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INTRODUCAO

O citocromo ¢ € uma hemoproteina de cerca de 12 kDa que localiza-se na face externa
da membrana mitocondrial interna e desempenha um papel fundamental no transporte
de elétrons na cadeia respiratdria mitocondrial, importante via de biossintese de ATP, e
na ativacdo da apoptose, quando de sua liberacdo para o citosol e ativacao de caspases.
Estes processos estdo diretamente relacionados a sua capacidade de 6xido-reducéo e a
sua relacdo com a membrana mitocondrial (Rytémma, 1994; Kinnunen, 2002). E fato
conhecido também que o citocromo ¢ é um agente de lipoperoxidacdo. Sua interacéo
com membranas bioldgicas, compostas por acidos graxos poliisanturados e proteinas, €
responsavel pela geragdo de radicais livres, importantes agentes no envelhecimento,
doencgas degenerativas e ateroscleroticas, mas também em processos fisioldgicos, como
a sintese de prostraglandinas e a renovagdo das proprias membranas. Quando a
producdo de espécies reativas aumenta, a lipoperoxidacdo causa alteracbes na estrutura
das membranas levando a descontrole na permeabilidade, perda da seletividade na troca
ibnica, formacdo de produtos citotoxicos e até mesmo a morte celular. Descobertas
recentes demonstram que a interagdo do citocromo ¢ com a membrana mitocondrial é
dependente de sitios que atuam por interacdo eletrostatica (sitio C), interagdes
hidrofébicas (sitio A) e interacbes dependentes de pH (sitio L) (Rytomma, 1994;
Kinnunen, 2002; Kawai, 2005), esta ultima envolvendo os residuos de lisina 22, 25 e
27, sendo o primeiro o alvo do presente estudo. Empregando-se as atualmente
disponiveis ferramentas de biologia molecular e bioquimica, a expressao e purificagdo
de proteinas mutantes, aminoacido-substituidas, permite analisar o papel de seus
aminoacidos na dindmica estrutural e funcional destas biomoléculas e em que grau eles
afetam suas propriedades.

OBJETIVOS

Demonstrar o papel do residuo de lisina 22 na interacdo do citocromo ¢ com sistemas-
modelo de membrana e sistemas bioldgicos e sua interferéncia na capacidade do
citocromo ¢ em ativar a cadeia de caspases, transportar elétrons na cadeia respiratoria
mitocondrial e promover lipoperoxidacao.



METODOLOGIA

Para atendimento aos objetivos foram expressas e purificadas as formas mutantes
H26N/H33N (dita pseudo wilde-type ou pwt) e K22A/H26N/H33N. A primeira
representa a forma expressa diretamente pelo plasmidio desenhado por Rumbley Hoand
e Englander, chamado PJRhrsN2, que contém o gene para expressao do citocromo c 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,
2002). A substituicdo original dos residuos de histidina 26 e 33 por asparagina foi um
artificio utilizado para aumentar a produtividade na expressdo, dado que estes residuos
estdo envolvidos no enovelamento proteico durante a biogénese do citocromo c. Ja o
mutante de interesse foi obtido por mutagénese sitio-dirigida por oligonucleotideos
tendo como molde o mesmo PJRhrsN2, tendo como produto de expressdo a forma
K22A/H26N/H33N. Cepas de Escherichia coli BL21 Star foram utilizadas como vetor
de expressdo, com insercdo do plasmidio induzida por choque térmico e selecdo de
coldnias transformadas pela resisténcia a ampicilina. A expressdo se deu utilizando pré-
cultivos em LB Broth e cultivos em meio Terrific, ambos com ampicilina, e inducéo por
IPTG, sendo que apds 50 horas o produto de expressao foi submetido a processo de
purificacdo englobando sonicacdo como processo de lise celular, precipitacdo por
sulfato de amdnio para extracdo de proteinas inespecificas, ciclos de dialise para
extracdo do sal e de proteinas menores que 6000 kDa, cromatografia de troca idnica
para retencdo de citocromo c seguida de eluicdo com gradiente de NaCl. As aliquotas
com maior grau de pureza foram selecionadas por medida de absorbancia, sendo
consideradas adequadas aquelas com relacdo Asognm/Azsonm SUperior a 3,2. Estas foram
reunidas e dessalinizadas por diélise e submetidas a processo de concentracdo proteica
por centrifugacdo empregando filtros Centricon com membrana de 3500 kDa. As
formas mutantes obtidas foram submetidas a eletroforese e a analise espectroscopica no
UV-vis (espectrofotdmetro de fotodiodo Shimadzu - Multispec 1501), a espectroscopia
de fluorescéncia (espectrofluorimetro Hitachi F-200) e ao dicroismo circular na regido
do far-UV (espectropolarimetro Jasco 720) para analise estrutural comparativa das
formas mutantes entre si e em relacdo a forma nativa, tanto para caracterizacao do grupo
heme e seus ligantes axiais quanto do conteudo de alfa-hélice. Para avaliagdo indireta da
capacidade respiratdria, que envolve o transporte de elétrons mitocondrial via processo
de dxido-reducdo, foram observadas as alteracGes espectroscOpicas caracteristicas da
reducdo e da reoxidacdo do citocromo c. Para tanto, foram realizadas medidas por
espectroscopia no UV-vis a cada 2 segundos durante 60 minutos empregando como
agentes redutor e oxidante o tert-butil hidroperédxido (t-BuOOH) e o difenilacetaldeido
(DPAA) respectivamente. A propriedade das formas mutantes de citocromo ¢ de induzir
a geracdo de radicais livres quando em contato com membranas biologicas, em
comparagdo a forma nativa de citocromo c, foi demonstrada pela adi¢cdo destas a
solucdo de lipossomos compostos por fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e
cadiolipina (PC/PE/CL) na propor¢do de 50/30/20%, simulando a composi¢cdo da
membrana mitocondrial interna. O malondialdeido (MDA) formado em funcéo do dano
oxidativo aos lipossomos causado pela proteina foi mensurado pelo método de TBARS
desenvolvido por Bueg e Aust com medida do complexo MDA-TBA por espectroscopia
em 532 nm. A avalia¢do da capacidade apoptotica se deu pela medida da capacidade de
cada forma mutante em ativar, in vitro, a cadeia de caspases em comparacdo a forma
nativa. Foram empregadas culturas de células de musculo liso de aorta de coelho
(MLAC) em meio Dubelco modificado (DMEN) enriquecido com 5% de albumina
bovina, com densidade inicial de 1 x 10° células e repiques a cada 72 horas em média.
Foi empregado para lise celular e avaliacdo fluorimétrica da ativacdo da cadeia de



caspases 0 kit EnzCheck® Caspase-3 Assay Kit (Molecular Probes, USA) cujo
substrato fluorogénico é o Z-DEVD-AMC que, se ativada a caspase 3, € clivado e, sob
excitacdo a 340 nm, tem migracdo do pico maximo de fluorescéncia de 395 para 442
nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A expressdo das formas mutantes pwt e K22A/H26N/H33N teve um rendimento médio
de quatro miligramas de citocromo ¢ por litro de meio, sendo que aliquotas retiradas
durante o cultivo demonstraram méximo de concentracdo da proteina apds 50 horas da
inducdo com IPTG. Apos processo completo de expressdo e purificacdo, foi feita uma
analise espectroscopica das formas mutantes comparadas a forma nativa de citocromo c,
0 que indicou alto grau de similaridade estrutural entre elas, visto que as bandas
caracteristicas da proteina e da hexacoordenacdo do grupo heme foram mantidas. As
bandas N, Soret e de transferéncia de carga foram mantidas, havendo apenas um desvio
de 2 nm para menor comprimento de onda (desvio para azul) para o mutante
K22A/H26N/H33N, o que pode indicar um maior afastamento da metionina 80 como
ligante do ferro heminico, sem entretanto ocorrer sua substituicdo por outro ligante de
campo forte, ja que a banda em 650 nm foi mantida. Dilui¢cGes seriadas também
demonstraram a manutenc¢do da condigdo monomerica das formas mutantes. A analise
espectroscopica por fluorescéncia, entretanto, demonstrou que as formas mutantes
apresentam diferencas estruturais em rela¢do a forma nativa. A excitagdo das amostras
em 280 nm demonstrou nos mutantes maior grau de fluorescéncia do triptofano em
comparagdo ao citocromo nativo, residuo aromatico este que na forma nativa apresenta
fluorescéncia suprimida dada sua grande proximidade ao ferro heminico. Tal
observagdo foi corroborada pela analise por dicroismo circular na regido do far-UVv, a
qual demonstrou um menor contetido de alfa-hélice de ambos os mutantes em relacéo a
forma nativa. Na andalise comparativa entre as formas pwt e K22A/H26N/H33N o que se
detectou € que a primeira possui tanto um menor contetdo de alfa-hélice quanto um
maior distanciamento do triptofano do ferro heminico. Tal evento favorece interpretacéo
de que o residuo de lisina 22 deve também influir na forma de enovelamento proteico
durante a biogénese do citocromo ¢, ja que sua substituicdo por alanina neste mutante
especifico aumenta o conteudo de alfa-hélice mesmo na auséncia dos residuos de
histidina 26 e 33. Os experimentos para avaliacdo funcional revelaram que a auséncia
do residuo de lisina 22, importante para a interacdo do citocromo ¢ a membrana
mitocondrial como participante do sitio L, ndo afetou a capacidade da proteina em doar
e receber elétrons. Quando submetidos a acdo do DPAA como agente redutor, tanto o
mutante K22A/H26N/H33N quanto o pwt sofreram reducdo completa, caracterizada
pelo desvio da banda Soret de 409 para 412 nm e divisdo da banda em 550 nm.
Completado este evento, a adicdo do t-BuOOH como agente oxidante promoveu a
transferéncia do elétron anteriormente recebido e a consequente reoxidacao da proteina,
observada pelo retorno da banda Soret para 409 e a caracteristica reorganizagdo como
banda Unica em 550 nm. Resultados de trabalhos anteriores demonstraram que a forma
pwt tem a capacidade de restaurar a respiragdo em mitoplastos depletados de citocromo,
0 que face aos resultados obtidos acredita-se seja extensivo também a forma com
mutacdo adicional na lisina 22 (Kawai, 2009). Ja os eventos relacionados a
lipoperoxidacdo induzida por citocromo c trouxeram resultados que revelam que a
interacdo da forma mutante K22A/H26N/H33N com o sistema-modelo de membrana
oferecido pelos lipossomos PC/PE/CL se encontra comprometida. A quantidade de
MDA gerado por agdo deste mutante sobre os lipossomos foi significativamente menor
do que para a forma nativa. O mesmo ocorreu com o mutante pwt, indicando que nédo



somente o residuo de lisina 22, componente do sitio L, como também os residuos de
histidina 26 e 33, envolvidos também na interacdo proteina/membrana, afetam a geragédo
de radicais livres e consequentemente o dano oxidativo e, diferentemente do citocromo
¢ nativo, de forma pH independente. Tais resultados indicam um menor grau de
interacdo entre estas formas mutantes e os lipidios componentes de membrana. As
alteracdes estruturais e funcionais relatadas, entretanto, demonstraram ndo ser
suficientes para impedir a capacidade apoptética in vitro tanto da forma
K22A/H26N/H33N quanto da pwt, ja que a ativacdo da cadeia de caspases nao foi
comprometida. Ambas as formas promoveram a clivagem do substrato fluorogénico da
mesma forma que o citocromo ¢ nativo, indicando ativacdo de caspase 3, essencial para
o0 desenvolvimento do processo apoptotico in vivo.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem inferir que o residuo de lisina 22 é importante na
interacdo do citocromo ¢ com membranas bioldgicas, porém ndo exclusivo, como ja se
sabia anteriormente. Sua auséncia, associada a dos residuos de histidina 26 e 33, afeta a
capacidade oxidativa da proteina, bem como sua estrutura tridimensional, porém néo
afeta sua capacidade no desencadeamento da apoptose e no transporte de elétrons pela
cadeia respiratoria. Testes posteriores serdo realizados para avaliacdo da capacidade de
restauracdo da respiracdo em mitoplastos depletados de citocromo ¢, empregando
mitocondrias isoladas de figados de rato, bem como da capacidade apoptética via
microinjecdo das formas mutantes em células normais e tumorais.
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