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INTRODUCAO

O citocromo ¢ é uma hemeproteina intramitocondrial, presente na face externa da
membrana interna mitocondrial, que tem como papel principal o transporte de elétrons
na cadeia respiratoria, especificamente entre os complexos Il e IV. Porém, sabe-se hoje
que desenvolve também papel importante na via intrinseca do processo de morte celular
apoptotica. Quando liberado para o citosol, associa-se com a proteina Apaf-1 e caspase-
9 formando um complexo chamado apoptossomo, que por sua vez promove a ativagao
em cadeia de outras enzimas e processos que culminam com a morte celular
(GRIVICICH et. al., 2007; MURPHY, 2010). Um mecanismo apoptético desregulado
pode levar ao desenvolvimento de varias patologias, dentre elas a neoplasia, 0 que tem
estimulado o estudo deste processo na tentativa de controle de combate da doenga.
Estudos como o de Renz (2001) e Barzicks (2005), trouxeram dados para uma possivel
nova aplicagdo dos estudos envolvendo citocromo c. Eles demonstraram que o
citocromo ¢ pode vir a ser um importante biomarcador no acompanhamento de
pacientes sob terapia antitumoral, jA& que em determinadas condigdes, ainda pouco
elucidadas, parte do citocromo c citosélico passa para 0 meio extracelular e,
consequentemente, pode ser detectado no plasma. Baseado nestas descobertas é possivel
pensar em sua utilizagdo como marcador na monitorizacdo dos processos terapéuticos
antitumorais, possivelmente associado a outros ja padronizadas, dentre eles o mais
comum que é a lactato desidrogenase (LDH).

OBJETIVOS
Quantificar citocromo c e lactato desidrogenase (LDH) extracelulares provenientes da
inducdo de morte de células normais em cultura por DMSO, H20:, actinomicina D e
doxorrubicina.

METODOLOGIA

Para o desenvolvimento do projeto foram utilizadas nesta primeira fase células normais
em cultura, mais especificamente células aderentes de musculo liso de aorta de coelho
(MLAC). As mesmas foram cultivas em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEN) suplementado com 40% de soro fetal bovino e pool de antibidticos (penicilina
e estreptomicina) e com crescimento promovido a 37°C e atmosfera com 5% de CO..
Ao atingir confluéncia de 80%, foram montadas placas-teste em triplicatas onde 100 pL
da suspensdo de células com densidade de 0,5x10° células/mL foram colocados em
contato com o0s agentes selecionados para o teste (DMSO, H202, citocromo c,
actinomicina D e doxorrubicina), em diferentes concentracbes. As placas foram



incubadas por 24 horas e 0 sobrenadante coletado para realizagdo dos testes de deteccao
de citocromo c por eletroforese SDS-Page e dosagem de LDH por espectrofotometria
utilizando kit comercial Sigma Aldrich® (catalogo MAKO066). A fragdo celular aderida
as placas foi submetida na sequéncia ao ensaio de viabilidade celular por MTT (3-
[4,5dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) e as leituras de absorbancia
obtidas em leitor de placas ELx800 em comprimento de onda de 570 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise dos testes de viabilidade celular por MTT (Figura 1) demonstram que 0s
diferentes agentes indutores de morte utilizados promoveram diferentes niveis de queda
de viabilidade celular e diferentes perfis na concentracdo de LDH no meio extracelular
(Figura 2). Tanto o DMSO quanto o H20z, utilizados no experimento como controles-
positivo de morte celular, promoveram queda na viabilidade celular de modo dose-
dependente. Quando comparados aos resultados de dosagem de LDH (Figura 2) nota-se
que paralelamente a queda na viabilidade celular houve também aumento proporcional
na concentracdo de LDH no meio extracelular. Ja a adi¢do de diferentes concentracdes
de citocromo ¢ ao meio demonstrou que 0 mesmo ndo exerce qualquer efeito sobre a
viabilidade celular e sobre a concentracdo de LDH, permanecendo todos os valores
préximos aos dos controle-negativo utilizado no teste (s6 células). Este resultado vai
contra o que alguns autores referiram (RENZ et. al., 2001), onde citam que a presenca
de citocromo c extracelular promoveria algum nivel de efeito citotoxico que poderia
estar associada ao desenvolvimento de patologias quando liberado em excesso na
corrente sanguinea. J& os resultados obtidos quando do contato das células com
diferentes concentragfes de actinomicina D e doxorrubicina, dois agentes
quimioterapicos utilizados na rotina terapéutica antitumoral, demonstraram que, mesmo
os dois sendo agentes considerados pela maioria dos autores como indutores de
apoptose (GOODMAN & GILMAN, 2012), tém niveis diferentes de efeito, nas
condigdes testadas, sobre a viabilidade celular e a liberacdo de LDH. A actinomicina D
promoveu reducdo de viabilidade celular 50% superior a promovida pela doxorrubicina,
nas mesmas concentracfes e condicOes testadas. Entretanto, mesmo ambas tendo
reduzido a viabilidade celular, somente para a actinomicina D houve libera¢do de LDH
para 0 meio extracelular. Para a doxorrubicina, os valores de LDH permaneceram 0s
mesmos que para 0 controle-negativo. Isto demonstra que existem diferencas no
mecanismo de inducdo de morte celular e diferente resposta da linhagem utilizada a
classes distintas de quimioterapicos. Quando analisamos a liberacdo de citocromo c
utilizando a técnica de SDS-Page (figura ndo mostrada), foi possivel determinar a
presenca desta proteina no meio extracelular em todas as situacdes em que houve
diminuicao da viabilidade celular em relacdo a amostra-controle. Tanto as amostras as
quais foram adicionados DMSO e H202 quanto as que receberam doxorrubicina e
actinomicina D apresentaram banda condizente com citocromo c, tendo sido utilizados
como referéncia tanto o padrdo de peso molecular comercial quanto amostras de
citocromo c¢ purificado e em trés concentracGes distintas. A quantidade de citocromo ¢
detectada foi inferior a 10 uM para todos os sistemas testados, sendo que os valores
reais para cada um serdo obtidos a partir da realizacdo de dosagem anticorpo-especifica
pelo método ELISA, que é parte integrante da segunda fase deste projeto.
Preliminarmente, ja podemos dizer que a liberacdo de citocromo ¢ para 0 meio
extracelular ndo acompanhou a liberacdo de LDH em todos os sistemas, 0 que
demonstra que é possivel que tenhamos nesta proteina mitocondrial um marcador
especifico para processos que ndo possam ser demonstrados a partir da quantificacdo
apenas de LDH.
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Figura 1. Teste de viabilidade celular por MTT. Incubagéo de 0,5 x 10° células/mL por 24 horas seguida da adi¢do dos compostos e
posterior incubagdo por 48 horas. Leitura dos valores de absorbancia apés dissolugdo dos cristais de formazam realizadas em 570
nm. Transformacdo em percentual de viabilidade considerando-se o controle “sé células” como representativo de 100% de
viabilidade. Analise estatistica realizada por one-way ANOVA, com valor de p < 0,05, sendo que os simbolos dispostos no gréafico
(*) representam o nivel de significancia estatistica da amostra em relagdo ao controle, sendo (*) o minimo e (****) o maximo.
Todos os dados foram tabulados utilizando o software GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).
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Figura 2. Dosagem de LDH em sobrenadante coletado de células cultivadas na presenca e auséncia de agentes indutores de morte
celular. Analise estatistica realizada t-student considerando valor de p < 0,05, sendo que os simbolos dispostos no grafico (*)
representam o nivel de significancia estatistica da amostra em relagéo ao controle, sendo (*) o minimo e (****) o maximo. O sinal #
representa que ha diferenca estatisticamente significante entre as amostras sinalizadas, uma em relacdo a imediatamente anterior.
Né&o séo apresentadas barras de erro pois o grafico foi construido com as médias das leituras de cada amostra em dois diferentes
tempos de reagdo. Todos os dados foram tabulados utilizando o software GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
USA).

CONCLUSOES
Os resultados obtidos permitem concluir que diferentes drogas quimioterapicas induzem
a diferentes graus de reducdo da viabilidade celular bem como de liberacdo de



citocromo ¢, uma proteina intramitocondrial, e LDH, uma proteina citosdlica.
Demonstramos que o LDH, tradicionalmente utilizado como um marcador de injdria
celular, deve ser empregado com este fim com cuidado, pois pode ndo expressar
corretamente o grau dano sofrido e o nivel de viabilidade celular presente. Os resultados
até 0 momento permitem também pressupor que a determinacdo da presenca e
guantidade de citocromo c extracelular seja um potencial novo biomarcador deste
processo. Requer-se, entretanto, ampliacdo dos estudos tanto em células normais quanto
em células tumorais, bem como a aplicacdo de técnicas de maior sensibilidade e
especificidade.
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