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INTRODUCAO

O citocromo ¢ é uma hemeproteina situada na face externa da membrana mitocondrial
interna, responsavel por transferir elétrons na cadeira respiratoria mitocondrial entre os
complexos citocromo c¢ redutase e citocromo c oxidase, respectivamente complexos I11 e
IV, além de estar envolvida em processos de apoptose. Apoptose € a morte celular
programada e natural, ativada por estresse celular, por falta de fatores de crescimento
celular ou por proteinas apoptoticas, levando a ativacdo de proteases chamadas caspases
(cisteinaaspartil proteases), as quais hidrolisam peptidicas e sdo clivadas por enzimas
denominadas pro-caspases (DEVLIN, 2007). Em um dos mecanismos de apoptose, ha
liberacdo de citocromo c através de poros gerados na membrana mitocondrial que
permitem sua saida para citosol, onde se liga ao Apafl (apoptotic protease activating
factorl), dando origem a um complexo denominado apoptossomo (DEVLIN, 2007,
NIIMI et al., 2012). Com uso de ATP, este conjunto sofre alteracdes estruturais que
permitem a ativacdo autocatalitica de pro-caspase 9 a caspase-9, a qual ativa a caspase-
3. Esta ultima esta envolvida na ativacdo de outras quatro caspases (caspases-2, -6, -8 e
-10) na cascata e participa também no mecanismo de feedback positivo sobre a propria
caspase-9, estimulando conversdo de mais pro-caspase 9 em sua forma ativa e, assim,
reforcando a cascata para ativacdo de mais caspases (JANICKE et al., 1998; SLEE et
al., 1999). Além disso, a caspase-3 é responsavel por participar da clivagem de outras
proteinas e € necessaria também para fragmentacdo da fita de DNA e para provocar
alteragdes morfologicas da célula durante a apoptose. Pequenas variagdes que ocorrem
na sequéncia de aminodcidos no citocromo c¢ de diferentes espécies podem ter relagdo
com sua capacidade em desencadear o processo de morte celular por apoptose. Desta
forma, trabalhar com diferentes formas de citocromo ¢ com modificagdes em pontos
especificos pode ser uma maneira de demonstrar o papel dos diferentes residuos de
aminoéacidos nesta propriedade.

OBJETIVO

Obijetivo geral é demonstrar e comparar o efeito pro-apoptotico de formas mutantes de
citocromo c via ativacédo in vitro de caspase-3. Objetivos especificos sdo: verificar por
espectrofluorimetria se  formas mutantes de citocromo ¢ H26N/H33N,
K22A/H26N/H33N, K25A/H26N/H33N, H26N/K27A/H33N, H26N/H33N/K72A e
H26N/H33N/K79A, referidas resumidamente como pwt, tmK22A, tmK25A, tmK27A,
tmK72A e tmK79A, sdo capazes de ativar igualmente caspase-3 em extrato citosolico
obtido a partir de células de musculo liso de aorta de coelho em comparacdo com a
forma nativa de citocromo c; determinar a cinética de ativacdo de caspase-3 para cada
uma das formas testadas.



METODOLOGIA

Para a obtengdo de formas mutantes de citocromo c, foi utilizado como molde o
plasmidio PJRhrsN2, que contém o gene para expressdo de citocromo ¢ e também o
gene que codifica a heme-liase, permitindo assim a obtencdo da proteina funcional com
grupo heme unido covalentemente a cadeia polipeptidica (RUMBLEY et al., 2002).
Este plasmidio possui também duas mutacBes pontuais nas histidinas 26 e 33,
substituidas por asparagina, uma vez que residuos de histidina agem como uma barreira
cinética ao enovelamento protéico, aumentado o rendimento da expressdo. O plasmidio
PJRhrsN2 é em bactérias do tipo Escherichia coli BL21 Star e a expresséao realizada em
meio Terrific po6s-inducdo com IPTG, obtendo a forma pseudowild-type (pwt) de
citocromo ¢ (H26N/H33N). A partir do plasmidio PJRhrsN2, ja foram previamente
realizadas como parte de um outro projeto mutacdes sitio-especificas dirigidas por
oligonucleotideos seguindo protocolos existentes na literatura (CAFFREY, 1994;
PATEL et al., 2001) e assim obtidas formas capazes de expressar 0s mutantes nas
lisinas 22, 25, 27, 72 e 79 necessarias para este projeto. Estas formas expressas sao
nomeadas como K22A/H26N/H33N, K25N/H26N/H33N, H26N/K27A/H33N,
H26N/H33N/K72A e H26N/H33N/K79A0u, de forma resumida, tmK22A, tmK25A,
tmK27A, tmK72A e tmK79A, onde tm representa um triplo mutante.Foram cultivadas
em estufa a 37°C e atmosfera com 5% de COz2 células aderentes de musculo liso de aorta
de coelho em meio DMEM-high glucose suplementado com 10% de soro fetal bovino e
“pool” de antibidticos (10.000 unidades de penicilina e 10 mg de estreptomicina por mL
em 0,9% de NaCl) com verificacdo de percentual de confluéncia a cada 24 horas.
Atingida confluéncia de 70%, o meio de cultura foi descartado e as células aderidas
lavadas com meio CMF. A seguir, as células foram destacadas da parede do frasco de
cultura por adicdo de solugdo de tripsina em CMF + EDTA com incubacdo nesta
solucdo por 3 minutos a 37°C seguida de neutralizagdo da enzima por adicdo de
DMEM. O produto final deste processo foi centrifugado por 10 minutos a 10000xg,
sendo o pellet ressuspenso em 1 mL de tampdo. Ap6s nova centrifugacdo, as células
foram ressuspensas em solucdo de lise, oferecida por kit comercial utilizado a partir
desta etapa (EnzCHek Caspase-3 Assay Kit da Molecular Probles). Foram adicionados
50 pL da solugédo de lise previamente diluida (tampédo 20X concentrado + 950 L de
agua deionizada). Ap6s homogeneizagdo suave, a solu¢do foi mantida a temperatura
ambiente por 10 minutos para reacdo e, em seguida, submetida a 3 ciclos de
congelamento e descongelamento rapido, visando o rompimento das células e liberacéo
da fracéo citosdlica, sendo 30 minutos em freezer -60°C e descongelamento espontaneo
a temperatura ambiente. O material resultante foi, entdo, centrifugado por 10 minutos a
10.000xg sendo o sobrenadante reservado em banho de gelo até 0 momento do uso. A
partir do extrato citosélico obtido, foram realizados os testes de ativagdo de caspase-3
por reacdo enzimatica a partir de um substrato fluorogénico, o0 Z-DEVD-AMC, e como
controle um inibidor de caspase, o0 Ac-DEVD-CHO, empregando kit EnzCheck
Caspase-3 da Molecular Probes (USA). Este método baseia-se na clivagem do peptideo
Z-DEVD-AMC pela forma ativada de caspase-3 com liberacdo consequente da porgéo
AMC, cuja concentracdo € usada como referéncia para determinacdo da atividade da
enzima, visto emitir fluorescéncia em 442 nm quando submetido a excitacdo em 342
nm. A partir da confeccdo de uma curva padrdo de AMC livre, é possivel avaliar
quantitativamente por comparagdo a atividade de caspase-3. Para o teste, foram
empregados 25 pl do extrato citosdlico, aos quais foram adicionados, em tubos
devidamente identificados, quantidade suficiente de cada forma mutante de citocromo ¢
para concentragdo final deste a 25uM. A cada um dos tubos foram entéo adicionados 1



mM de dATP, 10 mM de MgCl2 e 100 uM do substrato fluorogénico Z-DEVD-AMC
(mix). Paralelamente serdo montados tubos-controle. As medidas de fluorescéncia
foram realizadas em cada uma das amostras, diluidas 20 vezes em &gua deionizada,
utilizando espectrofluorimetro Hitachi F2500. Foram realizadas medidas de ativacdo de
caspase-3 apds 2, 4, 6, 8, 12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas de incubacdo. Para demonstracéo
e andlises dos dados, foi utilizado o software Origin 6.0 da Microcal.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As caspases séo proteases sintetizadas na forma de zimogénios (inativa) que hidrolisam
seu substrato em um produto ativo. A caspase-3 é uma das proteinas mais essenciais da
cascata apoptotica, sendo responsavel pela ativacdo das caspases -2, -6, -8 e -10 e, por
isso, € alvo deste estudo (SLEE et al., 1999). Conforme metodologia, obteve-se a
purificacdo e a expressao de apenas quatro das cinco formas mutantes de citocromo c
selecionadas para esse trabalho. A expressdo e purificacdo da forma triplo mutante
H26N/H33N/K72A (tmK72A) nado foi possivel uma vez que ndo houve o rendimento
necessario da amostra para ser testada com o kit reagente. Em trabalhos anteriores de
nosso grupo, foi constatado que esta forma pode ter alteracbes importantes em sua
estrutura, ja que sua expressdo ndo obedece ao rendimento que foi obtido das outras
quatro formas testadas (pwt, tmK22A, tmK25A, tmK27A e tmK79A). Acredita-se que a
troca do residuo de lisina 72 por alanina tenha alterado o processo de biogénese da
proteina em Escherichia coli, o que demonstraria que este residuo, assim como ja foi
determinado para os de histidina 26 e 33, teria papel importante na biossintese e
estruturagdo do citocromo c. Por este motivo, apenas cinco formas mutantes foram
incluidas no teste de ativacdo de caspase-3. Concomitantemente, foi obtido o extrato
citosolico de células de musculo liso de aorta de coelho, submetidas & cultura. Em
sequida, foi realizado o teste de caspases, cuja clivagem do peptideo Z-DEVD-AMC
pela forma ativada de caspase-3 libera a fragéo fluorescente AMC, cuja concentragédo
serve para determinar a atividade de tal enzima. Os resultados obtidos demonstram que
todas as formas mutantes testadas foram capazes de ativar a via de caspase-3, levando a
célula ao processo de apoptose e ndo tendo diferencas significativas entre tais formas. A
forma tmK27A teve destaque porque somente ela obteve conversdo completa
semelhantemente a forma nativa de citocromo c. Observou-se também menor potencial
de ativagdo de caspase-3 a longo prazo pelas formas mutantes de citocromo ¢ em
relacdo a forma nativa, demonstrando que a alteragdo na estrutura tridimensional do
citocromo ¢ pode comprometer sua interacdo com sitios de ligacdo da propria
membrana mitocondrial interna e com outras proteinas do citosol como a Apaf-1. A
velocidade com que a ativagdo de caspase-3 ocorreu também foi diferente da forma
nativa, mesmo que ao final do tempo méaximo transcorrido para o teste todas tenham
convertido totalmente o AMC conjugado ao peptideo na forma AMC livre. Os
resultados obtidos se assemelham ao trabalho de De Paula et al. (2013), que demonstrou
adicionalmente o0s niveis de alteracdo estrutural das formas mutantes por
espectrofotometria no UV-vis, por espectrofluorimetria e dicroismo circular.
Especificamente para a forma mutante tmK79A, trabalho anterior de Mugnol (2011)
demonstrou que a substituicdo do residuo de lisina 79 por alanina blogueou a
capacidade apoptotica desta forma de citocromo ¢ detectada por microscopia de
fluorescéncia apds microinjecdo em células normais de musculo liso de aorta de coelho.
No teste com extrato citosolico, houve, entretanto, ativacdo de caspase-3.

CONCLUSAO



A expressdo de formas modificadas de citocromo c esté atrelada a como as substitui¢oes
pontuais de aminoacidos afetam a estrutura, a estabilidade e a propria biogénese da
proteina. A expressdo da forma tmK72A em Escherichia coli é prejudicada pela
substituicdo de aminoacido existente, ndo tendo obtido o rendimento adequado para o
projeto. Todas as quatro formas mutantes de citocromo c testadas (pwt, tmK22A,
tmK25A, tmK27A e tmK79A), apesar de apresentarem alteracdo em sua estrutura
tridimensional, puderam ativar a cadeia de caspase-3, sem comprometimento de seu
potencial apoptotico quando submetidas ao teste de ativacdo de caspase-3, ndo tendo
diferengas significativas entre as formas mutantes. Entretanto, tal potencial foi reduzido
se analisado a longo prazo, podendo-se inferir que tais substituicdes possam afetar sitios
de interacdo de outras proteinas com o citocromo c.
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