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RESUMO

A PGRMCL1 (do inglés: Progesterone Receptor Membrane Component 1) é uma proteina
heme multifuncional com um dominio estruturalmente idéntico ao citocromo bs (CYBS5). E uma
proteina altamente conservada e amplamente distribuida ente organismos eucariéticos, localizada
maioritariamente no reticulo endoplasmatico. Em mamiferos, é predominantemente expressa no figado
e rins, mas também se localiza noutros tecidos. E sobre expressa em tumores mamarios e de ovario,
resistentes a quimioterapia e tem surgido como um potencial biomarcador para a resisténcia a
farmacos. Alguns estudos indicam que a PGRMC1 consegue interagir com o complexo enzimatico do
citocromo P450 (CYP), levantando a hipétese de que tem a capacidade de interferir no metabolismo

de farmacos, de um modo semelhante ao CYBS5.

Os CYPs sdo hemeproteinas, localizadas no reticulo endoplasmatico, envolvidas na maior
parte das reaces de metabolizacdo, representando cerca de 70% da metabolizacdo de farmacos
prescritos. A sua atividade é exclusivamente sustentada pela NADPH-oxidoredutase dos citocromos

P450 (CPR), com um papel estimulador opcional pelo citocromo bs.

Assim, esta dissertacdo teve como objetivo avaliar a interacdo da PGRMC1 com o complexo
enzimatico do CYP e o seu impacto no metabolismo mediado pelos CYPs. Para este fim, utilizou-se
um modelo bacteriano biplasmidico que permite a co-expressdo do complexo enzimatico de CYP e,
opcionalmente, da PGRMCL1. Selecionou-se trés isoformas de CYPs representativas do metabolismo
de farmacos (CYP1A2, 2A6 e 3A4). Os resultados indicam interacdo entre a PGRMCL e o complexo
enzimatico de CYP, que provoca um efeito inibitdrio ou estimulatério da atividade de CYP, conforme
a conformacao proteica da PGRMCL. Ainda, observou-se um efeito competitivo entre a PGRMC1l e 0
CYBS5, sugerindo que competem para o mesmo local de ligacdo ao CYP e que existem diferentes
sensibilidades do CYP para a PGRMC1, tal como ocorre com o CYB5. Também, foi possivel observar
gue a CPR tem a capacidade de reduzir a PGRMCL1, o que suporta a hipétese da CPR ser dadora
natural de eletrdes da PGRMCL1.

PALAVRAS-CHAVE: PGRMC1, Citocromo P450, NADPH-oxidoredutase dos citocromos P450,

Citocromo bs, quimioresisténcia.
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ABSTRACT

Progesterone Receptor Membrane Component 1 (PGRMC1) is a multifunctional cytochrome
bs (CYBb5)-like heme protein. It’s a highly conserved protein widely distributed among eukaryotic
organisms and localized mostly in the endoplasmic reticulum. In mammals, it’s predominantly
expressed in liver and kidney, but is found in other tissues. Overexpression had been found in
chemotherapy resistant breast and ovarian cancers and has emerged as a potential biomarker for drug-
resistance. Some studies evidenced that PGRMC1 interacts with cytochrome P450 (CYP) enzyme

complex, interfering with drug metabolism, in a CYB5-like manner.

CYPs are heme proteins, located in endoplasmic reticulum and are involved in the
metabolization of approximately 70% of prescribed drugs. CYPs are exclusively sustain in their
activity by NADPH-cytochrome P450 reductase (CPR), with an optional stimulating role by CYBS5.

Thus, this dissertation aims to evaluate the interaction of PGRMC1 with the CYP enzymatic
complex and its impact on CYP-mediated metabolism. For this purpose, a specialized bi-plasmid
bacterial system was used, allowing co-expression of CYP enzymatic complex and, optionally,
PGRMC1. Three CYP isoforms were selected: CYP1A2, 2A6 and 3Ad4, representative of drug-
metabolism. Results confirmed the interaction between PGRMC1 and CYP enzyme complex, which
causes an inhibitory or stimulatory effect of CYP activity, depending on PGRMC1 protein
conformation. Furthermore, a competitive effect was observed between PGRMC1 and CYBS5,
suggesting competition for the same CYP-binding site and there are different affinities of CYP to
PGRMC1, as occurs with CYB5. Also, it was observed that CPR has the putative capacity to reduce
PGRMC1, resulting in the possibility of CPR being a natural donor of PGRMCL.

KEYWORDS: Progesterone Receptor Membrane Component 1, Cytochrome P450, NADPH-

cytochrome P450 reductase, Cytochrome bs, chemotherapy resistance.

X1



XV



INDICE

L INTRODUGAD ...ttt ettt ettt en st e et en et et et en e e s s nenensans 1
1.1. Aspetos gerais do metabolismo de XENODIOTICOS ...........eiiriiiiiiiiiee e 3
1.2, CItOCIOMO PAS50 (CYP)..eeitiieiiiie ettt ettt ettt ettt e ettt e e st be e s s e e et e e sbee e snteesnbeeenbeeesraeesnteeannenans 3

A0 I @ ot [ (o Y o L - 1 [ ol PSP OSPSPRPN 5
1.2.2. Isoformas e variantes genéticas do CItoCromo PA50...........ccooieiiiiiieiieie e 6
1.3. NADPH-oxidoredutase do citocromo P450 (CPR) ........couiiiiiiiiiiiieiiee et 7
R O | (oo o) ol oo (O 1 = 1) ISP 10
1.5. Progesterone Receptor Membrane Component 1 (PGRMCL) .......ccocviiiiiiiiieiieieeseene e 11
1.5.1. PGRIMCL € 0 CANCIO ....uutiiieiiiiee e ettt e e ettt e ettt e e sttt e e e ettt e e s esb e e e s aate e e e s sbe e e e sttt e e s ambbe e e s anbaeeesnnbeeeesnnees 14
1.5.2. Funcionalidade da PGRIMCL.........ccuiiiieiiieiiie ettt e s stee e sate e st e st e saee e sneeeanneeans 15
1.6. InteragBes Citocromo PAS0:PGRIMCL .......ccuiiiiiiiiiice e 15
1.6. Objetivo do traballo PrATICO ......c.coviiiiiieiee ettt e e e 16

2. MATERIAIS E METODOS.......cooiiiieeieieeeeee ettt sttt ss e s s 19
A Y N Iy A 1 TSR 21
2.2 METODOS ...ttt ettt ettt ettt n ettt ettt n et enn s sans 25
2.2.1. Preparacao de CAIUIAS COMPELIENTES. ........viiiviie ettt et e e sre e snee e snte e e eeeennes 25

2.2.1.1. Preparacdo de células competentes para eletrOPOraGan ..........ccuvvvrveeriveerieeiieesneeeseeeseeeseeeseeeens 25
2.2.1.2. Preparacdo de células competentes para transformagao qUIMICa........ccccvvvvevieeiieeiiieesieesir e 25
2.2.2. Construggo da estirpe DHS0/pCW _hPGRMCT .......oooiiiiiiiiiiiiiiie e 25
2.2.3. Construcdo das estirpes BTC-CYP/PGRIMCL..........c.cooiiiiiieiiee it eiee e ste e se e ntee e srae e snee s snte e nnee e 26
2.2.3.1. Transformacdo por €letrOPOTaAGAD ........ccvveiiieiie ettt ettt et 26
2.2.3.2. Eletroforese em gel 08 AQAI0SE .......ccivveeiieeiieeiiee ettt ste e ste s e et e e stee et e e ste e s te e e ste e e sneeesnreeanreeans 26
2.2.3.3. Verificacho das caracteristicas fenotipiCas ........ccvvveeiieiiiie e 27
2.2.4. Culturas bacterianas das estirpes de E. coli com inducéo da expressdo heterdloga..........cccoevevvevveninnne 27
2.2.4.1. Expressdo das estirpes BTC-CYP € BTC-CYP/PGRMCL .......c.cccoveiieeiiieie e see e se e siee 27
2.2.4.2, EXPressao 08 PGRIMCL........ccciiiiiiiiie ettt et e sttt e s tee e sate s ante e s be e e ntae e saeeesnteesnreeans 27
2.2.5. Estudo das fragBes MEMDIANAIES. ..........ueiieiiiiiie ettt ettt et e sbeesbeenbeesaeesree s 27
2.2.5.1. Preparacéo das fraches membranares € sua CaraCterizagan..........coeveereerieerieerieesieenieesieesieeseee e 27
2.2.5.2. Determinacédo da concentracdo de proteina total............cccooeeiiiiiiiieiie s 28
2.2.5.3. Determinacéo da concentragdo de Citocromo PA50.........ccoiveiieiieie e 28
2.2.5.4. Determinacéo da concentracdo de CPR pelo ensaio do CitOCromo C.......ccoevvevieiieneeiieneenicenien 29
2.2.6. PUrITICaCA0 08 PGRIMUCL........iiiiiitieitie ettt ettt bbbt sttt e sbe e st e e sbeesbeesbeesaeesreens 29
2.2.7. Imunodetecdo de PGRMC1 expressa Nas eStirpes em €STUAD .......covveiveeieeiieeiieeieesiee e sieesiee e sieeseeens 29
2.2.8. Avaliacdo da atividade catalitica d0S CYPS ......ccciiiiiiiieiie ettt 30
2.2.8.1. Estudo da integracdo da PGRMC1 em membranas BTC-CYP.......ccccceiiiiieiienieieencenc e 30
2.2.8.2. Efeito da PGRMC1 em membranas BTC-CYP .........ccoiriiiiiinieie et 30
2.2.8.3. Ensaios de competicdo entre PGRMCL € CYBS ......cccveiiiiieiieie ettt 31
2.2.9. Ensaio de reducdo da PGRMCL PEIA CPR.......cciiiiiiieiie ettt sttt sttt steesnae s 31

XV


file:///D:/TESE%20%20-%20FINAL%20-%20Apos%20emendas%2025-06-2019_FE.docx%23_Toc12395288
file:///D:/TESE%20%20-%20FINAL%20-%20Apos%20emendas%2025-06-2019_FE.docx%23_Toc12395300

S RESULTADOS ...ttt bbbt 33

3.1. Construgdo das estirpes BTC-CYP/PGRIMCL .........ccccoiiiiiiiiiiie ittt ettt 35
3.1.1. Verificagdo das caracteristicas fenOtiPICaS .........ccovviriiiiriiieie e 35
3.1.2. An&lise dO DNA PIaSMITICO. .......eeieiiiiiieeieite ittt sttt sbe b s e nee e 35

3.2, ANALISE PIEIIMINAT ... .c.viiiiiieete ettt et e et e e st e e st e e s be e sbeesteesbeesbeesbeesbeesteestaestaesteesraesreens 36

3.3. Caracterizagdo das frages membranares e determinago dos conteddos proteiCos .........ccccevvvreeeeruerenn 37

3.4. Isolamento e analise das fragdes purificadas de PGRMCL ..........cccoviiiiiiiiiieiiee e 39

3.5. Avaliacéo do efeito da PGRMCL1 na atividade do cOmpleXo CYP .......coveiiiiiiiiiiic i 40
3.5.1. Estudo da integragdo da PGRMC1 em membranas BTC-CYP .......ccccviiiiiiiniiiiiie e 40
3.5.2. Efeito da PRGMCL na atividade dos CYPs em membranas BTC-CYP..........cccoceiviiniinieneeneeneenn 41
3.5.3. Ensaio de competicio entre a PGRMCL e 0 CYB5 ....ooiiiiiiiiiii e 42

3.6. Ensaio de reducfo da PGRMCL Pela CPR.........coiiiiiiiiie ettt 46

8. DISCUSSAD ...ttt 49

O I O] Y[ LT Tot [T 0 1= U S 51

4.2. Avaliago dos resultados PreliMinares.........c.voiioiieiiiiie e 52

4.3. Avaliagdo do efeito da PGRMC1 N0 COMPIEXO CYP ...c.veiiviiiiiiiiiiiieiie e 52

4.4. Redugdo da PGRMCL PEla CPR ........ooiiiiiiiiitieitie ittt bbbt 55

5. CONCLUSAD .....cootiiiiist ettt 577
6. BIBLIOGRAFIA ...t r e r e r e nr e nr e nrenre s 57
AINEXOS ..ot 57

XVI


file:///D:/TESE%20%20-%20FINAL%20-%20Apos%20emendas%2025-06-2019_FE.docx%23_Toc12395326
file:///D:/TESE%20%20-%20FINAL%20-%20Apos%20emendas%2025-06-2019_FE.docx%23_Toc12395338
file:///D:/TESE%20%20-%20FINAL%20-%20Apos%20emendas%2025-06-2019_FE.docx%23_Toc12395343
file:///D:/TESE%20%20-%20FINAL%20-%20Apos%20emendas%2025-06-2019_FE.docx%23_Toc12395344
file:///D:/TESE%20%20-%20FINAL%20-%20Apos%20emendas%2025-06-2019_FE.docx%23_Toc12395345

INDICE DE TABELAS

Tabela 1.1: Classificagdo dos citocromos P450 humanos, de acordo com o tipo de substrato que

metabolizam (adaptado de Guengerich et al., 2015) .........coiiiiiiiiiiieie e 5
Tabela 2.1.1: Lista de reagentes utilizados no trabalho experimental e respetivas marcas .................... 21
Tabela 2.1.2: Equipamentos utilizados nos varios procedimentos experimentais..............cccccoeoeeeeennn. 22
Tabela 2.1.3: Solugdes, meios de cultura e sua COmpOSIGA0 POI HEr0. ......ocovvvvveveiririricccieeees 23
Tabela 2.1.4: Caracteristicas das estirpes BTC ¢ DH5a de E. coli e caracterizagdo dos plasmideos ao
Nivel de MArCatdoreS GENELICOS ..........coi ittt 24
Tabela 3.1: Pardmetros cinéticos das atividades das diferentes formas de CYP ..........cccoovvvivvccninnnn 36
Tabela 3.2: Conteudos das fragbes membranares, relativamente ao CYP e CPR e respetivo racio
(CPRICYP) et R R Rttt 38

XVII



XVIII



INDICE DE FIGURAS

Figura 1.1: Ciclo catalitico dos citocromos P450 (CPR: NADPH-oxidoreductase do citocromo P450;
RH: Substrato; ROH: Produto; CYBS5: citocromo bs) (adaptado de Guengerich, 2007) ...........ccccceuvenne. 6

Figura 1.2: Visao geral das vias metabolicas em que a CPR esta envolvida. (Legenda: CPR- NADPH-
oxidoredutase do citocromo P450, CYB5- Citocromo bs, HO-1 e HO-2: Hemexigenase 1 e 2) (Pandey
L 11T 120 ) RS PSTRRRP 8

Figura 1.3: Modelo do equilibrio conformacional da CPR. Representacdo da proteina ligada a
membrana pela regido N-terminal hidrofobico. A direita, representacio da conformacio fechada,
apropriada para a transferéncia de eletrdes entre flavinas. A esquerda, representacio da conformacao
aberta, com o dominio FMN exposto, indicado para transferéncia de eletrdes para o CYP. a- FAD, b-
dominio de ligacao (linker domain), c- FMN; d- dominio NADPH (adaptado de Ellis et al., 2009). .....8

Figura 1.4: Modelo representativo do processo de transferéncia de eletrfes provenientes da CPR para

0 CYP (adaptado Pandey and SProll, 2014).........c.oceiiiiiiieeiessieeee s 9
Figura 1.5: Estrutura tridimensional da PGRMC1 humana, com representacdo do grupo heme
(CINZENTO) (PDB ID: 4X8BY)). ..ttt t bbbttt 12

Figura 1.6: Visdo geral dos dados de expressdo de RNA e de proteina gerados no projeto Human
Protein Atlas. Os tecidos analisados sao divididos em grupos codificados por cores, de acordo com as
caracteristicas funcionais que tém em comum. (Protein Atlas: ENSG00000101856-PGRMC1).......... 13

Figura 1.7: Esquema com as funcdes putativas da PGRMC1 em diferentes vias metabolicas (adaptado

de Cahill €L Al., 2016). ....ceieiiieiece bbb bbbttt b et re e 13
Figura 1.8: Modelo transitorio da regulacdo da estrutura da PGRMC1 em resposta ao grupo heme e
ao monoxido de carbono (adaptado de Kabe et al., 2016).........cccccevvviiviiiiiiiiciice e 15

Figura 3.2: Andlise eletroforética em gel de agarose 0.8%. As amostras de DNA plasmidico
pertencem a diferentes colonias transformantes de BTClA2 PGRMC1. (1-4: pCWh1lA2 +
pLCM_hPGRMC1/POR; 5: pCWh1A2 (controlo); 6: pLCM_hPGRMC1 (controlo); M: Marcador

HYPPEILAAUEE 1) ...ttt b e bbb et r e s bt e bt e b se st bessetesnenis 36
Figura 3.1: Eficiéncia normalizada expressa como kc./Km, comparando as isoformas de CYP quando
sustentada por CPR na presencga de PGRIMCL...........ccccooviiiiiiiiiie s 37

Figura 3.3: Espetro diferencial do CYP1A2 nos comprimentos de onda entre 400 e 500nm (CYP
reduzido complexado com monéxido de carbono vs CYP reduzido) na estirpe BTC1A2 PGRMCL..37

Figura 3.4: Fotografia da membrana de imunodetecdo de PGRMCL1 nas fracdes membranares
isoladas a partir de culturas induzidas das estirpes BTC-CYP_PGRMC1/CPR. (1: 100 ng de PGRMC1
purificada de origem comercial (padrdo); 2: 125 ng de PGRMC1purificada de origem comercial
(padrdo); 3: fragdo membranar da estirpe BTC1A2_PGRMC1/POR; 4: fragdo membranar da estirpe
BTC2A6 PGRMC1/POR; 5: fracdo membranar da estirpe BTC3A4 PGRMC1/POR; 6: fracdo
membranar de PGRMC1,; 7: Fracdo membranar da estirpe BTC® (controlo); M: Marcador PageRuller
2B616) ...ttt R bbbttt e e 38

Figura 3.5: Figura da membrana de imunodetecdo da PGRMC1 com as fracBes purificadas de
PGRMC1. (1: 100 ng de PGRMC1 purificada de origem comercial (padrdo); 2: 125 ng de
PGRMC1purificada de origem comercial (padrdo); 3: fracdo purificada F4; 4: BTC® (controlo); 5:
fracdo purificada B3; 6: BTC® (controlo); M: Marcador PageRuller 26616) ............ccccceevrvrirveniinnnnnnn 39

Figura 3.6: Representacdo grafica da velocidade (kons) de reacdo da O-desbenzilagdo da DBF
metabolizada pelo CYP3A4 em funcdo do tempo, para a fragdo membranar da estirpe BTC3A4 com
PGRMC1 (fragéo F4) (azul), utilizando como controlo (vermelho) a mesma fragdo, mas sem adicéo de
fracdo purificada de PGRIMCL...........ooo ittt ettt 40

Figura 3.7: Representacdo gréfica da velocidade de reagdo (kons) da O-desetilacdo da EthR para o
CYP1A2, da 7-hidroxilagdo da cumarina para o CYP2A6 e da O-desbenzilagdo da DBF para o

XIX



CYP3A4 de CYP em funcdo da estequiometria PGRMC1:CYP, para as fragbes membranares das
estirpes BTC1A2 (azul), BTC2A6 (verde) e BTC3A4 (vermelho), respetivamente ...........ccccoevvrrnnes 41

Figura 3.8.: Representacdo grafica da velocidade de reacdo (kons) da O-desetilagdo da EthR para o
CYP1A2 em funcdo de concentracdes crescentes de CYB5 purificado, para as fracbes membranares
das estirpes BTC1A2 PGRMC1 (azul), BTC1A2 (azul tracejado) e controlo em fungdo de
concentragdes crescentes de BSA (AMArel0)..........cveiiiiiiiiiiec e 42

Figura 3.9: Representacdo grafica da velocidade de reacdo (kops) da 7-hidroxilacdo da cumarina para o
CYP2A6 em funcdo de concentragdes crescentes de CYB5 purificado, para as fracbes membranares
das estirpes BTC2A6_PGRMC1 (verde), BTC2A6 (verde tracejado) e controlo em fungdo de
concentragdes crescentes de BSA (AMArel0)..........oceiiiiiiiiiieece e 42

Figura 3.10: Representacdo grafica da velocidade de reagdo (kobs) da O-desbenzilacdo da DBF para o
CYP3A4 em funcdo de concentragdes crescentes de CYB5 purificado, para as fragbes membranares
das estirpes BTC3A4_PGRMCL1 (vermelho), BTC3A4 (vermelho tracejado) e controlo em funcdo de
concentragdes crescentes de BSA (AMArel0)..........ccviiiiiiiiiece e 43

Figura 3.11: Histograma da velocidade de reacdo da O-desetilacdo da EthR para o0 CYP1A2, em
funcdo da estequiometria entre PGRMCL1:CYP e CYB5:CYP, para a fracdo membranar da estirpe
o IO o ] 1Y T SRS 44

Figura 3.12: Histograma da velocidade de reacdo da 7-hidroxilacdo da cumarina para o0 CYP2A6, em
funcdo da estequiometria entre PGRMC1:CYP e CYB5:CYP, para a fragdo membranar da estirpe
o IO N T o ] 41V SRS 44

Figura 3.13: Histograma da velocidade de reacdo da O-desbenzilacdo da DBF para 0 CYP3A4, em
funcdo da estequiometria entre PGRMCL1:CYP e CYB5:CYP, para a fracdo membranar da estirpe
BTC3AL PGRIMCL ...ttt 45

Figura 3.14: Espetro diferencial PGRMC1 nos comprimentos de onda entre 380 e 620 nm, guando
FEdUZITA PEIA CPR. ...t b e bbbttt ettt et b et et e s aere e 46

Figura 3.15: Espetro diferencial de reducdo da PGRMC1 com ditionito de sodio (azul), nos
comprimentos de onda entre 380 € 620 NM..........cccviiiiiiiieeiee bbb 47

XX



LISTA DE ABREVIACOES E SIMBOLOS

Amp: Ampicilina

Cm: Cloranfenicol

CPR: NADPH-oxidoredutase do citocromo P450
CYBS5: Citocromo bs

CYP: Citocromo P450

DBF: Dibenzilfluoresceina

DMSO: Dimetilsulféxido

EDTA: Acido etilenodiamino tetra-acético
EthR: Etoxiresorufina

FAD: Flavina adenina dinuclétido

FMN: Monoflavina nucleétido

G-6-P: Glucose 6-fosfato

G-6-PD: Glucose 6-fosfato desidrogenase
IPTG: Isopropil-p-D-1-tiogalactopirandsido
Kan: Canamicina

LB: Meio Luria-Bertani

NADH: Dinucle6tido de nicotinamida e adenina, forma reduzida
NADPH: Fosfato de dinucleétido de nicotinamida e adenina, forma reduzida

PGRMCL1: Progesterone receptor membrane component 1

PMSF: Fluoreto de fenilmetilsulfonil

POR: Gene que codifica para a proteina CPR
RPM: RotacGes por minuto

TAE: Tampao Tris-Acetato-EDTA

TB: Meio Terrific Broth

TGE: Tampdao Tris-Glicerol-EDTA

8-Ala: Acido delta-aminolevulinico

XXI1






1. INTRODUCAO






INTRODUCAO

1.1. Aspetos gerais do metabolismo de xenobidticos

O ser humano esta exposto a diversos xenobidticos como farmacos, toxinas ou poluentes. A
eliminacdo desses xenobidticos estd dependente da biotransformagdo, mediada por enzimas
especificas como é o caso dos citocromos P450 (CYPs). Este € um processo metabdlico que implica a
alteracdo das propriedades fisico-quimicas dessas moléculas, tornando-as em produtos mais faceis de
serem excretados pelo organismo e, consequentemente, favorecendo o processo de destoxificacdo
(Parkinson 2001; Jancova et al., 2010). As reagdes de biotransformacdo ocorrem em todo o
organismo, mas é no figado que acontecem maioritariamente, dividindo-se em duas fases (Timbrell
and Marrs, 2009).

Na fase I, os CYPs constituem a mais importante familia de enzimas para a biotransformacéo,
visando a metabolizacdo de compostos lipofilicos em compostos mais polares e soluveis, alterando as
propriedades estruturais e fisiolégicas de compostos que favorecem a absor¢do para compostos que
favorecem a excrecdo (Parkinson 2001; Timbrell and Marrs, 2009; Guengerich et al., 2016). Nas
reacOes de fase Il da-se um aumento da hidrofilia dos compostos através de enzimas que reconhecem e
reagem com os grupos funcionais introduzidos na fase | da biotransformacdo ou ja presentes nos

xenobidticos, facilitando a sua excrecdo (Parkinson 2001; Jancova et al., 2010).

A forma como o organismo metaboliza um determinado composto é diferente de individuo
para individuo. A variabilidade inter e intraindividual na expressdo e atividade de enzimas de
metabolizacdo de farmacos, transportadores e seus reguladores é um dos principais determinantes na
resposta aos farmacos, ndo s6 em termos de eficiéncia, mas também em relacdo a reaces adversas
(Ryu et al., 2017).

1.2. Citocromo P450 (CYP)

Os CYPs séo a mais importante classe de enzimas responsaveis pela metaboliza¢cdo de uma
grande variedade de compostos exdgenos, tais como farmacos, quimicos carcinogénicos e poluentes
ambientais, mas também compostos enddgenos incluindo esterdides, acido retingico, vitamina D3,
lanosterol, estrogénios e androgénios. Entre os CYPs existem trés familias, CYP1, CYP2 e CYP3, que
contribuem para o metabolismo de cerca de 70% dos farmacos prescritos (Oda et al., 2011). A
designacgdo citocromos P450 deve-se ao facto destas hemeproteinas apresentarem no seu espetro
diferencial um pico caracteristico a 450 nm, na sua forma reduzida e quando complexados com

mondxido de carbono (Omura and Sato, 1964).

Estas enzimas existem em praticamente todas as espécies, desde bactérias, fungos, plantas até
aos mamiferos (Nebert et al., 2013). Nos eucariontes, algumas isoformas CYP estdo localizadas na

membrana interna das mitocéndrias, onde sdo responsaveis pela biossintese de esteroides, sendo o seu
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parceiro redox a adrenodoxina redutase. Por outro lado, a maioria dos CYPs localiza-se na membrana
do reticulo endoplasmatico, utilizando como parceiro redox a NADPH-oxidoredutase do citocromo
P450 (CPR). Nos mamiferos, os CYPs sdo maioritariamente expressos no figado, mas estdo presentes
em todos os tecidos do organismo (Bibi, 2008). Estudos indicam que do ponto de vista da
estequiometria, in vivo, existe um excesso de CYP em relacdo & CPR. Assim, em vez de haver
formagdo de um complexo CYP:CPR estavel, os CYPs formam interacGes transientes com a CPR.
Esta também descrito que os CYPs podem receber eletrdes do citocromo bs (CYB5), que além de
poder fornecer o segundo eletrdo ao CYP, também pode ter um efeito alostérico sobre os CYPs, com
impacto na atividade, todavia essa interacdo é menos compreendida (Szczesna-Skorupa and Kemper,
2010; Ryu et al., 2017), parecendo estar dependente da isoforma CYP e do tipo de substrato a ser
metabolizado (Palma et al., 2013).

Nos humanos, existem 57 CYPs identificados (Tabela 1), dos quais 50 pertencem a fracao
localizada no reticulo endoplasmatico e os restantes sete tém localizagcdo mitocondrial (Omura 2010;
Guengerich et al., 2016). Devido a diversidade de isoformas, foi necessario criar uma nomenclatura
universal, tendo sido convencionada uma classificagdo com base na sequéncia de aminoacidos.
Portanto, os CYPs que partilham mais de 40% de identidade na sequéncia de aminoacidos, pertencem
a mesma familia e sdo designados por um namero (p.e. CYP1). CYPs da mesma familia e que
partilhem 55% de identidade, pertencem a mesma subfamilia e sdo descritos por uma letra (p.e.
CYP1A). Por dltimo, um namero ap6s a letra indica a isoenzima (p.e. CYP1A2) (Nelson et al., 1996;
Nebert et al., 1987).

Os CYPs tém um peso molecular que pode variar com a isoforma em questdo e que é de
aproximadamente 57 kDa. Sdo enzimas extremamente versateis, sendo capazes de catalisar inimeras
reacOes de biotransformacdo com uma infinidade de diferentes classes de substratos, de tal forma que
cada CYP tem a capacidade de metabolizar inimeros substratos diferentes (Nebert et al., 2013;
Guengerich et al., 2015).
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Tabela 1.1: Classificacdo dos citocromos P450 humanos, de acordo com o tipo de substrato que
metabolizam (adaptado de Guengerich et al., 2015)

Esteroides Xenobioticos Acidos Gordos Eicosanoides Vitaminas Desconhecido
1B1* 1A1* 2J2 4F2 2R1** 2A7
TA1* 1A2* 2U1 4F3 24A1** 251
7B1 2A6* 4A11 4F8 26A1 4A22
8B1 2A13* AB1** 5A1l 26B1 20A1
11A1* 2B6* 4F11 8Al* 26C1
*
11B1 2C8 4F12 2W1 27B1
11B2* 2C9* 27C1
4V2
17A1* 2C18
4F22
19A1* 2C19*
4X1
21A2* 2D6*
471
27A1 2E1*
39A1 2F1
46A1* 3A4*
51A1* 3A5*
3A7
3A43

*Estrutura cristalina publicada **Ort6logo animal
Sublinhado vermelho indica reacGes putativas

1.2.1. O ciclo catalitico

Os CYPs catalisam uma grande variedade de reacGes de oxidacdo e reducdo, envolvendo
centenas de substratos, mas apesar de serem denominados de citocromos eles ndo transferem eletrdes
para outras proteinas. Na realidade, sdo oxigenases, na medida que uma molécula de oxigénio fornece
um atomo que é incorporado no substrato, sendo outro &tomo reduzido a 4gua pelo equivalente redutor
neste caso 0 NADPH. De forma reduzida, a reacdo pode ser representada pela seguinte equacéo (Bibi
2008; Pandey and Fluck, 2013):

NADPH + H* + O, + Substrato (RH) — NADP* + H,0 + Produto (ROH)

Esta reacdo, em CYPs de seres eucariontes, requer que dois eletrdes sejam doados pela CPR,
um de cada vez, em duas etapas distintas do ciclo de reagdo. O substrato sofre varios tipos de reagdes
no ciclo catalitico (Figura 1.1) (Guengerich, 2007), iniciando-se pela ligagdo deste ao centro ativo da
enzima, o que conduz a um aumento do potencial de oxidacdo-reducdo do grupo heme. O atomo de
ferro ¢ reduzido pelo eletrdo do NADPH a Fe?* e o oxigénio molecular liga-se ao complexo CYP-

substrato, onde ha a transferéncia de um segundo eletrdo. Ha um rearranjo com a insercdo de um
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atomo de oxigénio no substrato, com formacdo de uma molécula de 4gua. O produto é libertado e a
enzima retorna ao estado original (Pandey and Fliick, 2013).

-ROH Fe** - RH
//' \A

Fe* ROH Fe®* RH NADPH

Fe'-O0OH Fe2*-0, RH
RH‘% = CPR/C% NADPH

NADP*
Figura 1.1: Ciclo catalitico dos citocromos P450 (CPR: NADPH-oxidoreductase do citocromo P450;
RH: Substrato; ROH: Produto; CYBS5: citocromo bs) (adaptado de Guengerich, 2007)

1.2.2. Isoformas e variantes genéticas do citocromo P450

E conhecida a existéncia de diferentes CYPs, que variam na sua atividade e niveis de
expressdo, sendo que esta variancia ocorre entre isoformas, mas também entre individuos
(Guengerich, 2005). Considera-se que a variabilidade inter-individual de origem genética é
responsavel por cerca de 20-40% das diferentes respostas a farmacos (Ingelman-Sundberg, 2001). As
isoformas CYP estdo bem caracterizadas, em particular para as familias CYP1, CYP2 e CYP3 (Zanger
et al., 2008; Guengerich et al., 2016). Os CYPs mais importantes na metabolizacdo de farmacos,
determinando a eficacia do tratamento sdo o CYP2C9, 2C19, 2D6 e 3A4 (Tabela 1.1) (Ingelman-
Sundberg, 2001, Zanger et al., 2008).

O CYP1A2 ¢é a principal enzima da familia CYP1, expressa no figado humano,
correspondendo a cerca de 10% do seu conteddo em CYP. Catalisa a bioativacdo de pre-
carcinogénicos e desempenha um papel preponderante na metabolizagdo da cafeina e da melatonina,
mas também na metabolizacdo de alguns farmacos (Zanger et al., 2008). As diferengas inter-
individuais nos niveis de expressao e atividade deste CYP, contribuem para que hajam diferencas
significativas entre individuos na eliminacdo de xenobidticos, podendo deste modo existir relevancia
clinica (Anzenbacher and Anzenbacherov4, 2001). Estudos sugerem que estas varia¢fes podem dever-
se a fatores genéticos, mas a hipétese de fatores ambientais ndo é descartada, sendo o tabagismo ou a
dieta possiveis indutores. Diversos estudos apontam ainda para uma relagdo entre a atividade do

CYP1A2 com o aumento do risco de desenvolvimento de cancro. Tal pode dever-se a formagdo de
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metabolitos reativos, que podem causar mutacGes, originando tumores (Anzenbacher and
Anzenbacherova, 2001; Guengerich, 2005).

Apesar do CYP2A6 metabolizar apenas cerca de 2% dos farmacos prescritos, é de realcar a
sua extrema importancia na metabolizagdo de uma grande variedade de genotoxicos (Ingelman-
Sundberg, 2001; Zanger et al., 2008). Corresponde a cerca de 7% do contetdo de CYP na fracdo
hepatica, mas também € expresso na mucosa nasal, traqueia e pulmdes. E a principal enzima envolvida
na destoxificacdo da nicotina, na hidroxilacdo da cumarina e ainda no metabolismo de alguns
farmacos e ativacdo de carcinogénicos (Parkinson, 2008). Alguns estudos sugerem que em tumores
hepaticos, existe uma sobre expressao deste CYP e que tal esta associada a inflamacdo crénica e a
cirrose. Todavia, variantes genéticas do CYP2A6 podem reduzir a predisposi¢cdo para cancro do
pulmdo, em individuos expostos ao fumo do tabaco, presumivelmente porque existe uma menor
capacidade de bioativar os metabolitos cancerigenos da nicotina. Também, estes individuos tém
tendéncia a fumar em menor quantidade, eventualmente porque as concentragdes de nicotina se

mantém durante mais tempo (Zanger et al., 2008).

A familia CYP3 consiste apenas numa subfamilia, 0 CYP3A, sendo este o CYP com maior
expressdo hepatica. O CYP3A4 parece ter um papel importante na metabolizagdo de cerca de 30% dos
farmacos prescritos. E também expresso na prostata, colon, intestino e cérebro. Os xenobitticos que
sdo absorvidos pelo intestino delgado sdo metabolizados pelo CYP3A4 e a sua expressdo é dependente
de género (Zanger et al., 2008). E capaz de metabolizar substratos de elevada dimens&o molecular,
como quimioterapéuticos, mas também moléculas mais pequenas. Alguns estudos genéticos
identificaram polimorfismos no CYP3A4, principalmente em populacdes de origem oriental, sendo
que estes estudos sugerem alteracdo na ativacao de quimioterapéuticos afetando, de forma ainda pouco

clara, a quimioterapia. (Ingelman-Sundberg, 2001).

1.3. NADPH-oxidoredutase do citocromo P450 (CPR)

A CPR é uma diflavina com aproximadamente 78 kDa, localizada no reticulo endoplasmatico
(Pandey e Fliuck 2013). Nos humanos, é codificada pelo gene POR, localizado no cromossoma
7011.23, que consiste em 15 exdes que ddo origem a uma proteina com 680 aminoacidos (RefSeq
protein: NP_000932, UniProt P16435) (Pandey and Sproll, 2014).

Foi primeiramente identificada por Horecker em 1949 (Horecker and Heppel, 1949), como
uma redutase do citocromo c. No entanto, a CPR ndo é a dadora natural de eletrdes desta biomolécula
e, portanto, esta reacdo ndo ocorre in vivo. Estudos posteriores demonstraram que a CPR também
sustenta a atividade de outras enzimas (Figura 1.2). A CPR € o dador obrigatorio para todos os CYPs

microssomias, heme oxigenase (HO) e esqualeno monoxigenase, mas também pode doar eletrdes a
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outras proteinas como o CYB5. Por isso, a CPR tem um papel central no metabolismo de
endobidticos, como a sintese de esteroides, acidos biliares, vitaminas e também no metabolismo de

xenobidticos, incluindo fa&rmacos e toxinas ambientais (Pandey e Fliick 2013).

Metabolismo de
esteroides

CYP17A1
CYPI19A1
CYP21A2
Dessaturagao e CYP51A1
elongamento de CYB5
acidos gordos

Metabolismo de xenobidticos/farmacos
e
Metabolismo/sintese de endobioticos

Metabolismo de
. firmacos

e- CYPIA2, CYP2D6.
HO-1
Degradagio do heme C P R

HO-2

CYP2C8. CYP2C9,
CYP2C19, CYP3A4

Pequenas
moléculas,
Esqualeno corantes, 2o =
Biostitese db esteroiies Aibnoxiiaee carcinogénicos Pequenas moléculas que sao

reduzidas diretamente

Figura 1.2: Visdo geral das vias metabdlicas em que a CPR esta envolvida. (Legenda: CPR- NADPH-
oxidoredutase do citocromo P450, CYB5- Citocromo bs, HO-1 e HO-2: Hemexigenase 1 e 2) (Pandey e Fliick
2013)

A CPR contém duas flavinas, que constituem dois dominios distintos, uma flavina
dinocleotidica (FAD) e outra flavina mononucleotidica (FMN) (Figura 1.3) (Pandey e Flick 2013).
Possui ainda mais dois dominios, um de conexdo flexivel, denominado de linker domain, que esta
envolvido na dinamica de transicdo entre as conformacbes aberta e fechada e, um quarto dominio
denominado de NADPH, onde a molécula NADPH interage e fornece os eletrdes a CPR (lyanagi et
al., 2012; Pandey e Fluck 2013).

Conformacao aberta
FMN — CYP

Conformacao fechada
>. NADPH — FAD — FMN

Figura 1.3: Modelo do equilibrio conformacional da CPR. Representagdo da proteina ligada a
membrana pela regido N-terminal hidrofobico. A direita, representacio da conformacéo fechada, apropriada para
a transferéncia de eletrdes entre flavinas. A esquerda, representacdo da conformagéo aberta, com o dominio
FMN exposto, indicado para transferéncia de eletrdes para o CYP. a- FAD, b- dominio de ligagdo (linker
domain), ¢- FMN; d- dominio NADPH (adaptado de Ellis et al., 2009).
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A transferéncia de eletrdes para os CYPs da-se por um processo complexo, denominado de
transferéncia faseada (gated), em que dois eletrdes sdo transferidos da CPR para o CYP, um de cada
vez, tal como descrito no ciclo catalitico representado na Figura 1.1. Em primeiro lugar, o NADPH
liga-se ao seu dominio especifico, proximo da FAD, havendo a transferéncia de dois eletrdes. Em
seguida, a proteina altera a sua conformacéo para fechada, onde os dominios FAD e FMN ficam mais
préximos, ocorrendo transferéncia eletrénica entre as flavinas. Para haver transferéncia de eletrdes
para 0os CYPs, é necessario que a proteina retorne a conformacgdo aberta, para que deste modo, o
dominio FMN fique disponivel para interacdo com o CYP (Figura 1.4) (Pandey and Sproll, 2014),
permitindo a transferéncia do eletrdo para o grupo heme. Todo este mecanismo é possivel devido ao
dominio flexivel da proteina, que funciona como uma espécie de dobradica, permitindo a transicao
entre conformacdes (lyanagi et al., 2012; Pandey and Sproll, 2014).

Xenobioticos e
Farmacos

H20

Metabolito

Figura 1.4: Modelo representativo do processo de transferéncia de eletrdes provenientes da CPR para o
CYP (adaptado Pandey and Sproll, 2014).

Polimorfismos no gene POR tém sido associados a alteracfes na atividade enzimatica e,
consequentemente, reducdo da atividade de enzimas dependentes da CPR, nomeadamente dos CYPs.
Existem mais de 50 haplétipos do gene POR e alguns deles estdo associados a doencas genéticas como
o sindrome de Antley-Bixler (ABS), uma doenca genética rara. Muitas das mutagfes encontradas
causam a reducdo da atividade da CPR, tendo sido identificadas muta¢des nos dominios FAD e FMN
(Moutinho et al., 2012; Pandey and Sproll, 2014).
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1.4. Citocromo bs (CYB5)

O CYBS5 € uma pequena proteina heme de aproximadamente 15.4 kDa, (Bhatt et al., 2017)
que se encontra numa grande variedade de organismos e cuja homologia na sequéncia de aminoacidos
entre as varias espécies € elevada. Em mamiferos, existem trés isoformas diferentes: a forma
microssomal (ligada a membrana do reticulo endoplasmético, com 134 aminoéacidos), a forma
mitocondrial (ligada @ membrana mitocondrial, com 146 aminoécidos) e a forma soltvel citosolica (de
98 aminoacidos) (Bhatt et al., 2017; Vivekanandan et al., 2015). Estas isoformas sdo expressas nos
mais variados tecidos, incluindo tecido adrenal, gonadas, figado, rim, bago, pulmdes e cérebro.
Participam em inumeras reacdes tais como, dessaturacdo e elongacao de acidos gordos, biossintese de
fosfolipidos e colesterol, reducdo da metemoglobina a hemoglobina e biossintese de acido N-
glicolilneuraminico (Storbeck et al., 2012; Bhatt et al., 2017; Porter T.D. 2002).

O CYB5 microssomal foi descoberto em 1952 por Strittmatter e seus colegas (Strittmatter and
Ball, 1952) e é considerado de elevada importancia metabdlica devido as suas funcbes na sintese de
esteroides (Storbeck et al., 2012). O primeiro dominio consiste num N-terminal que contém o grupo
heme, um dominio C-terminal que permite a ancoragem a membrana e, por Gltimo, um dominio de
ligacdo que conecta os outros dominios (Durr et al., 2007; Vivekanandan et al., 2015; Bhatt et al.,
2017). O dominio que contem o grupo heme é essencial para a transferéncia de eletrbes e inclui
residuos que permitem a ligacdo do CYB5 aos seus parceiros redox (Storbeck et al., 2012). O CYB5
aceita eletrdes oriundos do NADH e do NADPH, cuja transmissdo é intermediada pelas enzimas
NADH-redutase do CYBS5 e em alternativa pela CPR, respetivamente. O CYB5 tem a capacidade de
transferir posteriormente os eletrGes recebidos para outras enzimas, como € o caso dos CYPs (Porter
T.D. 2002).

No inicio dos anos 1970, Hildebrandt e Estabrook, provaram que o CYB5 aumenta o
metabolismo de varios substratos metabolizados por CYPs (Hildebrandt and Estabrook, 1971). Desde
entdo varios estudos foram feitos, mas o papel funcional do CYB5 na metabolizacdo mediada por
CYPs demonstrou ser bastante complexo, pois este pode estimular, inibir ou ndo ter qualquer efeito
nas reacdes que envolvem os CYPs (Bart and Scott, 2017; Zhang et al., 2015). A interagdo do CYB5
com os CYPs parece ser dependente da isoforma CYP, como mostrado em alguns estudos, nos quais
se observava um aumento de atividade catalitica dos CYPs 3A4, 2C9, 2A6 e 2E1 (Yamazazi et al.,
2001; Duarte et al., 2007) na presenga de CYB5, enquanto que para 0 CYP1A2 ndo se observava
nenhum efeito (Duarte et al., 2007). Também, foi observado que o CYB5 exerce um papel
fundamental nos CYPs envolvidos na metabolizacdo de esteroides, como no caso do CYP17Al (Bhatt

et al., 2017), onde um efeito alostérico também parece estar implicado na sua acgao sobre o CYP.
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Devido aos potenciais redox do CYB5 e do CYP, sabe-se que durante o ciclo catalitico dos
CYPs (Figura 1.1) o primeiro eletrdo transferido para o CYP é proveniente da CPR, contudo o
potencial redox para o segundo eletrdo indica que é possivel a transferéncia via CYB5, além da CPR
(Zhang et al., 2007). A variacdo do papel do CYB5 nas reacOes cataliticas mediadas por CYPs
depende ndo so6 da isoforma CYP mas também do substrato e das condigdes fisico-quimicas do local
de reacdo (Bhatt et al., 2017). Tal efeito pode ser atribuido a uma modelagdo alostérica que resulta em
alteracdes na forma de ligacdo do substrato ou na transferéncia de eletrfes (Bart and Scott, 2017).

1.5. Progesterone Receptor Membrane Component 1 (PGRMC1)

O acrénimo PGRMCL ¢ proveniente do inglés Progesterone Receptor Membrane Component
1 e é a nomenclatura aprovada pelo comité de nomenclatura de genes de HUGO (HGNC: 16090). E
uma proteina altamente conservada e amplamente distribuida entre organismos eucariontes (Oda et al.,
2011). Pertence a uma familia de proteinas de recetores de progesterona associado a membrana
(MAPR — membrane-associeted progesterone receptor) (HGNC: 1282), relacionadas estruturalmente
com o CYBS5. Nesta familia, além da PGRMC1, estdo incluidas também a PGRMC2, neudesina e a

neuferricina (Ryu et al., 2017).

No decorrer das Gltimas duas décadas, a PGRMCL1 foi identificada por varios grupos de forma
independente e em varios contextos biologicos e, por esta razdo, foi publicada sob diferentes
sinénimos. Foi descoberta e purificada a partir de membranas hepaticas de suinos, em 1996, tendo sido
identificada como uma proteina de ligacdo a progesterona (Meyer et al., 1996). Ainda ho mesmo ano,
foi identificado o gene que codifica para PGRMCL1 em ratos tratados com dioxina, o qual foi
designado por 25-Dx (Selmin et al., 1996). Em 1998, o gene da PGRMC1 humana foi clonado e a
proteina correspondente designada de Hpr6.6 (do inglés: heme progesterone receptor 6.6). Nesse
estudo foi identificada outra proteina humana (Dg6), correspondente a PGRMC2 na presente
nomenclatura (Gerdes et al., 1998). A PGRMC2 é uma proteina de 247 aminoacidos, estruturalmente
similar & PGRMC1, cuja principal diferenca entre ambas reside na regido N-terminal. Apesar da
elevada homologia existem muito poucos estudos em relagdo & PGRMC2, ndo se sabendo ao certo

qual a sua funcéo bioldgica (Ryu et al., 2017).

Em 2001, Wehling e seu grupo referiam-se a proteina descrita por Meyer como mPR, por ser
um hipotético recetor de progesterona membranar (Falkenstein et al., 2001). No mesmo ano, um outro
estudo identificou um antigénio designado por 1ZA (do inglés: inner zone antigen), presente na zona
fasciculada e reticular do cortex adrenal. Ao analisar a sequéncia de cDNA que codifica o 1ZA, foi

descoberto que esta era idéntica a sequéncia da mPR e 25-Dx (Raza et al., 2001).
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A primeira publicagdo, utilizando o termo “PGRMC1”, data de 2005 (Peluso et al., 2005). Em
2011 a PGRMC1 foi identificada como um possivel recetor de Sigma 2 (S2R), um importante
biomarcador de proliferacdo tumoral (Xu et al., 2011). S6 em 2016 foi publicada a resolucdo da
estrutura da PGRMC1 humana (Figura 1.5) (PDB ID: 4X8Y), por Kabe e colegas (Kabe et al., 2016).

Figura 1.5: Estrutura tridimensional da PGRMC1 humana, com representacdo do grupo heme
(cinzento) (PDB ID: 4X8Y).

O gene PGRMC1 humano esta localizado no cromossoma X (Xq22-g24), que codifica uma
proteina de 195 aminoacidos (Cahill et al., 2016) com cerca de 25 kDa, no entanto pensa-se que esta
proteina podera existir em diferentes estados de fosforilagdo resultando em algumas mudangas no peso
molecular (Kaluka et al., 2015). A PGRMCL1 contém um segmento N-terminal transmembranar e um
dominio heme idéntico ao dominio heme do CYBS5 (Mifsud and Bateman, 2002; Cabhill et al., 2007).
PGRMCL1 esta localizada maioritariamente no reticulo endoplasmatico, mas pode ser encontrada na
membrana plasmatica, citoplasma, mitocondria e nucleo. Em mamiferos, é predominantemente
expressa no figado e rins, mas também se encontra no cérebro, tecido mamario, coracdo, pulmdes,
musculo esquelético, pancreas, tecido reprodutivo e esteroide, entre outros 6rgdos (Figura 1.6) (Raza
et al., 2001; Szczesna-Skorupa and Kemper, 2010; Ryu et al., 2017).
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Figura 1.6: Visdo geral dos dados de expressdo de RNA e de proteina gerados no projeto Human
Protein Atlas. Os tecidos analisados sdo divididos em grupos codificados por cores, de acordo com as
caracteristicas funcionais que tém em comum. (Protein Atlas: ENSG00000101856-PGRMC1)

A PGRMC1 parece ser uma proteina com multiplas fungfes (Figura 1.7), destacando-se a sua
ligacdo putativa ao metabolismo de farmacos e hormonas, através da interferéncia na atividade dos
CYPs (Cahill et al., 2016).

Lipidos, colesterol e via do mevalonato Heme & CYP450 Regulacio da fosforilacao

Esteroidegénese Metaloproteinase

Anti-apoptose

Trafego membranar

Resposta a -
progesterona Ciclo celular e Fuso
mitotico
Ubiquitinacao
Extracelular
Angiogénese
Metabolismo/
Autofagia

Regulacao de genes

Associacao a
microtubulos

Interacdes e
sinalizaciao

Recetor 62

Biomarcador
tumoral

Figura 1.7: Esquema com as funcdes putativas da PGRMC1 em diferentes vias metab6licas (adaptado

de Cahill et al., 2016).
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1.5.1. PGRMC1 e o cancro

As células possuem uma variedade de vias para responder a lesdes no DNA e esta resposta é
essencial para a sobrevivéncia celular. Essas vias permitem ndo sé remover a lesdo causada, como
também, atrasar o ciclo celular e suprimir a transcricdo de genes. Lesdes que ndo sdo reparadas podem
levar a proliferacdo das mesmas, paragem no crescimento, senescéncia, apoptose ou necrose. Assim,
proteinas que regulem essas respostas sdo de extrema importancia (Hampton et al., 2015; Crudden et
al., 2005.a). A sobre expressdo da PGRMCL1 em alguns tipos de cancro, como cancro da mama,
pulmao, ovario, cervical, do coldn e da tirdide, tem sido associado a alguns desses fenémenos. Outros
estudos sugerem que a PGRMC1 é essencial para manter o fenétipo de células cancerigenas,
regulando o crescimento celular e a sobrevivéncia celular, estando implicada na resisténcia a danos e

na resisténcia a farmacos (Cahill et al., 2016).

Nos estudos conduzidos por Crudden, em 2005, foi notdrio que a expressdo de PGRMCL era
significativamente elevada em células tumorais mamarias quando comparada com tecido normal,
ficando demonstrada alguma sobre expressdo em células tumorais do colon e da tir6ide (Crudden et
al., 2005.a, Crudden et al., 2005.b). Segundo Lin e seus colegas, a PGRMC1 induz o potencial de
invasdo e migracdo de células tumorais (Lin et al., 2015). Estes estudos indicam que a PGRMCL1 ¢é
necessaria na transformacdo do comportamento deste tipo de células e implica a sua necessidade nas
fases iniciais de cancro, na sua progressdo e no comportamento metastatico, sendo por isso uma

proteina fundamental para todo o processo tumoral (Crudden et al., 2005.a; Lin et al., 2015).

De forma a investigar o papel da PGRMCL1 na suscetibilidade a quimioterapia, Crudden e seus
colaboradores estudaram a inibicdo da expressdao de PGRMC1 em culturas de células tratadas com
doxorubicina e camptotecina, dois importantes quimioterapéuticos. Nas culturas com inibicdo de
expressdao de PGRMC1 houve um aumento significativo da morte celular em comparagdo com as
culturas de células com expressdo normal de PGRMC1, gquando expostas aos quimioterapéuticos.
Além de que, a mutacdo no dominio de ligagdo ao heme, demonstrou aumentar a suscetibilidade a
accdo dos quimioterapéuticos. Tal indica que a inibigdo da PGRMC1 ou muta¢do no dominio de
ligagdo ao heme aumenta a eficacia dos farmacos destinados & quimioterapia. Estes dados sugerem
que, a PGRMCL1 est4 implicita na resisténcia a quimioterapia e consequentemente a potenciais falhas

no sucesso terapéutico para alguns tipos de cancro (Crudden et al., 2005.b).

Em resumo, estes estudos evidenciam que a analise dos niveis de expressdo desta proteina
podera ser usada como uma valiosa ferramenta de progndstico para prever a sobrevivéncia de um
doente e também como um potencial biomarcador para diferentes tipos de cancro. Adicionalmente,
também poderé ser considerado como um importante alvo no tratamento de tumores que impliquem o

fendmeno de quimioresisténcia.
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1.5.2. Funcionalidade da PGRMC1

Estudos de cristalografia recentes revelaram que a PGRMC1 pode formar um dimero estavel e
que esta formagdo s é possivel através da associagcdo de um grupo heme (Figura 1.8) (Kabe et al.,
2016). Estudos demonstraram que a privacao de ferro suprime a tumorgénese, sugerindo que o grupo
heme é bastante importante na proliferagdo tumoral, por esta razdo, muita atencdo se tem dado a esta
questdo (Bastide et al., 2011). Por outro lado, alguns estudos indicam que 0 mondxido de carbono, gas
gerado por degradacdo oxidativa do grupo heme, inibe a proliferacdo tumoral. Assim, um balanco
entre a quantidade de heme e de mondxido de carbono desempenha um papel balanceador
fundamental no desenvolvimento tumoral, apesar dos mecanismos associados ndo serem

completamente conhecidos (Yamamoto et al., 2014, Kabe et al., 2016).

Apo monomero Monoémero heme Dimero heme Monémero CO-heme

Figura 1.8: Modelo transitorio da regulacdo da estrutura da PGRMCL1 em resposta ao grupo heme e ao
mondxido de carbono (adaptado de Kabe et al., 2016)

Kabe e seus colaboradores, mostraram que a dimerizacdo da PGRMCL é essencial para se
ligar ao EGFR (do inglés: epidermal growth factor receptor) e aos CYPs e dessa forma exercer a sua
funcdo. Deste modo, a PGRMC1 parece promover a proliferacdo celular, mas também parece estar
envolvida na metabolizacdo de quimioterapéuticos. Nesse estudo, foi utilizada uma forma wild type e
uma variante (Y113F) da PGRMC1, cujo residuo (Tyr113) estd envolvido na ligacdo ao grupo heme.
Ficou demonstrado que o dimero de PGRMCL1 se dissociava em monomeros, dependendo dos niveis
de monoxido de carbono, sugerindo que a PGRMC1 serve como uma espécie de “interruptor”
molecular, sensivel ao mondxido de carbono que regula a proliferacdo de células tumorais. Nesse
estudo foi analisada a interagdo da PGRMC1 com os CYP1A2 e 3A4 em microssomas CO-expressos
com CYBS5 e CPR, tendo sido concluido que houve interacdo entre os CYPs e a PGRMC1, mas ndo
com a variante Y113F que ndo permite a incorporacdo de heme, sugerindo um papel importante da

dimerizacédo na interacdo com os CYPs (Kabe et al., 2016).
1.6. Interagdes citocromo P450:PGRMCL1

Estudos recentes mostram que a PGRMC1 interage com diversos CYPs em eucariontes

unicelulares e em organismos multicelulares, mas também que tem a capacidade de estimular a
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biossintese de esteroides (Rohe et al., 2009, Ryu et al., 2017). A primeira evidéncia foi observada em
leveduras, através do estudo da proteina homologa Dapl (do inglés: damage-associated response
protein). Nesse estudo, foi mostrado que Dapl medeia a resisténcia a farmacos antifungicos, através
da ativacdo da Ergll (equivalente ao CYP51 humano). Ainda, células com niveis baixos de Dapl
eram mais sensiveis a lesdes no DNA e demonstraram uma paragem inicial na sintese de esteroides
(Hand et al., 2003; Mallory et al., 2005).

Em 2007, foi observado que a delegdo da PGRMC1 reduzia a atividade do CYP51,
bloqueando a sintese de colesterol. Estudos de co-imunoprecipitacdo demonstraram ligagdo estavel
entre a PGRMC1 e os CYP51, 3A4, 7A1 e 21A2, indicando assim funcles ligadas a sintese de
colesterol, metabolizagdo de farmacos, metabolismo hormonal e na sintese de &cidos biliares (Hughes
et al., 2007).

Szczesna-Skorupa e Kemper (2010) sugerem que a PGRMC1 se liga a CYPs envolvidos no
metabolismo de xenobidticos, mas ndo tém efeito na sua distribuicdo ou retencdo no reticulo
endoplasmatico. No estudo analisaram os CYPs 2C2, 2C8 e 3A4 e, concluiram que a PGRMCL1 inibia
a atividade de todos (Szczesna-Skorupa and Kemper, 2010). Paralelamente, Oda e seus colaboradores,
usando sistemas de co-expressdo, reportaram um aumento na atividade do CYP3A4, uma inibigdo no
CYP2C9, sendo que para o CYP2EL a atividade ndo sofreu alteracdo significativa (Oda et al., 2011),

sugerindo que o mecanismo de ac¢do da PGRMCL1 é dependente da isoforma CYP.

1.6. Objetivo do trabalho pratico

Por muito tempo, julgava-se que a CPR e 0 CYB5 eram as Unicas proteinas a interagir com os
CYPs, mas alguns estudos vieram mostrar que a PGRMCL1 interage com o complexo proteico CYP.
No entanto, os mecanismos implicitos nestes processos sdo ainda pouco compreendidos e, devido ao
seu possivel envolvimento na quimioresisténcia, muitos olhares se tém voltado para o estudo desta
proteina. Assim, esta dissertagdo tem como principal objetivo avaliar a interagdo da PGRMC1 com o
complexo enzimatico CYP e o seu impacto no metabolismo mediado por este complexo, mais
precisamente no metabolismo de farmacos. Ainda, pretende-se avaliar: i) a existéncia de efeito
competitivo entre 0 CYB5 e a PGRMCL, para ligacdo ao CYP e, deste modo, avaliar o local de
ligacdo putativo da PGRMCL1 ao CYP; ii) o efeito da PGRMC1 na atividade do complexo enzimatico
CYP, dependendo do estado conformacional da PGRMC1 e iii) a possibilidade de a CPR reduzir a
PGRMCL.

Genericamente, utilizou-se um modelo bacteriano que permitiu a co-expresséo de CYP, CPR
e PGRMCL1. Com esse sistema foi possivel avaliar a atividade catalitica de CYPs, representativos do

metabolismo de fa&rmacos, como o0 CYP1A2, 2A6 e 3A4, na presenca ou auséncia de PGRMC1. Esta
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abordagem baseou-se na capacidade dos CYPs metabolizarem substratos fluorogénicos e, assim ser
possivel medir velocidade de reacdo dessa metabolizacdo, quando influenciada pela presenca de
PGRMC1. Numa primeira fase, prepararam-se membranas, a partir das estirpes BTC, com co-
expressdo do complexo enzimatico CYP e, opcionalmente, co-expressas com PGRMCL1, tendo-se
avaliado a velocidade de metabolizacdo dos substratos fluorogénicos. Deste modo, foi possivel
comparar a eficacia de metabolizacdo de cada isoforma na presenca e na auséncia de PGRMC1. Numa
segunda fase, purificou-se PGRMC1, o que permitiu a titulacdo de fracbes membranares contendo o
complexo CYP com PGRMCL1 e ainda, avaliar o efeito competitivo entre a PGRMC1 e 0 CYB5. Na
ltima fase desta dissertagcdo, procedeu-se a ensaios espectrofotométricos de reducdo da PGRMC1
pela CPR.
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MATERIAIS E METODOS

2.1. MATERIAIS

Nas tabelas 2.1.1 a 2.1.4 sdo apresentados reagentes, meios de cultura, soluces, estirpes de E. coli e

respetivos plasmideos usados no decurso do trabalho experimental.

Tabela 2.1.1: Lista de reagentes utilizados no trabalho experimental e respetivas marcas

Marca

Reagente

Abnova
Acros Organics
Becton Dickison

Bioline
Bio-Rad

Biotium
BioVision

Boster Bio

Fisher Scientific

Gerbu
Life Technologies
New England BioLabs

PanReac

Sigma-Aldrich/Merck

PGRMC1 purificada

Acido 2-morfolinoetanosulfonico, Hidroxido de sodio

MacConkey agar, Peptona, Triptona

Agarose, DNA Loading buffer 5x, HypperLadder |

Comassie Blue, Glicina, Membrana PVDF, Mini-Protean® TGX™
Precast Gel, SDS

Gel Red 10 000x

CHAPS

Anticorpo policlonal anti-PGRMC1 (rabbit)

Agar, Cloreto de sodio, Extrato de levedura, HisPur Cobalt Resin, Meio
Luria-Broth, PageRuler 26616, GeneJET Plasmid Miniprep Kit, His
GraviTrap TALON®

NADP*, PMSF

Kit Qdot invitrogen 625

Albumina sérica bovina (BSA)

Acido acético glacial, Fosfato monopotéssico

4- bromofluorobenzeno, Acido cloridrico, Ampicilina, Arginina, Azida
de sédio, Benzonase, Canamicina, Citocromo c, Cloranfenicol, Cloreto
de amonio, Cloreto de calcio dihidratado, Cloreto de cobalto
hexahidratado, Cloreto de cobre hexahidratado, Cloreto de ferro
hexahidratado, Cloreto de magnésio, Cloreto de Potassio, Cloreto de
zinco, Coumarina, DBF, Ditionito de sédio, DMSO, EDTA, EhtR,
Fosfato dipotassico, Fosfato disddico, Fosfato monosddico, Glicerol,
Glucose, G-6-P, G-6-PD, IPTG, Lisozima,
Molibdato de sédio dihidratado, NADP*, NADPH, Papel de Filtro
Whattman 3MM, Persulfato de aménio, Sacarose, Sulfato de magnésio,
TEMED, Tiamina, Tris hidrocloreto, Triton x-100, Trizma Base, f-

Imidazole, Metanol,

mercaptoetanol, 6-Ala
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Tabela 2.1.2: Equipamentos utilizados nos varios procedimentos experimentais

Equipamento Modelo Marca
Balanca BP61S Sartorius
EWB Kern
D-37520 Osterode Kendro
Centrifuga L7-55 Centrifuge BECKMAN
Z233 MK-2 Hermle
ChemiDoc™ ChemiDoc™-Touch Bio-Rad
Espectrofotometro UV-2401PC Shimadzu
Estufa EN500 NUVE

Leitor de microplacas

Fonte de eletroforese

Incubadora

Medidor de pH

Microplacas 96 pocos
Leitor de microplacas

Placa de agitacdo magnética

Placa de agitacdo orbital
Placa de aguecimento
Potter

Sistema de eletroforese

Sistema de eletroporagéo

Sonicador

Vortex

Spectra Max i3x
Standard Power Back 25
Power Pac 300

Classic G25

Ecotron

Seven compact

655209

Costar

Spectra Max i3x

AGE

AccuPlate™
GyroTwister

UBD2

RZR-1

Horizon® 58
MiniProtean® Tetra System
Gene Pulse™ Controler
SONOPULS GM2200
L46

ZX3

Molecular Devices
Biometra®

Bio-Rad

New Brunswick Scientific
INFORS HT

Mettler Toledo
Greiner Bio-One
Corning

Molecular Devices
VELP SCIENTIFICA
LabNet

LabNet

Grant

Heidolph

Life Technologies
Bio-Rad

Bio-Rad

Bandelin

Labinco

VELP SCIENTIFICA
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Tabela 2.1.3: Solucdes, meios de cultura e sua composi¢éo por litro.

Meio

Composicao por Litro

LB
M9

MacConkey

TB

SOB

NZY*

10g triptona, 5g extrato de levedura, 10g NaCl *2
159 agar, 10 ml glucose 40%, 200 ml sais M9 (5x)
1

50g 4gar MacConkey *

12g triptona, 24g extrato de levedura, 2g peptona,
8ml glicerol 50% *, suplementar com 100 ml de
tampédo TB

20 g triptona, 5g extrato de levedura, 0.5 g NaClI*,
suplementar com 10 ml MgCl, 1M *

10g NZ amine, 5g NaCl, 5g extrato de levedura
(ajustar o pH a 7.5)!, suplementar com 12.5 ml
MgCl; 1M. 12.5 MgSO4 1M e 20 ml de glucose
20%*

Solucgbes

Descorante de gel SDS-PAGE

Loading Buffer 5x (SDS-PAGE)

Sais M9 5x

Tampdo corrida 5x (SDS-PAGE)

TAE 50x

Trace Elements

Tampéo TB (pH 6.8 ou 7.5)

Tampao citocromo ¢ redutase

Tampéo Fosfato de Potéssio + 3 mM MgCl,

Tampéao Fosfato de Sodio

Tampéo Tris-Glicerol-EDTA (TGE)

Tampdo Tris-Sacarose

Tampado transferéncia 5x (WesternBlot)

450 ml metanol, 100 ml cido acético glacial

625 pl Tris-HCI 1M pH 6.8, 2 ml glicerol 50%, 2
ml SDS 10%, 50 ul BFB 1%, 500 p -
mercaptoetanol (Vi=10ml)

649 Nao,HPO4.7H,0, 150g KH,PO., 2,59 NaCl, 5g
NH.CI

5g SDS, 15.14q trizma base, 93.84g glicina

2429 trizma base, 57.1 ml &cido acético glacial,
100 ml EDTA 0.5M pH 8.0

27g de FeCls.6H,0, 2g ZnCl,, 2g CoCl,.6H:0, 2¢g

Na;Mo004.2H,0, 19 CaCl,.2H.0, 1.3g
CUClz.GHzO, 0.59 H3BO3€ 100 ml HCI

23.1g KH2POg4, 125.49 K;HPO4

6.06g Tris-HCI, 11.18g KCL, 2.03g MgCl,,
130.02 mg NaNs, 10 ml triton X-100 4% (ajustar
pH a 7.5)

86.6 mL K;HPO,4, 13.4 mL KH,PO,4, 30 mL MgCl; 0,1
M

774ml Na;HPO,4 1M, 226ml NaH,PO; 1M *

9.08g tris-HCI, 9,30 g EDTA, 230 mL glicerol
50%

6.06g tris-HCI, 95.58¢g sacarose (ajustar pH a 7,8)
2

2g SDS, 29.06g trizma base, 14.64g glicina, 500
ml
Metanol

! Autoclavou-se 20 min, a 120°C, 2 Para preparar meio em placas, adicionou-se 15g de agar antes da
autoclavagem
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Tabela 2.1.4: Caracteristicas das estirpes BTC e DH5a de E. coli e caracterizacdo dos plasmideos ao nivel de

marcadores genéticos

Estirpes Genotipo Referéncia
ara-14, lacY1, tsx-33, qsr, thi-1, supE44,
PD301 galK2, 1, rac, rfbD1, argE3, mgl-51, rpsL31, Duarte et al., 2005
kdgk51, xyl-5, mtl-1, uvrA6, galE, Aogt::CmR,
adalo, rfa”
BTC1A2-POR PD301/pLCM_PORwt/pCWh_1A2 Duarte et al., 2005
BTC1A2-PGRMC1/POR | PD301/pLCM_hPGRMC1_PORWt/pCWh_2A6 | -
BTC2A6-POR PD301/pLCM_PORwt/pCWh_2A6 Duarte et al., 2005
BTC2A6-PGRMC1/POR | PD301/pLCM_hPGRMC1_PORWt/pCWh_1A2 | -
BTC3A4-POR PD301/pLCM_PORWt/pCWh_3A4 Moutinho et al., 2012

BTC3A4-PGRMC1/POR
BTC®

PD301/pLCM_hPGRMC1_PORwt/pCWh_3A4
PD301/pLCM/pCWori

Duarte et al., 2005

POR PD301/pLCM_POR

PGRMC1 DH50/pCW_hPGRMCI -

Plasmideos Marcadores genéticos relevantes Referéncia

pLCM mucAB*, Kan" derivado do pACYC177. Kranendonk et al., 2008
oLCM_POR pLCM, contendo cDNA do gene POR que Kranendonk et al., 1999

pLCM_hPGRMC1_PORWt

pCW

pPCWh_1A2

PCWh_2A6

pCWh_3A4

pCW_hPGRMC1

pCWA_POR

codifica 0 CPR humano completo.

pLCM, contendo o cDNA modificado no N-
terminal do PGRMC1 humano e o cDNA do
gene POR que codifica a CPR humana
completa.

pCWori*, vector de expressdo em E. coli, Amp',
ptac.ptac/Lacl?, sem cDNA.

pCWori*, contendo cDNA modificado no N-
terminal do CYP1A2 humano.

pCWori*, contendo cDNA modificado no N-
terminal do CYP2A6 humano.

pCWori*, contendo cDNA modificado no N-
terminal do CYP3A4 humano

pCWori*, contendo cDNA modificado no N-
terminal do PGRMC1 humano.

pCWori*, contendo cDNA do gene POR que

codifica a CPR humana completa.

Fisher et al., 1992

Fisher et al., 1992

Kranendonk et al., 1999

Kranendonk et al., 1999

Kranendonk et al., 2008
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2.2. METODOS

2.2.1. Preparacdo de células competentes

2.2.1.1. Preparacdo de células competentes para eletroporagao

Para preparacdo de células competentes PD301, inoculou-se células bacterianas PD301 em
meio LB agar, suplementado com cloranfenicol a 10 mg/I (Cm™) e incubou-se durante 16h a 37°C. De
seguida, inoculou-se uma col6nia em meio LB liquido, suplementado com o respetivo antibiético e
incubou-se durante 16h, a 37°C com agitacdo (210 rpm). Juntou-se 1 ml dessa cultura a 100 ml de
meio LB, suplementado com o respetivo antibiético. Incubou-se a 37°C e 225 rpm, até que a cultura
atingisse uma DOgoonm de 0.4-0.5, e centrifugou-se durante 20 min, a 2772 g e 4°C. A partir desse
momento o protocolo foi executado em gelo. O pellet foi ressuspendido e centrifugado durante 20
min, 2772 g e 4°C, por 3 vezes. Primeiro utilizando 30 ml, depois 20 ml e finalmente 10 ml de glicerol
(10%). Ap6s nova centrifugacéo, o pellet foi ressuspendido em 1 ml de glicerol (10%). Centrifugou-se
durante 5 min, a 4°C e 9139 g. Por fim, o pellet foi ressuspendido em 250 ul de glicerol (10%),

fazendo-se aliquotas de 50 pl, as quais foram guardadas a -80°C.

2.2.1.2. Preparacdo de células competentes para transformacéo quimica

Para preparacido de células DH50 competentes, inoculou-se células desta estirpe em 100 ml de
meio SOB suplementado com ampicilina a 100 mg/l e incubou-se a 18°C e 180 rpm, até se atingir a
DOssonm de 0.4-0.5. De seguida, incubou-se em gelo por 15 minutos, seguindo-se uma centrifugacéo
durante 15 min, a 1386 rpm e 4°C. As células foram ressuspendidas em 5 ml de meio NZY e
incubadas em gelo por 15 minutos. Adicionou-se 175 pul de DMSO puro e incubou-se em gelo durante
10 minutos. A suspensdo de células DH50 competentes foi distribuida em aliquotas de 100 pl e

armazenou-se a -80°C.

2.2.2. Construcéo da estirpe DH5a/pCW_hPGRMC1

A construcdo desta estirpe ocorreu por transformacdo quimica. Misturou-se 50 pl de células
competentes DH50. com 100 ng de plasmideo pCW_hPGRMCI ¢ incubou-se durante 30 minutos em
gelo, seguido de um choque térmico de 30 segundos a 42°C e 2 minutos em gelo. Adicionou-se 1 ml
de meio NZY as células transformadas e incubou-se durante 1h, a 210 rpm e 37°C, para recuperacao
celular. Seguidamente, as células foram inoculadas em placas LB, suplementadas com Amp'® e
incubadas a 37°C durante 16h. Apds esta incubagdo, seis colonias foram selecionadas aleatoriamente e
inoculadas em LB liquido, com o respetivo antibiotico, durante 16 h, a 220 rpm e 37°C. O volume das

culturas foi utilizado para fazer stocks (100 pl; glicerol 10%) para serem guardados a -80°C.
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2.2.3. Construcéo das estirpes BTC-CYP/PGRMCL1

A expressdo do complexo enzimatico humano CYP/CPR/PGMRC1 em estipes BTC-CYP
(Duarte et al., 2005) foi possivel através de um sistema biplasmidico de co-expressdo que compreende
0 vetor de expressdao pCW (Tabela 2.1.4), que contém o gene de um CYP humano, e o plasmideo
pLCM_hPGRMC1_PORwt (Tabela 2.1.4), que codifica para as proteinas humanas PGRMC1 e CPR
(Kranendonk et al., 1998; Kranendonk et al., 2008; Palma et al., 2013). Este plasmideo foi obtido a
partir do vetor de expressdo pLCM_hb5 POR (Tabela 2.1.4) (Palma et al., 2013), substituindo a
sequéncia codificante para o CYB5 humano pela sequéncia de cDNA full-length da PGRMC1
humana. O plasmideo para expressdo da CPR humana, pLCM_PORwt e os plasmideos de co-
expressdo das proteinas humanas CYP1A2 (pCWhlA2), CYP2A6 (pCWh2A6) e CYP3A4
(pPCWh3A4), para construcdo das estirpes BTC-CYP, foram obtidos como descrito anteriormente
(Tabela 2.1.4) (Kranendonk et al., 1999, Kranendonk et al., 2008).

2.2.3.1. Transformacao por eletroporacao

A transformacdo das células competentes PD301 foi realizada com a adicdo de 100 ng de
plasmideo (Tabela 2.1.4) em 50 pl de suspensdo de células eletrocompetentes. Posteriormente, a
mistura foi incubada em gelo durante 5 min, transferida para uma cuvete de eletroporacgéo e sujeita a
1.35 kV, 200 Q e capacitancia de 25 uFD. De seguida, as células foram transferidas para 900 ml de
meio NZY™* e incubadas por 1 hora, a 37°C e 220 rpm. Seguidamente, as células foram inoculadas em
placas LB, suplementadas com ampicilina a 50 mg/l (A%), Canamicina a 15 mg/I (Kan'®) e Cm®, e
incubadas a 37°C durante 16h. ApGs esta incubacdo, seis col6nias foram selecionadas aleatoriamente e
inoculadas em LB liquido, com os respetivos antibiéticos, durante 16 h, a 37°C e 220 rpm. Parte do
volume das culturas foi utilizado para fazer stocks (glicerol 10%) para congelar a -80°C, enquanto que

o restante volume foi utilizado para verificacdo das caracteristicas fenotipicas.

2.2.3.2. Eletroforese em gel de agarose

Os plasmideos utilizados para eletroforese em gel de agarose foram obtidos através do kit
Genelet Plasmid Miniprep Kit (Tabela 2.1.1), que permite o isolamento do plasmideo de interesse a
partir de uma cultura bacteriana. As amostras foram preparadas numa concentragdo de 20 ng/pL em
Loading Buffer 1x. O equipamento foi montado de acordo com as instrugdes do fabricante e o gel de
agarose preparado numa concentracdo de 0.8% em tampdo TAE 1x. A eletroforese decorreu a 80V
durante 1h, em tampdo TAE 1x. Apos eletroforese, o gel foi corado numa solugdo de Gel Red 3x

concentrada durante 20 minutos, e os resultados analisados (ChemiDoc™).
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2.2.3.3. Verificagao das caracteristicas fenotipicas

Apos eletroporacdo, foi necessario verificar a manutengdo das caracteristicas fenotipicas da
estirpe PD301 nas células transformadas (Tabela 2.1.4), através do crescimento bacteriano em placas
com meio minimo M9 e em placas com meio MacConkey (Tabela 2.1.3). Para tal, as coldnias
transformadas foram incubadas com 5 ml de meio LB suplementado com os respetivos antibioticos em
tubos de ensaio estéreis durante 16 h, a 37°C e 210 rpm. Para confirmar a auxotrofia a L-arginina, 5 pl
de cultura foram inoculados em placas com meio minimo M9, suplementado apenas com tiamina (1
pg/ml), incubadas durante 48h a 37°C. Como controlo, foi usado o mesmo tipo de placas, mas
suplementado com L-arginina (100 pg/ml) e tiamina (1 pg/ml). Para verificar a manutengdo da
mutacdo do gene rfa, 5 ul de cultura foram inoculados em placas com meio MacConkey e, incubadas
durante 36h a 37°C.

2.2.4. Culturas bacterianas das estirpes de E. coli com inducéo da expressao heteréloga

2.2.4.1. Expresséo das estirpes BTC-CYP e BTC-CYP/PGRMCL1

Cada estirpe foi incubada em meio TB a pH 7.4, exceto as estirpes de expressdao CYP3A4, as
quais foram incubadas em meio TB com pH 6.8. Todos os meios foram suplementados com tiamina a
1 mg/l, Cm'®, Amp*, Kan®, trace elements a 0.4 pl/ml, IPTG (indutor da express&o) a 0.5 mM e &-
Ala (percursor do grupo heme) a 0.65 mM. As culturas (100 ml) foram iniciadas com inoculos dos
stocks (1 ml) (guardados previamente a -80°C), e incubadas em Erlenmeyer’s de 1L, a 28°C, por 16
horas, numa incubadora orbital com agitacdo (180 rpm), condicdes de arejamento consideradas

Optimas para co-expressdo destas proteinas nestas estirpes (Campelo et al., 2018; Esteves et al., 2018).

2.2.4.2. Expressdo de PGRMCL1
Um inéculo de 2.5 ml, de DH5a/pCW_hPGRMCI (seccao 2.2.2), foi adicionado a um volume
total de 500 ml de meio TB pH 7.4, o qual foi distribuido em por¢des iguais por quatro Erlenmeyer’s

de 1L. O meio foi suplementado com 0.4 pl/ml de trace elements e Amp'®

e incubado por
aproximadamente 4h, a 37°C e 180 rpm. Quando a cultura atingiu o crescimento desejado
(DOg=0.6), foi suplementada com 0,5 mM IPTG, 0,65 mM &-Ala e Amp'®. A incubacio com

inducdo de expressdo de PGRMCL1 deu-se por 48h, a 26°C e 130 rpm.

2.2.5. Estudo das fra¢fes membranares

2.2.5.1. Preparacdo das frages membranares e sua caracterizagéo

Para obtencdo das fracbes membranares das células modelo, foi utilizado um protocolo
previamente descrito (Kranendonk et al., 2008, Moutinho et al., 2012, Campelo et al., 2017). De
forma sucinta, as culturas induzidas foram centrifugadas a 2772 g durante 20 minutos a 4°C. O pellet
foi ressuspendido em tampéo Tris-sacarose (tampdo ideal para estabilizacdo de fracdes membranares)

e adicionou-se lisozima (percursor da lise celular) a uma concentragdo final de 0.5 mg/ml, EDTA
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(agente quelante) a 0.5mM, benzonase (endonuclease) a 12.5 U/ml e PMSF (inibidor de protéases) a
0.5 mM. As células foram incubadas num roller bench durante 30 minutos, a 4°C e 10 rpm. Para
acelerar o processo de lise celular congelou-se as células a -80°C, aguardando-se uma hora.
Posteriormente, a suspensdo bacteriana foi descongelada a temperatura ambiente (em banho), e
sonicada em 5 ciclos de 30 segundos (com 10% de output), intercalado com submersdo em gelo
durante 50 segundos, de modo a evitar degradacdo do contelido proteico por aumento excessivo da
temperatura. A suspensdo foi centrifugada a 2772 g, durante 20 minutos a 4°C para eliminar as células
ndo lisadas. A fragcdo membranar foi sedimentada por ultracentrifugacdo durante 1 hora, a 4°C e
100 000x g, tendo sido ressuspendida em tampdo TGE, suavemente e em gelo, usando um

homogeneizador com piston (Potter) (Tabela 2.1.2). As membranas foram armazenadas a -80°C.

2.2.5.2. Determinacao da concentracdo de proteina total

A concentracdo de proteina total foi determinada através do método descrito por Bradford
(Bradford, 1976), usando albumina sérica bovina [do inglés: bovine serum albumin (BSA)] como
padrdo. Para tal, uma curva de calibracdo foi preparada com BSA diluida em tampdo TGE de forma a
obter as concentragdes de 0, 0.01, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 mg/ml. As fragbes membranares foram
diluidas entre 50 a 100 vezes em tampdo TGE. De seguida, 10 ul de amostra e os respetivos padrdes
foram pipetados numa microplaca de 96 pogos (transparente, com pocos de formato cilindrico e fundo
achatado) (Tabela 2.1.2), juntou-se 200 pl de reagente de Bradford, diluido 5x e incubou-se durante 15
minutos, no escuro. Os valores de absorbancia foram medidos num leitor de microplacas
(SpectraMax® i3x, Molecular Devices), num comprimento de onda de 595 nm e a concentracdo de

proteina total das amostras foi determinada através da interpolacdo da curva de calibracéo.

2.2.5.3. Determinacéo da concentracéo de citocromo P450

O doseamento dos CYPs foi efetuado através da observacdo do espectro diferencial de CYP
reduzido complexado com monoxido de carbono (CO) versus CYP reduzido, conforme descrito por
Omura e Sato (Omura and Sato, 1964) e com as modificagGes descritas por Kranendonk et al., 1999.
As fracbes membranares obtidas em 2.2.5.1, foram diluidas 18 vezes em tampdo TGE, num volume
final de 1.8 ml. Adicionou-se ditionito de sédio numa concentracdo final de 4.6 mM, de forma a
reduzir todo o CYP presente. As amostras foram divididas em duas cuvettes e tragou-se a linha de base
entre os 400 e 500 nm. Borbulhou-se a cuvette da amostra com CO, durante 30 segundos, de modo a
saturar a mistura com CO, e tragou-se o espectro diferencial entre os 400 e os 500 nm. Tendo em conta
0 maximo de absorbancia e conhecendo o coeficiente de absortividade molar do complexo CYP-CO (g

=91 mM*cm™), foi entdo possivel calcular a concentragdo de CYP.
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2.2.5.4. Determinacéo da concentracéo de CPR pelo ensaio do citocromo ¢

Este método baseia-se na capacidade da CPR em reduzir um substrato ndo fisiol6gico, o
citocromo ¢ (Kranendonk et al., 2008). Esta rea¢do é acompanhada ao longo de 1 minuto, por aumento
da absorbancia da mistura, num comprimento de onda de 550 nm. Em primeiro lugar, preparou-se uma
mistura de 1920 ul de tampdo citocromo ¢ redutase, 50 pl de solugéo de citocromo ¢ a 50 uM e 20 pl
de fragdo membranar diluida 4x. A mistura foi dividida em duas cuvettes, sendo que uma das cuvettes
corresponde a amostra e a outra a referéncia. A reacao inicia-se pela adi¢do de 2 pl de NADPH na
cuvette de amostra (solugdo 200 UM preparado em NaHCOs; 1%). A concentracdo de CPR foi
determinada utilizando um Aessonm = 21 mM™cm™ e sabendo que a atividade enzimatica para a
reducdo do citocromo ¢ é de 3.2 umol.min™. Com a concentracdo proteica da amostra calculou-se o

contetido de CPR nas fragBes membranares (Campelo et al., 2017)

2.2.6. Purificacdo de PGRMC1

A preparacdo da fragdo membranar para purificagdo de PGRMC1, decorreu da mesma forma
como descrito em 2.2.5.1, com exce¢do do passo de ressuspensao, o qual foi efetuado com adicdo de
tampédo fosfato de sédio, tal como especificado pelo fabricante das resinas de troca ionica utilizadas
[HisPur Cobalt Resin (Fracdo B3) e His GraviTrap TALON® (Fracdo F4)]. Para solubilizar as fracbes
membranares, adicionou-se CHAPS (Fragdo B3) ou Triton X-100 (Fracdo F4) numa concentracdo
final de 1%, numa frequéncia de 1 gota por cada 5 segundos. Em seguida, a mistura foi incubada em
gelo por aproximadamente 2h, com agitacdo suave. O material insoldvel foi removido por
ultracentrifugacdo durante 1h, a 100 000x g e 4°C. No procedimento de cromatografia IMAC (do
inglés: immobilized metal affinity chromatography) o sobrenadante foi diluido em tampéo fosfato de
sadio e aplicado na resina, equilibrada com 10 volumes de coluna de tampéo fosfato de sédio 50 mM,
suplementado com 300 mM de NaCl. Ap6s mistura da resina com a suspensao proteica, esta foi
incubada durante 2h em gelo e, em seguida, lavada com 10 volumes de coluna de tampéo fosfato de
sodio 50 mM, suplementado com 300 mM NaCl e 10 mM imidazole, para eliminacdo de proteinas
contaminantes. A proteina de interesse foi posteriormente eluida no mesmo tampdo, mas
suplementado com 150 mM de imidazole. A caracterizacdo das fragOes de proteina purificada (Fragdes
B3 e F4) foram realizadas conforme os protocolos descritos em 2.2.5.2 e por imunodetecdo (Ver
2.2.7).

2.2.7. Imunodete¢do de PGRMCL expressa nas estirpes em estudo

O ensaio de imunodetecdo foi realizado seguindo o protocolo de Western Blot (Sambrook,
Fritsch and Maniatis, 1989). As amostras foram preparadas em Loading Buffer 5x e misturadas numa
porcdo de 1:2 ou 1:5 (dependendo da concentracdo pretendida) e, depois fervidas (desnaturadas)
durante 5 minutos a 96°C. O equipamento para eletroforese (Tabela 2.1.2) foi montado de acordo com

as instrucdes do fabricante e foram utilizados géis comerciais Mini-Protean® TGX™ Precast Gel

29



MATERIAIS E METODOS

(Tabela 2.1.1), que possuem um gradiente de concentracdo de 4% a 15% de acrilamida. Para a
eletroforese, foi utilizado tampé&o corrida 1x (Tabela 2.1.3). A eletroforese decorreu a 100V, 20 mA
durante 1h30m. Foi utilizada uma membrana de PVDF (fluoreto de polivinilideno) para transferéncia
eletroforética, que decorreu durante 1h, a 100V, em tampéo transferéncia 1x (Tabela 2.1.3). Para
imunodetecdo de proteinas foi utilizado o kit WesternDot 625 (Invitrogen), seguindo as instrucdes do
fabricante. Como primeiro anticorpo foi utilizado um anticorpo policlonal anti-PGRMC1 (rabbit),
como anticorpo secundario um anticorpo anti-rabbit conjugado com biotina como substrato,
streptavidina. Apds as membranas serem fotografadas, as quantidades de PGRMCL1 nas amostras em

estudo foram calculadas recorrendo ao software ImageJ.

2.2.8. Avaliagdo da atividade catalitica dos CYPs

2.2.8.1. Estudo da integragdo da PGRMC1 em membranas BTC-CYP

Este ensaio teve como objetivo determinar o tempo necessario de incubacdo, para integracéo
da PGRMC1 em membranas BTC-CYP. O ensaio foi realizado a temperatura ambiente e em
microplaca, medindo-se a velocidade de reacdo da O-desbenzilacdo da dibenzilfluoresceina (DBF)
pela fragdo membranar BTC-CYP3A4, numa concentragdo final por poco de 25 nM de CYP3A4 e 7.5
MM de DBF. Utilizou-se PGRMCL1 purificada (fracdo F4) numa concentracao final por po¢o de 5.2
UM, durante 0, 15, 30, 45, 60, 120 e 180 minutos. Como sistema regenerador de eletrdes utilizou-se
uma solucdo contendo NADP* numa concentracdo final de 2 mM, G-6-P numa concentracdo de 4 mM
e G-6-PD a 0,4 U/ml. As medicbes, feitas em triplicado, foram realizadas huma microplaca de 96

pocos (opaca de cor preta, pocos de formato cilindrico e fundo achatado) (Tabela 2.1.2).

2.2.8.2. Efeito da PGRMC1 em membranas BTC-CYP

Avaliou-se a atividade catalitica dos CYP1A2, 2A6 e 3A4, expressos em modelos de co-
expressdo BTC-CYP e BTC-CYP/PGRMCL (Tabela 2.1.4). Esta abordagem baseou-se em ensaios de
medicdo de fluorescéncia, utilizando a incubacdo de fragbes membranares com substratos
fluorogénicos, o que permite determinar as velocidades de reagdo da O-desetilacdo da 7-
etoxiresorufina (EthR) para o CYP1A2, da 7-hidroxilacdo da cumarina para o CYP2A6 e da O-
desbenzilagdo da DBF para o CYP3A4 (Duarte et al., 2005; Moutinho et al., 2012; Campelo et al.,
2018; Esteves et al., 2018).

Este ensaio teve como objetivo determinar que tipo de efeito exerce a PGRMC1 no complexo
CYP. Mais precisamente, se a PGRMCL1 tem a capacidade de estimulac&o ou inibicdo nas diferentes
isoformas de CYP em estudo (CYP1A2, CYP2A6 e CYP3A4). Como tal, usaram-se concentracdes
finais de PGRMC1 purificada (fracdo B3) de 0, 44.7, 149, 447, 1490, 4470, 14900 e 44700 nM. Por
pogo, utilizou-se uma concentracdo final de fragio membranar de 8 nM de CYP1A2 e 5 uM de EthR,
ou 25 nM de CYP2AG6 e 20 uM de cumarina, ou 25 nM de CYP33A4 e 7,5 uM de DBF. As medig0es,
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feitas em triplicado (quando possivel), foram realizadas em microplacas opacas de 96 pogos (Tabela
2.1.2), e a leitura feita no leitor de microplacas (Tabela 2.1.2) apés incubacdo de 1h, a temperatura

ambiente.

2.2.8.3. Ensaios de competicdo entre PGRMC1 e CYB5

Este ensaio teve como objetivo determinar se existe competicdo pelo CYP entre a PGRMC1 e
0 CYBS5, com base no dominio heme, estruturalmente semelhante em ambas as proteinas. Como tal,
utilizaram-se fragcdes membranares BTC-CYP/PGRMC1 co-expressas com as diferentes isoformas de
CYP (CYP1A2, 2A6 e 3A4). As medigOes realizadas tiveram como base o mesmo procedimento
supracitado (2.2.8.2), com a diferenca de que a concentracéo final no pogo, para a fragdo membranar
CYP2AG6 foi de 100 nM. O CYBS purificado foi fornecido pelo laboratério parceiro LISBP, Université
de Toulouse, CNRS, INRA, INSA de Toulouse. As concentracdes finais de CYB5 por po¢o foram de
0, 12.5, 25, 50, 100, 200, 400 e 800 nM. As medicdes realizadas tiveram por base as condi¢des
descritas anteriormente. Como referéncia utilizou-se a mesma reagdo, mas com membrana CYP_CPR.
Como controlo utilizou-se BSA, nas mesmas concentraces de CYB5, de modo a demonstrar que 0s
resultados observados seriam dependentes da acdo do CYB5 e ndo do aumento da concentracdo de

proteina total em solucdo.

De forma a estudar melhor a competicéo entre ambas as proteinas, realizou-se outro ensaio, no
qual se variaram as concentracOes finais de CYB5 e PGRMC1, tendo como base os procedimentos

descritos em 2.2.8.2.

2.2.9. Ensaio de reducédo da PGRMC1 pela CPR

Este método baseia-se na hipbtese de que é possivel haver reducdo da PGRMC1 pela CPR,
devido ao grupo heme da PGRMC1 se poder apresentar nos estados ferroso (Fe®*) e férrico (Fe*")
(Kabe et al., 2016; Kaluka et al., 2015) e ainda, devido a co-localizacdo de ambas as proteinas
(reticulo endoplasmatico). A reagdo foi acompanhada ao longo de 30 minutos, com obtencdo de
espectros (1 espectro/min) em comprimentos de onda entre 380 e 620 nm. Em primeiro lugar,
preparou-se uma mistura de 5 mg/ml de proteina total da fragdo membranar CPR, obtida da estirpe
PD301/pLCM_POR (Tabela 2.1.4) com concentracdo final de CPR a 50 nM e fracdo membranar
PGRMCI, obtida da estirpe DH5a/pCW_hPGMRCI (Tabela 2.1.4) também preparada a 5 mg/ml de
proteina, com concentragdo final de PGRMC1 a 9 uM. A esta mistura adicionou-se 100 pl de sistema
regenerador 5x concentrado, com concentracGes finais de NADP* 10mM, G-6-P 25 mM e G-6-PD 2
U/ml. O ensaio realizado no espectrofotometro de feixe duplo, teve como referéncia a fracdo
membranar CPR, preparada a 5 mg/ml de proteina total e com concentracdo de 100 nM, ao qual se
adicionou sistema regenerador 5x. Como controlo utilizou-se uma mistura de fragdo membranar BTC?,

obtida da estirpe PD301/pLCM/pCWori (Tabela 2.1.4), preparada a uma concentracdo de 5 mg/ml de
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proteina total e de fracdo membranar CPR, preparada a 5 mg/ml, cuja reacdo foi seguida durante o

mesmo tempo e nas mesmas condicdes descritas anteriormente.

Ainda, utilizando uma fracdo membranar PGRMC1 a 5 mg/ml de proteina total, tragcou-se o
espectro diferencial da membrana reduzida. A fragdo membranar obtida em 2.2.5.1, preparada num
volume final de 1.8 ml foi dividida em duas cuvettes. Deste modo, obteve-se a baseline e de seguida,
de forma a reduzir a PGRMCL presente, adicionou-se ditionito de sédio numa concentragdo final de
4.6 nM a cuvette de amostra. Por fim, tracou-se o espectro diferencial entre os comprimentos de onda

380 e 620 nm, ao fim de 20 minutos de incubagao.
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RESULTADOS

3.1. Construgéo das estirpes BTC-CYP/PGRMC1

A primeira parte do trabalho experimental focou-se no desenvolvimento de um sistema
bacteriano de E. coli competente na expressao das proteinas CYP, CPR e PGRMC1, para ser aplicado
no estudo do efeito da PGRMC1 na atividade catalitica dos CYPs. O primeiro passo na construgao
deste modelo de co-expressdo (Tabela 2.1.4) foi a preparacdo de células PD301/pCWh_CYP
competentes para eletroporacdo de acordo com o descrito na sec¢do 2.2.3.1. Assim, células PD301,
previamente transformadas com pCW_hCYP, nomeadamente pCWh_1A2, pCWh_2A6 e pCWh_3A4,
foram preparadas para eletroporacdo, procedendo-se a sua transformacdo com o plasmideo
pLCM_hPGRMC1_POR, obtendo-se deste modo trés novas estirpes, referenciadas na Tabela 2.1.4.
Posteriormente estas estirpes foram utilizadas no processo de obtencdo de fracdes membranares para o
estudo da atividade dos CYPs.

3.1.1. Verificagdo das caracteristicas fenotipicas

Colonias transformadas, resultantes do processo de eletroporacdo, foram selecionadas e
posteriormente testadas de modo a verificar a manutencdo das caracteristicas fenotipicas. Para tal,
utilizou-se a técnica de crescimento em meio minimo (M9) sem L-arginina com o objetivo de testar a
reversdo de mutacdo no gene responsavel pela sintese de arginina (arge3, Tabela 5). Assim, todos 0s
transformantes apresentaram auxotrofia para L-arginina, verificada pelo crescimento em placas com
L-arginina (A+) e auséncia de crescimento em placas sem este aminoacido (A-). O teste em placas
MacConkey permitiu verificar a presenca de revertentes para mutacdo no gene rfa. Nestas placas, a
auséncia de crescimento permitiu concluir que ndo existiam revertentes entre as colonias selecionadas.
O gene rfa estd associado a sintese de lipopolissacaridos da parede celular. A mutacdo presente nas
estirpes BTC leva a uma sintese deficiente de lipopolissacaridos e a producdo de uma parede celular
mais fina, havendo uma maior permeabilidade celular, permitindo a entrada de quimicos com maiores
dimensoes, facilitando a realizacdo de ensaios de mutagenicidade e cinética enzimatica de CYPs
(Ames et al., 1973). Assim, em todas as coldnias transformantes foi confirmada a deficiéncia na

parede lipopolissacérida (LPSY), pela auséncia de crescimento em meio MacConkey.

3.1.2. Andlise do DNA plasmidico

Para cada estirpe, o conteido de DNA plasmidico foi extraido e posteriormente analisado por
eletroforese em gel de agarose, de modo a confirmar a presenca dos vetores de expressao. Deste modo,
foi possivel verificar a existéncia de bandas correspondentes a pCWh_1A2 (6916 pb), pCWh_2A6
(6594 pb), pCWh_3A4 (65539 pb) e pLCM_hPGRMC1_POR (9905 pb). Na Figura 3.2 esta
representado  um exemplo dos resultados obtidos para os plasmideos pCWhlA2 +
pLCM_hPGRMC1/POR, extraido da estirpe BTC1A2_PGRMC1.
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10 037 pb
8000 pb

6000 pb

Figura 3.2: Analise eletroforética em gel de agarose 0.8%. As amostras de DNA plasmidico pertencem
a diferentes coldnias transformantes de BTC1A2_PGRMC1. (1-4: pCWh1A2 + pLCM_hPGRMC1/POR; 5:
pCWh1AZ2 (controlo); 6: pLCM_hPGRMC1 (controlo); M: Marcador HypperLadder I)

No que concerne a estirpe BTC1A2_ PGRMC1, em todos os transformantes & possivel
observar as bandas correspondentes aos dois plasmideos de interesse. Resultados semelhantes também

foram observados para as restantes estirpes.

3.2. Analise preliminar

Esta primeira abordagem consistiu num ensaio preliminar a realizacdo da presente dissertacao,
com o objetivo de estudar, através do modelo experimental proposto, a capacidade da PGRMC1 em
interagir com o complexo CYP e qual o efeito dessa interacdo na atividade do complexo.
Compararam-se 0s parametros cinéticos das diferentes isoformas CYP em estudo, na presenca ou
auséncia de PGRMC1 (Tabela 3.1, Figura 3.1), em fragdes membranares com co-expressdo de CYP,
CPR ¢, opcionalmente de PGRMCL.

Tabela 3.1: Parametros cinéticos das atividades das diferentes formas de CYP
kcata Km

. Eficiéncia
Estirpes BTC

produto formado uM (kcat/Km) (%)*
CYP1A2 0.57 £0.02 0.99+0.10 0.98 0.58 (100)
CYP1A2/PGRMC1 0.64 +0.01 0.65 +0.07 0.97 0.99 (172)
CYP2A6 1.33 +£0.05 1.56 +0.22 0.98 0.85 (100)
CYP2A6/PGRMCL1 1.43 £0.07 2.00+£0.37 0.96 0.72 (85)
CYP3A4 0.22+£0.01 1.42 +0.20 0.97 0.15 (100)
CYP3A4/PGRMC1 0.12+0.01 0.46 +£0.08 0.95 0.26 (168)

*0 calculo do aumento ou diminuicédo da eficiéncia em percentagem (%) foi feito em relacéo aos valores obtidos

pela mesma isoforma de CYP sem a presenca de PGRMC1
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Eficiéncia (k,/K,,)

1.8 1,72 1,68
1,6

1,4

1,2

0,85
0,8

0,6
0,4

0,2

CYP1A2/PGRMC1 CYP2A6/PGRMC1 CYP3A4/PGRMC1

Figura 3.1: Eficiéncia normalizada expressa como kc./Km, comparando as isoformas de CYP quando
sustentada por CPR na presenca de PGRMCL1.

Verificou-se que a PGRMCL1 tem a capacidade de interagir com o complexo enzimatico CYP,
com um efeito estimulatério na atividade dos CYP1A2 e 3A4 e, por outro lado, um efeito inibitério

relativamente ao CYP2AG.

3.3. Caracterizacao das fracdes membranares e determinacéo dos contetidos proteicos

A quantificacdo de CYP nas fracbes membranares, foi efetuada pelo método de
espectrofotometria diferencial entre a forma reduzida e a forma reduzida complexada com CO, com a
detecdo de um pico caracteristico, perto dos 450 nm, (Omura and Sato, 1964), tal como descrito na
seccdo 3.2. dos metodos. Como exemplo desta avaliacdo, o espectro diferencial (Figura 3.3) de um dos
candidatos, das colonias transformantes, da estirpe BTC1A2_PGRMC1, é apresentado em seguida. Os

niveis de CYP foram determinados de acordo com o descrito em 2.2.5.3.

0,03 -
0,02 -

0,01 -

T ~—r

400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

Absorvancia
o

Comprimento de onda (nm)

Figura 3.3: Espetro diferencial do CYP1A2 nos comprimentos de onda entre 400 e 500nm (CYP
reduzido complexado com mondxido de carbono vs CYP reduzido) na estirpe BTC1A2_PGRMCL.
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O conteudo de CPR nas fragdes membranares foi determinado através do ensaio de reducéo do
citocromo c, tal como descrito na secc¢do 2.2.5.4. Os resultados encontram-se descritos na Tabela 3.2.

O nivel de expressdao de PGRMC1 nas fracbes membranares das diferentes estirpes BTC e
DH50 (Tabela 3.2) foram estimadas por imunodetecédo (Figura 3.4), utilizando quantidades padréo de
PGRMCL1 purificada. Para cada amostra foram carregados 20 g de proteina total. A quantificacdo dos
niveis de expressdo de PGRMCL1 foi efetuada recorrendo-se as ferramentas analiticas do software
ImageJ, de acordo com o descrito na secgéo 2.2.7.

55 kDa
40 kDa

25 kDa

Figura 3.4: Fotografia da membrana de imunodetecdo de PGRMCL1 nas fragbes membranares isoladas
a partir de culturas induzidas das estirpes BTC-CYP_PGRMC1/CPR. (1: 100 ng de PGRMC1 purificada de
origem comercial (padrdo); 2: 125 ng de PGRMClpurificada de origem comercial (padrdo); 3: fracdo
membranar da estirpe BTC1A2_PGRMCL1/POR; 4: fracdo membranar da estirpe BTC2A6_PGRMCL1/POR; 5:
fracdo membranar da estirpe BTC3A4_PGRMC1/POR; 6: fracdo membranar de PGRMCL; 7: Fragdo
membranar da estirpe BTC® (controlo); M: Marcador PageRuller 26616)

As diferentes estirpes foram caracterizadas quanto aos contetdos relativos de CYP, CPR e
PGRMC1, tendo como finalidade as fracbes membranares relativamente aos racios CYP/CPR,
CYP/PGRMC1 e CPR/PGRMC1 (Tabela 3.2).

Tabela 3.2: Contelidos das fracbes membranares, relativamente ao CYP e CPR e respetivo racio (CPR:CYP)

Estirpes BTC cyp CPR— PGRMCL  ~pp.cvp  CYP:PGRMCL  CPR:PGRMCL
nM nM uM
CYP1A? 59512 4630 - T3 e
CYPLA2 PGRMCL 615+04 109+01 108 16 1:175 1:990
CYP2A6 1126 +17 158404  -oooeee 87 e e
CYP2A6 PGRMCL 915+09 94+01 146 1:10 1:160 1:1553
CYP3A4 855+21 208401  -ooomee 14 e e
CYP3A4 PGRMCL 709+14 323408 170 1:2 1:241 1:529
PGRMCL 170 e e e
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3.4. Isolamento e analise das fragdes purificadas de PGRMC1

Para purificar a proteina PGRMC1 foram necessarios varios ensaios, principalmente devido a
condicdes de optimizacdo. Em primeiro lugar, recorreu-se a colunas de purificagdo de resina IMAC
com cobalto (Talon HisTrap), onde se seguiram os procedimentos fornecidos pelo fabricante. A partir
deste isolamento obteve-se a fracdo denominada F4. Num passo seguinte, utilizou-se outra resina
IMAC (HisPur cobalto resin), com a qual se obteve a fragdo denominada B3 (Figura 3.5). A diferenca
na obtencdo destas duas fracOes, para além da resina, foi o detergente utilizado no passo de
solubilizacdo da proteina durante a purificagdo. Assim, enquanto que a fracdo B3 foi sujeita a
solubilizacdo com o detergente CHAPS, a fracdo F4 foi tratada com o detergente Triton. A quantidade
de PGRMCL1 nas fracBes purificadas foram estimadas por imunodetecdo, utilizando quantidades
padrdo de PGRMCL1 purificada, de acordo com o descrito em 2.2.6. A quantidade de PGRMC1 foi

calculada recorrendo as ferramentas analiticas do software ImageJ (Figura 3.5).

55 kDa
40 kDa

25kDa

Figura 3.5: Figura da membrana de imunodetecdo da PGRMC1 com as fracbes purificadas de
PGRMCL. (1: 100 ng de PGRMCL1 purificada de origem comercial (padrdo); 2: 125 ng de PGRMC1purificada
de origem comercial (padrdo); 3: fragdo purificada F4; 4: BTC® (controlo); 5: fracdo purificada B3; 6: BTC®
(controlo); M: Marcador PageRuller 26616)

E possivel observar no pogo 3 (Figura 3.5) a fragdo purificada F4, evidenciando duas bandas
salientes, uma na zona dos 25 kDa e outra aproximadamente nos 55 kDa, revelando a existéncia de
proteina na forma de monomero e de dimero. No processo de purificagdo da fracdo B3 (pogo 5),
observou-se que o pellet da fracdo membranar tinha cor vermelha (Anexo 1), caracteristico de
proteinas heme. Apds solubilizacdo, foi notoria a perda dessa cor para uma cor acastanhada, sugerindo
que houve perda relativa do grupo heme. Ainda, é evidente uma Unica banda na zona dos 25 kDa,
concluindo-se que esta fragdo (B3) é maioritariamente proteina na forma de monomero. As
quantidades de PGRMC1 determinadas foram de 3449 puM e 723 pM para as fragbes F4 e B3,

respetivamente.
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3.5. Avaliacéo do efeito da PGRMC1 na atividade do complexo CYP

3.5.1. Estudo da integracdo da PGRMC1 em membranas BTC-CYP

Este ensaio teve como finalidade avaliar o tempo necessario para que a PGRMCL1 tenha uma
integragdo Optima na membrana BTC-CYP. Foi utilizada a fracdo membranar CYP3A4 co-expressa
com CPR, em conjunto com uma fracdo purificada de PGRMCL1 (F4), de acordo com o descrito na

secgao 2.2.8.1. Segue-se o grafico com o resultado obtido (Figura 3.6).
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==¢==CYP3A4_CPR + PGRMC1
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Figura 3.6: Representacdo gréafica da velocidade (kons) de reacdo da O-desbenzilacdo da DBF
metabolizada pelo CYP3A4 em funcéo do tempo, para a fragdo membranar da estirpe BTC3A4 com PGRMC1
(fracdo F4) (azul), utilizando como controlo (vermelho) a mesma fragéo, mas sem adicdo de fracdo purificada de
PGRMCL.

A partir deste ensaio, foi possivel determinar que o tempo de incubacdo Optimo para
integracdo da PGRMC1 na membrana é de 60 minutos, a temperatura ambiente. Ainda, ficou
evidenciado que aos 60 minutos existe um efeito estimulatério da PGRMC1 na atividade do CYP3A4

(Figura 3.6), tal como observado anteriormente, nos estudos preliminares (Figura 3.1).
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3.5.2. Efeito da PRGMC1 na atividade dos CYPs em membranas BTC-CYP
Com a finalidade de avaliar o efeito da PGRMCL1 na atividade catalitica dos CYPs, foram

usadas fracbes membranares das estirpes BTC-CYP e uma fracéo purificada da PGRMC1 (fragdo B3)

(Figura 3.7).

1,8
1,6
1.4
1,2
1,0

0.8

ks relativa

0,6

0.4

0,2

0,0

13
12
1,1
1,0
0.9
038
0,7
0,6

100

150 200

—L.

=9=CYP1A2
<B-CYP2A6
==CYP3A4

400 600 800 1000
PGRMC1:CYP

1200

1400 1600

SR

1800 2000

Figura 3.7: Representacdo grafica da velocidade de reacdo (kons) da O-desetilacdo da EthR para o
CYP1A2, da 7-hidroxilacdo da cumarina para 0 CYP2AG6 e da O-desbenzilacdo da DBF para o CYP3A4 de CYP
em funcdo da estequiometria PGRMCL:CYP, para as fragbes membranares das estirpes BTC1A2 (azul),
BTC2AG6 (verde) e BTC3A4 (vermelho), respetivamente

Neste ensaio foi possivel observar que existe interacdo entre a PGRMC1 (fracdo B3) e os

CYPs em estudo. Verificou-se que a atividade dos CYP1A2 e 3A4 diminui, conforme o aumento da

concentragdo de PGRMC1, sendo que este fendmeno foi mais acentuado para o CYP3A4. Ja o

CYP2A6 apresentou uma ligeira estimulagdo em concentragcbes mais baixas de PGRMC1, sendo

inibido em concentragbes mais elevadas. E de notar que quanto maior a razao estequiométrica entre a
PGRMC1 e 0 CYP, maior o efeito inibitorio.
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3.5.3. Ensaio de competicdo entre a PGRMC1 e 0 CYB5

Este ensaio teve como fundamento a possivel competicdo entre a PGRMC1 e CYB5 para
ligacdo ao CYP, que poderd ocorrer devido aos dominios heme serem semelhantes em ambas as
enzimas. Para tal, foram utilizadas fracdes membranares de co-expressdo CYP_PGRMC1/POR e uma
fracdo purificada de CYBS5 (Figuras 3.8, 3.9 e 3.10).
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Figura 3.8.: Representacdo gréfica da velocidade de reacdo (Kons) da O-desetilacdo da EthR para o
CYP1A2 em funcdo de concentracdes crescentes de CYBS purificado, para as fracbes membranares das estirpes
BTC1A2_PGRMC1 (azul), BTC1AZ2 (azul tracejado) e controlo em funcéo de concentracdes crescentes de BSA
(amarelo)
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Figura 3.9: Representacdo gréfica da velocidade de reacdo (kons) da 7-hidroxilacdo da cumarina para o
CYP2A6 em funcédo de concentragdes crescentes de CYB5 purificado, para as fragdes membranares das estirpes
BTC2A6_PGRMC1 (verde), BTC2A6 (verde tracejado) e controlo em funcdo de concentragdes crescentes de
BSA (amarelo).
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Figura 3.10: Representacédo grafica da velocidade de reacéo (kons) da O-desbenzilacdo da DBF para o
CYP3A4 em funcdo de concentracdes crescentes de CYBS purificado, para as fracbes membranares das estirpes
BTC3A4 PGRMC1 (vermelho), BTC3A4 (vermelho tracejado) e controlo em funcdo de concentracdes
crescentes de BSA (amarelo)

A partir destes ensaios foi possivel observar que existe um efeito competitivo entre a
PGRMC1 e o CYBS5, indicando que competem pelo local de ligacdo ao CYP. Ainda, foi possivel
observar que a BSA ndo produz um efeito na atividade dos CYPs em estudo, concluindo-se que o
efeito observado é devido a interacdo entre as proteinas do complexo e ndo por saturacdo de proteina.
Na reacdo mediada pela isoforma CYP1A2, é possivel observar que a presenca de PGRMCL1 produz
um efeito inibitorio, embora que ligeira, a concentracdes de CYB5 inferiores para a mesma reacdo na
auséncia de PGRMCL. Ainda, na reagdo mediada por CYP2A6, existe um estimulo promovido pela
CYBS5, mas que na presenca de PGRMCL esse estimulo € menor. Por ultimo, observa-se na atividade
do CYP3A4 uma necessidade de maior quantidade de CYB5 para se obter um efeito semelhante ao

registado na auséncia de PGRMC1,
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Com o objetivo de aprofundar este estudo, realizou-se um ensaio em membranas BTC-CYP,
em que se variaram simultaneamente as concentracdes de CYB5 e PGRMC1 (fracdo B3) (Figuras
3.11, 3.12 e 3.13).

CYP1A2
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CYB5:CYP (0) CYB5:CYP (25) CYB5:CYP (50) CYB5:CYP (100)

Figura 3.11: Histograma da velocidade de reacdo da O-desetilagdo da EthR para o0 CYP1A2, em funcéo
da estequiometria entre PGRMC1:CYP e CYB5:CYP, para a fragdo membranar da estirpe BTC1A2_PGRMCL1.
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Figura 3.12: Histograma da velocidade de reagdo da 7-hidroxilacdo da cumarina para o CYP2A6, em
funcdo da estequiometria entre PGRMCI1:CYP e CYB5:CYP, para a fragdo membranar da estirpe
BTC2A6_PGRMC1.
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CYP3A4
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Figura 3.13: Histograma da velocidade de reacdo da O-desbenzilacdo da DBF para 0 CYP3A4, em
funcdo da estequiometria entre PGRMC1:CYP e CYB5:CYP, para a fracdo membranar da estirpe
BTC3A4_PGRMCL.

A partir deste ensaio, foi possivel constatar que para 0 CYP1A2 a PGRMCL1 exerce uma
interferéncia ligeira, que conduz a uma diminuicdo da atividade. Na reacdo mediada por CYP2A6, é
possivel observar o efeito de estimulacdo do CYB5 e que a PGRMC1 praticamente ndo exerce
nenhum efeito na velocidade de reacdo. Por Gltimo, na reacdo mediada por CYP3A4, o aumento da
concentragdo de PGRMCL1 diminui a velocidade catalitica, interferindo no estimulo do CYBS5. Para
além do efeito diferencial que reconhecidamente o CYB5 exerce na atividade dos diferentes CYPs
(Duarte et al., 2007; Henderson et al., 2015, Esteves et al., 2018), também a PGRMC1 parece exercer

um efeito dependente da isoforma CYP com que interage.
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RESULTADOS

A possivel interagdo entre a CPR e a PGRMC1 deve-se ao facto da CPR ser uma

oxidoredutase envolvida em multiplas vias metabolicas e, de certo modo, coincidir com a PGRMC1

em algumas dessas vias. Ambas as proteinas localizam-se no reticulo endoplasmatico, além disso, a

PGRMCL1 possui um grupo prostético heme, que tem uma funcdo diferenciada conforme o seu estado

de oxirreducdo, ou seja, estado férrico ou ferroso (Kaluka et al., 2015; Kabe et al., 2016). Tal como

acontece com outras proteinas heme, como os CYPs ou o CYBS5 (reduzidos pela CPR), a PGRMC1

tende a interagir com um parceiro redox. Para tal, fracgdo membranar PGRMC1 foi incubada com

fracdo membranar CPR e, com a fragdo membranar BTCP® (controlo) (Tabela 2.1.4) (Figura 3.12).
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Figura 3.14: Espetro diferencial PGRMC1 nos comprimentos de onda entre 380 e 620 nm, quando

reduzida pela CPR.

Ainda, com o objetivo de estudar o espectro de absorvancia no UV-vis da PGRMC1, reduziu-

se uma fracdo membranar de PGRMC1 com ditionito de sodio e tragou-se o espectro diferencial

(Figura 3.13), de modo a confirmar os picos maximos de absorvancia.
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Espectro diferencia de redugio da PGRMC1
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Figura 3.15: Espetro diferencial de reducdo da PGRMC1 com ditionito de sodio (azul), nos
comprimentos de onda entre 380 e 620 nm.

Tendo em conta as condi¢des experimentais utilizadas, os resultados sugerem que a CPR tem
a capacidade de reduzir a PGRMCL1. E possivel observar dois picos de absorvancia, aproximadamente
a 430 e 567 nm (Figura 3.12), apds incubacdo da PGRMC1 com CPR. No espectro diferencial da
PGRMC1 no estado ferroso é possivel observar dois picos, um a 432 nm e outro a 561 nm (Figura
3.13). Estes dados vao ao encontro do reportado noutros estudos (Kaluka et al., 2015; Kabe et al.,
2016) nos quais também se observaram dois picos no espectro da PGRMC1 no estado ferroso, a 415 e

568 nm.
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DISCUSSAO

4.1. Consideragdes gerais

Por muito tempo, a CPR e 0 CYB5 eram as Unicas proteinas das quais se tinha conhecimento
de interagir com os CYPs. Contudo, nos Gltimos anos, diversos estudos apontam a PGRMC1 como um
potencial parceiro de interagdes dos CYPs. Estes estudos tém levantado muitas questdes sobre o papel
da PGRMC1 na regulagdo da atividade das diferentes isoformas dos CYPs e 0s mecanismos
envolvidos nessa interagdo. Devido ao papel da PGRMCL1 na proliferacdo tumoral e a sua possivel
implicagdo na resisténcia a quimioterapia, existe um interesse crescente em estudar o seu
envolvimento e interacdo com o complexo CYP:CPR e também em avaliar se essas interacdes podem
estar, de alguma forma, ligadas aos mecanismos que conduzem a quimioresisténcia (Crudden et al.,
2005.b; Cahill and Medlock, 2017). Apesar dos diversos estudos ja realizados, muita da informacao
disponivel parece escassa ou contraditoria, sendo que a PGRMC1 tem sido apontada, tanto como
indutor ou inibidor da atividade de CYPs. Estudos anteriores sugerem que a PGRMC1 além de
interagir diretamente com o CYP, possivelmente por mecanismos semelhantes ao CYB5, também

pode afetar o complexo por interacdo direta com a CPR (Kabe et al., 2016).

Recorrendo a um modelo bacteriano biplasmidico, trés isoformas CYP (CYP1A2, 2A6 e
3A4) foram combinadas separadamente com PGRMCL. O efeito da interacdo entre as proteinas foi
avaliado através da determinacdo dos pardmetros cinéticos nas respetivas fracbes membranares. A
escolha destas isoformas baseou-se no facto de que sdo CYPs representativos do metabolismo de
farmacos e, também, o facto de alguns estudos sugerirem o envolvimento da PGRMC1 em fendémenos
de quimioresisténcia. Este estudo incidiu sobre os mecanismos envolvidos neste fendémeno e na
avaliacdo da interacdo entre a PGRMC1 e o complexo CYP. Foram usadas duas abordagens: i) a
determinacdo de parametros cinéticos das isoformas CYP na presenca ou auséncia de PGRMCL,
utilizando substratos fluorogénicos padrdo; e ii) a determinacdo da capacidade de reducdo da

PGRMC1 pela CPR, através de ensaios de espetrofotometria.

O uso de sistemas de co-expressdo heter6loga é uma importante ferramenta para este tipo de
estudos, pois permite a avaliacdo de mecanismos moleculares nas interacdes entre as enzimas do
complexo CYP:CPR, como demonstrado em estudos anteriores (Moutinho et al., 2012; Palma et al.,
2013; Campelo et al., 2017; Campelo et al., 2018; Esteves et al., 2018). O sistema celular
biplasmidico utilizado, E. coli BTC-CYP (Duarte et al., 2005), é apropriado para efetuar a expressao
heter6loga dos fatores proteicos do complexo enzimatico CYP. Este sistema possibilita ainda a
obtencdo de razdes molares CYP/CPR préximas daquelas encontradas nos microssomas do figado
humano (Paine et al., 1997; Venkatakrishnan et al., 2000), sendo esta razdo estequiométrica um fator
determinante para o estudo da atividade de um determinado CYP num dado tecido, fragdo celular ou
sistema celular com expressao heteréloga (Kranendonk et al., 2008). Os resultados obtidos no presente

estudo (Tabela 3.2) apresentam estequiometrias com concentracdes de PGRMCL1 elevadas o que
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parece sugerir que para se observar efeito da PGRMC1 na atividade do complexo enziméatico CYP,
esta tem que estar numa concentracdo relativa bastante elevada. De resto, este tipo de razdes

moleculares foram confirmados nos restantes ensaios, conduzidos durante o estudo.

4.2. Avaliacao dos resultados preliminares

O estudo inicial do efeito da PGRMC1 no complexo CYP teve como premissa a necessidade de
confirmar a interferéncia na atividade dos CYPs pela PGRMC1 através do modelo experimental
disponivel BTC-CYP. Nesta primeira fase, o estudo da atividade dos CYPs em sistemas de co-
expressdo CYP/PGRMC1/CPR permitiu confirmar, ainda que de forma preliminar, que a PGRMC1
tem um efeito na atividade das isoformas CYP estudadas. Comparando a eficiéncia relativa de cada
forma de CYP testada, observou-se que a presenca, de PGRMCL1 estimula a atividade dos CYP1A2 e
3A4 (Figura 3.1) Por outro lado, o CYP2A6 parece ser inibido pela presenca da PGRMCL. A
estequiometria CYP:CPR de co-expressdo com PGRMC1 ndo se alterou de forma significativa entre
cada CYP (Tabela 3.1). Este dado é relevante pois, a atividade de CYP é sensivel as quantidades
relativas de CPR e o0 aumento da atividade de CYP pode ser atribuido ao aumento dos niveis relativos
de CPR. Isto poderia ser uma explicacdo para o aumento da eficiéncia de CYP, no entanto, como as
estequiometrias relativas sdo semelhantes, a alteracdo da atividade dos CYPs podera ser atribuida a
presenca de PGRMC1. Ainda, a atividade da isoforma CYP2A6 é reconhecidamente aumentada pela
presenca de CYB5, como demonstrado noutros estudos (Duarte et al., 2007). No entanto, o efeito da
PGRMC1 n4o foi semelhante ao efeito do CYB5 para esta isoforma. E de acrescentar que o CYP1A2,
reconhecidamente pouco sensivel a acdo do CYB5 (Duarte et al., 2007; Esteves et al., 2018), e 0
CYP3A4, moderadamente sensivel a presenca de CYBS5, demonstraram ambos um aumento acentuado
(172% e 168%, respetivamente) de atividade (Henderson et al., 2015). O efeito da PGRMC1
observado nestes ensaios preliminares, para além de parecer ser de natureza diferente do efeito do

CYBS5, também parece ser dependente da isoforma CYP em estudo.

4.3. Avaliacéo do efeito da PGRMC1 no complexo CYP

Em primeiro lugar determinou-se o tempo de integracdo da PGRMC1 nas membranas BTC-
CYP. Para tal, utilizou-se a fragdo F4, sendo que esta fracdo continha proteina no estado holo e apo
(Figura 3.5). A andlise dos resultados (Figura 3.6) permitiu verificar que 60 minutos de incubacéo, a
temperatura ambiente, sdo as condigdes indicadas para a integracdo da PGRMCL1 nas fragdes
membranares. Com este resultado, ficou também evidente que esta fragdo estimulou (ap6s a incubacéo
de 60 minutos) a atividade do CYP3A4, verificando-se um claro aumento da kops, cerca de 1.45x em
relacdo a atividade do CYP3A4 na auséncia de PGRMCL. E ainda de notar que os valores utilizados
de PGRMC1 nos ensaios de co-expresséo iniciais para o CYP3A4 sdo muito semelhantes (5.3 vs 5.2
p1M), bem como as estequiometrias utilizadas em ambos os ensaios (estudos preliminares em fragéo
membranar com: CPR:CYP3A4 — 1:2, CYP3A4:PGRMC1 —1:211 e CPR:PGRMC1 — 1:463; e ensaio
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de integracdo em fracdo membranar com: CPR:CYP3A4 — 1:2.5, CYP3A4:PGRMC1 — 1:207 e
CPR:PGRMC1 - 511), validando os resultados.

O passo seguinte consistiu na verificacdo do efeito da PGRMCL nas fracbes membranares
BTC-CYP, em concentragdes crescentes de proteina purificada, utilizando-se a fracdo B3. A analise
dos resultados permitiu verificar que a atividade do CYP1A2 diminuiu conforme o aumento da
concentracdo de PGRMCL1 (Figura 3.7). Tal fendmeno foi ainda observado para o0 CYP3A4, de uma
forma mais acentuada (Figura 3.7). J& o CYP2A6 apresentou uma ligeira estimulacdo em
concentracdes mais baixas de PGRMC1, sendo inibido em concentracbes mais elevadas de PGRMC1
(Figura 3.7). A constatagdo destes resultados, demonstrou ser de grande interesse, pois neste ensaio,
observou-se um efeito inverso ao obtido nos estudos preliminares, nos quais se verificou estimulagéo
dos CYP1A2 e 3A4 e inibicdo do CYP2A6 na presenca de PGRMCL. Estes resultados podem ser
explicados pelo facto desta fracdo (B3) ser constituida maioritariamente por monémero, ou seja,
tendencialmente apo-proteina, ndo possuindo por isso 0 grupo prostético heme. Estudos anteriores
sugerem que a presenca do grupo heme e a dimerizacdo sdo necessarias para que haja interacdo da
PGRMCL1 com os CYPs (Kabe et al., 2016). Sendo que a fracdo purificada (B3) era constituida
maioritariamente por proteina no estado monomeérico, poderd ter um efeito diferente ou mesmo
contrario ao observado na presenca de proteina dimerizada. No entanto, pode-se acrescentar que o
mondmero tem a capacidade de interagir, de alguma forma, com o complexo enzimatico CYP, como
ficou demonstrado pela diferenca de atividade na presenca da fracdo purificada B3. Com este ensaio
foi possivel determinar também que o efeito da PGRMCL1 depende da isoforma CYP, tal como
acontece com 0 CYBS5 e em linha com os resultados das experiéncias preliminares. Mais ainda se pode
acrescentar que a PGRMC1 podera eventualmente ter um efeito alostérico sobre o complexo CYP,
pois mesmo o mondmero, forma molecular sem o grupo prostético, parece interagir com o CYP,

modificando a sua atividade.

De modo a aprofundar o estudo da interacdo da PGRMC1 com os CYPs, foi levado a cabo um
ensaio de competicdo entre a PGRMC1 e o CYB5, com o intuito de verificar se o local de ligagao dos
CYPs a PGRMCL é coincidente com o local de ligagdo ao CYBS5. Esta hipotese advém do facto da
PGRMCL1 possuir um dominio heme CYB5-like, e por isso, poder interagir com os CYPs de modo
semelhante ao CYB5 e competir pela ligagdo ao CYP quando o CYB5 estd presente. Assim,
utilizaram-se fracdes membranares BTC CYP_PGRMC1/CPR e CYB5 purificado em concentracoes
crescentes. Observou-se que na reagdo mediada por CYP1AZ2, a presenga da PGRMC1 tem um efeito
inibitério, embora que muito ligeiro, a concentracdes de CYB5 inferiores aquilo que se observa para a
mesma reagdo sem a presenca de PGRMC1 (Figura 3.8). Na reacdo mediada pelo CYP2A6 (Figura
3.9), apesar de haver um estimulo promovido pelo CYB5, quando comparada a rea¢do na auséncia de

PGRMCL1 este estimulo foi menor, o que parece sugerir que também existe um efeito inibitorio pela
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competicdo da PGRMC1 para a ligagdo ao CYP. Por Ultimo, é possivel observar que para a atividade
do CYP3A4 (Figura 3.10), é necessaria uma maior quantidade de CYB5 para que se observe um efeito
semelhante aquele registado na auséncia de PGRMCJ1. Estes dados, levam a concluir que existe uma
competicdo da PGRMC1 com o CYBS5, pois o efeito estimulante do CYB5 é menos evidente quando
comparado com as reacOes mediadas pelas diferentes isoformas de CYP na auséncia de PGRMC1.
Deste modo, podera ser sugerido que apesar de aparentemente, terem efeitos diferenciados sobre o
complexo CYP, PGRMC1 e CYB5 poderdo ter uma zona de interagdo com os CYPs semelhante ou
coincidente, pelo menos em parte, 0 que vem ao encontro das semelhangas estruturais entre estas duas
enzimas (Cabhill et al., 2016).

Com o objetivo de obter informac6es mais detalhadas acerca das interaces PGRMC1:CYP,
fez-se um estudo de competicdo entre a PGRMCL1 e o CYB5, em fraces membranares BTC-CYP,
utilizando a fracdo purificada PGRMC1 (B3) e CYBS5. Neste ensaio, foram aplicadas concentraces
crescentes de ambas as proteinas e foi possivel confirmar o efeito inibitéria da PGRMCL1 no efeito do
CYBS5, o que confirma a existéncia de competicédo entre a PGRMC1 e o CYB5 para a ligagéo ao CYP.
Na atividade mediada pelo CYP1A2 (Figura 3.11) observou-se uma interferéncia da PGRMC1 que
conduziu a uma diminui¢do da atividade. Este efeito ndo € muito claro, devido a esta isoforma ser
pouco sensivel ao CYB5 e, possivelmente também pouco sensivel a PGRMCL1. Através da atividade
do CYP2A6 (Figura 3.12), é possivel observar uma ligeira interferéncia da PGRMC1 no efeito
estimulatdrio do CYB5. Sabe-se que 0 CYP2AG6 € bastante sensivel ao CYBS5 (Esteves et al., 2018) e,
com base nos resultados do presente estudo é possivel observar que a PGRMCL1 tem uma menor
afinidade para o CYP2A6, em relacdo ao CYBS5. Por ultimo, a atividade do CYP3A4 (Figura 3.13)
diminuiu com o aumento da concentracdo da PGRMCL1. O CYP3A4 tem afinidade intermédia para o
CYB5 e, aparentemente estes resultados parecem indicar que também poderd ter sensibilidade
intermédia para a PGRMCL.

Estudos anteriores (Hughes et al., 2007; Szczesna-Skorupa and Kemper, 2010; Oda et al.,
2011) apontaram ja para esta relagdo entre PGRMC1 e o CYP3A4. Szczesna-Skorupa e Kemper
(2010) observaram que existe um efeito inibitério da PGRMCL1 na atividade do CYP3A4 em linhas
celulares HepG2 e Hek293. Por outro lado, Oda e seus colegas, reportaram um aumento na atividade
do CYP3A4 em culturas celulares HepG2, quando na presenca de PGRMC1. No contexto das
resisténcias a quimioterapia, de futuro, serd& de todo o interesse aprofundar a interacdo

PGRMCL1:CYP3A4 de forma a clarificar o seu impacto na metabolizacao destes farmacos.

54



DISCUSSAO

4.4. Reducdo da PGRMCL1 pela CPR

Estudos anteriores demonstram que a PGRMC1 tem a capacidade de se ligar ao grupo heme,
mas tal ligacdo parece ndo ser tdo havida como outras proteinas heme, como o CYB5. Os mecanismos
envolvidos na regulagdo da ligagdo do grupo heme a PGRMCL1 ainda permanecem por desvendar, mas
parece que a ligacdo é instavel, devido a esta se formar na superficie exterior da proteina e ndo dentro
da proteina, como ocorre noutras proteinas heme. A formagao de um dimero, permite que essa ligacao
se torne mais estavel (Kabe et al., 2018). Kaluka e seus colegas (2015), observaram por
espectrofotometria de UV-VIS que a PGRMC1 quando no estado ferroso, apresenta dois picos de
absorvancia nos 416 e 567 nm (Kaluka et al., 2015). Noutro estudo foram observados dois picos nos
comprimentos de onda 415 e 568 nm, quando a PGRMC1 se apresenta no estado ferroso (Kabe et al.,
2016). Assim, numa Ultima fase deste estudo, levantaram-se algumas questdes em relacdo a possivel
interacdo da PGRMC1 com a CPR. Questionou-se se a CPR, uma oxidoredutase com um papel central
em diversas vias metabdlicas, teria a capacidade de reduzir a PGRMC1, sendo que esta proteina pode
ligar-se ao grupo heme, que se apresenta no estado ferroso (Fe?*) ou férrico (Fe**) e, portanto, passivel
de ser reduzido. Deste modo, por técnicas espectrofotométricas, tracou-se um espectro diferencial de
reducdo da PGRMC1 pela CPR (Figura 3.14), entre 380 e 620 nm. Nesse espectro foi possivel
observar de forma clara dois picos, um primeiro, aproximadamente a 432 nm e outro,
aproximadamente a 564 nm. Ainda, no espectro diferencial da PGRMC1 no estado ferroso (reduzido
com ditionito de sodio) foi possivel observar dois picos, um a 432 nm e outro a 561 nm (Figura 3.15),
coincidentes com o observado por Kaluka e seus colegas (2015). As diferengas entre 0s comprimentos
de onda dos picos de obsorvancia obtidos neste estudo e aos observados nos estudos referidos
anteriormente, parecem dever-se a diferentes metodologias, tal como o uso de proteina clipada por
Kabe e seus colegas (2016), sendo que a utilizada neste ensaio é full-lenght. Assim, conforme sugerido
por Szczesha-Skorupa and Kemper (2011), € possivel que a PGRMC1 seja reduzida pela CPR, da
mesma forma que acontece com 0s outros parceiros redox, como os CYPs. Esta hipotese é reforcada
pela co-localizagdo de ambas as enzimas no reticulo endoplasmatico (Szczesna-Skorupa and Kemper,
2011).
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Apesar de ser uma proteina multifuncional, as fungbes exatas da PGRMC1 ainda ndo estdo
suficientemente esclarecidas. No entanto, existem dados que sugerem que a PGRMCL esta envolvida
no metabolismo de fArmacos e que tem a capacidade de interagir com o complexo enzimatico CYP.
Ainda, estudos indicam que existe sobre expressdo desta proteina em multiplos tipos de cancro, como
cancro da tiroide, ovario, mamario ou pulmio e, estd implicada no crescimento tumoral, na
diferenciacdo celular em tumores, metastizacdo, e no fendmeno de quimioresisténcia. Por estes
motivos, existe um grande interesse clinico associado aos mecanismos em que a PGRMCL1 esta
envolvida. Assim, esta dissertacdo teve como objetivo avaliar a interacdo entre a PGRMCL1 e o
complexo CYP e o0 seu impacto no metabolismo mediado por CYP, mais precisamente no
metabolismo de farmacos e, quais as potenciais implicacfes desta interacdo na quimioresisténcia.
Deste modo, utilizou-se um modelo de expressao heteréloga que permitiu a co-expressao de CPR e
PGRMC1, com as diferentes isoformas CYP (CYP1A2, 2A6 e 3A4), representativas do metabolismo
de farmacos, e como tal envolvidas na metabolizacdo de farmacos utilizados na terapia contra o

cancro.

As alteracdes na expressdo de PGRMC1 em certas condicdes fisiologicas podem afetar, de
forma ainda pouco clara, o metabolismo mediado por CYP, tendo impacto na metabolizacdo de
quimioterapéuticos. Este estudo, veio suportar a hipotese de que a PGRMC1 tem a capacidade de
interagir com o complexo enzimatico CYP e clarificar pelo menos em parte, 0s mecanismos
envolvidos nessa interacdo. Através deste estudo, foi possivel observar que existe interacdo entre a
PGRMC1 e o complexo enziméatico CYP e que o efeito dessa interacdo depende ndo sé da isoforma
CYP, mas também do estado conformacional da PGRMC1 (dimero ou mondmero) e,
consequentemente, da presenca do grupo prostético heme. Ainda, foi possivel verificar que existe
competicdo entre a PGRMCL1 e o CYBS5, possivelmente pelo mesmo local de ligacdo aos CYPs, sendo
gue a PGRMCL1 altera o efeito estimulatério do CYB5 na atividade dos CYPs estudados, causando um
efeito inibitério por competicdo. Assim, pode sugerir-se que as interacbes CYP:PGRMCL1 e
CYP:CYBS5, ocorrem através de uma regido de ligacdo dos CYPs coincidente. E de referir que a
possibilidade da PGRMCL interferir com a acdo da CPR no contexto do complexo CYP, e mesmo de
poder ser reduzida por esta oxirredutase, nao pode ser excluida deste “puzzle metabolico”, tal como

demonstrado no presente estudo.

Assim, através deste estudo, foi também possivel observar que as quantidades relativas de
PGRMCL1 apresentadas sdo elevadas em relacdo aos CYPs em estudo, sugerindo que é necessaria uma
grande quantidade relativa de PGRMCL para que se observe um efeito na atividade enzimética de
CYP. Esta informacdo estd de acordo com o reportado por outros estudos, em que se observa uma
sobre expressdo da PGRMC1 em diversos cancros, sugerindo que esta interacdo, ao aumentar a

atividade catalitica dos CYPs, leva a uma aceleracdo metabolizacdo dos farmacos, provocando
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ineficiéncia terapéutica. Apesar das hipdteses levantadas neste estudo, muitas questdes necessitam

ainda de resposta e estudos no sentido de tentar compreender o envolvimento global da PGRMC1 na

resisténcia a quimioterapia, sd0 necessarios.

60



6. BIBLIOGRAFIA






BIBLIOGRAFIA

Ames, B., Lee, F., & Durston, W. (1973). An Improved Bacterial Test System for the Detection and
Classification of Mutagens and Carcinogens. Proceedings Of The National Academy Of
Sciences, 70(3), 782-786. doi: 10.1073/pnas.70.3.782

Anzenbacher, P., & Anzenbacherov4, E. (2001). Cytochromes P450 and metabolism of xenobiotics:
Cellular and Molecular Life Sciences, 58(5), 737—747. https://doi.org/10.1007/PL00000897

Bart, A. G., & Scott, E. E. (2017). Structural and functional effects of cytochrome b s interactions with
human cytochrome P450 enzymes. Journal of Biological Chemistry, 292(51), 20818-20833.
https://doi.org/10.1074/jbc.RA117.000220

Bastide, N. M., Pierre, F. H. F., & Corpet, D. E. (2011). Heme Iron from Meat and Risk of Colorectal
Cancer: A Meta-analysis and a Review of the Mechanisms Involved. Cancer Prevention
Research, 4(2), 177-184. https://doi.org/10.1158/1940-6207.CAPR-10-0113

Bhatt, M. R., Khatri, Y., Rodgers, R. J., & Martin, L. L. (2017). Role of cytochrome b5 in the
modulation of the enzymatic activities of cytochrome P450 17a-hydroxylase/17,20-lyase
(P450 17A1). The Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology, 170, 2-18.
https://doi.org/10.1016/j.jsbmb.2016.02.033

Bibi, Z. (2008). Role of cytochrome P450 in drug interactions. Nutrition & Metabolism, 5(1), 27.
https://doi.org/10.1186/1743-7075-5-27

Bradford, M. M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of protein
utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry, 72(1-2), 248-254.
doi:10.1016/0003-2697(76)90527-3

Cahill, M. A. (2007). Progesterone receptor membrane component 1: An integrative review. The
Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology, 105(1-5), 16-36.
https://doi.org/10.1016/j.jsbmb.2007.02.002

Cahill, M., & Medlock, A. (2017). Thoughts on interactions between PGRMCL1 and diverse attested
and potential hydrophobic ligands. The Journal Of Steroid Biochemistry And Molecular
Biology, 171, 11-33. doi: 10.1016/j.jsbmb.2016.12.020

Cahill, M. A., Jazayeri, J. A., Catalano, S. M., Toyokuni, S., Kovacevic, Z., & Richardson, D. R.
(2016). The emerging role of progesterone receptor membrane component 1 (PGRMC1) in
cancer biology. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Reviews on Cancer, 1866(2), 339-349.
https://doi.org/10.1016/j.bbcan.2016.07.004

Campelo, D., Esteves, F., Palma, B., Gomes, B., Rueff, J., Lautier, T., Urban, P., Truan, G., &
Kranendonk, M. (2018). Probing the Role of the Hinge Segment of Cytochrome P450
Oxidoreductase in the Interaction with Cytochrome P450. International Journal Of Molecular
Sciences, 19(12), 3914. doi: 10.3390/ijms19123914

Campelo, D., Lautier, T., Urban, P., Esteves, F., Bozonnet, S., Truan, G., & Kranendonk, M. (2017).
The Hinge Segment of Human NADPH-Cytochrome P450 Reductase in Conformational
Switching: The Critical Role of lonic Strength. Frontiers in Pharmacology, 8.
https://doi.org/10.3389/fphar.2017.00755

Crudden, G. (2005.a). Hpr6 (Heme-1 Domain Protein) Regulates the Susceptibility of Cancer Cells to

Chemotherapeutic Drugs. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, 316(1),
448-455. https://doi.org/10.1124/jpet.105.094631

63



BIBLIOGRAFIA

Crudden, Gerard, Loesel, R., & Craven, R. J. (2005.b). Overexpression of the Cytochrome P450
Activator Hpré (Heme-1 Domain Protein/Human Progesterone Receptor) in Tumors. Tumor
Biology, 26(3), 142-146. https://doi.org/10.1159/000086485

Duarte, M. P., Palma, B. B., Laires, A., Oliveira, J. S., Rueff, J.,, & Kranendonk, M. (2005).
Escherichia coli BTC, a human cytochrome P450 competent tester strain with a high
sensitivity towards alkylating agents: Involvement of alkyltransferases in the repair of DNA
damage induced by  aromatic  amines. Mutagenesis, 20(3), 199-208.
doi:10.1093/mutage/gei028

Duarte, M. P., Palma, B. B., Gilep, A. A, Laires, A., Oliveira, J. S., Usanov, S. A., Rueff, J.,
Kranendonk, M. (2007). The stimulatory role of human cytochrome b5 in the bioactivation
activities of human CYP1A2, 2A6 and 2E1: A new cell expression system to study
cytochrome P450-mediated biotransformation (a corrigendum report on Duarte et al. (2005)
Mutagenesis 20, 93-100). Mutagenesis, 22(1), 75-81. doi:10.1093/mutage/gel054

Dirr, U. H. N., Yamamoto, K., Im, S.-C., Waskell, L., & Ramamoorthy, A. (2007). Solid-State NMR
Reveals Structural and Dynamical Properties of a Membrane-Anchored Electron-Carrier
Protein, Cytochrome b s. Journal of the American Chemical Society, 129(21), 6670-6671.
https://doi.org/10.1021/ja069028m

Ellis, J., Gutierrez, A., Barsukov, I. L., Huang, W.-C., Grossmann, J. G., & Raberts, G. C. K. (2009).
Domain Motion in Cytochrome P450 Reductase: CONFORMATIONAL EQUILIBRIA
REVEALED BY NMR AND SMALL-ANGLE X-RAY SCATTERING. Journal of
Biological Chemistry, 284(52), 36628-36637. https://doi.org/10.1074/jbc.M109.054304

Esteves, F., Campelo, D., Urban, P., Bozonnet, S., Lautier, T., Rueff, J., Truan, G., Kranendonk, M.
(2018). Human cytochrome P450 expression in bacteria: Whole-cell high-throughput activity
assay for CYP1A2, 2A6 and 3A4. Biochemical Pharmacology,158, 134-140.
doi:10.1016/j.bcp.2018.10.006

Falkenstein, E., Eisen, C., Schmieding, K., Stein, C., Losel, R., & Wehling, M. (2001). Chemical
modification and structural analysis of the progesterone membrane binding protein from
porcine liver membranes, 10.

Fisher, C. W., Caudle, D. L., Martin-Wixtrom, C., Quattrochi, L. C., Tukey, R. H., Waterman, M. R.,
& Estabrook, R. W. (1992). High-level expression of functional human cytochrome P450 1A2
in Escherichia coli. The FASEB Journal, 6(2), 759-764.
https://doi.org/10.1096/fasebj.6.2.1537466

Gerdes, D., Wehling, M., Leube, B., & Falkenstein, E. (1998). Cloning and Tissue Expression of Two
Putative Steroid Membrane Receptors, Biological Chemestry, 379, 907-911.

Guengerich, F.P. (2005) Chapter 10 in: Montellano, P.R.O., Cytochrome P450 Structure, Mechanism,
and Biochemistry. 32 Edigdo, Kluwer Academic e Plenum Publishers, New York, EUA. 386-
399.

Guengerich, F.P. (2015) Human cytochrome P450 enzymes. In In Cytochrome P450: Structure,

Mechanism, and Biochemistry (4th edn) (Ortiz de Montellano, P.R., ed.), pp. 523-785,
Springer

64



BIBLIOGRAFIA

Guengerich, F. P. (2007). Mechanisms of cytochrome P450 substrate oxidation: MiniReview. Journal
of Biochemical and Molecular Toxicology, 21(4), 163-168. https://doi.org/10.1002/jbt.20174

Guengerich, F. P., Waterman, M. R., & Egli, M. (2016). Recent Structural Insights into Cytochrome
P450  Function.  Trends in  Pharmacological ~ Sciences, 37(8), 625-640.
https://doi.org/10.1016/j.tips.2016.05.006

Hampton, K. K., Stewart, R., Napier, D., Claudio, P. P., & Craven, R. J. (2015). PGRMC1 Elevation
in Multiple Cancers and Essential Role in Stem Cell Survival. Advances in Lung Cancer,
04(03), 37-51. https://doi.org/10.4236/alc.2015.43006

Hand, R. A, Jia, N., Bard, M., & Craven, R. J. (2003). Saccharomyces cerevisiae Daplp, a Novel
DNA Damage Response Protein Related to the Mammalian Membrane-Associated
Progesterone Receptor. Eukaryotic Cell, 2(2), 306-317. https://doi.org/10.1128/EC.2.2.306-
317.2003

Henderson, C., McLaughlin, L., Scheer, N., Stanley, L., & Wolf, C. (2015). Cytochrome b5 Is a Major
Determinant of Human Cytochrome P450 CYP2D6 and CYP3A4 Activity In Vivo. Molecular
Pharmacology, 87(4), 733-739. doi: 10.1124/mol.114.097394

Hildebrandt, A., & Estabrook, R. (1971). Evidence for the participation of cytochrome b5 in hepatic
microsomal mixed-function oxidation reactions. Archives Of Biochemistry And Biophysics,
143(1), 66-79. doi: 10.1016/0003-9861(71)90186-x

Horecker, B. L., & Heppel, A. (1949). THE REDUCTION OF CYTOCHROME ¢ BY XANTHINE
OXIDASE, 9.

Hughes, A. L., Powell, D. W., Bard, M., Eckstein, J., Barbuch, R., Link, A. J., & Espenshade, P. J.
(2007). Dapl/PGRMCL1 Binds and Regulates Cytochrome P450 Enzymes. Cell Metabolism,
5(2), 143-149. https://doi.org/10.1016/j.cmet.2006.12.009

Ingelman-Sundberg, M. (2001). Genetic variability in susceptibility and response to toxicants.
Toxicology Letters, 120(1-3), 259-268. doi:10.1016/s0378-4274(01)00278-8

lyanagi, T., Xia, C., & Kim, J.-J. P. (2012). NADPH-cytochrome P450 oxidoreductase: Prototypic
member of the diflavin reductase family. Archives of Biochemistry and Biophysics, 528(1),
72-89. https://doi.org/10.1016/j.abb.2012.09.002

Jancova, P., Anzenbacher, P., & Anzenbacherova, E. (2010). PHASE II| DRUG METABOLIZING
ENZYMES. Biomedical Papers, 154(2), 103-116. https://doi.org/10.5507/bp.2010.017

Kabe, Y., Nakane, T., Koike, I., Yamamoto, T., Sugiura, Y., Harada, E., ... Suematsu, M. (2016).
Haem-dependent dimerization of PGRMC1/Sigma-2 receptor facilitates cancer proliferation
and chemoresistance. Nature Communications, 7(1). https://doi.org/10.1038/ncomms11030

Kabe, Y., Handa, H., & Suematsu, M. (2018). Function and structural regulation of the carbon
monoxide (CO)-responsive membrane protein PGRMC1. Journal of Clinical Biochemistry
and Nutrition, 63(1), 12-17. doi:10.3164/jcbn.17-132

Kaluka, D., Batabyal, D., Chiang, B.-Y., Poulos, T. L., & Yeh, S.-R. (2015). Spectroscopic and

Mutagenesis  Studies of Human PGRMC1. Biochemistry, 54(8), 1638-1647.
https://doi.org/10.1021/bi501177e

65



BIBLIOGRAFIA

Kranendonk, M., Mesquita, P., Laires, A., Vermeulen, N. P. E., & Rueff, J. (1998). Expression of
human cytochrome P450 1A2 in Escherichia coli: a system for biotransformation and
genotoxicity  studies of chemical carcinogens. Mutagenesis, 13(3), 263-269.
https://doi.org/10.1093/mutage/13.3.263

Kranendonk, Michel, Fisher, C. W., Roda, R., Carreira, F., Theisen, P., Laires, A., Rueff, J.,
Vermeulen, N.P.E., Estabrook, R. W. (1999). Escherichia coli MTC, a NADPH cytochrome
P450 reductase competent mutagenicity tester strain for the expression of human cytochrome
P450: Comparison of three types of expression systems. Mutation Research/Genetic
Toxicology and Environmental Mutagenesis, 439(2), 287—-300. https://doi.org/10.1016/S1383-
5718(98)00193-4

Kranendonk, Michel, Marohnic, C. C., Panda, S. P., Duarte, M. P., Oliveira, J. S., Masters, B. S. S., &
Rueff, J. (2008). Impairment of human CYP1A2-mediated xenobiotic metabolism by Antley—
Bixler syndrome variants of cytochrome P450 oxidoreductase. Archives of Biochemistry and
Biophysics, 475(2), 93-99. https://doi.org/10.1016/j.abb.2008.04.014

Lin, S.-T., May, E. W. S,, Chang, J.-F., Hu, R.-Y., Wang, L. H.-C., & Chan, H.-L. (2015). PGRMC1
contributes to doxorubicin-induced chemoresistance in MES-SA uterine sarcoma. Cellular
and Molecular Life Sciences, 72(12), 2395-2409. https://doi.org/10.1007/s00018-014-1831-9

Mallory, J. C., Crudden, G., Johnson, B. L., Mo, C., Pierson, C. A., Bard, M., & Craven, R. J. (2005).
Daplp, a Heme-Binding Protein That Regulates the Cytochrome P450 Protein
Ergllp/Cyp51p in Saccharomyces cerevisiae. Molecular and Cellular Biology, 25(5), 1669-
1679. https://doi.org/10.1128/MCB.25.5.1669-1679.2005

Meyer, C., Schmid, R., Scriba, P. C., & Wehling, M. (1996). Purification and Partial Sequencing of
High-Affinity Progesterone-Binding Site(s) from Porcine Liver Membranes. European
Journal of Biochemistry, 239(3), 726—-731. https://doi.org/10.1111/j.1432-1033.1996.0726u.x

Mifsud, W., & Bateman, A. (2002). Membrane-bound progesterone receptors contain a cytochrome
b5-like ligand-binding domain. Genome biology, 3(12), RESEARCHO0068.

Moutinho, D., Marohnic, C. C., Panda, S. P., Rueff, J., Masters, B. S., & Kranendonk, M. (2012).
Altered Human CYP3A4 Activity Caused by Antley-Bixler Syndrome-Related Variants of
NADPH-Cytochrome P450 Oxidoreductase Measured in a Robust In Vitro System. Drug
Metabolism and Disposition, 40(4), 754—760. https://doi.org/10.1124/dmd.111.042820

Nebert, D. W., Wikvall, K., & Miller, W. L. (2013). Human cytochromes P450 in health and disease.
Philosophical Transactions of the Royal Society B: Biological Sciences, 368(1612),
20120431-20120431. https://doi.org/10.1098/rsth.2012.0431

Nebert, D. W., Adesnik, M., Coon, M. J., Estabrook, R. W., Gonzalez, F. J., Guengerich, F. P., . ..
Waterman, M. R. (1987). The P450 Gene Superfamily: Recommended Nomenclature. Dna,
6(1), 1-11. doi:10.1089/dna.1987.6.1

Nelson, D. R., Koymans, L., Kamataki, T., Stegeman, J. J., Feyereisen, R., Waxman, D. J., . . . Nebert,
D. W. (1996). P450 superfamily: Update on new sequences, gene mapping, accession
numbers and nomenclature. Pharmacogenetics, 6(1), 1-42. doi:10.1097/00008571-199602000-
00002

Oda, S., Nakajima, M., Toyoda, Y., Fukami, T., & Yokoi, T. (2011). Progesterone Receptor

Membrane Component 1 Modulates Human Cytochrome P450 Activities in an Isoform-
Dependent Manner. Drug Metabolism and Disposition, 39(11), 2057-2065.

66


https://doi.org/10.1016/S1383-5718(98)00193-
https://doi.org/10.1016/S1383-5718(98)00193-

BIBLIOGRAFIA

https://doi.org/10.1124/dmd.111.040907
Omura, T. & Sato, R. (1964) - The carbon monoxide-binding pigment of liver microsomes.
The Jorurnal of Biological Biochemestry, 239, 7.

Omura, T. (2010). Structural diversity of cytochrome P450 enzyme system. The Journal of
Biochemistry, 147(3), 297-306. https://doi.org/10.1093/jb/mvg001

Paine, M. F., Khalighi, M., Fisher, J. M., Shen, D. D., Kunze, K. L., Marsh, C. L., Perkins, J.M.,
Thummel, K. E. (1997). Characterization of Interintestinal and Intraintestinal Variations in
Human CYP3A-Dependent Metabolism, 283, 11.

Palma, B. B., Silva e Sousa, M., Urban, P., Rueff, J., & Kranendonk, M. (2013). Functional
characterization of eight human CYP1A2 variants: the role of cytochrome b5.
Pharmacogenetics and Genomics, 23(2), 41-52.
https://doi.org/10.1097/FPC.0b013e32835c2ddf

Pandey, A. V., & Fluck, C. E. (2013). NADPH P450 oxidoreductase: Structure, function, and
pathology  of diseases.  Pharmacology &  Therapeutics, 138(2), 229-254.
https://doi.org/10.1016/j.pharmthera.2013.01.010

Pandey, A. V., & Sproll, P. (2014). Pharmacogenomics of human P450 oxidoreductase. Frontiers in
Pharmacology, 5. https://doi.org/10.3389/fphar.2014.00103

Parkinson, A.; 2001, New York, McGraw-Hill, Toxicology- The basic Science of Poisons, Chapter 6:
Biotransformation of xenobiotics, p. 133-137

Parkinson, A. 2008. Biotransformation of xenobiotics. Casarett and Doull's Toxicology:The basic
science of poisons. Curtis D. Klaassen. Kansas, McGraw-Hill: 161-304.

Peluso, John J., Pappalardo, A., Losel, R., & Wehling, M. (2005). Expression and Function of
PAIRBP1 Within Gonadotropin-Primed Immature Rat Ovaries: PAIRBP1 Regulation of
Granulosa and Luteal Cell Viabilityl. Biology of Reproduction, 73(2), 261-270.
https://doi.org/10.1095/biolreprod.105.041061

Porter, T. D. (2002). The roles of cytochromeb5 in cytochrome P450 reactions. Journal of
Biochemical and Molecular Toxicology, 16(6), 311-316. https://doi.org/10.1002/jbt.10052

Raza, F. S., Takemori, H., Tojo, H., Okamoto, M., & Vinson, G. P. (2001). Identification of the rat
adrenal zona fasciculata/reticularis specific protein, inner zone antigen (IZAg), as the putative
membrane progesterone receptor: 1ZAg is the putative membrane progesterone receptor.
European Journal of Biochemistry, 268(7), 2141-2147. https://doi.org/10.1046/j.1432-
1327.2001.02096.x

Rohe, H. J.,, Ahmed, I. S., Twist, K. E., & Craven, R. J. (2009). PGRMC1 (progesterone receptor
membrane component 1): A targetable protein with multiple functions in steroid signaling,
P450 activation and drug binding. Pharmacology & Therapeutics, 121(1), 14-19.
https://doi.org/10.1016/j.pharmthera.2008.09.006

Sambrook, J., E. F. Fritsch, and T. Maniatis. (1989). Molecular cloning: a laboratory manual, 2nd ed.
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.

Selmin, O., Lucier, G., Clark, G., Tritscher, A., Vandenheuvel, J., Gastel, J., Walker, J.W., Sutter,
T.R., Bell, A. (1997). Isolation and characterization of a novel gene induced by 2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxin  in  rat liver. Hepatology Research, 7(1), 73-73.

67



BIBLIOGRAFIA

d0i:10.1016/s0928-4346(97)89848-9

Storbeck, K.-H., Swart, A. C., Goosen, P., & Swart, P. (2013). Cytochrome b5: Novel roles in
steroidogenesis. ~ Molecular and  Cellular  Endocrinology,  371(1-2), 87-99.
https://doi.org/10.1016/j.mce.2012.11.020

Strittmatter, C. F., & Ball, E. G. (1952). A Hemochromogen Component of Liver Microsomes.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 38(1), 19-
25.

Szczesna-Skorupa, E., & Kemper, B. (2011). Progesterone Receptor Membrane Component 1 Inhibits
the Activity of Drug-Metabolizing Cytochromes P450 and Binds to Cytochrome P450
Reductase. Molecular Pharmacology, 79(3), 340-350.
https://doi.org/10.1124/mol.110.068478

Timbrell, J. A., & Marrs, T. C. (2009). Biotransformation of Xenobiotics. Em B. Ballantyne, T. C.
Marrs, & T. Syversen (Eds.), General and Applied Toxicology. Chichester, UK: John Wiley &
Sons, Ltd. https://doi.org/10.1002/9780470744307.gat004

Vivekanandan, S., Ahuja, S., Im, S.-C., Waskell, L., & Ramamoorthy, A. (2014). 1H, 13C and 15N
resonance assignments for the full-length mammalian cytochrome b5 in a membrane
environment. Biomolecular NMR Assignments, 8(2), 409—413. https://doi.org/10.1007/s12104-
013-9528-9

Xu, J., Zeng, C., Chu, W, Pan, F., Rothfuss, J. M., Zhang, F., ... Mach, R. H. (2011). Identification of
the PGRMC1 protein complex as the putative sigma-2 receptor binding site. Nature
Communications, 2(1). https://doi.org/10.1038/ncomms1386

Yamamoto, T., Takano, N., Ishiwata, K., Ohmura, M., Nagahata, Y., Matsuura, T., ... Suematsu, M.
(2014). Reduced methylation of PFKFB3 in cancer cells shunts glucose towards the pentose
phosphate pathway. Nature Communications, 5(1). https://doi.org/10.1038/ncomms4480

Zanger, U. M., Turpeinen, M., Klein, K., & Schwab, M. (2008). Functional
pharmacogenetics/genomics of human cytochromes P450 involved in drug biotransformation.
Analytical and Bioanalytical Chemistry, 392(6), 1093-1108. https://doi.org/10.1007/s00216-
008-2291-6

Zhang, Haifeng, Gao, N., Liu, T., Fang, Y., Qi, B., Wen, Q., ... Qiao, H. (2015). Effect of Cytochrome
b5 Content on the Activity of Polymorphic CYP1A2, 2B6, and 2E1 in Human Liver
Microsomes. PLOS ONE, 10(6), e0128547. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0128547

Zhang, Haoming, Im, S.-C., & Waskell, L. (2007). Cytochrome b s Increases the Rate of Product
Formation by Cytochrome P450 2B4 and Competes with Cytochrome P450 Reductase for a
Binding Site on Cytochrome P450 2B4. Journal of Biological Chemistry, 282(41), 29766—
29776. https://doi.org/10.1074/jbc.M703845200

68



ANEXOS






Anexo 1



ANEXOS

68
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Figura 1: Pellet da fracdo membranar PGRMC1 ap6s primeira ultracentrifugacédo
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