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ABSTRACT

The NADPH-cytochrome P450 oxidoreductase (CYPOR)pédad by théPOR
gene is a flavoprotein located in the endoplasmiculum, whose main function is to
transfer electrons to all microsomal cytochromePdiad various oxygenases enzymes.

Mutations in POR gene have been associated with an autosomal nezess
disorder, the Antley Bixler Syndrome (ABS), incladithe CYPOR variant Q153R.
However conflicting results have been reported ndigg the effect of this mutation on
CYPOR activity. At first of this project aimed tossess the effect of the Q153R
mutation on CYPOR'’s electron transfer capacity tngustain the biotransformation of
xenobiotics mediated by human CYP1A2. The seconidcpacerns the development of
an effective methodology which permits the dosih@¥8POR in intact bacteria.

The work was initiated with the development of BTQIROR strains
expressing the heterologously the recombinant hupnateins CYP1A2 and CYPOR,
resulting in three strains namely BTC1A2-PYR BTC1A2-POR" and BTC1A2-
PORR'R

The effect of the CYPOR Q153R variant in support@gP1A2 bioactivation
activity was evaluated with the procarcinogens 2raanthracene (2AA), 2-amino-3-
methylimidazole (4, 5-f) quinoline (IQ) and 4 - (thglnitrosamino) -1 - (3-pyridyl)-1-
butanone (NNK). We also carried out kinetic assajth ethoxyresorufin (EROD),
methoxyresorufin (MROD) and 3-cyano-7-ethoxycoumd@EC). Q153R variant did
not show weakened activity in any of these tests.

In the second phase of work to dose CYPOR in witelds we needed to
differentiate the activities dE.coli k12 reductases from human CYPOR activity. Thus
reducing reactions with several substractes anéyas®nditions were primarily
optimized in membranes and subsequently in intactdoia. The results were not
conclusive but may lead to new approaches to theldement of a methodology for

the determination of CYPOR activity in intact bate

Keywords: Antley-Bixler syndrome, cytochrome P450, NADPH-aftoome P450
oxidoreductase, polymorphisms, enzyme kineticsy dnetabolism.



RESUMO

A NADPH oxidoreductase dos citocromos P450 (CYPC®Jificada pelo gene
POR é uma flavoproteina, localizada no reticulo enasplatico, cuja principal funcéo
€ a transferéncia de electrbes para todos os @itms P450 microssomais e varias
enzimas oxigenases.

Mutacbes no gend’OR tém sido relacionadas com uma doenca genética
autossoOmica recessiva, a Sindroma de Antley B{A&S), entre os quais o mutante
CYPOR Q153R. Contudo existem resultados contradg&dro que concerne ao efeito
desta mutacdo na actividade de CYPOR.

Numa primeira fase deste projecto pretendeu-sdaaval efeito da mutacao
Q153R de CYPOR na biotransformacao de xenobidtiwediada pelo CYP1A2. Numa
segunda fase do trabalho, pretendeu-se desenvolmer metodologia eficaz que
permitisse dosear CYPOR em bactérias intactas.

O trabalho foi iniciado com o desenvolvimento destirpes BTC1A2-POR
expressando heterologamente as proteinas recortdsrfaimanas CYP1A2 e CYPOR,
tendo sido construidas trés estirpes: BTC1A2-BHORBTC1A2-POR! e BTC1A2-
POR™R O efeito do mutante Q153R de CYPOR, na sustemtdedactividade do
CYP1A2 foi avaliado através de ensaios de mutagime com 2-aminoantraceno
(2AA), 2-amino-3-metilimidazol (4,%yquinolina (IQ) e 4-(metilnitrosamina)-1-(3-
piridil)-1-butanona (NNK). Foram também efectuadessaios de cinética com
etoxiresorufina (EROD), metoxiresorufina (MROD) &id@no-7-etoxicumarina (CEC).
O mutante Q153R demonstrou actividade igual a prateelvagem em todos os ensaios
efectuados.

Na segunda fase do trabalho, para dosear CYPORéhas inteiras foi
necessario diferenciar a actividade de CYPOR daidatle das reductases #&ecoli
K12. Para tal realizaram-se ensaios de reducdo \@émns substratos e tentou-se
optimizar as condi¢cdes de ensaio, primeiramenten@mbranas e posteriormente em
bactérias intactas. Os resultados obtidos ndo fa@mlusivos mas podem conduzir a
novas abordagens para o desenvolvimento de umadohefa que permita o
doseamento de CYPOR em bactérias intactas.

Palavras-chave:sindroma de Antley Bixler, citocromos P450, NADBXidoreductase

dos citocromos P450, polimorfismos, metabolismaeatebidticos.



ABREVIATURAS E SIMBOLOGIA

2 AA: 2 — aminoantraceno? < aminoaanthracene

ABS: sindroma de Antley Bixler
AMP: ampicilina
CEC - 3-ciano -7-etoxicumarina
Cm: cloranfinicol
cit.c: citocromoc

CYP: citocromo P450

CYPOR: NADPH oxidoreductase dos citocromos P450

CTC: 5-ciano-2,3-ditolil cloreto de tetrazoli®-¢yano-2,3-ditolyl tetrazolium chlorijle

DMSO: dimetilsuféxido

DPI: cloreto de difenileneiodiundiphenyleneiodium chlorige

EDTA: acido (etilenodiamino) tetracético
EROD - etoxiresorufina

FAD: flavina adenina dinucledtico

FMN: monoflavina nucleotido

G-6-P: glucose — 6 — fosfato

G-6-PD: glucose — 6 — fosfato — desidrogenase
IPTG: isopropilB-D-tiogalactésido

IQ: 2-amino-3-metilimidazol [4,%)quinolina],
quinoling

Kan: canamicina

LB: meio de [uria — bertan)

@-Amino-3-methylimidazo[4,5-1]

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de tetrazdlio, 3 - (4,5-
Dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium brioig|



MROD - metoxiresorufina
NADPH: fosfato de dinucle6tido de nicotinamida erida

NNK: 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona,[4-(methylnitrosamino)- 1-(3-
pyridyl)-1-butanong

PBS: tampéo de fosfato salino

PSA: persulfato de aménio

Rpm: rota¢des por minuto

SNP: polimorfismo de base unic&ijr(gle NucleotidePolymorphism
TAE: tampao tris — acido acético — EDTA

TB: meio de {errific broth)

TE: tampéo tris.HCI-EDTA

TEMED: N, N, N’, N’ - tetrametilenodiamina

TGE: tampao tris — glicerol — EDTA

TN: tampéao Tris.HCI-NaCl

TOP — agar: gelose de superficie

Tp: tampao

Tris: tris (hidroximetil) aminometano

Tween 20: poli-oxietileno sorbitan monolaurato

XTT: 3'-1- [(fenilamino)-carbonil]-3,4-tetrazélio-bis(Aetdxi-6-nitro) &cido benzenosulfénico

hidratado, 8-1- [(phenylamino)-carbonyl]-3,4-tetrazolium-b#s{methoxy-6-nitro)
benzenesulfonic acid hydrate)
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Introducao

|. Introducao

O homem esta continuamente exposto a substandiascga estranhas ao seu
organismo através da sua vida profissional, aliegd, terapéutica farmacologica ou
outros compostos no meio envolvente, designadagmigbioticos [1]

Muitos destes xenobibticos podem ser téxicos, gdiminar e minimizar os
potenciais danos nocivos que estes compostos &rargara 0 organismo, 0 Corpo
humano possui um eficiente sistema de destoxifad@senvolvido ao longo dos
tempos (figura 1). Este é um sistema enzimatico pbexo com uma grande
variabilidade interindividual, que depende de femdocomo o meio ambiente, o estilo

de vida e a predisposicéo genética [1, 2].

1.1. Metabolismo de xenobidticos

Em exposicdo, os xenobidticos sdo absorvidosedrda pele, dos pulmdes e do
tracto gastrointestinal (Gl), atingindo assim areote sanguinea e ficando disponiveis
para serem distribuidos ao longo do corpo [1].

Sendo os xenobidticos compostos maioritariamégmbéilicos para a evitar a sua
bioacumulacao, estes necessitam de sofrer biotramafdo, de forma a se tornarem
mais lipossollveis e assim serem mais facilmenteetados através da urina, fezes e
ainda através da respiracéo e suor [3].

O figado é o 6rgao por exeléncia para fazer bisfommacao, pois possui uma
grande quantidade de enzimas de biotransformagiic®ro lado o figado esta numa
posicdo central para remover agentes toxico do usangpos absorcdo do tracto
gastrointestinal, porque o sangue que vem da \oeta passa atraves do figado antes de
atingir a circulagdo sistémica. Desta forma o figgadde extrair compostos do sangue e
prevenir a sua distribuicdo a outras partes doocdds xenobidticos e/ou metabolitos
gue entram no intestino com a bilis podem ser ¢éxaos com as fezes ou ainda serem
reabsorvidos [4-7].

Assim, a biotransformagéo resulta, normalmente, aumento da velocidade de

excrecao reduzindo a acumulacao destas subst&@oci@ss no organismo [3, 7].
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1.1.2. Sistemas de biotransformacéao

Ao entrar no organismo, 0s xenobidticos sofrenraifes sendo os produtos do
seu metabolismo menos téxicos que o composto ni€antudo alguns desses
metabolitos sdo mais reactivos e toxicos, ou se@arre uma bioactivacdo do composto
quimico inicial. A acumulacdo destes metabolitogsntéxicos promove danos nos
componentes celulares, nomeadamente DNA e RNA, gpatotem sido descrita uma
associagdo entre a bioactivacdo e varias patolggiasticas como o cancro [8, 9].

A biotransformacédo é normalmente dividida em te&®$: Fase |, Fase Il e Fase
[ [10-12].

Na fase | de biotransformacédo, os xenobioticos s@eitos a reacgbes de
oxidacao, reducao ou hidrolise, cujo objectivoigsercdo de grupos funcionais (como
por exemplo — OH, -NH2, -SH ou COOH), o que resuitem ligeiro aumento da
hidrofilicidade dos compostos [10].

As reaccOes de biotransformacéo de fase Il condunemmalmente, a um
aumento da hidrofilicidade do xenobidtico e prommove sua excrecdo. Nesta fase, os
xenobidticos sdo conjugados com acido glucororsatfato, aminoacidos, glutationa
entre outros. Nesta fase de biotransformacédo cuojaenda, reaccdes de metilacéo e
acetilacao [3, 10].

A biotransformacéo de fase lll é catalizada poliraag que também participam
nas reaccdes de fase | e Il, diferindo destas falto dos seus substratos serem
produtos metabolicos das reaccdes de fase | esth tase de biotransformacéo, €

maioritariamente responséavel pela excrecdo dos astop para fora da célula [1].
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(n&o polar) (mais polar)

ENOBIOTICOS REACCOE Metabolito
TIPO | intermediario

Espécies reactivas
de oxigénio

REACCOES
TIPOII

Derivados para
excrecac

(polar)

Bilis Rins

Fezes  Urina

Figura 1 — Esquema representativo das varias fases envolnidaprocesso de

destoxificacagadaptado de Liska 2006 [1])

1.2. Os citocromos P450

Um dos sistemas enzimaticos mais importantes de Ifas constituido pelos

citocromos P450 (P450 ou CYP) e o seu parceiroxieddDPH oxidoreductase dos

citocromo P450 (CPR ou CYPOR).

Na 22 metade do século passado, ja era contecaaacidade de alguns tecidos

de mamifero para oxidar compostos exogenos hidodfodmbora ndo se conhecessem

as enzimas responsaveis por esta reaccdo. Em MBbams e Klingenberg

identificaram em microssomas de figado de rato ugm@nto com caracteristicas

espectrofotométricas especificas [13]. Omura e $atacterizaram este pigmento,

como uma hemoproteina que apresentava no seuresgéetencial um pico de Soret a

450 nm quando complexado com monoxido de carbordesegnaram-no citocromo
P450 (CYP) [14]. Estudos levados a cabo por Coapecolaboradores (1965)
demonstraram a funcdo enzimética dos CYPs e angpartincia no metabolismo de

xenobidticos [15].

Os CYPs constituem uma superfamilia de proteieasektiolato responsaveis

pela metabolizacdo de um grande numero de substetddégenos (endobibticos:
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esterdides, acidos biliares, acidos gordos, priasteinas, leucotrienos, retindides e
outros) e exdgenos (xenobidticos: quimicos amheetgprodutos naturais de plantas e
outros) [16]. A maior parte do metabolismo medigoidos CYPs € baseado numa
reaccdo de oxidacdo-reducdo, sendo a reaccdo lmadalssada por estas enzimas a
monooxigenacdo, em que um atomo de oxigénio (ddwivdd Q) € incorporado no
substrato, e 0 outro &tomo é reduzido a agua coequisalentes redutores do NADPH
[10, 17].Esta reaccado pode ser representada pela seguirteaed

Substrato (RH) + O, + NADPH + H* — Produto (ROH) + H,O + NADP*

Face ao substrato podem ocorrer varios tiposatdes, entre as quais as mais
comuns sdo a hidroxilagdo de N, grupos alifaticoar@méticos, mas também a
desalogenacéao oxidativa ou redutora, a sulfoxidacaoN- e
S-oxidacdo, a desaminacdo oxidativa, a S-, N- @esdlquilacdo e a reducdo de
peroxidos e epoxidos [18-20]. O ciclo cataliticesd@YPs (figura 2) € iniciado pela
ligacdo do substrato a um local especifico proxdm@rupo heme. O atomo de ferro é
entdo reduzido para a forma ferrosa?{JFpor intermédio de um electrdo transferido do
NADPH através da NADPH oxidoreductase de citocroP®80 (CYPOR). O oxigénio
molecular liga-se entdo ao complexo CYP-substssguindo-se depois a transferéncia
de um segundo electrdo do NADPH através da CYPO& gpaomplexo. O complexo
rearranja com a insercdo de um atomo de oxigénsubstrato para dar um produto e
agua ou peroxido de hidrogénio. Por ultimo o produtibertado, retornando a enzima

ao seu estado origina [18, 21-23].

-ROH Fe® __RH
= R~ NADPH
Fe®* ROH Fe** RH
»Q CYPO
\ NADP*
FeOH® R-
I Fe* RH .= Fe?* + RH
FeO% RH
0,
-H,0
Fe”-OOH\ Fe?*-0, RH
-
LSS <~ TYPOR/b NADPH
H* “Fe?~.0,” RH

NADP*

Figura 2 — Ciclo catalitico dos citocromos P45@YPOR: NADPH oxidoreductase dos
citocromos P450; RH: substrato; ROH: produto hidaobo. Adaptado de Guengerich et al 2008[24]).
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Esta superfamilia de enzimas, CYPs, pode ser aaclantiesde as bactérias até
ao Homem, sendo até este momento conhecidas, elosn2400 formas de enzimas
CYP que se encontram distribuidas por cerca defaf@ilias, incluindo animais (110
familias), plantas (95 familias), fungos (310 faasil, protistas (61 familias) e bactérias
(205 familias); (http:drnelson.utmem.edu/p450gtais2008.htm), acedido em Agosto
2009)[25]. A grande variedade de isoformas desta¢eimas tornou necessario o
desenvolvimento de uma nomenclatura universal pasaperfamilia CYP, tendo por
base a comparacdo das sequéncias de aminoacidoekagdes evolutivas dos genes
correspondentes, baseada numa evolucdo divergesta duperfamilia. Assim para
designar um gene citocromo P450 é primeiramentaida a sigla “CYP” que advém
de cytochrome P450Em seguida, as enzimas CYP dentro da mesma &asalb
designadas por um numero e partilham entre si dea#)% de identidade na sequéncia
de aminoéacidos. As familias sdo depois divididasseffamilias, sendo as enzimas
dentro da mesma subfamilia designadas pela mednaa (&enes dentro da mesma
subfamilia partilham mais de 55% de identidade uea sequéncia de aminoacidos.
Finalmente, um numero apds a letra denota cadazsoa individual, diferindo cerca
de 3% [16, 26].

A sequenciacdo do genoma humano permitiu idemntjfet® a data, 57 genes e
58 pseudogenes de CYPs [17, 24]. Com um peso matede cerca de 57 KDa, cada
uma contendo aproximadamente 500 residuos de aordosaos CYPs em células de
mamifero encontram-se predominantemente no retiemdoplasmatico podendo,
também, ser encontrados na membrana mitocondriakenkimas CYP sdo expressas
maioritariamente no tecido hepatico e ainda emragecidos extrahepaticos de que sao
exemplos o rim, o intestino, o pulmao, as gonadagandula pituitaria, a prostata, o
cérebro, a pele, os leucdcitos, o baco e o sistamthovascular [7]. As varias enzimas
CYP humanas apresentam ainda diferentes mecandenosgulacdo da expresséo e
uma baixa especificidade em substrato, podendo amita enzima CYP metabolizar
diferentes classes de substratos e um Unico stidbgtle ser metabolizado por
diferentes CYPs [11, 12]. Assim, os CYPs sdo muitees agrupados de acordo com o

tipo de substrato que metabolizam (tabela I).
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Tabela | — Classificacdode CYPs de acordo com o tipo de substrato que

metabolizamadaptado de Guengerich et al, 2008) [24]

Esterdis Xenobidticos Acidos Gordos Eicosanodides Vitaminas  ?

1B1 1A1 232 4F2 2R1 2A7
7TA1 1A2 4A11 4F3 24A1 2S1
7B1 2A6 4B1 4F8 26A1 2U1
8B1 2A13 4F12 S5A1 26B1 2W1
11A1 2B6 8A1l 26C1 3A43
11B1 2C8 27B1 4A22
11B2 2C9 4F11
17A1 2C18 4F22
19A1 2C19 4v2
21A2 2D6 4X1
27A1 2E1 471
39A1 2F1 20A1
46A1 3A4 27C1
51A1 3A5

3A7

A grande maioria dos farmacos comercializados @lméizado pelos CYPs em
especial os das familias 1, 2 e 3, pelo que o iboimdr individual de cada uma destas

enzimas pode estar directamente relacionado cara distribuicdo em microssomas de

figado humano [27] (figura 3).

CYP2B6; 0,2%

2E1; 3% 2B6;2%

Qutros CYP; 28%

CYP3A, 28%

2D6; 12%

CYP2AG, 4% cypope; 206

Figura 3 — Distribuicdo de varias subfamilias de citocrorRd50 em funcéo da
metabolizacéo dos 200 farmacos mais comercializade€stados Unidos da América
(a esquerda) [28, 29] e presenca em microssomigatk humano (a direit@jdaptado

de Shimada et al. 1994, Williams et al 2004 [29) .30
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1.3. NADPH oxidoreductase dos citocromo P450

A NADPH oxidoreductase dos citocromo P450 (CYP@RiA localizada no
reticulo endoplasmatico e foi primeiramente idéesdda por Horecker em 1950, como
sendo uma reductase especifica de citocrorfuit.c) [31]. Estudos posteriores vieram
demonstrar que esta flavoproteina néo é fisiologérde responsével pela reducédo de
cit.c, mas sustenta a actividade de outras enzimas taitfiigéma 4) [32, 33].

P450
Reductase

Monooxigenase | gem= Catabolismo heme

Heme
Oxioenast

esaualen ,‘/ \ Acgéo antioxidante
Yco?(j:tlgrr; Citocromos Metabolismo de farmacos e
reductase 1 P45( xenobidticos,
Sintese de Acidos hiliare
/ Citocromo
el o
Biossintese IL
esterol
Desaturase, Metabolismo de acidos gordos
Elonaase

Figura 4 — Envolvimento de CYPOR em varios processos fisioligyAdaptado de Hart
et al 2008 [33)).

CYPOR contem duas flavinas, uma molécula de feddenina dinucledétido
(FAD) e uma molécula de monoflavina nucleétido (FMNtem como principal funcao
a transferéncia de electrbes da molécula de foskatdinucledtido de nicotinamida e
adenina (NADPH) para todos os CYPs microssomaisocéambém para outras
enzimas heme oxigenases, elongase de &cidos gadozidase de esqualeno e
citocromo B (figura 5) [32, 34]. Esta interaccdo com variasgerases conduz ao
envolvimento de CYPOR no metabolismo de xenobiétiesteroidogénese (CYP17A1
e CYP21A2) e metabolismo de prostaglandinas e agdados [35].
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Figura 5 — Representacdo esqueméatica de CYPOR e sua fuugéo dador de
electrbes para CYPsdaptado de Agrawal, 20§84]).

CYPOR uma proteina de cerca de 76 KDa, é coddigaelo gendPOR em
humano que se encontra no cromossoma 7 na posldan3ge é constituido por 16
exdes. CYPOR é constituida por 680 aminoacidosicsgne os primeiros cerca de 25
aminoacidos da parte N-terminal da proteina detexmia sua localizacédo e ancoragem

a membrana do reticulo endoplasmatico [32, 34].

1.3.1. Polimorfismos genéticos do gefOR

Sao muitos os factores que influenciam a respogEnobidticos entre 0s quais:
factores ambientais (dieta e toxicos ambientaa)tofes fisioldgicos (idade e sexo),
factores patologicos (por exemplo doencas de ligadb e doencas cardiovasculares,
entre outras) e factores genéticos (etnia, polismods genéticos)33]. Os factores
genéticos de genes cujos produtos estdo envolvitibstoxicodinamica e na
toxicocinética do metabolismo de xenobidticos s&® dae maior relevancia,
representando mais de 50% da variacéo na respstimdividual a farmacos [33].

Como ja anteriormente referido, CYPs séo dos mis$e enzimaticos mais
importantes envolvidos na metabolizacdo de xenicbgt Contudo ainda permanece
por esclarecer a contribuicdo genética de algustdsrimas da superfamilia de enzimas
CYP, face a sua baixa frequéncia alélica, paraiagé&#o da resposta inter-individual no
metabolismo de xenobidticos, indicando que os CY&ssao necessariamente a Unica
fonte de factores genéticos [33]. Por exemplo, @epetoxicogenéticos de receptores
nucleares, transportadores de membrana e o paredoz de CYP, CYPOR, tém sido
estudados no que respeita a sua contribuicdo parariacdo do metabolismo de

xenobidticos mediado por CYPs [33, 36].
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A deleccéo total do ger®ORem ratos leva a morte embrionaria em virtude de
multiplos defeitos no desenvolvimento como tuborakwnomalias cardiacas, olhos e
membros, retardamento geral do crescimento e defe#tsculares [33]. Provavelmente
devido a falta de actividade dos CYPs envolvidopmeesso de endobioticos, por ndo
haver sustentacdo da actividade dos mesmos endevida falta de transporte de
electrbes por parte de CYPOR. [32, 35]. Contudmstanock-outhepatico par®OR
originam ratos aparentemente normais mas com aegémde liquidos hepaticos e que
apresentam uma diminuida capacidade no metabolimi@rmacos a nivel hepatico
[35, 37].

O genePOR humano é polimérfico estando descritos até a dws de 40

polimorfismos de base Unica no geR®OR (http://www.cypalleles.ki.se/por.hijm
incluindo erros desplicing delec¢gbes, mutacdes néo silenciosas e mutagiasdhift
(figura 6) [38, 39].

Figura 6 — Esquema representativo dg proteina NADPH oxilmtase dos citocromos
P450, sua localizagdo membranar e posicoes redatleamutacdes polimorficas na
proteina CYPOR, evidenciando a posi¢cdo de Q153 éra baixo) 4daptado de Hart et

al, 2008[33]).

A diminuicdo da actividade de CYPOR foi indicadanduzir a uma
insuficiéncia de enzimas dependentes de CYPOR gmnexemplo CYP17A1 (1@-
hidoxilase e 17, 20-liase), CYP21A1l (21-hidroxilage CYP51A1 (lanosterol-1¢-
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demetilase) (tabela Il) [35, 40]. Foi descrito quatacdes localizadas nos dominios
NADPH, FAD e FMN tém a influéncia mais severa nx@ de electrbes de CYPOR, e
portanto na sua funcao de sustentar oxidacdes deedpelos CYPs [32, 35, 41, 42] .

Tabela Il — Comparacdo das actividades de mutantes CYPOR eios vénsaios
(adaptado de Miller et al, 2009 [43]).

Compilacdo de dados de Huang et al 2005 [40] eaval et al 2008 [34]. Os valores
representam V./K., como percentagem relativamente a CYP&®RagemA: “Fonte “ designa a fonte

da sequéncia de mutacéo: N: individuos normaigaeientes com ABS; D: bases de dados; (-): ndo
detectéavel.

onte 1A2 2C19 170H-ase 17,20 ugdd Oxidagéo

liase cit.c NADPH
PORwt N 100 100 100 100 100 100
delE53 N 156 91 73 82 57 93
PS5L N 114 83 82 115 67 123
All5V P - - 80 71 63 41
T142A P 3 - 60 54 49 52
QI53R P 144 284 31 27 9 11
Y181D P = & = - = =
D21IN N 52 52 57 62 27 59
G213E N 174 101 57 93 111 105
p228L D 20 39 100 41 75 72
M263V P 92 136 9 13 76 57
P284L N 41 27 44 82 104 153
P284T N - 14 19 16 32
A287P P = = 40 21 9 16
E300K D 84 81 112 146 93 104
R316W D 109 100 94 141 61 77
R406H N 125 155 61 57 62 78
G413S D 73 104 83 110 76 100
P452L N 21 83 48 61 16 12
R457H P = - 3 = 1 =
Y459H P = - 1 = = =
A462T N 119 100 58 66 85 69
v472M N 54 77 58 46 23 24
A485T N 80 98 68 88 36 51
V492E P = = 3 = - =
A503V DN 55 113 68 58 67 56
G504R D 82 140 91 103 53 47
G539R P 10 33 46 8 9 =
L565P P = = 32 19 14 1
Cc569Y P 6 = 28 13 6 2
R6OOW N 36 60 38 32 18 7
Y607C N 7 24 76 40 = 20
V608F P 5 - 80 57 8 3
R616X P = - 6 = = =
V631l P 6 23 51 40 74 23
delF646 P = = a7 46 36 94

10
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1.3.2. Sindroma de Antley Bixler

A deficiéncia de CYPOR é uma doenca genética stmoga recessiva. A
manifestacdo clinica é esteroidogénese alteradassem&lha-se a deficiéncias
combinadas das actividades d-hidroxilase, 17, 20 — liase e 21 hidroxilase. Mo&s
do genePOR foram recentemente associadas com uma doencacgeaatossomica
recessiva, Sindroma de Antley Bixler (ABS) [32].

O Sindrome de Antley-Bixler (ABS: OMIM #207410),impeiramente descrito
em 1975, € um distirbio congénito raro caractedzpdr inUmeras malformacgdes
esqueléticas que incluem craniosinostose, hip@plafsicial severa, sinostose
radioumeral, fracturas do fémur, orelhas displ&sitisapezoidocefalia” e ambiguidade
genital, resultantes de uma esteroidogénese ddfcif38]. Os critérios para o
diagnostico de ABS néo estdo totalmente esclarecmmtudo sdo requisitos minimos
a craniosinostose e sinostose radioumeral [38644-4

A relacdo genética de ABS foi inicialmente con&i®a: relatos de criancas
afectadas e consanguinidade parental sugeriam uraaifestacdo autossdmica
recessiva, contudo tem também sido observado erenpes com ABS uma autossomia
dominante de mutacdes no gene do receptor do fdetarescimento de fibroblasto 2
(FGFR2) [38, 47]. Os factores de crescimento deoffilastos estdo envolvidos no
crescimento e desenvolvimento 6sseo e podem legaregiatro diferentes receptores de
superficie celular de tirosina cinases. Ganho catival de mutagdes funcionais nos
gened-GFRscausam uma diversidade de sindromas craniosinmastdenotipicamente
diversos, incluindo os sindromas Pfeiffer, Apeatkkon-Weiss e Crouzon [38, 47].

Contrariamente a outros sindromas craniosinositios pacientes com ABS
apresentam uma incidéncia de anomalias genitaiseds de 31 a 64%, incluindo
hipoplasia dos labios maiores, hipoplasia da giémitAasculina e criptorcidismo [38].
Em 2005, Huang e colaboradores determinaram quacded nos gen&ORe FGFR2
segregam completamente, concluindo que mutacogeme-GFR2estavam presentes
em pacientes com ABS com esteroidogénese normalaatw que pacientes com
fendtipo ABS e esteroidogénese alterada com andsdei genital apresentam
mutacdes no gerfeOR[38, 40].

Um fendtipo 6sseo similar com ABS com anomaliasitges foi descrito numa
crianca que durante o seu desenvolvimemtatero foi exposta a fluconazole [42]. O
CYP51, envolvido na biossintese do colesterol qeuer CYPOR como dador de

11
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electrbes para a conversao de lanosterol a ergbgtanibido pelo fluconazole. Este
facto, leva a especular que ABS pode ser causadairpodefeito na biossintese do
colesterol [38]. Apesar da patogénese das malfdiesagdsseas permanecer por
esclarecer, existem varios outros elementos queohmmam esta hipétese face a
conexdo entre a biossintese do colesterol e o dasenento do esqueleto [38].
Primeiro, variagbes na biossintese do colestetdbdsdas associadas com anomalias
no esqueleto. Em segundo, o colesterol esta ewiolva regulacdo e transducao de
sinal de proteinas cruciais na regulacdo do crestone morfogénese de estruturas
embrionérias [32, 38, 48].

Contrariamente aos defeitos em outras enzimastdeo&logénese, que causam
tanto a virilizacdo em raparigas como nao viril@agem rapazes, a deficiéncia em
CYPOR causa genitalia ambigua em ambos os sexp]88apazes sdo muitas vezes
nao virilizados, em virtude da diminuicdo da adade 17,20-liase que previne a
formacao do percursor 19-carbono androgénio [38fici&ncia em POR tem um efeito
mais acentuado na actividade 17,20 liase do CYRAfue na actividade 1@-
hidrolase. Em contraste, raparigas com deficier€dMPOR sao frequentemente
virilizadas, mas sem progressao pos-natal, ao @omtraparigas com deficiéncia na
actividade 21-hidrolase néo tratadas [38, 42, 49].

Uma das mutacdes encontradas em ABS € a mu@t&8R, que resulta na
substituicdo de uma glutamina por uma argininaasicfo 153 do gerfrROR(figura 7).

Baseado na estrutura de cristal de CYPOR de mtiplirece que o mutante
Q153R esta localizado perto do dominio FMN de CYPORjue pode indicar uma
ligacdo directa com a transferéncia de electrOea pa seus parceiros redox, 0s
citocromos P450 [40, 50].

Num estudo efectuado por Miller e colaboradores,gee foram analisados 35
mutantes CYPOR relacionados com ABS detectaram qquautante Q153R esta
debilitado na sua actividade de reducdo de,atrca de 9% de actividade quando
comparado com a proteina selvagem. Ainda este beutmmbém demonstrou
actividade debilitada na sustentagdo da actividade-hidroxilase e 17,20-hidroxilase
(31% e 27% respectivamente) [42, 51].

Estudos posteriores do mesmo grupo indicaram gquesmo mutante, Q153R,
demonstrou um aumento na sua actividade catatiec& YP1A2 e CYP2C19 (144%
para CYP1A2 e 284% para CYP2C19) relativamente ROR" [34].

12
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Estes resultados surpreendentemente contraditpodsrdo ser explicados pela
forma como foi feita a abordagem experimental. om lado Miller e seus
colaboradores expressaram &htoli, CYPOR" e os diversos mutantes sem os 27
aminoacidos terminais. Por outro lado as protefeerologas foram expressas numa
estequeometria CYP:CYPOR, 1:15 para o CYP1A2 e dstequeometrias diferentes
daquela encontrada em figado humano em que o r&WOR:.CYP ¢é

aproximadamente 1:10.

FMIN
Figura 7 — Esquema representativo da localizacdo da mutac&8rRde CYPOR.

FicheiroPDB: 1B1C: Dominio FMN de CYPOR (Zhao Q et al, teio Sci 1999), o residuo n® 1 é o

residuo 61 da proteina total: a tirosina 143 éstdum® n° 80, glutamina (Q) 153 é o residuo n° @0 e

tirosina (Y) 181 é o residuo n® 118. A imagem fariagla com o software Poly-view 3D, por Kranendonk.

1.4. Expresséao heterdloga do sistema enzimatico deocromos P450 humanos em

bactérias

Actualmente varios sdo o0s sistemas bacterianozaghils para a expressao
heter6loga de enzimas de biotransformacdo humanopagticular CYPs bem como
suas aplicacoes [52]

Em virtude das suas caracteristicagzszherichia colik1l2 E.coli k12) por
exemplo, tem sido o modelo, por exeléncia para@de@ biotransformacéo de enzimas
de biotransformacdo humanas CYP e CYPOR. A marjaalgenética, a sequenciacdo
total do genoma, a auséncia de biotransformacadgend que permite detectar apenas
a actividade da proteina expressa [53, 54]. Airdatilizacdo de meios de cultura
poucos complexos, facil manutencdo em laboratoeaisténcia de fortes promotores

que permitem obter rapidamente elevadas densiddgolisas e elevados niveis de
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expressdo proteica [55, 56]. Assink.coli K12 tem permitido estudar a
biotransformacdo de xenobitticos mediada por CYPs estudo funcional deste
complexo enzimatico [55, 57].

Para que se consiga expressar CYP&eamli k12 é necessario que se efectuem
modificagdes na parte N-terminal. No caso dos mimos P450 humanos esta
modificacdo ocorre ao nivel da extremidade 5°do ADWsando optimizar quer a sua
insercdo na membrana bacteriana quer a traducasedss respectivos mRNAs em
E.colik12[56, 58].

Por permitir obter grandes quantidades proteioas €levado grau de pureza, a
expressao heterdloga de CYPs humanos em bacténasido uma ferramenta atil na
elucidacdo de estruturas cristalinas, e ainda aodugéo de anticorpos especificos de
varias enzimas de biotransformacéo [59, 60].

A expressao heteréloga de enzimas de CYPs e CYiR@Ranas em bactérias
permite também o estudo do impacto que diferentetagies nos CYPs e na sua
reductase especifica tém sobre as suas respectipasidades cataliticas, fornecendo
assim informacdes detalhadas sobre interaccoemarsibstrato e elucidando a relacéo
estrutura/actividade dos CYPs bem como interacgieseina-proteina que se
estabelecem entre CYPs e CYPOR.

Para obter um modelo celular onde CYP é activecéssario a sua co-expressao
com o seu parceiro redox CYPOR. Neste sentidoavastratégias tém sido seguidas
entre as quais a expressdo das duas proteinas coftrolo de um unico promotor
(expressdo bicistronica), a expressdo das dua®imast sob o controlo de dois
promotores num mesmo plasmideo ou em plasmides®uiés ou, ainda, a expressao
de uma proteina de fusdo contendo as competéngrasomais das proteinas de
interesse [56, 61-64].

A expressdo heteréloga de CYPs e CYPOR humanasaetérias contendo
alvos indicadores de lesdo genética tem permitidaeatificacdo de compostos
genotoxicos e o0 estudo de mecanismos moleculak@sgeimicos da mutagéenese. O
sucesso destes ensaios prende-se com o facto dapsdez, facilidade de execucao,

baixo custo e elevada reprodutibilidade e senddaile [52, 65].
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1.4.1. Sistema bacteriano competente em citocromoB450 humanos

utilizado no estudo

Durante os ultimos anos no Departamento de Genétid-aculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Nova de Lisboa, tem vinderadesenvolvido pelo Doutor
Michel Kranendonk e sua equipa, um teste de muiaigade com estirpes de.coli
K12 para o estudo de biotransformacdo e genot@deidjuimica. Este teste tem por
base a reversdo de uma mutacao pontual no opersirético da L-argininafgE3),
gue torna as estirpes auxotréficas para a L-amjrs@ndo por isso incapazes de crescer
em meio minimo sem este aminodacido [65].

Este trabalho culminou com o estabelecimento dersks estirpes de.coli
k12, designadas estirpes BTC, com expressao hegerd@le varias formas dos CYPs
humanos em conjunto com a sua respectiva reduCtdBPOR [52, 63, 66]. A estirpe
BTC foi desenvolvida com o intuito de detectar rgateese quimica permitindo o
estudo do papel de CYPs humanos na mutagenecigadérids classes de compostos
quimicos (alquilantes e nao alquilantes). Além alesplicacdo e devido as suas
caracteristicas especificas estas estirpes ess&o aplicadas no estudo funcional de
CYP e CYPOR [67, 68].

Para aléem da mutacdo num dos genes responsaveisbpssintese da
L-arginina (ida suprg, estas estirpes, ndo possuem capacidade de ¢gépata DNA
por excisdo face a delecgcdo parcial do geme, que leva a um aumento da sua
sensibilidade relativamente a deteccdo de mutadedie [65, 66]. Mutagdes nos genes
ogt e adagenes responsaveis pela reparacdo de DNA, deslesdagentes alquilantes,
tornam estas estirpes mais sensiveis a mutacdesidad por agentes alquilantes. A
mutacdorfa’ traduz-se numa perda parcial da barreira lipopatidrida da parede
bacteriana (LP% tornando-a deste modo mais permeavel a agentestégécos de
maior dimenséo [65, 66].

A co-expressdo de CYPs e CYPOR humanos foi leeadabo através de um
sistema biplasmidico, no qual CYPOR se encontnaacla num plasmideo que origina
um baixo numero de copias por células (pLCMPORju(d 8). Enquanto que o
CYP1A2 foi clonado num plasmideo que origina unvad® numero de cépias por
célula (pCWorl) (figura 8). Este tipo de expressido biplasmidieamite obter razdes
CYPOR:CYP fisiologicamente relevantes por se askemram as razoes CYPOR:CYP

encontradas em figado humano. Contrariamente aosquencontra em sistemas
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bicistronicos ou com dois promotores, que originestequeometrias diferentes das
fisiologicamente relevante, sendo CYPOR superiagoal a CYP [56, 63, 64].

Outra vantagem deste sistema de co-expressaciipliao reside no facto de
permitir a introducdo de qualquer forma dos CYPsdmos sem necessidade de
proceder a clonagem de novo da CYPOR relativansmtsEstema de co-expressdo de
CYP e CYPOR utilizando um s6 plasmideamé supra. [66, 69, 70].

S0S Box
mucA\\\

mucB~.

pLCM human CYPOR
pTA c>

POH'/

pCWori_hCYP1A2

Figura 8 — Representacdo esquematica dos plasmideos wisizedconstrucao

das estirpes BTC.

1.4.2. Actividade e doseamento de NADPH oxidoredwste dos citocromos P450

Sendo CYPOR uma enzima com um papel preponderamteireude da sua
participacdo em varias vias metabodlicas envolvitasnetabolismo de endobidticos e
de xenobidticos, torna-se relevante determinar a atividade e proceder ao seu
doseamento.

A metodologia estandardizada para doseamento daPRAoxidoreductase dos
citocromos P450, através da determinacdo da susidade, tem sido baseada
maioritariamente em ensaios de cinética de reddeamtc, utilizando microssomas de

sistemas celulares.
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7

O processo de obtencdo de membranas € um procassoso. Uma
metodologia que permita dosear CYPOR em bacténttas, permite evitar esta
preparacdo morosa, facilitando assim o doseamen@YdPOR em multiplas amostras
de culturas diferentes. Sendo occitma proteina com elevado peso molecular que nao
consegue penetrar a parede celular bacteriana,néstgpermite a determinacdo da
actividade de CYPOR em células inteiras. Tornassnma necessario, encontrar um
substrato que consiga ultrapassar a barreira imposta parede celular bacteriana
permitindo o doseamento de CYPOR em bactériastastac

Os sais de tetrazodlio, derivados aromaticos de3,4;2etrazole, podem ser
possiveis substratos de CYPOR e a sua reducdoaf@imazanos coloridos. Estes sais
sdo comummente utilizados em ensaios de deterncindgaproliferacdo celular e
citotoxicidade, ensaios enzimaticos, procedimentustoquimicos e screening

bacteriologico [71].
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II. OBJECTIVO

No laboratorio onde este trabalho pratico foi exado tém vindo a ser
desenvolvidos sistemas bacterianos com express&YBe e CYPOR para aplicacao
em estudo funcional do complexo enziméatico docmimos P450 humanos.

Como referido na Introducdo o mutante Q153R dé€°GR, a reductase dos
citocromos P450, demonstrou apresentar resultaolusaditorios relativamente a sua
capacidade de transferéncia de electrdes. Por dondamonstrou uma diminui¢do na
capacidade de reducédo de itpor outro lado demonstrou ser mais activo na
sustentaco da actividade catalitica de CYP1AZivataente a CYPOR.

Este facto pode ser explicado pela forma comaooteina foi expressa nos
estudos inicias levados a cabo por Miller e colatores. Por um lado com deleccéo de
27 aminoacidos da parte N-terminal, visto que eskterminam a localizacdo da
proteina e sua ancoragem a membrana. Por outrcakagooteinas heterélogas foram
expressas numa estequeometria em que CYPOR egtécesso relativamente a CYPs.
Esta estequeometria € diferente da encontrada enessomas de figado humano em
que o racio CYPOR:CYP é aproximadamente 1:10.

Assim, neste trabalho utilizou-se um sistema dexgressao biplasmidico do
CYP e CYPOR que resulta na expressdo destas @stegioma estequeometria
semelhante a encontrada em microssomas de figawaniou Mais ainda a CYPOR foi
expressa neste sistema biplasmidico, sem delecg8oanhinodcidos da parte N-
terminal. Para, com base em em ensaios de redecéibcd ensaios de mutagenicidade
e de cinética, se tentar verificar qual o efeitoddante Q153R na biotransformacéo de
xenobidticos mediada pelo CYP1AZ2.

Tendo em conta o papel preponderante de CYPOR #gaswdas metabdlicas é
preferivel ter uma metodologia que permita dosBaieatemente CYPOR em bactérias
intactas yida suprg. Assim, numa segunda fase deste trabalho pratetendeu-se dar
um contributo para o desenvolvimento de uma metgjilrapida e eficaz que permita
dosear CYPOR em bactérias intactas. Para tal smalige varios substratos e tentou-se
optimizar vérios parametros do ensaio, como conagdd de substrato, densidade

celular, temperatura de pré-incubacao e percentagegiucose.
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llIl. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

As estirpes bacterianas Becoli k12 e plasmideos, utilizados estdo descritos na

tabela Ill.

Tabela Ill — Estirpes dé&.coli k12e plasmideos utilizados.

Estirpe Genotipo Referéncia
PD301 ara-14, lacY1, tsx-33, gsr thi-1, supE44, galk2)-, rac”, rfbD1, [66]

arge3, mgl-51, rpsL31, kdgk51, xyl-5, mtl-1, uvrAGalE,
Aogt:CnTf, adal0, rfa

BTC1A2-POR"  PD301/ pCWh1A2 /pLCM

BTC1A2-POR"  PD301/pCWh1A2 /pLCM_POR

BTC1A2- PD301 / pCWh1A2 / pLCM_PCOR>®
POF\QlS3R
Plasmideos Marcadores genéticos
LCM Plasmideo de mutagenicidade contendo mucKRM, derivado de [65]
P pACYC177
pLCMPOR pLCM contendo cDNA de CYPOR humano sob mimmtac [63]
LCMPORRISR pLCM contendo cDNA de CYPOR humano contendo a ndita¢  Dr2 Daniela
P Q153(A>G)R sob ptac Moutinho
Plasmideo contendo cDNA de CYP1A2 humaAmg’, ptac.ptac/ [56]
pCWh1A2 lacl®

Os stocks de células bacterianas de cada estirqu® firmazenados a -80 °C (em
15% glicerol v/v).
Os meios, solugdes, reagentes, equipamentos eiahatecontram-se descritos

Nos anexaos.
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3.2. Métodos

3.2.1. Crescimento das estirpes bacterianas

Culturas sem inducéo da expressao de CYP e CYPOR
Stocks de células bacterianas foram inoculadosréanneeyers contendo meio
LB, cloranfenicol (1Qug/ml), canamicina (1pg/ml), ampicilina (5qug/ml) e crescidas

durante 16 horas, em incubadora orbital, a 37 2Qerotacdes por minuto (rpm).

Culturas com inducéo da expressao de CYP e CYPOR
Stocks de células bacterianas foram inoculadogrgnmeyerontendo meio
TB/peptona, cloranfenicol (1Qg/ml), canamicina (1fg/ml), ampicilina (50ug/ml),
tiamina (1pg /ml), solucdo de oligoelementos (u¥ml) e IPTG (0,2 mM). Estas

culturas foram incubadas durante 16 horas em immrhaorbital a 28 °C e 175 rpm.

Quantificagéo do crescimento

A determinacéo do crescimento celular foi levadalao através da medi¢éo da
densidade o6ptica (DO) a 600 nm, que correspondeia®ro de células / volume de
cultura. As amostras foram preparadas em triplicéettdo sido diluidas 30 vezes em
meio correspondente. Para 0s ensaios em célumase necessario remover o meio.
Assim 1.5 ml de cultura bacteriana foi centrifugad®2.000 g durante 30 segundos a
4 °C, o sobrenadante é desprezado e o pellet éspeswlido em tampéo fosfato de
potassio 0.1 M (pH 7.6). Este procedimento € efsliuduas vezes e depois €

determinada a absorvancia e verificada a densialatitza a 600 nm.

3.2.2. Construcao das estirpes BTC1A2-POR

A transformacéo de céluld&scoli PD301 com os plasmideos de interesse para
cada estirpe foi realizada por electroporacao. iddau-se a 3@ de células preparadas
para electroporacdo (preparacdo: veja em baixd, pl-de DNA plasmidico e
transferiu-se a mistura para uroavettede electroporacdo previamente mantida em
gelo, seguidamente sujeita-se a mistura celulan ampulso eléctrico com 2faF, 200

Q, 1,35 kV, que resulta num (constante de tempo) a volta de 4.5 milisegunéss.
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células bacterianas s&do depois diluidas com 1 mheie NZY', e postas a incubar
numa incubadora orbital durante 1 hora a 37 °CCOer@®, para permitir expressao dos
antibioticos. Por ultimo plaquearam-se 50 e P0@e cada cultura transformada, em
placas contendo meio LB suplementado com ig@ml), canamicina (15ug/ml),

ampicilina (50ug/ml) e incubou-se em estufa a 37 °C durante Blefas.

Preparacao de células para electroporagéo

Stocks de células bacterianas (PD301) foram iaolas em meio LB contendo
cloranfenicol (10ug/ml) e crescidos a 37 °C e 210 rpm até atingir gy (0.4 —
0.6). Seguidamente a suspensao bacteriana foiifugatfta a 4.800 g durante 15
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi ressuspendid® minde HO ultrapura e perfez-se
o volume até 25 ml com . A suspensdo celular foi seguidamente centrifagad
4.800 g durante 15 minutos a 4 °C. O sobrenadamteddscartado e o pellet
ressuspendido em 1 ml glicerol 10% (v/v). Fizeraraguotas e armazenaram-se a
-80 °C.

Confirmacao das caracteristicas fenoétipicas dadrests

Para a verificacdo da manutencédo das caractasdenotipicas plaguearam-se
5 ul de colonias transformadas ressuspendidas em BB®ri) em placas M9 +
Tiamina (M9, Arg), M9 + Tiamina + L — arginina (M9, Afy, placa MacConkey
incubadas a 37 °C durante 48 horas e placas LErseptadas com cloranfenicol (10
pg/ml), canamicina (1fg/ml), ampicilina (50ug/ml) incubadas a 37 °C, durante 24
horas.

A caracteristica de auxotrofia para a L-arginioa donfirmada através da
incapacidade de crescimento na placa cujo meio BI® foi suplementado com
L-arginina e simultaneamente pela capacidade deionento na placa cujo meio M9
foi suplementado com este aminodcido. A carackeaifénotipica LP%foi confirmada
pela incapacidade de crescimento celular bacteeamaneio MacConkey (este meio
tem na sua composicao agentes toxicos, tais comditiares e violeta de cristal, que
apenas conseguem penetrar a célula bacterianstaspossuir a caracteristica P\
confirmagéo da mutacdo ogtintroducdo dos plasmideos nas estirpes bactsrfana
levada a cabo pela visualizacao de crescimentef@ad em placas LB suplementadas

com cloranfenicol (1@g/ml), canamicina (1pg/ml) e ampicilina (5Qg/ml).
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3.2.3. Extraccéo e analise de DNA plasmidico

Isolamento de DNA plasmidico
A obtencao de DNA plasmidico foi feita por recues&its de acordo com as
instrucdes do fabricante (llustfa plasmid Prep Mini Kit — GE HealthCare para
extraccdo de DNA plasmidico em pequenas quantidgdgsou QIA filter™ Plasmid

Midi Kit — QIAGEN para extrac¢cado de DNA plasmidiem grandes quantidades (mg).

Electroforese em gel de agarose para analise de Di\&#smidico
Preparou-se um gel de agarose 1% (v/p) em tamp&o(fH 8.0) em presenca
de brometo de etidio (Oyg/ml). A electroforese correu em tampao TAE, semslgéis
submetidos a um campo eléctrico de 90 V duranteacde 30 minutos. Apds a
electroforese os géis foram visualizados com luz(2BA nM) e fotografados.
Em cada gel que se efectuou foi ainda adicionacho niarcador de peso
molecular e amostras de DNA plasmidico purificattono controlo correspondente as

amostras que se pretendiam analisar.

3.2.4. Ensaios de mutagenicidade

Ensaios de mutagenicidade realizados com estirpe8@C1A2-POR sem expressao
heteréloga de citocromos P450 humanos

Os ensaios de mutagenicidade realizados com apesstsem expressao
heteréloga dos CYPs foram efectuados, segundonic&éatilizada por Kranendonk e
colaboradores [65]. Adicionaram-se a tubos contegelose de superficie (TOP-agar)
previamente liquidificados e mantidos a 45 °C, ub@ultura bacteriana e uma dose
anica de 4-nitroquinolina-1-6xido (4-NQO) (0.078 einfplaca). A mistura celular foi
plagueada em placas contendo meio VB e incubadasstufe a 37 °C, durante 48
horas.

Cada ensaio foi feito em duplicado e as placas apidsubacédo de 48 horas
foram fotografadas digitalmente e o numero de ¢akdrevertentes presente em cada
placa foi determinado com recurso ao software Lat@/¥y Image Acquisition and
Analysing Software versao 4.6, Biolmaging Systems.
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Ensaios de mutagenicidade realizados com estirpe8dC1A2-POR com expressao
heterdloga de citocromos P450 humanos

Os ensaios de mutagenicidade, realizados com tgess com inducéo
heteréloga dos CYPs humanos foram efectuados segumadétodo de pré-incubacéo
liquida descrita por Kranendonk e colaboradores§6h

A pré-incubacgédo liquida foi feita com um volumeafirde 800 pl contendo,
volume variavel de 4gua nanopura, 500 pl tampdosAt2 M (pH 7.4), solucdo de
glucose 1M (para uma concentracéo final de 10 nid} pl de cultura bacteriana e
volume variavel do composto mutagénico por formabkder a concentracdo de
mutagénio pretendida no ensaio, 4-(metilnitrosapain(3-piridil)-1-butanona (NNK) ,
2-amino-3-metilimidazol (4,%)quinolina (IQ) ou 2 — aminoantraceno (2AA), a & °
durante 45 minutos com 175 rpm. ApOs a incubacécicabu-se a mistura celular,
gelose de superficie (Top-agar) previamente ligado e mantido a 45 °C e plaqueou-
se em placas contendo meio VB. As placas foramiglepoubadas em estufa a 37 °C
durante 48 horas.

Cada ensaio com os diferentes compostos e diérelases para cada composto
foi feito em triplicado. As placas ap0s a incubag@48 horas foram fotografadas
digitalmente e o numero de colonias presente ema gdatca foi determinado com
recurso ao software LabWorRs Image Acquisition and Analysing Software verséo

4.6, Biolmaging Systems.

3.2.5. Isolamento da fraccdo membranar de bactésa

Para o isolamento das fraccbes membranaresiviasat estirpes, seguiu-se o
procedimento descrito por Kranendonk e colaborad@é).

Culturas bacterianas previamente crescidas focantrifugadas a 4.800 g
durante 15 minutos a 4 °C, tendo os sedimentosregfuspendidos em Tris-Sucrose e
congeladas a -80 °C. As suspensdes bacterianas fi@scongeladas em banho de agua
a temperatura ambiente, adicionou-se uma mistuigittidores de protease (extracto de
pancreas 0.02 mg/ml, quimiotripsina 0.003 mg/mppgiea 0.33 mg/ml, termolisina
0.0005 mg/ml e pronase 0.005 mg/ml), benzonasecéetracao final 0.05u/ml
suspensao bacteriana) e lizosima (concentragaoOiBanl/ml suspenséo bacteriana) e
incubou-se a suspensdo bacteriana durante 30 miauth°C, 10 rpm num agitador

vertidal angular multi-funcdes. As suspensodes asdglforam seguidamente lisadas por
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sonicacao (5 ciclos de 30 segundos, 2&#putcom intervalos de 59 segundos). Apos
sonicacédo as células néo lisadas foram separadagmoifugacdo durante 25 minutos,
a 4.800 g e 4 °C. Os sobrenadantes provenientea aentrifugacdo foram

centrifugados a 100.000 g durante 1 hora a 4 °Goldenadante desta centrifugacéo
continha a fraccdo citosolica e foi descartado sedimento, representando a fraccao
membranar foi ressuspendido em 2 ml de tampdo TGEBE @ ajuda de um

homogeneizador. Foram feitas aliquotadas deb@as fraccdes membranares obtidas

e armazenadas a -80 °C.

3.2.6. Determinagdo da concentragdo proteica daatcdo membranar

A determinacdo da concentracdo proteica das facg@embranares foi feita
através do método de Bradford. Para tal elaboroursa curva de calibracdo com
albumina sérica bovina (BSA) diluida em tampéao T@H 7.5) de forma a apresentar
uma concentracao proteica de 0, 0.2, 0.4, 0.6 en@/B1 num volume final de 200.

As frac¢cdes membranares a ser analisadas forafdasl@0 vezes em tampéao TGE.

De seguida adicionou-se 1 ml de reagente de Bihdfofraccbes membranares
e as diluicbes de BSA. Incubaram-se as misturassooro entre 15 minutos a 1 hora e
registaram-se o0s valores da absorvancia a 595 nntada uma, tendo sido a
concentracdo proteica das fraccbes membranaremidetda através da interpolacdo da
curva de calibragao.

3.2.7. Doseamento de citocromos P450

O doseamento dos CYPs foi efectuado através darc@losado espectro
diferencial de CYP reduzido na presenca de CO sefBWMP reduzido, conforme
descrito por Omura e Sato [14, 72].

Para determinar a expressdo dos CYPs nas céhikes, 5 ml de culturas
bacterianas foram sedimentadas por centrifugacd®@0 g durante 15 minutos e a
4 °C, tendo o sedimento sido ressuspendido no mestume de tamp&o TN. Depois
adicionou-se ditionito de sodio preparado na haeapuma concentracdo final de
4.6 mM, de forma a reduzir todo o CYP presentearsstras foram divididas por duas
macrauvettese tracou-se uma linha de base entre os 400 e ®OMBarbulhou-se a

macrauvetteda amostra com CO e tragou-se o0 espectro difelesire os 400 e 500
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nm. Tendo em conta o0 maximo de absorvancia, condece coeficiente de extingao
molar €) do complexo CYP — CO (91 niMcm™ paraAAbs 450 - 490) foi, entdo
possivel calcular a concentracao de citocromo P450.

Para dosear CYPs em fraccbes membranares, dilagaas amostras 18 vezes
em tampao TGE, num volume final de 1.8 ml. Em s#mudicionou-se ditionito de
sédio para uma concentracado final de 4.6 mM e diksd o volume por duas
microcuvettes Por Ultimo borbulha-se a miauvetteda amostra com CO, tragcou-se o
espectro diferencial entre os 400 nm e 500 nm erm@iou-se a concentracédo de

citocromo P450 presente na amostidd supra.

3.2.8. Doseamento da NADPH oxidoreductase do citommo P450

O doseamento de CYPOR nas membranas das divetgae< bacterianas foi
efectuado de acordo com o procedimento descritoKpanendonk e colaboradores,
com pequenas modificacdes [67]. Este método tenbase a capacidade de CYPOR
reduzir o citc, sendo a reaccdo acompanhada pelo aumento da afisarda mistura
reaccional a 550 nm ao longo do tempo.

Em micracuvettespara um volume final de 2.0 ml adicionou-se ccihuma
concentracéo final de (5€M), suspensdo membranar e tampao de. @eguidamente
dividiu-se o volume por duas miauvettegque se colocaram num espectrofotometro de
feixe duplo. A reaccdao foi iniciada pela adicaoNEDPH numa concentracao final de
(200 uM) a micracuvetteda amostra e mediu-se 0 aumento de absorvancia and%o
longo do tempo.

A concentracdo de CYPOR foi determinada utilizandoAgsson= 21 mM*
cm’ e sabendo que a actividade especifica da CYPOR aeaccdo de reducdo do
cit.c é de 3.200 mih. Com a concetracéo proteica da amostra calculauesmtetdo
de CYPOR presente nas fracgcbes membranares.

Utilizagc&o de novos substratos para avaliar a aictade de CYPOR
A quantificagdo de CYPOR nas membranas bacterianasambém sido levada
a cabo com 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil rdmeto de tetrazolio (MTT),
baseando-se na capacidade de CYPOR reduzir o, Bando a reaccdo acompanhada

pelo aumento da absorvancia a 610 nm da amostrtarapo [73]. As amostras, com
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um volume final de 1.0 ml contendo MTT numa conggéo final de 10QuM,
suspensao membranar bacteriana e tampéo fosfgtotéssio 0.1 M (pH 7.6), foram
colocadas num espectrofotometro de feixe duplaeakgao foi iniciada pela adicdo de
NADPH numa concentracéo final de 200 a micrccuvetteda amostra e mediu-se 0
aumento de absorvéancia a 610 nm ao longo do tempo.

A concentracédo de CYPOR foi determinada utilizandoAgg1onn= 11.3 mM*
cm’ e sabendo que a actividade especifica da CYPOR aeaccdo de reducdo do
MTT é de 1.910 miti [73].

A reducdo de (3’-1-[(fenilamino-carbonil]-3,4-t@nolio-bis(4-metoxi-6-nitro)
acido benzenosulfénico hidratado (XTT) foi levadaa®o num volume final de 3 mi
contendo XTT numa concentracdo final de 100mM, @onfesfato de potassio 0.1 M
(pH 7.6), suspensdo membranar previamente cawmadarie sistema regenerador de
NADPH (0.2 mM NADP, 0.5 mM glucose-6-fosfato, 0.04 U/ml glucose-6its
desidrogenase). O aumento de absorvancia foi meaidongo do tempo a 650 e 675
nm.

A reducéo de 5-ciano-2,3-ditolil cloreto de te@iaz (CTC) foi levada a cabo
num volume final de 1 ml contendo CTC numa cone&dio final (50QuM), sendo o
resto das condi¢cOes iguas a XTT. O aumento de \&@rsoa foi medido ao longo do

tempo a 450 nm.

3.2.9. Avaliagdo da actividade catalitica dos cikoomos P450

o0 - desalquilacdo da metoxiresorufina e da etoxiragma
O CYP1A2 medeia especificamente tantmdesalquilacdo da metoxiresorufina
como da etoxiresorufina formando resorufina, seadsua actividade enzimaticas
designada deo-desmetilase da metoxiresorufina audetilase da etoxiresorufina
(figura 9). A determinacéo desta actividade foialds a cabo por fluorimetria, como

descrito por Burket al, com algumas modificacdes [74].
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Figura 9 — o-desalquilacdo da metoxiresorufina e etoxiresoaufmediada por

CYP1A2 e respectivo produto.

A determinacdo dos parametros cinéticosa\e Kn para a actividade de
extoxiresorufina & detilase e metoxiresorufina & — desmetilase catalizadas pelo
CYP1A2 foi levada a cabo em microplacas de 96 pagiiszando 7 concentragdes de
cada substrato até um méximo deuBl para a etoxiresorufina e @M para a
metoxiresorufina, membranas com 8 nM de CYP1A2p&mfosfato de potassio 0.1 M
(pH 7.6) e sistema regenerador de NADPH ( para exdracdes finais de 0.5 mM
glucose-6-fosfato, glucose — 6 — fosato desidroge@e04 U/poco e NADFO.2 mM).

A concentracdo de DMSO foi mantida constante a 0@%) para todas as
concentracdes de susbtrato, pois estd descrita qoacentracdo de solvente no meio
influencia a actividade catalitica dos citocromatb® [75, 76]. A flourescéncia de
resorufina foi determinada utilizando filtros conde exitagédo = 535 nM e comnde
emisao = 585 nM, em intervalos de 1 minuto. A gudacie de resorufina produzida foi
determinada por interpolacdo de uma recta de eghior deste composto, preparada
exactamente nas mesmas condi¢cdes experimentaigatepara as amostras. Os dados
foram modulados segundo a equacdo de Michaeliséviemtos parametros cinéticos
Vmax € Ky foram determinados recorrendo a utilizacdo donso# GraphPad Prism,

versao 4.03, (GraphPad Software, Inc.)

0- desalquilacdo da 3-ciano-7etoxicumarina
Um outro substrato que o CYP1A2 metaboliza é aaBec7-etoxicumarina
(CEC) a 3-ciano-7-hidroxicumarina (CHC) (figura 10)
A metodologia para determinacdo desta actividapeafica de CYP1A2 foi

igual ao anteriormente descrito para a etoxireswawd metoxiresorufina, com alteragao
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da concentracdo maxima de CEC (B@), a concentracdo final de CYP1A2 utilizada
foi de (5 nM) e utilizando filtros com\ de excitagdo = 405 nm e com

A de emissao = 465 nm.

=N
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,@j{ CYP 1AZ
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3 — Ciano — 7- etoxicumarina 3 — Ciano — 7- hidroxicarina

HO

Figura 10 — o-desalquilacdo da 3-ciano-7-etoxicumarina mediad®d CYP1A2 e

respectivo produto.

3.2.10. Imunodeteccao de CYPOR humana nas estirpe$ C1A2-POR

Electroforese desnaturante em gel de poliacrilami@&DS-PAGE)

Para efectuar a imunodeteccdo de CYPOR humana inassab estirpes
bacterianas, as fraccoes membranares comecaraserpegparadas por SDS-PAGE, de
acordo com o procedimento descrito por Sambrooslaboradores [77]. As amostras
foram aplicadas num gel de concentracédo de 5% ¢vdeparadas em gel de acrilamida
de 10% (v/v) em tampéo Tris — glicina (pH 8.3). &orfeitos dois geis que foram
submetidos a uma corrente fixa 2l& mA até as amostras penetrarem no gel de corrida
(cerca de 15-20 min). Nesta altura aumentou-seri@rde a corrente fixd5 mA e
deixou-se correr a electroforese entre 35-45 min.

Um dos geis foi corado co@omassieBlue (azul de comassie R-250 0.1% (p/v)
em 10% de acido acético e 40% de metanol) durahteniButos, transferindo-o de
seguida para a solucdo descorante de 10% de a@tiocae 12.5% de isopropanol. O

outro foi utilizado para efectuar transferénciateorética das proteinas.

Transferéncia electroforética das proteinas
O gel para a transferéncia foi lavado com aguamama e equilibrado em
tampéao de transferéncia, durante cerca de 20 nsin8eguidamente o gel foi colocado
em contacto com a membrana de nitrocelulose, pr&nge lavada com agua nanopura

e equilibrada em tampéao de transferéncia duramta & 1 hora. O gel e a membrana
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foram colocados num suporte plastico apropriadfeet@wu-se a transferéncia 100 V

durante 1hora.

Hibridacdo de anticorpos especificos e obtencao ‘imsinoblots”
Apoés a transferéncia, a membrana de nitroceluloseolocada num agente

bloqueador (2.5% (p/v) de agente bloqueador em F)T8ntre 1 a 2 horas para
minimizar a hidridacdo inespecifica e de seguidalbada com o anticorpo primario
num agitador vertical angular multi-funcées a 4 d?@ante a noite. Em seguida a
membrana foi lavada trés vezes em T-TBS (pH 7@&jarde 5 minutos e incubada a
temperatura ambiente durante 1 hora com o anticeguondario. A membrana foi
depois lavada trés vezes em T-TBS (pH 7.5) duramténutos e uma vez em TBS (pH
7.5) durante 5-15 minutos.

As bandas foram depois visualizadas e detectdiaando um filme sensivel, a
guimioluminescéncia, e reveladas no final em cassi# autoradiografia (ECL

Amersahm Biosciences).
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como referido nos objectivos, os resultados deobtes da realizacdo deste
trabalho pratico estdo no seguimento de um planestielos realizado em duas fases.
Primeiramente pretendeu-se avaliar o efeito da ¢aot@®153R de CYPOR, relacionada
com ABS, na biotransformacgéo de xenobidticos medjalo CYP1A2, com base na
reducdo de cit.e em ensaios de mutagenicidade e de cinética.

Este trabalho foi iniciado com o desenvolvimentcaeacterizagcdo das estirpes
BTC1A2-POR" BTC1A2-POR' e BTC1A2-POR™Rtendo para issso 0o cDNde
CYPOR delectado ou modificado.

Na segunda fase do trabalho para dosear CYPORaetérias intactas, foram
efectuados ensaios de redugcdo com varios substpioeiramente em membranas e
posteriormete em células inteiras. Tentou-se aimplamizar varios parametros do
ensaio como, concentracdo de substrato, densidddirc(DQoo), percentagem de

glucose e temperatura de pré-incubacao.

4.1. Efeito da mutacdo Q153R de CYPOR, relacionadaom a Sindrome de Antley
Bixler, na biotransformacao de xenobidticos mediadaelo CYP1A2

4.1.1. Desenvolvimento de estirpes de BTC1A2-PORom expresséo

heteréloga das proteinas humanas recombinantes CYR2 e CYPOR

Construcéo de estirpes BTC1A2-POR

Para avaliar o efeito do mutante Q153R de CYPQGRaatividade da proteina
selvagem, construiu-se uma estirpe bacteriana mdmteDNA de CYPOR modificado
para obter esta proteina mutante, através de uoegso de clonagem levado a cabo
pela Dr2 Daniela Moutinho (deste departamento).

Construiu-se ainda uma estirpe contendo CYPOR uaaferma selvagem,
BTC1A2-POR" como controlo positivo pois o objectivo era vegficse a proteina
mutada afectava ou ndo a actividade da proteimagsal {/ida suprd e uma estirpe nao
contendo expressdo de CYPOR, BTC1A2-BthRcomo controlo negativo.
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Transformaram-se células decoli PD301 por electroporagcédo, obtendo as estirpes
BTC1A2-POR" (plasmideos pCWh1A2 e pLCMPORY, estirpe BTC1A2-POR!
(plasmideos pCWh1A2 e pLCM) e a estirpe BTC1lA2-BBE (plasmideos
pCWh1A2 e pLCMPOR™R.

Verificagdo das caracteristicas fenotipicas

Tabela IV — Analise fenotipica das estirpes BTC1A2-POR

BTC1A2-POR™" BTC1A2-POR"
Placa #1 #2 #3 #4 #5 #1 #2 #3 #4 #5 #6
MaCconkey
M9, Arg” + + - + + + + + + + +
M9, Arg’
LB (Amp+Cm+Kan) + + + + + + + + + + +

Todos os transformantes apresentaram auxotrofealparginina com excepcao
do candidato 3 da estirpe BTC1A2-P8Rverificada pelo crescimento em placas com
L-arginina e auséncia de crescimento em placas estm aminodcido (tabela IV).
Também foi confirmada a deficiéncia na parede §poérida (LP$ pela auséncia de
crescimento em meio MacConkey. A resisténcia diages em relacdo a ampicilina
(marcador de presenca de pCWh1A2), canamicina édarc de presenca de
pLCMhPOR) e cloranfenicol (marcador de resistéoaiacteristico de células PD301)
foi verificada pelo crescimento em meio LB supletadn com cloranfenicol (10

pg/ml), canamicina (1fig/ml) e ampicilina (5Qug/ml) (Tabela V).

Andlise de estabilidade de DNA plasmidico

Quando se transforma estes dois plasmideos (pCMCRElpverifica-se que nao
h& uma conservagdo dos mesmos, pode acontecetggue @s plasmideos ndo seja
inserido no sistema de expressao, ou ainda, quelassnideos nao apresentem 0s
mesmos niveis de expresséo [66, 70]. Ndo havendn, sistema de expressdo deste
tipo, a manutencédo da estabilidade dos mesmos-$ernacessario efectuar uma analise
da estabilidade do DNA plasmidico transformado.

Para cada estirpe em andlise, BTC1A2-BGRBTC1A2-POR" extraiu-se e
analisou-se o DNA de todos os transformantes pectrefforese, para verificar a

introducdo dos plasmideos pretendidos e estabdiddds mesmos através da
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observacdo de bandas correspondentes a pCWh1Ag (B9 pLCMPOR (9079 bp)
(figura 11).

pCW pLCMPOR1 3 4 5 6 2

s o Tyra——

— iy —— —
— ] O - e iy
[ — - — o —

Figura 11 — Electroforese de DNA plasmidico dos transformawtgtsdos por
electroporacéo da estirpe BTC1A2-PBRa esquerda) e BTC1A2-P&Ra direita).

No que concerne & estirpe BTC1A2-PRm todos os candidatos, séo visiveis
as bandas correspondentes aos dois plasmideostatesg®, sendo que 0s que
apresentam maior quantidade de DNA plasmidico sdiocandidatos 1, 2 e 3.
Relativamente & estirpe BTC1A2-P®Ro candidato 4 ndo apresenta uma das bandas
do plasmideo pLCM, o que pode ser um indicadondtabilidade plasmidica. E ainda
de referir que o candidato 3 apresenta uma bairatgiade de DNA plasmidico de
interesse e os candidatos 1, 2 e 5 apresentamoa quaintidade de DNA plasmidico e
semelhante entre si.

Doseamento da expressao de citocromo P450
Deseguida avaliou-se a capacidade de expressao deA2¥tde cada candidato.
As culturas foram induzidas, foi calculado o codtede CYP1A2 por espectroscopia
diferencial de CO e verificou-se a densidade celtddela V).
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Tabela V — Niveis de expressdo de CYP1A2 nos candidatosamsformacédo das
estirpes BTC1A2-POR' e BTC1A2-POR.

BTC1A2-POR™! BTC1A2-PORM

#1 7.2+0.004 334 46.4 9.5+0.004 236 25.0
#2 7.1+0.004 258 36.3 9.4+0.004 248 26.5
#3 7.8+0.005 365 46.6 8.8+0.003 195 22.2
#4 7.0+0.003 207 29.6 9.3+0.002 229 24.6
#5 7.0+£0.002 285 40.5 9.2+0.002 215 23.4
#6 9.1+0.005 226 24.8

*- médias representativas dos triplicados

**.determinacao feita singular arredondada as uteda

A densidade celular das culturas (expresso emgodp@® semelhante entre os
candidatos de cada estirpe, indicando um crescamegitlar semelhante. A estirpe
BTC1A2-POR" apresenta valores de Q% superiores & estirpe BTC1A2-PBR
indicando uma densidade celular superior.

Relativamente ao conteudo de CYP1A2, estes encorseaentre 200 e 300 nM
para ambas as estirpes, sendo que para a estipeA2TIPOR"" os candidatos 1, 3 e 5
apresentam expressdo de CYP1A2 mais elevada @ eatape BTC1A2-PORs&o0 os

candidatos 1 e 2 que apresentam expressao masslalde CYP1A2.

Avaliagéo da sensibilidade de deteccdo de mutagdadae
De forma a determinar a sensibilidade de detegspétagénica dos varios
candidatos de transformacéo das estirpes, efentesgansaios com uma dose Unica do

composto mutagénico 4-nitroquinolina-1-6xido (4ANQ®P78 nmol/placa) (figura 12).

N° col6nias revertentes/placa

600+ Testes de Mutagenicidade - 4NQO|a s/ 2ngo Testes de Mutagenicidade-4NQO |® s/ 4NQO
m C/4ANQO 600 - ® C/4NQO
5001 @ 4NQO- S4NQQ @ 4NQO- S/4ANQQ

500

400 200

3007 300

200+ 2001

100+ 100

Ne colénias revertentes/placa

#1 #2 #3 #4 #5 #1 #2 #3 #4 #5 #6
Candidatos BTC1A2-POR" Candidatos BTC1A2-POR"

Figura 12 — Analise de sensibilidade de deteccdo mutagénisaedrpes BTC1A2-
POR (& esquerda BTC1A2-PO1e & direita BTC1A2-POR).
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Ambas as estirpes responderam a dose Unica degéneta originando

revertentes induzidos entre as 200 e 400 colémiaplpca.

Determinacéo do transformante mais representativarg cada estirpe BTC1A2-POR
Apés terem sido caracterizados os transformantas darias estirpes
seleccionou-se o transformante mais representatemmdo por base 0s niveis de
expressdo de CYP1A2, a estabilidade do DNA plasmidi o nimero de revertentes
induzidos. O transformante escolhido foi 0 que sgmu as caracteristicas mais
préximas da média dos transformantes isoladosmApsia a estirpe BTC1A2-PGHR
escolheu-se o candidato nimero 2 e para a estiff@l&2-POR" escolheu-se o

candidato nimero 4.

4.1.2 Avaliacao do efeito do mutante Q153R na aciiiade de CYPOR

Imunodeteccado de CYPOR humana nas estirpes BTC1A&RRmM estudo
Como se pretendia avaliar a influéncia do mutapib3R de CYPOR na
actividade da proteina selvagem, era necessarantietr qual o nivel de expressao
proteica nas estirpes, assegurando que os resutlad@nsaios seguintes eram devidos
a mutacao e nao a uma diferente expressao prota$nestirpes.

Para confirmar a presenca da proteina CYPOR huneeetuou-se uma

imunodeteccédo de CYPOR nas estirpes em estudogfig).

kba M € WT QR nul KDa C WT QR Null
170 | e
130 | — . § :;g
* "'""g i CYPOR (~77 kDa) 95 : ‘
2 |G _ =
s CYP1A2 (~58 kDa) R _" " —
55 |G- T,
55
43
43
34 | "

WT, QR: 15ug proteina membranar

WT, QR: 15 tei
Q Hg proteina C: 30 ng ompA:: CYPOR

C: 200 ng ompA:: CYPOR
Figura 13— Imunodetecgdo de CYPOR humana nas estirpes BT®OR em estudo.

A esquerda SDS-PAGE e a direittestern Blopara detecgdo de CYPOR: €ontrolo,
WT: BTC1A2-POR", QR: BTC1A2-POR™ R Null: BTC1A2-POR"Y.
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No gel de SDS-PAGE séo visiveis as bandas comegptes ao CYP1A2 e
CYPOR nas estirpes BTC1A2-P8R BTC1A2-POR™R Apenas é visivel a banda
de CYP1A2 na estirpe BTC1A2-PB pois esta ndo expressa CYPOR.

No Western Blog observavel um nivel de expressdo semelhante/@OR" e
do mutante CYPOR®®R nao se observando banda correspondente a CYP@Rime
BTC1A2-POR"",

Estes resultados indicam que os dados de ensasbsripces serdo unicamente
devidos a mutacdo e nao influenciados por umaetiteal expressdo nos niveis de
CYPOR.

Caracterizacdo das fracgcdes membranares das ediBpEC1A2-POR
As fraccoes membranares de todas as estiprestadoeforam caracterizadas
com base na expressdo de CYP1A2 por espectrostifgriancial de CO, quantificacdo

de CYPOR atraves da reducdo dec@tcontetdo proteico (Tabela VI).

TABELA VI — Contetdos de CYP1A2, CYPOR e proteina das fracghes
membranares das estirpes BTC1A2-POR.

Estirpe Proteina total CYP1A2 ’ ~ CYPOR ]
(mg/ml) (pmol/mg proteina) (nmol citc/min/mg proteina)
BTC1A2-POR™" 16.1+ 0.3 99+ 4 1.8+ 0.6
BTC1A2-POR" 149+ 0.5 135+ 14 53.8+15
BTC1A2-POR®'R 15.2+0.2 126+ 33 497+ 1.1

No que concerne a expressdo de CYP1A2, todas tapessem estudo
apresentaram um conteudo entre os 99 e 126 pmagdhoigina, tendo a estirpe
BTC1A2-POR" apresentado o contetido em CYP1A2 mais elevadce(d@ ahl).

As membranas da estirpe BTC1A2-PBR" demonstraram uma igual actividade
na reducdo de oit.relativamente & estirpe BTC1A2-P&Rtomando em conta o
resultado da imunodeteccéo (figura 13), indicana® @YPOR™*Rnao esta debilitado
na sua actividade de reducdo deccifAssim aplicando a actividade especifica de
CYPOR, foi calculado o contetdo de CYPQfél citc/min/mg proteinanas fraccdes
membranares de cada estirpe, indicando um raci@YROR:CYP1A2 nas estirpes
BTC1A2-POR" e BTC1A2-POR™R de aproximadamente 1:10 (Tabela VII). Este
valor € muito semelhante ao encontrado em microgsate figado humano, ou seja, o

racio obtido é fisiologicamente relevante [66].

35



Resultados e Discussao

Testes de mutagenicidade com as estirpes BTC1A2-POR
Com o intuito de avaliar a eficacia do mutante ORB™F relativamente a
proteina CYPOK no que concerne a sustentacdo da actividade delA&2/Rle
bioactivacdo de aminas aromaticas (2AA), heterimei! (IQ) e nitrosaminas (NNK),
originando metabolitos que podem causar mutacoeBN®W, foram feitos ensaios de
mutagenicidade com as estirpes BTC1A2-B&#® BTC1A2-POR' e BTC1A2-
POR™". Os resultados séo apresentados na figura 14.
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Figura 14 —Curvas dose-resposta dos ensaios de mutagenicdatdeompostos,

NNK, IQ e 2AA uutilizando as trés estirpes estudadgsil: BTC1A2-POR",
WT: BTC1A2-POR", QR: BTC1A2-POR™R,
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As estirpes BTC1A2-POR e BTC1A2-POR™R apresentaram, para os trés
compostos mutagénicos utilizados, um aumento deidadie mutagénica dependente
da concentracdo de mutagéneo, sendo esse aumeiwtosemelhante entre as duas
estirpes.

Os compostos NNK e 1Q ndo demonstraram ser biGais pela estirpe
BTC1A2-POR" como seria de esperar uma vez que ndo expressetalcestirpe
CYPOR a actividade de bioactivacdo de CYP1A2 estdpcometida. Contrariamente,
para o composto 2AA é visivel uma bioactivacdo dPTA2 por parte da estirpe
BTC1A2-POR" indicando que podera haver enzimas Eleoli k12 capazes de
suportar a actividade de CYP1A2 para este comp6gto

Os resultados dos ensaios de mutagenicidade mdigae o mutante
CYPOR***Rdemonstrou actividade igual a CYP®Ra sustentacdo da bioactivacdo
mediada por CYP1A2 para os compostos NNK, IQ e 2AA.
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4.1.3. Cararterizacdo dos parametros cinéticos dastirpes BTC1A2-POR

A capacidade para o mutante Q153R suportar ai@edie catalitica de CYP1A2
relativamente & CYPORfoi avaliada através de ensaios de cinética corstsaibs
especificos do CYP1A2, etoxiresorufina (EROD), meesorufina (MROD) e
3-ciano-7-cumarina (CEC). (figura 15).
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Figura 15 — Graficos de actividade de de-alquilizacdo do CYPIlMas estirpes
BTC1A2-POR(WT: BTC1A2-POR", QR: BTC1A2-POR™R null: BTC1A2-POR").

Os dados foram modulados segundo a equacao deadlisiventen e os
parametros cinéticosp\x e K, foram determinados recorrendo a utilizacdo donso#
GraphPad Prism (Tabela VII).
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Tabela VII - Parametros cinéticos da de-alquilacdo da etmruéna,

metoxiresorufina e 3-ciano-7 cumarina para aspestiBTC1A2-POR.

EROD MROD CEC
ESTIRPE Vmax (R pol / Km Vmax (R pmol / Km Vmax (CHC pmol/  Km
min / CYP1A2) (LM) min / CYP1A2) (UM) min / CYP1A2) (LM)
BTC1A2-POR - - - - 0.29+ 0.05 36.1+ 10.2
BTC1A2-POR" 0.54 + 0.01 1.39 + 0.07 1.02 +0.09 0.42+0.09 62@0.02 4.1+ 0.4
BTC1A2-POR™*R 0,50+ 0.01 1.12 +0.08 1.03+0.01 0.41+0.01 640 0.02 3.9+0.4

(-): ndo detectavel; R: resorufina; CHC: 3-cianbidroxicumarina

Os parametros cinéticos, yK e Vmax oObtidos para BTC1A2-POR e
BTC1A2-POR™™ R 530 iguais, indicando que CYP®®RF ndo afecta a capacidade de
CYPOR na sustentacdo da actividade catalitica dé€’1@2, para os diferentes

subsubstratos utilizados.

4.2. Optimizagdo das condicbes de ensaio para detenacdo da actividade de

CYPOR em células inteiras

4.2.1. Avaliacdo do efeito de detergente na actilide especifica de CYPOR

Como referido na introducédo a reducdo dec,cgubstrato nao fisiologico de
CYPOR, tem sido a metodologia por exeléncia paseaoCYPOR em membranas.
Contudo, citc € uma proteina com elevado peso molecular, pedorgio consegue
penetrar a parede bacteriana.

Um outro substrato utilizado neste laboratério apatosear CYPOR em
membranas é o 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difebrometo de tetrazolio (MTT). A
reducdo de MTT € um dos métodos mais comummentieadbs para aceder a
proliferacdo celular e citotoxicidade. O MTT recebs electrdes transferidos do
NADPH pela CYPOR, sendo reduzido e produzindo umm&zano azulado o que
permite seguir a reaccao espectrofotometricameraeés do aumento da absorvancia a
610 nm [73].

Em estudos iniciais para determinacdo da actieidde CYPOR, neste
laboratorio, verificou-se que quando se utiliza @ TMobtem-se cerca do dobro da

actividade relativamente a cit.Uma possibilidade que pode explicar este resultad
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pode ser o facto de existirem agregados membrarametendo CYP e CYPOR
sequestrados devido ao método de obtencdo daSdsaogembranares, sendo MTT um
composto com peso molecular mais pequeno que © atederia melhor a estes
agregados.

Com o intuito de responder a hipdtese proposta patiscrepancia de valores
obtidos, relativamente a actividade de CYPOR quanddida com MTT ou com ait.
e para aumentar a acessibilidade do substrato ®8Yocedeu-se ao estudo do efeito
dos detergentes no ensaio. O primeiro ensaio queadigou foi efectuado através da
reducdo de cit. adicionando 0.1% (p/v) Triton X-100, o detergenitdizado na
purificacdo de CYPOR (figura 16) [41].

50

40 4 O sem Triton X-100

m com 0.1% Triton X-100

30 -

20 A

nmol cit. ¢ reduzido/min.mg proteir

10

0 ————

BTC1A2-PORWT BTC1A2-PORnull

Figura 16 — Ensaio de reducéo de ciem membranas adicionando 0.1% Triton X -100

ao tampéao de ensaio.

Os resultados denotam um aumento da actividadeYeROR especifica para a
reducdo de cit. em cerca de 2 vezes com a adicdo de detergenta.dmque 0S
detergentes em concentracdes elevadas desnaturgrotaghas, procedeu-se a um
ensaio com varios detergentes e com um gradienterd®ntracdes dos mesmos, com o
objectivo de determinar qual o detergente e quadreentragéo ideal para efectuar o
ensaio de determinagdo da actividade de CYPORmMAS®alizou-se um ensaio de
reducdo de cit. com um gradiente logaritmico de concentracbesedergente (v/p),
com Triton X-100, Tergitol e Tween 20 (figura 17Wtilizou-se a estirpe
BTC1A2-POR"" como controlo negativo.
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Figura 17 — Actividade de reducédo de cipara os diferentes detergentes em diferentes

concentracdes utilizados no tampao de engaioBTC1A2-POR", wt: BTC1A2-POR").

as concentracdes mais baixas é o Tergitol par&d).0&rificando-se um aumento da
actividade de CYPOR com Triton X-100 a 0.03 %. Hdertar CYPOR utilizando

Os resultados indicam que o detergente que pelitmetear CYPOR, utilizando

Tween-20 seria necessario utilizar uma concentragéto elevada.

apenas com Triton X-100 e Tergitol, numa escalealin para determinar com maior

precisdo a concentracdo de detergente (v/p) qdeveeia utilizar no ensaio (figura 18).

Tendo em conta os resultados obtidos repetiu-sasaio de reducgéo de cit.
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Figura 18 — Reducgéo de cgt.com Triton X-100 e Tergitol em gradiente de cori@@o no

tampao de ensaio.

Os resultados obtidos denotam que é necessariamanar percentagem de
tergitol (0.01 — 0.03%) para libertar CYPOR. Utilimlo o Triton X-100 s&o necesarias
concentracdes mais elevadas (0.04 %), contudo B8Agid@s os valores de ait.
reduzido mais elevados (~50 nmol/min.mg proteif@ndo em conta os resultados
obtidos (figura 18) e sendo Triton X-100 utilizado processo de purificacdo de
CYPOR optou-se por standardizar a incorporaca@ampdéo de ensaio de Triton X-100
(0.04%).

Como controlo final foi efectuado um ensaio deugge de MTT e cit. com
Triton X-100 (0.04%) e tergitol (0.03%) para confar a hipotese da diferenca de
resultados de quantificacdo de CYPOR por reducait.de MTT (figura 19).
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CYPOR pmol/mg proteina

citocromo ¢ vs MTT, BTC1A2-POR™" citocromo ¢ vs MTT, BTC1A2-POR™
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Figura 19 — Comparacdo da reducdo de ccie MTT adicionando Tergitol e
Triton X-100 no tampé&o de ensaimll: BTC1A2POR"", wt: BTC1A2-POR").

Tanto no ensaio de reducéo decotomo de MTT observou-se um aumento do
conteudo de CYPOR gquando se adicionou os detegyerieensaio, ndo sendo a
quantificacdo de CYPOR por MTT o dobro relativaneedtquantificacéo por ait.Isto
parece estar de acordo com a ideia proposta, gmeldaja um aumento significativo
também de MTT que pode dever-se ao facto do procgssobtencdo das fraccbes
membranares formar agregados, pelo que sendo o MiiTcomposto com peso
molecular mais baixo que o ciacede melhor a estes agregados.

Os resultados indicam que MTT é um substratoipelspara ser utilizado no
doseamento de CYPOR com células inteiras.

N&o sabendo a especificidade da reducdo de MTTQYHOR em células
inteiras, pesquisaram-se outros substratos quespemteser utilizados no doseamento
de CYPOR em bactérias intactas e cuja reducao foaseespecifica que a reducao de

MTT.
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4.2.2. Avaliacdo de sais de tetrazolio como possiis substratos para a

determinacéo da actividade especifica de CYPOR emlalas inteiras

Os sais de tetrazolio, derivados arométicos d&,42etrazole sdo substratos de
CYOR e a sua reducao origina formazanos colorii@$es sais sdo comummente
utilizados em ensaios de determinacagudiferacao celular e citotoxicidade, ensaios
enziméaticos, procedimentos histoquimicaxeeeningoacterioldgico [71].

3’-1-[(fenilamino)-carbonil]-3,4-tetrazdlio-bis(4-etdxi-6-nitro)acido benzenosulfénico
hidratado(XTT) € um sal de tetrazolio cuja reducao origina formazano de cor laranja
soluvel em agua. A reducdo do XTT pode ser mediggtdmente no meio da reaccao
por um método de espectrofotometria continuo nuro @eriodo de tempo (figura 20)
[78-80].

NO, NO,
Ha —s0; Hgoo—Q— s0;
N
@*HN-@%@T +20, +H —= @—”—g—(:;n +20,
Hy SO0 Hy 80,
NO; NO,
XTT! XTT? formazan

Figura 20 — Reducédo de XTT, com as respectivas estruturasicps de XTT e
seu formazandaptado de Sutherland et al, 1997 [80]).

Sendo referido na literatura umgy (470 nm) = 21.6 mMcm™ [80],
primeiramente fomos confirmar os dados referidoditeaatura, e verificar se XTT
apresentava uma melhor sensibilidade para a deie¢édo da actividade enzimatica de
CYPOR.

Para determinar o maximo de absorvancia de XTB, massas condi¢cbes
experimentais efectuou-se um ensaio de cinéticadiegdo de XTT, ao longo do tempo

(figura 21) e tragou-se o espectro de absorcaolder&duzido de 400 a 700 nm.
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Figura 21 — Absorvancia de 400 a 700 nm de XTT reduzido.

Pela analise do espectro de absor¢cdo de XTT remluéd 400 a 700 nm
verificou-se um maximo de absorvancia de XTT redioza 465 nm, 5 nm desviado
relativamente ao valor referido na literatura [80].

Seguidamente determinou-se o coeficiente de extimgélar para XTT nas
nossas condi¢cdes experimentais. Como se pretehigs a quantificacdo rapida de
CYPOR num ensaio em microplacas e sO possuimms fidira leitura das absorvancias
a 450 nm em microplacas, foi necessério deternur@veficiente de extingdo molar a
450 nm e 465 nm no espectrofotometro. Fez-se aindarecta de calibracdo de XTT
reduzido a 450 nm em microplacas.

Para tal, de uma mistura com volume final de 3 aahtendo XTT 10QuM,
tampéao fosfato de potassio 0.1 M (pH 7.6), memlzraraviamente caracterizadas e
sistema regenerador de NADPH (NADP.2 mM, 0.5 mM glucose-6-fosfato e
0.04U/ml glucose-6-fosfato desidrogenase), efeatnase diluicbes sucessivas e
determinou-se a absorvancia a 465 e 450 nm no tesfm@émetro de modo a tracar

uma recta de calibracao (figura 22).
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Figura 22 — Curvas de calibracdo das absorvancias a 450 end6Bm funcdo das

concentragdes de XTT reduzido obtidas no espetimoetro.
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O valor do coeficiente de extincdo molar de XTHduado para os dois
comprimentos de onda foi interpolado a partir ddide da recta de calibracdo. Assim
obtivemos um coeficiente de extingdo molar de XT&duzido a 450 nm de
19.4 mM* cm® + 0.2 e para 465 nm 21.0 mMcm® + 0.3, estando o Ultimo em
concordancia com o valor referido na literatwidd supra.

Seguidamente efectuou-se a recta de calibrac®® ah em microplacas. Das
diluicbes preparadas para efectuar as rectas dbrag@lo no espectrofotometro
retiraram-se 20Qul de cada mackuvette para uma microplaca e determinou-se a

absorvancia a 450 nm (figura 23).

Curva Calibracdo XTT reduzido
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Figura 23 — Recta de calibracdo a 450 nm em microplacas

Com o intuito de determinar a actividade catalitte CYPOR perante XTT
(Kcap realizou-se um ensaio de cinética de reaccaedlecéo de XTT pela CYPOR ao
longo do tempo, numa mistura com um volume finalldel, tendo sido a reaccéo
iniciada pela adicdo de NADPH numa concentracaal f{200 uM). Usando o
coeficiente de extincdo molar obtido para XTT redoze sabendo o contetdo de
CYPOR, calculou-se uma constante catalitica de (Rf@ara XTT reduzido de
2.025 mirt.

Estes resultados, referentes aos ensaios de rediacd0I'T em membranas
indicam que este pode ser um possivel substrat gateterminacdo da actividade
catalitica de CYPOR em bactérias intactas.

Recentemente foi descrito um método para quantifiddPOR utilizando um
sal de tetrazolio, 5-ciano-2,3-ditolil cloreto detrazdlio (CTC) [81]. O CTC € um
derivado de tetrazoélio que na presenca de células & convertido num formazano

fluorescente (CTF). Este composto actua de modelbamie a outros marcadores de
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viabilidade celular mas é mais facilmente detectasio ser fluorescente (figura 24). O

seu coeficiente de extincdo a 450 nm esta4 descdim sendo de 0.016 niMe

Kcat= 2.520 mir [81].

Cr C

N NG N '
Nyt CH %N CH.,
) 3 3
N N
N NADPH NADP" TSNH
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CPR

CH; CH;
CTC CTC formazan

Figura 24 — Reducgéo de CTC catalizada por CYPOR na presen®ADPH.

Estruturas quimicas do CTC e respectivo formazadiptado de Kim et al, 2009 [81]).

Primeiramente determinou-se o méaximo de absorgddo formazano nas
nossas condicdes experimentais, para tal fez-seemsaio de reducdo de CTC,
semelhante ao efectuado para o X(Wida supra) Seguiu-se a reaccao ao longo do
tempo e tragou-se o espectro de absorcdo de CTidedde 400 a 700 nm (figura 25).

0.25
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0.00 \ T T 7 T \
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Comprimento de onda (nm)

Figura 25 — Absorvéancia de 400 a 700 nm de C{agul — CTC oxidado; vermelho- CTC

reduzido).

Seguindo a reaccéo de reducgédo de CTC de 400 ariC&b longo do tempo,
verificou-se que cerca de 30 minutos apOs o indaoreaccdo ocorrida ja ndo se
observavam variacbes nos valores de absorvanci& f@fuzido apresentou um

méximo de absorvancia a 450 nm.
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Seguidamente pretendia-se determinar o coeficeamtextingdo molar de CTC
reduzido. Para tal, realizou-se um ensaio de caéte reducdo de CTC pela CYPOR
numa micrauvettecom uma mistura de 1 ml contendo CTC (p), tampéao fosfato
de potassio 0.1 M (pH 7.6) e suspensdo membraraiapmente caracterizada. A
reaccdo foi iniciada pela adicdo de NADPH numa entracdo final (20QuM) e
mediu-se 0 aumento de absorvancia a 450 nm ao mgempo.

A reducdo de CTC origina um precipitado insoljgeindo uma desvantagem
deste método pois a precipitacdo interfere narkeitla absorvancia, induzindo assim
erros no célculo do coeficiente de extingdo moéa€d C reduzido.

Efectuou-se também um ensaio de reducdo de CTE€daurse a fluorescéncia
do formazano formado. Tal como nos ensaios de &dup espectrofotometro, a
variacdo de fluorescéncia foi quase nula, contraide ao que seria de esperar pelas
caracteristicas de fluorescéncia do formazano.

Estes resultados demonstram que CTC ndo é umraiobsiplicdvel, no

doseamento de CYPOR nas nossas condi¢des expeaisaent

4.2.3. Contribuicdo no desenvolvimento de uma metologia para

doseamento de CYPOR em bactérias intactas

Nesta parte do trabalho pretendia-se desenvolver metodologia eficaz que
permitisse o doseamento de CYPOR em bactériagdstaeara tal utilizaram-se duas
estirpes, uma contendo expressdo de CYPOR, BTCO®"Poutra que ndo continha
expressdo de CYPOR, BTC1A2-P®Rcomo controlo negativo.

Como referido na introducdo o substrato standaddizzara o doseamento de
CYPOR em membranas é o cjtuma proteina de elevado peso molecular pelo que nao
consegue ultrapassar a parede bacteriana.dhai. € por isso um substrato possivel de
utilizar com células inteiras, tendo assim siddiadas outros substratos para averiguar
se poderiam ser utilizados com células inteiras.

Os resultados obtidos nos ensaios de reducao enbraeas com os diferentes
substratos utilizados, neste estudo, indicam quelTd e o XTT sdo substratos
possiveis de serem utilizados com células intepag 0 doseamento de CYPOR em

bactérias intactas.
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Para dosear CYPOR em células inteiras € necessguimnizar varios
parametros como o meio do ensaio, a percentagegiudese, o tampao utilizado, o
tempo de pré-incubacdo ou ndo das células e véadaae de crescimento das células
(densidade celular) ideal para efectuar os ensaios.

Uma vez que pretendemos ter células metabolicanaativas, a glucose € um
factor muito importante pois é a fonte de energidornece os electrdes (NADPH)
necessarios a actividade de CYPOR.

A densidade celular € importante pois densidagédaces elevadas levam a
uma alteracdo na cor da mistura quando ocorrewg@eddo substrato, interferindo na
determinagdo da absorvancia. Por outro lado detessdaelulares muito baixas nao
permitem determinar a absorvancia da solugdes.

Estudos iniciais para determinacdo da actividadeCYPOR com células
inteiras, neste laboratorio, indicaram que o tamipi@al para efectuar o ensaio € o
tampao fosfato de potassio 0.1 M (pH 7,6), a dexkadtelular (Dgyo) para valores 0.3
e a percentagem de glucose para valores 0.3. Temahm ponto de partida estes
resultados elaborou-se um ensaio que permitisse aanfirmacdo e posteriormente
proceder a uma variacdo dos varios factores detantés neste ensaio para uma
optimizacdo das condi¢cbes do mesmo.

Assim, os ensaios de reducdo de MTT com célulasrast em microplacas
foram levados a cabo num volume final de p0@ontendo tampao fosfato de potassio
0.1 M (pH 7.6), glucose, densidade oéptica (numerm® cElulas/volume) e
MTT (100 puM). Seguidamente determinaram-se as absorvan&aé am no aparelho
de microplacas, em vez de 610 nm como nos ensaoseducdo de MTT no
espectrofotometro devido aos filtros. Os resultaddsidos estdo resumidos na
tabela VIII.

Num primeiro ensaio de redugdo de MTT, com baxtérintactas em
microplacas variou-se a percentagem de glucosg&s(@133%, 0.6%, 0.8%) e densidade
celular (DQo 0.1, 0.3, 0.5 e 0.7), tendo-se observado umardigsiferenca entre as
estirpes nas densidades celulares intermédiage{0BCB e 0.5) (Tabela VIII). Para
tentar determinar o ponto em que BTC1A2-P¥YRcomeca a ter absorvancias
superiores a BTC1A2-POR (percentagens de glucose intermédias), efectuaurse
ensaio de reducao de MTT no qual se varia a dafsicielular para valores mais baixos

( DOe00 0.2; 0.3; 0.4 e 0.5) e a percentagem de glucoseadores superiores a partir
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do ponto de viragem (0.5%; 0.75%; 1% e 1.25%). &lestsaio ndo se observaram
diferencas significativas nas absorvancias das estapes em estudo (Tabela VIII).

Tendo XTT revelado, também ser um possivel substpara quantificar
CYPOR em células inteiras efectuou-se um ensaiacedecdo de XTT igual ao
efectuado com MTT. XTT ndo demonstrou ser um satbipossivel de ser utilizado
em bactérias intactas (Tabela VIII).

Para verificar a influéncia da concentracao detsato na actividade de CYPOR
efectuou-se um ensaio de reducéo variando tambgancentracdo de MTT, ndo tendo
sido verificadas diferencas significativas entreCBA2-POR" e BTC1A2-POR"
(Tabela V).

Para determinar se a temperatura de pré-aquecimdhtenciava a actividade
de CYPOR, efectuou-se um ensaio de reducéo coniddedesoptica e percentagem de
glucose iguais ao ensaio anterior mas com temparate ensaio a 25°C. Nado se
observou diferencas significativas entre as estigme estudo (Tabela VIII).

Face aos resultados obtidos com o0s ensaios depiacas decidiu-se fazer um
ensaio variando-se ao mesmo tempo a densidadeaOpegccentagem de glucose e
concentracdo de MTT, pois anteriormente havia, semm desses factores que era fixo
e ndo se conseguia saber se iria ou nao influegdalquer um dos outros. Assim
efectuou-se um ensaio fixando a densidade Optiariando a cada densidade celular
(DO6000.2, 0.4 e 0.6) a percentagem de glucose (0.5%%0€ 1%) e concentracdo de
MTT (50, 100 e 150uM), tendo-se obtido uma ligeira diferenciagdo entre
BTC1A2-POR" e BTC1A2-POR" para baixas percentagens de glucose, MTT (50
K1M) e densidade Optica 0.6.

Para tentar comprovar os resultados obtidos dicarise 0s mesmos eram
reprodutiveis efectuou-se um ensaio com densidadéc (DQy 0.6) e MTT (50uM)
com varias percentagens de glucose (0.5%, 0.75%)geein triplicado, como se fosse
feito em dias diferentes e a partir de culturagrdiites.Os resultados obtidos nao

demonstraram reprodutibilidade no ensaio.
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TABELA VIII — Variacdo das condicfes de ensaio para deternoinkcactividade de

CYPOR com células inteiras

Condic¢des do ensaio Resultados

~ . Nao ha diferencas significativas entre
Reducédo de MTT variando % glucose (0.1; 0.?éTClA2_P0RVt e BTCJ(%AZ_P%RJH (ligeira diferenca

0.6 € 0.8) e D&(0.1; 0.3; 0.5 e 0.7) para densidade celular mais baixas e percentagens d
glucose mais baixas)

Redugéo de MTT variando % glucose (0.5; Diferenciagdo de BTC1A2-PGRe BTC1A2-POR"
0.75,1e 1.25) e D§(0.2,0.3,0.4e 0.5)  para DQy,0.4 e para percentagens de glucose mais
baixas

~ . N&o ha reprodutibilidade nos resultados de reddedo
Reducéo de MTT e XTT variando % glucose 5 2 . s
(0.5,0.75,1 ¢ 1.25) e R (0.2, 0.3, 0.4 € 0.5) MTT. XTT néo eczru?;tsr?:t)eﬁ(;ssmvel de utilizar em

Gradiente da concentragdo de N&o ha diferencas significativas (ﬁntre BTC1A2-
POR"e BTC1A2-POR!
MTT - (10 a 75uM) e (125 a 250 uM) ©

POR"e BTC1A2-POR"
(t=25 °C)

Reducéo de MTT variando R (0.2, 0.4 e  Ligeira diferenca entre BTC1A2-P¢Re BTC1A2-
0-‘,’3'# ?Eggoi%g’:’iggfm)l) e POR™" para DQy, 0.6, 50uM MTT e baixas
percentagens de glucose

Reducdo de MTT a Dg0.6, 50 uM de MTT e N&o parece haver uma reprodutibilidade nos
variando % de glucose (0.5; 0.75 e 1) resultados

Nas condicOes experimentais utilizadas ambas apesstpresentaram valores
de absorvancia idénticos, facto este que pode gdicado porE.coli k12 possuir
reductases capazes de reduzir o MTT. Assim nadg@@xlexperimentais utilizadas ndo
foi possivel dosear CYPOR em bactérias intactak)y gaee se pensou utilizar um
inibidor. Possuindde.coli k12 reductases capazes de reduzir CYPs, é pougaveio
inibir estas reductases &ecoli k12. Assim, desenvolveu-se outra estratégia pdboa in
especificamente CYPOR e por diferenga dos valogeabdorvancia do ensaio com e
sem inibidor seria possivel o doseamento de CYP®R&ulas inteiras.

O inibidor escolhido foi o cloreto de difenileneiooh (DPI1), um inibidor de

flavoproteinas, o qual na literatura é referido R com uma concentragéo final de
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1 uM inibe totalmente CYPOR purificado, através de mecanismo deross-linking
com o grupo FAD [82-86].

Para tentar inibir totalmete CYPOR, procedeu-eptamizacdo da concentragéo
de inibidor a ser utilizado, do tempo de pré-in@étmadas amostras com o inibidor antes
de adicionar o substrato e a temperatura de pubagéo, para tentar inibir
especificamente CYPOR.

Primeiramente tentou-se reproduzir os dados enesena literatura, nas nossas
condicOes experimentais, tendo-se efectuado unmcetsaeducéo de MTT (50M) no
espectrofotémetro em membranas BTC1A2-POR BTC1A2-POR" com
concentragcbes proteicas iguais para garantir que imd@ haver interferéncia na
actividade de CYPOR entre as duas estirpes. O eerisailevado a cabo com um
gradiente de concentracdo de DPI, estando o inibiidsolvido num solvente organico,
DMSO, cuja concentragdo foi mantida constante deranensaio constante numa
percentagem de 0.2% (v/v), ndo sabendo o efeit@o@entracdo de solvente na
actividade de CYPOR, e com dois tempos de pré-agid a 37 °C. A reaccao foi
iniciada pela adicdo de um sistema regeneradorAd2PW (0.5 mM glucose-6-fosfato,
glucose — 6 — fosato desidrogenase 0.04 U/poco BRIA.2 mM) e registou-se a
reducao de MTT ao longo do tempo, a 610nm (figéa 2

Como controlo negativo utilizou-se a estirpe BTCIRQR" nao tendo sido

observada qualquer variacdo de absorvancia nagéesditilizadas.

184
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Figura 26 — Reducdo de MTT ao longo do tempo, a 610 nm, emafunda

concentracdo de DPI e do tempo de pré-incubacéo.

Os resultados indicam que com as concentracoesildiear utilizadas e os

tempos de pré-incubacao utilizados no ensaio decé&edde MTT nédo levam a inibicao
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total de CYPOR, indicando ser necessario aumentaonaentracdo de DPI e/ou o
tempo de pré-incubacao para conseguir uma initadbda CYPOR.

Procedeu-se entdo, a um ensaio de reducdo de MMl ncembranas, no
espectrofotometro, com um gradiente de concentrdeddPI superior (7.5, 75 e 150
KUM), tendo para isso sido necessario aumentar aeotnagcdo de DMSO na mistura
para 0.5%, devido a solubilidade de DPI e mantendoncentracéo constante durante o
ensaio yida suprd. E ainda com tempos de pré-incubacgéo superia@f®E20 e 30 min)

a 37 °C (figura 27).

o10 |20 m30

10

mAbs / min
[e0)

0.0 75 75.0 150.0
[DPI uM

Figura 27 — Reducdo de MTT ao longo do tempo, a 610 nm, entamnda

concentracdo de DPI e do tempo de pré-incubacéo.

Os resultados obtidos indicam que é atingida dci&ibtotal de CYPOR para
DPI (75 e 15QuM), com 30 minutos e 10 minutos de pré-incubac&peetivamente.
Uma vez que, quanto maior é o tempo de pré-incabagénor € a capacidade
metabolica da célula sera entéo preferivel utilerarensaios posteriores DPI (ub0),
pois obtem-se inibic&o total de CYPOR com um tengpré-incubacao menor.

De forma a confirmar os resultados obtidos no aspietometro efectuou-se
um ensaio de reducdo de MTT com membranas (dilygidlatorma a conter 0.12 mg/ml
proteina) em microplacas, por permitir analisar @madiente mais amplo de
concentracdo de DPI com os trés tempos de préagéob(10, 20 e 30 minutos) a 37°C

(figura 28), ao mesmo tempo.
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Figura 28 — Reducéo de MTT ao longo do tempo, a 620 vida(suprg, em funcéo da

concentracdo de DPI e do tempo de pré-incubacéo.

As concentracbes de DPI e tempos de pré-incubag@oimjpem totalmente
CYPOR, obtidas em microplacas, estdo de acordoadados anteriormente obtidos
no espectrofotometro (figura 27). Contudo, a cudeainibicdo de CYPOR é mais
acentuada no ensaio em microplacas do que no espé@metro. Isto pode ser
explicado pelo facto da cinética no espectrofotémnser efectuada durante um tempo
inferior ao da cinética em microplacas.

Uma vez que nao se sabe o efeito da temperatuaativeddade de reducéo de
CYPOR elaborou-se um ensaio de reducéo de MTT cgradiente de concentracao de
DPI, utilizado no ensaio anterior com o0 maior teng@opré-incubacdo (30 minutos)

mas sendo a pré-incubacao efectuada a 4 °C (faQyra
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Figura 29 — Reducéo de MTT ao longo do tempo, a 620 vida(suprg, em funcéo da

concentracdo de DPI e do tempo de pré-incubac&ta 4
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A reducdo de MTT em funcédo da concentracdo de DB ¢éempo de pre-
incubacgdo a 4 °C é semelhante ao obtido a 37 #8i¢aimdo que a temperatura de pré-
incuacdo nao influencia a actividade de CYPOR.

Tendo em conta os resultados obtidos nos ensaiesaes decidiu-se efectuar
um ensaio de reducdo de MTT (@0BI) com células inteiras com variacdo do tempo de

pré-incubacgdo (20 e 30 minutos) e com DPI (@50 (figuras 30 e 31).

DO 0.4 - 0.5 % glucose DO 0.4 - 0.75 % glucose
50 50
B BTC1A2-PORwt @ BTC1A2-PORnull 201 B BTC1A2-PORWM @ BTC1A2-PORnull
40 =
g
£ = 30
E 304 8
2 T 20
é 201
10 A
101
0 -
0+ 150 0
150 [DP] pM 0 [DPI] puM
DO 0.6 - 0.5 % glucose DO 0.6 - 0.75 % glucose
50 - 50 -
01 W BTC1A2-PORW @ BT C1A2-PORnull m BTC1A2-PORW @ BTC1A2-PORnUI
201
c
= c
E 20 E 301
" =
Q %]
T 20 g 20 -
0 0-
150 0 150 0
(DR uM [DPI] uM

Figura 30 —Reducdo de MTT com bactérias intactas ao longoedpd, a 620 nm,
com DPI (150 uM), com 20 minutos de pré-incubagaduncao da densidade optica e

percentagem de glucose.
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Figura 31 — Reducdo de MTT com bactérias intactas ao longtedgpo, a 620 nm,
com DPI (150 uM), com 30 minutos de pré-incubagaduncao da densidade optica e

percentagem de glucose.

Os resultados representados nas figuras 30 e eddtivos as diferentes
densidades Opticas, diferentes percentagens desglue diferentes tempos de preé-
incubacédo (20 e 30 minutos) ndo nos permite obsdrerencas significativas entre as
duas estirpes.

Tal como para as membranas ndo se sabia qualto déetemperatura de pré-
incubacéo, na actividade de CYPOR, assim realieounrs ensaio de reducéo de MTT
em células inteiras igual ao anteriormente descritas com temperatura de pré-

incubacéo a 4 °C (figura 32).
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Figura 32— Reduc¢édo de MTT ao longo do tempo, a 620 nm, c@oias inteiras, com
DPI (150 pM) com 30 minutos de pré-incubacdo vataa densidade Optica e a

percentagem de glucose a 4 °C.

Face aos resultados obtidos com o inibidor corsguique nas condigbes
utilizadas, DPI ndo permitiu diferenciar a actiddaenziméatica de CYPOR das
redutases dE.coli k12, ndo sendo assim possivel dosear CYPOR enribacidactas
com as condi¢des utilizadas. CYPOR é uma proteie@mbranar pelo que em células
inteiras pode ndo ser possivel ao inibidor alcaagamzima, por outro lado sendo DPI,
um inibidor de flavoproteinas inibe também outreductases possuindo o coafactor
flavina. Tendo em conta estes factores podera seessario aumentar mais a
concentracdo de inibidor no ensaio e também dimmaempo de pré-incubacéo, para
tentar inibir preferencialmente CYPOR ou as redegadeE.coli k12. Face a
solubilidade do inibidor e ndo sabendo qual a éftia da concentracdo de solvente
organico na actividade de CYPOR pensou-se, entlzae um ensaio de reducéo de
MTT em membranas com trés solventes (DMSO, acelond etanol) e em gradiente
de concentracdo, para determinar qual o que parraiimentar a percentagem de
solvente na mistura sem afectar a actividade eniande CYPOR [75, 76, 87].
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O ensaio de reducdo de MTT foi levado a cabo emmbrenas (diluidas por
forma a conter 0.12 mg/ml proteina), com MTT 50 pddm DMSO, acetonitrilo e
etanol em gradiente de concentracao (0, 0.25%,,01%8062.5%, 5% e 10% v/v) sem e

com tempo de pré-incubacao de 10 minutos a 37§ &f33).
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DMSO sem pré-incubaca
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Figura 33 — Reducdo de MTT ao longo do tempo, a 620 nm, goadiente de
concentragdo dos varios solventes organicos seamee-incubacdo 10 minutos.

Os resultados representados na figura 33 pareceinainque o solvente

organico que permite uma maior percentagem do memnoistura, sem afectar

significativamente a actividade enzimatica de CYPOR acetonitrilo (5%). Uma vez
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Resultados e Discussao

gue nos nossos ensaios o DPI foi dissolvido em DM8&Qalisando os graficos
correspondentes a este solvente denota-se que DMSConcentracdo de 1% na
mistura, a actividade enzimatica de CYPOR naoréfgigtivamente alterada.

Assim, fez-se um ensaio de reducdo de MTT comaiateiras em presenca
de DPI (300uM) mantendo a concentracdo de DMSO constante awldo ensaio a
1% e variando o tempo de pré-incubacao (0, 1,2,35 min) a 37 °C (figura 34).

50+
40 m BTC1A2-PORW @ BTC1A2-PORnull

30

mAbs/min

201

10 ~

0 1 2 3 4 5
Tempo (min)

Figura 34— Reducéo de MTT ao longo do tempo com @DDDPI a diferentes tempos

de pré-incubacao.

Os resultados obtidos para a reducao de MTT agoldie tempo (5 min) com
300uM de DPI (figura 34), ndo se observa um 6ptimo descrimine as duas estirpes
indicando que nas condigbes utilizadas DPI naceimbpecificamente nem CYPOR
nem as reductases #ecoli. Se inibisse especificamente CYPOR, seria de aspee
ao longo do tempo houvesse um aumento significati®oabsorvancia da estirpe
BTC1A2-POR" relativamente & estirpe BTC1A2-PRPor outro lado se inibisse
preferencialmente as reductasestEdeoli k12 seria de esperar que as absorvancias de
BTC1A2-POR"fossem ao longo do tempo inferiores a BTC1A2-PthR
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V. Conclusoes

Este trabalho experimental tinha como objectiyms, um lado a avaliacdo do
efeito da mutagcdo Q153R de CYPOR na actividade ABMH oxidorecutase de
citocromos P450. Por outro lado pretendia-se dacamributo para o desenvolvimento
de uma metodologia, que permitisse o doseamenY&OR em bactérias intactas.

Contrariamente aos resultados obtidos por Millerolboradores, o mutante
CYPOR Q153R apresentou nas nossas condi¢cdes eepégiBiuma actividade igual a
proteina selvagem, quer na sua capaccidade dededecciic querna capacidade de
sustentar a actividade catalitica na bioactivagdocampostos carcinogénicos por parte
de CYP1A2. Ainda o mutante CYPOR Q153R demonsterucapaz de suportar a
actividade catalitica de CYP1A2 com subtratos défipes EROD, MROD e CEC,
tendo os parametros cinéticos, K Viax Obtidos para BTC1A2-PORe BTC1A2-
PORR™**R sido iguais. Indicando que CYPBR*R ndo afecta a capacidade de CYPOR
na sustentacdo da actividade catalitica de CYPpARa os diferentes subsubstratos
utilizados.

Face a estes resultados pensa-se que, os dadio®solpor Miller e
colaboradores podem néo representar o que acongecesalidade em condigbes
fisiol6gicas, neste caso de patologia ABS, poi beaminoacidos da parte N-terminal
da proteina sdo responsaveis pela localizacaootieipa e sua ancoragem a membrana.
Assim, a sua deleccao poderéd afectar a actividdalecdo da CYPOR. Por outro lado a
expressao das proteinas heterélogas numa estequeodiferente da fisioldgica, em
gue CYPOR esta em excesso relativamente a CYPs,gfectar a actividade de CYPs.

Os resultados obtidos neste trabalho, parecemarealgmportancia de utilizar
tanto a proteina inteira bem como uma expressardiega das proteinas humanas
numa estequeometria CYPOR:CYP fisiologicamente vaglte semelhante aquela
encontrada em microssomas de figado humano. Sé @msta se pode obter uma
correcta avaliacdo da actividade catalitica de CRROseu efeito combinado com os
seus parceiros redox, CYP no metabolismo de xetiotd e endobibticos e
consequentemente uma associacao clinica relevanmteA8S. Estudos actualmente a
ser desenvolvidos neste laboratério, pretendenarteaimprovar os resultados obtidos

por Miller e colaboradores e corroborar a hipotgeriormente referidavida supra.
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No que concerne a segunda parte do trabalho neri, Xiem CTC
demonstraram ser substratos possiveis para seadtis no doseamento de CYPOR
com células inteiras nas nossas condi¢des expdaraen

Relativamente a MTT, ndo se conseguiu optimizaioaslicbes no que concerne
a densidade celular, percentagem de glucose e rdomc& de MTT, para dosear
CYPOR em células inteiras. A reducdo de MTT naspeeficamente efectuada por
CYPOR e assim nao permite a diferenciacdo entretimidade de CYPOR e a
actividade das reductaseskleolik12.

N&o tendo a reducdo de MTT permitido o doseamdat€ YPOR em células
utilizou-se um inibidor, DPI, cujo como objectivoi ftentar encontrar condi¢cdes de
ensaio em que este inibisse preferencialmente CYRQRpreferencialmente as
reductases dE.coli k12. A diferenciacdo da actividade de CYPOR e ddsatases de
E.coli k12, na presenca de inibidor, permitiria assimedosSCYPOR em bactérias
intactas.

Os resultados obtidos demonstraram que nas @wsligexperimentais
utilizadas, DPI ndo inibiu preferencialmente nem RDR nem as reductases de
E.coli k12. Estes dados podem ser explicados por um lpdque as condi¢des
experimentais ndo foram suficientemente adequadagor outro lado porque DPI ndo
€ um inibidor suficientemente especifico para CYPOR

Em suma, os resultados apresentados ndo sao iwnslou seja, ndo permitem
responder ao objectivo proposto inicialmente. Camtos resultados obtidos indicam
alguns pontos criticos neste tipo de ensaios @aezem conduzir a novas abordagens
gue possam permitir o desenvolvimento de uma mkig@oeficaz para o doseamento

de CYPOR e ensaios de cinética com células inteiras
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VIl. ANEXOS

Tabela IX — Meios e sua composicao.

Para obtencdo dos meios sélidos adicionou-se reg@oncentracdo de 15 g/l

com excepcao de TOP-agar em que se adiciona agénoantracéo de 6 g/l.

Meios Composicéo por litro

LB 10 g triptona, 5 g extracto de levedura, 10 €Na

10 g hidrolizado de caseina, 5 g extracto leveduggNaCl autoclavar e suplementar com 12,5

NZY ml Glucose 1M, 12,5 ml MgSA.M, 10 ml Glucose 2M

M9 790 ml H0 nanopura, 10 ml glucose 40% (p/v) e 200 ml S8 BX concentrada) estéries

1B 12 g triptona, 24 g extracto levedura, 2 g peptmdaml glicerol. Autoclavar e adicionar 100 ml
tampéo TB

VB 930 ml HO nanopura, autoclavar e adicinar 50 ml glucose 49% e 20 ml sais VB (50 x
concentrado)

MacConkey 50 g MacCkonkey
TOP — Agar 5 g NaCl, autoclavar e suplementar com tiamingud/énl) e L-arginia (16ug/ml)

Tabela X —Solugbes e sua composicao.

Todas as solugbes foram preparadas em 4gua nandgua obtida através de um

sistema de filtracdo Milipore com condutividadel®@2 MQcm.

Solugdes Composicao por litro
TAE 1L: 242 g Tris-HCI, 57.1 ml acido aceético gilc100.0 ml EDTA pH 8.0
TE 1L: 1.21 g Tris-HCI, 0.29 g EDTA, pH 8.0
. 1L: 10 g MgSQ.7H,0, 100 g acido citrico monohidratado, 500 g1RCy, 175
Sais VB 50X NaHNI—EPOE 4@ 5" 9 #RO, 175 9
Sais M9 5X 1L: 64 g N#20,.7H,0, 15 g KHPG,, 2.50 g NaCl, 5 g NECI
Tp. TB 1L:23.1 g KHPQ,, 125.4 g KHPO,
PBS 1L:8gNaCl, 0.2 gKCl, 1.44 g PO, 0.24 g KHPO,, pH 7.5
Tp. TN 1L:6.06 g Tris-HCI, 8.50g NaCl, pH 7.5, armazeaar °C
Tp TGE 1L: 4.54 g Tris-HCI, 100 ml glicerol, 8.30 g EDTA 2nM, pH 7.5
Tp cit.c 1L:7.20 g Tris- HCI, 13.42 g KCL, 2.444pgCl, pH = 7.5, 156mg NaN

Tp Fosfato Potassio

OligoelementosTrace
elements

Tp Tris-Sucrose

Tp. Ames

Tp. Tris-Glicina

Tp. de transferéncia
Tp. TBS

Tp. T-TBS

1L: 86.60 gHPO,, 13.40 g KHPQ,, 30 ml MgC} 0.1M pH 7.6

1L: 27 g de FeG6H,0, 2g ZnC}.4H,0, 2g CoC}.6H,0O, 2g NaM00,.2H,0, 1g
CaClb.2H,0, 1.3g CuGl.6H,0, 0.5g HBO; e 100 ml HCI

1L : 6.06 g Tris-HCI, 95.58 g sasat pH 7.8
1L: 120 ml NapPO,.H,O 0.2M, 880 ml NgHPO, 0.2 M, pH 7.4
1L: 3.03 g Tris-HCI, 18.77 g gin&, 1 g SDS, pH 8.3

1L: 5.82 g Tris-HCI, 2.93igigh, 0.40 g SDS, 100 ml metanol
1l: 6.07 g Tris-HCI, 8.77 g NaCl, pH 7.5
1L: 6.07 g Tris-HCI, 8.77 g NaCl, 1ml Tere, pH 7.5
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TABELA Xl — Reagentes utilizados, agrupados de acordo cormededor

Fornecedor Reagentes

Brometo de etidio, NADP NADPH, glucose — 6 fosfato, glucose 6 — fosfato
Sigma Chemical CO. desidrogenase, PSA, TEMED, CitocromydTT, XTT, CTC, DPI, IPTG?,

L-arginina*, Tiamina *, 4ANQO, 2AA, etoxiresorufinejetoxiresorufina,

3 — Ciano-7-etoxicumarina, Triton X-100, Tergitoénzonase, Ampicilina,

Canamicina, Cloranfenicol

USB Corpotation Tween -20

Bio-Rad Solucéo 30% acrilamida /bisacrilamida (29Rleagente Bradford, glucose,
BSA, azul de comassie

Becton Dickinson and Company Bacto Agar, bacto MaaConkey, bacto extracto de levedura, bacto
peptona, bacto triptona

Stratagene Agarose Tipo |

Toronto Research Chemicals Inc. IQ e NNK.

MercK Ditionito de sddio, Etangdroanalysis azida de sédio (Naj\

Roche Tablets de cocktail de inibidores de protease

Fluka Lisozima

BioLabs Marcador de peso molecular

GE healthcare illustra™ plasmidPrep MiniSpin Kit

Quiagen QIAFilter™ Plasmid Midi Kit

Bioline Hyperladder I(marcador de peso molecular)

Amersnahm Reagente de quimioluminescéncia

Santa Cruz Anticorpo monoclonal anti-CYPOR humano

ECL Anticorpo secundario anti-ratinho marcado agagdo com peroxidase

* Solugbes esterelizadas por filtracéo atravéslae Dynagard com poro de 0,2 uM.

TABELA XIl — Equipamentos utilizados nos varios procedimentpgxentais

Equipamento Fornecedor Técnica

SistemaGene PulsE” Controler Bio Rad Transformacédo de Células competentes

Incubadora Model G25 IncubatoNew  Brunswick ) _
S Crescimento de Culturas bacterianas
Shaker Scientific.Inc i .
(com e sem inducéo)
Incubadora Model C24 Incubator

CentrifugaHermle Z 233 MK-2 Alfagene Precipitacdo de DNAgptddico

Centrifugas:

- Heraus Instruments MegaFuge 1.0R — CCertilab

L7-55 Ultracentrifuge BecKman

Aparelho de ultrasorSonics Obtencéo de fracgdes microssomais
Agitador vertical angular multi-

funcBesPTR30 Vibra Cell

Homogeneizador Grant Bio

Espectrofotémetro Hitachi U-2001Hitachi Determinacao crescimento celular
2001
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Espectrofotémetro  Shimadzu UV-Shimadzu Quantificacdo CYP e CYPOR

2401 2001

Leitor de Microplas Anthos Zenyth Ensaios de redusi@ células inteiras
MATERIAL:

O material de vidro utilizado na preparacdo ddscSes para a preparacao de
células competentes foi previamente tratado com {@84 acido bromo sulfurico,
durante cerca de 24 horas. Seguidamente, lavoursaterial varias vezes com agua
destilada, encheu-se o material com agua, novareemitoclavou-se.

Material descartavel:
Microplacas de 96 pocos Costar (transparente, ppacaicroplacas Greiner
(preto, fundo liso). Microuvetteg1 cm largura, 1 ml) e maarovetteg1 cm largura, 3

ml).
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