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INTRODUCAO

O citocromo € ¢ uma hemoproteina de peso molecular em torno de 12,4 kDa, localizado
na face externa da membrana interna da mitocondria. Quando ligado a membrana
mitocondrial, atua na cadeia transportadora de elétrons entre os complexos III e IV.
Além disso, desempenha importante papel no processo de morte celular programada
(apoptose). Esta proteina apresenta dois sitios carregados que podem se ligar a
membrana mitocondrial, denominados sitio A e sitio L. Em pH 6,2 ambos os sitios
encontram-se protonados, desta forma ambos podem se ligar aos fosfolipideos de
membrana. J4 em pH 7,4 somente o sitio A se apresenta protonado, portanto, somente
este estd disponivel para se ligar & membrana e desempenhar as fungdes da proteina
nesta condi¢do, como ¢ possivel se observar na figura 1. De acordo com o sitio de
ligagdo que estd interagindo com a membrana ¢ possivel se observar variacdes no
processo de oxidacao dos lipideos.
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Figura 1. Esquema da intera¢do do citocromo ¢ com lipossomos a esquerda, em pH 6,2 com ambos sitios
(A e L) protonados e a direita em pH 7,4 apresentando somente o sitio A protonado.

O processo de apoptose esta relacionado ao desprendimento da proteina decorrente da
oxidagdo da cardiolipina presente na membrana. Quando isto ocorre ha uma alteracao
na permeabilidade da mitocondria promovendo o seu inchamento e liberando o
citocromo C para o citosol, o que ira desencadear varios eventos que iniciardo a morte
programada da célula.



OBJETIVO

Averiguar o papel dos sitios A e L na atividade pro-oxidante de citocromo C em
lipossomos constituidos por fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e cardiolipina bem
como o efeito de lipidios poli-insaturados na atividade do citocromo C e de sua interag@o
com membrana bioldgica.

METODOLOGIA

Avaliou-se a formagdao de malondialdeido (MDA) de acordo com o protocolo de
TBARs de Buege e Aust modificado. Utilizou-se amostras contendo 1 mM de
lipossomos previamente passados em extrusor através de membranas com poros de 1
mm e incubadas com 4 mM de citocromo C a temperatura ambiente durante 30 minutos,
em tampao Hepes nos pHs 7,4 e 6,2. Posteriormente adicionou-se 150 pL de acido
tiobariturico (TBA) 1% (m/v) em 50 mM NaOH, 15 pL. de NaOH 10 M e 75 pL de
acido fosforico 20% (v/v). Estes foram incubados por 20 minutos, a 85°C. A extragdo
do complexo MDA-TBA foi realizada com 1 mL de n-butanol e a absorbancia
determinada em 532 nm através de espectrometria eletronica. O valor de absorbancia
obtildo foi multiplicado pelo fator de diluigio 3,33 e entdo utilizado 0 £ = 1,56 x 10° M™"
cm’ .

RESULTADOS E DISCUSSAO

Um dos principais aldeidos gerado com a oxidagao lipidica ¢ o malondialdeido (MDA)
que pode ser dosado pela reacdo de espécies reativas do acido tiobarbiturico (TBARs).
Varios trabalhos vém descrevendo a capacidade do citocromo C em promover oxidacao
dos fosfolipidios quando associado a membranas contendo polinsaturagdes. A Figura 2
mostra o conteiddo de TBARs gerado pela associagao de citocromo € com lipossomos de
100 nm de didmetro constituidos de DPPC (fosfatidilcolina dipalmitoil) 50% DOPE
(fosfatidiletanolamina dioleoil) 30% e CLb (cardiolipina de coracdo de boi,
polinsaturada) 20% (painel A). Foram testados dois pHs, 6,2 ¢ 7,4, sendo que em ambos
houve um aumento significativo do conteido de TBARs promovido pela presenca de
citocromo ¢, maior em pH 6,2 do que em 7,4. E descrito na literatura que em pH 6,2 o
citocromo C apresenta dois sitios eletrostaticos protonados que podem interagir com
membranas, sitios A e L, o que leva a fusdo de lipossomos. Essa fusdo de vesiculas
pode ser acompanhada pelo aumento de turbidez do meio.
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Figura 2. Dosagem de TBARs gerado pela associacdo de citocromo ¢ com lipossomos contendo
cardiolipina polinsaturada (CLb). Painel A: Lipossomos 100 nm de didmetro constituidos de DPPC
50% DOPE 30% e CLb 20%. Painel B: Lipossomos 1000 nm de didmetro constituidos de DPPC 80% e
CLb 20%. Na auséncia (barras brancas) e presenca de citocromo C nativo (barras 2 e 4) ou citocromo C
mutante pwt (barras 5 e 6). Experimentos feitos nas seguintes condigdes: lipossomos 1 mM em tampao
Fosfato de Sodio 10 mM pH 6,2 (1, 2, 5) e pH 7,4 (3, 4, 6) incubados por 30 minutos a 25°C.




Quando a associagdo de citocromo C a vesiculas de 1000 nm de diametro e compostas
de DPPC 80% e CLb 20%, em pH 6,2, observa-se menor turbidez do meio em relagdo a
lipossomo composto por DPPC 50% DOPE30% e CLb20%, pois o didmetro menor das
vesiculas e a presenca de fosfatidiletanolamina favorecem a fusdo das mesmas. A
dosagem de TBARs mostra que o pH 6,2 desfavorece significativamente a oxidagao
lipidica pelo citocromo c (Figura 2, painel B). Neste caso, o fato de termos uma
condicdo que desfavoreca a fusdo de vesiculas, o citocromo C liga-se a elas somente
pelo sitio A ou pelo sitio L, ndo por ambos simultaneamente como ocorre no processo
de fusdo. Assim, quando o citocromo ¢ liga-se a vesicula pelo sitio L ha baixa oxidagao
lipidica. Esses resultados sugerem que em meio com pH 7,4 o citocromo C apresenta
somente o sitio A protonado (carregado positivamente) permitindo a proteina se ligar
aos lipossomos carregados negativamente (devido a presenca de cardiolipina) e, quando
essa ligagdo ocorre com lipossomos contendo lipidios polinsaturados (de origem animal
ou vegetal), o citocromo C promove a oxida¢do dos fosfolipidios, elevando o conteudo
de TBARs. Para comparar esses resultados obtidos que mostram que o sitio L do
citocromo C desfavorece a oxidacdo lipidica, foi utilizado citocromo C recombinante,
dito pseudo wild-type (pwt) que apresenta substituicdo pontual das histidinas 26 e 33
por asparaginas, residuos de aminoécidos pertencentes ao sitio L. A associacdo do
citocromo C recombinante pwt com vesiculas de DPPC 50% DOPE 30% e CLb 20%,
gerou baixo conteudo de TBARs e de maneira independente de pH, como observado
nas barras 5 e 6 da Figura 2A. A Figura 3 mostra o conteido de TBARs gerado pela
associacao de citocromo € com lipossomos de 100 nm de didmetro constituidos de CLb
100% (barras de 5 a 9) e TOCL (cardiolipina tetraoleoil) 100% (barras de 1 a 4) em
pHs 6,2 ¢ 7,4.
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Figura 5 — Dosagem de TBARs em membrana lipidica constituida de CLb 100% e TOCL 100% em
pH 6,2 e 7,4, na presenca de citocromo c. Experimentos feitos nas seguintes condigdes: lipossomos 1
mM em tampao Hepes 10 mM pH 6,2 (1,2,5,6) e pH 7,4 (3,4,7,8) incubados por 30 minutos a 25°C na
auséncia (1,3,5,7) e presenga de 4 /M da proteina (2,4,6,8).

Esse resultado mostra que a atividade pro-oxidante de citocromo C sobre as vesiculas
lipidicas depende da presenca de polinsaturagdes na cadeia acil do fosfolipidio, uma vez
que a cardiolipina tetraoleoil (TOCL) apresenta somente uma ligagdo dupla na cadeia
acil, o que impediu a formagdo de TBARS pelo citocromo €. Em lipossomos
constituidos de CLb, também foi observado que o pH mais &cido desfavoreceu a
formagao de TBARS pela associagdo de citocromo C na vesicula.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos até o momento permitem concluir que a composi¢do lipidica
interfere na maneira como ocorre a interagdo do citocromo C com o0s sistemas
biomiméticos de membrana utilizados. As formas mutantes demonstraram que a



auséncia de residuos especificos envolvidos nos sitios A e L de interagdo
proteina/membrana mitocondrial interna, alteram a dinamica de fusdo e produgdo de
TBARs frente a diferentes pHs, os quais por sua vez estdo diretamente relacionados ao
sitio de ligacdo ativo.
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