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INTRODUCAO

Os citocromos fazem parte de uma familia de prasedoloridas que tém relacdo com a
presenca de um grupo prostético chamado de grupe,hende um &tomo de ferro
localizado em seu centro pode mudar seu estadxidac@o conferindo a proteina a
capacidade de se oxidar e reduzir rapidamente. &gpacidade faz com que o
citocromo ¢ desempenhe um papel importante na cadeia resprattgtocondrial
(ALBERTS et. al., 2010). Presente na membrana mitocondrial intemaitocromoc,
alvo deste estudo, atua também nos processos de ecebrlar por ativacéo de cadeia de
caspases, sendo um importante alvo de pesquisacparpreensdo e controle de
processos tumorais. Hoje, com técnicas de biologiecular, podemos expressar
proteinas recombinantes e modificadas com manifolde sequéncia de aminoécidos
que constituem a estrutura primaria das proteigasas, nas quais sao efetuadas
mutacgdes sitio-especificas em residuos de amirascitlizando oligonucleotideos
desenhados para essa funcao, favorecem processodsam identificar o papel de
diferentes aminoacidos na estrutura e na funcapmdsinas e, a partir dai, demonstrar
como alteracdes podem estar associadas a perdadanga de funcdo que acarretam
eventualmente em patologias (MUGNOL, 2009; VILLEG&Sal., 2000; CAFFREY.
1994).. No caso do citocromg alguns residuos especificos ja foram demonstrados
como sendo importantes para sua estrutura e furigéotre eles destacam-se 0s
residuos de histidina e de lisina, alguns dos casssciados a ancoragem da proteina a
membrana mitocondrial interna (histidinas 26 e 38smas 22, 25 e 27), outros
associados a mudancas no estado de spin (lisina @8jros a ancoragem do grupo
heme a cadeia proteica (histina 18 e metioninaB§)ecificamente o residuo de lisina
72 tem sido associado aos processos apoptéticud sgie estudos demonstraram que
quando de sua substituicdo ocorre perda de efiaiémez evento de morte celular
(ABDULLAEV, 2002; SHARONOV, 2005). Face a esta datacdo torna-se
importante demonstrar as alteracdes estruturaispgdem ser responsaveis por esta
mudanca.

OBJETIVOS

Realizar a expressao, purificacdo e caracterizagpectroscopica de forma mutante de
citocromoc com substituicdo do residuo de lisina 72 por aknisando determinar
possiveis alteracdes estruturais decorrentes ddicagéo.



METODOLOGIA

Plasmideo desenhado por Rubley e colaboradores BREM e€t. al., 2002) e cedido
gentilmente pelo Prof Dr Rafael Radi da Universidada Republica em Montevidéu,
Uruguai, contendo substituicdo dos residuos delimat26 e 33 por asparagina (forma
pwt, H26N/H33N) foi submetido a mutacbes adicionpésa obtencdo das formas
tmK72A (H26N/H33N/K72A) e tmK79A (H26N/H33N/K79AEstes plasmidios foram
transferidos para cepas BL21 Starkdeherichia coli por processo de choque térmico e
as bactérias transformadas, selecionadas pelatéresés a ampicilina que lhe é
conferida pelo plasmideo em questdo, foram subawet@d processo de expressao e
purificacdo da forma mutante desejada de citocronmideste as colbnias obtidas pela
transformac&o foram selecionadas em meio LB Agatecmlo ampicilina (1 mg/mL) e
transferidas para meio LB Broth contendo o mesmiibidtico. Apds incubacao
overnight a 37C sob agitagdo a 220 rpm, este pré-cultivo foisiendo para 1 litro de
meio Terrific, ao qual, passadas 8 horas de inéubtambém a 3T e agitacdo a 220
rpm foi adicionada ao meio 0,8 mM de IPTG para ziida expressdo. Sob incubacédo a
30°C e agitacéo a 200 rpm o cultivo foi mantido poh&@as com coleta de aliquotas a
intervalos regulares. Passado o periodo de expressé&ultivo foi submetido a
centrifugacdo e o pellet ressuspenso com tampakseldHClI 50 mM pH 8,0). O
produto obtido foi submetido a ciclos de sonicag@iitado por adicdo de Lisozima e
Tween 20, processo de precipitacdo de proteinasytfato de aménio, ciclos de dialise
para retirada do sal e coluna cromatografica dati@nica para separacao do citocromo
c das demais proteinas expressas. O citocrometido na coluna foi eluido com
gradiente de NaCl e as aliquotas analisadas enctespgdmetro fotodiodo Multispec
Shimadzu 1500, tendo sido consideradas adequadasiga®tas em que a reacdo
Absy10mr{AbSs0mmsuperior a 3,2. Novo ciclo de dialise foi realiagmhra retirada do sal
e a proteina resultante foi concentrada em sistamiaon. As analises espectroscopicas
dos produtos de expressdo foram realizadas no mespextrofotbmetro e os dados
analisados utilizando programa Microcal Origin 6.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A expressao da forma pwt (H26N/H33N) resultou emrandimento satisfatério de 5
mg de proteina purificada por litro de meio de walt 0 que corresponde a média
observada também por Rumbley e colaboradores qudamaomnstrucdo do plasmidio.
Mesmo padréo foi observado na expressao da fortd@d9m (H26N/H33N/K79A), que
passou integro por todo o processo de purificaggoegado.

Para a forma tmK72A (H26N/H33N/K72A), entretants wesultados foram bem
diferentes. Pequena quantidade desta proteina iosat#if foi obtida, tendo suas
caracteristicas espectroscopicas sido comparadagaxma nativa e tmK79A antes do
término do processo de purificacdo. Nesta anatispdssivel constatar a presenca do
citocromoc, visto a presenca das bandas caracteristicas 8M1420nm e 500-550 nm
(Figura 1A e 1B). No prosseguimento do process@ui@icacdo, que consistiu de
ciclos de dialise, cromatografia de troca ibnicanavo ciclo de dialise para
dessalinizacdo, houve perda da proteina no procggsalemonstrou estar fragmentada
ja que ultrapassou poros de 3.500 KDa da membrardidlise empregada no ultimo
ciclo, sendo que a forma integra da proteina api@se com 12.300 KDa
aproximadamente.

Este evento demonstrou que a substituicdo do @glddisina 72 por alanina tornou
dificil o processo de expressdo, tendo possiveknaftado tanto a biogénese da
proteina quanto sua estrutura tridimensional, quet-se fragilizada e ndo se manteve
durante o processo de purificacdo realizado.



Figura 1 — Comparacgdo por espectroscopia no UV-vis da fami&/2A com as formas nativa, pwt e
tmK79A de citocroma. A - A esquerda: Espectro no UV-vis de produto de esgéi@ da forma mutante
tmK72A. Amostra consiste de aliquota de sobrenadandis-precipitacdo com sulfato de amdnio
mostrando a existéncia de citocromoomo produto da express@®- A direita: Espectros em UV/vis
de citocromac nativo (linha preta), citocroma pwt (linha azul) e citocromo H26N/H33N/K79A (linha
vermelha), todos a 100 uM em tampéo fosfato deosa@i mM pH 7,4.
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Abdullaev (2002) e Sharonov (2005) referiram qudrabalho com citocromo K72A
observaram menor rendimento na expressdo dest@im@moe que esta, quando
empregada para inducdo de morte celulaitro, necessitou ser acrescida em até cinco
vezes a quantidade da forma nativa para desencageacesso apoptotico.

Tal relato, se comparado aos nossos resultadofisnecargue o residuo de lisina 72 é de
fato importante no processo de biogénese do citozm 0 que nao foi percebido para
o residuo de lisina 79. Apesar da proximidade dlamiltlade destes dois residuos na
estrutura primaria da proteina, sua substituicdoafamina leva a efeitos distintos em
sua biossintese e estruturagéo tridimensional.

Em resultados de projetos desenvolvidos em paralektie foi possivel demonstrar que
a forma tmK79A apresenta alteracdes estruturaisorntaptes, particularmente
diminuicdo no conteudo de alfa-hélice e na dis@msida cadeia proteica ao redor do
grupo heme. Estas, entretanto, ndo afetaram sistééresa a altas concentragdes de sais
e a elevacdes de temperatura. A substituicdo ida %9, entretanto, implicou na perda
da capacidade de desencadeamento de apoptos® dgsrdnstrado pela microinjecao
da forma modificada em células normais de aorteo@g¢ho em comparacdo ao mesmo
processo empregando a forma nativa da proteina.

E fato, portanto, que a substituicdo da lisina #roveu alteracdes distintas daquelas
observadas no caso da substituicdo da lisina 79alamina, levando a resultados
diferentes do esperado (obtencédo da forma tmK72ando sua analise estrutural) mas
agregando a informacdo de que se trata de um cesi&hkencial para a biogénese do
citocromoc e para sua correta estruturacao tridimensional.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos até o presente momento genniitferir que o residuo de lisina
72 é importante para o correto processo de biogéesitocroma e que as alteracdes
estruturais decorrentes de sua substituicdo poinalaornam a proteina de dificil
expressao em cepas Bscherichia coli BL21 Star e, que mesmo se expressa, tem uma
estrutura fragilizada. Tais constatacbes sao cteyenom a literatura publicada
recentemente, que confirmam a importancia destéuesambém no desencadeamento
de processos de morte celular por apoptose. Parsdate, € possivel dizer que o
residuo de lisina 79, apesar de também estar iatggitambém nos processos de morte



celular, ndo tem sua estrutura tridimensional fétada como no caso de substituicao
do residuo de lisina 72, mesmo tendo sido obsesvaltiracdes estruturais importantes
por andlises espectroscopicas e de dicroismo aircul
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