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Introdugdo

NADPH citocromo P450 oxido-reductase (CPR) é o fornecedor electrénico
obrigatdrio para o citocromo P450 (CYP). O CPR desempenha um papel central na
sustentacdo da actividade de CYPs microssomais, que medeiam o metabolismo de
hormonas esterdides e vitaminas mas também de farmacos e xenobidticos. Os
electrbes sao transferidos entre os grupos prostéticos do CPR (FAD, FMN) para o
heme do CYP. A estequiometria CPR:CYP (1: 5-10) implica uma competicao individual
dos CYPs para o CPR. Ha escassez de informagdo relativamente as altera¢des
estruturais do CPR que controlam a sua fungdo de transferéncia electrénica (TE),
bem como a dindmica de abertura e fecho dos dominios e a interaccdo com as
isoformas dos CYPs. Foi sugerido que uma seccdo especifica da CPR, a regido "hinge",
desempenha um papel importante na dindmica da proteina.

Objectivos

Identificar os residuos da hinge que permitem as transi¢cdes conformacionais aberto-
fechado; desvendar o mecanismo molecular de TE e obter pistas moleculares
adicionais para a dindmica dos dominios da proteina.

Métodos

i) Co-expressdo de variantes de CPR com 4 isoformas representativas de CYPs
humanos (modelo bi-plasmidico bacteriano BTC);

ii) Caracterizacdo de microssomas bacterianos: concentracdo proteica (Bradford);
conteudo em CPR (ensaio de reducdo do citocromo c) e conteddo em CYP (espectro

diferencial de absorcdo de CO);
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lii) Caracterizagdo funcional dos modelos celulares: ensaio de redugdo do citocromo
c; cinética enzimatica do CYP e ensaios de bioactivagdo/mutagenicidade.

Resultados

As variantes de CPR, substituicdes por alanina e prolina (G240, S243, 1245 e R246),
foram construidas e clonadas. Os CPR mutantes foram combinados com os CYP1A2 e
2A6, e o plasmideo mock pCWA. As condi¢des de cultura, niveis de crescimento e
inducdo da expressao foram testadas e optimizadas. A determinac¢do do conteudo
em CYP em células inteiras e o isolamento de microssomas bacterianos foram
optimizados. No presente, estdo a ser realizados estudos de forca idnica com
diferentes concentragdes de NaCl (titulagao).

Perspectivas

O mapeamento dos residuos criticos na hinge do CPR e a determinacdo do seu papel
nos equilibrios conformacionais contribuirdo para a compreensao fundamental da
dindmica do CPR e dos sistemas de proteinas redox multidominio em geral. Isso
aumentard o conhecimento sobre o papel das interaccdes do CPR com os seus
parceiros redox no metabolismo de endo- e xenobidticos, uma questao fisiolégica e

clinicamente relevante.



