino
incubate per 24 h con BOLD 100M (concentrazione finale), ADD 10QM e
BOLD:ADD 90:10 uM, rispettivamente. La preparazione € stata coadectime
descritto nel capitolo 2 e la concentrazione poatei stata determinata con il metodo
BCA (Micro BCA Protein Assay kit THERMO Scientific, Celbio, Milano, Italia).

Attivita enzimatica

Idrossilazione del TST
L’idrossilazione del TST (25@M) in posizione B, 163 e € & stata misurata

nei microsomi ottenuti da epatociti incubati conCPger 24 h con il metodo HPLC

descritto nel capitolo 3.
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Espressione proteica
SDS-PAGE e Immunoblotting

Aliquote di proteine microsomiali (3Qlg) ottenute dagli epatociti dopo 24 h
sono state separate in 10% SDS-PAGE e trasferitenembrane di nitrocellulosa
(Laemmli, 1970; Towbiret al, 1979). Su ciascun minigel é stato caricato unpiane
ulteriore: proteine microsomiali ottenute dal fegdit ratti di controllo (non trattati).

Le membrane sono state prima incubate con anticogpioclonali anti-CYP3A1/2
di ratto (diluizione 1:500). Poi, sono state indigbeon degli anticorpi di pecora anti-
IgG di topo coniugati con perossidasi (diluiziongaDO).

La rilevazione delle bande e stata effettuatazztiindo un kit di chemiluminescenza
(SuperSignal West Pico Chemiluminescent SubstRitere Chemical, Rockford, IL).

L’analisi densitometrica e stata effettuata utéizdo il software ImageJ 1.34s.

Analisi di dati

Le curve standard e di calibrazione sono stateolzdk utilizzando un’analisi di
regressione lineare con il metodo dei minimi quAdrpendenze, intercette e
coefficienti di regressione linearir’] sono stati determinati per ciascuna curva
(Microsoft Excel, 2000).

Per l'analisi statistica, € stato applicato il t&sflOVA. In caso di variazioni
significative & stato eseguito [dost-testTukey (GraphPad Instat, versione 3.0; San
Diego, CA, USA). Il livello di significativita &€ sto posto g<0,05. | dati ottenuti sono
stati inoltre oggetto di analisi per lidentificanie degli outliers (valori che si
discostano dagli altri appartenenti allo stessggouo per errori umani o per diversita
biologica e quindi appartenenza ad una diversalpapme) mediante l'utilizzo del test

statistico di Grubbs, chiamato anche meterimeme studentized deviate
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4.5 Risultati

Idrossilazione del TST

| risultati ottenuti hanno evidenziato un trendbitorio negli epatociti incubati con
promotori di crescita rispetto a K. In particolale attivita di 8 e 163 OHT sono state
inibite in ADD (A) e BOLD (B)vs K mentre I'attivita di B-OHT in A vs K (p<0,05;
Fig. 4.5).

0.30
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T

0.204 k-

0.15+

LRI |

Attivita
(nmol/min/mg prot)
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ABA KB ABA K B A BA

6B-OH TST 16B-OHTST 2B-OH TST

0.00

Figura 4.5. Attivita di idrossilazione del TST con microsomatg di colture primarie di epatociti di
bovino esposti a BOLD e ADD (K: controllo; B: botdme; A: ADD; BA: boldenone+ADD). | dati son
espressi come mediaESdi due colture.

a,b,c,d,e: p<0’05

Immunoblotting

Per quanto riguarda I'espressione dell'apoprotent € stata riscontrata alcuna

differenza statisticamente significativa nell'egsiene di CYP3A (Fig. 4.6).
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Figura 4.6 Analisi densitometrica dell'’ Immunoblotting di CY®#®: controllo; B: boldenone; A: ADD;
BA: boldenone+ADD). | dati sono espressi come me@8 in Unita Arbitrarie e comparati con le
piastre di controllo..
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4.6 Discussione

Per quanto riguarda gli animali da reddito, somab sondotti diversi studi relativi
all'ottenimento di colture primarie di epatocitrati piu recenti si possono ricordare
quelli relativi al suino e al coniglio (Eeckhout& al, 2002; Sinclairet al, 2005;
Schnelzeet al, 2006; Maet al, 2003).

In questo studio, sono state utilizzate colturengrie di epatociti di bovino per
valutare gli effetti sul metabolismo di alcuni stieli anabolizzanti, BOLD e ADD,
impiegato a scopo illecito nel bovino da carne.

Come dimostrato dai valori di lattato deidrogen@dddH) relativamente bassi
(16,9 +4,2 %) e dall'alta percentuale di vitali&8(0+4,2 %; Giantin, dati personali),
questo metod vitro sembrerebbe garantire I'ottenimento di cellule &dpér studi di
metabolismo; in relazione a cio, € stata valutatecapacita biotrasformativa delle
presenti colture di epatociti di bovino in termimi attivita di CYP3A che
presumibilmente potrebbe essere coinvolto nelldardsformazione di BOLD come
avviene per il TST. Si é voluto dunque indagaresiste una regolazione di CYP3A in
seguito all'esposizione a BOLD e ADD a livello prefo post-trascrizionale. Inoltre,
un’altra applicazione e stata quella di utilizzapgesto sistemén vitro per studi di
metabolismo in LC/MS-MS volti ad identificarearkerin vivo di trattamento (Gallina
et al, dati personali).

Per quanto riguarda le attivita di idrossilazionel ST € stata osservata
un’inibizione significativa seguita pero dall'asgan di differenze significative
nell’espressione proteica dopo 24 h di incubaziocen PdC. Tali risultati
sembrerebbero dunque suggerire un effetto di questtanze a livello post-
traduzionale. Una possibile spiegazione potrebBeresdovuta alle alte dosi utilizzate
potenzialmente tossiche nei confronti dell’attivi@dzimatica. | risultati del test di
rilascio dellLDH e la vitalita cellulare sembretsyo perd non suggerire effetti
citotossici. Probabilmente, nel caso di utilizzoadiesti sistemin vitro per studi di
metabolismo potrebbe essere utile stimare anchieiradici di citotossicita come ad
esempio la valutazione della deplezione delle gt#zadi glutatione ridotto (GSH) che e
un indice di stress ossidativo e il test MTT ungsagcolorimetrico standard per la
misurazione dell'attivita degli enzimi che riducdhMTT a formazano, che puo essere

considerato un indice di danno mitocondriale. lefirpotrebbe essere utile anche
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misurare la sintesi proteica totale valutando lpacdéa da parte degli epatociti di
incorporarein vitro aminoacidi reattivi in proteine neo-sintetizzasggiungendo un
aminoacido marcato al mezzo di incubazione. Un chseffetto inibitorio/tossico di
alte dosi di sostanze inducenti e riportato da Kibsky et al. (1999) che hanno
utilizzato epatociti di uomo per studiare l'induze del sistema citocromo P450
evidenziando la necessita di effettuare degli stladie-risposta in un amprange di
concentrazioni delle sostanze utilizzate e di \aahg la tossicita.

Un’altra possibile spiegazione potrebbe esseranilniziione da eccesso di substrato,
comportamento che e stato visto nelluomo per quaiguarda il TST e la sua
idrossilazione in posizioneB6(Lin et al, 2001); come € gia stato accennato il BOLD
differisce dal TST solo per la presenza di un dopggame in posizione 1 e quindi non
si puo escludere che il BOLD possa essere subsppatoCYP3A ed avere un
comportamento simile al TST contribuendo dunqué&fédtto inibitorio dovuto alla
presenza di substrato in eccesso.

Infine, presunto un probabile ruolo di CYP3A neltaimlismo del BOLD anche nel
bovino come avviene per 'uomo, data la similadéle due molecole, BOLD presente
in elevate concentrazioni potrebbe legarsi in nraniereversibile al sito attivo di
CYP3A; in questo modo, ridurrebbe il numero di ncole di enzima con il sito attivo
libero per accogliere il TST, provocando come cgnseza una riduzione dell’attivita
di idrossilazione del TST. Ad esempio, Moslemi eaBei (1997) hanno dimostrato che
diversi steroidi analoghi all'androstenedione harewidenziato effetti di inibizione
competitiva nei confronti del metabolismo dell'anstenedione da parte dellaromatasi
di cavallo e di uomo.

Sono stati comunque indagati anche gli effetti @B e ADD a livello pre-
trascrizionale per quanto riguarda i recettori aadl (CAR, PXR, RXR) coinvolti
nella regolazione dell'espressione di CYP3Aké- e CYP3A4lke stesso dopo 3 e 6 h
di incubazione con i PdC (Giantin, dati persondligssuna differenza significativa e
stata evidenziata suggerendo che al contrario dl&togorticoidi come il DES,
androgeni come BOLD e ADD non agiscono con mecoamsediati dall’azione di tali
recettori ed inoltre non modulano CYP3A a livelleefirascrizionale. Infine e stato
valutato il pattern di espressione anche del rexefier gli androgeni (AR; Giantin, dati
personali) ed anche in questo caso non sono stateneiate differenze statisticamente
significative anche se nel trattamento con il BOuUD lieve effetto inibitorio & stato
riscontrato. E’ importante comunque sottolineare adkella maggior parte dei tessuti
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target e delle linee cellulari contenenti il reoett AR, 'mRNA di AR subiscalown-
regulationin risposta agli androgeni (Burnstesh al, 1995). Tali autori hanno infatti
dimostrato che esistono delle sequenze autoreg@atome elementi intragenici in AR
coinvolte nelladownregulationligando-dipendente.

| risultati ottenuti hanno dunque evidenziato unadolazione in termini di
inibizione di CYP3A a seguito dell'esposizione alBDe ADD; tale modulazione pero
si evidenzia solamente a livello post-traduzionaletermini di attivita CYP3A-
dipendente. Emerge comunque I'importanza di ottzianie le concentrazioni di steroidi
nel medium di coltura di sistemi epatigivitro per lo studio dell'induzione enzimatica,
includendo un’ampia misura dose-riposta sia detlatassicita che delle attivita CYP-
dipendenti.

4.7 Conclusioni generali

Nel complesso, i risultati ottenuti in questi dugperimenti hanno confermato
I'applicabilita del metodo HPLC messo a punto e slddstrato TST per la valutazione
dell'attivita CYP3A-dipendente. E’ stata inoltrerdermata la modulazione da parte di
estrogeni, corticosteroidi ed anabolizzanti defiressione e della regolazione degli
enzimi citocromo P450-dipendenti.

| risultati ottenuti hanno comunque evidenziatmézessita di effettuare degli studi
volti a comprendere piu approfonditamente i mearandi regolazione tramite i quali
queste sostanze agiscono a livello pre- e postitiadale nelle specie di interesse

veterinario.
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CAPITOLO 5

Valutazione dell’attivita di CYP1A nel fegato di
Zosterisessor ophiocephali®me biomarcatore di

inquinamento nella laguna di Venezia.
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5.0 Introduzione

La laguna di Venezia & un ecosistema di transiziagile caratterizzato da una
rete estensiva di canali, paludi di acqua salatde| ed e stata abitata fin dal Xl secolo.
Diverse interazioni umane con I'ambiente nei sebalno determinato una situazione
critica per la sua sopravvivenza, complicata ddlerai di inquinamento, che si sono
sviluppati durante gli ultimi decenni.

A seqguito dello sviluppo industriale dell'entrordella Laguna dopo la
Seconda Guerra Mondiale, sono state definite nuseensisure di protezione contro
I'inquinamento, tra le quali la piu recente e coetale il Decreto Ministeriale “Ronchi-
Costa” del 1998. Sono stati stabiliti limiti strexgti per diversi parametri delle acque e
dei sedimenti, basati essenzialmente su valoindelguida di qualita e sul principio di
precauzione, e le quantita permesse di scarichisinadli nelle acque della Laguna sono
state progressivamente ridotte.

Uno degli obiettivi infatti dell'attuale legislaane italiana, tenendo conto delle
Direttiva EC 2000/609, e di stabilire lo stato egpto delle acque costiere.

Inoltre, la Convenzione di Stoccolma sugli inquithaarganici persistenti,
stabilita in occasione di un convegno tenutosiac&ilma dal 22 al 23 maggio 2001, si
pone come obiettivo l'eliminazione e la diminuziael'uso di alcune sostanze nocive
per la salute umana e per lI'ambiente definite Imapti Organici Persistenti (POP). |
POP sono composti chimici con proprieta tossichesitpropagano nell'aria, nellacqua
o nel terreno e, a causa della loro scarsa deglig@atisiedono nelllambiente per lungo
tempo. Il documento riguarda 12 inquinanti pring@ipaldrin, clordano, dicloro difenil
tricloroetano, dieldrin, endrin, eptacloro, miréxxafene, esaclorofene e tre intere classi
di composti: i policlorobifenili (PCB), le policlodibenzodiossine (PCDD) o piu
comunemente detta diossina) e i policlorodibenzsfulPCDF). La Convenzione é
entrata in vigore il 17 maggio 2004, I'ltalia hanfiato ma non ha ratificato.

Di conseguenza, una crescente attenzione pubhblita titela biologica ed
ecologica della Laguna ha determinato un interessapre maggiore per studi di
monitoraggio ambientale. Negli ultimi 20 anni, s@tati sviluppati una serie di progetti
internazionali, nazionali e regionali con l'obigtidi valutare lo “stato di salute” della

Laguna e per meglio comprendere le interazioni $tai comparti abiotici e biotici (ad
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esempio il progetto UNESCO “The Venice Lagoon Estayn”, 1990-1992, Lasserre e
Marzollo, 2000).

Nel corso di diverse campagne di monitoraggio, ssiat raccolti dei campioni
di sedimenti superficiali (0+15 cm) ed é stato oklto il fattore di arricchimento (EF),
cioé la somma dei rapporti tra le concentrazionP@B/PCDD-F ed esaclorobenzene
nei sedimenti superficiali e il corrispondente val@re-industriale (concentrazione di
riferimento) desunto dalle carote di sedimento (Goei et al.,2004).

La mappa riportata in Fig. 5.1 evidenzia diot spots (EF>12) ovvero le aree

in cui i sedimenti sono particolarmente arriccimtPOP.

Figura 5.1. Mappa delle concentrazioni dei POP nei sedimenti.
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La Laguna di Venezia si divide in aree in cui é smsa la pesca sia di
molluschi che di pesci, e di aree in cui é vietsasuddivisione in aree viene stabilita,
con cadenza triennale, da Decreti Regionali e @rdia Comunali emanati a seguito di
operazioni di monitoraggio svolte dallULSS 12 denezia in varie zone della Laguna.
| siti in cui e possibile pescare e destinare gwbdotti ittici al consumo umano devono
avere concentrazioni di POP inferiori a 14 TEQ/KYV(), proposti dalla Convenzione
di Stoccolma e devono rispettare i limiti microloigici imposti dal regolamento (CE)
2073/2005. Attualmente, rispondono a questi panarmeparticolare I'area piu a nord
della Laguna (Laguna Nord) e I'area a sud (Lagwnd).S siti in cui € vietato pescare,
poiché superano i limiti di legge per i contamimanhimici e microbiologici,
comprendono l'area che bagna Porto Marghera e ajuellcui sfociano i canali

industriali.

Mare Adriatico

Figura 5.2. Suddivisione della Laguna di Venezia in aree inecaimmessa la pesca sia di molluschi che

di pesci ed aree in cui € vietata.
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Il presente lavoro si inserisce in un Progetto Begle “Bioindicatori di
inquinamento ambientale come strumento di tutelaedatorio e possibili ricadute di
salute pubblica”, i cui obiettivi sono stati quadii valutare il possibile impiego di api,
organismi acquatici (pesci bentonici e mollusctojne bioindicatori di esposizione a
contaminanti ambientali; individuare possibili biaroatori (BM) di esposizione,
risposta e/o tossicita utili nella valutazione dsthio ecologico; verificare I'eventuale
correlazione tra incidenza di neoplasie dei piccahimali e tossicogenomica
ambientale.

Recentemente, e stato dimostrato che i BM sonoomditi per rilevare dei
cambiamenti biologici precoci nellinquinamento aeridale. Si definiscono come
cambiamenti in processi biochimici (ad esempiotiVahd enzimatica) indotti da
xenobiotici e misurabili. Uno dei BM piu comunemenisati nei pesci e I'induzione del
sistema delle monossigenasi a funzione mista MRFOpdrticolare la presenza di
induzione nellattivita di etossiresorufina-O-déeti (EROD) nei pesci € un indicatore
dell’esposizione dell’organismo a composti potelménte tossici, come ad esempio i
PCB e gli idrocarburi aromatici policiclici (IPA;Bgeotet al.,1996).

E’ stata utilizzata come specie sentinedlasterisessor ophiocephal(Bisces,
Teleostei, Gobiidae), un pesce osseo appartendlgefaaniglia dei Gobiidae e

all'ordine dei Perciformi e piuttosto comune nddgune dell’alto Adriatico.

Figura 5.3. Zosterisessor ophiocephalus.
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Zosterisessor ophiocephalué una specie territoriale, costruttore di nidi,
strettamente connessa ai sedimenti del fondo, @aamepte distribuita nell’ambiente
lagunare.

Il periodo riproduttivo va dalla fine di febbraionaaggio. | maschi si dividono a
seconda della dimensione e della tattica riprodattn maschi di piccola taglia, gli
sneakers e maschi di grossa taglia, i territoriali. In fp@wlare, i maschi territoriali
scavano delle piccole tane sotterranee dove la feendeposita le uova stando a testa
in giu e attaccandole alla volta della tana. Glneakers invece investono
prevalentemente nella produzione di sperma e wlanflosi nelle tane dei maschi
territoriali, fecondano le uova depositate. Quéeate riproduttive si aprono all'esterno
con due fori circolari del diametro di circa 7 csityati piu 0 meno a mezzo metro I'uno
dal'altro; le due gallerie confluiscono in una ceaneupuliforme alta 10-15 cm e ampia
20-30 cm. Le pareti della camera sono rivestiteuda pellicola di muco battericida
escreta dal maschio territoriale. Le due galleige alla possibilita di fuga, permettono
un continuo ricambio d'acqua, garantendo una nrglassigenazione delle uova (Fig.
5.4).

Figura 5.4. Esempio di tana riproduttiva.
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Questa specie e stata utilizzata come organismtineta per la valutazione
della presenza di inquinanti acquatici principalteeper due motivi. Il primo, di
carattere biologico, e che si tratta di una speeigonica, che quindi vive a contatto con
i fondali, dove é presente una maggior accumul@aditaminanti che precipitano a
formare dei sedimenti (Hartl, 2002). Il secondo ir®me di carattere economico; questa
specie suscita un discreto interesse commercialesami bianche e saporite e viene
utilizzata come ingrediente principale di risottzeppe, quindi pud rappresentare un
rischio per la salute del consumatore, nel castodtaminazione da sostanze tossiche
e/o cancerogene.

Lo scopo del presente lavoro € stato valutareuigitdi EROD inZosterisessor
ophiocephalusche date le sue caratteristiche, puo rappresentaratile indicatore

biologico dei livelli di stress ambientale presemédla Laguna di Venezia.
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5.1 Materiali e metodi

Reagenti e composti chimici

Resorufina (RES) (purezza >99%), 7-etossiresortieR) (purezza >99%) e
B—NADPH sono stati acquistati dalla Sigma Aldrichil@vo, Italia). 1| metanolo
(HPLC gradég e stato acquistati dalla Carlo Erba (Vetrotecnieadova, lItalia). Il
glicerolo (99,5%) e stato acquistato dall’'InvitrogéMilano, Italia).

L’acqua € stata purificata da un sistema MILLI-Qil(idore, Beford, MA,
USA). Tutti gli altri reagenti per la determinazeonlell’attivita catalitica gnalytical

grade sono stati acquistati presso la Sigma-Aldrichl@§o, Italia).
Animali
| pesci sono stati raccolti utilizzando delle nasseaprile—maggio e ottobre-

novembre 2008 in tre aree della Laguna di VeneR@to Marghera (PM), Valle di
Brenta (VB) e Porto Canale (PC; Fig. 5.5).
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/ Porto Canale
Valle di Brenta

Figura 5.5: Aree selezionate per la raccolta dei campioni.

| pesci raccolti sono stati suddivisi sulla basksgsso osservando il dimorfismo
della papilla genitale (Miller, 1984) e sono staisurati per quanto riguarda lunghezza
totale (LT), lunghezza standard (LS), peso totalgeso del fegato. Il fegato e stato
asportato chirurgicamente, lavato con KCI 0,15 Moaservato a -80°C. Sulla base
della LS, i maschi sono stati divisi smeakerg<13,5 cm in primavera €14,5 cm in
autunno) e maschi territoriali (>13,5 cm in primave >14,5 cm in autunno).

Infine, sono stati costituiti pool di tre individordinati in base dliver Somatic
Index(LSI) espresso come [peso del fegato/peso total€p.

Preparazione dei microsomi dal fegato di pesce

I microsomi sono stati preparati dal fegato di pesame descritto per il bovino
(capitolo 2), con I'aggiunta di una terza fase ehtcifugazione a 105000 g per 45 min,
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introdotta per eliminare al massimo la presenzaoskiemoglobina che avrebbe
interferito con la determinazione della concentragiproteica e quindi con I'analisi.

La concentrazione proteica e stata determinatal coatodo BCA (Micro BCA
Protein Assay Kift THERMO Scientific, Celbio, Milano, Italia).

HPLC

L’'analisi e stata effettuata utilizzando un sistetd®LC JASCO (Tokyo,
Giappone) costituito da pompa (PU-980), degasdio@1580-53), autocampionatore
(AS-1555), rivelatore fluorimetrico (FP—920) e umfte/are cromatografico (JASCO-
Chrompass ver.1.8, JASCO, Tokyo, Giappone). | camgil00 pL) sono stati iniettati
in una colonna LUNA & (5 um, 150 mm x 4.6 mm ID; Phenomenex, Bologna, Italia)
dotata anche di una SecurityGuardig(Ctmm x 2 mm ID; Phenomenex, Bologna,
Italia). La colonna é stata mantenuta a 23 + A "€luizione isocratica € stata effettuata
ad un flusso di 0,8 mL/min con tampone fosfato 28l fPBS; pH 7.0): metanolo
(58:42, viv). La RES é stata rilevata in fluorestaea 530 nm (eccitazione) e a 580 nm

(emissione).

Attivita di EROD

E’ stato messo a punto il protocollo di incubazigmer la determinazione
dell’attivita di EROD nel fegato diosterisessor ophiocephalus particolare sono stati
effettuati studi in funzione della concentrazion@mbteina (0,2-1 mg/mL), del tempo di
incubazione (5-20 min) e della concentrazione dsgato (1,25-1QM).

L’'incubazione conteneva ETR (5 pM), proteina miorogle epatica di pesce
(0,6 mg/mL), magnesio cloruro 0,1 M-NADPH 10 mM e PBS 0,1 M (pH 7.4) in un
volume di 400 pL. Dopo una pre-incubazione di 1 raif87°C, la reazione € stata
avviata con I'aggiunta i—NADPH e dopo 10 min a 37°C in un bagnetto termagia
in agitazione (SW-21C, Julabo Labotechik, GMBH, IBaeh, Germania), e stata
bloccata con I'aggiunta di 400 pL di metanolo freddcampioni sono stati agitati con
vortex, tenuti in ghiaccio per 15 min e poi cenigéti a 13000 rpm per 20 min a 4°C
(Centrifuga refrigerata Eppendorf 5810R, Milanali&). Il surnatante e stato trasferito

in vials per l'analisi in HPLC.
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Le concentrazioni di RES sono state determinatepeoamdo le aree dei picchi
della RES prodotta come metabolita con quelle delS utilizzate per la curva di
calibrazione. La velocita di formazione del met#thoé stata espressa come pmol di

RES prodotta per min di tempo di incubazione enpgidi proteina microsomiale.

Analisi statistica

Le curve standard e di calibrazione sono stateolzdk utilizzando un’analisi di
regressione lineare con il metodo dei minimi quAdraendenze, intercette e
coefficienti di regressione linearir’] sono stati determinati per ciascuna curva
(Microsoft Excel, 2000).

| dati di LSI e di LS sono stati analizzati per wakne la distribuzione normale
(Kolmogorov e Smirnomnormality test e 'omogeneita delle varianze (test di Levene). |
risultati sono stati analizzati tramite ANOVA adauwia ed in caso di variazioni
significative e stato applicato il post-test di Bemoni. | dati di attivita di EROD,
trasformati in LOG, sono stati analizzati per vatet la distribuzione LOG-NORM
(Kolmogorov e Smirnomnormality test e 'omogeneita delle varianze (test di Levene). |
dati sono stati dunque analizzati utilizzar@eneral Linear Model-Univariaten caso
di variazioni significative e stato eseguitgpibst-testGames-Howell per varianze non
omogenee. Inoltre in presenza di interazioni sigaiive, queste sono state analizzate
tramite ANOVA ad una via ed utilizzando i contragtie permettono di confrontare le
media che sono rilevanti per gli effetti semplici.

GraphPad Instat 3.0 (San Diego, CA, USA) e SPS8 ((®hicago, IL, USA)

sono i software utilizzati per tutte le analisitistizche.
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5.2 Risultati

Biometria e LSI nei pesci

Il numero di pool (n), la lunghezza standard (L&)ld_iver Somatic IndexLSI)

dei Gobidi raccolti nelle aree di Porto Margherall¥ di Brenta e Porto Canale sono

riportati in Tab. 5.1.

Il LSI varia nei tre siti, mostrando un trend stagile simile con i valori piu

elevati in ottobre-novembre e piu bassi in aprileggio statisticamente significativo

nelle femmine in tutti e tre i sitipk0,001) e nei maschi solo a Porto Marghera (

0,001).

Non sono state evidenziate differenze statisticaensignificative tra i gruppi

per quanto riguarda i valori di LS.

Tabella 5.1 LS, LSI e numero di pool (n) per i tre siti (RoMarghera, Valle di Brenta e Porto Canale).

| dati sono espressi come mediaiDS.

LS (cm) LSI (%)
= S M F S M
PC
Aprile-Maggio 12,89+0,99 11,95+0,86 15,8+1,25  2,26+0,58  2,30+0,74  1,66%0,35
(n=18) (n=7) (n=8)
Ottobre-Novembre 12,68+0,94 11,94+1,87 155+0,60 4,18+0,85%  3,61+0,84  2,92+0,69
(n=14) (n=13) (n=5)
VB
Aprile-Maggio 11,82+#1,07 11,75#1,01 16,28+1,81 2,85+0,65 2,51#0,47  2,58+0,69
(n=19) (n=6) (n=6)
Ottobre-Novembre 12,64+1,62 11,21+#1,39 16,21+0,94 4,38+0,40"™ 3,51+0,75  3,02+0,81
(n=6) (n=11) (n=7)
PM
Aprile-Maggio 13,13+1,25 11,59+1,66 16,84+1,58 2,71+0,50  3,32+0,85  2,21+0,57
(n=18) (n=8) (n=11)
Ottobre-Novembre 14,33+1,86 10,46+1,78 17,28+1,06 4,36+1,05°  3,80+0,83 3,47+0,65%
(n=8) (n=5) (n=20)

F: femmine; SsneakersM: maschi territoriali; PC:Porto Canale; VB: \&allli Brenta; PM: Porto

Marghera
aaa,bb ,ccc,dC_'dp< 0,001
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Attivita di EROD

| valori di attivita di EROD dopo trasformazione i©G (Fig. 5.6), sono stati
analizzati statisticamente per valutare dunquefeffef dei fattori sito, stagione,

categoria e delle possibili interazioni sull'attavidi EROD.

F M §
2 . 2 2
1 o [T H % ! . ! - Lot E
PO ta T
o] v us o . 0 E
OB - = h <
= . . N 1| e . “ m
g1 . T4 - . 2
[=5
E’ PC VB P PC VB P N PC VB P
o £
o E
wyg
g
a
Q
= 2 s 2 2 »
L] n
- v i3 c
1 _‘$‘_". B 1 _-!_E _ﬁi: 1 . ﬁt;— =
w = v s =

T T T T T T T T T
RC VB FM RC VB EM RC VB EM

Figura 5.6. Scatter plot dei risultati dell'attivita di EROCLPG(pmol/min/mg prot); mediES| ottenuti

da campioni di sneakers (S), maschi (M) e femnt)edccolti dai siti di Porto Canale (PC), Valle di
Brenta (VB) e Porto Marghera (PM) in primavera agtanno.

E’ stato ottenuto un effetto principale signifisatiper il fattore categoria, F=
55,3, p<0,001. In particolare, i valori di attivita di ERID(mediatES) nelle femmine
[0,76+0,07 LOG(pmol/min/mg prot)] e nei maschi [¢D,11 LOG(pmol/min/mg
prot)] erano significativamente piu elevati rispetiagli sneakers [-0,02+0,11
LOG(pmol/min/mg prot);p<0,001]. Un effetto principale significativo e statttenuto
anche per il fattore sito, F=65,p<0,001. | valori di attivita (mediatES) in Porto
Marghera [0,99+0,09 LOG(pmol/min/mg prot)] erangrsficativamente piu elevati
rispetto a Porto Canale [0,08+0,09 LOG(pmol/minjongt); p<0,001] e Valle di Brenta
[0,58+0,08 LOG(pmol/min/mg protp<0,01] e Valle di Brenta significativamente piu

elevati rispetto a Porto Canalg<Q,001). Anche per il fattore stagione si € ottenut
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effetto principale significativo, F=148,9<0,001. | valori di attivita di EROD
(mediatES) in autunno [0,92+0,06 LOG(pmol/min/m@tpr erano significativamente
piu elevati di quelli ottenuti in primavera [0,2388 LOG(pmol/min/mg prot)].

Infine, le interazioni categoria*sito e categori@yone sono risultate
significative (F=3,9,p<0,01 ed F=5,4p<0,01, rispettivamente). Tali interazioni sono
state rappresentate graficamente (Figg. 5.7 e bB&jig. 5.7, il plot indica che il trend
di valori di attivita di EROD era PM>VB>PC; nel gnoo delle femmine si evidenzia
perd una maggior differenza in termini di valotinata di EROD tra Porto Marghera e
Valle di Brenta e minore tra Valle di Brenta e Bo@tanale rispetto ai maschi. In Fig.
5.8 il plot evidenzia come in autunno i valori diidta di EROD fossero piu elevati
rispetto alla primavera; l'entita dell’effetto dellstagione autunno nel gruppo di

femmine pero era inferiore rispetto ai maschi.

Medie marginali stimate
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Figura 5.7. Grafico delle medie marginali stimate di attivith EROD [LOG(pmol/min/mg prot)] per
I'interazione categoria*sito. Effetto del sito neltiverse categorie. PM: Porto Marghera, VB: Vallie

Brenta, PC: Porto Canale, F: femmine, S: sneakirsmaschi.
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Medie marginali stimate
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Figura 5.8. Grafici delle medie stimate marginali di attivith EROD [LOG(pmol/min/mg prot)] per le
interazioni sito*stagione. Effetto della stagionelle tre diverse categorie. PM: Porto Marghera, :VB

Valle di Brenta, PC: Porto Canale,F: femmine, Seakers, M: maschi.

L’interpretazione dei plot e stata poi verificatancla statistica inferenziale,
considerando gli effetti semplici principali.

In particolare sono stati confrontati i tre sitirpgascuna categoria di animali
considerata (femmine, maschseeakers | valori di attivita di EROD nelle femmine
(mediatES) erano significativamente piu elevati Borto Marghera [1,34+0,09
LOG(pmol/min/mg prot)] rispetto Rorto Canale [0,53£0,08 LOG(pmol/min/mg prot);
p<0,001] e Valle di Brenta [0,77£0,10 LOG(pmol/mimgnprot); p<0,001]; nessuna
differenza statisticamente significativa € statalenziata in Valle di Brentas Porto
Canale. | valori di attivita di EROD dei maschi (@eetES) in Porto Marghera
[0,96£0,08 LOG(pmol/min/mg prot)] e Valle di Brenfa83+0,12 LOG(pmol/min/mg
prot)] erano significativamente piu elevati rispeta Porto Canale [-0,19+0,13
LOG(pmol/min/mg prot); p<0,001 <0,01, rispettivamente); nessuna differenza
statisticamente significativa e stata evidenziat®orto Margheras Valle di Brenta.
Nessuna differenza statisticamente significatisiada evidenziata nei valori di attivita
degli sneakers(mediazES) tra Porto Marghera [0,31+£0,13 LOG(pma¥/mg prot)],
Valle di Brenta [0,21+0,11 LOG(pmol/min/mg prot)] Rorto Canale [-0,54+0,10
LOG(pmol/min/mg prot].

E’ stato poi confrontato I'effetto delle due diverstagioni (primavera ed

autunno) per ciascuna categoria di animali conatderf~Femmine, maschi sheakers
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evidenziavano valori di attivita di EROD (mediatESgnificativamente piu elevati in
autunno [1,16+0,09, 1,00+ 0,09, 0,52+ 0,09 LOG(pmal/mg prot), rispettivamente]
rispetto alla primavera [0,59+0,06, 0,07%£0,09, 533,09 LOG(pmol/min/mg prot),
rispettivamentep<0,001].

5.3 Discussione

L'utilizzo dell'attivita di EROD come biomarcatorambientale era gia stata
suggerita da Burke e Mayer (1974), che utilizzarbetmssiresorufina come substrato
modello della reazione di O—dealchilazione, conrasomi epatici di ratto, in un saggio
fluorimetrico.

In seguito, I'obiettivo principale dei numerosi diuriguardanti I'attivita di
EROD e stato la valutazione degli effetti di conitaemione da inquinanti specifici in
organismi target nell’lambiente marino (Galgaial, 1991; Holdwayet al, 1994;
Addison e Edwards, 1998), in quanto fornisce undadione relativamente rapida
dell’'uptakedi composti tossici planari da parte dei pesci.

L’induzione di CYP1A (valutata tramite I'attivitai EROD) non € una risposta
di tossicitaper sema indica la potenzialita di ligandi del recettpex gli arili (AhR) di
indurre modificazioni biochimiche. La generazioneirdermedi reattivi degli IPA da
parte di CYP1A determina la formazione di addottiDINA che possono essere
carcinogeni (Whytet al, 2000)

Molti studi hanno inoltre sottolineato la mancadzaonoscenza sulla variabilita
naturale di questa attivita enzimatica (Galganagne, 1991). Piu recentemente é stato
dimostrato che fattori quali la stagionalita (Eggehal, 1995), la stadio di maturazione
sessuale negli individui di sesso femminile (Butget al, 1994) e la crescita
influenzano fortemente I'attivita di EROD.

In questo studio €& stato utilizzato come organismodello Zosterisessor
ophiocephalusn quanto specie residente bentonica che viveradtstcontatto con i
sedimenti (Franceet al, 2002). E’ quindi verosimile che variazioni nettigita di
EROD possano riflettere il grado di contaminaziale sedimenti nelle diverse aree
della Laguna di Venezia. Le tre aree sono statkesicequanto studi precedenti hanno

identificato un significativo livello di contaminene a Porto Marghera, e al contrario
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una ridotta presenza di contaminanti nei sedinginguperficie di Valle di Brenta e in
particolare di Porto Canale (Marcometial, 1999; Bernstaiet al, 2002).

Per quanto riguarda il LSI, questo parametro sebiks cambiamenti transitori
che sono in gran parte dovuti alle variazioni deltenuto epatico di glicogeno e lipidi,
e quindi parzialmente anche a variazioni nell’almazione. Un incremento del valore
di LSI puo anche riflettere un effetto dell’espdsie a contaminanti. E’ noto infatti che
esposizioni a contaminanti organici per lunghi parideterminano un aumento nel
valore di LSI dovuto a iperplasia e/o ipertrofizausa di un aumento dello sforzo di
detossificazione da parte del fegato (P@&tlal, 1980; Fletcheet al, 1982; Oikari e
Nakari, 1982; Sloofet al, 1983; Vignieret al, 1992; Everaartet al, 1993). Un
abbassamento del valore di LSl in pesci espostioataminanti ambientali puo
verificarsi solamente se I'esposizione e breve oige scarsa disponibilita di cibo. E’
chiaro dunque che il LSI &€ un parametro fisiologiom specifico, influenzato oltre che
dall’esposizione a contaminanti anche dallo statizionale e di sviluppo del pesce.
Per quanto riguarda i risultati ottenuti in termidi LSI %, €& evidente il trend
allaumento da aprile-maggio a ottobre-novembreuiti e tre i siti e le tipologie ma
statisticamente significativo nelle femmine diitustiti e nei maschi territoriali di Porto
Marghera §p<0,001). Emerge dunque un effetto legato alla stegiocn autunno infatti,
la massa epatica € mediamente maggiore rispettt@yione primaverile, soprattutto
nelle femmine e in misura minore nei maschi ad@uesto riflette probabilmente
I'interessamento delle femmine e dei maschi adtia riproduzione. Nella stagione
riproduttiva (primavera) infatti, le femmine sonocapate nella deposizione delle uova
e il conseguente stress metabolico puo riflettersuna riduzione del peso epatico,
accentuato presumibilmente anche da una diminditaeatazione. Probabilmente,
questo accade, seppure in misura minore, ancheamsahi adulti che in primavera sono
impegnati nella difesa delle uova, compito che siendmente costituisce una fonte di
stress.

Per quanto riguarda i risultati di attivita di ERQOIDAdjusted R square,703)
del modello statistico fattoriale sembrerebbe iaticche una parte considerevole della
varianza osservata nell’attivita di EROD venivaegpita con le variabili considerate e le
interazioni tra esse (in accordo con Cohen, 1988 palori di R squaredsmalk0.10;
mediunx0,36;large =0,51).

|l fattore categoria € risultato significativo (n€01) con un valore di Eta/Partial

Eta squared0,629), indicatore della proporzione di varianzauta a differenze tra le
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medie dei gruppi, che sembrerebbe evidenziare tettefconsiderevole di questa
variabile sull'attivitd di EROD, in accordo con Goh (1988; Eta:smalk0,1;
mediunx0,24;large=0,31). In particolare, differenze significativenscstate evidenziate
in maschi e femmines sneakergp<0,001) ma non in maschsfemmine. Inoltre, sia il
sito che la stagione hanno evidenziato signifidg@tigtatistica [§<0,001), suggerendo
che i siti e le stagioni rispettivamente differigaim termini di attivita di EROD. Anche
in questo caso i valori di Eta (0,659 e 0,685,ai8pamente) sembrerebbero indicare un
effetto consistente di queste variabili sull'at@&/enzimatica. Per quanto riguarda il sito,
nellarea di Porto Marghera i valori di attivitA dEROD ottenuti erano
significativamente piu elevati rispetto a Valle Brenta <0,01) e Porto Canale
(p<0,001) e Valle di Brenta rispetto a Porto Canap0(001). Tali risultati
sembrerebbero essere in accordo con i dati di €spree genica di CYP1A (PMsPC

e VB vs PC, p<0,001; Lopparelliet al, dati personali) e con i dati disponibili relativi
alla concentrazione di POP nei sedimenti della bagdi Venezia, i quali indicavano
una contaminazione maggiore nell’area circostaritaeghera, intermedia nei pressi di
Valle di Brenta e ridotta nel territorio contigubsito di Porto Canale (Guerzoei al.,
2004).

Per quanto riguarda la stagione, sono state velutgentuali fluttuazioni
stagionali nell’attivita di EROD; é stato dunquensmlerato un periodo all'interno della
stagione riproduttiva (aprile-maggio) e uno al dor della stagione riproduttiva
(ottobre-novembre). In autunno, i valori di attvitdi EROD ottenuti erano
statisticamente piu elevati rispetto alla primavdra variazioni stagionali osservate
confermavano i dati di letteratura per questa sp@destoet al, 2007). Tali differenze
potrebbero essere dovute al fatto che i livellattivita di EROD e di espressione di
CYP1A sono inducibili da basse temperature deltpiae influenzati da stato ormonale
e maturita sessuale del pesce (Whsttaal, 2000; Galganet al, 1992). Inoltre, altre
possibili spiegazioni potrebbero essere una vditatstagionale nel metabolismo dei
contaminanti oppure delle variazioni nel contenlypadico dei tessuti e quindi nella
concentrazione epatica di contaminanti come suggéa Hyllandet al. (1998).

E’ chiaro comunque che gli effetti principali dewom®ssere interpretati con
cautela in quanto sono risultate statisticamermpeifstative le interazioni categoria*sito
e categoria*stagione con valori di Eta pari a 0,289,245 rispettivamente, che

sembrerebbero suggerire un effetto di moderatdaestilla variabilita di EROD. Cio
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indicava dunque che gli effetti categoria-sito gegaria-stagione non erano additivi ma
c’era una relazione di dipendenza tra i fattogidscuna interazione.

Considerando lo scopo dell’'esperimento, e statatatd il possibile effetto
differenziale del fattore sito a seconda dellagati@ di animali considerata (femmine,
maschi esneakerk e le differenze piu significative sono state oisitate per il sito
Valle di Brenta in femmin@s maschi.Contrariamente a quanto osservato per i maschi
infatti, le femmine del sito di Valle di Brenta ngossedevano valori di attivita di
EROD significativamente piu elevati rispetto a BorCanale [§<0,001) ma
statisticamente inferiori rispetto a Porto Margh@<0,01). Questo risultato potrebbe
essere dovuto a fattori estrinseci propri del ditvalle di Brenta ed aventi azione solo
sul gruppo delle femmine (es. caratteristiche dkflientazione) oppure piu
probabilmente al campione analizzato, che potrefie essere rappresentativo della
popolazione; nel sito di Valle di Brenta infattgpsattutto nella stagione autunnale, ci
sono stati dei problemi nel campionamento dellenfiéam. Comunque, come emerge
anche dalprofile plot in Fig. 5.7 per tutte e tre le categorie il tredidinduzione
PM>VB>PC e conservato. ldealmente, sarebbe statiendvile avere diverse repliche
per ciascun sito (almeno 3) per poter valutare gairettamente gli effetti dei
contaminanti ambientali ed escludere il ruolo didia che possono essere propri del
singolo sito scelto. Lo scopo del presente lavammunque era quello di valutare il
livello di inquinamento di tre specifiche aree: ®okarghera, Porto Canale e Valle di
Brenta; inoltre, un campionamento di piu siti canstesso livello di inquinamento
avrebbe comportato dei costi eccessivi.

Per quanto riguarda [leffetto dell'interazione gpiBa*stagione, e stato
verificato se esistesse un effetto differenzialefatore stagione in femmine, maschi e
sneakersin effetti, anche se l'interazione era risultatgngicativa, nei relativiprofile
plot delle medie marginali stimate le linee non si iséeavano o0 si muovevano in
direzioni diverse ed inoltre il livello di signifativita ottenuto nel confronto primavera
vs autunno era il medesimo per tutte e tre le categ@k0001). | risultati ottenuti
hanno confermato che l'effetto dell'interazione eggiria*stagione sembrerebbe non
essere considerevole; si potrebbe dunque interpreszlusivamente I'effetto principale
e concludere che la stagione autunno era caraésizia valori di attivita di EROD
significativamente piu elevati rispetto alla priresa per tutte e tre le categorie.

E’ interessante notare che [linterazione sito*siagi non € risultata

significativa; I'effetto del sito dunque non dipendalla stagione e quindi il periodo
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riproduttivo (primavera) non sembrerebbe influeezé&ntita dell'induzione di EROD,
contrariamente a quanto evidenziato da Nes#d. (2007).

Si puo dunque affermare I'utilita di EROD come bancatore di esposizione a
contaminanti quali PCB e composti correlati. Insltai presenti risultati I'effetto degli
inquinanti ambientali & stato evidenziato anchdirsgakerdmaschi < 1 anno di eta),
anche se le differenze non erano statisticamegtefisative. L'induzione di EROD é
infatti una risposta biochimica che é rapidamertteveda da livelli molto bassi di
contaminanti nellambiente o da brevi esposizioMalavasi et al, 2002); di
conseguenza linduzione di EROD iZosterisessor ophiocephalupud essere
considerata un biomarcatore in grado di rilevarehancambiamenti biologici precoci

causati dall'inquinamento nella Laguna di Venezia.

5.4 Conclusioni

Il presente studio si € proposto di valutare il giloige impiego diZosterisessor
ophiocephalusuna specie bentonica e stanziale, come bioiratieadi esposizione a
contaminanti ambientali nella laguna di Veneziai & groposto di individuare un
eventuale biomarcatore di esposizione, rispostat@gsicita. Dai risultati ottenuti,
I'attivita di EROD e da considerarsi un buon bioozore anche se, considerando la
natura multifattoriale della risposta dell’individué necessario I'utilizzo congiunto di
piu biomarcatori significativi per effettuare unalwtazione corretta degli effetti
dellinquinamento nell’ecosistema acquatico. L’asiastatistica dei risultati di EROD
riportati nella presente tesi € dunque preliminarsi proponeva unicamente di far
emergere eventuali differenze in termini di induacconsiderando la popolazione nel
suo insieme oppure suoi singoli gruppi e/o divestagioni (riproduttiva e non). Il
progettoin toto comprende la valutazione anche di altri biomarcatoesposizione a
contaminanti ambientali quali ad esempio I'espEssigenica di CYP1A o di AhR e
'analisi dei residui di metalli, PCB ed IPA neistaiti degli stessi campioni. Di
conseguenza, l'analisi statistica che presumibitmererra applicata € I'analisi delle
componenti principali (PCA, analisi multivariatauisdati medi stagionali dei
biomarcatori considerati e delle concentrazioniresidui (analogamente a quanto
riportato da Nestet al, 2007).

133






CAPITOLO 6

Messa a punto di metodhigh-throughputin
luminescenza per la valutazione dell’attivita di CYP3A

e di CYP2C nel fegato di cavallo
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6.0 Introduzione

E’ ben noto che il citocromo P450 catalizza la maggarte delle reazioni di
ossidazione di xenobiotici e che la maggior partqueste reazioni avviene nel fegato.
Inoltre, la biodisponibilita e laclearancedi un farmaco sono spesso determinate
dall’attivita CYP- dipendente.

Molte interazioni tra farmaci possono alterare taffivita, ad esempio un
farmaco che inibisce un citocromo P450 che metabalun altro farmaco sommistrato
contemporaneamente pud determinare un rallentandaita clearancedel secondo
farmaco e quindi un accumulo potenzialmente tossico

In particolare, la sottofamiglia CYP3A nelluomorésponsabile di circa meta
delle ossidazioni di xenobiotici citocromo P450etpenti (Wilkinsonet al, 2004).

L’ isoenzima piu importante € CYP3A4 e l'ortologd navallo € CYP3A89 che mostra
un” identita dell’82% nella sequenza aminoacidica.

CYP2C9 nelluomo e una delle isoforme maggiormgmtesenti nel fegato e
metabolizza piu di 100 farmaci, tra cui tolbutamide&lofenac, celecoxib, torasemide,
fenitoina e warfarin. Inoltre molti composti natli a base di erbe sono metabolizzati
da CYP2C9, probabilmente determinando la formazidinmetaboliti tossici. Infine,
CYP2C9 e importante anche nel metabolismo di commglogeni come steroidi,
retinoidi e acido arachidonico (Zhaa al, 2009). L ortologo di CYP2C9 nel cavallo e
CYP2C92 che mostra un’identita aminoacidica padrBalo.

Per quanto riguarda il cavallo, poco si conosceaido le interazioni tra farmaci
o tra farmaci e principi attivi contenuti nelle erdn accordo con leeviewdi Williams
e Lamprecht (2008), vi € un aumento di supplemariase di erbe nel mercato degli
alimenti per cavalli. Questi composti possono esserbstrati per le attivita CYP-
dipendenti e interferire con farmaci co-somministoppure determinare la formazione
di metaboliti tossici (Tab. 6.1).
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Tab. 6.1.Esempi di principi attivi contenuti in supplemeatbase di erbe che possono inibire o indurre
CYP3A e CYP2C.

Principio attivo CYP3A References
Erba
Alcamidi inibitore - Hellum e Nilsen, 2007
Echinacea
Bergamottina inibitore inibitore Zhou et al., 2004

Fagioli/trifoglio/carota

Gingerolo induttore - Brandin et al., 2007
Ginger

Ginsenosidi inibitore inibitore Hao et al., 2008
Ginseng

Glabridina inibitore inibitore Zhou et al., 2004
Radice liquirizia

Quercetina inibitore inibitore Zhou et al., 2004
Aglio

Silimarina inibitore inibitore Doehmer et al., 2008

Latte cardo/erba prat

Per quanto riguarda i farmaci, quelli piu frequemdate utilizzati nei cavalli

sono antibiotici, anti-inflammatori e anti-paraasit{Tab. 6.2; Tydén, tesi dottorato).

Tab. 6.2.Esempi di farmaci utilizzati per la terapia neivedli che possono essere substrati, induttori o
inibitori di CYP3A.

Drug CYP3A CYP2C References
Desametazone induttore induttore  Pascussi et al., 2000a; Zhou et al., 2009
Fenbendazolo inibitore - Baliharova et al., 2004
Ivermectina substrato - Zeng et al., 1998
Ketamina substrato substrato Hijazi, 2002; Capponi et al., 2009
Lidocaina substrato - Aiba et al., 2003
Moxidectina substrato - Dupuy et al., 2001
Meloxicam induttore - Chesne et al., 1998
Fenilbutazone induttore - Ogg et al., 1999
Praziquantel substrato - Li et al., 2003
Metadone substrato substrato Capponi et al., 2009
Diclofenac - inibitore Capponi et al., 2009
Ibuprofene - substrato Capponi et al., 2009
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E’ chiaro che in questo contesto, ma non soloed¢adlogia ideale deve essere
rapida, robusta e facilmente automatizzabile. gsag luminescenza, che combinano
l'attivita CYP-dipendente alla luminescenza delieciferina (L) in una tecnologia
chiamata P450-Glo TM (Promega), possono costituirapproccio che risponde a tutte
gueste esigenze per applicazionvitro. Tali saggi sono stati messi a punto nelluomo
per CYP1Al, 1A2, 1B1, 2C8, 2C9, 2C19, 2D6, 3A4 €/ 3Ailizzando dei substrati L-
derivati.

Le possibili applicazioni di questa tecnologia agiano lo screening di farmaci
0 nuove entita chimiche che possono avere un efii@tbitorio o induttivo sulle attivita
citocromo P450-dipendenti o semplicemente la valate dell'attivita basale in
frazioni microsomiali di diversi tessuti.

Questi metodi infatti possono ovviare ai limiti dumero di campioni e di
rapidita delle analisi in HPLC e all'interferenza plarte di analiti fluorescenti che si
riscontra nei saggi fluorimetrici; inoltre, sono heosensibili e quindi permettono una
stima accurata dei parametri di cinetica enzimgti€2D [D,1 nM).

In questo lavoro, sono state messe a punto le ziondiper valutare le attivita
CYP3A- e CYP2C- dipendenti in microsomi epaticiadivallo ed inoltre sono stati
determinati i parametri di cinetica enzimatica patrambe le attivita. Infine, e stata
verificata la specificita dei substrati scelti, ifecina-IPA (L-IPA) e Luciferina—H (L-
H), utilizzando inibitori specifici di CYP3A e CYR2

Lo scopo e quello di poter applicare questa teqialm studi di metabolismo e
di interazioni tra farmaci non solo nel cavallo, areche come prospettiva futura in altre

specie di interesse veterinario.
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6.1 Materiali e metodi

Reagenti e composti chimici

La Luciferina-D (L-D), il sistema rigenerante NADPH kit P50-Glo CYP3A4 e
CYP2C9 e le piastre opache in polistirene a fon@itg sono stati acquistati dalla
Promega (Madison, WI, USA). Chetoconazolo (KTZudagenazolo (SFZ) sono stati
acquistati dalla Sigma-Aldrich (Milano, Italia). ffugli altri reagenti sono stati
acquistati dalla Sigma-Aldrich o dalla MallinckreBaker (Milano, Italia)

Preparazione dei microsomi epatici

| microsomi sono stati preparati dal fegato di dav@=6, trotter di razza
standard svedese, maschi castrati, 16-20 anniaji aame descritto per il bovino
(capitolo 2), con l'aggiunta di una terza fase @httifugazione a 105000 g per 45 min,
in quanto i fegati non erano stati perfusi al miacel

Gli animali provenivano da allevamenti autorizzatl erano stati allevati in
condizioni sperimentali controllate per assicurtaiesenza di trattamenti terapeutici o
illeciti prima della macellazione.

La concentrazione proteica € stata determinatdl coatodo BCA (Micro BCA
“Protein Assay kit THERMO Scientific, Celbio, Milano, Italia).

Descrizione del saggio

| saggi in luminescenza per citocromo P450 accaoppifi attivita enzimatica citocromo
P450-dipendente alla capacita di generare luceal&HD. La luciferasi utilizza ATP e L-D per
produrre luce in presenza di ossigeno e’fMd substrati luminogenici sono derivati della L-D
ma non sono attivi con la luciferasi. In presenza ditocromo P450, il derivato viene
convertito nel prodotto L-D; in seguito, un reagenthe contiene luciferasi e ATP, viene
aggiunto per fermare la reazione citocromo P450edigente (contiene un detergente) e
iniziare la reazione della luciferasi che generaawuquantita di luce direttamente proporzionale
alla quantita di L prodotta dall’isoforma di citoemo P450 nella prima fase. In particolare,

CYP3A4 effettua un reazione di O-dealchilazioneY®2C9 una reazione di idrossilazione
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aromatica inposizione R1 che introducono un gruppo idrossilggnerando L-D e quindi

attivando la reazione della luciferasi (Fig.6.1).

Citocromo
P450 . )
L-R L-D luciferasi
(inattiva) < (attiva)
R

Fig. 6.1.Conversione del substrato-Glo da parte del citranooP450.

Per quanto riguarda il CYP3A4 sono disponibili disiesubstrati L-derivati; € stato scelto
L-IPA in quanto é risultato il pit sensibile e déle con le isoforme ricombinanti umane; per

CYP2C9 era invece disponibile un unico substratio-H.

In breve:

STANDARD DI CALIBRAZIONE:

e In ciascun pozzetto di micropiastra vengono agg@i@gt5 ul di standard di
calibrazione L-D 0-2 uM finale (std O uM si aggieng 12,5 ul di acqua)

e Aggiunti 12,5 pl di mix di incubazione di controlimntenente 30 pg BSA, L-
IPA 20 uM o L-H 200 uM e 100 mM KPO

CAMPIONI:

e In ciascun pozzetto di micropiastra vengono ag@id5 ul di acqua, di
solvente (controllo), oppure di inibitore: KTZ 0,0Q uM finale, in metanolo (5
livelli di concentrazione, 6 replicati); SFZ 5-16M finale, in metanolo (6
livelli di concentrazione, 6 replicati).

e Aggiunti 12,5 pl di mix di incubazione contenen®80 g microsomi epatici
di cavallo, L-IPA (1-40 uM finale, in DMSO; 6 livieldi concentrazione, 6
replicati) o L-H (10-600 uM finale, in acqua; 7 éii di concentrazione, 6
replicati) e 100 mM KPQ®
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* Pre-incubazione 10 min.

* Aggiunti 25 pl di sistema rigenerante NADPH.

* Incubazione 0-40 min per L-IPA; 0-60 min per L-H.

e Aggiunti 50 pl deldetection reagent

* Incubazione a temperatura ambiente per 20 min, satgpo di stabilizzare il
segnale di luminescenza.

e Lettura al luminometro (1420 Victor Multilabel Caen, Wallac, PerkinElmer,
Waltham, MA. USA)

Ai valori di Unita di Luminescenza Relative (RLU)tdtti i pozzetti viene sottratto
il valore dello standard O uM. | risultati otteniri termini di Unita di Luminescenza
Relative (RLU), sono stati interpolati in una retla standard di calibrazione per
ottenere i valori in termini di concentrazione pNe@oi sono stati divisi per i minuti di
incubazione e per la concentrazione di proteinasgaessi dunque come nmol/min/mg

prot.

Analisi dei dati

Le curve standard e di calibrazione sono stateolzt utilizzando un’analisi di
regressione lineare con il metodo dei minimi quAdrpaendenze, intercette e
coefficienti di regressione linearir’j sono stati determinati per ciascuna curva
(Microsoft Excel, 2000). La valutazione dei parameli cinetica enzimatica e di
inibizione e stata effettuata utilizzando GraphPadm, version 4.02 (San Diego, CA,
USA). K € Vimax SONo stati calcolati utilizzando I'equazione djmessione non lineare
di Michaelis—Menten. | valori di 165 sono stati calcolati utilizzando I'equazione di
regressione non lineare Dose-Risposta log (inigjtes risposta. Per descrivere la
cinetica enzimatica come mono- o bi-fasica (ovv&Faino o piu enzimi partecipavano
alla reazione), e stato adottato il plot di Eadiefdtee. Il runs test é stato effettuato per

valutare le deviazioni dalla linearita.

142



6.2 Risultati

Messa a punto delle condizioni di incubazione

| risultati relativi allo studio in funzione dellaroteina e del tempo di incubazione
sono riportati nelle Figg6.2-6.3. La linearita € mantenuta fino a 40 pg ditgna
microsomiale epatica di cavallg$0,992; Fig. 6.2a) e fino a 20 minuti di incubazon
(r’=0,998; Fig. 6.3a) per il saggio L-IPA e fino a4@ di proteina ¢0,995; Fig. 6.2b)
e fino a 60 min per L-H +0,999; Fig. 6.3b).

250000 +
200000
150000
100000
50000

0

-50000 . . . . |
0] 20 40 60 80 100

50000 -+
40000 -
30000 -
20000 -

10000 -

-10000 . . . . |
0] 20 40 60 80 100

b)

Fig.6.2 Studio in funzione della concentrazione di protdiciascun punto € la media di 3 replicati). a) L-
IPA 25 uM, 30 min, 0-80 ug proteina; b) L-H 400 3@, min, 0-80 ug proteina.
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Fig.6.3 Studio in funzione del tempo di incubazione (ciagmunto € la media di 3 replicati). a) L-IPA 25
UM, 30 pg proteina, 0-40 min; b) L-H 300 uM, 30prgteina min, 0-60 min.

Cinetica enzimatica

Utilizzando microsomi epatici di cavallo e un tipicapproccio di cinetica
enzimatica, sono state determinate le costantingitica enzimatica K e Vmax | valori
ottenuti per il saggio con la L-IPA e con la L-Hddia£ES) sono risultati pari a 14,5 +
7,3e175,9 £ 16,2M per la K, e 0,019 = 0,004 e 0,025 + 0,001 nmol/min/mg pr&ei
per la \inax rispettivamente (Figura 6.4a e b). Il plot di EEaHofstee ha evidenziato
come queste attivita enzimatica sembrerebbero eesseatterizzate da un andamento
mono-fasico 1 =0,91 edr? = 0,96, per L-IPA e L-H rispettivamente; Fig. 6.8ab)
suggerendo un solo enzima o enzimi con valori gi $fmili sono coinvolti nelle
reazioni enzimatiche. Inoltre, il runs test ha eonfato la bonta ddit (p=0,4 e p=0,2,

per L-IPA e L-H rispettivamente).
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Fig.6.4.a) Michaelis-Menten plot per il saggio con la L-IPA 0,99); b) Michaelis-Menten plot per il
saggio con la L-H @= 0,99).
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Fig.6.5. a) Eadie-Hofstee plot per il saggio con la L-IPA;Eadie-Hofstee plot per il saggio con la L-H
(r*=0,99).

Inibizione chimica

| risultati dell'inibizione chimica effettuati com KTZ, inibitore di CYP3A, hanno
evidenziato un’inibizione confermata da un valord@}, pari a 0,035uM (Fig. 6.6)
mentre il SFZ, inibitore di CYP2C, ha evidenziato valore di IGo pari a 47,2uM
(Fig. 6.7).
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Fig.6.6. Inibizione conKTZ (i valori sono espressi come percentuali déik@a di controllo costituita
dal solo solvente)
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Fig.6.7. Inibizione conSFZ (i valori sono espressi come percentuali daiaa di controllo costituita
dal solo solvente)
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6.3 Discussione

In questo lavoro, sono state messe a punto le zondiper la valutazione
dell’attivita di CYP3A e di CYP2C nel fegato di @0 utilizzando dei saggi in
luminescenza basati sulla tecnologia Glo™.

In medicina veterinaria, questi saggi in luminegeesono stati utilizzati con
successo da Cappogii al. (2009) allo scopo di valutare le isoforme di citono P450
coinvolte nel metabolismo di R- ed S-ketamina evadutare le interazioni metaboliche
di altri analgesici con la ketamina, in cavallo &ne. Sono state pero applicate le
condizioni di incubazione derivate da quelle messepunto con le isoforme
ricombinanti di uomo senza effettuare alcuno stutiioinetica enzimatica. Inoltre, per
guanto riguarda CYP3A, e stato scelto come sulbstsal-BE che cross-reagisce con
CYP3A5, CYP3A7 e CYP4F12 ed é stato dimostrato leheeazioni catalizzate da
CYP3A4 con L-BE sono inibite in maniera sostanzidé# DMSO che deve essere
eliminato dalle reazioni o0 mantenutd®,1 %.

Nel presente studio, € stato utilizzato come safwstper la valutazione
dell'attivita CYP3A-dipendente la L-IPA che e camesiato il substrato piu sensibile e
selettivo nelluomo e inoltre sono stati determinagr la prima volta nel cavallo i
parametri di cinetica enzimaticanke Vmax per attivita CYP3A- e CYP2C-dipendenti.
Per quanto riguarda laK i valori ottenuti erano pari a 14,5 uM e 175,9 per
CYP3A e CYP2C rispettivamente e se confrontati icealori ottenuti con le isoforme
ricombinanti umane (3 uM, CYP3A4; 100 uM,CYP2C9mbeerebbero suggerire
un’affinita inferiore di entrambi gli enzimi pesubstrati L-derivati nel fegato di cavallo
(anche se e difficile poter effettuare un confromaoguanto non sono state utilizzate
isoforme ricombinanti di cavallo).

Come controllo sono state condotte delle incubazzon microsomi epatici di
uomo e l'attivita e risultata 3-4 volte piu altar gmtrambe le isoformaléta not shown
rispetto ai risultati ottenuti con microsomi epatccavallo. Questi dati sembrerebbero
essere in disaccordo con quelli ottenuti da Chaetred. (1997) che hanno riscontrato
un’attivita di tolbutamide metil-idrossilasm@arker CYP2C) simile in uomo e cavallo
(0,04 e 0,068 nmol/min/mg prot, rispettivamentegnine per quanto riguarda l'attivita
di testosterone [Bidrossilasi (narker CYP3A) il trend uomo > cavallo € mantenuto

(1,69 vs 0,230 nmol/min/mg prot).
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E’ necessario comunque sottolineare che SFZ 100 (Mitore CYP2C9,
nel’'uomo) ha evidenziato un’inibizione dell’attigi di TMH del 40 %, mentre nel
presente studio, a parita di concentrazione di $F&ata evidenziata un’inibizione >
60%. Il substrato utilizzato in questi saggi in lnescenza sembrerebbe dunque essere
piu specifico della tolbutamide commarker dell’attivita di CYP2C nel fegato di
cavallo. Una stessa concentrazione di SFZ (100 gMtata utilizzata anche con
microsomi epatici di uomo e ha evidenziato un’inibhe pressoché totale dell'attivita
di conversione della L-H in L-Ddéata not shown Tale inibitore infatti nell'uomo e
selettivo per CYP2C9 con valori di 4€in unrangetra 0,2 e 1,3 uM. Nel presente
studio invece, il valore di I§g ottenuto era pari a 47,2 uM. E’ chiaro dunque chale
inibitore non e selettivo nei confronti dell’ort@o di cavallo oppure altri isoenzimi
della sottofamiglia CYP2C partecipano a tale reaziohe non risulta quindi specifica
nei confronti di CYP2C92.

Per quanto riguarda CYP3A, i risultati ottenuti corKTZ (1 pM) hanno
evidenziato un’inibizione > 90% con microsomi epiatli uomo e di cavallodata not
shown. Il valore di I1G ottenuto pari a 0,035 puM (nell’'uomordangeé 0,008-0,17 uM)
sembrerebbe confermare dunque che il substrattmstelPA, e specifico per CYP3A.

Per quanto riguarda le caratteristiche di quegigisin luminescenza, € stata
dimostrata la relazione diretta tra l'intensitaldte e la produzione di metabolita da
parte delle isoforme di citocromo P450 confrontahdoemento tempo-dipendente della
concentrazione di L-D misurata tramite HPLC e metad luminescenza ed é stata
evidenziata una buona correlazione. Inoltre, ilndwer della L-D da parte della
luciferasi e sufficientemente lento e la luciferssificientemente stabile che la velocita
di reazione e lintensita di segnale non cambiagaificativamente durante il tempo
richiesto per effettuare il saggio (Catial, 2006).

Per quanto riguarda la sensibilita del saggio,dermata dai valori di limite di
rilevazione ottenuti pari a 0,2 e 0,11 nM per L-HLdPA, rispettivamente. Un
confronto tra saggi fluorimetrici e in luminescenzer alcune isoforme di citocromo
P450 ha evidenziato la maggior sensibilita di quealsimi (circa 100 volte superiore;
Cali et al, 2006). Inoltre, non vi e la possibilita di sovagizione delle lunghezze
d’'onda di eccitazione e di emissione che si pudfivare in fluorescenza tra analiti,
NADPH e substrati. In luminescenza infatti, la aogh che emette luce, ossi-luciferina,

viene generata enzimaticamente dalla luciferasi.
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Inoltre é stato calcolato il rapporto segnale-rueramalizzando con le condizioni
messe a punto con microsomi epatici di 6 cavalli edlori medi ottenuti (172610s
350 RLU per CYP3A e 36798s 281 RLU per CYP2C) sono in linea con quello che
viene definito “buon segnale”, parad400 per CYP3A & 120 per CYP2C.

Data la sensibilita di questi saggi, € dunque jissridurre la quantita di
proteina utilizzata che risulta nel risparmio di tetele e nella riduzione della
possibilita di legame non specifico del substratieiecomposti valutati.

Un’altro vantaggio € la possibilita di valutarettigita di piu di un’isoforma
nella stessa piastra senza la necessita di canilfiirea causa delle diverse proprieta
fluorescenti dei substratnarker.

Tutte queste caratteristiche rendono questa tegroapplicabile nell’ambito di
High Throughput Screeninger studi di interazioni tra farmaci ma anche lpeticerca
di base in quanto permettono di valutare Iattivié@zimatica di piu isoforme
contemporaneamente e di analizzare un numero eleglatcampioni in tempi
estremamente brevi (il tempo totale per effettugresti saggi € di circa 2 ore per un

piastra da 96-pozzetti).

5.5 Conclusioni

| metodi in luminescenza messi a punto sembrereblsiinque essere
caratterizzati da un’ottima sensibilita e per goanguarda il CYP3A anche da una
buona specificita di substrato. Per quanto rigudrd@YP2C invece, sembrano essere
necessari ulteriori studi volti a verificare ulrnente la specificita del substrato L-H,
ad esempio utilizzando altri inibitori selettivimt@le sottofamiglia come I’ ibuprofene o
il diclofenac. | risultati ottenuti con il SFZ irtta hanno evidenziato un’ inibizione
moderata anche se in linea con i dati in lettesatQuesto potrebbe essere dovuto sia ad
una specificita di substrato non ottimale ma an@te una scarsa specificita
dell'inibitore nei confronti di CYP2C di cavallo §ulfamidici infatti sono substrati di
tale sottofamiglia).

Un possibile svantaggio potrebbe essere I'impadsitdi confrontare i dati di
attivita con i valori di letteratura che generaltgeprevedono I'impiego di metodi
HPLC o in fluorescenza/spettrofotometria che wdizo substrati diversi e reazioni

caratterizzate da velocita diverse.
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| risultati ottenuti possono costituire un ottimonpo di partenza per poter
applicare la tecnologia dei saggi in luminescenzstudi relative alle specie di interesse

veterinario con vantaggi di costi e tempi di rezdizione delle analisi.
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