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Resumo

O antirectroviral Nevirapina (NVP) é um inibidor ndo nucleosidico da transcriptase reversa
(INNTR) aplicado contra infecgcdes pelo virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1), cuja
utilizacdo é principalmente limitada pela hepatotoxicidade sewvera e erupgdes cutaneas associadas.
Embora o mecanismo exacto da toxicidade de NVP ndo seja completamente conhecido, estudos
prévios sugeriram que a bioactivagdo de NVP possa ocorrer por hidroxilagdo a 12-hidroxi-NVP, e
subsequente sulfatagcéo, levando a formacao de electréfilos altamente reactivos.

Para estudar esta via de bioactivagdo, inicialmente, construiu-se uma nova estirpe teste de
mutagenicidade de Escherichia coli, BTC2A6_SULT1Al1 POR, expressando as enzimas da
biotransformagdo humana, citocromo P450 2A6 (CYP2A6) e sulfotransferase 1A1 (SULT1Al).
Contudo, utilizando o pro-mutagénio 1-metilpireno, nao foi possivel validar esta estirpe. Varias razbes
para a sua insensibilidade foram consideradas: procedimento experimental ndo optimizado,
insensibilidade do alvo genético, e niveis limitados de PAPS, cofactor de SULT1A1l. Para estudar
estas hipéteses, desenwlveram-se novas estirpes teste, expressando somente SULT1A1l humana,
derivadas de estirpes de Ames (S.typhimurium TA1535 pLCMSULT1Al e TA1538 pLCMSULT1A1)
e de E. coli (BTC_SULT1A1l). Para verificar os niveis limitados de PAPS, construiram-se as estirpes
TA1535 pLCMSULT1ALl cys e TA1538 pLCMSULT1Al cys, as quais sobre-expressam 0 operao
cysDNC bacteriano, codificante de enzimas da biossintese de PAPS.

A optimizacdo das condigdes de cultura e do procedimento do ensaio permitiram respostas
mutagénicas elevadas, em particular com estirpes sobre-expressando cysDNC, utilizando furfuril
alcool (estirpes derivadas de TA1535) e 1-hidroximetilpireno (estirpes derivadas de TA1538), pro-
mutagénios bioactivados por SULT1AL.

As novas estirpes de S. typhimurium foram testadas com 12-hidroxi-NVP, mostrando
mutagenicidade substancial, em particular a estirpe TA1538-cysDNC. Estes resultados sugerem que
0 metabolismo de NVP a 12-hidroxi-NVP, e subsequente sulfo-esterificagdo, seja um factor
determinante na mutagenicidade de NVP, potencialmente implicado na carcinogenicidade de NVP
observada em roedores. Esta \Via de bioactivacdo pode ser responsével pela reactiidade de NVP

com varios alws, causando hepatotoxicidade severa e erupcdes cutaneas.

Palawas-chave:  Nevrapina, Citocromo P450 2A6, Sulfotransferase 1A1, Bioactivacéo,

Mutagenicidade, Teste de Ames
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Abstract

Nevirapine (NVP) is a non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor (INNRT) applied against
human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) infection, which use is mainly limited due to severe
hepatotoxicity and adwverse cutaneous events. Although the exact mechanism of NVP toxicity is not
fully understood, previous studies hypothesized that metabolic bioactivation of NVP might occur
through hydroxylation to 12-hydroxy-NVP, and its subsequent sulfatation, leading to the formation of
highly reactive electrophiles.

To study this bioactivation route, at first, a new Escherichia coli mutagenicity tester strain
BTC2A6_SULT1Al1 POR, was constructed, expressing human biotransformation enzymes
cytochrome P450 2A6 (CYP2A6) and sulfotransferase 1A1 (SULT1A1). Howewer, validation of this
strain using the promutagen 1-methylpyrene was unsuccessful. Several reasons for this insensitivity
were hypothesized: lack of optimized experimental procedures, the insensitivity of the genetic target
and limited lewels of SULT1A1’s cofactor PAPS. To address these hypotheses, nowel tester strains
were dewveloped expressing solely human SULT1Al1, derived from Ames (S.typhimurium
TA1535 pLCMSULT1A1l and TA1538 pLCMSULT1Al) and E.coli (BTC_SULT1A1) strains. To verify
limited PAPS lewels, strains TA1535 pLCMSULT1Al cys and TA1538 pLCMSULT1Al cys were
constructed, which over-express the bacterial operon cysDNC encoding PAPS synthesis enzymes.

The optimization of culture conditions and assay-procedures yielded high mutagenicity
responses, in particular with cysDNC owerexpressing strains, for compounds such as furfuryl alcohol
(TA1535 derived strains), and 1-hydroxymethylpyrene (TA1538 derived strains), two promutagens,
known to be bioactivated by SULT1AL.

These nowel S. typhimurium strains were applied to test 12-hydroxy-NVP, which demonstrated
substantial mutagenicity with the TA1535- and TA1538-derived strains, in particular with the TA1538-
cysDNC owerexpressing strain. These results suggest that NVP metabolism to 12-hidroxy-NVP and
subsequent sulfo-esterification to be a determining factor in NVP mutagenicity and may be implicated
in the obsened carcinogenicity of NVP in rodents. This bioactivation route might be responsible for

NVP’s reactivity with targets other than DNA, causal in sever hepatoxicity and skin rash.

Keywords: Newvirapine, Cytochrome P450, Sulfotransferase 1A1, Bioactivation, Mutagenicity, Ames

test
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I Introducao

.1 Biotransformagdo humana de xenobioticos

A exposicao diaria do Homem a uma enorme variedade de quimicos estranhos ao organismo
€ continua e, na maioria das vezes, inevitavel e acidental. Estes compostos, designados xenobidticos,
entram no organismo por Via cutanea, respiratoria ou pelo trato gastrointestinal e, ap6s absor¢ao,
entram na circulacdo sistémica ou portal, sendo subsequentemente distribuidos pelo organismo
(Guengerich, 1992). A lipdfilicidade destes quimicos é uma propriedade que facilita o atravessamento
de membranas biol6gicas e, por outro lado, um obstaculo a sua eliminagdo, acumulando-se no
organismo. Deste modo, a eliminagdo de compostos exdgenos depende da sua conwersdo a
quimicos hidrofilicos, soliveis em agua, passiveis de excre¢édo pelos rins (na urina) e pelo figado (na
bilis), através de um processo designado biotransformacdo (Paulson et al., 1986; Pumford e Halmes,
1997). Contudo, nem sempre a biotransformacdo estd associada a fenédmenos de destoxificagdo ou
de bioinactivagcdo. Nalguns casos, as reaccbes de biotransformacdo podem assumir um importante
papel na bioactivacdo de compostos quimicamente in6cuos a metabolitos reactivos, podendo induzir
toxicidade (Miller e Miller, 1981).

A toxicidade de um composto quimico num determinado tecido depende, por um lado, da sua
predisposicdo em reagir com componentes celulares e, por outro, da sua concentracdo local. A
acumulacdo de quimicos nos tecidos é influenciada, ndo s6 pela dose e pela frequéncia de
exposicdo, mas também pela forma como decorre a sua absorcdo, distribuicdo, metabolismo e
excrecdo (ADME). Deste modo, a actividade toxicoldgica de um determinado composto €
determinada pelo balanco entre diferentes factores que afectam a interac¢cdo e a concentracdo do
quimico no tecido alvo (Timbrell, 1991).

Vérias drogas terapéuticas com diferentes estruturas e mecanismos de ac¢do podem sofrer
activacdo metabdlica por enzimas da biotransformag&o, originando metabolitos ou intermediarios
reactivos, capazes de estabelecer ligagdes covalentes com macromoléculas celulares (Park et al.,
2005; zhou et al., 2005). Estas drogas incluem analgésicos, antibiéticos, drogas anti-epilépticas,
agentes anti-HIV, drogas cardiovasculares, entre outras (Zhou et al., 2005). Para além de farmacos,
muitos carcinogéneos ambientais sdo também susceptiveis de activacdo metabdlica (Glatt, 2000b).

A biotransformacdo pode ser dividida em duas fases (tabela I.1). A fase | da biotransformacao
enwlve reaccBes de hidrolise, de reducéo e de oxidacdo, responsaweis pela introducdo ou exposicao
de um grupo funcional (-OH, -NH,, -SH ou -COOH), aumentando a hidrofilicidade do xenobiético. As
reaccdes de conjugacdo da fase Il, geralmente seguem a metabolizacdo pela fase |, e envolvem
transferases. Estas reacc¢des incluem a glucoronidagdo, sulfatacdo, acetilagdo, metilagdo, conjugacéo
com glutationa e conjugacdo com aminoacidos, as quais, normalmente, aumentam o potencial de
excrecdo dos metabolitos, na urina ou na bilis (Parkinson, 2001).

As enzimas da biotransformacdo estdo presentes na maior parte dos tecidos, no entanto, o

figado € o principal 6rgdo de biotransformacao (Vermeulen, 1996; Parkinson, 2001). Nas células
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hepaticas, os componentes sub-celulares com maior nivel de enzimas da biotransformagcéo s&o os

microssomas do reticulo endoplasmatico e o citosol (Parkinson, 2001).

Tabelal.l — Vias gerais da biotransformacao de xenobiéticos e suas principais localizagdes sub-celulares.

Reaccao Enzima Localizagéo
Fase |
Oxidagao Alcool desidrogenase Citosol
Aldeido desidrogenase Mitocdndria, citosol
Aldeido oxigenase Citosol
Xantina oxidase Citosol
Monoamina oxidase Mitocondria
Diamina oxidase Citosol
Prostaglandina H sintetase Reticulo endoplasmatico
Monooxigenases de flavina Reticulo endoplasmatico
Citocromo P450 Reticulo endoplasmatico
Hidroélise Esterase Reticulo endoplasmatico, citosol, lisossomas
Peptidase Lisossomas
Epoxido hidrolase Reticulo endoplasmatico, citosol
Reducéo Azo- e nitro- redugéo Microflora, reticulo endoplasmatico, citosol
Redugéo de grupos carbonil Citosol, reticulo endoplasmatico
Reduc¢éao de pontes dissulfeto Citosol
Reducao de grupos sulfoxido Citosol
Reduc¢éo de quinonas Citosol
Desalogenagéo redutiva Reticulo endoplasmatico
Fase Il

Conjugacao com glucuronido
Conjugacéo com sulfato
Conjugacédo com glutationa
Conjugacao com aminoacidos
Acetilagdo

Metilagao

Reticulo endoplasmatico

Citosol

Citosol, reticulo endoplasmatico
Mitocdndria, reticulo endoplasmatico
Mitocdndria, citosol

Citosol, reticulo endoplasmatico

biotransformacdo de fase

seguidamente discutidos em mais pormenor.

Fonte: adaptado de Parkinson (2001).

No enquadramento deste estudo, os sistemas metabdlicos citocromo P450 (enzima de

[) e sulfotransferase (enzima de biotransformacdo de fase Il) serdo
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1.1.1 Sistema enzimatico do citocromo P450

Mais de cinco mil citocromos P450 (CYPs) foram encontrados em muiltiplos organismos, que
vao desde animais e plantas, a fungos e bactérias, 0 que sugere uma grande diversidade em termos
fisiolégicos (Ingelman-Sundberg, 2004b). Apesar de ndo existir uma uniformidade para a distribuicdo
de CYPs nos tecidos, estes sao especialmente abundantes no figado de mamiferos onde foram pela
primeira vez descritos (Omura e Sato, 1964). Em eucariotas, os CYPs s&o membranares,
encontrando-se ligadas ao reticulo endoplasmético ou & membrana interna das mitocéndrias (Werck-
Reichhart e Feyereisen, 2000).

As enzimas da superfamilia CYP sdo uma das mais wersateis proteinas redox conhecidas,
utilizando substratos enddgenos e exdgenos que abrangem uma grande gama de dimensdes, que vai
desde o etileno (Mr 28 kDa) a cicplosporina A (Mr 1201 kDa), e uma grande diversidade estrutural

(Hlavica et al., 2003).

.1.1.1  Ciclo catalitico

A reaccao mais comummente catalisada por CYP é a monoxidagdo, a qual enwlvwe a
insercdo de um atomo do oxigénio num substrato organico (R), enquanto o outro é reduzido a agua,
pela reaccéo geral abaixo descrita (Isin e Guengerich, 2007):

CYP
R+NADPH+0; —» R-OH+ NADP™ + H,0

O ciclo catalitico geralmente aceite para as reac¢des de CYPs localizados no reticulo
endoplasmatico, encontra-se descrito na figura 1.1. Sugere-se que a ligagdo do substrato ao local
activo de CYP, para além de prowocar uma alteragdo conformacional na enzima, permitindo a
interaccdo da mesma com o seu parceiro redox, leva a deslocalizacdo do solvente (H,O), sexto
ligando do ferro hémico, passando o ferro a um estado spin mais alto (Isin e Guengerich, 2007, 2008).
A alteracdo do estado spin do Fe** aumenta o potencial redox do grupo heme, tornando favorawel a
transferéncia de um electrdo do citocromo P450 oxido-redutase (CYPOR), previamente obtido de
NADPH, para CYP. Consequentemente, o ferro hémico passa do estado férrico (Fe3+) ao estado
ferroso (Fe2+) (Isin e Guengerich, 2007, 2008). Apdés a primeira redugdo, uma molécula de oxigénio
liga-se rapidamente ao ido Fe?. Segue-se uma nova reducdo, mediada pela CYPOR (ou nalguns
casos, pelo citocromo bsg), exigida pela estequiometria da reaccdo, sugerindo-se a formagédo do
complexo Fe** - 0O,. O O, reage com dois protdes do meio enwlwente e quebra-se a ligacdo O-O.
Consequentemente, liberta-se uma molécula de agua e forma-se o complexo Fe - 0%*. 0 atomo de
oxigénio ligado ao ferro é transferido para o substrato, originando um produto hidroxilado. O produto
é, finalmente, libertado do sitio activo da enzima, tornando esta ao seu estado inicial (Isin e
Guengerich, 2008).
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_Roi//' Fe3* ‘§RH‘

- Fe3* RH

Fe’* ROH NADPH-P450 redutase"

/ C,q NADPH-P450 redutase®
FeOH®* R*

? Fe?* RH
FeO3 RH o
-H,0 i

Fe' - OOH Fe?* -0, RH

RH

\ / NADPH-P450 redutase™ | Citocromo bg "¢
H' Fe?* -0, RH €

NADPH-P450 redutase® [ Citocromo bs ®

Figura |.1 - Ciclo catalitico de CYP (adaptado de Isin e Guengerich, 2008).

.1.1.1.1 Dador de electrées — CYPOR

A proteihna CYPOR ¢é uma diflavina redutase que se encontra ligada a superficie
citoplasmética do reticulo endoplasmatico e & membrana externa do envelope nuclear de células
eucariotas (Shen e Kasper, 1993). Como se pode inferir pelo seu nome, o principal parceiro redox in
vivo € CYP, com o qual forma o principal sistema oxidase enwlvido no metabolismo de um vasto
ndamero de compostos endobidticos e xenobidticos (Montellano, 1995).

A funcdo desta flavoproteina é transferir sequencialmente dois equivalentes redutores do
NADPH para o centro hémico de CYP, via FAD e FMN. Estudos de cinética, espectroscopicos e
potenciométricos, usando um sistema monooxigenase multicompetente, contendo CYPOR e uma
isozima CYP, evidenciam que um hidrido é transferido do NADPH para a flavina com o potencial
redox mais baixo, FAD. Esta flavina é seguidamente responsavel pela transferéncia de electrbes, um
a um, para FMN, o qual reduz o centro hémico de CYP (lyanagi et al., 1974; Vermilion e Coon, 1978a,
b; lyanagi et al., 1981).

1.1.1.2 Nomenclatura

Os genes da superfamilia CYP estéo divididos e classificados segundo as recomendagdes do
Comité de Nomenclatura do CYP, com base na identidade de aminoacidos, critérios filogenéticos e
organizacéo dos genes (Nelson et al., 1996). A classificagcdo em familias é indicada pelo nimero apos
o0 nome da superfamilia (ex. CYP2), as subfamilias pela letra mailscula ap6és o nome da familia (ex.
CYP2A), e os genes individuais, pelo nimero apds o nome da subfamilia (ex.CYP2A6) (Werck-
Reichhart e Feyereisen, 2000). Nesta dissertacdo, o prefixo h sera utilizado como designacéo de CYP

humano.
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1.1.1.3 Formas humanas de CYP

Com a sequenciacdo completa do genoma humano, foi detectada a presenca de 57 genes de
CYPs humanos activos (tabela 1.2) e de 58 pseudogenes (Isin e Guengerich, 2008). As formas
humanas de CYP podem ser divididas em trés grupos principais: 1) familias CYP 5 — 51 de
importancia no metabolismo enddgeno, as quais tém elevada afinidade pelos substratos e foram
relativamente bem consenadas durante a ewlucdo, 2) familias CYP 1 — 3, normalmente com menos
afinidade pelos seus substratos, menos consenadas ewlutivamente, e com importantes
polimorfismos genéticos e 3) familia 4, importante no metabolismo de acidos gordos e substratos
relacionados, bem como, no metabolismo de alguns xenobidticos (Ingelman-Sundberg, 2004a).

Os CYPs das familias 1 — 3 sdo responsaweis por 70 — 80% do metabolismo de fase | de
farmacos clinicamente utilizados, e participam no metabolismo de um vasto nimero de xenobi6ticos
quimicos (Ingelman-Sundberg, 2004a), alterando-os de forma a atenuar a sua actividade biolégica ou
acelerando a sua eliminagdo do organismo. Por outro lado, as reac¢des mediadas por estas enzimas
podem bioactivar quimicos, convertendo-os em produtos reactivos que podem modificar constituintes
celulares e originar danos que podem ter efeitos toxicos ou carcinogénicos (Ingelman-Sundberg,
2004b).

Tabela I.2 - Classificacdo dos CYPs humanos com base nas principais classes de substratos. #

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

3A7

* A classificacdo descrita €, de certa forma, ambigua (por exemplo, CYP1B1 e CYP27A1 poderiam ser agrupados em duas
diferentes categorias); ° CY Ps mitocondriais (todos os outros s&o encontrados no reticulo endoplasmatic o), os quais recebem
equivalentes redutores através de parceiros redox, que ndao CYPOR.

Fonte: adaptado de Guengerich and Cheng (2011).
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1.1.2 Sulfotransferases

Em \ertebrados existem duas classes de sulfotransferases. Uma das classes inclui
principalmente formas membranares localizadas no Complexo de Golgi, responsaweis pela sulfatagdo
de macromoléculas endodgenas; a outra, abrange sulfotransferases sollveis (SULTs), normalmente
citosdlicas, metabolizadoras de pequenos compostos enddgenos (como hormonas e

neurotransmissores) e numerosos xenobidticos (Glatt et al., 2000; Glatt e Meinl, 2004).

1.1.2.1  Actividade enzimatica

As SULTs séo enzimas da biotransformacdo da fase Il responsaweis pela transferéncia de um
grupo sulfato do cofactor 5'-fosfoadenosina-3'-fosfosulfato (PAPS) para regides nucleofilicas dos seus
substratos (em particular, para grupos hidroxilo, amino e tiol) (Meinl et al., 2002; Glatt e Meinl, 2004),

gerando grupos sulfato, sulfamato e tiossulfato:

SULT
PAPS+R-(X)H —» PAP+R-0SO;5

X:O,N, S

Por conseguinte, a solubilidade em agua das moléculas receptoras aumenta, e a penetragéo
passiva através das membranas celulares é dificultada, evitando a reabsorgdo. Estas propriedades
facilitam a excreg&o urinaria e biliar (Meinl et al., 2002).

A sulfonacdo é um passo final comum na biotransformacdo de xenobitticos e esta
normalmente associada a inactivagdo (Glatt, 1997). No entanto, por transferéncia enzimatica do
grupo sulfato do cofactor PAPS para um atomo de oxigénio do substrato (O-sulfonac¢do), podem
formar-se ésteres de &acido sulfirico. O atomo de oxigénio pode estar presente nos compostos
absonvidos ou ser introduzido por reacgcbes de biotransformagdo da fase |, nomeadamente por
hidroxilagdo (Glatt, 2000a). Dado que o grupo sulfato é um grupo captador de electrdes, este pode
ser clivado heterociclicamente, levando a formacdo de um catido electrofilico de vida curta (Glatt,
1997; Glatt, 2000b), capaz de reagir com nucledfilos celulares, e num caso Ultimo, com o DNA,
introduzindo mutacdes (Meinl et al., 2002; Glatt e Meinl, 2004), representando uma via metabdlica de
bioactivacéo.

A clivagem do grupo sulfato é faciltada se o catido resultante for estabilizado por
mesomerismo, como é o caso de ésteres de Acido sulfurico derivados de é&lcoois benzilicos e de

hidroxilaminas aromaticas (Wiseman et al., 1985; Miller, 1994) (figura 1.2).
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Figural.2 — Estabiliza¢&@o por ressonancia de catides originados por clivagem heterociclica em ésteres de acido
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sulfarico derivados de (a) alcoois benzilicos e de (b) hidroxilaminas arométicas (adaptado de Glatt, 1997).

A bioactivacdo de xenobiéticos por SULTs difere de outras vias de activagdo na sua natureza
ciclica pois, muitos ésteres de acido sulfirico, ao reagirem com 4&gua, s&o hidrolisados
espontaneamente. Consequentemente, o composto hidroxilado é regenerado, tornando-se disponivel

para um nowo ciclo de activagdo (Glatt, 2000b).

1.1.2.1.1 Cofactor de SULT — PAPS

O PAPS ¢ a fonte do grupo sulfato em reac¢fes de sulfonagcdo e também cofactor obrigatério
de sulfotransferases citosdlicas e membranares. A sua sintese € feita através de uma reaccéo de dois
passos. O primeiro passo combina ATP e sulfato inorganico (8042') para formar adenosina-3-
fosfosulfato (APS) e pirofosfato (PPi), reaccdo catalisada pela ATP sulfurilase; no passo seguinte,
APS cinase combina a APS com o ATP, originando PAPS e ADP:

ATP sulfurilase

ATP+80,5 =—= APS+PPi

APS cinase

ATP + APS ™ PAPS+ ADP

As moléculas APS e PAPS séo as formas conhecidas de sulfato activado, as quais contém
uma ligacao anidrido de acido sulfurico-fosférico. A elevada energia de hidrolise desta ligagdo, AG’ =
-19 kcal/mol, potencia a transferéncia do grupo -SOz;, para 0s seus subsequentes destinos
metabolicos.

As enzimas ATP sulfurilase e APS cinase sé@o essenciais para a assimilagdo de sulfato em

muitos organismos (Siegel, 1975). Em Salmonella typhimurium e Escherichia coli as reacgdes
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mediadas pelas referidas enzimas ocorrem no inicio do brago redutivo da via biossintética de cisteina
(Kreditch, 1987). Bactérias litotréficas acoplam a oxidagdo de metabolitos de sulfato reduzido a
sintese de ATP, por fosforilagdo oxidativa (Siegel, 1975). Em mamiferos, o sulfato activado é
fundamentalmente utilizado em reacc¢fes de sulfonacdo (Mulder e Scholtens, 1978)

Foi demonstrado que a reaccdo catalisada pela ATP sulfurilase €é energeticamente
desfaworavel (Robbins e Lipmann, 1958). No entanto, a hidrolise do pirofosfato, formado na primeira
reaccdo, e a rapida utilizagdo de APS, na segunda, liberta energia que suporta toda a reaccéo,
permitindo a acumulagdo de PAPS (Siegel, 1975).

Vérios estudos sugerem que a sulfonagdo em organismos complexos é restrita a presenca de
PAPS pois, 1) a sulfonacdo ndo ocorre na auséncia de PAPS in vitro ou sob condi¢des que limitam a
sua sintese, 2) o possivel sitio de ligacdo de PAPS nas sulfotransferases é conservado entre
diferentes isoformas, entre diferentes tecidos e entre diferentes espécies (Komatsu et al., 1994; Chiba
et al., 1995) e 3) analogos estruturais de PAPS ligam-se e inibem sulfotransferases (Rens Domiano e
Roth, 1987).

1.1.2.2 Nomenclatura

Todas as SULTs estudadas até ao momento sdo membros de uma Unica superfamilia de
genes de enzimas (SULT) (Glatt e Meinl, 2004), classificadas de acordo com o grau de similaridade
na sequéncia de nucledtidos dos seus genes ou cDNA (Glatt et al.,, 2000). Uma nomenclatura
sistemética semelhante a de CYP tem sido proposta para formas individuais de SULT, mas ainda ndo
estd formalizada. No entanto, este sistema é j& amplamente aplicado em formas de SULT humanas
(Glatt e Meinl, 2004). A classificagdo em familias € indicada pelo ndmero apdés o nome da
superfamilia (ex. SULT2), as subfamilias, pela letra mailscula apds o nome da familia (ex. SULT2B),
0s genes individuais, pelo niumero apds o nome da subfamilia (ex. SULT2B1), e diferentes formas
resultantes de splicing alternativo, pela letra minlscula seguida ao nome da subfamilia (ex.
SULT2Bla) (Glatt, 2000a). Esta nomenclatura sera a utilizada na presente dissertagéo,

correspondendo o prefixo h a designagdo de SULTs humanas.

1.1.2.3 Formas humanas de SULT

Em humanos, sdo conhecidos 10 genes pertencentes a superfamilia SULT, um dos quais
codifica duas formas desta proteina por splicing alternativo (tabela 1.3). As restantes formas sao
codificadas por genes individuais (Glatt et al., 2000).

Actualmente, apenas trés formas de SULTs foram estudadas por purificagdo proteica:
SULT1A1, SULT1A3 e SULT2Al. Estas formas estdo relativamente bem caracterizadas no que
respeita a especificidade pelo substrato, distribuicdo nos tecidos, termoestabilidade e interaccdo com
inibidores. As outras oito formas foram detectadas por clonagem de cDNA. As formas SULT1CI,
SULT1C2, SULT2Bla, SULT2B1b e SULT4Al sao as menos estudadas (Glatt, 2000a; Glatt et al.,
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2001), sabendo-se muito pouco quando as suas propriedades enziméaticas, regulacdo e distribuicdo
nos tecidos.

As enzimas SULT1A1, SULT1A2 e SULT1A3 sdo codificadas por um cluster de genes
localizado no cromossoma 16 (16pl2.1-11.2), e diferem na sua especificidade pelo substrato e
distribuicdo nos tecidos. A SULT1A1l é a forma predominante de SULT1A no figado, mas é também
encontrada em muitos outros tecidos extra-hepaticos; a SULT1A3 apresenta uma expressao
negligivel no figado, mas alta no intestino, cérebro e rins, sendo também encontrada nas plaquetas;
e, SULT1A2 foi, até hoje, apenas descrita no figado, por deteccdo de mRNA (Glatt et al., 2001;
Nowell e Falany, 2006).

Tabelal.3 - Formas de SULTs humanas e sua distribui¢cdo nos tecidos.

Formade SULT Tecidos ?

1A1 Hevada expressdo no figado; plaquetas; placenta; glandula adrenal; endométrio; célon; jejuno;
cérebro; leucécitos

1A2 Figado (RNA); alguns tumores da bexiga

1A3 Hevada expressdo no jejuno e no colon; plaquetas; placenta; cérebro; leucécitos; expressao
negligivel no figado

1B1 Hevada expresséo observada no cdlon; figado; intestino delgado; leucécitos

1c1 Rins (RNA); estomago (RNA); glandula da tiréide (RNA); figado fetal (RNA)

1C2 Pulméo fetal (RNA); rim fetal (RNA); coragdo fetal (RNA); rins (RNA); ovarios (RNA); espinal medula
(RNA)

1E1 Figado; endométrio; jejuno; células epiteliais mamarias sem culturas primarias; glandula adrenal
(RNA); figado (RNA); intestino delgado (RNA); rim fetal (RNA); pulmao fetal (RNA); figado fetal
(RNA)

2A1 Figado; glandula adrenal; jejuno

2B1a, 2B1b Placenta (RNA); prostata (RNA); traqueia (RNA)

4A1 Cérebro

 Proteina ou actividade enzimatica caracteristica (a menos que seja especificado o contrario) emtecidos adultos (a menos que
seja especificado o contrario).
Fonte: adaptado de Glatt et al. (2001).
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.2  Nevirapina (NVP)

.2.1  Terapias antirectrovirais

Durante as passadas trés décadas, varias terapias anti-HIV-1 tém sido desenwolvidas. Os
primordiais regimes de tratamento monoterapeutico progrediram para terapias antirectrovirais
altamente activas (highly active antiretroviral therapy, HAART), actualmente utilizadas, que incluem a
combinacdo de varias drogas antirectrovirais, tipicamente trés ou quatro. Embora esta estratégica
seja essencial para atrasar significativamente a progressdo do virus HIV-1, e reduzir a viremia no
plasma para niveis muito baixos, a rapida emergéncia de resisténcia do virus as terapias, e os efeitos
colaterais severos de varios farmacos, tém limitado a eficacia destas terapias (Pani et al., 2002).

A terapia antirectroviral normalmente utilizada baseia-se na combinacdo de drogas com
diferentes mecanismos de accéo, que podem ser classificadas em trés grupos, consoante o passo da

replicacdo do virus que afectam (Pani et al., 2002; Hartman e Buckheit, 2012):

*= Inibidores de fusdo (IFs) evitam a entrada do virus HIV-1 nas células, bloqueando a fusédo da
membrana externa do virus com a membrana celular ou impedindo a ligagdo do virus a
receptores da célula hospedeira (Ryser e Fluckiger, 2005);

» Inibidores da transcriptase rewversa, nucleosidicos (INTRs) e n&do nucleosidicos (INNTRs),
impedem a conversdo do RNA do virus a DNA, actuando como falsos substratos (De Clercq,
1992);

» Inibidores da protease (IPs), invabilizam a ac¢do desta enzima \ral, necesséaria no
processamento de poliproteinas importantes na formacdo de particulas maduras extracelulares

infecciosas (Molla et al., 1998).

[.2.2  Introducdo de NVP na terapéutica contra HIV-1

A Nevirapina (11-ciclopropil-5,11-dihidro-4-metil-6H-dipirido  [3,2-b:2",3-e] [1,4] diazepina-6-
um, Viramune, NVP) foi o primeiro inibidor ndo nucleosidico da transcriptase reversa (INNTR)
aprovado pela U.S. Food and Drug Administration (FDA, 1996) tanto para uso em terapia combinada
contra infeccdes pelo virus HIV-1, como para prevencédo da transmissdo do mesmo por via materna,
particularmente, em paises em vias de desenwlhimento (Marseille et al., 1999). A maioria dos
programas de tratamento anti-retroviral usa a NVP como regime de primeira linha, ndo s6 pela sua
eficacia, mas também por ser de uso adequado durante a gravidez (Marseille et al., 1999; Jackson et
al., 2003; Lockman et al., 2007).

.2.3  Efeitos adversos induzidos pela NVP

Apesar da eficacia clinica da NVP, a administracdo deste farmaco esta associada a uma

variedade de respostas adversas, cuja susceptibilidade difere entre pacientes. Os efeitos adwversos
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mais comuns sdo, erupc¢les cutaneas, que podem eventualmente conduzir a descontinuagdo da toma
do farmaco, e a mais grave, hepatotoxicidade sewera, fatal nalgumas circunstancias (Pollard e Malim,
1998). Por este motivo, a NVP encontra-se actualmente listada no quadro de ameaca para
hepatotoxicidade, pela FDA (FDA, 2000).

I.2.4  Activagdo metabdlica de NVP

As razdes dos efeitos adversos da administracdo da NVP néo estdo bem claras, no entanto,
sdo cada vez mais as evidéncias que apontam para que a activagdo metabdlica do farmaco a
electréfilos reactivos seja a causa. Estes produtos podem ligar-se covalentemente a proteinas e a
outras macromoléculas (incluindo o DNA), desencadeando ewventos criticos na iniciagcdo de toxicidade
(Guengerich e MacDonald, 2007).

1.2.4.1  Vias metabdlicas propostas

Em todas as espécies de mamiferos investigadas, incluindo humanos, o metabolismo da NVP
enwlve uma hidroxilagdo mediada por CYP. Os CYPs humanos (2A6, 2B6, 2C9, 2D6 e 3A4) levam &
formagéo dos produtos estaweis 2-, 3-, 8- e 12-hidroxi-NVP (Pollard et al., 1998; Marseille et al., 1999;
Jackson et al., 2003; Lockman et al., 2007); tipicamente, estes metabolitos sofrem uma subsequente
glucoronidacdo e sdo excretados pela urina. Porém, outras reac¢des de fase Il ndo séo excluidas, as
guais podem gerar metabolitos electrofilicos capazes de reagir com moléculas nucleofilicas e iniciar
eventos toxicos (Silverman, 2004).

Estudos conduzidos por Chen et al. (2008) permitiram detectar 12-sulfoxi-NVP por LC-MS em
amostras de urina e bilis de rato Brown Norway, aos quais foi administrado NVP (Chen et al., 2008).
A presenca de 12-sulfoxi-NVP sugeriu uma possivel sulfatacdo de 12-hidroxi-NVP in vivo. Pensa-se
gue esta sulfatacdo origine um leaving group que ao dissociar-se, forme o intermediario reactivo
quinona-metideo de NVP, capaz de reagir com grupos nucleofilicos de proteinas e DNA, formando
ligacdes covalentes (Chen et al., 2008).

Multiplos adutos ja foram caracterizados in vitro por Antunes et al. (2008) com DNA, utilizando
12-mesiloxi-NVP como molécula modelo de 12-sulfoxi-NVP. Utilizando a mesma molécula modelo,
algumas ligagbes com albumina de soro humano (ASH) e com hemoglobina (Hb) humana, foram
também caracterizadas pelo mesmo grupo (Antunes et al., 2010b). Estudos realizados com doentes
infectados com HIV-1 sob terapia combinada, incluindo NVP, mostraram a formagdo de adutos entre
derivados reactivos de 12-hidroxi-NVP e a valina presente na extremidade N-terminal da hemoglobina
(Caixas et al., 2012).

Assim, postula-se que a via metabdlica envolvida na bioactivacdo de NVP seja a formacao de
12-hidroxi-NVP, por acc¢éo de varias formas de CYPs, o qual sofre uma subsequente sulfatacdo. Na
figura 1.3, descrevem-se as principais vias metabdlicas enwhidas no metabolismo de NVP e, na

figura 1.4, esquematiza-se a \ia proposta para a sua bioactivacdo a electréfilos reactivos.
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Testes in vitro convencionais, incluindo testes de mutagenicidade (bacterianos e em células
de mamiferos) e ensaios citogenéticos, ndo demonstraram a mutagenicidade nem a clastogenicidade
de NVP. No entanto, estudos in vivo mostraram o possivel desenwolvimento de hepatoneoplasias em
roedores tratados com NVP (Anonymous, 2009). Em humanos sugere-se uma tendéncia para o
aparecimento de tumores nao relacionados com infec¢gbes por HIV-1, predominantemente o linfoma
de Hodgkin em doentes sob terapia antirectroviral combinada, onde NVP é utilizado como farmaco de
primeira linha (Powles et al., 2009). Adicionalmente, reac¢cGes severas na pele associadas a terapias

com NVP e 12-hidroxi-NVP tém sido modeladas em animais experimentais por Chen et al. (2008).

.3 Sistemas celulares para estudos de toxicidade e de mutagenicidade in vitro

Todos o0s anos, centenas de compostos sdo sintetizados e necessariamente testados,
podendo o custo de animais-teste exceder varios milhdes de euros para testar uma simples
substancia. Para além disso, a proteccdo, o bem-estar e 0 uso responsawel de animais para fins
cientificos s&o abrangidos por legislacdo tomada pela UE, que tem por base o principio dos trés R:
substituir (replace), reduzir (reduce) e aperfeicoar (refine) estes modelos experimentais (EC, 2012).
Por este motivo, tem-se tornado extremamente importante desenwolver sistemas in vitro fidedignos
para avaliar a toxicidade quimica de varios compostos.

Estudos in vitro permitem obter informacgéo relacionada com os mecanismos bioquimicos de
toxicidade ou de mutagenicidade induzidos por quimicos (Davila et al., 1998; Kranendonk et al.,
2000), o que in vivo é praticamente invidvel, devido a heterogeneidade estrutural e funcional dos
animais de laboratério (Davila et al., 1998). O baixo custo e a obtencéo de resultados a curto prazo

sdo outras das vantagens deste tipo de testes (Omary, 2004).

.3.1 Ensaios de mutagenicidade

Existem Varios sistemas teste in vitro descritos para estudos de genotoxicidade, sendo os de
uso mais generalizado, bactérias, leveduras, e culturas de células de mamiferos. Entre os sistemas
celulares referidos, 0 uso de bactérias para deteccdo de mutagénios quimicos é o mais utilizado e o
melhor validado (Kranendonk et al., 2000).

Durante mais de quatro décadas, sistemas teste de mutagenicidade bacterianos tém sido
utilizados, ndo s6 como método de rastreio sobre a genotoxicidade de quimicos e riscos associados a
sua exposicdo, mas também para inferir sobre 0s mecanismos bioquimicos enwhidos na
mutagenicidade (Kranendonk et al., 2000).

A utilizagd@o rotineira das bactérias em ensaios de mutagenicidade esti associada ao baixo
custo, ao alto rendimento, ao uso simplificado e a facilidade com que estes sistemas celulares séo
manipulados geneticamente (Kranendonk et al., 2000). Para além disso, a performance destes

sistemas pode ser progressivamente melhorada devido a avangos na engenharia genética bacteriana
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e a compreensdo da base molecular da mutagenicidade induzida por quimicos especificos
(Kranendonk et al., 1999b).

[.3.1.1 Bactérias teste de mutagenicidade

Na maioria dos ensaios de mutagenicidade bacterianos utilizam-se estirpes de S. typhimurium
e de E. coli, as quais apresentam um conjunto de caracteristicas especificas com importancia na

sensibilidade de deteccdo de mutagenicidade (Kranendonk et al., 1999b; Kranendonk et al., 2000).

.3.1.1.1 Salmonella typhimurium LT2

O teste de Ames é um ensaio de curto termo amplamente aceite para identificacdo de
substancias que, ao induzirem lesdes no DNA de estirpes teste de S. typhimurium, originam
mutacBes. Cada estirpe teste de S. typhimurium contém um diferente tipo de mutagdo no operdo
histidina (alvo genético), que as incapacita de sintetizar este aminoacido. Consequentemente, estas
bactérias sdo incapazes de crescer na sua auséncia (auxotrofia para a histidina). Contudo, a
incidéncia de novas mutacdes neste operdo, pode restaurar a biossintese de histidina (reversdo do
alvo genético) e permitir o crescimento de bactérias na auséncia deste aminoacido (prototrofia para a
histidina) (Maron e Ames, 1983), possibilitando a sua deteccdo em meios selectivos.

Para além de auxotréficas para histidina, as estirpes teste de S. typhimurium de Ames
TA1535, TA1538, TA100 e TA98 apresentam um conjunto de caracteristicas especificas que as
tornam mais sensiveis na deteccdo de mutagénios quimicos, nomeadamente, a delec¢cdo do gene
uvrB, responséwel pela inactivagdo do mecanismo de reparagdo por excisdo de bases; e, a mutacéo
rfa, levando a formacdo de uma parede lipopolissacaridica defectiva (LPSd), que torna a parede
celular da bactéria mais permeavel a quimicos de maiores dimensfes, como é o caso de compostos
aromaticos policiclicos (Ames et al., 1973; Mortelmans e Zeiger, 2000). Adicionalmente, o plasmideo
pKM101, presente nas estirpes TA100 e TA98 (Ames et al., 1975), aumenta a mutagénese quimica e
espontanea por activacdo do sistema de reparacdo de DNA error-prone (McCann et al.,, 1975;
Shanabruch e Walker, 1980)

Na tabela 1.4 encontram-se especificados o genétipo, alvo genético e respectivos eventos de
reversdo das estirpes TA1535, TA100, TA1538 e TA98, de S. typhimurium, incluidas no presente
estudo (Maron e Ames, 1983; Mortelmans e Zeiger, 2000).

14



l. Introducgéo

Tabela 1.4 - Gendétipo, alvo genético, e respectivos eventos de reversdo das estirpes teste TA1535, TA100,
TA1538 e TA98 de S. typhimurium.

. Mutacdo (sequéncia alvo) Genotipo
Estirpe Evento de reverséo uvrB rfa pKM101
TA1535
hisG46 (GGGICCC)
TA100 - -
Substituicdo de bases +
TA1538
hisD3052 (-C-G-C-G-C-G-C-G-) -
TA98
Frameshift +

Fonte: adaptado de Mortelmans and Zeiger (2000).

1.3.1.1.2 Escherichia coli K12

Apesar das estirpes teste de mutagenicidade de S. typhimurium, desenwlvidas por Ames,
serem as mais frequentemente utilizadas em ensaios de mutagenicidade bacterianos, e as melhor
caracterizadas (Maron e Ames, 1983; Mortelmans e Zeiger, 2000) e validadas como estirpes teste,
parecem ser menos sensiveis a danos no DNA quando comparadas com E. coli (Kranendonk et al.,
1994). Para além disso, a resposta SOS de E. coli & melhor compreendida, o que torna estas estirpes
mais apropriadas para estudos mecanisticos de mutagénese e compreensdo do papel da reparagado
do DNA (Kranendonk et al., 2000).

A resposta SOS é um sistema de reparagdo de DNA, conhecido em E. coli e noutras
bactérias, que pode ser activado devido a danos continuos no DNA. Quando a resposta SOS é
activada, a taxa de mutagbes no DNA pode aumentar por inducdo do sistema de reparacéo

mutagénico error-prone, dependente do operdo cromossomal umuDC (Janion, 2008).

A estirpe teste BTC de E. coli, utilizada no decorrente estudo, desenwlvida pelo Doutor
Kranendonk e colaboradores, apresenta um alvo genético (argE3) que pode ser monitorizado em
testes de mutagenicidade pela reversdo da auxotrofia para a arginina, através de mutacfes por
substituicdo de bases (Duarte et al., 2005). Esta estirpe apresenta também 1) a mutacao LPSd,
responsavel pelo aumento da sensibilidade da estirpe a mutagénios de maiores dimensdes, cuja
permeabilidade seria limitada na célula wild-type (Kranendonk et al., 2000; Duarte et al., 2005); 2)
uma mutacdo no gene uvrA, resultando numa capacidade diminuida da reconstituicdo do DNA
mutado a forma original, atraves do sistema de reparacdo de DNA error-free; 3) um sistema de
reparacdo error-prone aumentado (mediado pelos produtos dos genes plasmidicos, mucAB), capaz
de introduzir mutacbes com alta frequéncia, designado SOS mutagenesis; e, 4) inactivagdo dos
genes ada e ogt, responsaweis pela codificacdo de duas enzimas de reparagcdo alquil-DNA muito
eficientes, aumentando a sensibilidade da estirpe na detec¢cdo de agentes alquilantes de DNA (Duarte
et al., 2005). Na tabela 1.5 encontram-se listadas as caracteristicas genotipicas referidas, e os

marcadores genéticos plasmidicos mais relevantes.
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Tabela 1.5 - Gendtipo da estirpe BTC, bem como, das suas estirpes antecessoras, e marcadores genéticos

plasmidicos.

Estirpes Gendotipo

AB1157 thr-1, ara-14, leuB6, A(gpt-proA)62, lacY1, tsx-33, gqsr,supE44, galK2, A, rac” hisG4, rfb D1, mgl-51,
rpsL31, kdgK51, xyl-5, mtl-1, argE3, thi-1

FP400 AB1157, uvrA6, galE, his™, pro*, leu”, thr*

PD100 FP400, adal0::Tn10

PD200 PD100, adalO[Tet’]

PD300 PD200, Aogt::cm’

PD301 PD300, LPS®

BTC PD301/ pLCM_POR/ pCWA

Plasmideos Marcadores genéticos relevantes

pLCM mucAB", Kan', derivado de pACY C177

pCWA Vector de expressdo emE. coli, Amp', ptac.ptac/Lacl

Fonte: adaptado de Duarte etal., 2005.

1.3.1.2 Sistemas metabdlicos

[.3.1.2.1 Fraccdo microssomal de figado de rato

O reconhecimento da importancia da biotransformacdo de xenobidticos na mutagenicidade de
muitos compostos (Miller e Miller, 1981) (figura 1.5) e o facto da maioria dos sistemas teste
conwvencionais ndo serem metabolicamente competentes (bactérias e leveduras), ou terem perdido
essa capacidade (linhas celulares de mamifero) (Kranendonk et al., 1998; Duarte et al., 2005),
incentivou a optimizagdo dos ensaios de genotoxicidade comuns até entdo. Para aumentar a
performance dos testes de mutagenicidade, passou a generalizar-se 0 uso de sistemas metabdlicos
exdgenos, normalmente fracgcdo microssomal S9 de figado de rato (Hakura et al., 1999).

A incorporacdo de fraccdo microssomal S9 de figado de rato como sistema metabdlico
exégeno em testes de mutagenicidade, foi uma caracteristica chave para o sucesso dos testes in vitro
de mutagenicidade, em particular do teste de Ames. No entanto, apresenta algumas limitacdes
(Kranendonk et al., 2000):

= A activagdo metabdlica dos compostos-teste ocorre externamente, originando metabolitos
reactivos com caracteristicas moleculares que dificultam a sua entrada, e consequente interac¢éo
com o alvo genético;

* Na&o representam os padrdes metabdlicos humanos;

* A presenca de miultiplas enzimas dificulta a determinagdo da contribui¢do de enzimas individuais
e a compreensdo das vias metabdlicas enwlvidas na bioactivagdo do composto;

* Na&o reflectem a biotransformacdo de xenobidticos noutros 6rgéos, para além do figado.
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Figura 1.5 — Contribuicdo de enzimas da biotransforma¢do humanas na activacéo de carcinogéneos. CYP,
citocromo P450; SULT, sulfotransferase; AKR, aldo-ceto redutase; NAT, N-acetil transferase; FMO, flavina-

monooxigenase; COX, ciclooxigenase (adaptado de Rendic e Guengerich, 2012).

1.3.1.2.2 Expressdo heter6loga de enzimas da biotransformacéao

Para ultrapassar as deficiéncias dos sistemas metabdlicos exbégenos, nowos sistemas
celulares para testes in vitro, metabolicamente competentes, tém sido desenwlvidos, recorrendo a
tecnologia do DNA recombinante. Estes sistemas metabdlicos competentes séo obtidos por clonagem
de cDNA de enzimas da biotransformagcdo em vectores de expresséo eficientes (Guengerich et al.,
1996). A expressdo heter6loga de enzimas da biotransformagcdo em sistemas teste de
mutagenicidade tem como principais vantagens: possibilitar o estudo do papel de enzimas especificas
na bioactivacdo de um determinado composto, possibilitar o uso de proteinas recombinantes
humanas, e permitir um metabolismo intracelular (proximo do DNA), aumentando a sensibilidade na
deteccé@o de mutagénios.

Actualmente, j& foram expressas quatro familias de enzimas da biotransformagéo,
nomeadamente, glutationa-S-transferases (GSTs), N-acetil-transferases (NATSs), citocromos P450
(CYPs) e sulfotransferases (SULTs) em sistemas teste de mutagenicidade bacterianos.

Estirpes laboratoriais de E.coli foram o sistema mais utilizado para expresséo heteréloga de
enzimas da biotransformacdo humanas, ndo sé devido aos elevados niveis de expressdo proteica e
elevadas densidades celulares que atingem, mas também por serem facilmente manipulaveis.
Contudo, estas estirpes foram essencialmente optimizadas para producao e purificacdo de proteinas
em larga escala, sendo pouco efectivas como sistemas teste de mutagenicidade. Por este motivo, a
introducdo de vectores de expressdo adequados e a optimizacdo das condigdes de crescimento
foram factores fulcrais no desenwhimento de estirpes teste de mutagenicidade de E.coli,

competentes em enzimas da biotransformacédo (Friedberg et al., 1999; Kranendonk et al., 2000).
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1.3.1.2.2.1 Expressdo heterdloga de CYPs humanos

A estirpe BTC de E. coli, utilizada neste estudo, foi desenwlvida para co-expressao de CYP e

de CYPOR, codificados em dois vectores de expressdo, abaixo mencionados:

= Plasmideo pCW_CYP, vector de expressdo medium-high copy number, contendo cDNA de CYPs
humanos, localizado a downstream do promotor ptac.ptac, regulado pelo repressor Lacl’;

* Plasmideo pLCM_POR, vector de expressdo low copy number, contendo o operdo mucAB e
cDNA de CYPOR humano, localizado a downstream do promotor ptac, regulado pelo repressor

Lacl’.

Esta estirpe teste de mutagenicidade, competente em CYP e CYPOR, assegura o transporte
de electrbes de NADPH para CYP, permitindo determinar a mutagenicidade de varios compostos

metabolizados por CYP (Kranendonk et al., 1999a; Kranendonk et al., 1999b).

1.3.1.2.2.2 Expressdo heteréloga de SULTs humanas

A expressao heter6loga de SULTs humanas em sistemas teste de mutagenicidade tem sido
maioritariamente desenwolvida por Glatt e colaboradores, em estirpes teste de S. typhimurium (Glatt,
2000a). O uso desta tecnologia tem mostrado grande sensibilidade na deteccdo de genotoxicos
bioactivados por SULTs pois, sistemas teste de mutagenicidade comuns podem ser deficientes em
SULTs e, preparagdes sub-celulares hepéticas, tipicamente utilizadas na activagdo metabdlica,
padecem de PAPS, cofactor obrigatério de SULT.

Ainda que PAPS seja suplementado a frac¢do S9, a deslocalizagdo dos ésteres de acido
sulfirico reactivos, ou dos catides gerados a partir destes (com tempos de semi-vida curtos), para o
interior da célula indicadora, pode ndo ocorrer em extensao suficiente, o que limita a sensibilidade na
deteccdo de mutagenicidade dos metabolitos bioactivados por SULTs (Glatt et al., 1998).

A expressdo de SULTs individuais humanos nos udltimos anos, em estirpes de Ames, tem
permitido uma melhor caracterizacdo dos seus papéis na bioactivacdo de diferentes pro-
carcinogéneos (Meinl et al., 2002), nomeadamente, de numerosos alcoois benzilicos derivados de
hidroxilaminas aromaticas e de varios hidrocarbonos aromaticos policiclicos (tabela 1.6) (Glatt, 1997).

Por expressdo de cDNA ou por purificagcdo de enzimas humanas, tem sido demonstrado a

capacidade de SULT1A1 metabolizar um vasto leque de compostos mutagénicos.
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Tabelal.6 - Compostos bioactivados por SULTs humanos com efeitos mutagénicos ja detectados em sistemas
teste de mutagenicidade bacterianos. ?

Composto

Formas de SULT"/fonte utilizada

Hidroxilaminas arom aticas

Alcoois

N-hidroxi-2-acetilaminofluoreno
2-Hidroxilamino-5-fenilpiridina
N-hidroxi-2-acetilamino-5-fenilpiridina

benzilicos de hidrocarbonos aromaticos

policiclicos

9-hidroximetilantraceno
9-hidroximetil- 10-metilantraceno

1-hidroximetilpireno

Furfuril &lcool

1-(1-pirenil)etanol

1-(2-pirenil)etanol
7-hidroximetil-12-metilbenz[a]antraceno
1-hidroxi-3-metilcolantreno
2-hidroxi-3-metilcolantreno
3-hidroxi-3,4-dihidrociclopentalcd]pireno
4-hidroxi-3,4-dihidrociclopenta[cd]pireno
4-hidroxiciclopenta[def]criseno
6-Hidroximetilbenzo[a]pireno
7-hidroxi-7,8,9,10-tetrahidroenzo[a]pireno

1A1, 1A2, preparagOes sub-celulares hepéticas
1A1, 1A2
1A1, 1A2

2A1, preparagdes sub-celulares hepaticas

2A1

1A1, 1A2, 1A3, 1E1, 2A1, preparacbes sub-celulares
hepéticas de rato e humanas

1A1, 1A2, 1A3, 1C2, 1E1, 2A1

2A1, 1A1, 1K1, preparagdes sub-celulares hepéticas
Preparacdes sub-celulares hepaticas

2A1, preparagdes sub-celulares hepaticas

2A1

2A1

Preparagdes sub-celulares hepaticas

Preparacdes sub-celulares hepéticas

1B1, 1E1, preparagdes sub-celulares hepéticas
2A1, 1B1, preparacdes sub-celulares hepéaticas
1A1, 1K1, 2A1

10-hidroxi-7,8,9,10-tetrahidrobenzo[a]pireno 1E1
8-hidroxi-8,9,10,11-tetrahidrobenz[a]antraceno 1E1

Outros alcoois alilicos e benzilicos

1-hidroxisafrole 2A1
5-hidroximetilfurfural 1A1
Hicantona 2A1

% PreparagGes sub-celulares hepaticas, SULTs purificadas, ou SULTs heterologamente expressas foram utilizadas
como sistemas de activagdo. Quando sistemas de activagéo sub-celulares externos foramutilizados, a presenca de PAPS bem
como uma fonte de SULT, servirampara demonstrar a dependéncia de SULT na inducdo de genotoxicidade. Quando SULT foi
heterologamente expressa nas células indicadoras, células bacterianas transformadas e nédo transformadas foram utilizadas
como controlo. ® Foram utilizadas SULTs recombinantes.

Fonte: adaptado de Glatt (1997, 2000).

A forma SULT1A1l humana € a que exibe maior nivel de expresséo entre todas as enzimas
SULT1 no figado, sendo também expressa a um baixo nivel em todos os tecidos extra-hepaticos.
Devido ao seu largo espectro de substratos com estruturas muito diversas (tabela 1.6), suas
propriedades de cinética e seus elevados niveis de expressdo, SULT1A1 parece ser a principal forma
humana de SULT enwolvida na destoxificagdo da maioria dos principais xenobi6ticos fendlicos, bem

como de outros substratos (Glatt e Meinl, 2004).
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.4  Objectivo

O presente trabalho esta integrado no ambito de um projecto que Jisa estudar os
mecanismos bioquimicos enwhidos na toxicidade associada a administracdo do farmaco
antirectroviral NVP. Vérias evidéncias apontam para que a toxicidade de NVP seja causada pela
bioactivacdo de NVP a electréfilos reactivos, por accao de CYP, originando o composto estawel 12-
hidroxi-NVP, e subsequente sulfatacdo, mediada por SULT.

O objectivo deste trabalho centrou-se no desenwolvimento de nows sistemas teste de
mutagenicidade bacterianos, competentes em SULT1Al1 humano, e sua aplicagdo no estudo da
bioactivacdo de 12-hidroxi-NVP, metabolito de fase | da biotransformacdo de NVP. Para este fim,
foram construidas novas estirpes de S. typhimurium e de E. coli, derivadas de estirpes de Ames e da
estirpe BTC, respectivamente. Apds construcdo, estas estirpes foram caracterizadas e validadas
recorrendo a compostos que se conhece serem bioactivados por SULT1A1 humano.
Subsequentemente, as novas estirpes teste foram aplicadas no estudo da bioactivagdo de NVP,
dependente de SULT humano.

A detecgdo de mutagenicidade de 12-hidroxi-NVP, atraves dos nows sistemas teste de
mutagenicidade competentes em SULT1A1 humano, é indicadora de que este metabolito, quando
sulfatado, origine moléculas electrofilicas altamente reactivas, capazes de formar adutos com o DNA
de células humanas.

A bioactivacdo de 12-hidroxi-NVP, e consequente formacdo de adutos covalentes com
proteinas, DNA e outros alvos, pode ser responsavel pelos efeitos secundarios associados a
administracdo de NVP, designadamente hepatotoxicidade e erup¢des cutaneas, bem como, pela sua

suspeita carcinogenicidade.
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II Materiais e Métodos

.1 Materiais

Nas tabelas 1.1 — Il.5 encontram-se descritos os reagentes, solu¢cbes, meios de cultura,

estirpes e plasmideos incluidos no corrente estudo.

Tabela ll.1 - Reagentes utilizados na execug¢éo deste trabalho, e respectivos fabricantes.

Fabricante

Reagente

Becton Dickinson and Company

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

Bioline Agarose; marcador de pesos moleculares HyperLadder I™

Bio-Rad Mini-PROTEAN™ TGX™ Precast Gels (4 — 20%)

Fermentas dNTP mix; enzimas de restricdo (Dral, Eco81l, Sall, Xbal); FastAP™™;
GeneJET™ PCR Purification Kit; GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit;
PageRuler™ Prestained Protein Ladder; Phusion HF buffer

Invitrogen PuriLink™ Gel extraction; WesternDot™ 625 Goat Anti-Rabbit Western Blot
Kit

Merck Quimicos incluidos na preparacéo das solugdes (tabela Il. 2)

Oxoid Nutrient broth no. 2

QIAGEN QlAfilter™ Plasmid Midi Kit

Roche Rapid DNA Ligation Kit

Sigma Chemical Co

Acido d-aminolewulinico (3-Ala); ampicilina (Amp); L-arginina (L-arg); brometo
de etideo; D-biotina (D-bio); cloranfenicol (Cm); 1-hidroximetilpireno (1-HMP);
12-hidroxi-Nevirapina (12-OH-NVP); L-histidina.HCI (L-his); isopropil B-D-
tiogalactésido  (IPTG); 4-nitroquinolina-1-6xido  (4-NQO);  4-nitro-o-
phenilenediamina (NPD); sulfato de canamicina (Kan); tiamina (Thy)

Stratagene

Células competentes E. coli XL10-Gold®

Tabela 1.2 - Solugdes utilizadas, e sua composicao.

Solucao Composicao por 1L

Histidina/Biotina (0,5mM) 123,6 g D-bio; 96 g L-hist™"

Sais M9 (5x) 64 g NazHPO4.2H20; 150 g KH2POg4; 2,5 g NaCl; 5 g NH4CI ©

Sais VB (50x) 10 g MgSO4.7H20; 100 g CeHsO7.H20; 500 g K:HPO4 175 g
NaHNH4(PO4.H,0) ?

Tampao PBS 8 g NacCl; 0,2 g KCI; 1,44 g Na2HPOs; 0,24 g KH2PO4 (ajustar pH a 7,4)

Tampéo TAE (50x) 242 g Tris.base;57,1 mL acido acético glacial; 100 mL EDTA (0,5 M) (ajustar
apH 8)

Tampao 1B 23,1 g KH2POg; 125,4 g K2HPO,4 ©

Tampao TN 6,06 g Tris-HCI; 8,5 g NaCl (ajustarpHa 7,5) ”
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Tabela I1.2 - Solugdes utilizadas, e sua composi¢ao (continuagao).

Tampao de corrida (5x)

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

Tampédo de transferéncia (5x)

1,33 g SDS; 19,37 g Trizma.base; 9,76 g Glicina;
333,33 mL Metanol

& Autoclavar 20 minutos a 120°C.° Conservar a 4°C.

Tabela 11.3 - Meios de cultura utilizados, e sua composicao.

Meio de cultura

Composicéo por 1L

Luria — Bertani (LB)

5 g Bacto extracto de levedura; 10 g NaCl; 10 g Bacto triptona =~

Nutrient broth no.2 (NB)

25g°*"

Meio A 1,6 g NB (S. typhimurium) ou TB/peptona (E. coli); 5g NaCl

M9 15 mg agar; 10mL glucose (40% v/v); 200 mL sais M9 (5x) ©

NZY 10 g Bacto triptona; 5 g NaCl; 5 g Bacto extracto de levedura (ajustar pH a
7,5) % suplementar com 12,5 mL MgClI (1M), 12,5 mL MgSO4 (1M) e 20 mL
glucose 20%

SOB 20 g Bacto triptona; 5 g Bacto extracto de levedura; 0,5 g NaCl; 10 mL KCI

(250mM) % suplementar com 5 ml MgClz (2M) (ajustar pH a 7) b

Terriferic Broth (TB)/peptona

12 g Bacto triptona; 24 g Bacto extracto de levedura; 2 g Bacto peptona;8 mL

glicerol 50% % suplementar com 100 mL tamp&o TB

Top-agar para aplicagdo em
testes de mutagenicidade

5 g NacCl; 6 g agar ; suplementar com 100 mL soluc&o histidina/biotina (0,5
mM) (S. typhimurium) ou 1,6 mL L-arg (10mg/mL) e 1,6 mL Thy (10 mg/mL)
(E. coli)

Vogel-Bonner (VB)

15 g agar % suplementar com 20 mL sais VB (50x) e 50 mL glucose 40%

% Autoclavar 20 min. a 120°C. ° Para preparacdo de meio em placas ou em tops-agar, adicionar 15 g ou 4,8 g de agar,
respectivamente, antes da autoclavagem.

Tabela 11.4 - Estirpes de E. coli e de S. typhimurium e plasmideos utilizados no decorrente estudo.

Estirpe Genotipo Origem/referéncia

E. coli
PD301 thr-1, ara-14, leuB6, A(gtp-proA)62, thi-1, | P. Duarte

lacYl, galK2, xyl-5, mtl-1, supE44, argE3,

hisG4, rac’, A, tsx-33, rpsL31, mgl-51, rfbD1,

kdgK51, gsr, uvrA6, galE, adalO [tet’],

Aogt::cmr, LPs¢
BTC PD301/pCWAPLCM_POR Este estudo
BTC2A6_SULT1A1_POR PD301/pCWh2A6/pLCM_hSULT1A1_POR Este estudo
BTC_SULT1A1l PD301/pCWA/PLCM_hSULT1A1 Este estudo
S. typhimurium
TA1535 hisG46, A(gal-uvrB), rfa’ B.N. Ames
TA100 TA1535/pKM101 B.N. Ames
TA1535_pKKSULT1Al TA1535/ pKK233-2_hSULT1Al H. Glatt

TA1535_pLCMSULT1AlL

TA1535/pCWAPLCM _hSULT1AL Este estudo

TAI535_pLCMSULTIAL cys

TA1535/pCWAPLCM_hSULT1AL_cys Este estudo

TA1538

B.N. Ames

hisD3052, A(gal-uvrB), rfa’
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Tabelall.4 - Estirpes de E. coli e de S. typhimurium e plasmideos utilizados no decorrente estudo (continuagéo).

TA98 TA1538/pKM101 B.N. Ames
TA1538_pKKSULT1A1 TA15358/pKK233-2_hSULT1A1 H. Glatt
TA1538_pLCMSULT1A1 TA1538/pCWA/PLCM_hSULT1AL Este estudo
TA1538_pLCMSULT1A1_cys TA1538/pCWApPLCM_hSULT1Al_cys | Este estudo

Tabela 1.5 - Plasmideos utilizados neste estudo.

Plasmideos Marcadores genéticos Origem/referéncia

pCWA pCWori", vector de expressdo em E. coli, | C.W. Fisher
Amp', ptac.ptacflacl’, sem cDNA

pCWh2A6 pCWori", vector de expressdo em E. coli, | M. Kranendonk
Amp', ptac.ptacflacl®, contendo cDNA de
CYP2A6 humano

pKK233-2_hSULT1A1 pKK233-2, contendo cDNA de SULT1Al | H.Glatt

humano, sob inducao de ptac

pLCM mucAB’, Kan' derivado do plasmideo | M. Kranendonk
pACYC177

pLCM_POR pLCM, contendo cDNA de CYPOR humano, [ M. Kranendonk
sob indugéo de ptac

pLCM_hSULT1A1 pLCM, contendo cDNA de SULT1Al1 humano, | Este estudo
sob indugéo de ptac

pLCM_hSULT1A1_POR pLCM, contendo cDNA de SULT1Al e de | Este estudo
CYPOR humanos,ambos sobinducao de ptac

pLCM_hSULT1A1_cys pLCM, contendo o operdo cysDNC e cDNAde | Este estudo

SULT1A1 humano sob inducéo de ptac

1.2 Métodos

[1.2.1 Condi¢des de cultura das estirpes bacterianas

Como meio de cultura para as estirpes bacterianas, foram utilizados diferentes meios sélidos
ou liquidos, cuja composi¢cdo se encontra descrita na tabela 1.3, suplementados com os respectivos
antibidticos. Estirpes rfa’ foram crescidas em meios contendo 50 pg/mL de ampicilina (Amp), 15
pg/mL de canamicina (Kan) e/ou 10 pg/mL de cloranfenicol (Cm), de acordo com 0 seu genétipo.
Estirpes rfa’ cresceram em meios contendo 100 pg/mL de Amp e/ou 35 pg/mL Kan, de acordo com o
seu contetddo plasmidico.

Os meios solidos em placa foram preparados em placas de Petri de poliestireno, estéreis,
com fundo liso e 9 cm de didmetro. O wlume de meio por placa foi 25 mL. Na prepara¢do de tubos

tops-agar, adicionou-se 2,5 mL de meio em tubos de vidro estéreis, de 100 x 10 mm.
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11.2.1.1 Culturas sem inducdo da expressédo heteréloga

As culturas bacterianas sem indu¢do da expressdo de proteinas heter6logas foram realizadas
em tubos de vidro estéreis, de 150 x 15 mm, com 5 mL de meio LB (estirpes de E. coli) ou NB
(estirpes de S. typhimurium), suplementado com os respectivos antibiéticos, de acordo com a estirpe.
Os in6culos utilizados foram provenientes de culturas (15% Vv glicerol) armazenadas a -80°C, ou de
colonias crescidas em placa. As culturas foram incubadas 16 horas, a 37°C, com uma agitacdo de
210 rpm em incubadora orbital. Apés este periodo, as culturas bacterianas encontravam-se em fase
estacionaria, com uma densidade celular de 1 - 2 x 10° células/mL.

Para preparacdo de células competentes para electroporagdo, 50 mL de meio liquido, LB
(para transformagdo de estirpes de E. coli) ou NB (para transformacdo de estirpes de S.
typhimurium), contendo os antibiéticos adequados, em Erlenmeyers (250 mL), foram inoculados com
colénias previamente crescidas em placas, contendo o0 mesmo meio, suplementado com antibiéticos
conforme o gendtipo da estirpe. As culturas foram incubadas em incubadora orbital, termostatizada a
37°C, com agitacdo de 210 rpm, até atingir DOgqg 0,4 - 0,6. Para preparacdo de células quimicamente
competentes, o crescimento da cultura foi semelhante, no entanto, utilizou-se SOB como meio de
cultura, e o crescimento das estirpes finalizou-se com DOggy 0,25 - 0,30.

As culturas destinadas ao isolamento de DNA plasmidico em larga escala realizaram-se em
Erlenmeyers (250 mL), contendo 50 mL de meio, suplementado com os antibidticos, de acordo com a
estirpe. Inocularam-se 250 pL de cultura bacteriana (15% /v glicerol), armazenada a -80°C e,
incubaram-se as culturas durante aproximadamente 18 horas, a 37°C, em incubadora orbital, a 210

rpm.

I1.2.1.2 Culturas com induc¢ado da expressédo heteréloga

As culturas bacterianas com indu¢do da expressado de proteinas heterdlogas foram realizadas
em tubos de poliestireno estéreis, de 100 x 16 mm, com 5 mL de meio TB/peptona (estirpe
BTC_SULT1Al) ou NB (estirpes de S. typhimurium), suplementado com os respectivos antibiéticos,
de acordo com a estirpe. As culturas de BTC_SULT1A1, também foram suplementadas com 1 pg/mL
de tiamina (Thy). A expressao heteréloga de hSULT1A1L, e do operdo cysDNC foi induzida por ITPG
(0,2 mM), inicialmente adicionado ao meio. As culturas foram inoculadas com um wolume de 25 pL de
cultura bacteriana (15% WV glicerol) armazenada a -80°C, e incubadas a 37°C, com agitacdo de 210
rpm em incubadora orbital. Atingidas as densidades de cultura pretendidas (seccédo 111.3.3), as
culturas foram mantidas em gelo pelo menos 15 minutos, centrifugadas, ressuspendidas em meio A
(seccao I1.3) e ajustadas para 1 x 10° bactérias/mL. Pouco antes da sua utilizagdo, as culturas foram,
mais uma wez, centrifugadas e ressuspendidas no referido meio, para uma densidade 5 vezes
superior.

O crescimento com inducdo da expressdo de CYP na estirpe BTC2A6_SULT1A1 POR

realizou-se de acordo com as condi¢des de cultura descritas por Kranendonk et al. (1999a).
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I1.2.2 Calculo das unidades formadoras de colénias

Para calcular as unidades formadoras de col6nias (UFCs) das estirpes desenwlvidas,
realizaram-se diluicdes sequenciais das culturas, com e sem inducdo da expressdo heterdloga
(seccBes 1.2.1.1 e 11.2.1.2), em PBS, até um factor de diluicdo de 107, Num top-agar, contendo meio
LB (estirpes de E. coli) ou NB (estirpes de S. typhimurium), pré-aquecido entre 45 e 47°C,
adicionaram-se 100 yL de suspensdo bacteriana, com os factores de diluicao 10° e 10’. Em seguida,
o top-agar foi vertido e espalhado em placas contendo meio LB ou NB, suplementado com os
respectivos antibiéticos, de acordo com a estirpe (seccao 11.2.1). As placas foram incubadas a 37°C,
durante 24 horas. O ensaio foi realizado em duplicado. Apds incubagdo, as colonias foram
fotografadas e contadas, recorrendo ao software Labworks (versédo 4.6) (UVP, Inc. USA). As UFCs

foram estimadas pela multiplicagdo da média da contagem nas placas, pelo factor de diluicéo final.

[1.2.3 Extraccdo de DNA plasmidico

O isolamento de DNA plasmidico das estirpes bacterianas construidas, foi efectuado
recorrendo ao kit GeneJET™ Plasmid Miniprep. Nos casos em que se pretendeu obter DNA
plasmidico com elevado rendimento, utilizou-se o kit QlAfilter™ Plasmid Midi. Ambos os protocolos de
purificacdo plasmidica baseiam-se num procedimento de lise alcalina das culturas bacterianas,
seguida de ligagcdo do DNA plasmidico a resina de troca i6nica da coluna, em condi¢cdes de pH e

concentracdo de sais apropriadas. O DNA adsonido foi lavado e eluido.

11.2.3.1 Anélise electroforética de DNA plasmidico

O wlume de amostra utilizada para electroforese horizontal em gel de agarose foi de 1-3 L,
consoante a concentracdo obtida por isolamento do DNA plasmidico (~ 40 — 100 ng/uL). Perfez-se
um wolume de 10 pL com H,O e adicionaram-se 2 L de loading buffer (Bioline). Preparou-se uma
solugdo 0,6% de agarose em tampao TAE, pH 8, e adicionou-se brometo de etideo. O marcador de
pesos moleculares (HyperLadder 1), as amostras, e os controlos foram carregados nos pogos do gel
de agarose, o qual foi submetido a uma wltagem de 90 V. A electroforese realizou-se em tampéo

TAE e, no final da corrida, os géis foram \visualizados e fotografados sob luz UV (254 nm).
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I1.2.4 Construcdo dos plasmideos envolvidos no estudo
I1.2.4.1 Construgdo dos plasmideos pLCM_hSULT1A1_POR e pLCM_hSULT1Al

11.2.4.1.1 Amplificacéo e purificagcdo do fragmento pTAC_SULT1A1*1Y

A amplificagcdo do fragmento pTAC_SULT1A1*1lY realizou-se a partir do vector pKK233-
2 SULT1A1*1Y (em anexo, figura VI.3), cedido pelo Doutor H. Glatt e pelo Doutor W. Meindl
(German Institute of Human Nutrition Potsdam-Rehbrilecke, Alemanha), utilizando o par de primers
F1SULT, 5 — GACTTGTCGACCAGCCATCGGAAGCTGT -3 (introduzindo um local de restricdo para
Sall) e R1SULT, 5 — GTICTAGACTCTCACAGCTCAGAGCGGAAGCTGA - 3 (introduzindo um local
de restricdo para Xbal) (STABVIDA). A reac¢cdo de PCR consistiu em 30 ciclos de desnaturacdo a
98°C, durante 10 segundos, e de annealing/extensdo, a 72°C, durante 30 segundos. O produto de
PCR foi analisado por electroforese. Em seguida, procedeu-se a purificacdo do fragmento
pTAC_SULT1A1*1Y, utilizando o kit PuriLink™ PCR purification (Fermentas), de acordo com as

indicagOes do fabricante, e quantificou-se em gel de agarose 0,6%.

[1.2.4.1.2 Digestdo enzimética do fragmento pTAC_SULT1A1*1Y, e dos vectores pLCM_POR e
pLCM

As enzimas de restricdo utilizadas na digestdo do fragmento pTAC_SULT1A1*1Y (1320 pb) e
dos vectores pLCM_POR (em anexo, figura VI.2) e pLCM (em anexo, figura VI.4) foram Sall e Xbal.
As digestdes por Sall e Xbal foram realizadas sequencialmente. Cada uma das digestfes foi
incubada 5 horas, a 37°C. Para desfosforilar as extremidades dos vectores pLCM_POR e pLCM,
adicionaram-se 4 pL de FastAP™ Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Fermentas) e incubou-se

por um periodo de 30 minutos, a 37°C.

11.2.4.1.3 Isolamento do fragmento pTAC_SULT1A1*1Y, e dos vectores pLCM_POR e pLCM

Apés digestdo, fez-se uma electroforese e cortaram-se as bandas do gel correspondentes
aos vectores e ao fragmento digeridos. O DNA isolado foi purificado de acordo com o protocolo do kit
PuriLink™  Gel extration (Invitrogen). Seguidamente, fez-se a precipitacdo do fragmento
pPpTAC_SULT1A1*1Y e do vector pLCM_POR pela adicdo de 1/10 (WV) de acetato de sédio (3 M), 2
vezes 0 wlume de etanol absoluto e 15 yL de LPA (linear polyacrylamide). Incubou-se a -20°C,
durante 16 horas e, seguidamente, a amostra foi centrifugada 30 minutos, a 4°C, a 21000 g. O
sedimento resultante foi lavado com etanol 70% e procedeu-se a uma nova centrifugacdo de 10
minutos, a 4°C, a 21000 g. O DNA foi seco a 42°C, aproximadamente 10 minutos e, em seguida,

ressuspendido em tampaéo ligase, proveniente do kit Rapid DNA Ligation (Roche).
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11.2.4.1.4 Ligacdo do fragmento pTAC_SULT1A1*1lY aos vectores pLCM_POR e pLCM, e
transformacéao de E. coli XL10-GOLD

Para ligacdo do fragmento pTAC_SULT1A1*1Y aos vectores pLCM_POR e pLCM, utilizou-se
o Rapid DNA Ligation Kit™ (Roche), seguindo-se as instru¢des do fabricante. O racio molar de
vector:fragmento aplicado foi de 1:4. Apés ligacdo, procedeu-se a transformacdo da estirpe de E. coli

XL10-Gold (Stratagene), seguindo-se o procedimento do manual.

11.2.4.1.5 Verificagcdo da clonagem do fragmento pTAC_SULT1A1*1Y nos vectores pLCM_POR
e pLCM

Para confirmar a clonagem de pTAC_SULT1A1*1lY, foi extraido o DNA plasmidico de
algumas das colénias transformadas com pLCM_hSULT1A1 POR, e algumas das coldnias
transformadas com pLCM_hSULT1Al, e analisou-se o seu DNA plasmidico em gel de agarose.
Seleccionaram-se as col6nias que aparentemente incorporaram o fragmento pTAC_SULT1A1*1Y,
cujo DNA plasmidico foi isolado e linearizado com Eco81l, confirmando-se a incorporagdo do
fragmento pTAC_SULT1A1*1lY. O DNA plasmidico destes transformantes foi sequenciado
(STABVIDA), usando os primers FISULT e R1ISULT.

11.2.4.2 Construcdo do plasmideo pLCM_hSULT1A1 cys

Como template da reaccao de PCR, utilizou-se DNA cromossomal da estirpe PD301 de E.
coli. Para amplificar o fragmento cysDNC (em anexo, figura VI.5), utilizou-se o par de primers F1cys,
5 - GATCTAGAATGGATCAAATACGACTTACTC - 3, e, R1cys, 5 -
AGTCTAGATCAGGATCTGATAATATCGTTC - 3’  (introduzindo locais de restricdo para Xbal). A
reaccao de PCR consistiu em 30 ciclos de desnaturagdo a 98°C (10 segundos), annealing a 67°C (30
segundos) e de extensdo a 72°C (45 segundos). O produto de PCR foi purificado, utilizando o kit
PuriLink™ PCR purification (Fermentas), e quantificou-se em gel de agarose 0,6%. Para digerir 0
fragmento cysDNC (3821 pb) e o wvector pLCM_hSULT1A1l (7093 pb), utilizou-se a enzima Xbal.
Confirmados os tamanhos dos produtos da digestdo por electroforese, procedeu-se ao seu
isolamento, utilizando o kit PuriLink™ Gel extration (Invitrogen). O DNA foi precipitado e lavado de
acordo com o procedimento indicado em 1.2.4.1.3. Seguidamente, o fragmento cysDNC foi ligado ao
vector pLCM_hSULT1A1 com recorréncia ao Rapid DNA Ligation Kit™, seguindo-se as instru¢cfes do
fabricante. O racio molar de wvector:fragmento utilizado foi 1:2. Apés ligagdo, procedeu-se a
transformacédo da estirpe de E. coli XL10-Gold (Stratagene), seguindo-se o procedimento do manual.
Para identificar os transformantes que incorporaram o fragmento cysDNC na orientacdo pretendida, o
DNA plasmidico dos transformantes foi digerido com as enzimas Xbal e Dral, e correu-se um gel de

agarose 0,6%. A clonagem do operdao cysDNC foi confirmada por sequenciacao (STABVIDA).
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I1.2.5 Introducdo de DNA plasmidico em bactérias

11.2.5.1 Preparacdo de células competentes

Para construir as estirpes teste de mutagenicidade enwlvidas neste estudo, foi necessario
um tratamento prévio das células, de forma a torna-las quimicamente competentes e
electrocompetentes, capazes de captar DNA plasmidico com elevada eficiéncia.

Para preparacdo de células competentes para electroporagcdo, a estirpe a transformar foi
crescida sem inducdo da expressdo heterdloga, em meio adequado, e sob as condi¢cdes
mencionadas em 1.2.1.1. Subsequentemente, o wlume de cultura foi dividido por dois tubos de
Falcon (50 mL), os quais foram mantidos em gelo durante 15 minutos. Seguidamente, as culturas
foram centrifugadas 15 minutos, a 4°C, com rotacdo de 2772 g e, os sedimentos, ressuspendidos em
2 mL de H,O nanopura estéril, a 4°C. Juntaram-se as suspensdes, adicionaram-se 20 mL de H,O
nanopura estéril, e procedeu-se a uma nova centrifugacdo de 15 minutos, a 4°C, com rotacdo de
2772 g. O sedimento obtido foi ressuspendido em 1 mL de glicerol (15%) e, depois de aliquotadas (30
pL), as células foram congeladas em azoto liquido e armazenadas a -80°C.

Para preparacdo de células quimicamente competentes, apds crescimento em respectivos
meios, e sob as condicbes mencionadas em 1.2.1.1, o wlume de cultura foi dividido por dois tubos de
Falcon (50 mL). Ap6s 15 minutos em gelo, as culturas foram centrifugadas 8 minutos, a 4°C, com
rotacdo de 2772 g, e os sedimentos ressuspendidos em 5 mL CaCl, (0,1 M). Juntaram-se as
suspensdes, e procedeu-se a uma nova centrifugacdo de 6 minutos, a 4°C, com rotagédo de 2772 g. O
sedimento obtido foi ressuspendido com 2 mL de CaCl, (0,1 M) e adicionou-se glicerol (15% WwV).

Depois de aliquotadas (200 pL), as células foram armazenadas a -80°C.

11.2.5.2 Transformacédo de células competentes com DNA plasmidico

Plasmideos previamente de E. coli, utilizados na transformacdo de estirpes de Ames (S.
typhimurium), foram adaptadas ao padréo de metilagdo de S. typhimurium, por transformacgéo da

estirpe LB5010 (', m"), sendo subsequentemente isolados (Bullas e Ryu, 1983).

11.2.5.2.1 Transformacdo por electroporacdo de estirpes LPSY/rfa

A electroporacdo das células foi efectuada, adicionando 1 pL de DNA plasmidico a 30 pL de
células competentes (seccdo 11.2.5.1). A mistura de células com DNA plasmidico foi pipetada numa
cuwete de electroporacdo, a qual foi inserida no electroporador (Bio-Rad Gene Pulser®). Sob as
condigdes seleccionadas, 1,35 kV, 200 Q e capacitador de 25 pF, as células foram expostas aum T 4
— 5 ms. As células electroporadas foram imediatamente recuperadas em 1 mL de meio NZY e
incubadas durante 1 hora, a 37°C, com agitacdo de 210 rpm em incubadora orbital. Apds incubagéo,

foram plagueados, em meio LB (E. coli) ou NB (S. typhimurium), suplementado com os respectivos
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antibiéticos (secc¢ao 1.2.1), 50 pL e 200 pL de cultura transformante. As placas foram incubadas 16
horas, a 37°C.

[1.2.5.2.2 Transformag¢do quimica de estirpes LPSY/rfa

A transformacdo quimica foi a via secundaria utilizada para transformar a estirpe TA1538.
Neste procedimento, adicionaram-se de 5 pL de DNA plasmidico a um tubo de eppendorf contendo
200 pL de células quimicamente competentes (seccdo 11.2.5.1). As células foram mantidas 30 minutos
em gelo e, seguidamente, recuperadas com 800 pL de meio NB. As células em meio enriquecido
foram incubadas durante 1 hora, a 37°C, com agitagdo de 210 rpm em incubadora orbital. Apés
incubacdo foram plagueados em meio NB, suplementado com os respectivos antibidticos, 50 pL e

200 pL de cultura transformante (seccéo 11.2.1). As placas foram incubadas 16 horas, a 37°C.

I1.2.6  Verificacdo das caracteristicas fenotipicas das estirpes

Construidas as estirpes, prepararam-se culturas em meios suplementados com o0s
respectivos antibiéticos, as quais foram incubadas durante 16 horas, a 37°C, com agitacdo de 210
rpm (seccdo 11.2.1.1). Em seguida, procedeu-se a verificacdo das caracteristicas fenotipicas das

estirpes teste de mutagenicidade, seguidamente referidas.

I1.2.6.1 Auxotrofia para L-arginina e para L-histidina

A auxotrofia das estirpes de S. typhimurium e de E. coli, por L-histidina (L-his) e L-arginina (L-
arg), respectivamente, foi confirmada pelo crescimento bacteriano em placas M9 selectivas.

Culturas de estirpes de S. typhimurium foram inoculadas em meio minimo M9 sdlido,
suplementado apenas com biotina (0,74 pg/mL). Como controlo positivo, efectuou-se o mesmo
procedimento, utilizando placas com meio M9 suplementadas com L-his (50 pg/mL) e D-biotina (0,74
pg/mL).

A auxotrofia de estirpes de E. coli por L-arg foi verificada, inoculando placas com meio
minimo M9, suplementado unicamente com Thy (1 pg/mL). Como controlo positivo utilizaram-se

placas contendo o0 mesmo meio, suplementado com L-arg (100 pg/mL) e Thy (1 pg/mL).
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11.2.6.2 Presenca de LPs®

Culturas das estirpes de S. typhimurium e de E. coli foram inoculadas em placas de agar
MacConkey e testou-se a sensibilidade das mesmas ao cristal \ioleta, sais biliares, e outros
compostos tdxicos existentes neste meio. A presenca de parede lipopolissacaridica incompleta

permite a entrada destes compostos, o que inviabiliza o crescimento bacteriano.

I1.2.7 Confirmacéo da sensibilidade de detec¢do de mutagenicidade por parte das estirpes de
S. typhimurium e de E. coli

A monitorizacdo da reversdo das mutacdes hisG46 e hisD3052, pelas estirpes teste de S.
typhimurium, e da mutagdo argE3, pelas estirpes teste de E. coli, fez-se pela aplicacdo de testes de
mutagenicidade com quimicos diagnostico, especificos para cada estirpe, que funcionaram como
controlo positivo. As estirpes cresceram como descrito em 11.2.1.1, até uma densidade de 1 - 2 x 10°
células/mL.

Num top-agar His/Bio ou Arg/Thy, de acordo com a estirpe teste, adicionaram-se 10 L de
composto teste, com uma concentragdo previamente definida, e 100 pl de cultura bacteriana. O top-
agar foi vertido e espalhado em placas contendo meio minimo VB, as quais foram incubadas a 37°C,
durante 48 horas (no caso das estirpes derivadas de TA1538, 72 horas).

Apés incubacado, as coldnias foram fotografadas e contadas, recorrendo ao software Labworks

(versdo 4.6) (UVP, Inc. USA). O ensaio foi realizado em duplicado.

11.2.8 Determinacdo da expressao de hCYP2A6

A determinacdo da expressdo de CYP2A6 nas estirpes bacterianas BTC2A6_SULT1A1_POR
foi efectuada por observacdo do espectro diferencial de CYP reduzido na presenca de CO versus
CYP reduzido. As culturas foram crescidas com inducdo da expressdo heteréloga (seccao 11.2.1.2) e
centrifugadas a 2772 g, durante 15 minutos, a 4°C, e os sedimentos foram ressuspendidos no mesmo
wlume de tampdo TN. Adicionou-se ditionido de sédio, obtendo-se uma concentracéo final de 4,6
mM, e a suspensdo bacteriana foi dividida em duas cuwvetes. Seguidamente, tracou-se a linha de base
entre 400 e 500 nm num espectrofotdbmetro de feixe duplo (Shimadzu UV-Vis UV-2401PC),
borbulhou-se a cuwete amostra com CO durante 30 segundos, e tragou-se um espectro diferencial
entre 400 e 500 nm. Sabendo que o coeficiente de absortividade molar (¢) do complexo CYP-CO é 91
mM™.cm™, para uma diferengca de absorvancia entre 450 e 490 nm, foi possivel determinar a

concentracdo de CYP nas amostras.
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11.2.9 Western blot de hSULT1A1 expresso nas diversas estirpes bacterianas

A preparacdo dos lisados celulares totais fez-se por solubilizacdo das células em loading
buffer (Tris.HCI 0,0625 M, glicerol 10% /v, SDS 2% v/v, BFB 0,005% V/v, 3-mercaptoetanol 5% W)
a, aproximadamente, 6 x 10° células/mL na estirpe BTC2A6_SULT1A1 POR e 1,2 x 10° células/mL
em estirpes derivadas de TA1535 e TA1538. As frac¢Oes celulares foram, seguidamente, aquecidas a
95°C, durante 15 minutos. Depois de preparadas, as amostras foram carregadas no gel Mini-
PROTEAN® TGX™ (Bio-Rad) 4 — 20%, e as proteinas do lisado celular foram separadas por SDS-
PAGE (200 V), em tampdo de corrida. Como controlo positivo, utilizou-se SULT1A1 humano
parcialmente purificado, cedida pelo Doutor H. Glatt e pelo Doutor W. Meindl (German Institute of
Human Nutrition Potsdam-Rehbriiecke, Alemanha). Apds corrida por electroforese vertical, procedeu-
se a transferéncia electroforética das proteinas do gel para a membrana de PVDF 0,45 pm
(Immobilon-FL, Millipore corporation), por aplicagdo de uma wltagem de 100 V, durante 1 hora, em
tampdo de transferéncia. Seguidamente, fez-se a imunodeteccdo das proteinas, utilizando o kit
WesternDot™ 625 Goat Anti-Rabbit Western blot (Invitrogen). Para prevenir ligacdes ndo especificas
entre a membrana de PVDF e o anticorpo primario, a membrana foi incubada durante 1 hora com
agente bloqueador. Posteriormente, fez-se a hibridagdo com o anticorpo primario policlonal anti-
SULT1A1 (1:10000), cedido pelo Doutor H. Glatt e pelo Doutor W. Meindl (German Institute of Human
Nutrition Potsdam-Rehbrliecke, Alemanha), durante uma hora. A membrana foi lavada, e exposta ao
anticorpo secundario conjugado com biotina, durante 1 hora. Apdés a segunda hibridacdo, a
membrana foi novamente lavada e incubada 1 hora com o conjugado de streptavidina. Os
immunoblots foram expostos a radiacdo UV (365 nm), e registados em suporte digital.

A quantificacdo relativa de SULT1A1 humano na frac¢do celular foi efectuada através da
comparagdo entre o sinal obtido e a intensidade do sinal do controlo. Esta analise foi efectuada
recorrendo ao software Labworks (vers&o 4.6) (UVP, Inc. USA).

11.2.10 Testes de mutagenicidade em estirpes bacterianas com expressdo heterdloga de
enzimas humanas

A mutagenicidade foi determinada usando o ensaio de pré-incubacao liquida descrito por
Glatt et al. (1998). O composto teste (em 10 puL de DMSO) e a cultura bacteriana (100 pL), crescida
consoante as condi¢des mencionadas em 1.2.1.2, foram sequencialmente adicionados em tubos,
contendo 500 pL de MgSO, (100mM). Esta mistura foi incubada durante 60 minutos, a 37°C com
agitacdo de 175 rpm, em incubadora orbital. Ap6s incubacao, tops-agar pré-aquecidos a 45 — 47°C,
suplementados com L-His/D-Bio (estirpes de S. typhimurium) ou L-Arg/Thy (estirpes de E. coli), foram
adicionados a solucdo bacteriana com o mutagénio. Esta mistura foi vertida em placas contendo meio
minimo VB, as quais foram incubadas a 37°C, durante 48 horas (no caso das estirpes derivadas de
TA1538, 72 horas). O numero de colénias revertentes foi estimado, recorrendo ao software Labworks
(versdo 4.6) (UVP, Inc. USA).
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Para cada now composto a testar numa determinada estirpe, inicialmente realizaram-se
testes com doses crescentes de composto quimico em escala logaritmica, em duplicado. Deste
modo, foi possivel observar o efeito mutagénico dos compostos quimicos numa larga escala de
doses, em estirpes especificas.

As respostas mutagénicas foram classificadas como positivas quando o numero de
revertentes aumentou no minimo duas vezes acima do ndimero de revertentes espontaneos, e se
obteve uma relagdo dose-resposta linear. As actividades mutagénicas foram determinadas pelo
declive da recta da curva dose-resposta obtida. A andlise estatistica dos resultados efectuou-se por
aplicagao do teste t.

32



lll. Resultados

III Resultados

1.1 Abordagem inicial sobre o desenvolvimento de uma estirpe teste de
mutagenicidade competente em CYP e SULT humanos

A primeira fase do presente estudo teve como objectivo a constru¢cdo de uma estirpe teste de
mutagenicidade co-expressando CYP e SULT humanos, enzimas da fase | e da fase I, da
biotransformacao, respectivamente. A finalidade desta abordagem seria a construgcdo, caracterizacao
e validacdo de um sistema aplicavel em estudos de mutagenicidade sobre a bioactivagdo do farmaco

NVP, através da acc¢do sequencial de CYP e de SULT humanos.

[11.L1.1 Construcado do plasmideo pLCM_hSULT1A1_POR

I1.1.1.1 Clonagem do fragmento pTAC_SULT1A1*1Y no vector pLCM_POR

Para construir o plasmideo pLCM_hSULT1A1 POR (figura Ill.1), clonou-se o fragmento
pTAC_SULT1A1*1Y, a 5 do cDNA codificante de CYPOR, no vector de expressdo pLCM_POR
(tabela I.5). A confirmagdo da clonagem foi feita por digestdo enzimatica do DNA plasmidico com
Eco8ll. Esta enzima corta pLCM_hSULT1A1_POR exclusivamente em dois locais, sendo um deles
no cDNA codificante de CYPOR, e o outro, no cDNA codificante de hSULT1Al. Por andlise
electroforética dos produtos da digestdo, obtiveram-se duas bandas, uma delas com
aproximadamente 9000 pb, e outra com sensivelmente, 1200 pb, em todos os transformantes (figura
l11.2).

pLCM_hSULT1A1_POR

Figura Ill.1 — Representagcdo esquemaética do plasmideo pLCM_hSULT1A1_POR (10184 pb). Os locais de
restricdo da enzima Eco81l (posicdes 3441 e 4676) encontram-se sublinhados a preto.
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Ap6s sequenciacdo e andlise do fragmento pTAC_SULT1A1*1Y de todos os transformantes,
seleccionou-se 0 DNA plasmidico do candidato com a melhor qualidade de sequenciagéao,

confirmando a clonagem de pTAC_SULT1A1*1Y (transformante 2).
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Figuralll.2 — Electroforese em gel de agarose, dos produtos de digestdo do plasmideo pLCM_hSULT1A1_POR,
presente em 6 transformantes,com a enzima de restricdo Eco81l. M, fragmentos de DNAlinear (marcador); 1 —
6, transformantes 1 - 6.

I11.1.2 Desenvolvimento da estirpe BTC2A6_SULT1A1 _POR

I1.1.2.1 Transformagdo da estirpe PD301, confirmagdo das caracteristicas fenotipicas da
estirpe, e analise da estabilidade do DNA plasmidico

Para construir a estirpe BTC2A6_SULT1Al1 POR, a estirpe PD301 (estirpe mae da estirpe
BTC) (tabela 11.4) foi transformada por electroporacdo, com os plasmideos pLCM_hSULT1A1 POR e
pCWh2A6 (tabela II.5; em anexo, figura VI.1), simultaneamente.

A confirmacado das caracteristicas de auxotrofia para L-arg (seccéo 1.6.1) e presenca de LPs®
(seccdo 11.6.2) fez-se por utilizacdo de meios selectivos, e a coexisténcia estavel dos plasmideos foi

confirmada por electroforese (dados ndo apresentados).

I11.1.2.2 Sensibilidade da estirpe BTC2A6_SULT1A1 POR na deteccdo de mutagenicidade,
sem expressdo heterdloga de proteinas humanas

Para confirmar a sensibilidade do alw genético dos transformantes da estirpe
BTC2A6_SULT1A1 POR (I.2.7), utilizou-se o mutagénio diagndstico 4-nitroquinolina-1-6xido (4-
NQO) pois, estudos prévios demonstrados por Duarte et al. (2005), mostraram a sua aplicabilidade e
eficacia em estirpes teste BTC-CYP. Todos os transformantes BTC2A6_SULT1A1 POR (1 - 6),

crescidos sem inducdo da expressédo heteréloga (11.2.1.1), foram testados com este composto e,
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como controlo positivo, utilizou-se a estirpe BTC2A6_POR (Duarte et al., 2005) (figura Ill.3). Os
transformantes 3 e 5 foram os que mostraram melhor resposta mutagénica (revertentes induzidos) ao

composto 4-NQO.
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Figuralll.3 — Mutagenicidade induzida por 4-NQO (0,15 pg/placa) nos transformantes BTC2A6_SULT1A1l_POR
(1 - 6) e na estirpe controlo, BTC2A6_POR.

I11.1.2.3 Anéalise da expressao das proteinas heter6logas CYP2A6 e SULT1Al humanas

A capacidade de expressao de hCYP2A6 nos transformantes de BTC2A6_SULT1A1l POR foi
feito pelo método de espectrofotometria diferencial. Em todos os transformantes foi registado um pico
de absorvancia a comprimentos de onda préximos de 450 nm quando o ferro hémico de CYP
reduzido foi complexado com CO (figura lll.4). No entanto, os valores foram inferiores aos da estirpe
controlo BTC2A6_POR. Os transformantes 4 e 6 foram 0s que apresentaram os maiores conteddos
de CYP (tabela IIl.1).

Tabela Ill.1 - Conteido de CYP e CYP/DOe dos das culturas dos transformantes BTC2A6_SUL1Al1_POR e da
estirpe controlo BTC2A6_POR.

Transformante [CYP] (nM) [CYP] (nM)/DOe¢oo
1 124 + 5E-04 25+6

2 128 + 5E-04 26+6

3 91 + 6E-04 18+7

4 141 + 9E-04 28 +10

5 127 + 3E-04 26+ 4

6 131 + 4E-04 29+ 4

c 300 + 7E-04 51+8
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Figura lll.4 — Espectro diferencial de hCYP2A6 das culturas dos transformantes de BTC2A6_SULT1A1_POR e
da estirpe controlo, BTC2A6_POR.

A expressdo de hSULT1A1l nos transformantes BTC2A6_SULT1Al POR foi analisada e
semi-quantificada por imunodeteccdo (seccdo 11.2.9). Todos os transformantes apresentaram uma
forte expresséo da enzima hSULT1Al (~34 kDa) (figura lll. 5).
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Figura IIl.5 - Imunodeteccdo de hSULT1Al presente nos transformantes de BTC2A6_SULT1A1_POR. M,
marcador de pesos moleculares; 1 — 6, transformantes 1 — 6; C, controlo (proteina hSULT1A1 semi-pura). As
amostras das culturas foram normalizadas para uma densidade celular DOegoo 5.
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Com base nos critérios apresentados (sec¢des I.1.2.1 — 1.1.2.3), seleccionou-se o
transformante 5 de BTC2A6 SULT1A1l POR pois, satisfazia a conjugacdo de critérios mais

adequada.

I11.1.3 Ensaios de mutagenicidade com a estirpe BTC2A6_SULT1A1l POR, utilizando o
composto padrédo 1-MP

Construida a estirpe teste de mutagenicidade, BTC2A6 _SULT1Al POR, competente nos
dois sistemas de biotransformacdo, CYP2A6 e SULT1A1l humanos, efectuaram-se ensaios de
mutagenicidade com o composto 1-metilpireno (1-MP), utilizando o ensaio de pré-incubacgédo liquida
descrito por Kranendonk e colaboradores (1998).

O pro-mutagénio 1-MP (em anexo, figura VI.6) € um hidrocarboneto aromético policiclico que
se demonstrou ser hidroxilado por vérias formas de CYP humano (1A1, 1A2, 2A6, 2E1 e 3A4) ao
alcool benzilico, 1-hidroximetilpireno (1-HMP) (Engst et al., 1999), o qual foi demonstrado ser
bioactivado a um mutagénio através de sulfatagdo mediada por hSULT1A1 (Meinl et al., 2002). Por
ser metabolizado por hidroxilagdo benzilica (CYP2A6) e subsequente sulfatacdo (SULT1A1), 1-MP foi
escolhido como composto de validagdo para a estirpe BTC2A6_SULT1A1_POR.

Em repetidos ensaios de mutagenicidade, 1-MP n&o apresentou resposta mutagénica na
estirpe BTC2A6_SULT1A1_POR (dados nao apresentados).
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ll.2 Desenvolvimento de estirpes competentes em SULT1ALl humana

As condi¢cbes de crescimento e procedimento aplicados nos testes de mutagenicidade com a
estirpe BTC2A6_SULT1A1 POR foram os descritos por Kranendonk et al. (1998). Uma vez que, as
estirpes BTC-CYP do nosso laboratério se encontram bem caracterizadas quanto a actividade de
CYP nestas condi¢cbes, postulou-se que as mesmas ndo fossem favworaweis a uma actividade éptima
de SULT na bioactivacdo de mutagénios quimicos.

Com o objectivo de investigar a causa da incapacidade da estirpe BTC2A6_SULT1A1 _POR
para detectar mutagenicidade, desenwolveram-se estirpes de S. typhimurium e de E. coli, unicamente
competentes em hSULT1A1l (seccdes II.2.2), e estabeleceu-se uma estratégia com quatro
abordagens: 1) condi¢des de cultura e procedimento aplicado nos ensaios de mutagenicidade, 2) tipo
de alvo genético da estirpe, 3) sensibilidade de S. typhimurium vs E. coli, e 4) disponibilidade celular
de PAPS.

Numa primeira fase (seccdo lI.2.3), construiram-se as estirpes TA1535 pKKSULT1Al e
TA1538 pKKSULT1A1 e mimetizou-se o procedimento aplicado nos ensaios de mutagenicidade
descrito por Meinl et al. (2002), utilizando 1-HMP como composto padréo. As estirpes de Ames
TA1535 e TA1538 diferem geneticamente apenas quanto ao evento de reversdo na sequéncia alvo:
TA1535 possui um alvwo sensivel para detectar mutagenicidade por substituicdo de bases, enguanto,
TA1538 detecta mutagénios que induzem preferencialmente mutacfes frameshift (Mortelmans e
Zeiger, 2000). Por repetibilidade de resultados, \erificou-se a sensibilidade da estirpe
TA1538 pKKSULT1A1 na deteccdo de mutagenicidade induzida por 1-HMP. Por conseguinte,
estandardizou-se o procedimento.

Tal como as estirpes derivadas de TA1535, as estirpes derivadas de BTC apresentam um
alvo genético (argE3) que reverte a auxotrofia através de mutacdes por substituicdo de bases
(Kranendonk et al., 1994). No entanto, a reversdo a prototrofia por arginina pode ocorrer por todas as
transicbes e transversdes possiveis, ao inves de estirpes derivadas de TA1535, que revertem o alvo
genético a forma wild-type por mutagénios que causam preferencialmente substituicdo de pares de
bases num dos pares GC (Kranendonk et al., 1994). Outra diferenca fundamental entre as duas
estirpes é a presenca do sistema de reparacao error-prone, codificado pelo operdo mucAB, presente
na estirpe BTC. Para comparar a sensibilidade de detec¢do de mutagenicidade entre as mencionadas
estirpes, BTC_SULT1A1l foi ensaiada com 1-HMP (secc¢éo I1.2.4).

Num passo subsequente (seccdo Ill.2.5), com o objectivo de aproximar as estirpes de S.
typhimurium de Ames a estirpe BTC, no que respeita a presenca do operdo mucAB, foram
construidas as estirpes TA1535 pLCMSULT1A1 e TA1538 pLCMSULT1Al, e testou-se a sua
sensibilidade.

Por dltimo (secc¢des 111.3.3 e 1I.3.4), considerando a hip6tese de que PAPS seria o factor
limitante da actividade de SULT, e por conseguinte, responsawel pela insensibilidade da estirpe
BTC2A6_SULT1A1 POR a 1-MP, construiram-se as estirpes TA1535 pLCMSULT1Al cys e
TA1538 pLCMSULT1ALl cys. Estas estirpes tém a particularidade de sobre-expressar o0 operdo

cysDNC, codificante de enzimas enwhidas na sintese do cofactor PAPS.
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A estratégia de trabalho utilizada para testar as hipoteses explicativas da insensibilidade da

estirpe BTC2A6_SULT1A1 POR ao mutagénio padrdao 1-MP, encontra-se representada na figura

Optimizagdo das condicOes de culturae do procedimento
aplicado no ensaio de mutagenicidade

Tipo de reversdo do alvo genético

2\

Ensaio de mutagenicidade, com 1-HMP

e BTC_SULT1Al

Sensibilidadede E. coli vs S. typhimurium

O

Ensaio de mutagenicidade com os respectivos
compostos padrdo, FFA e 1-HMP

e TA1535 pLCMSULT1A1
e TA1538_pLCMSULTI1A1

Operd@o mucAB

2 'g

Sobre-expresséo do operédo cysDNC

Imunodeteccdo de hSULT1A1 ao longo do
crescimento bacteriano

Ensaio de mutagenicidade com os respectivos
compostos padrao, FFA e 1-HMP, ao longo
do crescimento bacteriano

e TA1535_pLCMSULTI1AL
e TA1535 pLCMSULT1A1_cys

e TA1538 pLCMSULT1A1
e TA1538 pLCMSULT1AL cys

Limitacdo de PAPS

Sobre-expressdo do operdo cysDNC

Figuralll.L6 — Diagrama sobre a estratégia de trabalho para testar as hip6teses explicativas da insensibilidade da
estirpe BTC2A6_SULT1A1_POR a 1-MP.
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I11.2.1 Construgcdo do plasmideo pLCM_hSULT1A1

O plasmideo pLCM_hSULT1Al (figura 1l.7) foi construido por clonagem do fragmento
pPTAC_SULT1A1*1Y no vector pLCM (em anexo, seccdo VI.4), utilizando Sall e Xbal como enzimas
de restricdo. A insercdo deste fragmento foi confirmada por linearizagdo do plasmideo com Eco8Lll.
Por analise do produto da digestdo em gel de agarose, confirmou-se a presenca de uma banda com
aproximadamente 7100 pb, nos transformantes portadores do fragmento pTAC_SULT1A1*1Y
(transformantes 2, 3, 5, e 6) (figura IlI.8). Apds sequenciacdo e andlise do fragmento
pTAC_SULT1A1*1Y dos transformantes 2, 3, 5, e 6, seleccionou-se o DNA plasmidico com a melhor

gualidade de sequenciagdo (transformante 2).

pLCM_hSULT1A1

Ecof1l PTAC
L ]

Figura lll.7 — Representacdo esquematica do plasmideo pLCM_hSULT1A1 (7093 pb). O local de restri¢do da
enzima Eco81l (posicdo 3441) encontra-se sublinhado a preto.
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Figura I.8 — Electroforese em gel de agarose, dos produtos de digestdo do DNA plasmidico de 6
transformantes, com a enzima de restricdo Eco81l. M, fragmentos de DNA linear (marcador); 1 — 6,
transformantes 1 - 6.

40



lll. Resultados

I11.2.2 Construcdo de estirpes de S. typhimurium e de E. coli competentes SULT1A1 humana

I11.2.2.1 Transformacdo das estirpes TA1535 TA1538 e PD301, confirmacdo das
caracteristicas fenotipicas das estirpes, e analise do DNA plasmidico

A construgcdo das estirpes TA1535 pKKSULT1A1 e TA1538 pKKSULT1A1l fez-se por
transformacédo das estirpes, TA1535 e TA1538 (tabela I.4), com o plasmideo pKK233-2_SULT1A1
(tabela 11.5).

Para construir as  estirpes  TA1535 pLCMSULT1Al, TA1538 pLCMSULTIAl e
BTC _SULT1Al, as respectivas estirpes-mae, TA1535, TA1538 e PD301 (tabela I1.4), foram
transformadas simultaneamente com os plasmideos pCWA e pLCM_hSULT1Al (tabela I.5). O
plasmideo pCWA codifica para o repressor Lacl?, possibilitando uma expressdo regulada de
hSULT1A1l. O plasmideo pLCM_hSULT1Al1 possui o operdo mucAB, importante para uma
sensibilidade aumentada das estirpes (figura 111.7).

Todos os transformantes apresentaram auxotrofia para L-his (TA1535 e TA1538) ou para L-
arg (PD301) em placas selectivas M9 (seccédo 1.2.6.1). A existéncia de LPS® foi confirmada pela
auséncia de crescimento em placas contendo meio agar MacConkey (seccéo 11.2.6.2). A coexisténcia

estavel dos plasmideos foi confirmada por electroforese (dados ndo apresentados).

111.2.2.2 Avaliacéo da sensibilidade das estirpes TA1535_pKKSULT1AL,
TA1538 pKKSULT1AL, TA1535 pLCMSULT1A1, TA1538 pLCMSULT1A1l e
BTC _SULT1A1 na deteccdo de mutagenicidade, sem expressao heter6loga de
SULT1A1 humano

Com o objectivo de confirmar a sensibilidade das estirpes TA1535 pKKSULT1Al e
TA1535 pLCMSULT1A1 na deteccdo de mutagenicidade, sem expressdo heter6loga de hSULT1A1l
(1.2.7), todos os transformantes (1 - 6) e a estirpe controlo, TA100, foram testados com o mutagénio
padrdo 4-NQO (0,5 pg/placa). Este mutagénio foi o seleccionado, por apresentar padrdes de reversao
bem caracterizados na estirpe TA100 (Maron e Ames, 1983). A utilizacdo desta estirpe como controlo
deve-se ao facto de ser (geneticamente idéntica a estirpe TA1535 (estirpe-mae de
TA1535 pKKSULT1A1l e TA1535 pLCMSULT1Al), a excepcdo do plasmideo pKM101l (contendo o
operdo mucAB) (tabelas 1.4 e II.5).

Para confirmar a sensibilidade de rewrsdo dos transformantes das estirpes
TA1538 pKKSULT1A1 e TA1538 pLCMSULT1Al, na deteccdo de mutagenicidade, todos o0s
transformantes (1 - 6) e a estirpe controlo, TA98, foram testados com uma dose de 0,3 ug/placa do
composto 4-nitro-o-fenilenediamina (NPD). Este mutagénio foi escolhido por se encontrar descrito
como mutagénio padrdo em estirpes contendo mutagfes frameshift no alvo genético (Maron e Ames,
1983). A estirpe TA98 foi utilizada como estirpe controlo uma vez que € geneticamente idéntica a
estirpe TA1538 (estirpe-mée de TA1538 pKKSULT1Al e TA1538_SULT1A1l), no entanto, portadora
do plasmideo pKM101 (tabelas 1.4 e I1.5).
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A confirmagcdo da sensibilidade da estirpe BTC_SULT1Al na detecgcdo de mutagenicidade
fez-se, utilizando 4-NQO (0,15 pg/placa), como referido anteriormente (sec¢do IIl.1.2). A estirpe BTC?
(tabela 1.4), sem DNA plasmidico codificante de SULT1A1h (tabela II.5), foi utilizada como controlo.

A seleccdo do transformante pretendido de cada estirpe foi baseada nos critérios descritos na

secc¢do l.2.2.1 e na presente seccdo, ll1.2.2.2, em conjunto (dados nado apresentados).

I11.2.3 Sensibilidade na deteccdo de mutagenicidade de 1-HMP, dependente do tipo de
mutacao do alvo genético e procedimento

Realizaram-se testes de mutagenicidade com 1-HMP (em anexo, figura VI.6) para analisar a
sensibilidade das estirpes TA1535 pKKSULT1Al1 e TA1538 pKKSULT1Al na bioactivacdo de 1-
HMP, dependente do alvo genético (figura IIl.9), utilizando o procedimento descrito por Meinl et al.
(2002). A actividade mutagénica de 1-HMP obtida com a estirpe TA1538 pKKSULT1A1 foi 10474 +
29 rewertentes/nmol, préxima da descrita no mesmo estudo (14000 revertentes/nmol 1-HMP). Assim,
confirmou-se a efectividade do procedimento. Por parte da estirpe TA1535 pKKSULT1Al, ndo se
obteve resposta mutagénica até uma dose de 3 pg de 1-HMP por placa. Estes dados indicaram que

1-HMP induz preferencialmente mutagdes do tipo frameshift.

900
800 -
700 -
600
500 -

= 38pKKSULT
400 H

Revertentes/placa

35pKKSULT
300 -

200

100 -

0 0,05 0,1 0,15
nmol 1-HMP/placa

Figura 1l.9 — Curva dose-resposta do composto 1-HMP, obtida com as estirpes TA1535_pKKSULT1Al e
TA1538_pKKSULT1AL.

Por manipulagdo das condi¢des de cultura, e por repetibilidade de resultados, obsernvou-se o
aumento da actividade mutagénica de 1-HMP, obtido com a estirpe TA1538 pKKSULT1Al, em
condicBes de menor arejamento. Por este motivo, a utilizagdo de Erlenmeyers (250 mL) no

crescimento de culturas foi substituida por tubos de 100 x 16 mm.
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I11.2.4 Ensaio de mutagenicidade com a estirpe de E. coli BTC_SULT1A1, utilizando 1-HMP
como composto padrao

Com o0 objectivo de comparar a sensibilidade da estirpe BTC_SULT1Al de E. coli e de
TA1535 pKKSUL1Al de S. typhimurium, ambas portadoras de um alwo genético que rewerte
preferencialmente por substituicdo de bases (hisG46/hisD3052 e argE3, respectivamente),
realizaram-se testes de mutagenicidade com a estirpe BTC_SULT1A1l, utilizando 1-HMP como
composto padrdo (figura 1l.10). Ao contrario da estirpe TA1535 pKKSUL1Al, a estirpe
BTC_SULT1Al1l mostrou sensibilidade na deteccdo de mutagenicidade de 1-HMP, o qual apresentou
uma actividade mutagénica de 37 + 6 revertentes/nmol.

A diferenca de sensibilidade de deteccdo da mutagenicidade de 1-HMP entre
TA1535 pKKSUL1Al1 e BTC_SULT1Al pode ter como explicacdo, a presenca do operdo mucAB no
plasmideo pLCM_hSULT1Al, e o facto de estirpes teste de mutagenicidade BTC detectarem
substituicdes de bases incluindo todas as transicOes e transwversfes (nas bases ATCG) (Kranendonk
et al., 1994), enquanto estirpes de S. typhimurium derivadas de TA1535, detectam apenas mutacdes

por substituicdo nas bases CG (Maron e Ames, 1983).
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Figura ll1.10 - Curva dose-resposta do composto 1-HMP, obtida com a estirpe BTC_SULT1AL.
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I11.2.5 Ensaios de mutagenicidade com estirpes de S. typhimurium, contendo o sistema
biplasmidico pCWA/pLCM_hSULT1Al

Para confirmar que a presenga do sistema biplasmidico pCWA/pLCM_hSULT1A1 aumenta a
sensibilidade de deteccdo de mutagenicidade das estirpes derivadas de TA1535 e TA1538
competentes em hSULT1A1, realizaram-se ensaios de mutagenicidade com as estirpes
TA1538 pLCMSULT1A1 e TA1535 pLCMSULT1Al. A estirpe TA1538 pLCMSULT1Al foi testada
(figura 1I.11) com 1-HMP e obtewe-se uma actividade mutagénica (28173 + 1938 revertentes/nmol 1-
HMP), aproximadamente 3 wvezes superior (p<0,0001) a obtida na estirpe TA1538 pKKSULT1A1l
(10474 + 29 revertentes/nmol 1-HMP). Como controlo negativo utilizou-se a estirpe TA98, isogénica
da TA1538, mas portadora do plasmideo pKM101 (contendo o operdo mucAB), sem expressao de
hSULT1Al (tabelas 1.4 e II.5). Com esta estirpe ndo foi possivel demonstrar a mutagenicidade do
composto 1-HMP.

A estirpe TA1535 pLCMSULT1A1 foi testada (figura 1l.12) com o composto padrao furfuril
alcool (FFA) (em anexo, figura VI.6), alcool benzilico descrito como mutagénico em estirpes S.
typhimurium TA100/pKK_hSULT1A1, expressando a forma SULT1Al humana (Glatt et al., 2012).
Como controlo negativo, utilizou-se a estirpe TA100, isogénica de TA1535, mas portadora do
plasmideo pKM101 (contendo o operdo mucAB), sem expressdo de hSULT1Al (tabelas 1.4 e I.5).
Com esta estirpe ndo foi possivel demonstrar a mutagenicidade do composto FFA.

A actividade mutagénica de FFA obtida na estirpe TA1535 pLCMSULT1Al (21033 + 1168
revertentes/umol FFA), foi aproximadamente 12 vezes superior a da estirpe TA100/pKK_hSULT1Al
desenwlvida por Glatt et al. (2012) (1800 revertentes/umol FFA).
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Figura lll.11 — Curva dose-resposta do composto 1-HMP, obtida com as estirpes TA1538_SULT1A1l e TA98.
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Figura 1ll.12 — Curva dose-resposta de FFA, obtida com as estirpes TA1535_SULT1Al e TA100.
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.3 Desenvolvimento de estirpes competentes em SULT1Al1 humana, com sobre-
expressado de cysDNC

O procedimento de pré-incubacéo liquida utilizado por Glatt e colaboradores (1998), em fase
de crescimento muito precoce, relativamente ao procedimento do teste de Ames, foi um forte
indicador de que SULT seria mais activo nesta fase.

Em experiéncias preliminares de imunodeteccdo foi mostrado que hSULT1Al se encontra
relativamente bem expressa desde fases de crescimento iniciais (dados ndo apresentados). Assim,
sendo PAPS cofactor obrigatorio de SULT, suspeitou-se que o mesmo pudesse constituir o factor
limitante na actiidade de SULT, Ilimitando também a sensibilidade da estirpe
BTC2A6_SULT1A1 POR na deteccdo de mutagenicidade. Para ultrapassar esta limitagdo, procedeu-
se a clonagem do operdo cysDNC no plasmideo pLCM_hSULT1Al. Este operdo esta contido no DNA
cromossomal de E. coli e de S. typhimurium (Leyh et al., 1988), sendo responséawvel pela codificagdo
de duas importantes enzimas enwlhidas na sintese de PAPS, ATP sulfurilase e APS cinase (seccéo
1.2.1.1).

I11.3.1 Construcdo do plasmideo pLCM_hSULT1Al cys

Para construir o plasmideo pLCM_hSULT1A1l cys, clonou-se o fragmento cysDNC (obtido
por PCR do DNA genémico de E. coli) a 3 do cDNA codificante de hSULT1A1 (figura 1l.13), no
vector pLCM_hSULT1A1 (figura Ill.7), ambos previamente digeridos com a enzima de restricdo Xbal.
A inser¢do correcta do fragmento cysDNC foi werificada por digestdo enzimatica com as enzimas Xbal
e Dral (figura Il.14). Uma vez que a enzima Xbal é sensivel a metilagbes dam, e que o local de
reconhecimento desta enzima situado na posi¢cdo 7012 é seguido por uma metilacdo, obtiveram-se
apenas duas bandas ap6s electroforese. Nos transformantes 1 e 6 observaram-se duas bandas
aproximadamente com 9000 pb e 1000 pb e, nos transformantes 2 a 5, obtiveram-se duas bandas
aproximadamente com 7000 bp e 3000pb. Estes resultados demonstraram que os transformantes 1 e
6 incorporaram o fragmento na orientagcdo oposta, e os transformantes 2 a 5, na orientagdo
pretendida. Apds sequenciagdo e analise do fragmento cysDNC dos transformantes 2 a 5,
seleccionou-se 0 DNA plasmidico do transformante com a melhor qualidade de sequenciagao,

confirmando a clonagem de cysDNC (transformante 2).
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Figura 1l.13 — Representacdo esquematica do plasmideo pLCM_hSULT1A1_cys (10142 pb). Os locais de
restricdo das enzimas Xbal (posicao 4063 e 7012) e Dral (posicao 6424) encontram-se sublinhados a preto.

(pb)

Figura 1l.14 — Electroforese em gel de agarose, dos produtos de digestdo do DNA plasmidico, contendo o
fragmento cysDNC, de 6 transformantes,com as enzimas de restricdo Xbal e Dral. M, fragmentos de DNA linear
(marcador); 1 — 6, transformantes 1 - 6.
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I11.3.2 Construcdo da estirpe de S. typhimurium TA1535 pLCMSULT1Al cys e
TA1538 pLCMSULT1AL cys, competentes em SULT1Al1 humana, com sobre-expressao
de cysDNC

I11.3.2.1 Transformacdo das estirpes TA1535 e TA1538, confirmacdo das caracteristicas
fenotipicas das estirpes, e analise do DNA plasmidico

As estirpes TA1535 e TA1538 foram transformadas com os plasmideos pCWA e
pLCM_hSULT1A1_cys, obtendo-se as estirpes TA1535 pLCMSULT1Al cys e
TA1538 pLCMSULT1ALl cys (tabelas 1.4 e I.5). A auxotrofia por L-his werificou-se em todos os
transformantes e a mutacdo rfa’ confirmou-se por procedimentos anteriormente mencionados
(seccles 1.2.6.1 e 1.2.6.2). A coexisténcia estavel dos plasmideos foi confirmada por electroforese

(seccdo 1.2.3.1) (dados néo apresentados).

111.3.2.2 Avaliacéo da sensibilidade das estirpes TA1535 pLCMSULT1Al cys e
TA1538 pLCMSULT1Al cys na deteccdo de mutagenicidade, sem expressao
heteréloga

Os transformantes TA1535 pLCMSULT1Al cys e TA1538 pLCMSULT1Al cys foram
testados com o0s mutagénios diagnostico 4-NQO (0,5 wpg/placa) e NPD (0,3 pg/placa),
respectivamente, para confirmar a sensibilidade das estirpes na deteccdo de mutagenicidade, sem
expressao heteréloga de hSULT1A1 (Il.2.7). Como controlo negativo utilizaram-se as estirpes TA100
(para testar a sensibilidade da estirpe TA1535 SULT1ALl cys) e TA98 (para testar a sensibilidade da
estirpe TA1538_SULT1A1 cys).

A seleccdo do transformante pretendido para cada uma das estirpes foi baseada nos critérios

descritos na seccdao ll1.3.2.1 e na presente seccdo, 1I.3.2.2, em conjunto (dados néo apresentados).

I11.3.3 Ensaios de imunodetec¢cdo de hSULT1Al e de mutagenicidade, em fun¢édo da fase de
crescimento

Para determinar o efeito da fase de crescimento bacteriano, com e sem sobre-expresséo de
cysDNC, das estirpes TA1535 pLCMSULTI1A1L, TA1535 pLCMSULT1A1_cys,
TA1538 pLCMSULT1A1l e TA1538 pLCMSULT1Al cys, analisaram-se dois parametros em varias
fases de crescimento de cultura: 1) expressdo de hSULT1ALl e 2) resposta mutagénica das estirpes

aos respectivos compostos padrao, dependente de hSULT1AL (figuras 1l1.15 - 18).
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Figura 1l1.15 — Actividade mutagénica de 1-HMP (5 ng/placa) obtida com a estirpe TA1538_pLCMSULT1A1, em
varias fases de crescimento. As bandas obtidas por imunodeteccdo de hSULT1Al nas correspondentes
densidades de cultura, encontram-se dispostas acima do grafico. A banda mais a direita corresponde a amostra
controlo. As amostras das culturas foram normalizadas para uma densidade celular DOgy 10.
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Figura 111.16 — Actividade mutagénica de 1-HMP (5 ng/placa) obtida com a estirpe TA1538_pLCMSULT1ALl_cys,
em varias fases de crescimento. As bandas obtidas por imunodeteccdo de hSULT1Al nas correspondentes

densidades de cultura, encontram-se dispostas acima do grafico. A banda mais a direita corresponde a amostra
controlo. As amostras das culturas foram normalizadas para uma densidade celular DOgy 10.
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Figura 111.17 — Actividade mutagénica de FFA (5 pg/placa) obtida com a estirpe TA1535_pLCMSULT1A1, em
varias fases de crescimento. As bandas obtidas por imunodeteccdo de hSULT1ALl nas correspondentes
densidades de cultura, encontram-se dispostas acima do grafico. A banda mais a direita corresponde a amostra
controlo. As amostras das culturas foram normalizadas para uma densidade celular DOgy 10.
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Figura lll.18 - Actividade mutagénica de FFA (1 ug/placa)obtidacom a estirpe TA1535_pLCMSULT1A1_cys, em
varias fases de crescimento. As bandas obtidas por imunodeteccdo de hSULT1ALl nas correspondentes

densidades de cultura, encontram-se dispostas acima do grafico. A banda mais a direita corresponde a amostra
controlo. As amostras das culturas foram normalizadas para uma densidade celular DOgy 10.
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Constatou-se que hSULT1A1l é aproximadamente expressa nos mesmos niveis, deste DOggg
0,5 a 1,2. Contudo, a resposta mutagénica obtida ndo foi constante ao longo do crescimento
bacteriano. Estirpes sem sobre-expressdo do operdo cysDNC, apresentaram uma quebra significativa
na deteccdo de mutagenicidade, a partir de densidades de -cultura superiores a DOgyp 0,9
(aproximada da utilizada no procedimento de Glatt e colaboradores). Contrariamente, as estirpes
sobre-expressando o operdo cysDNC, apresentaram resposta mutagénica até densidades de cultura
superiores. Na estirpe  TA1538 pLCMSULT1Al cys a resposta mutagénica aumentou,
aproximadamente, 34% de DOeggo 0,9 para DOggo 1,2; €, na estirpe TA1535 pLCMSULT1A1 cys, o
aumento foi de, aproximadamente, 23% no mesmo intervalo de DOgg. Deste modo, estandardizaram-
se as densidades de cultura aplicadas nos ensaios de mutagenicidade com estirpes sem sobre-
expressdo de cysDNC, para DOgyp 0,9 e, nos ensaios de mutagenicidade com estirpes sobre-
expressando cysDNC, estabeleceu-se uma DOgqgg 1,2.

Os resultados obtidos sado fortes indicadores de que PAPS constitui um factor limitante da
actividade de hSULT1Al, e que esta limitacdo é atenuada quando cysDNC é sobre-expresso nas

estirpes teste.

111.3.4 Detec¢do de mutagenicidade com estirpes sobre-expressando cysDNC

Para determinar o efeito da sobre-expressdo de cysDNC na detec¢do de mutagenicidade de
compostos mutagénicos dependentes de hSULT1A1, com e sem sobre-expressdo de cysDNC, foram
ensaiadas curvas dose-resposta, e calcularam-se as actividades mutagénicas das estirpes derivadas
de TA1538 (figura III.19 e tabela Ill.2) e de TA1535 (figura 11.20 e tabela IIl.3).
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0 ¥ T T T T T 1
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

nmol 1-HMP/placa

Figura 111.19 — Curva dose-resposta do composto 1-HMP, obtida com as estirpes TA1538_pLCMSULT1Al e
TA1538 pLCMSULT1A1_cys.
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Tabela lll.2 - Actividades mutagénicas do composto 1-HMP.

Composto Estirpe Revertentes/nmol
1-HMP TA1538 pLCMSULT1Al 28173 + 1938
TA1538 pLCMSULT1AL_cys 45726 + 12300
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Figura 1l.20 — Curva dose-resposta do composto FFA, obtida com as estirpes TA1535_pLCMSULT1Al e
TA1535_pLCMSULT1A1_cys.

Tabela I11.3 - Actividades mutagénicas do composto FFA.

Composto Estirpe Revertentes/umol
FFA TA1535_pLCMSULT1A1l 21033+ 1168
TA1535_pLCMSULT1A1_cys 151937 £ 27169

Pelos resultados obtidos, erifica-se que as actividades mutagénicas obtidas com estirpes
que sobre-expressam o operdo cysDNC foram superiores as obtidas nas estirpes das quais
derivaram, expressando apenas hSULT1Al. O caso mais evidente foi o da estirpe
TA1535 pLCMSULT cys, com a qual foi obtida uma actiidade mutagénica de 151937 + 27169
revertentes/umol FFA, aproximadamente 7 wvezes superior (p<0,0001) a de TA1535 pLCMSULT
(21033 + 1168 revertentes/umol FFA). A estirpe TA1538 pLCMSULT cys mostrou-se,
aproximadamente 2 wezes, mais sensivel (p<0,05) na deteccdo de mutagenicidade de 1-HMP,
relativamente a estirpe TA1538 pLCMSULT.

Os dados obtidos reforcam a hipdtese de que PAPS seja o factor limitante da actividade de
hSULT1A1l nas estirpes TA1535 pLCMSULT1Al1 e TA1538 pLCMSULT1Al (e possivelmente de
BTC2A6_SULT1A1 POR), e que estirpes sobre-expressando enzimas da biossintese deste cofactor,
constituam sistemas com sensibilidade aumentada na deteccdo de mutagenicidade induzida por

compostos bioactivados por SULTSs.
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.4 Ensaios de mutagenicidade com 12-hidroxi-NVP

Embora os mecanismos especificos responsaweis pela toxicidade induzida por NVP ainda
nao estejam clarificados, varios estudos in vitro e in vivo tém indicado o enwlvimento de SULT na
bioactivacdo de 12-hidroxi-NVP, um dos metabolitos de fase | de NVP, a electrdéfilos reactivos.

Numa fase do estudo em que as condi¢bes de cultura e procedimento aplicado no ensaio de
mutagenicidade se encontravam optimizados para uma actividade maxima de SULT na bioactivagcéo
de pro-mutagénios e, apdés desenwlhimento de estirpes competentes em hSULT1Al, com
sensibilidade aumentada, testou-se a mutagenicidade do metabolito 12-hidroxi-NVP nas estirpes:
TA1535_pLCMSULT1A1, TA1535 pLCMSULT1A1_cys, TA1538 pLCMSULT1A1 (figura 1ll.21) e
TA1538 pLCMSULT1A1 cys (figura 11l.22).
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Figura .21 - Curvas dose-resposta do composto 12-OH-NVP, obtidas com as estirpes
TA1535_ pLCMSULT1AL, TA1535 pLCMSULT1Al_cys e TA1538_pLCMSULT1AL.
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Figura lll.22 - Curva dose-resposta do composto 12-OH-NVP, obtida com a estirpe TA1538_SULT1Al_cys.
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Tabela lll.4 - Actividades mutagénicas do composto 12-OH-NVP.

Composto Estirpe Revertentes/umol

12-OH-NVP TA1535_pLCMSULT1Al 114 £ 22
TA1535_pLCMSULT1A1_cys 307 £ 39
TA1538_pLCMSULT1A1l 222+21
TA1538_pLCMSULT1A1_cys 90654 + 11517

Pelas curvas dose-resposta obtidas, e pelo célculo das actividades mutagénicas (tabela lll.4),
constatou-se que a estirpe TA1538 SULT1Al cys € aproximadamente 400 vezes mais sensivel
(p<0,0001) a 12-OH-NVP, relativamente a sua estirpe isogénica, sem sobre-expressdo de cysDNC.
Da mesma forma, TA1535 SULT1Al cys apresentou uma actividade mutagénica aproximadamente
3 wvezes superior (p<0,0001) a de TA1535 SULT1Al. Deste modo, constatou-se que, por um lado,
estirpes sobre-expressando o0 operdo cysDNC apresentam maior sensibilidade, e que 12-OH-NVP

induz preferencialmente muta¢des frameshift no material genético das estirpes testadas.
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IV Discussao

A biotransformagcdo é o processo metabdlico responsavel pela modificagdo bioquimica de
xenobiéticos, sendo elaborado por sistemas enziméticos especializados. Estas reacc¢des
normalmente convertem compostos quimicos lipofilicos a produtos polares facilmente excretaweis,
promovendo a destoxificagdo. Contudo, nalguns casos, quimicos ndo tdxicos por si, podem ser
bioactivados a intermediarios reactivos por estas enzimas, gerando toxicidade (Parkinson, 2001).
Deste modo, a biotransformacdo assume um papel crucial na toxicidade quimica.

NVP foi o primeiro INNTR aprovado pela FDA, utilizado no tratamento contra infeccdes por
HIV-1 (FDA, 1996). Correntemente, esta droga é uma das mais prescritas, particularmente pelo seu
efeito na prevencdo da transmisséo vertical do virus, com uma profilaxia de dose Unica, ou em terapia
combinada (Marseille et al., 1999; Jackson et al., 2003; Lockman et al., 2007). Contudo, apesar da
sua eficacia clinica, a sua administracdo esta associada a uma variedade de respostas téxicas, sendo
a mais sewera, a hepatotoxicidade, e a mais comum, erup¢des cutadneas (Antunes et al., 2010b). Por
este motivo, desde 2000, este farmaco encontra-se listado na caixa preta de ameacga pela FDA,
alertando o possivel desenwolvimento de leses hepaticas graves (FDA, 2000).

Numa variedade de ensaios, incluindo ensaios citogenéticos e testes de mutagenicidade in
vitro estandardizados, ndo foi possivel demonstrar a mutagenicidade ou a clastogenicidade de NVP.
Contudo, em roedores \erificou-se o desenwlvimento de adenomas e carcinomas hepatocelulares
apds administracdo de NVP (Anonymous, 2009). Em humanos ainda néo foi possivel correlacionar o
desenwolvimento de cancros com a toma de NVP, contudo, sugere-se uma possivel associa¢édo entre
0 uso de INNTRs, incluindo NVP, e a ocorréncia de cancros ndo comuns em pacientes infectados
com HIV-1 (Powles et al., 2009).

Pensa-se que a activacdo metabdlica de NVP a electrofilos reactivos possa estar envolvida
na sua toxicidade (Antunes et al., 2008). Varios metabolitos hidroxilados de NVP, resultantes da
accdo de varias formas de CYPs, tém sido determinados (Pollard et al., 1998; Marseille et al., 1999;
Jackson et al., 2003; Lockman et al., 2007). No entanto, principalmente 12-hidroxi-NVP, parece estar
enwlvido na bioactivacdo deste antirectroviral, por formacdo do intermediario quinona-metideo de
NVP, altamente reactivo. Foi sugerido que a sulfatacdo de 12-hidroxi-NVP esteja enwolvida na
formacdo deste intermediario reactivo (Chen et al., 2008).

Para estudar o impacto quimico de uma substancia no material genético, os sistemas in vitro
de uso mais frequente sé@o bactérias e linhas celulares de mamiferos. Estes sistemas sdo (teis na
elucidacdo dos mecanismos de mutagénese e \erificacdo da genotoxicidade de varios compostos.
Recorrendo a estes sistemas é possivel detectar varios tipos de efeitos no material genético:
mutacdes nos genes (mutagdes pontuais, frameshift ou por substituicdo de bases), clastogenicidade
(alteracbdes cromossOmicas estruturais) e aneuploidia (aberragdes cromossémicas numeéricas)
(Eastmond et al., 2009).

Entre os sistemas celulares in vitro, os testes de mutagenicidade bacterianos sdo os mais

comuns e os melhor validados, desenwhidos em S. typhimurium e E. coli. Como vantagens, estes
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sistemas sdo pouco complexos, de facil manipulacdo genética, e permitem obter resultados de forma
rapida e econémica (Kranendonk et al., 2000).

A maioria dos sistemas celulares utilizados em ensaios de mutagenicidade ndo é competente
no metabolismo de xenobidticos (Kranendonk et al., 2000). Por este motivo, tornou-se necessario
incorporar sistemas metabdlicos que representassem a biotransformagcdo em mamiferos, de forma a
aumentar a eficacia dos ensaios de mutagenicidade. As primeiras aproximagdes efectuadas incluiram
a utilizacdo de bactérias teste de mutagenicidade combinadas com fraccdo S9 (Langenbach et al.,
1992) nos testes de Ames. Contudo, com os avanc¢os da biotecnologia, novas linhas celulares e
nows sistemas celulares in vitro aplicados em testes de mutagenicidade, expressando enzimas da
biotransformag&o, tém sido desenwlhidos. A expressdo de enzimas da biotransformacdo humana
dentro da propria célula alvo parece ser mais indicada para a determinacdo do potencial téxico de
xenobidticos, em relacdo a sistemas metabdlicos exdgenos, uma vez que elimina a barreira fisica

entre o local de bioactivacdo e o alvo celular (Guengerich et al., 1996; Kranendonk et al., 2000).

IV.1 Desenvolvimento de uma estirpe competente em CYP e SULT humanos

O decorrente estudo encontra-se integrado no projecto “Papel do Citocromo P450 e da
Sulfotransferase na Bioactivagdo do Farmaco Antirectroviral Nevirapina®’, o qual tem por objectivo
desenwlver bactérias teste de mutagenicidade inovadoras, competentes em CYP e SULT humanos,
capazes de detectar a possivel mutagenicidade induzida por NVP.

Numa fase inicial do estudo, foi construida a estirpe BTC2A6_SULT1A1_POR, recorrendo a
utilizacdo da estirpe BTC-CYP de E. coli K12 desenwlvida por Duarte et al. (2005). Esta estirpe co-
expressa CYP e CYPOR humanos, através de um sistema de expressédo biplasmidico.

O facto de E. coli ndo possuir citocromos P450 torna esta bactéria um sistema apropriado
para expressdo heterdloga de CYPs humanos, o que possibilita o estudo da actividade destas
enzimas sem a interferéncia de CYPs enddgenos (Kranendonk et al., 1997). Outro ponto de grande
relevAncia é o facto deste sistema celular apresentar razdes molares CYP:CYPOR semelhantes as
fisiolégicas humanas, permitindo uma actividade de CYP fidedigna (Moutinho et al., 2012).

A nova estirpe bacteriana BTC2A6_SULT1A1 POR foi construida por transformacdo da
estirpe PD301, com o sistema biplasmidico pCWh2A6/pLCM_ hSULT1A1l POR. Este nowo sistema
de co-expressédo biplasmidica permitiu, por um lado, uma razdo CYP:CYPOR semelhante a que se
verifica em microssomas de figado humano e, por outro, expressar SULT a niveis ndo exagerados, a
partir de um vector de expressdo lowcopy number (pLCM). Elevados niveis de expressdo de uma
proteina heter6loga poderiam aumentar o stress bacteriano e resultar na activacdo de sistemas
induziveis por stress, como é o caso da resposta SOS, os quais poderiam interferir com a fidelidade
dos resultados dos testes de mutagenicidade (Kranendonk et al., 1998).

Apés construcdo da estirpe BTC2A6_SULT1A1 POR, confirmaram-se 0s seus contetdos em
CYP e SULT, e prosseguiu-se para a sua aplicacdo em testes de mutagenicidade, utilizando o
composto padrdo 1-MP. Este composto € um hidrocarboneto aromatico policiclico que se demonstrou
ser hidroxilado por CYP humano, incluindo CYP2A6, a 1-HMP (Engst et al., 1999), o qual é
eficientemente bioactivado por SULT1A1 humano (Meinl et al., 2002).

58



IV. Discusséao

A isoforma hCYP2AG6 foi a seleccionada por ser descrito 0 seu enwlhimento no metabolismo
de NVP. Para além disso, hCYP2A6 apresenta grande afinidade pelo composto 1-MP (Glatt et al.,
1995) e participa extensivamente no metabolismo de varios farmacos (Torchin et al., 1996) e na
activacao de muitas pré-drogas (lkeda et al., 2000). A isoforma hSULT1AL1 foi escolhida por constituir
uma das principais formas responsaweis pela sulfoconjugacdo de xenobiéticos (Glatt et al., 2001),
cuja especificidade abrange uma larga gama de substratos com dimensdes muito variaveis (Hempel
et al., 2005), e por ter sido descrita por Meinl et al. (2002) como uma forma muito especifica para a
sulfatacdo e bioactivacdo de 1-HMP, tornando-se mutagénico. Outra justificacdo para o
desenwlvimento de estirpes competentes nas isoformas hCYP2A6 e hSULT1A1 foi o facto de serem
particularmente expressas no figado, érgdo alvwo dos efeitos secundarios sewveros de NVP no homem,
como também da formag&o de hepatocarcinomas em roedores (Torchin et al., 1996; Glatt et al.,
2001).

Apés sucessivos ensaios de mutagenicidade, nado foi possivel obter uma resposta mutagénica
gue demonstrasse a accdo sequencial de hCYP2A6 e de hSULT1Al na bioactivacdo de 1-MP.
Assim, foi aplicada uma estratégia, com quatro abordagens, sobre a possivel causa da
insensibilidade da estirpe BTC2A6_SULT1A1 POR: 1) condi¢cbes de cultura e procedimento aplicado
nos ensaios de mutagenicidade, 2) tipo de alw genético da estirpe, 3) sensibilidade de S.
typhimurium vs E. coli, e 4) disponibilidade celular de PAPS (tabela Ill.2). A hip6tese de 1-HMP né&o
ter sido formado a partir de 1-MP, por hCYP2A6, ndo foi considerada uma das razdes da
insensibilidade da estirpe BTC2A6_SULT1A1 POR, por ter sido anteriormente demonstrado o alto
nivel de actividade de hCYP2A6 no sistema BTC-CYP2A6 (Duarte et al., 2005; Duarte et al., 2007).

IV.2 Condi¢des de cultura e procedimento aplicado nos ensaios de mutagenicidade

As condicbes de cultura bacterianas aplicadas no crescimento da estirpe
BTC2A6_SULT1A1 POR foram as descritas por Kranendonk et al. (1999b), optimizadas para uma
actividade méxima de CYP na bioactivacdo de mutagénios quimicos, e sua detec¢do. Assim, as
culturas foram incubadas até atingirem a fase estacionéria, tal como estandardizado na utilizac&o de
estirpes de Ames. O ensaio de mutagenicidade foi efectuado segundo a técnica de pré-incubacao
liquida descrita por Kranendonk et al. (1998), semelhante ao ensaio de mutagenicidade de pré-
incubacdo liquida de Ames, contudo adaptado para estirpes de E. coli com expresséo heter6loga de
CYPs humanos.

Uma wvez que, as estirpes BTC-CYP do nosso laboratério se encontram bem caracterizadas
guanto a actividade de CYP nestas condi¢des, a primeira suposicao foi que as condi¢gGes de cultura e
o procedimento aplicado ndo fossem ideais para a actividade de SULT.

Trabalhos publicados por Glatt e colaboradores, utilizando estirpes de S. typhimurium
competentes em SULTs, descrevem um ensaio de mutagenicidade de pré-incubacdo liquida
modificado de Ames (Glatt et al., 1998). Neste procedimento, utilizam-se culturas na fase exponencial
inicial, posteriormente ajustadas a densidade de cultura correspondente a 1 — 2 x 10° UCF/mL. Outra
das diferencas em relagcdo ao ensaio de Ames é o facto da pré-incubacéo ser feita em presenca de
sulfato de magnésio.
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Pelo presente estudo inferiu-se que, a fase de crescimento bacteriano é um factor crucial para
a actividade de SULT expressa, o0 que justifica a aplicagcdo da cultura no inicio da fase de crescimento
exponencial. O sulfato de magnésio, utilizado na pré-incubagéo, funciona como fonte exdégena
suplementar de sulfato, possivelmente limitante nos ensaios de Ames.

Com a finalidade de reproduzir os resultados de Meinl et al. (2002), a estirpe
TA1538 pKKSULT1A1, foi construida e ensaiada de acordo com o procedimento descrito, utilizando
o0 composto teste 1-HMP (figura 1I.9). A actividade mutagénica obtida (10474 + 29 revertentes/nmol 1-
HMP) foi proxima da descrita no referido estudo (14000 revertentes/nmol 1-HMP), o que indicou a
importdncia do procedimento aplicado por Glatt e colaboradores na actividade de SULT, e
bioactivacdo de 1-HMP.

IV.3 Evento de reversdo do alvo genético da estirpe e sensibilidade de S. typhimurium vs E.
coli

Em estirpes teste de mutagenicidade de S. typhimurium de Ames, existem \Varios tipos de
mutacdo no alvo genético que detectam eventos de reversdo especificos. As estirpes TA1538 e TA98
contém uma mutacdo frameshift no seu DNA alvo, hisD3052, sendo esta rewvertida a forma wild-type
principalmente por mutagénios capazes de modificar a grelha de leitura do alvo genético (Isono e
Yourno, 1974). Nas estirpes TA1535 e TA100, o locus hisG46 apresenta a substituicdo de uma
leucina (GAG/CTC) por uma prolina (GGG/CCC). Esta mutacdo é rewvertida a forma wild-type por
mutagénios que causam preferencialmente substituicdo de pares de bases num dos pares GC
(Barnes et al., 1982).

Tal como as estirpes TA1535 e TA100, a estipe teste BTC de E. coli apresenta uma mutacao
por substituicdo de pares de bases no seu alw genético argE3. Contudo, a reverséo a prototrofia por
arginina pode ocorrer por todas as transi¢cfes e transversdes possiveis (Kranendonk et al., 1994).

Para determinar o tipo de reversdo que o mutagénio padrdo 1-HMP preferencialmente induz,
repetiu-se o ensaio descrito por Meinl et al. (2002) com as estirpes TA1535 pKKSULT1A1 (figura
l.9) e BTC_SULT1A1 (figura 1I.10). A primeira estirpe ndo respondeu a 1-HMP, no entanto, na
estirpe BTC_SULT1A1 obteve-se uma actividade mutagénica de 37 + 6 rewvertentes/nmol 1-HMP.
Ainda assim, esta resposta foi aproximadamente 300 vezes inferior (p<0,0001) a obtida na estirpe
TA1538 pKKSULT1ALl (10474 + 29 rewertentes/nmol 1-HMP). Este resultado demonstrou que 1-HMP
causa preferencialmente mutacfes frameshift.

A resposta mutagénica da estirpe BTC_SULT1A1 ao composto 1-HMP face a auséncia de
resposta da estirpe TA1535 pKKSULT1Al pode ser explicada, 1) pela reversdo a prototrofia por
arginina ocorrer por todas as possiveis substituicbes de bases, por transicdes e transversdes
(Kranendonk et al., 1994), e ndo sO por substituicdes nas bases CG, e 2) pela presenca do operdo
mucAB no plasmideo pLCM_hSULT1Al, o qual aumenta a sensibilidade de deteccdo de
mutagenicidade.

Perante os resultados e, sabendo que 1-HMP é o metabolito obtido in vivo pela hidroxilagéo
de 1-MP por hCYP2A6, postula-se que o mutagénio padrdo 1-MP deveria ser detectavel na estirpe
BTC2A6_SULT1A1 POR. Assim, prop6s-se que a causa da insensibilidade de
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BTC2A6_SULT1A1 POR nédo se deva, pelo menos exclusivamente, ao tipo do alvo genético de
BTC2A6_SULT1A1 POR.

IV.4 Aproximacao das estirpes TA1538 e TA1535 de S. typhimurium ao sistema BTC

Para aproximar a estirpe TA1538 de S. typhimurium a estirpe BTC de E. coli, no que se refere
a presenca do operdo mucAB, construiu-se a estirpe TA1538 pLCMSULT1Al. Por comparagcdo da
performance da estirpe TA1538 expressando hSULT1A1, desenwlhida por Meinl et al. (2002), com a
estirpe  TA1538 pLCMSULT1A1 (figura 1ll.11), confirmou-se que o sistema biplasmidico
pCWA/pLCM_hSULT1A1 confere maior sensibilidade na detec¢cdo de mutagenicidade induzida por 1-
HMP, do que o plasmideo pKK233-2_SULT.

A actividade mutagénica de TA1538_pLCMSULT1Al (28173 + 1938 rewertentes/nmol 1-
HMP), foi aproximadamente 3 vezes superior (p<0,0001) a da estirpe TA1538 pKKSULT1A1 (10474
+ 29 rewertentes/nmol 1-HMP). Pelos resultados obtidos, concluiu-se que, apesar do plasmideo
pKK233-2 ter vindo a mostrar utilidade na expressdo constitutiva de SULT, em estirpes de S.
typhimurium (Glatt et al., 1995; Hagen et al., 1998), a auséncia do operdo mucAB torna as bactérias
menos eficientes na deteccdo de mutagenicidade do que estirpes contendo este operdo no DNA
plasmidico. Outra das vantagens do sistema biplasmidico pCWA/pLCM_hSULT1A1 é possibilitar uma
expressdo controlada de hSULT1A1, devido a presenca de lacl® no plasmideo pCWA, importante para
a manutencdo da estirpe recombinante.

No sentido de desenwlver uma estirpe de S. typhimurium préxima da estirpe BTC, no que
respeita, ndo s6 ao conteldo plasmidico, mas também ao evento de reversdo por substituicdo de
bases, construiu-se a estirpe TA1535 pLCMSULT1Al. Esta estirpe foi testada com o composto
padrdao FFA (figura 1I.12) pois, estudos prévios utilizando a estirpe TA100, expressando SULTs
humanas e de rato, demonstraram a sua mutagenicidade, sugerindo que FFA seja convertido por
sulfoconjugagéo, a 2-sulfometilfurano, electréfilo reactivo capaz de induzir mutagenicidade por
substituicdo de bases (Glatt et al., 2012). A actividade mutagénica obtida com o composto padrao
FFA (21033 + 1168 rewertentes/umol FFA) foi aproximadamente 12 vezes superior & descrita por
Glatt et al. (2012) (1800 rewvertentes/umol FFA). Uma possivel explicacdo para esta sensibilidade
aumentada pode ser a incompatibilidade entre os plasmideos pKK233-2 e pKM101, contidos na
estirpe TA100 (ambos de classe pMB1), construida por Glatt et al. (2012). A perda de um, ou dos dois
plasmideos, afectaria a sensibilidade da estirpe, por auséncia do operdo mucAB contido no
plasmideo pKM101, e/ou a capacidade de bioactivacdo do mutagénio padrdo FFA por hSULT1AL,
devido a perda do plasmideo pKK233-2 SULT1A1l. Na estirpe TA1535 pLCMSULT1Al, a
estabilidade plasmidica é mantida pois, pCW e pLCM possuem diferentes origens de replicagéao,

pertencentes as classes pMB1 e p15A, respectivamente (Kranendonk et al., 2000).

IV.5 Disponibilidade celular de PAPS

Para que sulfato possa ser utilizado em reac¢des de sulfonagédo, tem necessariamente de ser
activado a PAPS, pelas enzimas ATP sulfurilase e APS cinase (Siegel, 1975). Estas enzimas

encontram-se codificadas em genes incluidos no brago redutivo da via de biossintese de cisteina em
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S. typhimurium e E. coli (Kreditch, 1987), designadamente no operdo cysDNC (figura IV.1). ATP
sulfurilase € composta por duas diferentes subunidades codificadas por cysD (subunidade catalitica)
e cysN (subunidade regulatéria), enquanto APS cinase é codificada por cysC, sendo estes genes
transcritos na ordem cysD, cysN e cysC (Leyh et al., 1988).

Sugere-se que ATP sulfurilase e APS cinase estejam intimamente associadas num complexo
multifuncional, que permita uma transferéncia directa de APS do sitio activo de ATP sulfurilase para
APS cinase, formando PAPS (Renosto et al., 1987).

Em condicBes aerdbias, a transcricdo da maioria dos genes cys € positivamente regulada
pelo produto de cysB, e seu co-indutor O-acetilserina; e, negativamente regulada por sulfido (figura
IV.1). No entanto, estudos descritos por Neuwald et al. (1992) sugerem que o gene cysQ, também
seja necessario para a sintese de cisteina em E. coli K12, em condi¢bes de aerobiose. Postula-se
que o produto do gene cysQ, tenha um papel regulatério estreito sobre PAPS, assegurando a sua
disponibilidade a niveis que, por um lado, ndo sejam tdxicos (Neuwald et al., 1992), e por outro,
minimizem os gastos de energia para a célula, sob a forma de ATP e GTP (Liu et al., 1998).

No presente estudo, constatou-se uma menor sensibilidade das estirpes teste em condi¢cGes
de maior oxigenagdo. Partindo do pressuposto acima, propde-se que nestas condi¢cdes, PAPS se
encontre em condigdes estreitamente reguladas pelo produto do gene cysQ, impedindo a sua

disponibilidade na reac¢do de sulfatacdo, diminuindo a sensibilidade de estirpes competentes em
SULT.

Sulfato
(externo)
Sulfato (cysTWA
permease (sbp)
Sulfato
(interno)
ATP (cysDN)
sulfurilase
APS
APS ¢ (eysC)
cinase
PAPS
PAPS . Serina . N
redutase ¢ (cysH) N Tiossulfato
. a externo
Sulfito Acetil-CoA ( )
- . (cysTWA)
Sulfido (cysIF) Serina (eysE) Tiossulfato ¢ ersP)
redutase (cvsG) transacetilase permease
Sulfido O-acetilserina Tiossulfato

(interno)

(cysK)

(tiol)-liase A ou B (cysM) (tiol)-liase B

O-acetilserina O-acetilserina (cvsM)

Cisteina <€——— S-sulfocisteina

Figura IV.1 — Via biossintética de cisteina em S. typhimurium e E. coli. O brago redutivo da via encontra-se
destacado nointerior do rectangulo cinza. O sulfato é transportado para o interior da célula e reduzido a sulfido, 0
gual reage com O-acetilserina, produto do segundo brago davia biossintética, para formar cisteina. O tiossulfato
€ transportado para o interior da célula e reage com O-acetilserina para formar S-sulfocisteina, que é depois
reduzida a cisteina (adaptado de Kreditch, 1987).
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Considerando a limitagdo de PAPS como explicacdo para a ndo detecgcdo de mutagenicidade
de 1-MP na estirpe BTC2A6 SULT1A1 POR e, com o objectivo de aumentar os niveis de PAPS
intracelular, foram desenwlvidas novas estirpes de S. typhimurium competentes em hSULT1A1, com
sobre-expressdo de cysDNC. Com as estirpes desenwlvidas realizaram-se testes de
mutagenicidade, utilizando culturas em varias fases de crescimento e fez-se, simultaneamente,
doseamento semi-quantitativo da expressdo de hSULT1Al. Os resultados obtidos mostraram que,
estirpes com sobre-expressdo de cysDNC tornam-se mais sensiveis na detec¢do de mutagenicidade,
apresentando niveis de expressdo de hSULT1A1 comparaweis ao longo do crescimento bacteriano. O
mesmo ndo se \erificou nas estirpes sem sobre-expressdo deste operdo, nas quais se constatou o
decaimento da resposta mutagénica a partir de uma densidade de cultura DOgqg 0,9.

Através deste estudo obtiveram-se varias indicagBes: 1) hSULT1ALl parece ser expressa ao
longo do crescimento bacteriano a niveis consideraweis, 2) sem sobre-expressao do operdo cysDNC
h&d uma marcada quebra das respostas mutagénicas das estirpes, a densidades de cultura superiores
a DOggo 0,9, 0 que explica a densidade de cultura utilizada no ensaio de pré-incubacéo aplicado
(Meinl et al., 2002), e 3) a sobre-expressdo do operdo cysDNC provoca um aumento da resposta
mutagénica das estirpes a densidades de cultura superiores a DOggo 0,9. Os referidos dados sao
fortes indicadores de que PAPS seja o factor limitante da actividade de SULT em estirpes sem sobre-
expressdo de cysDNC.

As actividades mutagénicas obtidas para os mutagénios padrdo, 1-HMP e FFA, mostraram
um forte aumento da sensibilidade das estirpes competentes em hSULT1A1l, sobre-expressando o
operdo cysDNC. No caso das estirpes derivadas de TA1538, a actividade mutagénica de 1-HMP
obtida com a estirpe TA1538 pLCMSULT1Al foi 28173 + 1938 rewertentes/nmol, e com a estirpe
TA1538 pLCMSULT1Al cys aumentou para aproximadamente o dobro (p<0,05), 45726 + 12300
revertentes/nmol. No caso das estirpes derivadas de TA1535, a actividade mutagénica de FFA obtida
com TA1535 pLCMSULT1A1 cys (151937 + 27169 revertentes/umol FFA) foi aproximadamente 7
vezes superior (p<0,0001) a da sua precursora TA1535 pLCMSULT1A1 (21033 + 1168
revertentes/umol FFA).

IV.6 Estudo da bioactivacdo de 12-hidroxi-NVP

Para estudar a hipétese de NVP ser bioactivado a electréfilos reactivos com o enwlvimento
de hSULT1A1, procedeu-se a realizacdo de ensaios de mutagenicidade utilizando o composto teste
12-hidroxi-NVP. Este composto € um dos metabolitos de NVP, o qual é indicado por varios estudos
como estando enwhido na bioactivagcdo de NVP. Para testar esta hipotese, a 12-hidroxi-NVP foi
testado nas estirpes TA1538 pLCMSULTI1AL, TA1538 pLCMSULT1AL_cys,
TA1535 pLCMSULT1Al e TA1535 pLCMSULT1Al cys. Todas as estirpes apresentaram resposta
mutagénica, no entanto, a estirpe com maior sensibilidade foi a estipe TA1538 pLCMSULT1Al cys,
aproximadamente 400 vezes mais sensivel (p<0,0001) do que a sua isogénica sem sobre-expressao
do operdo cysDNC. Relativamente a estirpe TA1535 pLCMSULT1AL cys, foi obtida uma actividade
mutagénica de 307 + 39 rewertentes/umol 12-hidroxi-NVP, apresentando maior sensibilidade
(p<0,0001) em relacdo a estirpe TA1535 pLCMSULT1A1l (114 + 22 revertentes/umol 12-hidroxi-
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NVP). Os resultados obtidos demonstram que a sulfatagcdo de 12-hidroxi-NVP leva a bioactivagédo do
farmaco NVP, induzindo mutagenicidade preferencialmente por mutacdes frameshift nas estirpes S.
typhimurium de Ames.

Os resultados obtidos no presente estudo sobre o papel de hSULT1AL1l na bioactivagdo de
NVP através da sulfatacdo de 12-hidroxi-NVP estdo em concordancia com estudos previamente
publicados. Estudos conduzidos por Antunes et al. (2008), permitiram detectar e caracterizar multiplos
adutos no DNA por NMR e MS, utilizando 12-mesiloxi-NVP como modelo mimético de 12-sulfoxi-
NVP. Para além disso, 0 mesmo grupo demonstrou a forma¢édo de adutos in vitro entre 12-mesiloxi-
NVP e proteinas do sangue, HSA e Hb (Antunes et al., 2010b). Adutos derivados de 12-hidroxi-NVP
com Hb foram também identificados em doentes infectados por HIV-1, com terapéutica multipla,
incluindo NVP (Caixas et al., 2012). Os adutos detectados podem constituir biomarcadores na
iniciacdo de ewentos mutagénicos, responsaweis pela hepatocarcinogenicidade da NVP (Antunes et
al., 2008; Antunes et al., 2010a; Caixas et al., 2012). Apesar de testes toxicologicos genéticos,
incluindo ensaios de mutagenicidade em células de mamiferos e bacterianas, ndo terem evidenciado
a mutagenicidade nem a clastogenicidade de NVP até ao momento, estudos in vivo com roedores
aos quais foi administrado NVP, mostraram um aumento de incidéncia de adenomas e carcinomas
hepatocelulares (Anonymous, 2009). Outra evidéncia da bioactivacdo de NVP e do papel de SULT
neste processo, foi dada por Chen et al. (2008) pela detec¢do de 12-sulfoxi-NVP por LC-MS em
amostras de urina e de bilis em ratinhos aos quais foi administrado NVP. No mesmo estudo foi ainda
possivel erificar o papel de 12-hidroxi-NVP no desenwlvimento de erupgdes cutaneas
idiossincraticas que lembram as que ocorrem em humanos, nos ratinhos modelo (Shenton et al.,
2003; Shenton et al., 2005).

IV.7 Conclusédo e perspectivas futuras

Em conclusdo, neste estudo foram desenwolvidos nowos sistemas teste de mutagenicidade
competentes em hSULT1A1l com sensibilidade aumentada na deteccdo de pro-mutagénios
dependentes de hSULT1Al, através da introducao de nowos sistemas biplasmidicos em estirpes teste
de mutagenicidade de E. coli e de S. typhimurium. No entanto, a sensibilidade das novas estirpes
mostrou-se fortemente dependente da fase de crescimento, em estirpes de S. typhimurium pois,
bactérias obtidas com densidades de cultura superiores a DOgy 0,9 reduziram a capacidade de
demonstrar a mutagenicidade de pré-mutagénios dependentes de hSULT1Al. Para superar esta
limitagdo, um passo inovador deste trabalho, e importante do ponto de \ista procedimental, foi o
desenwlvimento de estirpes competentes em hSULT1A1, sobre-expressando o operdo cysDNC. No
presente estudo, sugere-se que nestas estirpes, PAPS seja mantido desde densidades de cultura
DOgoo 0,1 a 1,2. Para além disso, estas estirpes mostraram uma sensibilidade aumentada em relagédo
as inicialmente desenwolvidas. Com as novas estirpes foi possivel detectar a mutagenicidade de 12-
hidroxi-NVP, dependente de SULT1A1, confirmando o papel de 12-hidroxi-NVP, e sua sulfatacdo, na
bioactivacdo de NVP, implicada em efeito secundarios severos.

No seu conjunto, os resultados obtidos contribuiram para esclarecer aspectos relacionados

com a biotransformacdo de xenobidticos mediada por SULT, recorrendo ao desenwolvimento de
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sistemas teste de mutagenicidade com expressdo heter6loga de SULT1A1 humana. Numa primeira
fase, perspectiva-se a continuidade deste trabalho através de uma melhor caracterizacao e validagédo
das novas estirpes de S. typhimurium competentes em hSULT1ALl. Neste ponto do trabalho, deseja-
se transpor e ajustar toda a metodologia para estirpes BTC de E. coli, competentes em hSULT1AL,
com e sem sobre-expressdo de cysDNC, caracterizar estas estirpes com recurso a compostos padréo
bioactivados por hSULT1A1l e, por fim, testar 12-hidroxi-NVP. Para estudar a importancia dos niveis
intracelulares de PAPS nas estirpes competentes em hSULT1A1, estipula-se ainda, quantificar os
niveis de expressdo do operdo cysDNC, em diferentes fases de crescimento das estirpes bacterianas
desenwolvidas, com recorréncia a técnica de RT-qPCR.

Uma linha de estudo importante na continuagdo deste trabalho, ser4 a optimizacdo das
condicBes de cultura da estirpe BTC2A6_SULT1A1_POR de E. coli previamente desenwlhida, e sua
adaptacdo para sobre-expressdo de cysDNC, através do sistema desenwolvido neste estudo. Para
tal, dewerdo ser ajustados varios parametros, de modo a que CYP e SULT sejam expressos
simultaneamente, e que PAPS se encontre disponivel em niveis capazes de suportar a actividade de
SULT. Deste modo, parametros como temperatura, condicdes de arejamento e fases de crescimento
da cultura deverdo ser rigorosamente optimizados. A expressao de diferentes formas de CYPs e de
SULTs na estirpe BTC de E. coli seria também uma mais valia para o estudo da bioactivagao de NVP,
e do impacte que as diferentes formas enzimaticas exercem sobre a mutagenicidade deste farmaco.

A expressdo de enzimas humanas de fase | e de fase I, em sistemas teste de
mutagenicidade, constitui um estudo pioneiro e um grande desafio. No entanto, podera representar
um importante contributo no estudo das vias de bioactivacdo e na mutagénese quimica induzida por
NVP e outros farmacos.

A confirmacado do papel de NVP na indugdo de mutagenicidade e carcinogenicidade, serd um
ponto de partida para um posterior desenho racional de anadlogos mais seguros deste farmaco. Sendo
a NVP um dos antirectrovirais mais prescritos na prevencdo da transmissao vertical do virus HIV-1, a
introdugcdo de medicamentos de substituicdo mais seguros é determinante na saude do recém-
nascido, evitando o risco de sobredosagem, efeitos colaterais e problemas de salde a longo prazo

para a crianga.
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Figura VI.1 — Representacédo esquematica do plasmideo pCWhCYP, portador do gene que codifica para varias
isoformas de CYP humano, sob indug&o do promotor ptac.ptac, e do gene codificante do repressor Lacl?.
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FiguraVl.2 - Representagao esquematica do plasmideo pLCM_POR (9079 pb), portador do gene codificante de
CYPOR humano, sob inducéo do promotor ptac, e do operdo mucAB.
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pKK_hSULT1A1

Figura V1.3 - Representagao esquematica do plasmideo pKK_hSULT1A1 (5750 pb), portador do gene codificante
de SULT1A1 humano, sob inducédo do promotor ptac.
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Figura VI.4- Representacdo esquematica do plasmideo pLCM (5988 pb), portador do gene codificante do operao
mucAB.
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cysh (190 cysH (M1.2334) oysC [(233_243)

operdo cysDNC

Figura VI.5 - Representagdo esquematica do operédo cysDNC (2943 pb) de E. coli, codificante das enzimas ATP
sulfurilase e APS cinase.
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Figura VI.6 — Estruturas moleculares dos compostos padréo utilizados no decorrente estudo. (a) 1-MP, (b) 1-
HMP e (c) FFA.
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