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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 respiratéria, especificamente entre os complexos Il e V. Porém, sabe-se
hojequedesenvolvetambém papel importante na via intrinseca do processo de morte celular
apoptotica. Quando liberadopara o citosol, associa-se com a proteina Apaf-1 e caspase-9
formando um complexo chamado apoptossomo, que por sua vez promove a ativagdo 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 vérias patologias, dentre elas a neoplasia, o que tem estimulado o estudo
deste processo na tentativa de controle de combate da doenca. 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 cpode vir a ser um
importantebiomarcadorno acompanhamento de pacientes sob terapia antitumoral, ja que em
determinadas condic¢des, ainda pouco elucidadas, parte do citocromo c citosélico passa para
0 meio extracelular e, consequentemente, pode ser detectado no plasma. Baseado nestas
descobertas € possivel pensar em sua utilizagdo como marcador na monitorizagdo dos
processos terapéuticos antitumorais, possivelmente associado a outros ja padronizadas,
dentre eles 0 mais comum que € a lactato desidrogenase (LDH).

OBJETIVOS

Quantificar citocromo c e lactato desidrogenase (LDH) extracelulares provenientes da
inducdo de morte de células normais etumorais em cultura por DMSO, H.O,, actinomicina D,
doxorrubicina e citocromo ¢ exégeno.

METODOLOGIA

Para o desenvolvimento do projeto foram cultivadas células de musculo liso de aorta
de coelho (MLAC), linhagem de leucemia mieloide crbnica K562 e células de carcinoma
espinocelular (SCC 9 e SCC 25) da lingua.As mesmas foram cultivas em meio Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEN) e Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 e DMEN /
Ham's Nutrient Mixture F12 (1:2), respectivamente, ambos suplementado com 10% de soro
fetal bovino e pool de antibiéticos (penicilina e estreptomicina) e com crescimento promovido
a 37°C e atmosfera de5% de CO,.Ao atingir confluéncia de 80%, foram montadas placas-teste
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em triplicatas. Também foram montadas placas-teste com células mononucleares isoladas do
sangue periférico com Histopaque® 1077. As linhagenscelularesforam colocados em contato
com os agentes indutores de morte celular selecionados (DMSO, H»0;, citocromo c,
actinomicina D e doxorrubicina), em diferentes concentracdes. As placas foram incubadas e
0 sobrenadante coletado para realizacéo dos testes de deteccao de citocromo cpor Elisa com
anticorpo anti-citocromo ¢ e dosagem de LDH por método enzimatico utilizando kit comercial
Sigma Aldrich® (catdlogo MAKO066) por espectrofotometria. As fragcdes celularesdas placas-
teste foram submetidasao 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, sendo que para células aderentes usou-se a
fracdo celular aderida a placa e para células em suspensdo uma segunda placa-teste
realizada em duplicata para a coleta de sobrenadante. Foi analisado o mecanismo de morte
por citometria de fluxo com os marcadores Anexina V FITC e PI.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para as células de MLAC constatou-se que o0s agentes indutores de morte utilizados
(DMSO, H,0,, Actinomicina D e Doxorrubicina) promoveram diferentes niveis de reducao da
viabilidade celular e do perfil de liberacdo de LDH e citocromo ¢ para o meio extracelular, o
que pode ser um indicativo de que mecanismos diferentes estejam envolvidos no processo
de morte celular, bem como que os marcadores pesquisados (LDH e citocromo ¢ extracelular)
sejam liberados em momentos diferentes do processo (Figura 1).
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Figura 1. Células normais de musculo liso de aorta de coelho (MLAC). Incubagéo de 0,5 x 108 células/mL
por 24 horas seguida da adicdo dos compostos controles-positivos (H202 e DMSO) e Actinomicina D e posterior
incubacdo por 48 horas. 1- Actinomicina D e 2- Doxorrubicna. (A) Teste de viabilidade celular por MTT. (B)
Dosagem de LDH em sobrenadante coletado. (C) Quantificagdo de citocromo c pelo método de ELISA em
sobrenadante coletado (D) citocromo ¢ exdgeno e (E) Citometria de fluxo com Anexina V-FITC e Pl. Analise
estatistica realizada por one-way ANOVA, com valor de p < 0,05, sendo que os simbolos dispostos no gréfico (*)
representam o nivel de significAncia estatistica da amostra em relacéo ao controle, sendo (*) 0 minimo e (****) o
maximo. O sinal # representa que ha diferenca estatisticamente significante entre as amostras sinalizadas, uma
em relagdo a imediatamente anterior. Todos os dados foram tabulados utilizando o
software GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).

Tanto DMSO quanto o H,O; induziram reducéo da viabilidade celular e liberacdo de

LDH de maneira dose-dependente, porém com valores mais significativos para H.O,. Para os
quimioterapicos testados os resultados de quantificacdo de citocromo ¢ corroboraram 0s
resultados obtidos de viabilidade celular e liberagdo de LDH. A actinomicina D (Figura 1 Al)
promoveu uma diminuicdo da viabilidade celular de maneira dose-dependente com liberagéo
de LDH (Figura 1 B1) para meio extracelular inversamente proporcional a viabilidade e
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liberagédo de citocromo c (Figura 1 C1) nas maiores concentracdes da droga.A doxorrubicina
(Figura 1 A2), que apresentou menor citotoxidade, ndo induziu liberacao significativa de LDH
(Figura 1 B2), em relacdo ao controle sé células e ndo apresentou citocromo c quantificavel
em nenhuma das condic¢des testadas (figura 1 C2), o que evidencia que o processo pelo qual
estas proteinas séo liberadas para o meio extracelular nao sdo concomitantes. O mecanismo
de morte celular foi determinado por citometria de fluxo para células MLAC apés 48 horas de
incubacdo com os indutores de morte, sendo evidenciada uma dupla marcacdo de anexina V-
FITC e PI, tanto para DMSO, H>0-, actinomicina D e doxorrubicina indicando uma possivel
apoptose tardia.
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Figura 2.Célulastumorais de leucemia mieloide crénica (K562). Incubag&o de 0,5 x 10° células/mL por 24
horas seguida da adigdo dos compostos controles-positivos (H202 e DMSQO) e Doxorrubicina e posterior incubacao
por 48 horas. 1- Actinomicina D e 2- Doxorrubicna. (A) Teste de viabilidade celular por MTT. (B) Quantificagédo de
citocromo ¢ pelo método de ELISA em sobrenadante coletado(C) citocromo ¢ exdgeno e (D) Citometria de fluxo
com Anexina V-FITC e PI. Andlise 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 relacdo ao
controle, sendo (*) o minimo e (****) o maximo.. O sinal # representa que ha diferencga estatisticamente significante
entre as amostras sinalizadas, uma em relacdo a imediatamente anterior. Todos os dados foram tabulados
utilizando o software GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).
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Figura 3.Teste de viabilidade celular por MTT. (A) Células normais de mononucleares isolados do sangue
periférico humano. (B) Células de carcinoma espinocelular da lingua SCC 9. (C) Células de carcinoma
espinocelular da lingua SCC 25. Incubacéo de 1 x 10° células/mL por 24 horas seguida da adi¢cdo dos compostos
(1)Actinomicina D e (2)Doxorrubicina e posterior incubacéo por 24 horas. Leitura dos valores de absorbancia ap6s
dissolugcdo dos cristais de formazamrealizadas em 570 nm. Transformagdo em percentual de viabilidade
considerando-se o controle “s6 células” como representativo de 100% de viabilidade. Quantificacdo de citocromo
¢ pelo método de ELISA em sobrenadante coletado na presenca e auséncia de agentes indutores de morte celular
(1) Actinomicina D e (2) Doxorrubicina. Analise estatistica realizada por one-way ANOVA, com valor de p < 0,05,
sendo que os simbolos dispostos no grafico (*) 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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Para células tumorais K562, SCC 9 e SCC 25 (Figura 2 e 3) os resultados obtidos para
actinomicina D evidenciam que nas concentracdes testadas houve reducdo da viabilidade
celular, porém ndo dose-dependente. Para as células SCC 25 as maiores concentracdes de
actinomicina D tiveram efeito similar ao H20: na reducdo viabilidade celular. Para a
doxorrubicina a reducao da viabilidade s6 ocorreu nas maiores concentracdes, sendo estes
resultados indicativos, quando comparados aos empregando células normais Mononucleares
(Figura 3 A2) e MLAC (Figura 1 A2) que a droga se mostra mais efetiva quando agindo sobre
células tumorais. Os controles-positivos de morte (DMSO, H;0;) apresentaram efeitos
citotoxicos em todas as linhagens testadas (Figura 1, 2 e 3) como esperado, havendo maior
reducdo de viabilidade na presenca de HO,, assim como ocorreu nas células MLAC, com
excec¢do das células SCC 25 que apresentou efeito dose-dependente. A agdo do DMSO, por
sua vez, promoveu menor reducdo da viabilidade sendo esta, entretanto, dose-dependente.
Na linhagem tumoral testada K562 houve liberagdo de citocromo ¢ ao meio extracelular tanto
por acdo da actinomicina D (Figura 2 B1) quanto da doxorrubicina (Figura 2 B2), porém para
esta Ultima foi quantificavel apenas nas maiores concentracdes de doxorrubicina. Para
actinomicina D detectou-se a presenca de citocromo c extracelular em todas as concentragfes
testadas. Para os controles-positivos houve liberacdo de citocromo c tanto na presenca de
H.0,, quanto de DMSO. Em ambas as linhagens testadas, o acréscimo de citocromo ¢
exogeno ao meio de cultura ndo induziu reducéo da viabilidade celular, contrariando trabalhos
publicados (RENZ et. al., 2001) que afirmavam efeito citotéxico desta proteina quando nas
mesmas condi¢des. Para linhagem tumoral K562 ambos indutores de morte (DMSO, H-0O,,
actinomicina D e doxorrubicina) induziram, assim como nas células normais de MLAC, uma
dupla marcacao de anexina e PI, indicando uma possivel apoptose tardia (Figura 2 D). Estes
achados corroboram com dados encontrados até o presente momento.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que diferentes drogas quimioterapicas
induzem a diferentes graus de reducao da viabilidade celular nas células normais e tumorais
apresentadas neste estudo. Os resultados expostos aqui permitem inferir que existem
mecanismos diferentes envolvidos na liberacéo de citocromo c(proteina intramitocondrial de
12 kDa)e de LDH (proteina citosélica de 140 kDa) para o meio extracelular. O marcador de
injuria celular LDH, deve ser empregado com cautela, pois ndo necessariamente corresponde
ao grau de dono sofrido e o nivel de reducéo da viabilidade celular pds-tratamento com o0s
indutores de morte celular. O citocromo c extracelular, por sua vez se mostrou mais especifico
em células tumorais do que em células normais. Os resultados obtidos permitem também
pressupor que a determinacdo da presenca e quantidade de citocromo c extracelular seja um
potencial novo biomarcador do processo de morte celular.Os resultados obtidos por citometria
de fluxo indicam fortemente morte celular tardiamente apoptética induzida pelos dois
quimioterapicos testados, porém ainda é necessario a inclusdo de novas técnicas que
corroborem para esta afirmacdo. Requer-se, entretanto, ampliacdo dos estudos tanto em
células normais quanto em células tumorais, bem como a aplicacao de técnicas de maior
sensibilidade e especificidade que permitam evidenciar os mecanismos envolvidos na
liberag&o tanto do LDH quando do citocromo ¢ ao meio extracelular.
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