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INTRODUCAO

O citocromo ¢ é uma hemeproteina cujos mecanismos Ihe conferiram propriedades
gue a envolvem em processos de morte celular, especificamente na apoptose (MUGNOL,
2004). Esta relagdo do citocromo ¢ com o desencadeamento da ativacdo da cadeia de
caspases quando de sua liberacdo da membrana mitocondrial para o citosol, tem sido alvo de
estudos que levam em conta a interacdo desta macromolécula com a membrana deste
organela e a influéncia dos aminoacidos de sua estrutura primaria neste processo (KAWAI,
2009). Busca-se elucidar em mais detalhes os mecanismos que levam o citocromo ¢ a iniciar
0 processo apoptético e uma das formas pode-se dar a partir producdo de formas mutantes
desta proteina, com substituicdes pontuais em alguns residuos de aminoacidos, seguido da
avaliacdo de sua capacidade de ativar caspases. Parte deste processo requer também buscar
as melhores metodologias para internalizacdo destas formas mutantes de ¢ no citosol das
células analisadas, ja que a proteina, se exdgena, nao ativa a morte celular.

Técnicas como a microinje¢cdo, ja testada anteriormente para este processo de
introducgéo pela Profa Dra Katia Mugnol, foram efetivos para a internalizag&o de citocromo c e
estudos preliminares da influéncia de determinados residuos de aminoacidos de sua estrutura
na efetividade do desencadeamento do processo apoptotico, porém, devido a sua limitagéo
no que concerne o tipo e quantidade de células passiveis de serem submetidas a técnica,
bem como a necessidade de disponibilidade de equipamentos de alto custo, justifica-se a
busca por outras técnicas. Uma delas envolve o uso de lipossomos, potenciais carreadores
desta proteina do ambiente extra para o intracelular. Dentre os lipossomos disponiveis,
pensamos utilizar o tensoativo catibnico DODAB - brometo de dioctadecildodecil ambnio — j&
utiizado na indastria farmacéutica, principalmente, como carreador de drogas. Estes
lipossomos sado estruturas fechadas semelhantes a conchas esféricas de membrana com
bicamada cujo core é aquoso. Podem assumir diferentes estruturas de acordo com sua forma
de preparacdo, a qual interfere no tamanho, nimero de carga, cadeias, lamelas e grau de
saturacdo. Estas vesiculas atuam através de mecanismos de transporte passivo, agregando-
se & membrana celular para depois internalizar seu contetdo, ou ativo, quando endocitadas
pelas células e sendo entdo rompidas no citosol (PRIETO, 2009). Devido a necessidade de
se padronizar meios de baixo custo e facil aplicacdo desta técnica, este projeto pretende testar
condi¢cdes em que os lipossomos de DODAB sejam capazes de internalizar formas nativas e
mutantes de citocromo ¢ no meio intracelular para que seja possivel aplicar esta técnica em
estudos de inducéo de morte celular.
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OBJETIVO

Determinar os parametros ideais para a internalizacdo de citocromo ¢ ao ambiente
citosolico utilizando lipossomos de DODAB.

METODOLOGIA

Foram obtidas formas mutantes de citocromo ¢ a partir de mutacao sitio-dirigida
realizada sobre plasmideo PJRhrsN2 desenhado por Rumbley, Hoand e Englander
(RUMBLEY, 2002). A forma original do plasmideo ja possui mutac¢des nas histidinas 26 e 33
e sua expressao direta resulta no citocromo ¢ H26N/H33N, pseudo-wild-type (pwt). Mutacbes
pontuais foram inseridas para substituicdo de diferentes residuos de aminoacidos, obtendo-
se as formas tmK22A, tmK25 e tmK27A (respectivamente H22A/H26N/H33N,
H25A/H26N/H33N e H26N/H27A/H33N). A expressdo dos plasmideos pwt e dos trés
mutantes foi realizada por transformag&o em Escherichia coli BL21 Star e pré-cultivo posterior
em LB Agar contendo ampicilina. A purificacdo consiste de sonicacdo, centrifugacao,
precipitacdo de proteinas, dialises em membrana de 3,5 kDa, cromatografia de troca ibnica,
dessalinizacéo e liofilizacdo. Para o teste da influéncia do DODAB, nesta primeira parte do
projeto, foram utilizadas células de musculo liso de aorta de coelho (MLAC) em meio de cultura
DMEN (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), incubadas em estufa a 37°C e atmosfera com
5% de CO., seguindo o protocolo estabelecido pelo Centro Interdisciplinar de Investigagéo
Bioguimica (ClIB). Foi montada uma placa de Elisa com densidade de 1 x10* células por poco
(100pL por pogo), mantida em estufa por 48 horas e depois a ela adicionadas as vesiculas de
DODAB. Os lipossomos foram preparados a 500 uM utilizando o protocolo disponivel no CIIB,
diluindo-se 16 mg de DODAB em 50 mL de agua deionizada. A suspensao obtida foi mantida
em banho maria sob temperatura controlada de 55 a 60°C, sob agitacéo vigorosa durante 10
minutos e depois resfriada a temperatura ambiente mantendo-se agitacdo em vortex durante
5 minutos. O processo foi repetido 3 vezes. Foram preparadas suspensfes em tampao fosfato
salino (PBS) e também em &agua deionizada, visando determinar o menor solvente. Em
trabalhos anteriores, constatou-se ue por esta técnica de preparacao sao obtidos lipossomos
de DODAB com certa de 400 nm de didmetro. Diferentes volumes das duas solu¢des foram
acrescentados as células nos pocos da placa de Elisa visando verificar a menor concentracéo
nao-citotéxica do DODAB em cada um dos solventes, sempre em triplicata. A determinacao
da viabilidade celular foi feita pelo método de MTT (3-[4,5dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide) (SITTAMPALAM, COUSSENS e NELSON, 2004), que permitiu verificar
o percentual de células viaveis, medindo-se espectrofotometricamente a absorbancia do meio
e avaliando os efeitos citotoxicos do DODAB em comparacdo com controle-negativo, s6
células. Foram testadas as células (a) que receberam solucdo de diferentes concentragoes
DODAB preparado em agua e em PBS frente células-controle de processo (células que ndo
receberam DODAB).

RESULTADO E DISCUSSAO

Foram expressas e purificadas quatro das cinco formas mutantes de citocromo ¢ (pwt,
tmK22A, tmK25 e tmK27A). Os resultados dos espectros UV-Vis estdo apresentados na figura
1. A forma mutante tmK79A ainda estd em fase de expresséo e purificacdo. Ha discreta
variacdo no A maximo da banda Soret e deslocamentos também na regidao de 350 nm. Estas
diferencas estdo possivelmente relacionadas com diferengas na estrutura das formas
modificadas, uma vez que os residuos de lisina substituidos estéo diretamente envolvidos no
processo de enovelamento do citocromo c.
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Figura 1 - Espectro UV-Vis das formas nativa e mutantes 50 yM em tampao fosfato de sodio 5
mM pH 7,4. Citocromo ¢ nativo (linha preta), pwt (linha verde), tmK22A (linha laranja), tmK25A (linha
azul) e tmK27A (linha vermelha). No inserto detalhe da regido da Soret. Utilizada cubeta de cristal de
quartzode l=1cm.
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Estas formas mutantes serdo testadas na segunda fase do projeto, prevista para a
edicdo 2018-2019, quando padronizadas as melhores concentracbes de DODAB que
promovem o minimo efeito citotoxico sobre as células (que é o objetivo desta primeira fase do
projeto, realizada no periodo 2017-2018). Para a determinagcdo dessas melhores
concentracoes, diferentes concentracdes dos lipossomos de DODAB foram adicionados as
células MLAC plaqueadas. Apés 24 horas de incubagédo com as vesiculas foi realizado o teste
MTT para quantificagdo da viabilidade celular em cada concentracdo de lipossomo testada.
Os resultados obtidos estédo apresentados na figura 2.

Figura 2 — Viabilidade celular no contato de células MLAC com diferentes concentragées de DODAB
e em diferentes meios de preparacao (PBS e agua).
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Os resultados apresentados no teste de MTT mostram que as maiores concentracdes
de DODAB levaram a morte celular, enquanto que os menores volumes adicionados
mantiveram a viabilidade das células. Tanto a estrutura quanto a organizagéo celular foram
mantidas nas concentragces de DODAB inferiores a 15 pM, sendo estas as que seréo
testadas na segunda fase do projeto, as quais serao incorporadas forma nativa e modificadas
de citocromo ¢ (pw, tmK22A, tmK25A, tmK27A e tmK79A).



“MG Revista Cientifica UMC

UNIVERSIDADE Edicao Especial PIBIC, outubro 2018 ¢ ISSN 2525-5250

CONCLUSAO

Até o momento é possivel inferir que em concentragfes inferiores a 15 pM os
lipossomos de DODAB néo tiveram efeito citotoxico, tanto quando a solucao foi preparada em
tampdo PBS quanto em &agua. Abaixo desta concentracdo acreditamos que, quando da
incorporacdo de citocromo ¢ nativo e formas mutantes na segunda parte deste projeto,
possamos internalizar esta proteina e observar os seus efeitos sem que haja influéncia
inespecifica de morte celular por parte dos proprios lipossomos.
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