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Resumo

Devido as limitagdes de sistemas in vitro atuais, existe uma necessidade de modelos
celulares especializados em mimetizar propriamente a biotransformacdo humana. Além da
aplicacdo destes novos sistemas na avaliacdo e estudo de toxicidade quimicos, estes sistemas
permitem o uso em estudos funcionais e mecanisticos de enzimas de biotransformagéo

humanas.

Nesta dissertacéo é abordado o desenvolvimento de modelos celulares competentes em
enzimas de biotransformacao humanas, aplicado na avaliacdo de um dos principais metabolitos
do farmaco antirretroviral Nevirapina (NVP), como também num estudo mecanistico do
importante fator proteico na biotransformag&o humana, a NADPH citocromo P450 oxido-redutase
(CPR).

NVP é frequentemente usado no tratamento de HIV-1 e tem sido associado a efeitos
adversos como lesdes hepéticas e erupgBes cutaneas severas. Evidéncias apontam ao
envolvimento de citocromos P450 e subsequente sulfonagéo por sulfotransferases na formagéo
de metabolitos reativos. Contudo, testes padrdo in vitro ndo demonstraram evidéncias de
mutagenicidade ou clastogenicidade. Neste estudo, utilizando uma estirpe de S. typhimurium,
competente na expressdo controlavel e estavel de sulfotransferase 1A1 (SULT1A1) humana,
demonstrou-se mutagenicidade de 12-hidroxi-NVP dependente de SULT1AL.

A enzima CPR esta envolvida nas principais reacbes de biotransformacéo de
xenobidticos, além de interagir com outras proteinas importantes com fungbes celulares
importantes. O mecanismo pelo qual CPR doa eletrdes aos seus parceiros redox ndo é
completamente claro. Foi desenvolvido um sistema de E. coli para ser aplicado em estudos
mecanisticos sobre a doagéo de eletrdes de CPR. Este novo sistema co expressa CPR e heme-
oxigenase | (HO-1) humanas, que depende importantemente de CPR, sendo sustentada por sete
eletr6es doados por cada ciclo enziméatico. As condigdes de cultura foram otimizadas para niveis
de expressdo CPR/HO-1 aproximados a estequiometria verificada em humanos. Este modelo
células foi aplicado no desenvolvimento de um ensaio de cinética de HO-1, focando-se em varios

par&metros para a sua otimizacao.

Palavras-chave: Nevirapina, Sulfotransferase 1A1, mutagenicidade, biotransformacdo, NADPH

citocromo P450 oxido-redutase, modelos celulares bacterianos competentes.
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Abstract

There is an increasing necessity for specialized cell models which recapitulate properly
human biotransformation, addressing recognized limitations of currently used in vitro systems.
Beside their application in the evaluation and study of chemical toxicity, these new systems can

be used for functional and mechanistic studies of human biotransformation enzymes.

This thesis reports on the development of human biotransformation competent cell
models, applied in the evaluation of mutagenicity of one of the major metabolites of the
antiretroviral Nevirapine (NVP) as well as for the purpose of the mechanistic study of an important
protein factor in human biotransformation namely NADPH cytochrome P450 oxidoreductase
(CPR).

NVP, frequently used in HIV-1 treatment, it has been associated with adverse effects
such as liver and skin injury. Evidence supports the involvement of NVP hydroxylation by
cytochrome P450 and the subsequent sulfonation by sulfotransferase in the formation of reactive
metabolites. However, standard in vitro tests have revealed no evidence that NVP is mutagenic
or clastogenic. In this study, SULT1Al-dependent mutagenicity of 12-hydroxy-NVP, could be
demonstrated, using newly developed S. typhimurium strains with controllable and stable

sulfotransferase 1A1 (SULT1Al) expression.

CPR is involved in a large majority of xenobiotic biotransformation reactions, with
additional important interactions with proteins involved in other cellular functions. The electron
donation mechanism of CPR with its redox partners is not fully understood. A new E. coli bacterial
system was developed for application in mechanistic studies of CPR electron donation function.
This new system co-expresses human CPR with heme-oxygenase | (HO-1) which depends
heavily on CPR in its activity, receiving seven electrons per reaction cycle. Culture conditions
were optimized in order to approximate CPR/HO-1 expression levels to that verified in humans.
Subsequently, the human CPR:HO-1 competent cell model was applied in the development of a

HO-1 kinetic assay, focusing on several parameters for its optimization.

Keywords: Nevirapine, Sulfotransferase 1Al, mutagenicity, biotransformation, NADPH

cytochrome P450 oxidoreductase, competent bacterial cell models.
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| — Introducdo
I.1 Biotransformacé&o de xenobioticos

Diariamente o ser Humano esta exposto a uma pandplia de quimicos, designados
xenobiodticos. Essa exposicdo, ainda que muitas vezes involuntaria, pode ser crénica. Os
xenobiodticos podem entrar em contacto com o organismo por diversas vias, nomeadamente pela
via respiratoria, cutanea ou oral. Depois de absorvidos, os quimicos podem exercer um efeito
local ou podem depois entrar na circulacéo sistémica ou portal, sendo posteriormente distribuidos
para outros tecidos no organismo (Guengerich e MacDonald, 2007; Timbrell, 2009). Alguns
destes compostos sdo muito lipofilicos o que torna a sua absorcdo mais rapida e
consequentemente a eliminacdo mais complicada, pois conseguem mais facilmente atravessar
membranas, acumulando-se no organismo. Apés absorcao e distribuicdo, estes compostos sédo
metabolizados, hum processo designado biotransformagéo, a compostos com maior polaridade
e maior solubilidade aquosa, facilitando a sua excrecdo na urina, através da acdo dos rins, ou

pelo a¢do do figado sendo excretados na bilis (Parkinson, 2001).

Os xenobidticos podem exercer uma variedade de efeitos nos sistemas bioldgicos, que
podem ser benéficos como a maioria das drogas terapéuticas, ou resultar em efeitos nocivos.
Estes efeitos sdo dependentes das propriedades fisico-quimicas dos compostos e muitas vezes,
apos serem alvo de biotransformacao sofrem alteracdo dos seus efeitos. Assim, um composto
considerado téxico pode perder as suas capacidades reativas e ser excretado (bioinativacao ou
destoxificacéo), mas pode também ocorrer o efeito oposto, em que um xenobidtico com menor
grau de toxicidade seja transformado a metabolitos ainda mais reativos capazes de interagir com

as moléculas celulares (bioativagcdo) (Parkinson, 2001).

A toxicidade potencial de um composto e seus metabolitos € diretamente dependente da
sua predisposicdo em reagir com componentes celulares, mas também da dose em que o
composto se encontra na célula ou tecido alvo. Assim, a acdo em conjunto da absorcéo,
distribuicdo, metabolizacdo (biotransformagéo) e eliminacdo (“ADME”), vai ditar o potencial
toxicologico do composto, no qual a biotransformacgéo tem um papel determinante (Parkinson,
2001; Timbrell, 2009)

A biotransformacé&o dos xenobibticos € o principal mecanismo para manter a homeostase
durante a exposicado do organismo a compostos estranhos como farmacos (Parkinson, 2001).
Geralmente, a biotransformacé@o de xenobiébticos € realizada por um nimero de enzimas com
uma grande variedade na especificidade de substratos. Existem diversas formas pela qual um
xenobiotico pode ser biotransformado, incluindo reagbes de oxidacdo, reducdo, hidrélise,

conjugacao, etc. (Parkinson, 2001).

A biotransformacéo ocorre em diversos tecidos, tendo o seu principal local de ac¢éo no
figado, e divide-se em duas fases (Tabela I.1). Na fase |, ocorrem sobretudo rea¢c@es de reducao,

oxidacao e hidrélise, expondo ou introduzindo um grupo funcional (como por exemplo, — OH, —



NH2z, — SH ou —COOH, entre outros), resultando num pequeno aumento de hidrofilicidade. Na
fase I, o sistema enzimatico citocromo P450 (CYP) constitui a mais importante enzima de
biotransformacéo (Rendic e Guengerich, 2015). Na fase Il da biotransformacao, ocorrem reacdes
de glucuronidacdo, sulfonacdo, acetilacdo, metilacdo e conjugacdo com glutationa e com
aminodcidos. As enzimas para estas reagdes reconhecem e reagem com o0s grupos funcionais
introduzidos na fase | da biotransformacéo ou ja presentes nos xenobiéticos (Parkinson, 2001).
Na maior parte das reagbes de fase Il ocorre um grande aumento da hidrofilicidade dos

xenobioticos, conduzindo assim a excrecdo pela urina ou bilis, sendo as reacfes de fase |l

fundamentais no processo de destoxificag&do (Parkinson, 2001).

Tabela I.1 - Vias gerais da biotransformacéo de xenobiéticos e as principais localizagbes sub-

celulares. (Adaptado de Parkinson 2001)

Reacéo ‘ Enzima Localizacéo
Fase |

Esterase Reticulo endoplasmatico, citosol, lisossomas
Hidrdlise Peptidase Lisossomas

Epdxido hidrolase Reticulo endoplasmatico, citosol

Alcool desidrogenase Citosol

Aldeido desidrogenase Mitocondria

Aldeido oxigenase Citosol

Xantina oxidase Citosol
Oxidacéo Monoamina oxidase Mitocondria

Diamina oxidase Citosol

Prostaglandina H sintetase Reticulo endoplasmatico

Monoxigenases de flavina Reticulo endoplasmatico

Citocromo P450 Reticulo endoplasmatico

Azo- e nitro- reducéo Microflora, reticulo endoplasmético, citosol

Reducéo de grupos carbonil Citosol, reticulo endoplasmatico
Reducdo Reducéo de pontes dissulfito Citosol

Reducéo de grupos sulfoxido Citosol

Reducéo de quinonas Citosol

Desalogenacao redutiva Reticulo endoplasmatico

Fase Il

;32{;’ r%?}?fg com UDP-glucuronil transferase Reticulo endoplasmatico
glﬁgltjc?agao com Sulfotransferase Citosol
;3?;:gﬁgéo com Glutationa transferase Citosol, reticulo endoplasmatico
g&?&%ﬁ?j&com Aminoécido transferase Mitocondria, reticulo endoplasmético
Acetilagéo N-Acetiltransferase Mitocondria, citosol
Metilagao Metiltransferase Citosol, reticulo endoplasmético




Existem diferencas inter-individuais ao nivel genético e epigenético que determinam a
capacidade de metabolizacao e destoxificacdo de farmacos e outros xenobiéticos, ocorrendo por
vezes reacdes adversas a farmacos (adverse drug reactions, ADR). Estas reagdes consistem
numa resposta nociva e indesejada a farmacos em doses normalmente usadas no Homem como
profilaxia, diagnéstico ou tratamento de doengas. Uma grande parte destas ADR ocorrem devido
a ativagdo metabdlica de farmacos conduzindo a formacéo de metabolitos reativos (Edwards e
Aronson, 2000; Johansson e Ingelman-Sundberg, 2011; Alomar, 2014).

A suscetibilidade individual para a toxicidade quimica é largamente dependente de
polimorfismos genéticos em enzimas de fase | e Il da biotransformacéo, catalisando reacdes de
reducdo/oxidacdo e conjugacgédo, respetivamente (Johansson e Ingelman-Sundberg, 2011). As
variantes polimadrficas de CYP tém sido consideradas uma das mais importantes causas de ADRs
(Johansson e Ingelman-Sundberg, 2011). Estes variantes incluem mutacBes que levam a
expressdo alterada ou modificagBes na estrutura e propriedades cataliticas, resultando, por
exemplo, em diferentes velocidades de metabolizagdo, podendo ser mais ou menos rapida, ou
até quase ausente (Palma et al., 2010). Casos de atividade lenta ou ausente de uma enzima
podem resultar na acumulacao indesejada do farmaco, podendo despoletar toxicidade e/ou na

ativacdo de outras vias metabdlicas (Palma et al., 2010).

Para melhorar o desenvolvimento e o uso seguro de um farmaco, é necessario um
aumento no conhecimento dos mecanismos responsaveis pelas ADR. Devido ao seu papel
principal nas ADRs, o0 mecanismo molecular no funcionamento do sistema de CYP tem sido alvo
de muitos estudos nos Ultimos anos. O conhecimento detalhado sobre a biotransformagéo e as
suas enzimas ¢€ fulcral na determinacéo de todas as vias metabdlicas de um composto, o que
permitird compreender as diferencas inter-individuais na exposi¢cdo a quimicos, nas ADR, e
toxicidade em geral (Palma et al., 2010). O presente estudo teve como foco o desenvolvimento
e aplicacdo de sistemas bacterianos que permitam o estudo do papel de enzimas de
biotransformacgé&o na bioativacdo de compostos bem como estudar o mecanismo de interacéo

entre elas.

Nas préximas secBes serdo abordadas duas enzimas de biotransformacdo (CYP e
Sulfotransferase) além da enzima NADPH citocromo P450 oxido-redutase (CPR) e um dos seus

parceiros redox, a heme-oxigenase (HO).

[.2 Enzimas envolvidas na biotransformacéao
[.2.1 Citocromo P450

Os CYP séo hemoproteinas e principais enzimas na catélise da transformacédo oxidativa
de uma diversidade de compostos endégenos e exdgenos (Hlavica et al., 2003). CYP requer um
parceiro doador de eletrdes para desempenhar a sua fungdo. Em eucariotas, os CYP existem
ligados & membrana interna das mitocéndrias e catalisam diversos passos na biossintese de

hormonas esteroides, recebendo eletrbes do sistema composto pela adrenodoxina em conjunto



com a adrenodoxina redutase (Paine et al,. 2005) . No entanto, os CYP microssomais, ligados a
membrana do reticulo endoplasmatico (RE) sdo os mais abundantes. Em mamiferos, os CYP
envolvidos no metabolismo de xenobiéticos sdo expressados maioritariamente no figado, mas
estdo presentes em quase todos os tecidos. Os CYP microssomais sdo dependentes da
atividade do seu parceiro redox, a CPR (Lynch e Price, 2007). As formas de CYP humanas
podem ser divididas em 3 grupos, nomeadamente: i) familias de CYP de importancia endégena
com grande afinidade para substratos e conservados durante a evolugao; ii) familias com menos
afinidade para os seus substratos e com uma menor conservacao evolucionaria com importancia
polimérfica; iii) e uma familia com fungdes no metabolismo de acidos gordos e de xenobidticos
(Ingelman-Sundberg, 2004). Os CYP séo capazes de metabolizar uma grande variedade de
substratos, e sdo responsaveis por mais de 75% da biotransformacé&o das quatro maiores classes

de farmacos prescritos (Guengerich e Isin, 2008).

|.2.1.1 Ciclo Catalitico de Citocromo P450

A reacdo geral catalisada por enzimas CYP designa-se de monoxigenagédo, em que
ocorre a insercdo de um atomo de oxigénio num substrato, sendo o outro reduzido a agua (Fig
I.1) (Guengerich e Isin, 2008).
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Fe"* ROH F&* RH  NADPH-P450 reductase™
1e
NADPH-P450 reductase®
FeOH3 R-
Fe?* RH
FeC* RH /
\-HEO O
Fe'-OO0OH Fe®*-0, RH
HH\\\ T -
H" “pe2ig, mH (| NADPH-P450 reductase’™
NADPH-P450 reductase™

Figura 1.1 — Esquema geral da catélise do citocromo P450 microssomal. (Adaptado de Guengerich e Isin,
2008)

A ligacdo de um substrato ao local ativo de CYP microssomal leva a um aumento do
potencial redox do grupo heme, permitindo a transferéncia do primeiro eletrdo doado por CPR, e
anteriormente obtido de NADPH (Guengerich e Isin, 2008). Deste modo, o ferro hémico é

reduzido e o oxigénio liga-se para gerar um intermediario oxi-ferroso (Hamdane et al., 2008).
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Uma nova reduc¢do ocorre, sendo o segundo eletrao transferido a partir de CPR, ou em alguns
casos pelo citocromo bs. Neste passo sugere-se que ocorra a formagéo do complexo Fe?* - Oz~
Em seguida, ocorre um rearranjo do Oz, e 0 oxigénio ativado leva a libertacdo de uma molécula
de agua, ocorrendo uma oxidacéo do substrato e o produto € libertado do local ativo da enzima,

voltando assim ao estado inicial (Guengerich e Isin, 2008)

O citocromo bs além de estar envolvido nas reagBes mediadas por CYP na
biotransformacéo, participa também na biossintese de lipidos como dador de eletrdes (Palma, et
al. 2013). O estimulo do citocromo bs no ciclo catalitico de CYP permanece pouco claro, existindo
a divida se atua apenas na doacéo do segundo eletrdo da catélise, ou se age alostericamente.
Contudo sabe-se que a acdo de citocromo bs, dependendo das isoformas de CYP e do substrato,
€ essencial para uma maxima atividade catalitica do complexo de CYP (Porter, 2012).
Inclusivamente, parece exercer um efeito compensatorio nas capacidades alteradas de variantes
polimorficos de CYP, atenuando efeitos de mutagdes estruturais indicando efeitos alostéricos de
bs (Palma et al., 2013)

A nomenclatura de CYP é realizada de acordo com a classe de substratos que
metabolizam e com base na identidade da sequéncia de aminoacidos. Os citocromos P450 s&o
nomeados como CYP, seguido pelo nimero indicando a familia de genes (ex. CYP1). A sub-
familia corresponde a letra mailscula a seguir ao numero da familia (ex. CYP1A). E um novo

namero indica os genes individuais (ex. CYP1A1l) (Johansson e Ingelman-Sundberg, 2011).

[.2.2 NADPH citocromo P450 oxido-redutase

A enzima CPR é uma flavoproteina de 78 kDa, que possui dominios distintos para ligagédo
aos seus cofatores (Fig. 1.2), o NADPH, uma flavina dinocleotidica (FAD) e uma flavina
mononucleotidica (FMN). Além disso, possui um outro dominio de conexao flexivel, denominado
hinge, envolvido na, recentemente descrita, transicdo entre a conformacdo aberta e fechada,
fundamental na dindmica proteica de importancia para a ligagdo aos seus parceiros redox, como
por exemplo CYP (Hamdane et al., 2009). Por fim, possui um segmento N-terminal que garante
a sua orientacdo na membrana do RE permitindo uma interacdo alinhada com os seus parceiros

redox (Hamdane et al., 2009).

Dominio de
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B

Figura |.2 — Representagéo esquematica de CPR e os seus dominios. (Adaptado de Vicent, B. et al. 2012)




Polimorfismos de CPR tém sido descritos dos quais, varios variantes sdo encontrados
em pacientes que sofrem da Sindrome de Antley-Bixler (ABS) (Moutinho et al., 2012). Esta &
uma doenca genética autossOmica recessiva, caracterizada por deficiéncias muito severas
resultando em malformacdes esqueléticas e em ambiguidade genital (Ko et al., 2009; Marohnic
et al., 2010). A maioria das mutagdes de CPR relacionados com esta sindrome resultam numa
reducdo de atividade da enzima, estando identificadas algumas mutacdes no segmento
responsavel pela ligagdo do FMN e do FAD (Moutinho et al., 2012). A diminuigao da atividade de
CPR leva consequentemente a atividades reduzidas de enzimas dependentes desta. (Pandey e
Sproll, 2014). Grande parte dos estudos relacionados com ABS foram realizados recorrendo a
sistemas in vitro reconstituidos com as enzimas CPR e CYP. Contudo a maioria utiliza a enzima
CPR naforma soluvel (sem a parte N-terminal), o que altera a conformacao de CPR influenciando
0 modo como interage depois com CYP. Além disso, esses sistemas representam racios de
CPR:CYP em favor de CPR, exatamente o contrario do que ocorre in vivo (aproximadamente de
1:5-10), levando a resultados pouco significantes para extrapolar para a situagdo in vivo
(Moutinho et al., 2012).

CPR estéa envolvida na maioria das reac¢des associadas ao metabolismo de xenobidticos
e farmacos, sendo que o seu principal parceiro redox é o CYP, com quem forma em conjunto o
mais importante sistema oxidase do metabolismo de muitos compostos endobibticos e
xenobiédticos. Além disto, CPR est4 também envolvido com outras proteinas com importantes
fungdes celulares como por exemplo a sintese de hormonas esteroides, a homeostase e sintese
do colesterol ou o catabolismo de heme (Porter, 2012). Para além de CYP, CPR doa também
eletrdes a monoxigenase do escaleno, a 7-dehidrocolesterol redutase, ao citocromo bs, & heme
oxigenase e pode também reduzir o substrato nao fisiolégico citocromo ¢ (Porter, 2012). Devido
a importancia de CPR na atividade de inUmeras enzimas e 0 seu mecanismo de transferéncia
de eletrdes para 0s seus parceiros ndo ser completamente conhecido, esta € uma area de estudo

de grande interesse

|.2.2.1 Mecanismo molecular de transferéncia de eletroes de NADPH citocromo P450
oxido-redutase

O mecanismo de transferéncia de eletrdes de CPR para 0s seus parceiros € pouco claro
apesar dos varios estudos sobre o tema. Na interagdo com CYP, sabe-se que NADPH transfere
dois eletr6es em forma de hidrido (H-) para FAD. Este, por sua vez transfere um eletrdo de cada
vez para FMN. Seguidamente, FMN transfere também um eletrdo de cada vez para o parceiro
de CPR. Este mecanismo de transferéncia de eletr6es denomina-se de transferéncia faseada
(gated) (Hamdane et al., 2009).

Através de varias abordagens experimentais, varios autores (Aigrain et al., 2009; Ellis et
al., 2009; Hamdane et al., 2009) verificaram dois tipos de conformacéo de CPR, designadas de
fechada e aberta (Fig. 1.3). Na conformacao fechada, as duas flavinas estdo em contacto uma

com a outra, adequado para uma transferéncia de eletrdes intramolecular. Além disso, o local de



ligacdo de NADPH encontra-se muito préximo de FAD, enquanto o local de ligacao FMN para o
parceiro redox fica indisponivel (Hamdane et al., 2009; Vincent et al., 2012; Sugishima et al.,
2014). Na conformacéo aberta, verificou-se que a zona de ligacdo a FMN consegue ficar em
contacto com o parceiro redox, pois a zona de ligacdo a FAD j4 néo cobre o local de ligacdo
entre eles, permitindo a transferéncia de eletr6es intermolecular. Num estudo foi demonstrado

gue CPR existe em equilibrio nas duas conformacdes (Ellis et al., 2009)

Figura 1.3 — Representacéo da estrutura de CPR inserida na membrana, com as conformacfes aberta
(esquerda), em que FMN esta livre para que o parceiro de CPR se possa ligar; e fechada (direita), em que
CPR apresenta uma forma mais compacta, estando as duas flavinas em contacto e FMN “cercado” sem
possibilidade do parceiro redox se conectar. FMN — amarelo; FAD — laranja; NADPH — azul; Dominio de
ligacdo — verde; Hinge — Mangenta. (Adaptado de Ellis, J. et al., 2009)

Atualmente considera-se que seja hecessario ocorrer uma grande alteracdo
conformacional em CPR durante todo o processo de transferéncia de eletrdes. Pensa-se que

esta alteracdo de conformacao é possibilitada pela presenca da estrutura hinge, (que funciona



como uma dobradica) que viabiliza que a zona de ligacdo a FMN rode sobre a parte C-terminal
da dobradica, levando a um rearranjo drastico que separa as flavinas, conduzindo a conformacéo
aberta para a interacéo com o parceiro redox (Ellis et al., 2009; Hamdane et al., 2009; Vincent et
al., 2012). Estas observacdes acerca do mecanismo de funcionamento de CPR levantam novas
guestdes. Uma das questfes que continuam por responder €, que fatores estdo envolvidos e o
gue conduz a alteracdo de conformacao e o porqué deste acontecimento? Uma vez que tantas
enzimas dependem do funcionamento de CPR, qual o motivo da natureza ter modulado a
transferéncia de eletrdes apenas um de cada vez, quando aparentemente o mais logico seria

uma transferéncia de todos os eletrées necessarios de uma sé vez?

Neste trabalho, vai abordar-se a interacéo entre CPR e um dos seus parceiros redox, a
enzima heme-oxigenase, recorrendo-se ao desenvolvimento de um sistema in vitro. Para isto vai
ser utilizado um sistema bacteriano com expresséo heterdloga (abordado em pormenor na segéo

1.4 mais a frente) destas duas enzimas humanas em condicdes fisiologicamente relevantes.

[.2.3. Heme Oxigenase — Parceiro redox de CPR

A enzima heme oxigenase (HO) catalisa a degradacdo de heme em mondxido de
carbono (CO), ferro livre e biliverdina (Yoshida e Migita, 2000). Esta enzima possui importantes
propriedades antioxidantes, quer pela capacidade de prevencdo da formacgdo de espécies
reativas de oxigénio através da remocdo de heme livre, quer pelas caracteristicas dos
metabolitos formados através da sua agdo, pois cada um deles possui importantes funcdes
fisiolégicas. O CO é um potente vasodilatador e possui efeitos anti-inflamatérios. A biliverdina é
convertida em bilirrubina cujo potencial antioxidante é elevado. O ferro libertado é amplamente
reciclado e importante para a homeostase do ferro no organismo dos mamiferos (Wang e de
Montellano, 2003; Huber e Backes, 2007; Huber et al., 2009).

Existem duas isoformas conhecidas de HO, encontrando-se ambas ligadas ao reticulo
endoplasmatico (RE). A heme oxigenase | (HO-1), a forma induzivel, com cerca de 33 kDa, que
€ expressada principalmente no figado e baco e é induzida por uma série de estimulos, como
porfirinas e reagbes inflamatérias (Wang e de Montellano, 2003; Huber e Backes, 2007). Existe
também a forma expressada constitutivamente, a heme oxigenase Il (HO-2), encontrada
principalmente no cérebro e testiculos, cuja funcéo principal se propde ser a producéo de CO no
cérebro (Yoshida e Migita, 2000; Huber e Backes, 2007).

1.2.3.1 Ciclo Catalitico Heme Oxigenase 1 — Degradacdo de Heme

A degradacao de heme pela HO-1, envolve trés passos, consumindo trés moléculas de
oxigénio e sete eletrbes (Fig. 1.4), doados um a um, pelo seu parceiro redox, a enzima CPR. No
primeiro passo ocorre a formagao do complexo HO-1-heme férrico, levando a oxidacdo de heme
férrico em a-meso-hidroxiheme, no qual é consumida uma molécula de oxigénio e dois eletrdes.
O a-meso-hidroxiheme férrico é depois convertido em verdeheme ferroso, sendo consumida

mais uma molécula de oxigénio e dois eletres e na qual ocorre a libertagdo de CO. Por fim, o
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verdeheme é convertido em biliverdina, sendo consumida mais uma molécula de oxigénio e trés
eletrdes, ocorrendo a libertacdo de ferro. (de Montellano, 2000; Wang e de Montellano, 2003;
Reed et al., 2010).

O facto de CPR interagir com HO-1, pode indicar que esta Ultima possui uma interface
semelhante a CYP, onde CPR se liga (Huber et al., 2009). Além disso, enquanto CPR doa
apenas dois eletres a CYP por cada ciclo de reacdo, doa sete a reacdo catalisada por HO-1.
Partindo do principio que o modo de transferéncia de eletrdes ocorre de forma semelhante tanto
para HO-1 como para CYP, o estudo da interacdo CPR-HO-1 em ambiente membranar é um
complexo enzimatico interessante, permitindo tirar conclusdes acerca de toda a dindmica de

CPR com vérias outras enzimas, especialmente com foco no sistema de CYP (Huber et al., 2009)
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Figura 1.4 — Reacéo de degradacdo de Heme, catalisada pela enzima Heme-oxigenase. (Adaptado de de
Montellano, 2000).

|.2.4 Sulfotransferases

As sulfotransferases (SULTs) sdo enzimas da fase Il da biotransformacao, responsaveis
pela transferéncia de um grupo sulfato para regiées nucleofilicas dos seus substratos endégenos
ou xenobidticos, a partir do seu cofator 5’-fosfoadenosina-3’-fosfosulfato (PAPS) (Klaassen e
Boles, 1997; Glatt e Meinl, 2004a). Existem duas classes de sulfotransferase, as SULTs
citosodlicas, que sao responsaveis pela metabolizacdo de xenobibticos e pequenos compostos

enddgenos. E outra classe de SULTs membranares, localizadas no Complexo de Golgi, que sédo



responsaveis pela sulfonacdo de macromoléculas enddgenas, afetando as suas caracteristicas

funcionais e estruturais (Glatt et al., 2000; Gamage et al., 2006).

1.2.4.1 Nomenclatura e formas humanas de Sulfotransferases

As SULTSs sao classificadas consoante o grau de similaridade na sequéncia nucleotidica
ou cDNA, sendo que existe apenas uma superfamilia de genes destas enzimas (Glatt e Meinl,
2004a). Relativamente a classificagdo, um primeiro nimero apds o nome da superfamilia refere-
se a familia (ex. SULT1). A subfamilia é indicada pela letra mailscula depois desse numero (ex:
SULT1A), sendo os genes individuais indicados pelo nimero que sucede a subfamilia (ex:
SULT1A1). No caso de diferentes isoformas, usa-se uma letra mindscula no final (ex: SULT1Alb)
(Glatt et al., 2000).

Conhecem-se 10 formas de SULTs humanas, no entanto, apenas, trés formas,
nomeadamente, SULT1Al, SULT1A3 e SULT2A1, e posteriormente SULT1E1, estdo bem
caracterizadas em relacdo a sua distribuicdo nos tecidos e especificidade de substrato. Ao

contrario destas, as restantes, 6 foram descobertas mais tarde (Glatt et al., 2001).

1.2.4.2 Ciclo Catalitico - Sulfonacé&o

O processo de sulfonacdo mediado por SULTs é um passo terminal comum na fase Il do
metabolismo dos xenobidticos, sulfonando os grupos hidroxilo, amino, tiol e N-6xidos, gerando
normalmente grupos sulfato, sulfamato e tiossulfato (Nowell e Falany, 2006). Embora esteja
normalmente associada a destoxificagdo, a sulfonagdo de um &tomo de oxigénio de certos
substratos, pode conduzir a formagéo de catides eletrofilicos de vida curta, devido a facilidade
de quebra heterociclica do grupo sulfato (Glatt, 1997). O atomo de oxigénio pode advir dos
compostos que foram absorvidos, ou ser introduzido apés reacdes da fase | da biotransformacao,
designadamente hidroxilagdo por CYP (Glatt, 2000). Os produtos eletrofilicos formados
conseguem ligar-se covalentemente a macromoléculas celulares, como por exemplo o DNA,
representando assim uma importante via de bioativacdo. (Glatt et al., 1995; Glatt e Meinl, 2004a).
Um dos compostos que tém sido associados a toxicidade devido a formagédo de produtos
eletrofilicos, aparentemente por sulfonacdo é o farmaco Nevirapina (NVP), sendo que no
presente trabalho se ira incidir no estudo de mutagenicidade de NVP abordando o papel de
SULT.

I.3 Nevirapina e Sulfotransferases
I.3.1 — Uso de Nevirapina na terapéutica de HIV-1

Nas dltimas trés décadas foram desenvolvidos mais de trinta e cinco terapias anti-HIV-1
para uso em humanos, ocorrendo uma evolucéo de tratamentos mono terapéuticos para regimes
de terapias antirretrovirais altamente ativas (highly active antiretroviral therapy, HAART),

combinando vérias drogas. Isto conduziu a um importante impacto no tratamento da doenca,
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tornando-a cada vez mais uma doenca crénica em vez de infecdo letal (Michaud et al., 2012).
Contudo, a dificuldade dos regimes de tratamentos associada a presenca de toxicidade nos
farmacos utilizados e a crescente resisténcia do virus aos farmacos tém reduzido o éxito destas

terapias (Hartman e Buckheit, 2012).

A NVP foi o primeiro inibidor ndo nucleosideo da transcriptase reversa (NNRTI) aprovado
pela Food and Drug Admninistration (FDA). Esta droga é efetiva tanto no uso em terapia
combinada anti HIV-1 como em monoterapéutica, principalmente devido a grande eficacia na
prevencdo da transmissao vertical do virus (de méae para filho), e também devido ao preco
acessivel é dos mais usados em paises em desenvolvimento (Caixas et al., 2012) (World Health
Organization, 2010).

Apesar da eficacia de NVP, tém sido reportados efeitos adversos associados ao seu uso
crénico em tratamentos, sendo que a suscetibilidade individual a esses efeitos diferem entre
pacientes (Michaud et al., 2012). Vérios estudos descreveram casos de erupgdo cutanea severa,
sendo estes os efeitos adversos mais comuns, mas também casos, que se podem revelar fatais,
de hepatotoxicidade grave. Sendo que por este motivo, a FDA incluiu a NVP na lista de farmacos
com risco de hepatotoxicidade (“black label”) (FDA, 2000).

1.3.2 - Vias metabdlicas de ativacdo de Nevirapina

Estudos recentes indicam que durante a metabolizacdo de NVP ocorre a formacéo de
metabolitos eletrofilicos reativos que ao reagirem com proteinas e macromoléculas podem
conduzir a toxicidade (Chen et al., 2008). Em estudos de metabolizac¢éo in vivo, verifica-se que
NVP é hidroxilada por diferentes CYP, aos produtos 2-, 3-, 8- e 12-hidroxi NVP. Estes metabolitos
sofrem maioritariamente glucoronidacdo e sdo eliminados na urina (Erickson et al, 1999; Riska
et al, 1999). A via metabolica de 12-hidroxi-NVP (12-OH-NVP) é apontada como a responsavel
pela hepatocarcinogenicidade e também pelas erupcdes cutaneas severas (Antunes et al., 2008;
Chen et al., 2008). Contudo, o metabolito 12-OH-NVP, formado por agdo do CYP3A4 ndo é
quimicamente reativo, por isso acredita-se que rea¢fes de fase Il da biotransformacao estejam

envolvidas na bioativacdo de NVP (Zanger e Schwab, 2013).

Em 2008 foi sugerido que a formagdo de um intermediario reativo quinona-metideo seria
o responsavel pelos efeitos adversos causadas por NVP. Sabe-se que este intermediario pode
ser formado diretamente através de 12-OH-NVP por agdo de CYP, ou pela sulfonagéo de 12-
OH-NVP a 12-sulfoxi NVP (Fig. 1.5), que ao perder espontaneamente o sulfato, resulta na

formagéo do intermediario quinona-metideo (Chen et al., 2008; Wen et al., 2009).

Num estudo em pacientes tratados com NVP, foram encontrados aductos nas proteinas
do sangue, nomeadamente a albumina sérica e hemoglobina. A formagdo destes aductos
envolve a ligacdo a residuos de cisteina, lisina, histidina ou de valina, presente na parte N-
terminal destas proteinas. Contudo, neste estudo foi usado uma molécula mimética de 12-OH-
NVP, o 12-mesiloxi-NVP (Caixas et al., 2012; Antunes et al., 2013; Meng et al., 2013).
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Atualmente, depois de estudos do grupo do doutor Jack Uetrecht com roedores e com
homogenatos de células de pele de humanos e de ratos, sabe-se que o intermediario quinona-
metideo, quando formado diretamente pela oxidacao de 12-OH-NVP por CYP, possui o0 potencial
para se ligar covalentemente a proteinas do figado. No entanto nao foi ainda possivel demonstrar
gue esta é a causa das lesdes hepaticas provocadas por NVP (Sharma et al., 2012; Sharma et
al., 2013). Observou-se também que o quinona-metideo também pode ser formado pela perda
de sulfato de 12-sulfoxi-NVP que se liga covalentemente a proteinas da pele, onde se encontram
queratindcitos que expressam uma variedade de enzimas, entre elas SULTs (principalmente
SULT1A1l). Pensa-se que esta reacdo com proteinas da epiderme conduz a uma resposta
autoimune resultando nas erup¢des cutaneas detetadas (Sharma et al., 2013). Na figura 1.5, esta
representado o mecanismo proposto de inducao de erupcfes cutaneas por NVP, tal como a via

proposta para a hepatotoxicidade.
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Figura 1.5 - Mecanismo proposto para as erupgdes cutaneas induzidas por NVP resultantes da ligacéo a 12-

sulfoxi e via proposta para a causa da hepatotoxicidade. (Adaptado de Sharma, et al., 2013)

NVP induz hepatocarcinogenicidade em roedores (Anonymous, 2009), e estudos
epidemioldgicos indicam que farmacos antirretrovirais da classe NNRTI, a que NVP pertence,
estdo ligados ao aparecimento de cancros ndo relacionados com HIV-1 (Powles et al., 2009). No
entanto, este facto nunca foi comprovado em ensaios in vitro convencionais para detecédo de
mutagenicidade. Isto pode dever-se a estes ensaios utilizarem sistemas metabdlicos exégenos,
sendo os intermediarios reativos sulfonados gerados externamente. Por serem muito polares e
muito reativos, a capacidade em penetrar nas células alvo é limitada (Glatt et al., 2001). O grupo
do doutor Hansruedi Glatt desenvolveu estirpes de Ames competentes na expressao de
SULT1A1, contribuindo para a detecdo de mutagenicidade deste tipo de compostos, contudo
estes sistemas possuem algumas desvantagens. Uma ex-aluna do mestrado em Genética
Molecular e Biomedicina, Dra. Ménica Alves, desenvolveu variantes melhoradas dessas estirpes,

obtendo um sistema vdlido na detecdo de mutagenicidade (Alves, 2013). No presente estudo,
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primeira parte experimental visa complementar esse estudo iniciado anteriormente, com a
finalidade de confirmar o papel de SULT1A1 na bioativacdo do metabolito de NVP, 12-OH-NVP.

I.4 — Sistemas para estudos toxicolégicos e de mutagenicidade

Com o crescente numero de xenobidticos a que o homem esta exposto, quer a nivel
terapéutico, alimentar ou ambiental, torna-se cada vez mais necessaria a existéncia de
ferramentas de estudos toxicolégicos e mutagénicos fidedignos que permitam extrapolacéo dos
dados para humanos e que permitam estudar a mecanistica das enzimas envolvidas na

biotransformacao dos xenobiéticos (Hashizume et al., 2009).

Existem diferentes abordagens para avaliar toxicidade, testes in vivo, in silico e in vitro.
Cada sistema possui vantagens e desvantagens e por isso, dependendo do tempo de execucéo,
do custo e da complexidade do ensaio, um tipo de teste pode ser mais adequado que outro ou

até essencial para complementar outro (Collins et al., 2008)

Os sistemas in silico recorrem a softwares que consideram multiplos alvos numa mesma
avaliacdo, permitindo o estudo das propriedades farmacocinéticas de drogas através do uso de
modelos validados de relagbes de estrutura-atividade e relagbes quantitativas de estrutura-
toxicidade, entre muitos outros modelos (Valerio, 2011). Esta abordagem é utilizada sobretudo
no desenvolvimento de farmacos centrado na estrutura. Por ser in silico é usada maioritariamente
como ferramenta adicional de estudos in vivo e in vitro, auxiliando por exemplo no estudo e

sele¢do de moléculas no processo de descoberta de farmacos (Semple et al., 2005)

Estudos in vivo em mamiferos, por exemplo em ratinhos, fornecem dados importantes
sobre a avaliacéo do risco e seguranga dos farmacos antes da exposi¢do a humanos, mas devido
a heterogeneidade na biotransformagdo entre espécies torna dificil a extrapolagdo desses
resultados para humanos (Timbrell, 2009). Além disto, o elevado custo de ensaios in vivo e a
legislacédo, aplicada pela Unido Europeia, que visa substituir, reduzir e aperfeicoar este tipo de
abordagem, leva a urgéncia em desenvolver novos sistemas in vitro fidedignos na avaliagcao dos

efeitos de toxicidade dos xenobiéticos (Timbrell, 2009).

Os sistemas in vitro possuem diversas vantagens, nomeadamente, custos mais
reduzidos e permitem mais resultados num menor espacgo de tempo. Estes sistemas permitem
aumentar o conhecimento sobre os mecanismos de indugéo de toxicidade ou mutagenicidade
por uma droga ou xenobidticos em geral, ultrapassando as vérias limitagdes de heterogeneidade
na biotransformacédo relativamente ao uso de animais de laboratério (Davila et al., 1998).
Contudo, existem desvantagens nestes sistemas. Sendo a mais importante, a auséncia ou
reduzida capacidade de biotransformacédo, que embora possa ser ultrapassada pela adicdo de
sistemas metabdlicos, a metabolizacao vai ocorrer sempre externamente, dificultando o contato
dos metabolitos reativos formados com os seus alvos intracelulares (Kranendonk et al., 2000).
Entre os sistemas in vitro para avaliacédo de toxicidade e mutagenicidade, os tipos celulares mais

utilizados séo:
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e Os sistemas de células de mamifero, nomeadamente células primarias de hepatécitos
e linhas de hepatoma, que se revelam importantes numa abordagem sobre a
compreenséo do metabolismo de compostos quimicos no figado. As células primarias
de hepatdcitos humanos possuem a grande vantagem de refletirem as reacdes de
biotransformacédo que ocorrem in vivo, contudo, a expressao das enzimas neste tipo de
células vai diminuindo rapidamente a partir do momento em que € iniciada a cultura
destas. Isto associado ao custo, a escassez deste tipo de células primarias e ao facto
de a sua manutencdo ser tecnicamente exigente, torna muitas vezes 0 seu USO
desfavoravel (Timbrell, 2009). No que diz respeito as linhas celulares de hepatoma
humano, como é o caso de HepG2, por serem linhas celulares imortalizadas, proliferam
indefinidamente e podem ser congeladas e reutilizadas quando necessario. No entanto
sédo indiferenciadas, limitando assim a capacidade de biotransformacao destas células
(Valentin-severin et al., 2003)

e Os sistemas bacterianos, que séo o tipo de células mais utilizadas, apresentam diversas
vantagens, nomeadamente o baixo custo, possibilidade de obtencdo de muitos
resultados num curto espaco de tempo e facilidade na utilizacéo e manipulagdo genética.
No entanto, ndo possuem capacidades de biotransformacédo (Kranendonk et al., 2000).
Além disso, antes do uso destes sistemas, devem ser completamente caracterizados em

relagcdo as propriedades enzimaticas de determinada bactéria (Davila et al., 1998).

Dentro dos testes de toxicidade in vitro, incluem-se os testes de mutagenicidade. Pelas
vantagens que o uso de células bacterianas apresenta, é frequente aplicar os ensaios de
mutagenicidade em sistemas bacterianos (Kranendonk et al., 2000). Além disso, com 0s
avancos de técnicas que permitem a manipulacdo genética, € possivel a expressdo
heter6loga de enzimas de biotransformacdo de mamiferos, especialmente humanas, em
sistemas in vitro, quer sejam bacterianos ou de mamiferos. (Parkinson, 2001), o que permite
um melhoramento na performance dos ensaios toxicolégicos e de mutagenicidade
(Kranendonk et al., 2000), tal como o desenvolvimento importantes ferramentas para o
estudo mecanistico nas enzimas de biotransformagdo envolvidas. As proximas secdes
incidirdo no uso de sistemas bacterianos competentes em enzimas de biotransformacéo

humanas como abordagem para estudos de mutagenicidade.

I.4.1 Bactérias usadas nos testes de mutagenicidade

As estirpes de bactérias mais comumente usadas no desenvolvimento de sistemas
celulares para testes de mutagenicidade sdo as E. coli e S. typhimurium. Estas possuem algumas
caracteristicas especificas importantes que levam a capacidade de detecdo de mutagenicidade

altamente sensivel (Kranendonk et al., 2000)
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1.4.1.1 Salmonella typhimurium LT2

O teste de mutagenicidade de Ames permite a identificagdo de substancias que causam
danos genéticos que levam a mutacdes. Este teste usa bactérias de S. typhimurium com varias
mutacdes pré-existentes, que resultam em auxotrofia para histidina e no aumento de
sensibilidade na detecdo de mutagenicidade. Estas estirpes séo incapazes de crescer em meio
sem histidina a menos que mutagénios quimicos ao introduzirem les6es no DNA causem a
reversdo da mutacéo pré-existente, permitindo restaurar a funcdo dos genes responsaveis pela
sintese de histidina (Maron e Ames, 1983; Mortelmans e Zeiger, 2000). O teste de Ames utiliza
varias estirpes de S. typhimurium e estas tém diferentes eventos de reversdo da auxotrofia.
(Tabela 1.2),

Mutacdes adicionais nestas estirpes levam a que sejam mais sensiveis na detecao de

mutagenicidade:

e Delecéo do gene uvrB, que inativa 0 mecanismo de reparagéo por exciséo de bases,
permitindo o aumento de mutagdes no DNA (Mortelmans e Zeiger, 2000)

e Mutacdo no operdo rfa (rfa)) que origina camada lipopolissacaridica deficiente
(LPSY), tornando a parede celular bacteriana mais permeéavel, aumentando a
sensibilidade na dete¢do de mutagenicidade, pois certos compostos volumosos
(como por exemplo compostos policiclicos) possuem penetrabilidade limitada na
parede de células wild-type (Mortelmans e Zeiger, 2000)

e Introducdo do plasmideo pKM101, aumentando a detecdo de mutagenicidade por
via da ativacéo do sistema de reparagdo de DNA mutagénico (error prone) devido a

presenca do operacdo mucAB (Mortelmans e Zeiger, 2000)

Tabela 1.2 — Genotipo das estirpe teste de S. typhimurium mais utilizados e eventos de reversao de mutagéo
respetivos. (Adaptado de Mortelmans e Zeiger 2000)

. Mutagédo operdo 5 Genotipo
Estirpe - Evento de reverséo
de histidina uvrB rfa pKM101

TA 1535 -
hisG46 Substituicdo de bases - -

TA100 +

TA 1538 -
hisD3052 Frameshift - -

TA 98 +

1.4.1.2 Escherichia coli K12

Kranendonk e colaboradores tém vindo a desenvolver varios sistemas de E. coli com
uma elevada capacidade na detecdo de mutagenicidade. O alvo genético destas estirpes € a
auxotrofia de arginina, que pode ser revertida para prototrofia deste aminoéacido através de

mutacdes por substituicdes de bases (por todos os tipos possiveis de transi¢cdo e transversao)
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(Kranendonk et al., 1996). Além disto, esta estirpe possui outras caracteristicas importantes para

uma sensibilidade aumentada na detecdo de mutagenicidade, nomeadamente:

e Mutacdo no operdo rfa (rfa)) que origina camada lipopolissacaridica deficiente
(LPSY), aumentando permeabilidade da parede celular e consequentemente a
sensibilidade a mutagénios (Duarte et al., 2005)

e Mutacdo no gene uvrA, que se traduz na eliminacéo da capacidade na reparacdo
do DNA por excisédo (error-free) (semelhante a delecédo do gene uvrB nas estirpes
de S. typhimurium).

e A presenca do plasmideo pLCM contendo o operdo mucAB que resulta num
aumento da frequéncia de mutac6es no DNA devido ao aumento do sistema de
reparacao de DNA mutagénico (error-prone) (Kranendonk et al., 1998).

e Genes ada e ogt inativados, que codificam enzimas de reparag&o de DNA alquilado.
Isto resultara no aumento de sensibilidade de detecdo de agentes alquilantes de
DNA (Duarte et al., 2005).

e Sistema bi-plasmideo para expressdo heterdloga de proteinas humanas
(Kranendonk et al., 1999a).

1.4.2 Expresséo heterbéloga de proteinas humanas

A maioria dos sistemas celulares usados em testes de mutagenicidade ndo séo, ou
perderam a competéncia de biotransformacao. Uma das op¢des para ultrapassar este problema,
e que contribuiu substancialmente para o sucesso destes sistemas, foi a adicdo de sistemas
metabdlicos, como é exemplo o extrato de figado de rato (S9). Contudo, estes sistemas
apresentam algumas desvantagens, nomeadamente, a detec@o limitada de intermediarios
altamente reativos com tempo de vida curta, pois a ativagdo destes ocorre fora da célula pelas
enzimas presentes em S9, limitando o contato com o alvo genético no interior das células. Além
disso, como a maioria destes sistemas provém de roedores, pode nao refletir os padrées

metabdlicos humanos de biotransformacgéo dos compostos (Kranendonk et al., 2000).

De forma a ultrapassar estas limitacdes, recorreu-se a expressao heteréloga de enzimas
de biotransformagdo humanas, através da clonagem de cDNA dessas proteinas por técnicas de
DNA recombinante em sistemas de bactérias, de leveduras e de células de mamiferos. Este
método permite a expressado das enzimas humanas diretamente na célula alvo, aumentando a
sensibilidade na dete¢do de mutagenicidade (Kranendonk et al., 2000). A expresséao heterdloga
em bactérias possui diversas vantagens, contudo esta limitada maioritariamente a enzimas em
gue as atividades cataliticas ndo sejam dependentes de modificacdes pOs-transducionais, como
por exemplo fosforilagBes e glicosilagées (Cain et al., 2014) Foram j& expressas as enzimas de
biotransformacéo de fase I, os CYP, e de fase Il, as N-acetil-transferases (NATS), glutationa-S-
transferases (GSTs), sulfotransferases (SULTs) e UDP-glucoroniltransferase (UGT)
(Kranendonk et al., 2000; Zhang et al., 2012)
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A estirpe E. coli PD301, desenvolvida por Kranendonk e colaboradores permite a
expressdo heteréloga controlada das enzimas CYP, de CPR, o que possibilitou ao longo dos
anos a aplicacdo em estudos de detecdo de quimicos mutagénios (semelhante ao sistema
desenvolvido por Ames), e em estudos mecanisticos relacionados com o sistema enzimatico
CYP na biotransformacao, permitindo por exemplo estudos do efeito dos polimorfismos de CPR
relacionados com a sindrome ABS e o efeito do citocromo bs em CYP (Duarte et al., 2005;
Moutinho et al., 2012; Palma et al., 2013). A principal caracteristica deste tipo de sistemas em
relagdo a outros grupos de investigacéo foca-se no facto da expresséo heterdloga de proteinas
respeitar a estequiometria que se verifica in vivo. Para tirar conclusdes acerca do funcionamento,
como sistema, das proteinas expressas é importante manter o maximo possivel as condicdes
fisiolégicas (Moutinho et al., 2012). Uma estequiometria que néo reflita essas condic¢des resultara

em cinéticas enzimaticas irrelevantes quando extrapoladas para situacdes in vivo em humanos.

1.4.2.1 Estudo molecular do funcionamento de NADPH citocromo P450 oxido-redutase

A estirpe de E.coli, PD301, possibilita a expressdo de CPR e CYP humanos através de
um sistema bi-plasmideo (Kranendonk et al., 1999a). Esta co-expresséo € obtida com proteinas
completas (ndo truncadas) e possibilita a correta expressdo, maxima atividade e correta
ancoragem a membrana de ambas as enzimas, permitindo a transferéncia de eletrdes de CPR
para CYP, e refletindo a estequiometria encontrada em microssomas de figado humano
(Kranendonk et al., 1998; Kranendonk et al., 1999b). A co-expressao é possivel devido ao facto
dos plasmideos usados serem de classes diferentes (permitindo a co-existéncia de ambos os
plasmideos na mesma célula), com nuimero de copias diferentes e devido a diferenca de
promotores aplicados. No presente estudo, a segunda fase do trabalho, incidiu no
desenvolvimento de uma nova estirpe PD301 que contém a co-expressdo de CPR e HO-1

humanos (em vez de CYP).

1.4.2.2 Expresséao heteréloga de sulfotransferases humanas

As estirpes de S. typhimurium, de Ames, tém sido utilizadas para a expresséo heteréloga
de SULTs humanas, o que tem permitido a caracterizacdo da sua a¢éo nas vias de bioativagéo
de muitos compostos (Glatt e Meinl, 2004b). O desenvolvimento destes sistemas de testes de
mutagenicidade permite uma elevada sensibilidade na detecdo de compostos bioativados por
SULTSs.

Estudos demonstraram que de entre todas as SULTSs, a enzima SULT1Al1 humana é a
que consegue metabolizar uma maior variedade de substratos. Esta enzima possui uma
expressdo mais elevada no figado, sendo que possui niveis de expressédo baixa em varios

tecidos extra-hepaticos (Glatt e Meinl, 2004a).

As estirpes de S. typhimurium utilizadas na primeira fase deste estudo foram
desenvolvidas pela Dra. M6énica Alves durante o estudo do papel de SULT1AL na bioativacao do
antirretroviral NVP (Alves, 2013). Recorrendo a estirpes obtidas de Ames, a TA1535 e TA1538 e
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ao vetor de expressdo de SULT1A1 obtido de Glatt, desenvolveu as estirpes MA100_SULT1Al
(comparavel da estirpe TA1535, mas expressando SULT1Al) e MA98 SULT1A1 (comparavel
da estirpe TA1538, mas expressando SULT1Al), ultrapassando algumas desvantagens das

estirpes originais.

[.5 Objetivo

Esta dissertacdo aborda a aplicacdo e desenvolvimento de sistemas teste bacterianos
de S. typhimurium e E. coli, competentes em enzimas de biotransformacdo humanas, dividindo-
se em dois objetivos principais. O papel de SULT1A1 na bioativacdo de 12-OH-NVP (metabolito
de NVP) e estudar o mecanismo de transferéncia de eletrbes de CPR para 0s seus parceiros,
neste caso a enzima HO-1.

A Dra. Moénica Alves, desenvolveu um sistema teste de mutagenicidade de S.
typhimurium competente em SULT1A1, MA98 SULT1A1, ultrapassando algumas desvantagens
de testes padrdo de mutagenicidade do grupo de Hansruedi Glatt. Com a estirpe
MA98_SULT1AL, realizou o estudo de bioativacdo do metabolito 12-OH-NVP, confirmando a
mutagenicidade deste. No entanto, aguando da complementacédo deste estudo, ndo se obtiveram
resultados reprodutives. Otimizando alguns pardmetros da cultura e adquirindo um novo 12-
OH.NVP com maior grau de pureza, repetiram-se todos os testes de mutagenicidade de forma a
verificar ou confirmar a mutagenicidade deste metabolito de NVP e avaliar o papel de SULT1A1

na bioativacéo de NVP.

A segunda fase do trabalho vem no seguimento do extenso trabalho realizado pelo grupo
do Doutor Kranendonk no estudo do mecanismo molecular do complexo enzimético CYP,
especialmente sobre a interacdo proteica-proteica de CYP e CPR e o0 mecanismo de
transferéncia de eletrées de CPR. No presente estudo foi desenvolvido um sistema bacteriano
de E. coli competente nas enzimas CPR e HO-1 humanas, para aplicacdo em estudos
mecanisticos de CPR. A agdo de HO-1 é suportada por sete eletrdes doados por CPR, enquanto
na reacdo com CYP, CPR apenas doa 2 eletrdes. Sabendo que HO-1 e CYP interagem com
CPR, é plausivel assumir que possuem um local de ligagdo semelhante a esta enzima. Deste
modo, ao estudar-se a interacdo CPR:HO-1, em que h& a transferéncia de mais eletrdes, sera
possivel tirar-se conclusdes sobre o0 mecanismo de transferéncia de eletrdes de CPR para os
seus parceiros redox. Assim este segundo objetivo principal dividiu-se em trés fases: 1)
determinar a estequiometria de CPR:HO-1 em células de hepatdcitos humanos que até a data
h& pouca informacéo sobre a estequiometria em humanos. (Reed et al., 2011); 2) mimetizar essa
estequiometria num sistema bacteriano de E. coli., recorrendo a expressao heterdloga dessas
proteinas humanas e otimizando as condi¢cdes de cultura da estirpe; 3) desenvolvimento de
ensaios de cinética da atividade de HO-1, utilizando extratos membranares do sistema

bacteriano desenvolvido, de forma a avaliar a dinamica de CPR.
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[l - Materiais e Métodos
1.1 Materiais

Tabela 1.1 — Composicao das solu¢des utilizadas

Solucao

Composicéo por 1L

Cloreto de Magnésio (MgCl2) 0,1 M

8,13 g MgCl

Sais M9 (5x)

64 g NazHPO4.2H20; 150 g KH2PO4; 2,5 g NaCl; 5 g NH4CI -

Sais VB (50x)

10 g MgS04.7H20; 100 g CeHsO7.H20; 500 g K2HPO4; 175 g
NaHNH4(PO4.H20) *

Tampao de lise

6,05 g Tris-Base; 8,77 g NaCl; 1,86 g EDTA (ajustar pH a 8)

Tampéo PBS 8 g NaCl; 0,2 g KClI; 1,44 g Na2HPO4; 0,24 g KH2POq4 (ajustar
pH a 7,4)
Tampéao TB 23,1 g KH2PO4; 125,4 g K2HPO4 *

Tampado Tris Glicerol (TG)

9,08 g Tris-HCI; 230 mL glicerol 50% (ajustar pH a 7,5) 2

Tampao Tris Glicerol-EDTA (TGE)

9,08 g Tris-HCI; 9,30 g EDTA; 230 mL glicerol 50%

Tampao Tris-Sacarose

6,06 g Tris-HCI; 95,58 g NaCl (ajustar pH a 7,8) 2

Tampdo citocromo ¢

6,06 g Tris- HCI; 11,18 g KCL; 2,03 g MgCl; 130,02 mg NaNs;
10 mL Triton X-100 4% (ajustar pH a 7.5)

Tampao Fosfato de Potassio (K/P)
+ 3 mM MgCl

71,7 mL K2HPO4; 28,3 mL KH2PO4; 30 mL MgCI 0,1 M

Tampéo MOPS

20,92 g MOPS (ajustar pH a 7,2)

Tampéo Tris-Base

12,12 g Trizma.base (ajustar pH a 7,2)

Trace elements

27 g de FeClz.6H20; 2g ZnCl2.4H20; 2g CoCl2.6H0; 2g
Na:M004.2H,0; 1g CaClz.2H20; 1.3g CuCl2.6H20; 0.5g H3BO3
e 100 mL HCl

Tampéo de corrida (5x)

5 g SDS; 15,14 g Trizma.base; 93,84 g Glicina

Tampéo de transferéncia (5x)

2 g SDS; 29,06 g Trizma.base; 14,64 g Glicina; 500 mL

Metanol
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Verseno (10x)

80 g NaCl; 4 g KCI; 2 g EDTA; 0,2 g vermelho de fenol

1 Autoclavar 20 minutos a 120°C; 2 Conservar a 4°C.

Tabela 11.2 Composicdo dos meios utilizados

Meio de cultura

Composicéo por 1L

Luria — Bertani (LB)

5 g Bacto extracto de levedura; 10 g NaCl; 10 g Bacto triptona 12

Nutrient broth no.2 (NB)

25 g Nutrient broth 12

Meio A 1,6 g NB (S. typhimurium) ou TB/peptona (E. coli); 5g NaCl
M9 15 g agar; 10mL glucose (40% v/v); 200 mL sais M9 (5x) *
NZY* 10 g Bacto triptona; 5 g NaCl; 5 g Bacto extracto de levedura

(ajustar pH a 7,5) 1; suplementar com 12,5 mL MgCl (1M), 12,5
mL MgSOa (1M) e 20 mL glucose 20%

Terriferic Broth

(TB)/peptona

12 g Bacto triptona; 24 g Bacto extracto de levedura; 2 g Bacto
peptona; 8 mL glicerol 50% 1; suplementar com 100 mL tampéao
B

Top-agar para aplicagédo em

testes de mutagenicidade

6 g NaCl; 5 g agar *; suplementar com 100 mL solu¢éo
histidina/biotina (0,5 mM) (S. typhimurium) ou 1,6 mL L-arg
(10mg/mL) e 1,6 mL Thy (10 mg/mL) (E. coli)

Vogel-Bonner (VB)

15 g agar 1; suplementar com 20 mL sais VB (50x) e 50 mL

glucose 40%

1 Autoclavar 20 min. a 120°C; 2 Para preparagdo de meio em placas ou em tops-agar, adicionar 15 g ou 6
g de agar, respetivamente, antes da autoclavagem

20




Tabela 11.3 Lista de reagentes utilizados no trabalho experimental, e respetivos fabricantes.

Fabricante

Reagente

Affimetrix USB

Nonidet P40 substitute

BD Biosciences

Frascos de 75 cm? com superficie revestida por colagénio; Matrigel

Becton

Dickinson and

Bacto agar; Bacto agar MacConkey; Bacto extracto de levedura; Bacto
peptona; Bacto triptona

Company

Bioline Agarose; marcador de pesos moleculares HyperLadder I™

Bio-Rad Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gels (4 — 20%); dodecil sulfato de sédio
(SDS)

Invitrogen WesternDot™ 625 Goat Anti-Mouse Western I1gG Blot Kit

Merck Quimicos usados na preparacao das solucées (tabela Il. 1)

Oxoid Nutrient broth no. 2

Roche Mistura de inibidores de proteases

Sigma Chemical
Co

Acido 8-aminolevulinico (8-Ala); 4cido ascérbico; ampicilina (Amp); L-
arginina (L-arg); benzonase; catalase; cloranfenicol (Cm); ferrozina;
fluoreto fenilmetanossulfonil (PMSF); Heme; L-histidina.HCI (L-his);
isopropil B-D-tiogalactosido (IPTG); lisozima; 2-nitrofluoreno (2NF); 4-
nitroquinolina-1-6xido (4-NQO); fosfato de dinucleétido de nicotinamida e
adenina (NADPH); pentaclorofenol (PCP); riboflavina; soro fetal de bovino
(FBS); sulfato de canamicina (Kan); tiamina (Thy); tripsina; Trizma.base;
triton X-100

TRC Toronto

12-hidroxi-Nevirapina (12-OH-NVP)

Xenotech

Células primarias de hepatécitos humanos

Cedido por
Professor Nuno
Oliveira (UL)

Linha celular HepG2
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Tabela 1.4 Estirpes de E. coli e de S. typhimurium utilizadas no presente estudo

Estirpe Genotipo Origem
E. coli
PD301 thr-1, ara-14, leuB6, A(gtp-proA)62, thi-1, lacY1, galk2, xyl-5, | P. Duarte

mtl-1, supE44, argE3, hisG4, rac,, A, tsx-33, rpsL31, mgl-51,
rfoD1, kdgK51, gsr-, uvrA6, galkE, adal0 [tets], Aogt::cm", LPS¢

BTC? PD301/ pCWA/pLCM P. Duarte
PD301_hHO- PD301/pCW_hHO-1/pLCM_POR Este estudo
1_POR

PD301_hHO-1 PD301/pCW_hHO-1/pLCM Este estudo
PD301_POR PD301/ pCWA/pLCM_POR P. Duarte

S. typhimurium

TA1535 hisG46, A(gal-uvrB), rfa: B. N. Ames
TA100 TA1535/pKM101 B. N. Ames
MA98_SULT1A1l | TA1535/pCWA/PpLCM_hSULT1AL_cys M. Alves
TA1538 hisD3052, A(gal-uvrB), rfa- B. N. Ames
TA98 TA1538/pKM101 B. N. Ames
MA100_SULT1Al | TA1538/pcWA/pLCM_hSULT1A1_cys M. Alves

Tabela 11.5 Plasmideos utilizados no presente estudo.

Plasmideos Marcadores genéticos relevantes Origem

pCwA pCWori*, vetor de expressao de E. coli, Amp’, sem cDNA, C. W. Fisher

ptac.ptac/lacl®

pCW_hHO-1 pCWori*, contendo cDNA de HO-1 humana M. Kranendonk
pLCM mucAB+, Kan', derivado de pACYC177 M. Kranendonk
pLCM_POR pLCM, contendo cDNA de POR humano sob o promotor tac. | M. Kranendonk
pLCM_hSULT1A1_cys | pLCM, contendo o operdo cysDNC e cDNA de SULT1A1 M. Alves

humano sob o promotor tac
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[1.2 Métodos
[1.2.1 Cultura bacterianas

Foram usados meios liquidos e sélidos (Tabela 11.2), suplementados com 50 pg/mL de
ampicilina (Amp), 15 yg/mL de canamicina (Kan) e/ou 10 ug/mL cloranfenicol (Cm) de acordo

com o respetivo genotipo.

Todos os crescimentos de culturas bacterianas foram realizados na agitadora orbital New

Brunswick scientific.

11.2.1.1 Culturas bacterianas sem inducéo da expresséao heteréloga

As culturas foram incubadas durante 16h, a 37°C a 210 rpm numa incubadora orbital. No
caso das estirpes de E.coli foram utilizados 5 mL de meio LB e no caso das de S. typhimurium,
5 mL de NB, suplementado com o0s respetivos antibioticos. Como inéculos, usaram-se coldnicas
recém-crescidas em placa, ou stocks armazenados com 15% v/v de glicerol a -80°C, no caso de
E.coli, e stocks armazenados com dimetilsulféxido (DMSO) (0,09 ml/ml de cultura) a -80°C no

caso de S. typhimurium.

Para a preparacao de células competentes de E. coli para eletroporacao, inocularam-se
20-30 coldnias de PD301 (previamente crescidas em placas LB suplementadas com 10 pg/mL
cloranfenicol em 75 mL (Erlenmeyers de 250 mL) de meio liquido LB contendo o mesmo
antibidtico. A incubacgdo decorreu a 37°C, com agitacdo de 210 rpm, até atingir uma densidade
Gtica (DOsoo) entre 0,6 e 0,8. Fizeram-se stocks dessas células, armazenados com 15% v/v de

glicerol a -80°C.

11.2.1.2 Culturas bacterianas com inducdo da expresséao heter6loga

As culturas de S. typhimurium com expressao heterdloga foram realizadas em tubos de
vidro, de 150 x 15 mm, com 6 mL de meio NB, suplementado com 0s respetivos antibiéticos. A
expressdo foi induzida por IPTG (0,2 mM), adicionada inicialmente ao meio. Inoculou-se a cultura
com 20 pul de células armazenadas a -80°C, incubando-se a 28°C, com agitagdo de 140 rpm em
agitadora orbital, até uma densidade ética (DO) de 0,9 (= 0,5x10° células/ml). A medi¢do da DO
foi realizada num espectrofotometro (HITACHI, U-2001) a 600 nm. Subsequentemente as
culturas foram centrifugadas durante 10 minutos, a 2772g, a 4°C e ressuspendidas em meio A
para uma densidade celular 10 vezes superior, estando preparadas para utilizagdo nos testes de

mutagenicidade.

As culturas de E. coli com indugdo da expressao de proteinas heterélogas foram
incubadas em 100 mL de meio TB/peptona em Erlenmeyers de 1 L, suplementado com os
respetivos antibidticos, 1ug/mL de tiamina (Thy), e Trace Elements (TE) (0,4 mL/L). Foram
também suplementadas com &-ala (15 pM). A expresséao das proteinas heterélogas foi induzida

por IPTG (0,2 mM) adicionada inicialmente ao meio. Foi usado um inéculo de 500 ul de cultura
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bacteriana armazenada a -80°C, incubando-se a 28°C, com agitacdo de 150 rpm em incubadora
orbital. Depois de atingida a DO pretendida (ver secéo lll. 4) as culturas foram centrifugadas e

ressuspendidas ajustando-se o nimero de células por amostra através de medicédo de DO.

I1.2.2 Testes mutagenicidade com estirpes competentes em sulfotransferase 1A1
humana

Para determinar a resposta mutagénica ao composto NVP foi usado o ensaio de pré-
incubacéo liguida baseado em Meinl e Glatt (2005). O composto foi adicionado a 100 pl de cultura
bacteriana, crescida conforme 11.2.1.2. Esta mistura foi depois adicionada a um tubo com 500 pl
de MgSO4 (100 mM), sendo pré-incubado durante 1 hora, a 37°C, com agitacao de 175 rpm, em
incubadora orbital. Subsequentemente, os top-agar histidina/biotina, mantidos aproximadamente
a 45°C, foram adicionados aos tubos com as bactérias com o composto e espalhou-se em placas
com meio minimo VB. Estas foram incubadas durante 48 horas (72 horas no caso das TA 1538)
a 37°C e o numero de revertentes foi depois contado. No caso dos testes com 0 composto inibidor
de SULT1AL, PCP (Tabela I1.3), este foi adicionado as células bacterianas resssuspendidas
antes do mutagénio, tendo-se pré-incubado 10 minutos, a 37°C, com agitacdo de 175 rpm em
agitadora orbital. Seguidamente, procedeu-se de igual forma como o0 ensaio hormal descrito em

cima.

[1.2.3 Construcéo da estirpe de E. coli
11.2.3.1 Preparacédo células competentes de E. coli PD301 para eletroporacao

As células PD301 foram eletroporadas com os plasmideos contendo CPR e HO-1
humanas do seguinte modo. A estirpe PD301 foi cultivada (secc¢éo 11.2.1.1), e depois de parado
0 seu crescimento em gelo, dividiu-se 50 mL do volume total em dois tubos de Falcon (50 mL).
Procedeu-se a centrifugacdo durante 15 minutos, a 4°C, a 2772 g. O precipitado foi
ressuspendido em 2 mL de H20 nanopura estéril fria, juntando-se a suspensdo num so tubo,
perfazendo um volume total de 25 mL com H20 nanopura estéril fria, realizando-se nova
centrifugacdo com as mesmas condi¢des da primeira. O precipitado obtido foi ressuspendido em
1 mL de glicerol (15%) frio. Aliquotou-se (35 ul) todo o volume da suspenséo, tendo-se depois

congelado em azoto liquido (“snap freeze”) e armazenado a -80°C.

11.2.3.2 Transformacé&o por eletroporacéo de E. coli, PD301

A eletroporacao das células PD301 realizou-se adicionando DNA plasmidico respetivo
(Tabela 11.6) a 35 ul de células eletrocompetentes (11.2.2.1). As células e o DNA foram transferidos
para uma cuvete de eletroporacéo e eletroporou-se a 1,35 kV, 200 Q e capacitador de 25 pF
(constante de tempo de 4,4 ms), utilizando Bio-Rad Gene Pulser®. Seguidamente, as células

eletroporadas foram ressuspendidas em 1 mL de meio NZY* (Tabela 11.2) e incubadas a 37°C,
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com agitacdo de 210 rpm em incubadora orbital, durante 1 hora. Subsequentemente, 50 ul e 200
Ml de cultura transformante foram plaqueados em meio LB, suplementado com os respetivos
antibiéticos. Os restantes 750 pl foram centrifugados durante 30 segundos a 12000 g, e o

precipitado ressuspendido em 100 pl de meio NZY* sendo depois igualmente plaqueados.

Tabela 11.6 Estirpes transformadas e os seus respetivos plasmideos.

Estirpe pCW_hHO-1 pLCM_POR pCWA | pLCM
PD301_hHO-1_POR + + - -
PD301_hHO-1 + - - +
PD301_POR - + + -
BTC® ) ) ) i

Il.2.4 Caracterizacdo fenotipicas das novas bactérias transformadas.

De forma a confirmar o fenétipo da estirpe apés a eletroporagéo, realizaram-se culturas
de colbnias transformadas em 5 ml de meio LB, suplementado com os respetivos antibiéticos,
em tubos de vidro estéreis, de 150 x 15mm, durante 16 horas, a 37°C, com agitacdo de 210 rpm.
Seguidamente, retirou-se 100 pl dessa cultura centrifugando-se a 12000 g durante 30 segundos
e ressuspendendo-se o precipitado em 100 ul de PBS. Subsequentemente, procedeu-se a

verificacdo das caracteristicas fenotipicas a seguir descritas.
1.2.4.1 Auxotrofia para L-arginina

A auxotrofia de E. coli para L-arginina (L-arg) foi confirmada pelo crescimento bacteriano
em placas M9 seletivas (Tabela Il.2). Para isto, 5 pyl de suspensdes bacterianas, foram inoculadas
em placas com meio minimo M9, apenas suplementado com Thy (1 pg/mL). Foi também
realizado controlo positivo, utilizando-se placas com o0 mesmo meio, mas suplementado com L-

arg (100 pg/mL), além da Thy (1 pyg/mL).
I1.2.4.2 Presenca de parede lipopolissacaridica incompleta (LPSY)

Procedeu-se a inoculacdo de 5 pl de suspensédo bacteriana das culturas de E. coli em
placas com agar MacConkey de forma a testar a sensibilidade da estirpe ao cristal violeta, sais
biliares e outros compostos téxicos constituintes deste meio. Em estirpes com LPS9, por
possuirem parede celular mais permeéavel, ndo conseguem crescer devido a letalidade destes

compostos téxicos.
11.2.4.3 Confirmacé&o da sensibilidade de detecdo de mutagenicidade

A sensibilidade de detecdo de mutagenicidade pelas estirpes transformadas de E.coli

PD301 verificou-se pela monitorizacdo da reversdo do seu alvo genético argE3 em testes de
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mutagenicidade com um quimico especifico e caracterizado para esta estirpe, sem inducao da

expressao heterdloga.

De forma a selecionar a estirpe mais sensivel na dete¢édo de mutagenicidade, cresceram-
se varios candidatos de PD301 _hHO-1_POR (secdo 11.2.1.1), tendo-se realizado testes de
mutagenicidade recorrendo a abordagem sem pré-incubacéo. Para isto adicionou-se composto
teste 4NQO (0,15 ug por placa) a agar de superficie arginina/tiamina (Tabela II.2), juntando-se
depois 100 pl de cultura. De seguida, a mistura foi vertida e espalhada homogeneamente em
placas com meio VB. Estas foram incubadas durante 48 horas a 37°, tendo o niimero de col6nias

sido contado.

[1.2.5 Isolamento membranas das estirpes derivadas de PD301

De forma a obterem-se fracdes membranares das estirpes derivadas de PD301 seguiu-
se o procedimento desenvolvido pelo Doutor Kranendonk e colaboradores (Moutinho et al.,
2012).

Cultivou-se a estirpe bacteriana em 200 mL (100 mL em dois erlenmeyers de 1 L)
conforme 11.2.1.2. A cultura foi centrifugada durante 20 minutos, a 4°C, a 2772 g. O sobrenadante
foi removido e o sedimento obtido foi ressuspendido em 40 mL de Tris-Sacarose. Posteriormente,
foi adicionada lisozima (0,5 mg/ml de suspensdo bacteriana) e benzonase (0,05 ul/ml de
suspensao bacteriana), incubando-se durante 30 minutos, a 10 rpm em agitador orbital (Grant-
bio PTR-30), a 4°C. Seguidamente, adicionou-se os inibidores de proteases, EDTA (100 uyM) e
PMSF (500 yM), concentragdes finais. A suspenséo bacteriana foi lisada por sonicacgao (5 ciclos
de 30 segundos, 25% output (output de aproximadamente 2225 Joules) com intervalos de 59
segundos). Em seguida, centrifugou-se o lisado durante 10 minutos, a 5053 g a 4°C, removendo-
se assim células ndo lisadas. O lisado de células resultante foi centrifugado durante 1 hora, a
100000 g, a 4°C. Posteriormente o sedimento membranar obtido foi lavado duas vezes com 2 ml
tampédo TG (Tabela I.2) e ressuspendeu-se o sedimento em 1,5 mL de TG, recorrendo ao

Dounce homogenizer. Por fim, armazenou-se a suspensao a -80°C.

[1.2.6 Cultura de células priméarias de hepat6citos e de HepG2.

As células HepG2 foram inicialmente cultivadas durante 4 horas em meio Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal de bovino (FBS) e com
1% dos antibidticos penicilina e estreptomicina, a 37°C, a 5% de CO2 95% de ar.
Seguidamente, o meio foi substituido e adicionado novo meio com matrigel (0,25 mg/ml),
incubando-se mais 38 horas. Na indugdo com heme foi utilizada uma concentracéo final de 10
MM, incubando-se durante 6 horas. As células foram cultivadas em frascos com superficie

revestida com colagénio.
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As células primarias de hepatécitos humanos (PHH) foram descongeladas de acordo com as
instruc6es do fabricante (XENOTECH) e cultivadas em meio de Ressuspensao (fornecido pelo
fornecedor) durante 4 horas a 37°C, a 5% de CO2/ 95% de ar. O meio foi depois substituido por
meio Modified Chee's Media (MCM) suplementado com penicilina e estreptomicina (XENOTECH)
e adicionada matrigel (0,25 mg/ml) e as células incubadas durante 38 horas. Seguidamente, a
inducdo com heme realizou-se utilizando uma concentracdo final de 10 yM e incubando-se

durante 6 horas. As células cresceram em frascos com superficie revestida com colagénio.
11.2.6.1 Colheita e extracao de proteinas totais

A recolha das células foi feita através de tripsinizacédo. Incubaram-se os frascos com 4
ml de verseno durante 10 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente, foi adicionada a
solucao de tripsina (concentracdo final de 0,5 mg/ml) incubando-se durante 10 minutos a 37°C.
A tripsinizacgéo foi parada por dilui¢éo adicionando-se um volume de meio DMEM (meio MCM no
caso dos hepatécitos), 3 vezes superior ao volume da solugéo de tripsina. O nimero de células
da colheita foi determinado utilizando um hemocitémetro manual (Camara de Neubauer), no
microscopio 6tico Dialux 20-Leitz, com uma ampliagdo de 500 vezes. O volume da amostra de

células foi diluida 5 vezes em trypan blue (XENOTECH).

A extrag8o das proteinas foi realizada lavando-se a suspenséo celular com PBS frio e
centrifugando-se duas vezes durante 5 minutos, a 1200 rpm a 4°C. Depois as células foram
incubadas em gelo durante 30 minutos em tampéao de lise (mistura de inibidores de proteases
7X, 1% Nonidet i-40) e centrifugadas a 4°C, durante 10 minutos, a 12000g, e sendo o

sobrenadante contendo o lisado armazenado a -80°C

[1.2.7 Determinacdo da concentragado proteica

As amostras de proteinas extraidas, tanto das amostras de PHH e HepG2 induzidas,
como de amostras de cultura bacteriana PD301 foram quantificadas em relagdo as proteinas
totais recorrendo ao método de Bradford. Elaborou-se uma curva de calibragdo com albumina

sérica bovina (BSA) diluida em tampé&o TGE (Tabela 11.1).

No caso das amostras membranares de E. coli, a determinag&o da concentragdo proteica
foi realizada usando uma curva de calibracdo com BSA diluida em tampéo TG (Tabela Il.1) e as

amostras membranares foram diluidas 20 vezes nesse mesmo tampao
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[1.2.8 Quantificacdo de NADPH citocromo P450 oxido-redutase e heme oxigenase
| expressas nas estirpes PD301 e em células primérias de hepatdcitos humanos e
HepG2

11 2.8.1 Imunodetecdo de NADPH citocromo P450 oxido-redutase e heme oxigenase |

As amostras foram pré-tratadas em loading buffer SDS-PAGE, e foram carregadas em
géis de SDS-PAGE (4-20%) (Tabela 11.3). Utilizaram-se proteinas humanas purificadas de CPR
e de HO-1 como controlos positivos. CPR nativa (ndo truncada) foi cedida pelo Doutor Chris
Marohnic (University of Health Science Center at San Antonio, San Antonio, Texas) e HO-1
adquirida a RayBiotech, Inc, sendo que esta possui uma cauda His-Tag formada por 8
aminodcidos, substituindo 21 aminoéacidos na parte C-terminal, levando a uma massa molecular
de 31,4 kDa, inferior aos 32 kDa da forma nativa de HO-1. Apds a corrida por eletroforese,
realizou-se a transferéncia eletroforética (semi-dry) das proteinas do gel para a membrana PVDF
(Immobilon-FL  Milipore). Seguidamente, procedeu-se a imunodetecdo das proteinas
transferidas, utilizando-se o kit WesternDot™ 625 Goat Anti-Mouse IgG Western blot (Invitrogen),
seguindo as instru¢des do fabricante. Utilizaram-se os anticorpos primarios monoclonais de anti-
CPR (1:2000) (GeneTex) e anti-HO-1 (1:500) (GeneTex) e secundario Biotin-XX goat anti ratinho.

A visualizagdo das imunodeteces foi obtida através de exposicéo de UV a 365 nm.

A quantificacdo semi quantitativa de CPR e HO-1 humanos nas amostras foi realizada
por densitometria, utilizando a intensidade de sinal de varias quantidades de proteina purificada
que permite uma interpelacdo do sinal da amostra. Isto foi realizando recorrendo ao software de

tratamento de imagem Labworks (versdo 4.6) (UVP, Inc. USA)

11.2.8.2 Determinacédo de conteudo de NADPH citocromo P450 oxido-redutase pelo ensaio

de reducéo do Citocromo ¢

A medicéo do contetido de CPR nos microssomas isolados (se¢éo 11.2.2) consegue-se
pelo ensaio de reducéo do citocromo c¢ (cit. ¢). A mistura de reacdo é composta por tampéao
citocromo c redutase (Tabela I1.1), por solucdo de cit. ¢ (concentracéo final de 50 uM) (Tabela
11.1) e amostra membranar adequada. O volume foi dividido por duas microcuvettes e a reagéo
iniciou-se pela adicdo de NADPH (concentragéo final de 200 uyM). A velocidade da reacéo foi
medida pelo aumento da absorvancia da mistura a 550 nm durante 1 minuto, num
espectrofotometro de feixe duplo (Shimadzu UV-Vis UV-2401RC).

[1.2.9 Ensaios de cinética de heme oxigenase |

11.2.9.1 Varrimento comprimento de onda de 400-700 nm com Ferro (ll) e Ferrozina

A mistura reacional de 1 mL, é composta pelo tampéo a testar (se¢do I11.6.1) com

concentracao final de 0,1 M e pH 7,2, ferrozina (concentragao final 250 yM (Reed et al., 2010)),
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diluida ja no respetivo tampao, e ferro (ll) (Fe?*) (concentragéo final de 50 uM). O Fe?* foi obtido
através de solucdo de 100 mM de FeCls reduzida por uma solugéo de 1 M de &cido ascorbico
(Riemer et al., 2004). Os varrimentos foram realizados no espectrofotdmetro (Hitachi U-2001), e

repetidos durante 20 minutos, com intervalos de 5 minutos.

11.2.9.2 Curva de calibrac@o com diferentes concentrac6es de Ferro (I1)

Preparou-se uma solugdo de Fe?* (obtido através do procedimento descrito em cima), A
cada microcuvette foi adicionado tampao K/P (concentracéo final de 0,1 M e pH 7,2), ferrozina
(concentracéo final de 250 uM) e varias concentracées de Fe2*. A mistura foi incubada protegida
da luz durante 10 minutos e realizaram-se medi¢c6es da absorvancia no espectrofotémetro
(Hitachi U-2001).

11.2.9.3 Desenvolvimento de ensaios para medi¢cdo da atividade de heme oxigenase | em

amostras membranares bacterianas

Para o desenvolvimento de um ensaio que permitisse medir a atividade da enzima HO-
1 nas amostras membranares seguiu-se um método baseado em Reed et al. 2010, efetuando-
se algumas alteracfes (secao I11.6). A mistura de reagcéo continha ferrozina (concentracao final
de 250 pM), 0,25 unidades/ul de catalase, heme (concentracao final de 30 uM), 0,04% Triton X-
100, e extrato membranar (numa concentracdo final de 50 nm tendo em conta a quantidade de
CPR membranar) adicionado a tampéo K/P (contendo 3 mM MgCl2) para perfazer o volume de
800 pl. A reacéo foi iniciada pela adicdo de NADPH (concentracao final de 625 uM). O aumento
de absorvancia a 562 nm mediu-se num espectrofotometro de feixe duplo (Shimadzu UV-Vis UV-
2401PC) durante 3,5 minutos.
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[l - Resultados

.1 Ensaios de mutagenicidade de 12-OH-NVP nas estirpes competentes em

sulfotransferase 1A1 humana

Apesar do mecanismo exato pelo qual a NVP induz toxicidade ainda nao ser
completamente claro, tem sido verificado em diversos estudos, o envolvimento das enzimas
SULT na bioativacdo de um metabolito 12-OH-NVP, em eletréfilos reativos relacionados com
alguns aspetos de ADR causados por NVP (Sharma et al.,, 2012; Sharma et al., 2013).
Anteriormente ja foi demonstrada carcinogenicidade de NVP em roedores (Anonymous, 2009),
Contudo, em testes in vitro convencionais ainda ndo se provou que NVP fosse mutagénica ou
clastogénica (Antunes et al., 2008). Assim o objetivo desta fase do trabalho foi complementar um
estudo de mutagenicidade de 12-OH-NVP por bioativagdo mediada por SULT1AL, iniciado pela

Dra2 Ménica Alves neste laboratorio.

Anteriormente foi estudado neste laboratério o papel de SULT1A1 na bioativacdo de
NVP. A Dr.2 Ménica Alves desenvolveu estirpes de S. typhimurium competentes em SULT1A1
humana, nomeadamente a estirpe MA98 SULT1Al1 e MA100 SULT1Al (Tabela 1.4), e
experiéncias iniciais indicaram a mutagenicidade de 12-OH-NVP em MA98 SULT1A1 (Alves,
2013). No entanto, no decorrer do trabalho experimental, subsequente ao estagio da Dr.2 Moénica
Alves, com o objetivo de confirmar o papel bioativador de SULT1A1 na mutagenicidade de 12-
OH-NVP, foram encontradas inconsisténcias e falta de reprodutibilidade nos resultados
(comunicacdo pessoal com Doutor Michel Kranendonk). Varios parametros foram otimizados,
resultando numa alteragcdo das culturas desta estirpe, de modo a obter-se mais reprodutibilidade
na expressdo de SULT1Al. Além disso, o nivel de impureza de 12-OH-NVP, utilizado
anteriormente, foi considerado um fator de relevancia nessas inconsisténcias (comunicagéo

pessoal com Doutor Michel Kranendonk), por isso foi adquirido 12-OH-NVP com pureza 298%.

Mais tarde, j& com novo 12-OH-NVP adquirido, aplicando um gradiente logaritmico, nas
estirpes MA98 SULT1A1 e MA100 SULT1A1l, observou-se mutagenicidade na estirpe
MA98 SULT1A1 (Fig. l11.1).
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Figura 11l.1 — Curvas dose-resposta obtidas nas estirpes MA98 SULT1Al1 e MA100_SULT1A1,

utilizando um gradiente logaritmico de 12-OH-NVP.

Testou-se a estirpe MA98 SULT1A1l e a estirpe TA98, sua comparavel, mas sem
expressdo de SULT1A1, a TA98, com um gradiente linear de 12-OH-NVP (Fig. I1l.2). Observou-
se que apenas a estirpe MA98 SULT1A1 demonstrou atividade mutagénica, verificando-se uma

relacdo dose-resposta linear, indicando o papel bioativador de SULT1A1 em NVP.
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Figura 1.2 — Curva dose-resposta de 12-OH-NVP com as estirpes MA98_SULT1A1 e TA98, com um

gradiente linear. O resultado representa a média de 4 ensaios realizados independentemente.

De forma a confirmar a acdo de SULT1A1 na bioativagdo de 12-OH-NVP, foi utilizado
um composto inibidor de SULT1A1, o pentaclorofenol (PCP) (Meinl et al., 2006), numa dosagem

de 1,8 uM, 10 vezes superior ao ICso, previamente determinado (comunicagéo pessoal com
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Doutor Michel Kranendonk). De acordo com os resultados obtidos (Fig. I1.3.A) verifica-se que na
presenca de PCP, ocorre inibicdo da resposta mutagénica causada por 12-OH-NVP. Para excluir
a hipétese deste efeito ser devido a citotoxicidade de PCP nas células de S. typhimurium LT2,
testou-se a estirpe TA98 com o mutagénico direto 2-nitrofluoreno (2NF), em combinacdo com
PCP (na mesma dose utilizada anteriormente) (Fig. I11.3.B). Neste caso, verificou-se que PCP,

nesta concentracdo nao diminuiu a resposta de 2NF.
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Figura l11.3 — A) Efeito do inibidor de SULT1A1, PCP (1,8 uM) na estirpe MA98_SULT1A1 quando exposta
a 1,77 nmol de 12-OH-NVP. B) Mutagenicidade induzida por 2NF (0,5 ug) na estirpe TA98.

I1l.2 Desenvolvimento de uma estirpe de E. coli competente em NADPH citocromo

P450 oxido-redutase e heme oxigenase | humanas

A segunda parte do trabalho focou-se no desenvolvimento de um sistema bacteriano de
E. coli competente na expressédo das proteinas humanas CPR e HO-1, para ser aplicado no
estudo da atividade de HO-1 suportada por CPR. Além disso, este sistema pode também ser
aplicado em estudos sobre os efeitos de polimorfismos genéticos de CPR, com a finalidade de
entender melhor as interagdes e o mecanismo de transferéncia de eletres deste complexo. O
grupo de investigacdo do Doutor Michel Kranendonk, através do desenvolvimento de modelos
celulares bacterianos competentes em enzimas de biotransforma¢do humanas, tem realizado
vérios estudos acerca do mecanismo molecular do complexo enzimético de CYP e
especialmente nas interacdes com CPR, e também diversos estudos relacionados com
polimorfismos de CPR (associados a sindrome de ABS) e os seus efeitos na interagdo com os
parceiros redox de CPR (Kranendonk et al., 2008; Marohnic et al., 2010; Moutinho et al., 2012).
HO-1 é uma das enzimas que depende de eletrdes de CPR, mas distintamente de CYP, que

depende apenas de dois, esta depende de sete eletrfes por cada ciclo enzimético, o que a torna
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adequada para ser usada neste sistema possibilitando uma maior compreensdo acerca da

eficiéncia do mecanismo de transferéncia de eletroes.

[11.2.1 Determinacdo da estequiometria NADPH citocromo P450 oxido-
redutase:heme oxigenase | em células primarias de hepatécitos humanos e

células HepG2

Com o objetivo de desenvolver um sistema bacteriano competente em CPR e HO-1
mimetizando as condi¢Bes verificadas em humanos foi necesséario determinar previamente a
estequiometria que as duas enzimas apresentam no figado humano. Como ja foi referido, utilizar
uma estequiometria respeitando as condic¢6es fisiolégicas assume um papel determinante neste
tipo de sistemas uma vez que estequiometrias diferentes das que se verificam in vivo, levam a

dados pouco relevantes quando se pretende extrapolar para as condi¢des in vivo.

Até a data, poucos dados existem sobre estequiometria CPR:HO-1, tendo sido
determinada por exemplo em estudos recorrendo a microssomas de roedores expostos a cadmio
(Reed et al., 2011). No presente estudo, realizou-se cultura de células de HepG2 e de hepatécitos
primarios humanos (PHH) (sec¢éo 11.2.6), induzindo-se a expressdo de HO-1 através da adicao
de heme. A expressdo de CPR e HO-1 nas amostras de lisado das células HepG2 e PHH foi
semi-quantificada por imunodetagcéo (seccéo I1.2.7.1), utilizando a intensidade de sinal de
diversas quantidades de proteina purificada, permitindo uma comparac¢éo do sinal da amostra.
(Anexo - Fig. VII.1)

Primeiramente realizou-se o estudo de determinacdo da estequiometria CPR:HO-1 em
células HepG2. Num estudo preliminar, baseado em Miyamoto et al. (2009) utilizaram-se duas
concentragbes de heme, 10 uM e 100 uM, tendo-se verificado um efeito de citotoxicidade na
concentracdo mais elevada (dados ndo apresentados). Subsequentemente, realizou-se cultura
de HepG2 tendo-se realizado indugdo com heme numa concentracdo final de heme de 10 yM
Através de imunodetecao (Fig. 111.4) e respetiva andlise semi-quantitativa verificou-se que, tanto
nas amostras controlo, como induzidas, a estequiometria CPR/HO-1 foi de aproximadamente 1:2
(Tabela 111.1).

Na abordagem seguinte, utilizando células de PHH, realizou-se o mesmo ensaio descrito
em cima para as células HepG2. Analisando a imunodetecao respetiva (Fig. Ill.5) observou-se
uma estequiometria CPR/HO-1 de aproximadamente 1:16 nas células induzidas, enquanto as

ndo induzidas apresentaram um racio inferior de aproximadamente 1:12.

Observando as figuras 11l.4 e 1.5 verificam-se mais bandas além das correspondentes
ao sinal das respetivas proteinas controlo. Depois de uma analise da distancia de migracao das
bandas e, comparando com a distancia de migracdo das bandas do marcador de peso molecular,

verifica-se que essas bandas correspondem provavelmente a hétero-dimeros de CPR/HO-1 e
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oligbmeros de HO-1. Por este motivo tomou-se em conta o sinal desses possiveis hétero-dimeros

e oligébmeros na andlise semi-quantitativa.

HepG2 | CPR purificada HepG2 | HO-1 purificada
c I 5] 10| 15| 20 c I M_ |60 | 80 | 120 | 160
| | ikga)l | | I | | “iLDall | | |

B)

Figura 1.4 - Imunodetecdo de A) CPR e B) HO-1 presente nas amostras de lisado das células HepG2 (40
Mg/poco). (C —HepG2 controlo; | — HepG2 induzidas); M — Marcador; CPR purificada: 5, 10, 15 e 20 ng; HO-
1 purificada: 60, 80, 120 e 160 ng).

Tabela 1.1 — Resultados da determina¢do semi-quantitativa da expressdo de CPR e HO-1 nas

amostras de células de HepG2 e PHH.

Amostra pmol HO-1/mg | pmol CPR/mg | CPR/HO-1
HepG2 Controlo 10,8+ 0,5 45+0,5 1:2
HepG2 10 yM Heme | 8,8+ 0,4 4,3+0,5 1:2

PHH Controlo 320+ 3 27+2 1:12

PHH 10 uM Heme 495+5 32+2 1:16
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Figura lIl.5 - Imunodete¢édo de A) CPR e B) HO-1 presente nas amostras de lisado das células hepatdcitos
primarios humanos (PHH) (17 pg/pogo). (C — PHH controlo; | — PHH induzidos; M — Marcador; CPR
purificada: 5, 10, 15, 20 e 25 ng; HO-1 purificada: 10, 20, 30, 40, 60 e 80 ng).

Ao verificar as figuras Ill.4 e 111.5 é possivel observar mais claramente na figura Ill.5 a
presenca de sinais correspondentes a degradacdo da amostra e também das proteinas

purificadas na imunodetecdo de CPR.

[11.2.2 Construcédo da estirpe de E. coli competente em NADPH citocromo P450
oxido-redutase e heme oxigenase |

Desenvolveu-se uma estirpe de E. coli, co-expressando as enzimas CPR e HO-1
humanas, utilizando um sistema de co-expressdo bi-plasmidica. A estirpe PD301 foi
transformada, por eletroporagdo (secdo 11.2.3.2), simultaneamente com o0s plasmideos
pLCM_POR e pCW_hHO-1, resultando na estirpe PD301_hHO-1_POR

As caracteristicas de auxotrofia para L-arg (11.2.4.1) e presenca de LPS¢ (11.2.4.2) foram
confirmadas pela utilizacdo de meios seletivos. A presenga dos dois plasmideos (pCW_hHO-1e
pLCM_POR) e das quantidades relativas supostas de cada um confirmou-se por eletroforese

(dados néo apresentados).

De forma a confirmar a sensibilidade das estirpes derivadas de PD301, verificando se
teria ocorrido alguma alteracdo durante o procedimento de eletroporagdo que pudesse ter
alterado a forma como a estirpe responde a mutagenicidade, foi utilizado o mutagénico 4-
nitroquinolona-1-6xido (4NQO), mutagénico padrdo para as estirpes PD301 (Duarte et al., 2005).
Os candidatos selecionados foram testados a este composto (sec¢éo 11.2.5.3), tendo o candidato
namero 8 apresentado uma melhor resposta em relacdo ao numero de revertentes induzidos e
um baixo ndmero de revertentes espontaneos (Fig. Ill.6), caracteristicos desta estirpe em

estudos desenvolvidos neste laboratorio.
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Figura I11.6 - Mutagenicidade de 4-NQO nos candidatos PD301_hHO-1 POR. (dose de 0,15 ug/placa).

Ensaio realizado em duplicado.

[11.2.3 Otimizacdo das condi¢cdes de cultura de expressao heteréloga de NADPH
citocromo P450 oxido-redutase e heme oxigenase | humanas

No sentido de aproximar a estequiometria bacteriana a que se verificou nos PHH, foram
estudados varios parametros das condi¢fes de cultura, nomeadamente, o arejamento (rpm), o
tempo de crescimento e nivel de inducgéo [IPTG], e a influéncia destes na expressao relativa das
proteinas humanas. Na tabela Ill.2 estdo descritas as fases de otimizacdo e respetivos resultados
da estequiometria determinada por andlise semi-quantitativa através da imunodetecdo das
proteinas CPR e HO-1. Durante a otimizacdo foram usadas diretamente células bacterianas sem
isolamento da fragdo membranar de forma a obter-se uma aproximacdo a estequiometria
bacteriana verificada. Realizar o processo de isolamento a cada fase de otimizagdo era
inexequivel. O nimero de células por amostra foi normalizada (através de medi¢éo de DO) de
forma a permitir comparar corretamente os valores da estequiometria entre as diferentes

amostras de diferentes crescimentos.
Efetuaram-se as seguintes abordagens durante a otimizacao das condi¢des de cultura:

1) Realizou-se o crescimento da cultura com as condi¢des que sdo normalmente usadas
neste laboratoério (11.2.1.2). Estas condi¢Bes demonstraram sucesso nha cultura de outras estirpes
PD301 competentes em proteinas humanas, tendo-se obtido estequiometrias dessas proteinas
semelhantes as observadas in vivo (Kranendonk et al., 1999). Na presente abordagem, verificou-
se uma estequiometria CPR/HO-1 de aproximadamente 1:63, distante dos 1:16 observados nos

hepatdcitos primarios (Tabela 111.1).

2) Para um estudo pormenorizado do crescimento desta estirpe ao longo do tempo

realizou-se uma cultura com inducdo da expressdo heteréloga durante 20 horas, retirando-se
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amostras de hora em hora a partir das 8 horas do inicio da inducao. Observou-se que foi mesmo

as 8 horas que se verificou a estequiometria mais baixa (aproximadamente 1:64).

3) Com a indicacdo de um aparente elevado favorecimento da expressdo de HO-1 em
relagdo a CPR optou-se por mudar a abordagem de inducéo por IPTG logo no inicio da cultura
e em vez disso realizar uma pré-cultura. Para esta nova abordagem estudou-se o crescimento
da cultura sem inducgéo (secéo 11.2.1.1), medindo a DO a 600 nm, de hora em hora até ao inicio
da fase exponencial e a partir dai de duas em duas horas (Anexo — Fig. VII.2). Determinou-se
que numa DO de 4, a cultura apresentava um crescimento a meio da fase exponencial. Assim,
nesta nova abordagem iniciaram-se culturas com arejamento inferior (de 150 rpm em vez de 175
rpm) e pré-cultura até uma DO de 4. Nessa altura adicionou-se IPTG e 6-ala (percursor da
sintese de heme), testando também as mesmas condi¢gdes sem a presenga de d-ala. O tempo
de inducdo foi de 3 horas, e a estequiometria CPR:HO-1 mais baixa verificada foi de
aproximadamente 1:40 e 1:44, com e sem 0&-ala, respetivamente. Isto € indicativo de que a
presenca ou auséncia de 6-ala nesta concentragdo nestas condi¢des de cultura, aparentemente,

ndo afeta de forma relevante a estequiometria neste intervalo de tempo de inducéo.

4) Testou-se o efeito de diferentes concentracdes de IPTG na cultura, utilizando-se trés
concentracdes finais diferentes (0,1 mM, 0,2 mM e 0,3 mM) com as mesmas condi¢cdes que o
crescimento anterior (arejamento de 150 rpm e adigdo de &-ala e IPTG s6 apés DO=4).
Obtiveram-se racios mais em favor de HO-1 que na cultura anterior, mesmo na concentracéo de
IPTG inferior, o que ndo resultou numa aproximacdo da estequiometria pretendida. Como n&o
se observaram diferengas relevantes entre as diferentes concentragbes de IPTG utilizadas,

manteve-se a concentracéo de 0,2 mM até aqui utilizada.

5) De forma a avaliar o efeito de uma concentragdo mais elevada de 0-ala, realizaram-
se trés culturas, a primeira com as condi¢des do Ultimo crescimento, mas com 100 uM de d-ala,
induzindo-se durante 5 horas de forma a averiguar também se o aumento na quantidade de
ambas as proteinas permanecia linear por mais que 3 horas de inducéo. As outras duas culturas
foram induzidas durante 3 horas com uma pré-cultura até DO=6, adicionando-se uma
concentracao final de 100 uM e 15 uM de 6-ala. Em relagdo a primeira cultura, confirma-se um
aumento linear na quantidade de ambas as proteinas ao longo do tempo, por isso aumentar o
tempo de inducdo n&o parece ter efeito na diminuicdo da estequiometria. Nestas condi¢cfes de
cultura no que a presencga de 6-ala diz respeito, e ao contrario do que se observou na abordagem
3 (com condi¢Bes de cultura diferentes), verifica-se que uma concentragdo mais elevada de &-
ala reflete-se num grande aumento da quantidade das duas enzimas, especialmente em HO-1.
Além disso, a indugdo numa fase de crescimento mais tardia aparenta favorecer uma expressao

mais elevada de HO-1.

6) Tendo em conta os ultimos dados, realizaram-se culturas com as mesmas condigdes
da anterior, mas efetuando uma pré-cultura até uma fase de crescimento mais baixa (DO=2) e

apenas durante 2 horas, de forma a averiguar se ocorria o efeito contrario favorecendo o aumento
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da expressdo de CPR ou uma menor expressdao de HO-1. Utilizaram-se novamente
concentracdes diferentes de IPTG (0,05 mM, 0,1 mM, 0,2 mM), sem presenca de gs-ala.
Determinaram-se estequiometrias inferiores, verificando-se uma menor expressao de HO-1, no
entanto, CPR manteve-se nos niveis observados nas abordagens anteriores. As diferentes
concentracdes de IPTG voltaram a nédo resultar em alteracdes relevantes, sendo que 0,2 mM

demonstrou mesmo a estequiometria mais baixa.

7) A inducdo durante trés horas por 0,2 mM de IPTG com uma pré-cultura até DO=4,
aparenta ser a melhor abordagem para se obter uma estequiometria mais baixa. Desta forma,
optou-se por aplicar esta abordagem para o isolamento de membranas para verificar a
estequiometria. No entanto, numa Ultima tentativa de melhorar a expressao de CPR, a cultura foi
suplementada com riboflavina (4 pg/ml) e com uma concentracdo final de tiamina mais elevada
(1 mM), flavinas que podem ser limitantes na sintese de CPR. Depois de uma pré-cultura até
DO=4, foram adicionados 0,2 mM de IPTG e 15 uM de d-ala. A semi-quantificacdo realizou-se
utilizando prepara¢cdes membranares (secc¢do 11.2.5), caracterizando propriamente o material
utilizado no restante estudo. A estequiometria de CPR:HO-1 obtida foi aproximadamente 1:57.
Além destas abordagens, poderiam ter-se estudado parametros de modo a obter uma
estequiometria melhor, mas devido a limitagdo de tempo decidiu prosseguir-se o estudo com as

membranas obtidas nestas condicdes.

Tabela 111.2 — Otimizagdo das condi¢Bes de crescimento da estirpe PD301_hHO-1_POR, e

resultados de expressao das proteinas CPR e HO-1 e respetivas estequiometrias obtidas.

Tempo de Pré-cultura  Tempo de IPTG &-ala Arejamento pmol pmol CPR:
crescimento até DO indugéo (mM) (M) (rpm) HO-1 CPR HO-1
(h) (h)
1 16 N&o 16 0,2 15 175 22,094 0,3501 63
2 20 N&o 20 0,2 15 175 3,1281 0,049 64
16 4 3 0,2 15 150 1,2011 0,030* 40
° 16 4 3 0,2 0 150 0,9221 0,021 1 44
15 4 3 0,1 15 150 5,030 ! 0,086 * 58
4 15 4 3 0,2 15 150 59151 0,104 1 57
15 4 3 0,3 15 150 4,1051 0,062 1 66
16 4 5 0,2 100 150 7,1321 0,099 * 72
5 19 6 3 0,2 100 150 7,760 1 0,085 1 91
19 6 3 0,2 15 150 6,513 1 0,065 * 99
13 2 2 0,05 0 150 4,278 1 0,092 * 46
6 13 2 2 0,1 0 150 3,409 0,0551 62
13 2 2 0,2 0 150 45311 0,107 * 42
7* 15 4 3 ‘ 0,2 15 150 1407,9 2 24,62 57

* - amostras de membrana; 1 — pmol/DO; 2 — pmol/mg de proteina
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[1l.2.4 Caracterizagdo dos preparados membranares relativamente a expresséo

das proteinas heterdlogas

Depois das condigBes de crescimento da cultura PD301_hHO-1_POR estarem fixadas,
utilizaram-se essas condi¢Bes para o crescimento de culturas de todos os controlos (apenas com
expressdo de CPR, apenas com expressao de HO-1, e sem expressao das duas proteinas). E
procedeu-se em seguida ao isolamento das membranas (secéo.ll.2.5) para determinacdo da

concentracao proteica e da expressédo de CPR e HO-1.

A determinagdo da concentracdo de proteinas totais nas amostras membranares de
cada estirpe foi realizada pelo método de Bradford, verificando-se uma concentragao de proteina

semelhante entre todas as estirpes.

O conteddo de CPR nas amostras membranares foi determinado através de
imunodetecéo, e pelo ensaio de reducéo do cit. c. Este ensaio além de possibilitar avaliar a
atividade de CPR nos microssomas isolados, permite também validar os resultados obtidos
através da imunodetecdo, em relacao a expressdo de CPR nas mesmas amostras. Sabendo o
aumento de absorvancia a 550 nm do cit. ¢ reduzido, o coeficiente de absortividade molar do cit.
¢ (21 mM-1. cm?) e a atividade especifica de CPR para a reducéo de cit. ¢ (3200 min-1) é possivel

determinar com rigor o conteido de CPR na amostra de proteinas totais.

Apéds o ensaio de reducéo do cit. ¢ por CPR, obteve-se uma concentracdo de CPR de
27,3 + 0,7 pmol/mg nas membranas da estirpe PD301_hHO-1_POR, e 35,6 + 0,3 pmol/mg para
PD301_POR (Tabela 111.3). E de realcar nas membranas de PD301_hHO-1 e de BTC? foi
detetada atividade considera ruido e o valor encontrado em BTC?foi depois subtraido aos valores
do contetdo de CPR nas membranas contendo expressdo de CPR. Através de imunodetegdo
determinaram-se valores semelhantes no contetido de CPR presente, para PD301_hHO-1_POR
verificou-se 24,6 + 0,001 pmol/mg, enquanto para PD301_POR 35,2 + 0,001 pmol/mg (Tabela
111.3). No que diz respeito ao contetdo de HO-1 determinado por semi-quantificagdo, verificou-se
que as duas estirpes competentes em HO-1 demonstraram valores de expresséo relativa

préximos (Tabela 111.3).

Tabela 111.3 — Contetdo de CPR nas amostras membranares de cada estirpe determinados

através do ensaio de reducéo do citocromo ¢ por CPR e através de imunodetegao.

Estirpe Contetdo CPR pmol/mg Contetdo HO-1 pmol/mg
Reducdo cit. ¢ Imunodetecao Imunodetecao

PD301_hHO-1_POR 27,3+0,7 24,6 £ 0,001 140,8 £ 0,2

PD301_POR 35,6 +£0,3 35,2 £ 0,001 -

PD301_hHO-1 - - 119,2+£0,2

BTCO - - -
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Observando ainda a imunodetec¢do verifica-se que todas as estirpes apresentam o sinal
correspondente as proteinas que expressam (Fig. 111.7). Nas amostras de PD301_POR apenas
se verifica a banda correspondente ao peso molecular de CPR de aproximadamente 76 kDa,
enquanto as de PD301_hHO-1 apenas apresentam a banda correspondente aos 32 kDa de HO-
1. Nas amostras de PD301_hHO-1_POR verificam-se as duas bandas correspondentes a CPR
e HO-1. A estequiometria de CPR:HO-1 na estirpe PD301_hHO-1_POR, determinada por semi-

quantificacdo foi de aproximadamente 1:57.

Amostras membranares | CPR purificada Amostras membranares | HO-1 purificada
CPR |HO-1|CPRHO-1| M| 4 | 5 | 10 CPR | HO-1|ICPRHO-1] M | 60 | 80 | 120
(kDa)’ {kDa)

125 25

—— St » - o0
8 -

w

.20 oy

A) 157 B) 15
£ 10 '

Figura lll.7 — Imunodetecdo da expressao de CPR (A) e HO-1 (B) nas amostras membranares das varias
estirpes. (CPR —2 yg de PD301_POR; HO-1 —4 g de PD301_hHO-1; CPR:HO-1 — 2 ug de PD301_hHO-
1 POR; M —Marcador; CPR purificada: 4, 5 e 10 ng; HO-1 purificada: 60, 80 e 120 ng)

[11.3 Desenvolvimento de um ensaio de medi¢&o da atividade de heme oxigenase |

com membranas bacterianas

Com o objetivo de medir a atividade de HO-1 nas amostras membranares obtidas neste
estudo, foi desenvolvido um ensaio de cinética de HO-1. Foi reportado no laboratério de Wayne
Backes, utilizando varias abordagens com enzimas purificadas (Reed et al.,, 2010), o
desenvolvimento de ensaios que permitem estudar a atividade de HO-1 através da formacéo dos
produtos resultantes da acdo catabdlica de HO-1 sobre heme (Fig. 111.8). Nesse estudo foram
investigados diversos parametros que pudessem otimizar a medicdo da formacéo dos produtos
resultantes, nomeadamente, foram testados os efeitos do pH da mistura reacional, o uso de
diferentes tampdes, e os efeitos da enzima catalase que degrada o perdxido de hidrogénio
(H202), cuja presenga inibe a atividade de HO-1. Embora a medig&o da formacéo de bilirrubina
seja 0 ensaio mais frequentemente utilizado para o estudo de cinética de HO-1, verificou-se que
a formacao do complexo cromoférico entre o ferro libertado e ferrozina fornece uma alternativa

eficaz e mais simples na medi¢&o da atividade de HO-1, principalmente por ser uma medi¢édo
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direta, ao contrario do que ocorre no ensaio da bilirrubina cuja adicdo de biliverdina redutase
(BVR) é necessaria (Reed et al.,, 2010). No presente estudo, adaptou-se a abordagem da
formacdo do complexo entre o ferro e ferrozina e foi feita uma verificacdo inicial de alguns

parédmetros.

Heme

Biliverdina Redutase

Bilirrubina

Figura 111.8 — Via Catabdlica de Heme. A heme oxigenase catalisa a degradacéo de heme em quantidades
equimolares de monéxido de carbono (CO), ferro (Fe) e biliverdina, sendo esta Ultima subsequentemente

reduzida em bilirrubina pela biliverdina redutase.

111.3.1 Complexo Fe?* -ferrozina

Sabendo que o complexo formado pelo Fe?* e ferrozina possui um pico maximo de
absorvancia entre os 562 nm e os 564 nm e o seu coeficiente de extingdo (¢) é de 27,9 mM* cm-
1 (Berlett et al., 2001), comecou por confirmar-se a formagcédo do complexo em trés tampdes
diferentes, MOPS, fosfato de potassio (K/P), e Tris, todos com uma concentragéo de 0,1 M e pH
7,2 (Reed et al., 2010). Foi preparada uma solucéo de Fe?* (secdo 11.2.9.1) adicionando-se numa
concentracao final de 50 uM a cada tampao. Posteriormente foi adicionada 250 uM de ferrozina
(Reed et al., 2010) (sec¢édo 11.2.9.1) e realizou-se um varrimento de comprimento de onda dos 400
aos 700 nm. Verificou-se que os valores do pico maximo de absorvancia e do € do complexo Fe?*
- ferrozina formado (Tabela 111.4) é similar entre todos os tampdes e com os valores descritos na
literatura (Berlett et al., 2001).

Tabela 11l.4 — Detecé@o dos picos maximos de absorvancia do complexo Fe2+ - ferrozina, e
respetivo coeficiente de extingdo (€) em trés tampdes diferentes, MOPS, fosfato de potéssio (K/P)
e Tris-Base (Tris) (0,1 M e pH 7,2).

Pico maximo emM?!cm? Tampéo
563 nm 26,8+0,3 MOPS
562 nm 246+0,6 K/P
562 nm 26,7+0,7 Tris
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Realizou-se uma curva de calibragcdo com varias concentracdes de Fe?* de forma a
verificar o aumento de absorvancia a que corresponde a libertacéo de ferro e verificar também a
sensibilidade do ensaio e do equipamento utilizando concentracdes de Fe?* baixas. Prepararam-
se varias concentracdes de Fe?* (obtido como descrito na secdo 11.2.9.1) em tampéao K/P, e
adicionando-se ferrozina com concentracao final de 250uM, e mediu-se a absorvancia a 562 nm
(secdo 11.2.9.2). Obteve-se assim a curva de calibragéo (Fig. 111.9)., correspondendo a cada 1 yM
de ferro libertado, um aumento de 0,0238 na absorvancia, correspondendo a um € de 23,8 mM-!
cm-1, indicativo de elevada sensibilidade uma vez que esta em concordancia com a literatura e

com os valores obtidos nos ensaios anteriores (Tabela I11.4)

0,6

y = 0,0238x
R2 =0,9955

o o o o
[N w IN &)

Absorvancia a 562 nm

o
[EEY

0 5 10 15 20 25
Fe2+ (uM)

Figura I11.9 — Curva de calibragéo com varias concentragtes de Fe?* em contacto com ferrozina.
111.3.2 Atividade de heme oxigenase | em amostras membranares bacterianas

Nesta fase do trabalho, foram aplicadas as amostras membranares bacterianas para
otimizag&o do ensaio de cinética, sendo um dos objetivos determinar o efeito da enzima catalase
no ensaio. Foi documentado em estudos recorrendo a enzimas purificadas e também em
sistemas de lipossomas artificiais, que a catalase estabiliza a atividade catalitica de HO-1,
permitindo seguir a atividade linearmente durante mais tempo (Huber et al., 2009; Reed et al.,
2010).

Inicialmente, seguindo as condicdes descritas por Reed et al. (2010) (11.2.9.3), ndo foi
possivel detetar qualquer atividade de HO-1. Isto podia dever-se a fraca penetracéo da ferrozina
nos microssomas das prepara¢cdes membranares. Nos ensaios de reduc¢éo do cit. ¢ por CPR é
incluido um detergente (Triton X-100) para otimizar o ensaio, de forma aos reagentes terem
acesso aos microssomas. Numa nova abordagem ao ensaio foi incluido Triton X-100 (nas
mesmas condi¢des quando utilizado no ensaio de reduc¢éo do cit. ¢, numa concentracao final de

0,04%) para garantir que os reagentes alcancem os microssomas. Nos ensaios de cinética com
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estas condic8es, detetou-se um aumento em tempo, da absorvancia a 562 nm. No entanto, isto
verificou-se em todos 0s controlos, por isso ndo podia ser resultante de atividade de HO-1 pela

detegéo do complexo ferro-ferrozina. (Fig. 111.10).

018 HO-1 BTCO —A—CPR —#—CPR_HO-1
0,16
0,14
0,12
0,1
0,08

0,06

Absorvancia (562 nm)

0,04
0,02

0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5 4
Tempo (minutos)

Figura 111.10 — Aumento em tempo (minutos) da absorvancia a 562 nm em todas as amostras membranares
através da formagao do complexo fe?*-ferrozina. Os testes foram realizados em triplicado, incluindo todos os

controlos.

Procedeu-se entdo a diversos ensaios para avaliar o efeito de varios fatores no estudo
reacional que pudessem ser responsaveis pelo resultado obtido. Realizou-se um ensaio com
todos os componentes sem amostra membranar para verificar se o heme era degradado
espontaneamente, o que podia explicar a formagdo do complexo fe?*-ferrozina mesmo nas
membranas controlo sem expressao de HO-1. Contudo, ndo se detetou a formac¢ao do complexo
neste ensaio (dados ndo apresentados). Para verificar se a amostra membranar interferia com a
formac&o do complexo fe?*-ferrozina, decidiu-se realizar um novo varrimento de comprimento de

onda dos 400 nm aos 700 nm, utilizando diferentes abordagens (Tabela 111.5).
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Tabela IIl.5 — Descricdo dos componentes utilizados em cada abordagem teste de varrimento do
espectro a 400-700 nm.

Abordagens Componentes
A Ferrozina + ferro reduzido, sem NADPH
B Ferrozina + ferro reduzido + membrana BTC?, sem NADPH

Ci1 Ferrozina + 30 uM heme + membrana BTC®, com NADPH

Cz Ferrozina + 30 yM heme + membrana PD301_hHO-1_POR, com NADPH

Nas abordagens A e B detetou-se o pico maximo nos 562 nm, caracteristico da formacao
do complexo ferro-ferrozina (Fig. I11.11). Na dltima abordagem, (C), ndo se detetou pico a 562
nm em ambos (Fig. 111.12). Isto pode indicar que ocorre uma reagdo desconhecida que
eventualmente resulta na formacao de um produto fruto da presenga de algum substrato presente
por exemplo na amostra membranar, que interfere com a medic&o da formacg&o do complexo de

Fe2* e ferrozina.

2,5

400 450 500 550 600 650 700

Figura 1l.11 — Varrimento do comprimento de onda entre 400-700 nm das reacBes A) com

ferrozina e Fe?*, sem NADPH,; e B) ferrozina, Fe** e com membrana BTC®, sem NADPH.
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Figura l1l.12 — Varrimento do comprimento de onda entre 400-700 nm das reagdes Ci) com
ferrozina e 30 M heme com membrana BTC? e NADPH; Cz) com ferrozina e 30 yM heme com
membrana PD301_hHO-1_POR e NADPH
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IV - Discussao

O ser humano esta diariamente exposto a multiplos xenobidticos como por exemplo,
farmacos, que sdo absorvidos pelo organismo. A sua eliminagdo depende muitas vezes da
biotransformacéao. A biotransformacéo, catalisada por enzimas especificas da biotransformagéo,
como por exemplo, CYP e SULT, é o processo metabdlico responsavel pela modificacdo das
propriedades fisico-quimicas e bioquimicas dos xenobiéticos, resultando em produtos facilmente
excretaveis favorecendo a destoxificacéo (Parkinson, 2001). No entanto, por vezes, compostos
inicialmente com menor grau de toxicidade, podem ser bioativados a intermediarios reativos.
Esta bioativacdo a metabolitos reativos resulta frequentemente em toxicidade (ADR em caso de
farmacos) que colocam muitas vezes em risco a salde do ser humano. Além disso grande parte
das enzimas de biotransformagdo apresenta polimorfismos genéticos, por isso é de todo o
interesse adquirir maior conhecimento acerca das vias metabdlicas que desencadeiam a
formacgdo destes metabolitos e os seus efeitos téxicos. (Palma et al., 2010). A aplicacéo de
sistemas in vitro competentes em enzimas de biotransformacdo é uma importante ferramenta
para este tipo de estudos, permitindo ainda o estudo dos mecanismos moleculares nas

interacdes entre estas enzimas.

IV.1 Estudo da bioativacdo de 12-OH-NVP

NVP é um farmaco antirretroviral utilizado no tratamento do virus HIV-1. Devido a sua
elevada eficacia, principalmente na prevencdo da transmisséo vertical do virus, € um dos
farmacos mais prescritos como monoterapia ou em terapia combinada. No entanto, apesar da
sua eficécia, esta atualmente associada a respostas toxicas como erupc¢des cutaneas severas

ou hepatotoxicidade (Caixas et al., 2012)

Na metabolizacao de NVP, sugere-se a formac¢éo de um intermediario quinona-metideo
a partir de 12-OH-NVP. Este intermediario reativo tem sido associado a causa dos efeitos
adversos causados por NVP (Chen et al., 2008; Wen et al., 2009). No figado sugerem que o
guinona-metideo formado pela oxidacdo de 12-OH-NVP origine lesdes hepaticas por ligagdo com
proteinas do figado (Sharma et al., 2012). Ja na pele postula-se que o quinona-metideo, formado
por sulfonagéo de 12-sulfoxi-NVP (formado por agdo de SULT sobre 12-OH-NVP) ao perder o
grupo sulfato pode fazer com que o quinona-metideo se ligue a proteinas da pele, resultando
nas erupc¢des cutdneas (Sharma et al., 2013) (Fig. 1.5). Além destas ADR descritas, foi também
indicada hépato-carcinogenicidade de NVP em roedores (Anonymous, 2009). Contudo em testes
convencionais in vitro, ainda nao foram encontradas indicacdes de que NVP seja mutagénica ou
clastogénica (Antunes et al., 2008). Uma das razfes por isso nao ter sido ainda demonstrado
pode dever-se aos intermediarios reativos serem gerados externamente, limitando a entrada
destes nas ceélulas alvo. O desenvolvimento de novos sistemas celulares in vitro,
metabolicamente competentes, expressando enzimas de biotransformacdo humanas permite

ultrapassar essa dificuldade (Kranendonk et al., 2000).
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Estirpes de S. typhimurium de Ames foram desenvolvidas para expressao heterologa de
SULTs (Glatt e Meinl, 2004b) o que permite elevada sensibilidade na detecdo de compostos
bioativados por estas enzimas. Num estudo anterior deste laboratério, a Dr2 Monica Alves,
desenvolveu estirpes de S. typhimurium de Ames competentes em SULT1A1 humanas, a
MA98 SULT1Al1 e MA100_SULT1A1 (Tabela Il.4), otimizando as condi¢fes de cultura para uma
atividade maxima destas enzimas na bioativacao de pro-mutagénios (Alves, 2013). Realizou o
estudo de bioativagdo do composto 12-OH-NVP (metabolito de NVP) por SULT1A1, através de
ensaios de mutagenicidade com estas estirpes. Inicialmente foi detetada mutagenicidade de 12-
OH-NVP na estirpe MA98 SULT1Al. Contudo, ao complementar esse estudo para verificar o
papel de SULT1A1 na bioativacdo de 12-OH-NVP, ndo se obtiveram resultados reprodutiveis,
tendo sido otimizados diversos parametros que resultaram na alteracao das condic¢des de cultura
dessa estirpe. Como assinalado nos resultados (secao Ill.1), por indicacéo de problemas com o
nivel de impureza de 12-OH-NVP usada anteriormente, adquiriu-se 12-OH-NVP com pureza
298%.

No presente estudo, utilizando 12-OH-NVP com maior grau de pureza, utilizando as
estirpes MA98_SULT1AL, e a estirpe de Ames TA98 (sem expressado de SULT1AL), aplicou-se
um gradiente linear de doses (Fig. 1ll.2). Obteve-se atividade mutagénica na estirpe
MA98 SULT1A1, de 34 £ 1 coldnias revertentes por umol de 12-OH-NVP, enquanto na estirpe
comparavel sem expressdo de SULT1A1L, néo se verificou atividade mutagénica. Isto indica que
SULT1A1 desempenha um papel na mutagenicidade de 12-OH-NVP. Para confirmar o papel de
SULT1A1 na bioativacdo de 12-OH-NVP, utilizou-se o PCP, um inibidor especifico de SULT1A1.
Aplicado numa concentragao final de 1,8 uM, verificou-se uma supressao completa da atividade
mutagénica de 12-OH-NVP (p <0,001) (Fig. 11.3A). De forma a provar que este efeito ndo se
devia a citotoxicidade de PCP em S. typhimurium LT2, testou-se a estirpe TA98 com o
mutagénico direto 2NF em combinac¢éo com a mesma dose de PCP utilizada no teste anterior,
ndo se tendo verificado diminuicdo da atividade mutagénica de 2NF (Fig.l11.3B). Estes dados
relativos ao inibidor de SULT1A1 confirmam que SULT1A1 é responsavel para a bioativacéo de
12-OH-NVP.

Recentemente, num estudo de farmacocinética com um grupo de pacientes infetados
por HIV-1, recebendo doses diarias recomendadas de NVP, verificou-se uma concentracdo de
NVP no plasma que variava entre 1 a 26 mg/L (Dickinson et al., 2014). Estudos in vivo em
humanos indicam que aproximadamente um terco da dose didria de NVP é hidroxilada pelo
CYP3A4 em 12-OH-NVP, que € normalmente glucoronado (Riska et al., 1999). No presente
estudo, utilizando doses com uma magnitude superior de 12-OH-NVP relativamente a
concentracao de NVP encontrada no grupo de pacientes, verificou-se atividade mutagénica na
estirpe MA98_SULT1A1. Embora no presente estudo tenha sido utilizada uma dose superior, a
concentracdo de 12-OH-NVP que chega a SULT1Al no interior das células na estirpe
MA98 SULT1Al é muito menor que a concentracdo extracelular. Além disso, a concentracao

hepética de NVP sera muito superior que a concentracdo encontrada nas amostras de sangue
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sistémico recolhidas dos pacientes, pois um farmaco ao ser ingerido, € primeiro absorvido pelo
sistema digestivo entrando depois no sistema portal hepatico (Parkinson, 2001). Assim, com 0s
dados obtidos no presente estudo, é possivel assumir que, em pacientes recebendo a dose diaria
recomendada de NVP, pode ocorrer mutagenicidade de NVP dependente de SULT, no figado.
Esta ideia é ainda reforcada pelo facto da via de destoxificacdo de glucoronidacéo de 12-OH-
NVP ser afetada por polimorfismos genéticos na UGT (Stingl et al., 2014) e pela atividade de
CYP3A4 em formar 12-OH-NVP ser favorecida em funcéo de atividades reduzidas noutras
formas de CYP (como por exemplo CYP2B6) metabolizadoras de NVP para os metabolitos 2-,3-
e 8-hidroxi, devido a frequentes polimorfismos encontrados nessas enzimas (Michaud et al.,
2012).

Os dados obtidos neste estudo sdo ainda mais criticos no que diz respeito a
administragdo de NVP em quadros perinatais e pediatricos, como uma escolha de primeira linha
entre todas as terapias iniciais. De acordo com um recém-publicado proteoma humano, em que
CYP3A4 é indicado como o principal citocromo P450 existente no figado fetal humano

(http://www.humanproteomemap.orqg), favorecendo a formacéo de 12-OH-NVP sobre as outras

vias de NVP. Além disso, o figado fetal possui baixos niveis de UGTs (Stingl et al., 2014), o que
reduzird a destoxificacdo de 12-OH-NVP através de glucoronidagdo, conduzindo possivelmente
a niveis elevados de 12-OH-NVP. Outro facto critico a respeito do tratamento de criangas com
NVP é que as sulfotransferases da sub-familia de SULT1A, como por exemplo a SULT1ALl sdo
expressas em niveis elevados no tecido hepatico fetal (Kim et al., 2014). E além disso, a
sulfotransferase SULT1C4, capaz de bioativar um vasto espetro de procarcinogéneos esta
presente em elevadas concentragdes no figado fetal (Kim et al., 2014). Apesar das dosagens de
NVP administradas nesta faixa etaria serem adaptadas a menor capacidade de
biotransformacé&o, os dados do presente estudo indica que existem elevadas possibilidades de

ocorrer mutagenicidade hepatica por NVP em quadros perinatais e pediatricos.

IV.2 Desenvolvimento de uma estirpe de E. coli competente em NADPH citocromo

P450 oxido-redutase e heme oxigenase | humanos

A segunda fase do trabalho consistiu no desenvolvimento de um sistema bacteriano de
E. coli competente na expresséo das proteinas humanas CPR e HO-1, de forma a ser aplicado
no estudo de cinética de HO-1. Foram realizados diversos estudos neste laboratdrio, recorrendo
a modelos celulares bacterianos competentes em enzimas de biotransformacdo humanas,
nomeadamente para estudos acerca do mecanismo molecular do complexo enzimatico de CYP,
e 0 seu parceiro redox, CPR (Duarte et al., 2005; Palma et al., 2013). A atividade de CYP é
dependente de eletres doados pela enzima CPR, num processo especifico de transferéncia de
eletrdes de um modo faseado (gated) em que ocorrem grandes alteragdes conformacionais em
CPR, funcionando entre uma conformacao aberta e fechada (Hamdane et al., 2009; Sugishima
et al., 2014). Apesar de diversos estudos ja realizados, permanecem questdes por responder,

como por exemplo, os fatores que estdo envolvidos na transferéncia faseada de eletrdes tal como
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os fenbmenos que conduzem a alteracdo conformacional de CPR durante o processo de
transferéncia de eletrdes. Existem polimorfismos no gene codificante de CPR (POR), estando
alguns destes ligados a Sindrome de ABS. O estudo destes variantes polimarficos podem auxiliar
na compreensédo do mecanismo molecular do funcionamento de CPR. Neste laboratdrio, foram
ja realizados estudos sobre a caracterizacao e efeito de alguns desses mutantes na transferéncia
de eletrdes, recorrendo a sistemas bacterianos competentes em CYP e formas mutantes de CPR
associados a Sindrome ABS (Kranendonk et al., 2008; Marohnic et al., 2010; Moutinho et al.,

2012). Estes estudos visam auxiliar na resposta das questdes acima descritas.

Para ser aplicado em estudos de cinética, € importante que o sistema de E. coli
competente em CPR e HO-1 reflita as quantidades relativas destas proteinas que se verificam in
vivo. O sistema CPR:CYP, anteriormente desenvolvido neste laboratério, permitiu realizar alguns
estudos importantes, mas foi dada relevancia a HO-1 uma vez que é um parceiro redox de CPR
que se destaca relativamente a CYP pois utiliza sete eletrdes para cada ciclo enzimético, em vez
dos dois eletrdes que sustentam a atividade de CYP. Isto permitira complementar o

conhecimento adquirido com o uso do sistema competente em CPR e CYP.

No presente estudo, foi construida a estirpe PD301 hHO-1_POR, através da
transformacéo da estirpe de E. coli K12 PD301, desenvolvida por Kranendonk e colaboradores,
com um sistema bi-plasmidico (pCW_hHO-1 e pLCM_POR), contendo expressdo de HO-1 e
CPR humanas. Em estudos anteriores, em células bacterianas competentes em CYP e CPR
humanos, utilizando esta estratégia de co-expressdo bi-plasmidica permitiu obter uma
estequiometria destas proteinas semelhante a verificada em microssomas de figado humano
(Kranendonk et al., 1999), pelo que no presente estudo se recorreu a mesma estratégia para

tentar mimetizar um racio de HO-1 e CPR semelhante ao que se verifica em humanos.

IV.2.1 Determinac¢éo das quantidades relativas de NADPH citocromo P450 oxido-redutase

e heme oxigenase | em células humanas

A

Existe pouca informacdo relativamente a estequiometria de CPR:HO-1, tendo sido
determinada um racio de aproximadamente 1:3 em microssomas de roedores expostos a cadmio
(Reed et al., 2011). No presente estudo utilizaram-se células humanas de hepatocitos para
determinar as quantidades relativas das duas proteinas. Primeiro a estratégia passou pela
utilizacé@o de linhas celulares HepG2, com os resultados a revelarem-se inconclusivos devido a
indiferenciacdo destas células (Timbrell, 2009). Subsequentemente recorreu-se a células de
PHH, detetando-se uma estequiometria de aproximadamente 1:16 nas células induzidas com
heme e de aproximadamente 1:12 nas células controlo. Verifica-se que o contetdo de CPR é
semelhante entre as células expostas a heme e o controlo (Tabela Ill.1). No que diz respeito ao
conteddo de HO-1, nas células induzidas observa-se um valor cerca de 1,5 vezes superior ao

conteudo nas células controlo (Tabela 111.1).
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Nas imunodetecdes dos lisados de HepG2 e PHH (Fig 1ll.4 e 111.5) sdo visiveis bandas
para além das correspondentes ao sinal das proteinas purificadas, o que ndo se verifica por
exemplo na imunodetecéo dos preparados membranares bacterianos (Fig. 11.7). Ao analisarem-
se essas bandas, verificou-se que o tamanho corresponde possivelmente a hétero-dimeros de
CPR:HO-1 e oligdmeros de HO-1. As amostras foram utilizadas em condi¢cBes desnaturantes
(SDS-PAGE), no entanto as proteinas permanecem ligadas, indicando forte ligacédo entre elas.
Anteriormente pensava-se que HO-1 funcionava como um monémero, no entanto um estudo
anterior indicou que HO-1 se encontra em oligémeros no reticulo endoplasmatico, e que esses
aglomerados séo estruturalmente modificados na presenca de CPR (Marohnic et al., 2011). Esta
oligomerizacdo podera ser essencial ao funcionamento de HO-1 e nas interagcdes com outras
proteinas como é o caso de CPR e BVR (Hwang et al., 2009). Estas duas proteinas podem ligar-
se em locais de HO-1 parcialmente sobrepostos (Higashimoto e Sugishima, 2008), e assim é
possivel ligarem-se simultaneamente a multiplas moléculas de HO-1, facilitando a reagéo

cooperativa de degradacédo de heme e subsequente formacéo de bilirrubina (Hwang et al., 2009).

IV.2.2 Otimizac&o das condi¢cdes de cultura da estirpe de E. coli competente em NADPH

citocromo P450 oxido-redutase e heme oxigenase | humanos

A fase seguinte do estudo focou-se na otimizacéo das condi¢Bes de cultura da estirpe
de E. coli competente em CPR e HO-1 humanos de forma a tentar aproximar o mais possivel a
expressdo destas proteinas a estequiometria verificada nos PHH. Com o conhecimento prévio
de estudos neste laboratério em que se otimizaram culturas de E. coli, co-expressando CPR e
CYP com as estequiometrias pretendidas, no presente estudo foram alterados varios parametros
como o arejamento (rpm), o tempo de crescimento e o nivel de indugdo (IPTG) (Tabela 111.2). A
temperatura de crescimento ndo foi um dos parametros estudados uma vez que afeta o modo
como as proteinas séo inseridas na membrana, e que pelo conhecimento prévio na expressao
heteréloga de CYP e CPR, foi sempre realizado crescimento a 28°C (Kranendonk et al., 1999).

No entanto, o crescimento abaixo dos 28°C poderia ser mais um parametro a estudar.

Recorreu-se a um método de detecdo semi-quantitativa da expressao das proteinas,
utilizando amostras de células inteiras de cada cultura realizada para o processo ser mais célere,
permitindo cobrir uma maior variagdo nos parametros. As amostras foram normalizadas por
namero de células (DO fixa) para permitir uma comparagéo direta entre as diferentes amostras
de crescimentos. A semi-quantificacdo por imunodete¢do € um método que permite uma
aproximacéo ao valor real, contudo pode existir alguma variacdo, ainda mais tendo em conta que
sdo usadas amostras de células inteiras. No entanto, como descrito nos resultados, efetuar o
isolamento da fracdo membranar em cada fase de otimizacéo era inexecutavel tendo em conta

0 tempo disponivel.
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A abordagem que mais se aproximou dos racios pretendidos (abordagem 3, Tabela
I1I.2) foi aplicada para isolar as membranas, determinando-se uma estequiometria de
aproximadamente 1:57 (Tabela I11.2). Era esperado um valor mais proximo de 1:40, obtido na
abordagem 3, contudo o processo de isolamento membranar pode afetar a estabilidade proteica,
por exemplo devido a presenca de protéases e pela presenca de apenas PMSF e EDTA como
inibidores de protéases. E provavel por isso que tenha ocorrido maior desnaturacdo CPR,
relativamente ao HO-1 pelas caracteristicas delicadas da sua estrutura (Aigrain et al., 2009),
levando a um racio mais em favor de HO-1 do que o verificado utilizando as amostras de células
inteiras. No entanto, devido a limitacéo de tempo néo foi possivel verificar mais parametros (como
por exemplo temperatura de cultura abaixo de 28°) e utilizaram-se estas condi¢des para isolar

as membranas a serem utilizadas no desenvolvimento do teste de cinética de HO-1.

Existem outras abordagens que poderiam ser estudadas no futuro, de forma obter-se
uma estequiometria de CPR:HO-1 mais proxima da que se determinou nos PHH. Uma das
possiveis abordagens, seria adicionar posteriormente quantidades de proteina CPR purificada
as preparagfes membranares para incorporagdo na membrana, existindo um procedimento
experimental de separacao de proteinas incorporadas e ndo incorporadas na membrana (Huber
et al., 2009).

Existem ainda outras alternativas que passam pela adaptacdo dos vetores de
expressdo de CPR e HO-1, quer utilizando outros promotores, ou alterar o indutor e o nivel de
inducdo. No desenvolvimento da estirpe PD301_hHO-1_POR recorreu-se ao sistema bi-
plasmidico com plasmideos compativeis (Tabela II.5). Este sistema provou ser eficaz em estudos
anteriores deste laboratério no desenvolvimento de estirpes de E. coli, co-expressando CPR e
CYP e assegurando o transporte de eletrbes de CPR para CYP (Kranendonk et al., 1999). O
plasmideo pLCM (Kranendonk et al., 1999) € um vetor de expressdo de copias baixas, e o pCW
de expressao de copias médio-altas, o que neste caso, favorece uma maior expresséo de HO-1
em relacdo a CPR. O controlo da expressédo de CPR e de HO-1 é obtido pelo repressor Lacl,
codificado pelo gene lacl9, que esta presente no vetor pCW (Kranendonk et al., 1999). Uma das
alternativas na reconstrugdo da estirpe seria entdo recorrer a outros plasmideos, sendo que
pLCM pelas caracteristicas especiais que apresenta, nomeadamente o operdo mucAB (Duarte
et al., 2005), deveria ser preferivelmente mantido. O cDNA de HO-1 humana clonar-se-ia num
outro plasmideo compativel com pLCM e possuindo o gene lacl® de forma a controlar a expresséo
de CPR como ocorre no atual sistema. Para isso, este novo plasmideo teria que possuir local de
origem de replicacdo compativel com o de pLCM e ser independente de pLCM relativamente a
selecdo de antibidtico para manutencdo do plasmideo. Outra hipotese passa por alterar os
promotores de modo a modificar a regulacédo da expressdo dos genes. No sistema desenvolvido
neste estudo, ambos os plasmideos estédo sob o controlo do promotor tac, um promotor forte que
€ reprimido pela expresséao Lacl e induzido por IPTG. Este promotor € um hibrido construido a
partir do promotor do triptofano (tpr) e do promotor lac, sendo mais forte que cada um destes

individualmente (Rosano e Ceccarelli, 2014). O vetor pCW possui dois promotores tac (Tabela

51



11.5). J& que utilizando diferentes concentracfes finais de IPTG nas culturas ndo se verificou
grandes desigualdades nas estequiometrias obtidas, pode eventualmente deletar-se um dos
promotores tac de pCW, podendo resultar assim numa expressao inferior da enzima HO-1, cuja
elevada expressado face a CPR no atual sistema constitui a razdo das estequiometrias tdo

elevadas.

IV.2.3 Caracterizacdo dos preparados membranares relativamente a expressao

das proteinas heterélogas

As membranas das células derivadas de cultura das estirpes de E. coli competentes em
CPR e HO-1 humanos foram analisadas relativamente ao conteldo das duas proteinas
heterélogas. No que diz respeito a CPR, através do ensaio de reducéo do cit. c obteve-se um
valor de 27,3 £ 0,7 pmol/mg, concordante com os 24,6 + 3,1 pmol/mg determinado por
imunodete¢do da mesma amostra membranar. Em estudos anteriores neste laboratério, usando
estirpes derivadas de PD301, recorrendo ao mesmo tipo de expressao bi-plasmidica, com CPR
e CYP humanos obtiveram-se concentracfes inferiores de CPR. O valor normalmente obtido
nesses sistemas foi cerca de 13 pmol/mg (Kranendonk et al., 1999; Duarte et al., 2005), ou seja,
aproximadamente metade do valor determinado no presente estudo. Contudo, nesses estudos
obtiveram-se racios de CPR:CYP proximos do verificado in vivo, de cerca de 1:10, por isso
apesar de no presente estudo existir uma maior expressao de CPR, o racio de CPR:HO-1 é
superior ao pretendido fruto de uma elevada expressao de HO-1. Este tipo de sistema é induzido
com uma concentracdo relativamente baixa de IPTG de 0,2 mM, (tendo em conta que €
normalmente utilizado 1-2 mM para este tipo de promotor) e possivelmente existe a oportunidade
de ser encontrado o balanco fisiol6gico das proteinas durante o tempo de inducdo, o que pode

indicar a mutua estabilizacdo de CPR e HO-1.

IV.3 Desenvolvimento de um ensaio de medi¢cdo da atividade de heme oxigenase

| com membranas bacterianas

Devido ao facto de HO-1 degradar o heme em trés produtos distintos, 0 mondxido de
carbono, o ferro e a biliverdina, existem diversos ensaios que permitem estudar a atividade de
HO-1 através da medicédo da formacédo desses produtos. Num estudo anterior utilizando enzimas
purificadas (Reed et al., 2010), desenvolveram-se ensaios que permitem estudar cinética de HO-
1 em tempo real precisamente seguindo a formacéo desses produtos. Do estudo de Reed et al.
(2010) concluiu-se que a medigdo de formacdo do complexo Fe?* - ferrozina constitui uma

alternativa de ensaio para medicao da atividade de HO-1.
IV.3.1 Complexo Fe?* - ferrozina

Neste estudo, pardmetros testados por Reed et al. (2010) foram verificados em relacéo

a importancia num teste de cinética utilizando preparaces membranares bacterianas.
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Inicialmente verificou-se a complexacdo de Fe?* com ferrozina dependendo de diferentes
tampd&es e mediu-se o comprimento de onda maximo de absorcao (secdo 11.2.9.1 e 11.2.9.2). Para
isso testou-se a mistura reacional nos trés tampdes utilizados por Reed et al (2010) (se¢éo
11.2.9.1). No que diz respeito ao pico maximo de absorvancia, registaram-se picos a 562 nm no
caso dos tampdes K/P e Tris, e 563 nm no tampao MOPS (Tabela IIl.4), o que esta de acordo
com o descrito na literatura, em que o comprimento de onda maximo de absorvancia do complexo
ferro-ferrozina se situa entre os 562 nm e 564 nm (Berlett et al., 2001). No que ao coeficiente de
extingdo do complexo (Tabela lll.4) diz respeito, obtiveram-se também valores préoximos do
descrito na literatura (27,9 mM-1 cm1) (Berlett et al., 2001). No ensaio com o tampéao K/P o valor
foi ligeiramente inferior, mas optou-se por utilizar este tampdo nos ensaios a realizar
posteriormente, pois neste laboratério tem sido o tampé&o mais frequentemente utilizado e mais

adequado em estudos com membranas bacterianas.

Foi realizada uma curva de calibragdo com concentragdes baixas de Fe?* para verificar
a sensibilidade do equipamento e linearidade na detecdo de formacdo do complexo (secéo
11.2.9.2). Verificou-se que por cada 1 yM de Fe?*, resulta num aumento de 0,0238 na absorvancia
(Fig. 111.9), além disso o € corresponde ao detetado no mesmo tampao com concentragédo de Fe2*
mais elevada. Isto € um bom indicador pois o contetido de CPR e HO-1 nas amostras membranas
e a concentracdo de HO-1 utilizados no estudo de Reed et al. (2010) estdo nessa ordem de

grandeza de pM.

IV.3.2 Atividade de heme oxigenase | em amostras membranares bacterianas

Nos primeiros ensaios de cinética de HO-1 utilizaram-se as amostras membranares
bacterianas com todos 0os componentes utilizados em Reed et al. (2010), incluindo catalase. Em
estudos anteriores com enzimas humanas HO-1 e CPR purificadas e em lipossomas artificiais,
verificou-se que a presenca de catalase permitiu seguir a atividade de HO-1 durante mais tempo
uma vez que esta previne a formacgéo de H202 que inativa a HO-1 (Huber et al., 2009; Reed et
al.,, 2010). Era por isso importante confirmar se esse efeito da catalase se verificava com as
preparacdes membranares. Baseado no ensaio de reducédo do cit. ¢ por CPR, adicionou-se ao
ensaio uma concentracdo de detergente Triton X-100 de forma a garantir o acesso dos reagentes
aos microssomas. Neste ensaio de cinética, verificou-se que a absorvancia a 562 nm aumentou
ao longo do tempo. Contudo, ao testar-se todas as amostras controlo, verificou-se também esse
aumento na absorvancia (Fig. I11.10). Assim, realizaram-se Varios ensaios para tentar verificar a
fonte do problema. Uma das hip6teses poderia estar relacionada com as condigbes de heme.
Este poderia estar a degradar-se espontaneamente, explicando o facto de nos controlos se ter
detetado também aumento na absorvancia. Contudo, num ensaio, excluindo a amostra
membranar mas com todos 0s outros componentes como na reacdo anterior, ndo se verificou
gualquer aumento de absorvancia, por isso foram excluidos problemas com a estabilidade de

heme.
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Subsequentemente realizaram-se varias abordagens com diferentes componentes
presentes na mistura reacional (Tabela II1.5) executando-se varrimentos do comprimento de
onda entre os 400-700 nm, para verificar se detetava 0 pico maximo de absorvancia a 562 nm,
caracteristico da formacédo do complexo Fe?* - ferrozina. Concluiu-se que nas reacdes com Fe2*
e ferrozina (Tabela IIl.5 - A e B) se obteve sempre o pico de absorgdo maximo caracteristico da
formacéo do complexo (Fig. 111.11). Enquanto nas reagfes em que se substituiu o Fe?* por heme
(Tabela 1.5 - C), utilizando quer a amostra membranar com presenca de HO-1 e CPR
(PD301_hHO-1_POR) quer o controlo negativo, ndo se obteve esse maximo de absorvancia a
562 nm (Fig. 1ll.12). Isto poderd indicar que existe uma forte interferéncia na reacdo de
degradacdo de heme pela HO-1 presente na membrana. Esta interferéncia pode dever-se a
degradacdo de heme por outro mecanismo ou o NADPH pode estar a ser consumido por outra
reacdo desconhecida. Esta interferéncia pode eventualmente criar um background muito elevado
que ao estar na zona perto do comprimento de onda de 562 nm interfere com o sinal da formacgé&o
do complexo Fe?* - ferrozina. Esta despistagem ndo aponta para nenhuma razéo especifica para
a ocorréncia do problema verificado nos ensaios de cinética, impossibilitando a medi¢do da
atividade de HO-1. No entanto, devido a limitacdo de tempo nédo foi possivel verificar todas as
possiveis causas da interferéncia observada. E de realcar que no estudo de Reed et al. (2010)
sdo utilizadas enzimas purificadas, tratando-se de um sistema limpo, enquanto no presente
estudo foram usadas preparacdes membranares bacterianas que tém enzimas bacterianas que
eventualmente podem interferir no ensaio. Um dos problemas que pode ter ocorrido foi o Fe?*
libertado ter sido eventualmente oxidado por residuos membranares e assim ndo ter conseguido
formar o complexo com a ferrozina. Para clarificar isto, devia ter-se adicionado &cido ascorbico
ao tampéao utilizado na mistura reacional para garantir que o ferro libertado se mantinha na forma

reduzida.

E ainda possivel optar-se pela medicéo da formagdo do complexo Fe?* - ferrozina, mas
através de um método de amostragem em tempo e paragem da reacdo que permite medir a
libertacdo total de Fe?*. Este método consiste em realizar uma mistura reacional com tampao,
heme, a membrana em estudo, competente em CPR e HO-1, e NADPH, para que a degradagéo
de heme ocorra normalmente. A reacdo deve seguir retirando-se amostragens ao longo do
tempo, adicionando-se um eficaz agente desnaturante de proteinas, como o acido tricloroacético
(TCA) (Pourkhalili et al., 2013). O TCA permitira precipitar toda a proteina presente na reagdo e
por intermédio de centrifugacao sera possivel obter apenas o sobrenadante onde se encontram
0s componentes formados na rea¢do, em que se inclui o ferro libertado. Subsequentemente o
sobrenadante é neutralizado e adiciona-se ferrozina, permitindo realizar a dosagem do Fe2*

formado ao longo do tempo até a recolha da amostragem (Pourkhalili et al., 2013).

Como referido atras, o facto de a degradagdo de heme pela HO-1 originar trés produtos,
CO, ferro e biliverdina (produtos diretos) e ainda a bilirrubina (produto indireto, resultante da
converséo de biliverdina por acao da BVR) oferece alternativas possiveis para medir a atividade

de HO-1 em tempo real através da formacéo desses produtos. O método de detecéo de formagéo
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da bilirrubina € 0 método mais frequentemente utilizado em estudos de cinética de HO-1.
Denomina-se um ensaio indireto, necessitando da presenca da enzima BVR para a conversao
da biliverdina em bilirrubina (Huber et al., 2009). Este método é bastante popular devido ao facto
da bilirrubina ser um cromoforo forte (¢ = 43,5 mM cm) relativamente aos outros produtos
originados durante a degradacdo de heme por HO-1 (Reed et al.,, 2010). Neste método, a
formagéo de bilirrubina € monitorizada espetrofotometricamente pelo aumento da absorvancia a
468 nm (Huber et al., 2009). Contudo, a presenca obrigatoria de BVR neste ensaio vem aumentar
as interacdes proteina-proteina necessarias para um unico ciclo enzimatico de HO-1, o que torna
0s ensaios diretos mais desejaveis para uma interpretacdo mais simples da atividade de HO-1
(Reed et al., 2010).

Os métodos de detecao da atividade de HO-1 através da formacgé&o dos produtos diretos
ferro e biliverdina ndo eram considerados até recentemente pois ndo havia linearidade durante
a reacao, detetando-se apenas uma atividade muito reduzida. Esta dificuldade foi ultrapassada
com a adicéo de catalase aos ensaios, que previne a inativacdo de HO-1 causada pela formagéo
de H20: (Reed et al., 2010). Esta influéncia do H202 sobre HO-1 nao era tao visivel no ensaio da
bilirrubina pois acredita-se que BVR desempenhe uma funcéo protetora em HO-1, diminuindo os
efeitos inibitérios do H202 formado durante o catabolismo de heme (Reed et al., 2010). De entre
0s ensaios diretos para avaliacdo da atividade de HO-1, além da medicdo da formacdo do
complexo Fe?* - ferrozina, existem também a medicao de formacéo de biliverdina e de CO. Em
relagéo a biliverdina, por ser um fraco croméforo, com um € de apenas 8 mM-1 cm-! é raramente
usada como método de medicdo da atividade de HO-1 devido a falta de sensibilidade do mesmo
(Huber et al., 2009). A medi¢do da formacao de CO também pode ser uma alternativa a detecao
da atividade de HO-1, contudo, € um método pouco usado devido a sua complexidade e a

necessidade de analise posterior do produto formado (Huber et al., 2009).

Neste laboratdrio, em estudos anteriores com sistemas bacterianos competentes em
CYP e CPR, para determinar a expressdo de CYP, e aproveitando o facto de CYP formar um
complexo com CO, recorreu-se ao ensaio do espetro diferencial de CO. (Palma et al., 2013). O
CO complexado com CYP possui um pico maximo de absorvancia por volta dos 450 nm.
Sabendo que o € do complexo CYP-CO é de 91 mM* cm, é possivel determinar a expressao
de CYP. Aplicando o método as amostras membranares do presente estudo, para determinar a
atividade de HO-1, teria que se adicionar CYP ao ensaio, para que depois do CO ser libertado
pela degradacao de heme pela HO-1 se conseguisse seguir a conjugagcdo com o CYP. Contudo,
ao adicionar-se CYP na forma solavel (sem o dominio que Ihe permite acoplar & membrana)
poderia ter a atividade reduzida e por isso iria influenciar a complexagdo com CO (Cosme e
Johnson, 2000).

Avaliadas todas as opcdes, o0 método que parece mais eficaz, quer em custo e
sensibilidade parece ser a medicdo da formacdo do complexo Fe?* - ferrozina através de um
método de amostragem em tempo e paragem da reagdo com TCA. Embora no atual estudo, ndo

tenha sido possivel utilizar o método de formagédo do complexo Fe?* - ferrozina, em estudos
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anteriores, a sua sensibilidade foi comprovada (Reed et al., 2010). Nesta abordagem de paragem
da reacdo pela degradacdo da proteina utilizando TCA, o facto de apenas se analisar o
sobrenadante resultante da reacdo pode resolver o problema da interferéncia registada no ensaio

realizado no presente estudo.
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V - Concluséo e perspetivas futuras

Na primeira fase deste estudo foi demonstrada a mutagenicidade dependente de
SULT1A1, do metabolito de NVP, o 12-OH-NVP em doses fisiologicamente relevantes para
regime terapéutico deste farmaco, particularmente no quadro pediatrico e perinatal. O conjunto
de dados in vitro obtidos neste estudo demonstra uma possivel ligagdo com observagbes de
hepatocarcinogenicidade de NVP detetada em roedores (Anonymous 2009). Apesar de ainda
nao estar completamente esclarecido se NVP causa carcinogenicidade em humanos, existem
indicios que o uso crénico de farmacos da classe a que NVP pertence (NNRTI) esta relacionada

com o aparecimento de cancros nao relacionados com HIV-1 (Powles et al., 2009).

A segunda fase do estudo, focou-se no desenvolvimento de um sistema bacteriano
competente na co-expressdo de CPR e HO-1 humanas. Varios parametros da cultura foram
otimizados no sentido de alcancar uma estequiometria destas proteinas representativas do que
se verifica no figado humano, existindo ainda parametros que podem ser otimizados para chegar

ainda mais perto da estequiometria pretendida.

No desenvolvimento de um ensaio (complexagdo Fe?* - ferrozina) que permitisse medir
a atividade de HO-1 nas membranas bacterianas com expressao heter6loga de CPR e HO-1
humanas foram encontradas varias dificuldades. Foram alterados varios parametros mas devido
a limitacao de tempo néo se verificaram varios outros, indicando no entanto que o uso do ensaio
da complexacao Fe?* - ferrozina é possivel ser facilmente aplicado para determinar a atividade
de HO-1. Foi assim dado um importante contributo no sentido de desenvolver um ensaio de
cinética in vitro com muita margem de progresséo para aplicagcdo de preparagdes membranares

bacterianas.

A validagéo deste sistema bacteriano constitui uma importante ferramenta que podera
no futuro permitir que seja aplicada em estudos mecanisticos de CPR, contribuindo
relevantemente para a compreensao do modo como CPR interage com os diversos parceiros
redox e os efeitos dessas intera¢gdes no processo de biotransformacéo, tal como especificamente
continuar o estudo deste laboratério utilizando variantes polimérficos de CPR, em particular

associados a Sindrome Antley-Bixler.
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VIl - Anexos
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Figura VII.1 Curvas dose-resposta de sinal imunodetetado das proteinas purificadas A) HO-1; B)
CPR. (Utilizadas na determinacao através de semi-quantificacdo das quantidades relativas de
HO-1 e CPR nas células HepG2)
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Figura VII.2 Curva de crescimento de PD301_hHO-1_POR sem inducéo.
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