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RESUMO

A associagdo de citocromo € com bicamadas lipidicas ¢ um fendmeno importante em eventos
biologicos, tais como respiracdo celular e apoptose. A interacdo de cit ¢ com vesiculas de
PCPECL (fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e cardiolipina) que mimetizam a membrana
mitocondrial foi investigada na faixa de pH 7,4 — 6,2 por medidas de espectroscopia UV-
visivel, espalhamento de luz, fluorescéncia, entre outras. Na presenga de cit C, o decréscimo
de pH induziu um aumento na turbidez e no diametro das vesiculas, resultado da fusdo de
vesiculas que foi determimada pelo rapido decréscimo na razdo excimero/mondmero de 2-
(10-(1-pyrene)decanoyl)phosphatidylcholine (PPDPC). Ao contrario do citocromo C nativo,
citocromo € N-acetilado e protamina, proteinas carregadas positivamente, aumentaram a
turbidez de vesiculas de modo independente de pH, enquanto que albumina ndo afetou a
turbidez de vesiculas PCPECL. As cinéticas dependentes de pH revelaram uma funcdo de
grupos ionizaveis com pKj, por volta de 7,0 para cit ¢. Citocromo C, tratado com um excesso
molar 3 vezes de dietilpirocarbonato, ndo foi capaz de induzir fusdo de vesiculas, embora sua
associa¢ao com as vesiculas nao tenha sido afetada. As analises de MALDI-ToF revelaram a
carbetoxilagdo nos residuos Lys87, Lys22 e Lys27 de cit c. De fato, estes residuos de lisina
formam um agregado de aminodcidos carregado positivamente na estrutura de cit C, que
abaixa o valor de pK,. Assim, em baixo pH, a protonagdo de residuos altamente conservados
Lys22 e invariante Lys27 produz uma segunda regido carregada positivamente no lado oposto
a regido das Lys72 e Lys73 na estrutura de citocromo C. Estes dois sitios em lados opostos
permitem que duas vesiculas sejam trazidas para junto da mesma molécula de cit ¢ para que
promova a fusdo. Um novo sitio dependente de pH para a associag@o de cit C com membranas
mitocondriais foi estabelecido neste estudo, denominado como sitio L. O papel biologico
deste novo sitio foi estudado comparando-se a capacidade de cit ¢ de cavalo e atum de
restaurar a respiracdo em mitoplastos. A capacidade de citocromo C (cavalo e atum) de
restaurar a respiracdo de mitoplastos depletados de citocromo ¢ em diferentes valores de pH
foi correlacionada com a disponibilidade do sitio L de citocromo €. Ambos citocromos € de
atum e cavalo exibiram dois tipos de ligacdo com a membrana interna mitocondrial, que
contribuiram para o processo de transferéncia de elétrons: uma independente de pH exibindo
uma alta afinidade e baixa eficiéncia (constante macroscopica de dissociacdo, Ksyp, ~ 10 nM)
e outra dependente de pH com uma afinidade relativamente baixa e alta eficiéncia. Para
citocromo C de cavalo o valor de pK, para a interacdo dependente de pH foi ~ 6,7. Para
citocromo € de atum (Lys22 e His33 substituidas por Asn22 e Trp33), o efeito de pH no valor
de Ks,pp fo1 menos drastica em relagdo a hemoproteina de cavalo. Os valores de Ks,,, foram
idénticos para citocromo C de cavalo em pH 7,2 ¢ atum pH 6,2 (111nM) sugerindo que a
protona¢do da Lys22 e His33 poderia ser uma etapa limitante que determina a participagdo
desta hemoproteina na cadeia respiratoria ou na apoptose.

PALAVRAS-CHAVES: citocromo ¢C; fusdo de vesicula; sitio L; membrana interna
mitocondrial



ABSTRACT

The association of cytochrome € (cyt ¢) with lipid bilayers influences important biological
events such as cell respiration and apoptosis. The interaction of cyt ¢ with mitochondrial
membrane mimetic vesicles of PCPECL (phosphocholine, phosphoethanolamine and
cardiolipin) was investigated over the 7.4 - 6.2 pH range by means of turbidimetry and photon
correlation spectroscopy, fluorescence and others techniques. In the presence of cyt ¢, pH
decreases induced an increase in vesicle turbidity and mean diameter resulting from vesicle
fusion determined by a rapid decrease in the excimer/monomer ratio of 2-(10-(1-
pyrene)decanoyl)phosphatidylcholine (PPDPC). In contrast with native cyt ¢, N-acetylated cyt
¢ and protamine, a positively charged protein, increased vesicle turbidity in a pH-independent
manner, whereas albumin did not affect PCPECL vesicle turbidity. The pH-dependent
turbidity kinetics revealed a role for cyt C ionizable groups with pK, around 7.0. Cyt ¢ treated
with 3-fold molar excess of diethylpirocarbonate failed to induce vesicle fusion, although cyt
C association to vesicles remained unaffected. MALDI-ToF analysis revealed
carbethoxylation of Lys87, Lys22 and Lys27 cyt C residues. In fact, these lysine residues
belong to clusters of positively charged amino acids in the cyt ¢ structure, which lower the
pKa value. Thus, at low pH, protonation of the highly conserved Lys22 and the invariant
Lys27 residues produced a second positively charged region opposite the Lys72 and Lys73
regions in the cyt C structure. These two opposing sites allowed two vesicles to be brought
together by the same cyt ¢ molecule for fusion. A novel pH-dependent site associating cyt C to
mitochondrial membranes was established in this study, denominated as site L. The biological
role of this new site was studied comparing the ability of horse and tuna cyt C to restore the
respiration on isolated mitoplasts. Both horse and tuna cytochromes ¢ exhibited two types of
binding to inner mitochondrial membranes that contributed to respiration: a high affinity and
low efficiency pH-independent binding (macroscopic dissociation constant, Kgp, ~ 10 nM)
and a low affinity and high efficiency pH-dependent binding that for horse cytochrome c
exhibited pK, ~ 6.7. For tuna cytochrome ¢ (Lys22 and His33 replaced by Asn22 and Trp33),
the pH effect on the Ky, was less striking than for the horse hemeprotein. Both tuna and
horse cytochrome c exhibited identical Kgp, (111 nM) at pH 7.2 and 6.2, respectively,
suggesting the protonation of Lys22 and His33 as a limiting step to determine the
participation of mammal cytochromes € in respiratory chain and apoptosis.

KEYWORDS: cytochrome c; vesicle fusion; site L; inner mitochondrial membrane
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1. INTRODUCAO

1.1. Primeiros trabalhos de citocromo C

Desde 1880, trabalhos de um fisico MacMunn j& descreviam a presenca de quatro
bandas espectroscopicas em numerosos tecidos e organismos vivos, postulando que
envolviam pigmentos denominados histohematinas ou miomatinas, responsaveis pelo papel
respiratdrio no interior das células, exibindo fases de oxidacdo e reducdo. Contudo, na época,
seu trabalho foi alvo de criticas, principalmente pelo cientista Hoppe-Seyler que justificava as
bandas espectroscopicas como sendo derivados de hemoglobina.

Em 1925, o cléssico artigo de Keilin também observa as quatro bandas caracteristicas
de citocromo ¢ em musculatura toraxica de larva da mosca Gasterophilus intestinalis por
meio de espectrocopio de baixa dispersdo, enquanto o autor estudava mudangas no conteudo
de hemoglobina durante o ciclo de vida da mosca. Keilin julgou que o pigmento observado
era derivado de hemoglobina contudo, andlises de outros organismos que ndo continham
hemoglobina, incluindo levedura de fermento, ele logo percebeu que o pigmento encontrava-
se amplamente distribuido e que ndo poderia ser derivado de hemoglobina. O autor ainda
relata o aparecimento das bandas no espectro de uma suspensdo de leveduras que foi aerada,
mas que no inicio (antes do processo de aerar a suspensdo) o espectro da suspensdo nao
apresentava as bandas. Assim, Keilin descreve os componentes da cadeia respiratoria,
citocromo (“pigmento de célula”) a, b e c e seu papel no processo de respiragdo intracelular
(KEILIN, 1925; RICH, 2003).

A partir dos estudos de Keilin, muitos trabalhos véem se dedicados a estudar

citocromo ¢, que além de seu papel como transportador de elétrons na cadeia respiratoria, essa
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hemoproteina tem ganhado destaque em outros eventos bioldgicos, como a apoptose e até
doengas degenerativas e neoplasias.

Importantes trabalhos sobre a estrutura de citocromo ¢ foram descritos por Dickerson
e Timkovich (1975), Nicholls (1974) e sao referéncias de estudos até o presente momento.
Por volta de 1960, muitos trabalhos também descrevem a influéncia da associa¢do da
hemoproteina com membranas fosfolipidicas na sua atividade como a de Kimelberg e Lee
(1969), Quinn ¢ Dawson (1969), Vanderkooi et al (1973), Teissie (1981), Mustonen et al.

(1987), entre outros.

1.2. Citocromo C

O citocromo c (cit ¢) respiratorio ¢ uma hemoproteina periférica encontrada associada
a superficie externa da membrana interna da mitocondria, onde desempenha o papel de
transportador de elétrons na cadeia respiratoria. E considerada uma proteina relativamente
pequena, por apresentar uma massa molecular de cerca de 12,4 kDa. Assim como a maioria
das proteinas mitocondriais, o citocromo ¢ € codificado por um gene nuclear, € nao pelo DNA
mitocondrial. O apocitocromo ¢, precursor do holocitocromo ¢, ndo apresenta peptideo sinal e
¢ sintetizado pelos ribossomos livres no citosol. Entdo ¢ translocado para a mitocondria, onde
se liga a receptores especificos da membrana externa, permitindo sua passagem para o espago
entre membranas. Um unico grupo heme ¢ entdo covalentemente ligado a apoproteina pela
enzima heme liase que, por pontes tioéster, une os grupos vinil do heme aos dois residuos de
cisteinas 14 e 17 da cadeia polipeptidica, formando assim, o holocitocromo ¢ (KORB,
NEUPERT, 1978; HENNIG, NEUPERT, 1981; ZIMMERMANN, HENNIG, NEUPERT,

1981, NICHOLSON, KOHLER, NEUPERT, 1987).
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1.3. Hemoproteinas

Hemoproteinas sdo proteinas que apresentam o grupo prostético heme. O grupo heme
pertence a classe das porfirinas (Protoporfirina 1X), sendo constituido por quatro anéis de
pirrol unidos por pontes metilénicas e apresenta o ion ferro como metal coordenante no centro

do anel porfirinico. A Figura 1 abaixo mostra a estrutura da Protoporfirina IX.

//CHZ
HC CH,
H
H3C C\\
CH,
H,C CH,
COO- COO-

Figura 1. Estrutura do grupo heme.

As hemoproteinas encontradas nos organismos vivos sdo: a hemoglobina, a
mioglobina, as peroxidases, tais como HRP (horseradish peroxidase) e catalase, os citocromo-
P4so e citocromos respiratorios. A hemoglobina ¢ responsavel pelo transporte de O, dos
pulmdes para os tecidos enquanto que a mioglobina est4 relacionada ao armazenamento de O,
nos musculos e detoxicagdo de NO (FLOGEL et al., 2000; COOPER, 1999). As peroxidases

estdo envolvidas na degradacdo de peroxidos. O citocromo-Py4sy, encontrado no reticulo
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endoplasmatico, estd envolvido na hidroxilagdo do carbono ® de acidos graxos, utilizando as
moléculas de NADPH e O,. No figado, citocromo-Py4so também participa da hidroxilacao de
compostos organicos nocivos ao organismo de modo a possibilitar sua eliminagao renal. Os
citocromos respiratorios sdo encontrados na membrana interna da mitocondria da maioria dos
organismos aerobicos e anaerobicos facultativos e integram a cadeia transportadora de
elétrons (BROWN, 1992; HINKLE, et al., 1995; JUNGE, LILL, ENGLEBRECHT, 1997;
TRUMPOWER, B. L. GENNIS, 1994; RICH, 2003; HOSLER, FERGUSON-MILLER,
MILLS, 2006; NAVARRO, BOVERIS, 2007). O potencial de 6xido-reducao de citocromo c,

em solugdo, ¢ de 250 mV (RODKEY, BALL, 1950).

1.4. Classes de citocromo

Os citocromos sdo divididos em trés classes: a, b e ¢. Cada grupo de citocromo
apresenta o heme ligado covalentemente a cadeia polipeptidica por ligantes diferentes. Os
citocromos do tipo b contém a protoporfirina X, enquanto que os citocromos que contém o
heme a apresentam uma longa cauda hidrofobica de unidades de isopreno ligada a porfirina,
além de um grupo formil no lugar de um grupo metil, encontrada nos hemes b e ¢. O grupo
heme dos citocromos tipo ¢ difere-se da protoporfirina IX, pois os grupos vinil estdo ligados
ao atomo de enxofre dos residuos de cisteina da proteina por pontes tioéster. A Figura 2

mostra os tipos de heme e seus ligantes (DICKERSON, TIMKOVICH, 1975).
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| Proteina |
CH, C}ls
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H CH, H CH, HC CH,
Gt CHy (M2 (Ha (H2 (M,
G CH, (M2 OH, H, M
COO0- COo- Coo- COO- Coo- CoQ-
Heme a Heme b Heme ¢

Figura 2. Estrutura de heme a, b e c. Heme a apresenta uma longa cauda hidrofobica de isopreno ligada na
porfirina; heme b contém a protoporfirina IX, também encontrada na hemoglobina e mioglobina; heme ¢
apresenta os grupos vinil ligados as sulfidrilas dos residuos de cisteina.

Os diferentes grupos heme foram caracterizados de acordo com seus espectros de
absorbancia a luz visivel. De modo geral, os citocromos apresentam 3 bandas caracteristicas
no espectro de absorbancia de luz visivel (Figura 3), mas que diferem pelos valores de

comprimento de onda dos picos de a, 3 e y (Tabela 1).
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Figura 3. Espectro de absorbancia luz visivel de citocromo C de coracio de cavalo nos estados de
oxidaciio Fe’" e Fe". Linha cheia: citocromo ¢ Fe’*; linha pontinhada: Fe?', ambas medidas foram realizadas
utilizando a proteina em tampao HEPES 10 mM pH 7,4, 25°C.

Tabela 1: Comprimento de onda dos picos de absor¢do das principais classes de
citocromos e oxiemoglobina (DICKERSON, TIMKOVICH, 1975).

Banda de absor¢ao

Proteina @ (nm) p (nm) Y (nm)
Citocromo a 592-604  --mee- 439 - 443
Citocromo b 555 - 567 526 - 546 408 - 449
Citocromo ¢ 550 - 558 521 - 527 415 - 423
Oxiemoglobina 577 542 415

As bandas a, v e P representam a excitagdo dos elétrons do anel porfirinico. A banda vy
(também denominada de Soret) absorve proxima da regido violeta do espectro, 400-415 nm,

a banda [} absorve na regido ocorre regido do verde 520-546 nm e a banda a absorve na regido
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do amarelo 550-604 nm, na forma reduzida (Fe*"), enquanto que na forma oxidada (Fe’")

apresenta uma unica banda (banda Q) com pico maximo por volta de 530 nm (DICKERSON,

1975).

1.5. Mitocondria

Estrutura e funcdo de proteinas estdo relacionadas a sua localizacdo celular e
hidrofobicidade. Muitas proteinas sao especificas de certas membranas celulares, que
apresentam uma composicao caracteristica, uma vez que os lipidios ndo estdo distribuidos
aleatoriamente entre as membranas da célula. A mitocondria possui uma complexa estrutura
formada por duas membranas (interna e externa), Figura 4, que se diferem em funcgdo e
composi¢do quimica. Fla contém seu proprio DNA e RNA e sintetiza apenas cerca de 10 %
da massa total de proteinas encontrada nela, sendo o restante, codificada por genes nucleares,
sintetizadas no citoplasma e translocadas para dentro da mitocondria. O mesmo ocorre com o0s
lipidios de membrana, em que uma parte origina do reticulo endoplasmatico, e outra ¢

sintetizada pela propria organela.
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Figura 4. Microscopia eletronica de varredura de mitocondria de pancreas de rato. Organizacdo interna da
mitocondria (TANAKA, 1987).

1.6. Membrana mitocondrial

Uma das caracteristicas da composi¢ao lipidica mitocondrial ¢ a alta porcentagem de
cardiolipina encontrada e baixas concentragdes de esfingolipidios, como mostra a Tabela 2
(ZAMBRANO, FLEISCHER, FLEISCHER, 1975; KHANDWALA, KASPER, 1971).

A composicdo fosfolipidica da membrana externa mitocondrial apresenta uma alta
razdo fosfolipidio/proteina em relacdo a membrana interna. O alto conteido de cardiolipina ¢é
encontrado na face interna, uma vez que esse fosfolipidio ¢ sintetizado nesta membrana,
valores mostrados na Tabela 3 (COLBEAU, NACHBAUR, VIGNAIS, 1971; GUARNIERI,

STECHMILLER, LEHNINERG, 1971; CHENEVAL et al., 1985; SAUNIER, LEVY, 1971).
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Tabela 2: Composi¢ao lipidica de membranas celular (de figado de rato) (ZAMBRANO,
FLEISCHER, FLEISCHER, 1975; KHANDWALA, KASPER, 1971).

Porcentagem de fosfolipidio total

Mitocondria Membra.na Membrana
Plasmatica Nuclear

Cardiolipina 18 1 4
Fosfatidiletanolamina 35 23 13
Fosfatidilcolina 40 39 55
Esfingomielina 1 16 3
Fosfatidilinositol 5 8 10
Fosfatidilserina 1 9 3
Colesterol (mg/mg proteina) 0,003 0,128 0,038

Tabela 3: Composicao lipidica de membranas interna e externa mitocondrial (de figado de
rato) (COLBEAU, NACHBAUR, VIGNAIS, 1971; GUARNIERI, STECHMILLER,
LEHNINERG, 1971; CHENEVAL et al., 1985; SAUNIER, LEVY, 1971).

Porcentagem de fosfolipidio total

Membr. Interna

Membr. Externa

Cardiolipina 14-23 3-10
Fosfatidiletanolamina 32-39 20-35
Fosfatidilcolina 38-45 44-59
Esfingomielina 1-2 2-4
Fosfatidilinositol 2-7 5-20
Proteina (g lipidio/ mg proteina) 155-310 280-600
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Cardiolipina ¢ conhecido por ser um fosfolipidio essencial para manutencao da
estrutura e fungdo de varias proteinas envolvidas na bioenergética mitocondrial. A perda do
conteudo de cardiolipina, alteragdes na cadeia acil, e/ou peroxidacdo da cardiolipina tém sido
associado a disfungdes mitocondriais em multiplos tecidos em uma variedade de condigdes
patoldgicas, incluindo isquemia, hipotireoidismo, processo de envelhecimento, entre outros
(CHICCO, SPARAGNA, 2006; SEN et al., 2006).
A Figura 5 mostra a estrutura dos principais glicerofosfolipidios encontrados em
membranas bioldgicas e a Tabela 4 mostra a carga liquida da cabega polar dos respectivos

fosfolipidios (GURR, HARWOOD, 1991).

Tabela 4. Carga liquida dos principais glicerofosfolipidios em pH 7,0 (GURR, HARWOOD,

1991).

Lipidio Grupo Fosfato Base Carga Liquida
Fosfatidilcolina -1 +1 0
Fosfatidiletanolamina -1 +1 0
Fosfatidilglicerol -1 0 -1
Fosfatidilserina -1 0 -1
Fosfatidilinositol -1 0 -1
Cardiolipina -2 0 -2
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Figura 5. Estrutura dos glicerofosfolipidios: fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol,
fosfatidilserina, cardiolipina e fosfatidilinositol. Em azul, regido de carga positiva, em rosa, regido de carga

negativa.
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1.7. Inibidores mitocondriais

A taxa de consumo de oxigénio por uma suspensao de mitocondrias ¢ uma medida
sensivel da atividade da cadeia de transporte de elétrons e pode ser controlada pela adicao de
inibidores da cadeia ou substratos. Dentre os compostos geralmente utilizados na literatura

estao:

e Rotenona e amital: inibidores do Complexo I;
e Antimicina A: inibidor do Complexo III;
¢ (ianeto de potassio, monoxido de carbono e azida sédica: inibidores do Complexo 1V;

e Oligomicina: inibidor da ATPase (ou ATP-sintase).

A Figura 6 mostra o esquema do transporte de elétrons pela cadeia transportadora
acoplada a produ¢do de ATP, indicando os seus respectivos inibidores e substratos
(BARRIENTOS, MORAES, 1999; TYLER et al., 1968). A sintese de ATP, promovida pelo
gradiente eletroquimico, depende da impermeabilidade da membrana interna. Contudo,
compostos como 2,4-dinitrofenol (DNP) e carbonilcianeto-p-trifluorometoxi fenil-hidrazona
(FCCP) tém sido descritos como agentes desacopladores, permitindo que o transporte de
elétrons continue sem que haja a fosforilacdo oxidativa, por dissipar o gradiente de protons.
Na presenga destes compostos, eles captam prétons do espaco entre membranas (local mais
acidificado), difundem-se na membrana interna mitocondrial e liberam para a matriz (local
mais alcalino), criando uma rota alternativa da passagem de prétons do espaco entre
membranas para a matriz sem promover a sintese de ATP (BROWN, 1992; HINKLE, et al.,

1995;: TRUMPOWER, B. L. GENNIS, 1994;).
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Figura 6. Componentes da cadeia transportadora de elétrons e fosforilacio oxidativa e seus inibidores. O
fluxo de prétons esta representado pela seta azul; complexos I, III e IV, em azul; fosforilagdo oxidativa pela
ATPase (em amarelo); o fluxo de elétrons entre os complexos esta representado pela seta preta. Q representa a
coenzima Q.

1.8. Estrutura de citocromo C

O citocromo ¢ apresenta um unico grupo heme ligado covalentemente a uma cadeia
polipeptidica de 103 a 113 residuos de aminoacidos. De modo geral, a estrutura secundaria da
proteina apresenta conteudos alfa-hélices, que estdo envoltas ao grupo heme, como mostra
Figura 7A, sendo considerada na literatura como uma proteina esférica. O atomo de ferro do
grupo heme encontra-se hexacoordenado, com a quinta e sexta posi¢cao ocupada pela histidina

18 e metionina 80, respectivamente (Figura 7B). A presenca de Met80 na sexta coordenagdo
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do ferro heminico mantém no estado de baixo-spin (DICKERSON, TIMKOVICH, 1975). A
sexta coordenagdo, do atomo de ferro com a Met 80, ¢ conhecida por ser uma ligacao estavel,
contudo pode ser facilmente quebrada pela alteragdo de pH, de temperatura ¢ presenga de

ligantes, tais como CN" e Nj, alterando o estado de spin do grupo heme para alto-spin

(OSHEROFF et al., 1980; WUTHRICH, AVIRAM, SCHEJTER, 1971).

A B Met80

o
N+

I
i‘ !
N i

% Anel porfirinico
Estrutura tipo alfa-hélice Estrutura tipo folha beta Q

His1g

Figura 7. Representacdo da estrutura tridimensional de citocromo C (cavalo) em solucido aquosa (A) e
coordenacio do atomo de ferro do grupo heme com a metionina e histidina da cadeia polipeptidica de
citocromo c (B). A figura 7 A foi elaborada no programa Swiss-PDB Viewer utilizando dados, disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=2554674>, nimero de identificacio 1AKK.
Acesso em: 24 de jan. 2007.

A seqiiéncia de citocromo c¢ apresenta um alto contetido de residuos de lisina, sendo
assim considerada como uma proteina basica em pH neutro, com um ponto isoelétrico de pH
10,5 (PINHEIRO, 1994; NICHOLLS, 1974). Por exemplo, citocromo ¢ de cavalo apresenta
19 residuos de lisina, 3 histidinas e 2 argininas, correspondendo cerca de 23 % do total de
aminoacidos (Tabela 5). Devido ao alto teor de residuos bésicos, a transi¢do alcalina de
citocromo ¢ de cavalo apresenta um valor de pK aparente alto, entre 8,8 a 9,2, dependendo da
forga i6nica do meio (WALLACE, 1984; OSHEROFF et al., 1980). Enquanto que a transi¢ao

acida da proteina apresenta um valor de pK aparente por volta de 2,5 (MYER, SATURNO,
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1990; ELOVE, RODER, BHUYAN, 1994). Anélises de cristalografia de raio-X de cit ¢ Fe*t
(de coragdo de cavalo) descrevem como sendo uma proteina esférica com um didmetro de
cerca de 28 A (SHIPLEY, LESLIE, CHAPMAN, 1969).

Estudos comparativos sobre a importancia dos dois residuos de histidina 26 e 33,
encontrados na maioria das seqiiéncias de aminoacidos de citocromo ¢ de vertebrados e
invertebrados, mostraram que sua substitui¢do por outro tipo de aminoacido influencia
significativamente a estabilidade da proteina. Pela técnica de mutagdo pontual sitio dirigida,
esses trabalhos demonstraram que, a substitui¢do da His26 (invariante) por uma valina ou
tirosina causou na queda da estabilidade global da proteina pelo fato da valina ou tirosina nao
pode formar interagdo do tipo ponte de hidrogénio com os residuos de asparagina 31 e prolina
44. Mutagdes nos residuos de histidina 33 e 39 por tirosina e lisina, respectivamente, nao
apresentaram efeito significativo na estabilidade estrutural da proteina, contudo, a substituicao
da histidina 33 por fenilalanina, resultou no aumento da estabilidade global da proteina,
devido a interacdo hidrofobica entre o aminoacido e o grupo heme. (QIN et al., 1995;

SINIBALDI et al., 2003; SINIBALDI et al., 2006).
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Tabela 5: Comparacao da seqliéncia de aminodcidos de citocromo ¢ de 7 espécies.

Espécie Seqiiéncia

Homem -1 M GDVEKGKKIF IMKCSQCHTV EKGGKHKTGP 30
Cavalo -1 GDVEKGKKIF VQKCAQCHTV EKGGKHKTGP 30
Levedura -6 MTEFKA GSAKKGATLF KTRCLQCHTV EKGGPHKVGP 30
Atum -1 GDVAKGKKTF VQKCAQCHTV ENGGKHKVGP 30
Estrela do mar -1 M GQVEKGKKIF VQRCAQCHTV EKAGKHKTGP 30
Drosophila -5 MGVPA GDVEKGKKLF VQRCAQCHTV EAGGKHKVGP 30
Girassol -9 MASFAEAPA GNPTTGEKIF KTKCAQCHTV EKGAGHKQGP 30
Homem 30 NLHGLFGRKT GQAPGYSYTA ANKNKGIIWG EDTLMEYLEN 70
Cavalo 30 NLHGLFGRKT GQAPGFTYTD ANKNKGITWK EETLMEYLEN 70
Levedura 30 NLHGIFGRHS GQAEGYSYTD ANIKKNVLWD ENNMSEYLTN 70
Atum 30 NLWGLFGRKT GQAEGYSYTD ANKSKGIVWN NDTLMEYLEN 70
Estrela domar 30 NLNGILGRKT GQAAGFSYTD ANRNKGITWK NETLFEYLEN 70
Drosophila 30 NLHGLIGRKT GQAAGFAYTD ANKAKGITWN EDTLFEYLEN 70
Girassol 30 NLNGLFGRQS GTTAGYSYSA GNKNKAVIWE ENTLYDYLLN 70
Homem 70 PKKYIPGTKM ITFVGIKKKEE RADLIAYLKK ATNE 104
Cavalo 70 PKKYIPGTKM IFAGIKKKTE REDLIAYLKK ATNE 104
Levedura 70 PKKYIPGTKM AFGGLKKEKD RNDLITYLKK ACE 103

Atum 70 PKKYIPGTKM IFAGIKKKGE RQDLVAYLKS ATS 103
Estrela do mar 70 PKKYIPGTKM VFAGLKKQKE RQDLIAYLEA ATK 103
Drosophila 70 PKKYIPGTKM IFAGLKKPNE RGDLIAYLKS ATK 103
Girassol 70 PKKYIPGTKM VFPGPKKPQE RADLIAYLKT STA 113

Regido em amarelo corresponde aos aminoacidos basicos.
Fonte: disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Acesso em: 27 de jan. 2007. Numero de identificagdo das
espécies: homem (Homo sapiens) NP061820; levedura (Saccharomyces cerevisiae) CAA89576; estrela do mar
(Asterias Rubens) P00029; drosophila (Drosophila melanogaster) AAA2837; girassol (Helianthus annuus)

AAR30955,.
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Estudos de modificacdo quimica nos residuos de lisina na estrutura de cit ¢, trabalhos

tém apontado como dominio de interacdo de cit ¢ com citocromo c¢ redutase (do complexo
IIT), provavelmente as lisinas 13, 72, 86, 27 ¢ 87 (em ordem decrescente de importancia),
sendo que as modificagdes na posi¢do 13 e 72 demonstraram maior influéncia na atividade da
proteina na transferéncia de elétrons. Para o reconhecimento e atividade com o citocromo ¢

oxidase, foram apontados os residuos 13, 72, 86 ¢ 27, em ordem decrescente de importancia

(NICHOLLS, 1974; KOPPENOL, MARGOLIASH, 1982; PELLETIER, KRAUT, 1992).

1.9. Modificacao quimica de citocromo ¢ por DEPC

Dietilpirocarbonato (C,HsOCO),0, abreviado como DEPC, também denominado
como anidrido etoxiférmico, dietiloxidiformado, ou dietildicarbonado ¢ um conhecido agente
quimico modificador preferencial de grupos histidil muito utilizado para demonstrar a
importancia de residuos de histidina no sitio ativo de proteinas (MILES, 1977; McGINNITY
et al., 1996; BOSSHARD, BANZIGER, HASLER, 1984). Ele também apresenta capacidade
de agir sobre residuos de lisina (MILES, 1977; MINAMI, ISLAM, FUNATSU, 1998;
HONDAL et al., 2001). A reacdo promovida pelo DEPC envolve a carbetoxilacdo, também
descrita como etoxiformilacdo, da cadeia lateral do residuo de aminoacido, como mostra a
Figura 8, levando ao acréscimo de massa cerca de 72 Da. O processo ¢ dependente de pH,
pois a reagdo ¢ desfavorecida quando o residuo de histidina ou lisina encontram-se no estado

protonado (HOLBROOK, INGRAM, 1973; HONDAL et al., 2001).
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Figura 8. Reacdo de carbetoxilacdo da cadeia lateral de histidina (A) e lisina (B) pelo DEPC.

O numero de residuos de histinas modificadas pode ser calculado pela diferenca de
absor¢do molar de N-carbetoxihistidina em 240 nm, Aezqonm = 3200 M!'.em? . Excesso de

DEPC também pode sofrer hidrolise, conforme mostra o esquema a seguir (MILES, 1977).

(G,H,0C0L,0 + H,0 ~ 2CHOH + 2co0,
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1.10. Funcoes de citocromo C

1.10.1. Transportador de elétrons na cadeia respiratoria

A respiracdo celular ¢ um processo exergdnico que consiste na oxidacdo das
coenzimas NADH e FADH,; pelos componentes da cadeia respiratoria com aproveitamento da
energia liberada para a formag¢do de um gradiente eletroquimico de prétons cuja dissipacao
libera energia para a sintese de ATP. As coenzimas NADH e FADH, reoxidadas na cadeia
respiratdria carregam equivalentes redutores retirados de combustiveis energéticos como a
glicose e os acido graxos livres.

No caso da glicose, o processo pode ser resumido na seguinte estequiometria:
CeH1206 + 38 ADP +38 P;+ 6 O, — 6 CO;, +44 H,O + 38 ATP

onde P; ¢ fosfato inorganico.

A oxidacao da glicose pela via aerdbica, engloba trés estagios:

e Glicolise: onde uma molécula de glicose ¢ convertida em 2 moléculas de piruvato.
Localizagao celular: citosol;

e Ciclo do acido citrico: onde o grupo acetila do acetil-CoA, que pode ser proveniente
da oxidag¢do do piruvato resultante da glicélise, gera 2 moléculas de CO,, 3 NADH, 1
FADH; e 1 GTP. Localizagao celular: matriz mitocondrial;

e Transporte de elétrons e fosforilacio oxidativa: etapa em que os elétrons das
coenzimas reduzidas NADH e FADH, atravessam uma série de centros redox
inseridos nos complexos protéicos da cadeia de transporte de elétrons e, por final
reduzem a molécula de O,, formando a molécula de H,O. Durante a transferéncia de

elétrons pela cadeia, protons sdo translocados da matriz mitocondrial para o espago
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entre membranas, gerando o gradiente eletroquimico necessario para a producdo de

ATP. Localizagdo celular: membrana interna mitocondrial e espago entre membranas.

No caso dos éacidos graxos livres, a oxida¢do de um 4acido graxo dentro da
mitocondria, envolve uma série de reagdes da rota da P-oxidacio (EATON, BARLETT;
POURFARZAM, 1996; DOWHAN, 1997). No caso de um &cido graxo saturado, a primeira
etapa da B-oxidacao, ¢ dividia em 4 reagdes:

e Desidrogenacao dos carbonos ae [ por acil-CoA desidrogenase, reduzindo uma
molécula de FADH,;

e Hidratacao pelo enoil-CoA hidratase da dupla ligagao;

e Desidrogenacdo do L-B-hidroxiacil-CoA resultante da B-hidroxiacil-CoA com NAD
ligado, formando NADH;

e C(Clivagem dependente de CoA pela tiolase do B-cetoacil-CoA resultante com a

formacao de acetil-CoA e um acil-CoA graxo diminuido de dois carbonos.

Os produtos gerados da oxidacao de um acido graxo do tipo palmitoil (16 carbonos),

por exemplo, apds essa primeira etapa, € resumida na equagdo seguinte:
Pamitoil-CoA + 7 CoA + 7 FAD + 7NAD" + 7H,0 —> 7 acetil-CoA

+7 FADH, + 7NADH + 7H"

Na segunda etapa da B-oxidacdo, as moléculas de acetil-CoA, FADH, ¢ NADH,
produzidas na primeira etapa, sdo oxidadas e reduzidas no ciclo do 4cido citrico, como
descrito na oxidac¢ao da glicose. A reacdo global final para a oxidagcdo completa do acido

palmitico graxo até CO, e ATP ¢ resumido na equagdo a seguir:
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Pamitoil-CoA + 23 O, + 108 P; + 108 ADP — CoA + 108 ATP + 16 CO, + 23 H,O

Em ambos os casos, oxida¢do da glicose e 4cido graxo, a oxidacdo das coenzimas
NADH e FADH; envolve a transferéncia de seus elétrons pelos complexos I, II, III, IV,
coenzima Q (CoQ ou também denominada como ubiquinona) e citocromo c¢. O Complexo I,
formado por proteinas ferro-enxofre e uma molécula de mononucleotideo de flavina, transfere
os elétrons a partir do NADH para a CoQ e, a energia dos elétrons ¢ utilizada para o
bombeamento de protons da matriz para o espaco entre membranas. O Compelxo II,
composto por proteinas ferro-enxofre, a enzima succinato-desidrogenase e citocromo bsg,
transfere os elétrons vindo do FADH para a CoQ. A CoQ, reduzida complexos I e II, se
difunde pela bicamada lipidica transferindo os elétrons para o Complexo III. Este, também
denominado como citocromo bc; por ser formado pelos citocromos do tipo b e ¢; € um centro
ferro-enxofre, reduz duas moléculas de citocromo ¢ por captagdo de elétrons de uma molécula
de CoQH,. Essa passagem de elétrons pelo Complexo III promove a translocagao de 4 protons
da matriz para o espaco entre membranas. Citocromo c¢, diferentemente de outros citocromos
da cadeia respiratoria, ¢ uma proteina periférica localizada na face externa da membrana
interna da mitocondria, transferindo os elétrons vindo do citocromo ¢ redutase (do Complexo
IIT) para o citocromo ¢ oxidase (do Complexo IV). O Complexo IV (também denominado
citocromo ¢ oxidase), composto pelos citocromos do tipo a € a3, um atomo de cobre (Cug) e
um centro de dois atomos de cobre (Cuyu), oxida 4 moléculas de citocromo ¢ e reduz duas
moléculas de O,, formando 2 H,O além de promover o bombeamento de protons da matriz
para o espaco entre membranas. A diferenca no gradiente de protons (H'), entre a matriz
mitocondrial e o espaco entre membranas, decorrente do bombeamento de protons da cadeia
respiratoria, gera um potencial eletroquimico, ou transmembrana, teoria quimiosmotica

(MITCHELL, 1977), e ¢ utilizado no processo de fosforilagdo oxidativa para sintese de ATP
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(BROWN, 1992; HINKLE, et al., 1995; JUNGE, LILL, ENGLEBRECHT, 1997,
TRUMPOWER, B. L. GENNIS, 1994; WIKSTROM, KRAB, SARASTE, 1981; NAVARRO,
BOVERIS, 2007). A Figura 9 mostra o bombeamento de protons pela cadeia respiratoria € o

acoplamento da fosforilagdo oxidativa.

Membrana Extema

Membrana Intema

Espag¢o Entre
Membranas

Membrana
Interna

Matriz

Figura 9. Componentes da cadeia transportadora de elétrons. O fluxo de prétons esta representado pela seta
vermelha; complexos I, Il e IV, em azul; fosforilagdo oxidativa pela ATPase (em mostarda); o fluxo de elétrons

entre os complexos esta representado pela seta azul. Q representa a coenzima Q.

1.10.2. Citocromo ¢ como mediador de apoptose

O processo de apoptose ¢ descrito como um tipo de morte programada da célula,
sendo necessario no desenvolvimento e funcionamento de 6rgaos e tecidos de um organismo.

Em vista de sua relevancia na homeostasia do organismo, a regulagdo molecular de apoptose
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tem sido o alvo de muitos trabalhos, pois também ¢ um dos fatores cruciais nos estudos de
diversas doengas, tais como cancer, na qual células sdo resistentes a apoptose, ¢ doenga de
Alzheimer, na qual se encontra uma desordem no processo de morte celular (MATTSON,
CHAN, 2003; KIM et al., 2005).

O disparo do processo de apoptose pode ocorrer por varios estimulos celulares, como a
interagdo de algumas citocinas (fator de necrose tumoral e FAS, por exemplo) com receptores
especificos de morte celular, toxinas, estresse oxidativo, alteragdo no nivel de calcio celular,
liberagdo de citocromo ¢ respiratorio (pela mitocondria) para o citosol, entre outros (LIU,
KIM, YANG, 1996; LI et al., 1998). A demonstracdo de que a cascata apoptotica envolve
ativacao de caspases promovida por citocromo ¢ demonstra que esta proteina desempenha um
papel mais amplo nas células além do transporte de elétrons na cadeia respiratéria. Eventos
relatados decorrentes de estresse oxidativo celular e perda de potencial de membrana, tais
como indugio do poro de permeabilidade de transicio por Ca*™, producdo de peroxido de
hidrogénio e terapia fotodinadmica, sdo conhecidos como fatores de inducdo de apoptose e
desligamento de citocromo ¢ da membrana mitocondrial (CROMPTON, 1999; LENAZ, 1998;
DE GIORGI et al.,, 2002; MATROULE et al., 2001; SUGAWARA et al., 2002;
KOWALTOWSKI, CASTILHO, VERCESI, 2001; KOWALTOWSKI, VERCESI, FISKUM,
2000; KOWALTOWSKI, VERCESI, 1999a; BARROS, NETTO, KOWALTOWSKI, 2003;
KOWALTOWSKI et al., 1999b). A Figura 10 resume algumas das principais vias descritas
na literatura relacionadas na ativac¢ao da cascata apoptdtica.

O envolvimento de citocromo ¢ na ativacao da cascata apoptdtica é decorrente de seu
desligamento da membrana interna mitocondrial e liberagdo para o citosol, no qual interage
com o fator de ativagdo de protease apoptdtica (APAF-1) e ativa a caspase-9 para formar o
apoptossoma. Este, por sua vez, cliva e ativa outras caspases, como a caspase-3 e -7,

degradando proteinas e promovendo a morte celular programada (STRASSER, O’CONNOR,
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DIXIT, 2000; LIU et al., 1996). Trabalhos mais recentes descrevem que o APAF-1 encontra-
se de forma inativada na célula por apresentar uma molécula de dATP ligada e que, a
associagdo com citocromo ¢ induz a hidrdlise de dATP para dADP iniciando assim, o

processo de formagao do apoptossoma (KIM et al., 2005; YU et al., 2005).
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Figura 10. Vias gerais do inicio da cascata apoptdtica por ativacdo de caspases. Via intrinseca (Intrinsic),
induzida por stress mitocondrial que promove a liberacdo de cit ¢ (cytochrome c) para o citosol, ativando a
caspas-9 pelo complexo apoptosoma. Via extrinseca (Extrinsic), envolve a ativacdo do receptor especifico de
morte celular (por exemplo: FADD, Fas-associated death domain protein), ativando a caspase-8 que logo, ativa a
caspase-3, resultando na morte celular (MacFARLANE, 2004).

O mecanismo de liberacdo de cit ¢ da membrana interna mitocondrial, considerado
uma etapa chave para o processo de apoptose, ainda ndo esta claro na literatura. Trabalhos
tém descrito que a liberagdo de cit ¢ para o citosol pode envolver duas vias, Ca*’-dependente
ou Ca’*-independente. Na primeira via, o aumento da concentra¢do de Ca’" mitocondrial

promove a abertura do poro de transi¢do de permeabilidade, resultando na perda da matriz
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mitocondrial, ruptura da membrana mitocondrial externa e liberagdo de cit ¢
(KOWALTOWSKI, VERCESI, FISKUM, 2000; MATTSON, CHAN, 2003). A segunda ¢
regulada por proteinas da familia Bcl-2 que consistem de membros proapoptoticos, que
promovem a liberagdo de proteinas mitocondriais para o citosol, exemplos: Bid, Bax ¢
citocromo ¢, e, membros antiapoptdticos, que pode atuar inibindo a liberagdo de proteina
mitocondriais, como Bcl-2 e Bel-xp (YANG et al., 1997; KLUCK et al., 1997; OTT et al.,
2002; WOLTER et al., 1997).

Boehning e colaboradores (BOEHNING et al., 2003) ¢ Matton e Chan (MATTSON,
CHAN, 2003) descrevem que uma pequena quantidade de citocromo c¢ liberado da
mitocondria pode ligar ao receptor do reticulo endoplasmatico, denominado receptor de
inositol-1,4,5-trifosfato (InsP;) e promover a liberagdo de calcio. Esse calcio liberado
promove o desligamento em massa de citocromo ¢ de todas mitocondrias da célula, iniciando
assim, o processo de apoptose.

A capacidade de citocromo ¢ exibir fungdes distintas dentro da mitocondria e no
citosol ¢ decorrente da sua localizagdo celular que, por ser uma proteina periférica, interage
com a face externa da membrana interna da mitocondria (NICHOLLS, 1974; DICKERSON,

TIMKOVICH, 1979).

1.10.3. Atividade oxidase e peroxidase de citocromo C

Citocromo c, no estado Fe*”, apresenta o ferro heminico hexacoordenado e, por isso,
alegava-se que esta proteina ndo poderia exibir atividade peroxidase. Contudo, estudos
espectroscopicos de UV-visivel (acompanhando a absorbancia em 695 nm) e NMR

demostraram que a sexta coordenagdo do atomo de ferro heminico com enxofre da Met80,
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pode ser facilmente perdida por variacdes de pH, forca idnica e temperatura (OSHEROFF et
al., 1980; WUTHRICH, AVIRAM, SCHEJTER, 1971) tornando esta proteina capaz de atuar
como uma peroxidase. De fato, a atividade peroxidase/oxidase de citocromo ¢ sobre aldeidos
(NANTES et al.,, 1995; NANTES et al., 1998a), B-dicetonas (NANTES et al., 1998a),
hidroperoxidos (NANTES et al., 1998b; BARR, MASON, 1995; CADENAS, BOVERIS,
CHANCE, 1980; NOGUCHI, NIKI, 1995) e acidos graxos (IWASE et al., 1996; IWASE et
al., 1998; SAILER, VIAGGI, NUSSE, 1997) tem sido descrita na literatura. Citocromo ¢ ¢
outros citocromos da cadeia respiratéria t€ém sido descritos na literatura como capazes de
promover peroxidagdo de membranas mitocondriais quando expostas ao estresse oxidativo
(RADI, TURRENS, FREEMAN, 1991; BARR, MASON, 1995). Em presenca de perdxido
de hidrogénio, citocromo ¢ pode promover a peroxidagdo de fosfatidilcolina (RADI,
TURRENS, FREEMAN, 1991; RADI, BUSH, FREEMAN, 1993) bem como de cardiolipina.

A capacidade de citocromo ¢ de oxidar difenilacetaldeido (DPAA) induz a formagao
de espécies excitadas que levaram a danos oxidativos na mitocondria, sendo detectados pela
perda do potencial de membrana e inchamento mitocondrial (NANTES et al., 1995). Danos
na fracdo lipidica de membranas, proteinas e no DNA mitocondrial foram descritas como
decorrente da oxidagdo aerdbica de DPAA por citocromos mitocondriais (ALMEIDA et al.,
1999).

A atividade peroxidase de citocromo ¢ sobre DPAA e 3-metilacetoacetona (MAA) ¢
significativamente afetada pela presenca e natureza de interfaces carregadas negativamente
proporcionadas por micelas e lipossomos (NANTES et al., 1998). MAA ¢ oxidado por cit ¢
somente em presenca de lipossomos de dicetilfosfato (DCP), por ser um sistema mais
eficiente em promover o deslocamento da sexta coordenacgdo do ferro heminico com a Met80,
enquanto que lipossomos de DCP, PCPECL e micelas de lisofosfatidiletanolamina acerelam a

oxidagdo de DPAA.
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A reagdo de cit ¢ sobre hidroperoxido ¢ importante para sua atividade pré-oxidante,
gerando radicais peroxil, alcoxil e alquil capazes de atuarem na propagagdo de danos
bioldgicos (BARR, MASON, 1995; DAVIES, 1988) e, também para inativagao do proprio cit
c. Essa atividade também ¢ modulada pela associagdo de cit ¢ com membranas carregadas

(NANTES et al., 2000).

1.11. Associacao de citocromo ¢ com membranas fosfolipidicas

A associagdo de citocromo ¢ com a membrana interna mitocondrial ¢ um ponto crucial
na atividade da proteina, tanto como transportador de elétrons na cadeia respiratoria, quanto
no desencadeamento da cascata apoptética e atividade oxidase/ peroxidase. Trabalhos
descrevem que essa associacdao influencia ainda na estrutura da proteina (NANTES et al.,
2001; ZUCCHI et al.,, 2003; HILDEBRAND, STOCKBURGER, 1989a; de JONGH,
KRUIJFF, 1992; ZHANG, ROWE, 1994) e, pode induzir um rearranjo estrutural dos
componentes lipidicos da membrana (De KRUIJFF, CULLIS, 1980b; BIRRELL, GRIFFIT,
1976; HEIMBURG, HILDEBRANDT, 1991; HEIMBURG, BILTONEN, 1994). Diante disto,
muitos trabalhos t€m sido direcionados para a interacao de cit ¢ com fosfolipidios.

A intera¢do de cit ¢ com membranas modelo, lipossomos ou vesiculas lipidicas e
monocamadas, carregadas negativamente, pode promover alteracdes conformacionais no
conteido de a-hélice, no estado de spin do ferro heminico e levar a perda da sexta
coordenac¢do do ferro heminico com o residuo Met 80 (NANTES et al., 2001; ZUCCHI et al.,
2003; HILDEBRAND, STOCKBURGER, 1989; de JONGH, de KRUIJFF, 1992). Zhang e
Rowe sugeriram que a interagdo de citocormo ¢ com membranas induz perda da estabilidade

estrutural da proteina e possivel penetragdao parcial dela na bicamada lipidica, por meio de
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medidas de calorimétricas, observaram a queda na temperatura de denaturacao de citocromo
¢, de 82 para 50 graus Celsius, quando ligado a vesiculas carregadas negativamente
dioleoylphosphatidylglycerol (DOPG) em pH 7,8, (ZHANG, ROWE, 1994).

Me¢étodos de espectroscopia por stopped-flow, monitorando-se a fluorescéncia
intrinseca do triptofano 59 (de cit ¢) e absorbancia da banda Soret, ¢ medidas de dicroismo
circular (CD) foram utilizadas para investigar estrutura e a cinética de interagdo de cit ¢ com
vesiculas de fosfatidilserina dioleoil (DOPS). Como resultados, observou-se uma perda da
estrutura empacotada nativa de cit ¢, em presenga de vesiculas de DOPS, na taxa de ~ 1,5 s!
que ¢ muito mais rapido (em ordem de magninitude) do esperado na auséncia de vesiculas. Os
autores atribuem o aceleramento do desdobramento da proteina devido ao decréscimo do pH
efetivo encontrado na superficie da membrana carregada negativamente, promovendo a
interagdo eletrostatica e hidrofobica entre proteina e lipidio (PINHEIRO et al., 1997).

O desligamento de cit ¢ da membrana interna mitocondrial para desencadear eventos
no citosol promovendo a apoptose implica na existéncia de interagdes reversiveis entre a
proteina e a bicamada lipidica. Portanto, a natureza e especificidade da interacao de cit ¢ com
bicamadas lipidicas ¢ o foco de varios estudos. Ambas as interagdes eletrostatica e
hidrofébica sdo descritas como importantes fatores na associacdo de cit ¢ com membranas
fosfolipidicas (KIMELBERG, LEE, 1969; QUINN, DAWSON, 1969; STEINEMANN,
LAUGER, 1971; VANDERKOOI, ERECINSKA, CHANCE, 1973; TEISSIE, 1981;
MUSTONEN et al., 1987, KOZARAC, DHATHATHREYAN, MIIBIUS, 1988; JORI,
TAMBURRO, AZZI, 1974; VINCENT, KON, LEVIN, 1987; VINCENT, LEVIN, 1988;
HILDEBRANDT, STOCKBURGER, 1989a; HILDEBRANDT, STOCKBURGER, 1989b;
de JONGH, de KRUIJFF, 1990; SOUSSI et al., 1990; SPOONER, WATTS, 1992; BROWN,
WUTHRICH, 1977, HAVERSTICK, GRASER, 1989; LEE, KIM, 1989; WUTHRICH,

AVIRAM, SCHEJTER, 1971; PINHEIRO, 1994; RYTOMAA, MUTSTONEN,
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KINNUNEN, 1992; RYTOMAA, KINNUNEN, 1994; RYTOMAA, KINNUNEN, 1995;
TUOMINEN, WALLACE, KINNUNEN, 2002; GORBENKO, MOLOTKOVSKY,
KINNUNEN, 2006; KALANXHI, WALLACE, 2007; PICCOTTI et al., 2004).

Rytomaa e colaboradores, utilizando vesiculas fosfolipidicas modelo, mostraram a
existéncia de dois sitios distintos na estrutura de cit ¢, denominados como sitio A e sitio C
(Figura 11A), que sao responsaveis pela associagdo com bicamadas lipidicas. O sitio A ¢ um
sitio de interagdo eletrostatica, constituido de residuos de aminoacido basicos, provavelmente
Lys72 e Lys73. O sitio C ¢ um outro sitio de interagdo de cit ¢ com lipidio que envolve alta
afinidade por fosfolipidios acidicos protonados (RYTOMAA, MUSTONEN, KINNUNEN,
1992; RYTOMAA, KINNUNEN, 1994; RYTOMAA, KINNUNEN, 1995; TUOMINEN,
WALLACE, KINNUNEN, 2002). Segundo Rytomaa e colaboradores , o sitio C é composto
por residuo de aminodcido invariante Asn52, em cit ¢ de coragdo de cavalo, como o residuo
que se liga a fosfolipidios acidicos protonados via pontes de hidrogénio. Enquanto este sitio
esta envolvido na interagdo de cit ¢ com o grupo fosfato da cabeca do fosfolipidio, a cauda
acil do fosfolipidio, provavelmente cardiolipina (GORBENKO, MOLOTKOVSKY,
KINNUNEN, 2006; PICCOTTI et al., 2004; KALANXHI, WALLACE, 2007), pode enterrar
no canal hidrofébico da proteina. Em cit ¢, este canal é formado por residuos de aminoacidos
hidrofébicos, estendidos de forma linear, localizados a partir da superficie da proteina em
direcdo a cavidade do heme, como mostra a Figura 11 B (RYTOMAA, MUSTONEN,

KINNUNEN, 1992; RYTOMAA, KINNUNEN, 1995).
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Grupo Heme

Asn 52

Lys 73

Fosfolipidio

Figura 11. Posicionamento dos sitios A (Lys 72 e 73) e C (Asn 52) na estrutura de citocromo C (cavalo)
tridimensional (A); Interacio de citocromo ¢ com fosfolipidios via sitio A e C e, ancoramento da proteina
via interacfo lipidio estendida (B). A figura 11 A foi elaborada no programa Swiss-PDB Viewer utilizando
dados, disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=2554674>, numero de
identificagdo 1AKK. Acesso em: 03 de abril 2006.

Estudos de Resonancia Paramagnética Eletronica (EPR) tém apontado uma evidente
correlacdo entre a natureza da cadeia acil do lipidio e os estados de spin de cit ¢ interagindo
com diferentes tipos de membranas lipidicas (ZUCCHI et al., 2003), corroborando com a
proposta de interagdo hidrofébica do tipo lipidio estendida, ou seja, a penetragdo de uma das
cadeias acil do fosfolipidio no interior da proteina.

Kostrzewa e colaboradores (KOSTRZEWA et al., 2000) determinaram a localizacao
de cit ¢ spin-marcado na membrana, usando agentes paramagnéticos, e foi demonstrado que
esta proteina ndo penetra no interior da membrana, como sugerem outros grupos de pesquisa
(de KRUIJFF, CULLIS, 1980a; de KRUIJFF, CULLIS, 1980b), e que a interacao eletrostatica
ocorre no lado oposto a regido onde estdo situados os residuos Lys86, Lys87 e Lys72
(KOSTRZEWA et al., 2000; SUGAWA et al., 2002). Entretanto, na superficie externa da
membrana interna da mitocondria, os agregados de aminodcidos com cadeias laterais

carregados positivamente, como o sitio A, sdo importantes para o reconhecimento e ligagao
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com os cit ¢ redutase e oxidase (NICHOLLS, 1974; PELLETIER, KRAUT, 1992). Assim, a
caracterizagdo dos sitios de cit ¢ que interagem com a membrana ¢ com as proteinas vizinhas

da cadeia respiratoria continua sendo um desafio.

1.12. Transferéncia de energia pela ressonincia da fluorescéncia

A técnica de fluorescéncia por transferéncia de energia pela ressonancia da
fluorescéncia ¢ empregada na literatura como uma forma de monitorar a interacdo de
citocromo ¢ com bicamadas lipidicas (MUSTONEN, 1987; RYTOMAA, MUSTONEN,
KINNUNEN, 1992; RYTOMAA, KINNUNEN, 1995; DOMANOV, MOLOTKOVSKY,
GORBENKUO, 2005).

A eficiéncia da transferéncia de energia ressonante depende da distancia entre um
fluor6foro doador e o aceptor de elétrons. Essa teoria, descrita por Forster, mostra que a
eficiéncia da transferéncia (E) ¢ dependente do inverso da sexta poténcia da distancia entre o

doador ¢ o aceptor (R):
1

E =
e

(Eq. 1)

onde R, ¢ a distancia de Forster ou distancia critica para a transferéncia, que depende das
caracteristicas do par doador/aceptor (FORSTER, 1948; STRYER, 1978).

A associacdo de cit ¢ com membranas modelo tem sido estudada utilizando a
transferéncia de energia pela ressonancia da flurescéncia entre fosfolipidios derivados,

contendo o fluoréforo pireno (doador), e o grupo heme (aceptor) da estrutura de cit c.
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O grupo pireno, ligado a um fosfolipidio, exibe um espectro de emissao de
fluorescéncia na regido de 360 a 550 nm com excitagdo em 344 nm, apresentando dois picos
caracteristicos, um de mondmero (M, com pico em 398 nm) e um de excimero (E, 475 nm),
como mostra a Figura 12.

Quando a molécula de cit ¢ interge com a membrana contendo esse tipo derivado de
fosfolipidio fluorescente, o grupo heme capta a energia vinda do grupo heme, resultando na
supressao (quenching) de fluorescéncia. Contudo, se a interagdo € reversivel, ocorrendo a
liberagdo de cit ¢ da membrana, pelo aumento da forga i6nica ou presenga de nucleotideos, ha
um aumento da intensidade de fluorescéncia (MUSTONEN et al., 1987; RYTOMAA,
MUSTONEN, KINNUNEN, 1992; RYTOMAA, KINNUNEN, 1995; TUOMINEN et al.,
2001). Devido ao pequeno tamanho de cit ¢ a distdncia média entre o grupo heme e marcador
fluorescente doador, no caso de uma cadeia pirenodecanoil, ¢ aproximadamente de 20 A. Essa
distdncia permite um acoplamento eficiente dipolo-dipolo quando o citocromo c¢ esta
associado ao lipossomo (KINNUNEN et al., 1994).

Trabalhos também tem relacionado a queda dos valores da razdo de
excimero/monomero, do grupo pireno, ao processo de fusdo de vesiculas fosfolipidicas. A
razdo E/M depende da taxa de colisdes entre os grupos pirenos, refletindo assim, a difusdo
lateral e a concentragdo do fluoroforo na membrana (SCHENKMAN et al., 1981;
CARMONA-RIBEIRO, YOSHIDA, CHAIMOVICH, 1985; MUSTONEN, KINNUNEN,

1993).
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Figura 12. Espectro de fluorescéncia e estrutura quimica de PPDPC (1-palmitoyl-2-[10-(pyren-1-
yl)decanoyl]-sn-glycerol-3-phosphocholine). Espectro obtido com excitagdo em 344 nm, em pH 7,4.
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1.13. Citocromo C e esfingolipidios como mediadores de apoptose

A literatura tem apontado dois tipos de mecanismos para o efeito proapoptdtico de
ceramidas: a formacdo de canais na membrana mitocondrial externa e a interagdo com
citocromo ¢ na membrana mitocondrial interna.

Ceramidas sdo N-acil derivados do amino alcool esfingosina. Nesta classe de lipidios,
o grupo acil ligado ao amino grupo da esfingosina ¢ predominantemente acido estearico e
nervonico (MORRISON, 1969). A féormula estrutural geral das ceramidas e esfingomielina ¢
mostrada na Figura 13. A esfingomielina ¢ o principal lipideo componente da bainha de

mielina (BOYER, 1983; SVENNERHOLM et al., 1972).
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Figura 13. Estrutura geral de ceramida e esfingomielina.

De uma forma interessante, a formagao de canais na membrana por ceramidas tem
sido demonstrada em sistemas modelo da membrana mitocondrial externa (SISKIND,
KOLESNICK, COLOMBINI, 2000; MONTES et al., 2002; SISKIND, KOLESNICK,
COLOMBINI, 2002), contudo, estudos com mitocondrias isoladas apontam para a
possibilidade de que o mecanismo seja mais complexo. Assim por exemplo, Ghafourifar e
colaboradores (GHAFOURIFAR et al, 1999) demonstraram que, em mitocondrias
energizadas, ceramidas ndo alteram o potencial de membrana mitocondrial, qualquer que seja

o estado de oxidacdo de citocromo ¢, descartando desta forma, alteragdes na integridade da
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membrana mitocondrial, além de afetar a reducdo de citocromo ¢ por ascorbato. Por outro
lado, Henaff e colaboradores (HENAFF et al., 2002) demonstraram a participa¢io de Ca’ na
apoptose de musculo cardiaco induzida por ceramida. Neste caso, a inibi¢ao do processo por
ligantes de calcio e ciclosporina A também sugerem que a agdo de ceramidas ndo deve se
restringir a abertura de canais na membrana mitocondrial externa. Também o fato de que
esfingosina 1-P poder atuar como inibidor de apoptose induzida por varios fatores, inclusive
ceramidas, aponta para um possivel sitio especifico de ligacao para ceramidas, atuando neste
caso, esfingosina 1-P como um inibidor competitivo dado sua similaridade estrutural

(CUVILLIER, LEVADE, 2001).

1.13.1. Mecanismo de acdo das ceramidas no processo apoptotico

O papel fisiologico de ceramidas e derivados no processo apoptotico ainda permanece
controverso (Van BLITTERSWIJK et al., 2003). Pode-se identificar duas correntes tentando
explicar a participacdo de ceramidas no processo apoptdtico: uma que postula ceramidas
como segundo mensageiro do processo (HANNUN, 1994; BOSE et al., 1995; TESTI, 1996;
KOLESNICK, KRONKE, 1998; PERRY, HANNUN, 1998; Von HAEFEN et al., 2002;
KROESEN et al., 2003; Van BLITTERSWIJK et al., 2003) e outra que identifica esta
categoria de compostos como moduladores da estrutura ¢ dindmica de membranas (Van

BLITTERSWIJK et al., 2003; SISKIND, COLOMBINI, 2000; MONTES et al., 2002).
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2. OBJETIVOS

Mapear os residuos ionizaveis da estrutura de citocromo ¢ envolvidos na interagdo
eletrostdtica com a membrana interna mitocondrial. Estes estudos serdo conduzidos em
lipossomos modelo da fracdo lipidica de membrana mitocondrial interna e em mitoplastos
previdamente depletados de citocromo c. Estes estudos incluirdo o efeito de fatores que
afetam esta interagdo, como a presenga de ceramidas.

Determinar o perfil dos valores de pK, dos residuos ionizaveis e seu papel bioldgico
na estrutura de citocromo c.

Comparar a afinidade de interagdo de citocromo ¢ nativo (cavalo) com membranas que
mimetizam a membrana interna mitocondrial, com a afinidade de outras formas de citocromo
¢, que apresentem alteracdo em seus residuos de lisinas e histidinas, uma vez que a cadeia
polipeptidica de cit ¢ compreende um alto teor de residuo de aminoacido basico lisina, que ¢,
provavelmente, responsavel pela interagdo eletrostatica com o grupo fosfato dos fosfolipidios.
Entre as possiveis formas de citocromo ¢ a serem estudadas, sdo: cit ¢ quimicamente
modificado, por exemplo N-acetilado e carbetoxilado (por DEPC), ou de outras espécies, por
exemplo de atum, que apresenta os residuos de histidina 33 e lisina 22 (presentes em cit ¢ de

cavalo) substituidos pelos residuos de triptofano e asparagina respectivamente.
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3. METODO

3.1. MATERIAIS

Proteinas: citocromo ¢ (de coracdo de cavalo), citocromo ¢ N-acetilado, protamina
(Protamine) e albumina (bovine serum albumine) foram obtidos pela SIGMA

Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).

Lipidios: fosfatidilcolina dipalmitoil (DPPC), fosfatidilcolina (de clara de ovo)
fosfatidiletanolamina dipalmitoil (DPPE), fosfatidiletanolamina (de clara de ovo),
cardiolipina (CL cérebro bovino) e fosfatidilglicerol distearoil (DEPG) foram obtidos
pela SIGMA Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA) e Avanti Polar (Avanti Polar Lipids
Inc., Alabaster, AL). 0] fosfolipideo marcado 2-(10-(1-
pyrene)decanoyl)phosphatidylcholine (PPDPC), para medidas de fusdo de vesiculas,
foi procedente da Molecular Probes Inc. (Eugene, OR, EUA). Para andlises da
associagdo de citocromo ¢ com membranas, o fosfolipidio PPDPC foi procedente da

K&V Bioware (Espoo, Finland).

Reagentes: HEPES (s6dio ou KOH), EDTA, EGTA, acido ascorbico,
dietilpirocarbonato (DEPC), acetonitrila e 4cido trifluoracético, (ile’)-angiotensin III
acetate salt e ACTH (fragment 18-39), MES, N-etilmaleimida, fluoreto de
fenilmetilsulfonil, rotenona, succinato, antimicina A, FCCP (Carbonyl cyanide 4-
(trifluoromethoxy)phenylhydrazone), kit reagdo de CAF sequencing Grade, ADP e

ATP foram obtidos pela SIGMA Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Sinapinic acid,
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benzamidina e oc-cyano-4-hydroxycinnamic acid sdo procedentes da Aldrich
(Steinheim, Alemanha). Tripsina, Sequencing Grade, ¢ procedente da Promega
(Madison, WI). Membrana de didlise Spectrapor com poro de 6000 a 8000 Da
procedente da Spectrum Medical Industrie (Houston, TX, EUA). Centricon da marca
Millipore Corp. (MA, EUA). Papel filtro Whatman n° 50 e resina CM-32
(Carboxymethyl Cellulose) foram obtidos pela Whatman. TEMED (N,N,N',N’ - tetra
methylethylenediamine), acrilamida, Bis acrilamida, PSA sdo procedentes da Bio Rad
(Hercules, CA). Membrana de policarbonato de didametro de poro de 100 nm,
procedente da Nucleopore (Pleasanton, CA) ou Avanti Polar (Avanti Polar Lipids Inc.,
Alabaster, AL). Kit luceferina-luciferase para medidas de dosagem de ATP (BiOrbit).
Sacarose e alcool etilico P.A. sdo procedentes da Geo-Quimica (Geo-Quimica

Produtos para Laboratorio Ltda., SP, Brasil).

Todos os demais reagentes e materiais utilizados foram de melhor qualidade comercial

disponivel. As solugdes foram preparadas utilizando 4gua deionizada Mili-Q.
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3.2. EQUIPAMENTOS

o Espectrofotometro UV-vis fotodiodo — Modelo Multispec 1501, Shimadzu Scientific

Instruments Inc., equipado com termostatizador de células (Columbia, MD, EUA).
Foram utilizadas cubetas de quartzo de caminho 6ptico de 1 cm.

o Espectrofluorimetro — Modelo F2500, Hitachi, equipado com termostatizador de

células (Toquio, Japao).

o Espectrofluorimetro — Para medidas de fluorescéncia steady-state. Modelo LS50B,

dotado de sistema de controle de temperatura (PerkinElmer Life Sciences,
Massachusetts, USA).

e [Espectrometro de laser — Para medidas de fluorescéncia lifetime. Dotado de sistema

termotatizador de células (Photon Technology Internacional, Ontario, Canada).

e Quimioluminometro — Modelo AutoLumat LB 953 (EG&G Berthold, Australia).

e Zeta Plus — Potencial Zeta Analyzer — Modelo Zeta Plus Analyzer, Brookhaven

Instruments Corp. equipado com um laser de 570 nm e espalhamento de luz dinamico
a 90° para determinar o tamanho de particulas (Hotsville, NY , EUA).

o FEspectrometro de Massa Matrix-Assisted Laser Desorption lonization (MALDI) Time-

of-Flight (ToF) — Modelo Ettan MALDI-ToF Pro, Amersham Bioscience (Bucks,

UK).

o Sonicador Thronton Ultrasonic Processor — Modelo 600 W de poténcia, dotado com

microtip, Sonics & Materials Inc. (Newtonn, C.T., EUA).

o Extruspor Liposo-Fast — Avestin (Ottawa, Canadd).

e Calorimetro — Modelo VP-Differential Scanning Calorimetry (VP-DSC, Microcal,

Northampton, MA).
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Oxigrafo - Oxigrafo equipado com um eletrodo do tipo Clark (Gilson Medical
Eletronics, Middleton, USA).

Sistema sensor de SPR — Modelo Spreeta (Texas Instrument) composto por um diodo

que emite luz na regido do vermelho (840 nm) para excitar a superficie plasmonica
formada por um filme de ouro de 50 nm de espessura.

Agitador (Vortex) — Modelo M16715, Thermolyne (Iown, EUA).

Bomba peristdltica — Modelo Pump-1, Amersham Biosciences (Bucks, UK).

Centrifuga High-Speed Micro Centrifuge — Modelo CF15R, Hitachi (Toquio, Japao).

Medidor de pH — Modelo pH/ion analyzer 455, Corning (NY, EUA).

Purificador de dgua Mili-O — Modelo Water System Mili-Q™ (Bedford, MA, EUA).
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3.3. PROCEDIMENTOS

Para atingir os objetivos descritos, adotamos as seguintes metodologias:

e (Constatar a ocorréncia de instabilidade coloidal (fusao ou agregagao) de vesiculas de
PC (fosfatidilcolina), PE (fosfatidilcolina) e CL (cardiolipina) promovida pelo
citocromo ¢ por meio de medidas de turbidez, espalhamento de luz e determinagao do

didmetro das vesiculas.

e Monitorar, por meio do aumento de turbidez em 480 nm (regido que ndo apresenta
contribuicdo espectral significativa de citocromo c), o efeito de pH na agregacdo ou

fusdo de lipossomos de PCPECL na presenca de citocromo ¢ Fe®",

e Determinar do potencial € das vesiculas de PCPECL na presen¢a e na auséncia de

citocromo c¢ para caracterizar a distribuicao da proteina na superficie da vesicula.

e Estes estudos do efeito de pH serdo estendidos para vesiculas de PCPECL com
diferentes propor¢des PE/CL com o objetivo de elucidar o possivel papel modulador
da cardiolipina na formagdo de fase hexagonal invertida em PE e, desta forma,

verificar a interacao hidrofobica na associacao de citocromo ¢ com membranas.

e Uma vez identificado o efeito de pH na associagdo de citocromo ¢ com membranas
que mimetizam a mmbrana interna mitocondrial, serd identificado o grupo ionizéavel

envolvido e tracado o seu perfil de pK, do grupo ionizavel.
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Estudar a influéncia da interagdo eletrostatica no fendmeno de fusdo ou agregagdo de
vesiculas mediada por citocromo ¢ comparando-se os resultados que serdo obtidos
com citocromo ¢ nativo e citocromo ¢ N-acetilado em residuos de lisina, que sdo os
principais grupos responsaveis pela interagdo da proteina com cargas negativas dos

fosfolipideos.

Estes estudos foram conduzidos em baixa forca idnica (HEPES 10 mM) e em forca
ionica fisiologica (NaCl 150 mM), permitindo desta forma analisar também a

influéncia da interagao eletrostatica neste fenomeno de instabilidade coloidal.

Estes estudos acima descritos serdo feitos também com citocromo ¢ Fe®', para
verificar o efeito do estado redox de citocromo ¢ no processo de associagdo com
membranas de PCPECL. Citocromo ¢ Zinco-substituido também serd utilizado para
elucidar se o processo de instabilidade coloidal das vesiculas de PCPECL sofre
influéncia de possiveis reagdes redox do ferro heminico com a cadeia acil dos

fosfolipideos insaturados.

A ocorréncia de fusdo ou agregacdo de vesiculas de PCPECL serd confirmada pelo
uso vesiculas marcadas com 2-(10-(1-pirenil)decanoyl)fosfatidilcolina (PPDPC)
(SCHENKMAN, 1981; MUSTONEN, 1993), monitorando, por medidas de

fluorescéncia, a razao excimero/mondmero em presenga de citocromo c.

Sera testado o processo de fusdo de vesiculas de PCPECL com citocromo ¢ nativo em
comparagdo com citocromo ¢ modificado quimicamente por dietilpirocarbonato

(DEPC). DEPC reage com grupos amino desprotonados e, portanto, em pH 7,4, pode
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ser usado para reagir seletivamente com histidina ou residuos de lisina que
apresentarem o pK, diminuido devido a proximidade com outros residuos carregados

positivamente.

Isolamento de mitoplastos (mitocondrias desprovidas de membrana externa) de figado
de rato depletados de citocromo c. Estes mitoplastos ndo exibem respiragdo (consumo
de oxigénio). Contudo, a adi¢do de citocromo ¢ (0,4 nmol /mg de proteina) ao meio
restaura sua capacidade de respiracdo. Estes experimentos serdo realizados sob duas
condi¢des: 1) em pH acido (pH 6,2) e em pH alcalino (pH 7,4); ii) utilizando citocromo
¢ modificado por dietilpirocarbonato (DEPC), e citocrmo ¢ de atum em comparagdo
com citocromo c¢ nativo. O citocromo ¢ de atum apresenta um residuo de triptofano no
lugar da His33 e um residuo de asparagina no lugar da Lys22, podendo assim ser
avaliado o papel destes dois residuos na interagdo de cit ¢ com membrana

mitocondrial.

Testar a influéncia de ceramidas e derivados na associagdo de citocromo ¢ com

vesiculas PCPECL na faixa de pH 7,4-6,2.

A interagdo de citocromo ¢ nativo com membranas de PCPECL sera monitorado por
medidas de marcadoers fluorescentes em vesiculas unilamelares. Esta etapa sera
realizada em colaboragdo com o Prof. Paavo Kinnunen da Universidade de Helsinki

(Finlandia).

A investiga¢do do efeito de pH na interacdo de citocromo ¢ nativo com monocamadas

lipidicas sera também analisada por medidas de SRP (Surface Plasmon Resonance).
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e C(Citocromo ¢ de atum, pelo fato de apresentar dois residuos de triptofano (cavalo
apresenta apenas um) nos permitird monitorar a associagdo de citocromo ¢ com
membranas na faixa de pH 7,4-6,2. Para isso, sera necessario fazer a remocao do ferro
da proteina, que ¢ o responsavel pela supressdo de sua fluorescéncia do triptofano.
Essas medidas serdo conduzidas por meio de fluorescéncia steady state e lifetime. Pelo
fato deste Trp33 adicional em atum estar localizado préximo a superficie da molécula
de citocromo ¢, o ambiente em volta ¢ mais hidrofilico em comparagdo com o
triptofano 59, encontrado préoximo ao grupo heme. A natureza do ambiente em volta
do residuo de triptofano geralmente afeta a sua emissdo de fluorescéncia (Van
HOLDE, 1988; LAKOWICZ, 1999) podendo desta forma, determinar a possibilidade

do residuo de triptofano encontra-se enterrado na procao hidrofébica da membrana.

3.3.1. Extraciao e purificacio de citocromo C de musculo de atum

A extragdo de citocromo ¢ de musculo de atum foi realizada baseada no trabalho de
Brautigan e colaboradores (BRAUTIGAN, FERGUSON-MILLER, MARGOLIASH, 1978)
com algumas modificagdes. 50 g de musculo de atum foram cortados em pequenos pedagos
em solugdo Aly(SO4); x 18H,0 0,3 % (m/v) contendo benzamidina 6,2 mM, N-ctilmaleimida
5,5 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonil 0,1 mM, EDTA 5 mM (cerca de 120 ml de solugdo
gelada) e homogeneizado em “Potter-Elvehjen” em alta velocidade por cerca de 4 min a 4°C.
O pH do homogenizado foi ajustado para 4,5 com 2 N &cido acético ou 2 N de NH,OH e
mantido sob gelo por 30 min. A solucdo foi centrifugada por 20 min a 8000 X g a 4°C e o

sobrenadante foi coletado e seu pH ajustado para 8,5 com 2 N de NH,OH. Esse extrato foi
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centrifugada por 20 min a 8000 X g a 4°C e filtrado em papel filtro Whatman n°® 50 para
diminuir a turbidez da solu¢do. Apds a filtragem, a solug¢do foi dialisada contra 2 litros de
agua deionizada (para cada 20 ml de solucdo) e a dgua deionizada trocada a cada 6 horas
durante um processo de 12 horas. Aliquotas de 40 ml da solugdo dialisada foram incubadas
com cerca de 8 ml de resina de troca i6nica CM-celulose 32 (Carboxymethyl Cellulose -
Whatman), pré-equilibrada com tampao fosfato de sodio 20 mM pH 8,0, por 30 minutos sob
leve agitacdo por inversdo. Essa solugdo foi centrifugada a 580 X g a 4°C por 5 minutos € o
sobrenadante descartado. A resina preciptada, contendo citocromo ¢ aderido, foi utilizada para
montar uma coluna de cerca de e lavada cerca de 3 vezes o volume da coluna com tampao
fosfato de s6dio 20 mM pH 8,0 a temperatura ambiente. Cuidadosamente, a coluna foi lavada
com tampao fosfato de s6dio 20 mM pH 8,0 contendo NaCl 0,5 M. As fracdes de 1,0 ml
foram recolhidas e mantidas sob gelo. As fragdes contendo citocromo ¢ foram determinadas
pelo espectro de Uv-visivel no comprimento de onda de 409 nm. Em seguida, foram
dializadas contra 2 litros de agua deionizada (para cada 15 ml de solugdo contendo citocromo
¢) e a agua deionizada trocada a cada 4 horas durante um processo de 12 horas.

Apds a didlise, as amostras foram liofilizadas, solubilizadas em 4gua deionizada ou
tampao HEPES 5 mM pH 7,4 contendo EDTA 0,1 mM, dosadas e conservadas em freeze.

A resina CM-celulose 32, antes de ser utilizada, foi tratada com 0,5 N HCI, numa
propor¢do de 7 g de resina para 100 ml de acido, sob agitacdo (~ 150 rpm) por 30 min. A
resina foi lavada com agua deionizada, cerca de 0,5 litro, ¢ logo depois tratada com 100 ml
de NaOH 0,5 N, sob agitacdo por 30 min. A resina foi entdo lavada com agua deionizada,
cerca de 0,5 litro, e depois tratada com 0,5 N HCI, 100 ml de acido, sob agitagdo por 30 min.
Ap6s o ultimo tratamento, ela foi lavada intensamente com agua deionizada e tampao fosfato

de so6dio 20 mM pH 8,0 até o pH da resina estar entre 7,5 a 8,0 e incubada com o mesmo
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tampao por 4 horas (Manual de procedimento de lon-Exchange Cellulose, Carboxymethyl

Cellulose-CM 32 — WHATMAN).

3.3.2. Gel de eletroforese SDS-PAGE

O gel de SDS-PAGE 12,5 % de acrilamida para andlise de proteinas foi preparada
utilizando-se 2,667 ml de H,O, 2 ml de tampao Lower Gel (18,17 g de Tris, 0,4 g de SDS,
100 ml de H,O deionizada, pH 8,8), 3,333 ml da solucdo de Acrilamida (Acrilamida 30 %,
Bis Acrilamida 0,8 %), 100 uL de PSA (Amonium Persulfate) 10 %, 20 uL de TEMED-
N,N,N',N’ - tetra methylethylenediamine (Bio Rad). Como stacking gel, utilizou-se 1,5 ml de
H,O deionizada, 833 uL de tampao Upper Gel (12,12 g de Tris, 0,4 g de SDS, 100 ml de H,O
deionizada, pH 6,8), 834 pL da solugdo de Acrilamida (Acrilamida 30 %, Bis Acrilamida 0,8
%), 30 pL de PSA (-Amonium Persulfate) 10 %, 15 uL de TEMED. Foi aplicada uma
voltagem de 30 miliA por 30 minutos na pré-corrida e 70 miliA por cerca de 2 horas sob o gel
de eletroforese, utilizado tampéo de corrida contendo 15 g de Tris, 70 g de Glicina (Acido 2-
aminoacético), 5 g de SDS (Sodium dodecyl sulfate) e 1 litro de H,O deionizada. O gel foi
corado pelo método de Coomassie Blue, utilizando uma solugdo etanol 50 % e é4cido acético
10 % para fixar o gel, sob agitacdo por 10 minutos. Depois, o gel foi retirado da solugao
fixadora e lavado com uma solugdo metanol 50 %, acido acético 5 %, sob agitagdo por 10
minutos. Retirado da solucdo de lavagem, o gel foi colocado em uma solugdo de Coomassie
Blue R250, por cerca de 10 minutos, sob agitacdo branda. Retirado da solu¢do de Coomassie
Blue, foi entdo usado uma solucdo de descoloragdo (metanol 50 % , acido acético 5 %) para

revelar as bandas. O gel foi conservado em uma solu¢do de acido acético 5 %.
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3.3.3. Preparo de citocromo C base livre (porfirina cit C)

O procedimento para preparo de citocromo c¢ base livre foi realizada de acordo com
Vanderkooi e Erecinska (VANDERKOOI, ERECINSKA, CHANCE, 1975) com minimas
modificagdes. 6 ml de acido fluoridrico (anhydrous HF) foram adicionados a 100 mg de
citocromo ¢ e deixado incubado, sob agitagdo, por 30 minutos em sistema teflonado e
fechado. A solugdo tornou-se purpura, indicando que a reagdo ocorreu. O acido HF foi
removido e a proteina ressuspendida em 3 ml de tampao acetato de amdnio 50 mM, pH 5,0. A
solucdo de citocromo ¢ base livre foi transferida para membrana de dialise com poro de
6.000-8.000 Da (Spectrapor) e dialisada por 2 horas contra 2 litros de 4gua deionizada gelada
(aproximadamente a 5° C). Os 2 litros de agua sdo trocados e as amostras foram dialisadas
por mais 2 horas. As amostras foram dosadas utilizando-se o coeficiente de absor¢cao 160 mM"
' no comprimento de onda em 404 nm, e conservadas em freeze. Durante o preparo e
manuseio de cit ¢, foi evitada a exposicdo a luz, uma vez que essa proteina apresenta foto-

sensibilidade.

3.3.4. Modificacao de carbetoxilacio de cit C por dietilpirocarbonato

(DEPC)

DEPC tem sido descrito na literatura como agente modificador especifico de cadeias
laterais de histina e lisina quando desprotonadas, pela reacdo de carbetoxilacdo (MILES,
1977; QIN et al., 2002; McGINNITY et al., 1996). Concentragdes variando de 100 a 10.000
puM de DEPC (que correspondiam a 2 pLL a 10 pL de estoques de DEPC de 50 mM a 1 M, em

alcool etilico P.A., sempre preparado no momento do experimento), foram adicionadas a 1 ml
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de solucao de cit ¢ nativo 100 uM em tampao HEPES 10 mM, ou tampao triplo (4cido acético
10 mM, HEPES 10mM e hidroxido de amoénio 10 mM) pH de acordo com o necessario para o
experimento. Apds encubar por cerca de 1 minuto no gelo, a solu¢do foi transferida para
membrana de didlise de poro de 6.000-8.000 Da e dialisada por 2 horas contra 2 litros de 4gua
Mili-Q gelado (aproximadamente de 5-8° C). Os 2 litros de 4gua foram trocados e as amostras
foram dialisadas por mais 2 horas. Entdo, foram transferidas para tubos eppendorfs, a

concentragdo de proteina ¢ determinada, utilizando €499 = 1,05 x 107 , € conservadas no freezer

-20° C.

3.3.5. Preparo de lipossomos

Cada tipo de lipideo foi pesado, de acordo com a propor¢do necessaria, e dissolvidos
em 2 ml de cloroférmio em um tubo Falcon. Apo6s misturar em vortex por cerca de 1 minuto
para obter uma composicdo homogénea, o solvente ¢ removido com o gés nitrogénio ou
argonio, restando assim, um filme de lipideo na parede do tubo. Este ¢ seqiiencialmente
mantido sob baixa pressdo de vacuo por cerca de 1 hora. O filme lipidico ¢ hidratado com 2

ml de tampao, em pH 7,4 gelado, e misturado em vortex.

3.3.5.1. Lipossomos preparados por sonicacio

Ap6s a hidratagdo do filme lipidico, a solugdo foi submetida a sonicagdo no Sonicador
Thronton Ultrasonic Processor (Sonics & Materials Inc., EUA) por 10 ciclos de 1 minuto no
gelo, intervalo de 30 segundos, temperatura de 40° a 80° C (dependendo do grau de fluidez da

membrana) e amplitude 20 %. Entdo, a solu¢do foi centrifugada a 8.000 g a 4° C por 10
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minutos, para precipitar o titdnio liberado pela ponteira do equipamento. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo, diluido em tampao para obter a concentracdo de lipideo
necessaria para a medida e o pH ajustado, utilizando HCl ou NaOH para acidificar ou
alcalinizar, respectivamente o tampao. Para conserva-la, a solugdo foi mantida no gelo sob
atmosfera de argonio. Depois de hidratado o filme lipidico, a solucdo foi utilizada no prazo de

24 horas.

3.3.5.2. Lipossomos preparados por extrusiao

Para obter vesiculas unilamelares (HUNTER, FRISKEN, 1998), a solucao de lipidios
foi extrusada com o uso do homogenizador de baixo volume Liposo-Fast (Avestin, Ottawa,
Canadd). As amostras de lipidio foram sujeitas a atravessar uma membrana de policarbonato
(didmetro de poro de 100 nm, Nucleopore, Pleasanton, CA) por 13 vezes. O pH da solugao de
lipossomos ¢ entdo ajustado de acordo com o experimento. Quando foi utilizado lipidio
contendo marcador fluorescente, como o PPDPC, foi evitado a exposi¢do dos lipidios a luz
durante o procedimento descrito acima. A solugdo de lipidio foi entdo diluida para a
concentragdo apropriada para cada experimento. Para conserva-la, a solugdo foi mantida no
gelo sob atmosfera de argdnio. Depois de hidratado o filme lipidico, a solugdo foi utilizada no

prazo de 24 horas.

3.3.6. Obtencao de mitoplastos

3.3.6.1. Isolamento de mitocondrias de figado de rato
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Figado de rato, removido de animais sacrificados por deslocamento cervical, foi
cortado em pequenos pedagos em tampao de homogeneizagio HEPES-KOH 10 mM pH 7,4
contendo sacarose 250 mM, EGTA 1 mM a 4° C, em volume de aproximadamente 30 ml. Os
pedagos foram lavados no mesmo tampao e homogeneizado em “Potter-Elvehjen” (1 ciclo
com 3 passagens do pistilo com rotacdo de 2.400 rpm, poténcia de 450 watts). A suspensao
foi centrifugada a 580 g por 5 minutos a 4°C, coletou-se o sobrenadante, que ¢ centrifugado
novamente a 10.300 g por 10 minutos a 4°C. O pellet resultante foi ressuspendido em 10 ml
de tampdo HEPES-KOH 10 mM pH 7,4 contendo sacarose 250 mM, EGTA 0,3 mM e
centrifugado a 3.400 g por 15 minutos a 4° C. O pellet final, contendo as mitocondrias
isoladas, foi ressuspendido com 0,5 ml de tampao HEPES-KOH 10 mM pH 7,4 contendo

sacarose 250 mM a 4° C.

3.3.6.2. Dosagem de proteina mitocondrial

A concentragdo de mitocondrias foi baseada na concentragdo de proteina presente, que
foi determinada pelo método de Biureto: 10 pl da amostra de mitocondria foi adicionada em
100 pl de acido deoxicolico 5 % (m/v) e 1.390 pl de agua deionizada. Apods agitagdo em
vortex, foi adicionado 1,5 ml de solugdo reativo de Biureto, sulfato ctprico 0,15 % (m/v),
tartarato de sodio e potassio 0,6 % (m/v) e NaOH 0,75 M. O padrao foi obtido utilizando 50
ul de BSA (bovine serum albumin) 1 % (m/v) adicionado em 100 pl de 4acido deoxicolico 5 %
(m/v) e 1.350 pl de agua deionizada. Apds agitagdo em vortex, foi adicionado 1,5 ml de
solugdo reativo de Biureto. A absorbancia em 540 nm do padrao (Agsa) € a amostra (Aamostra)
foram medidas contra uma linha de base contendo o 4cido deoxicdlico, dgua deionizada e
solugdo de reativo de Biureto (CAIN, SKILLETER, 1987; CHANCE, WILLIANS, 1956). O

calculo pode ser resumido pela seguinte equagao:
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Aamosra_ = Y X 50 = concentragdo de proteina (mg/ml) (Eq. 2)

Agsa

3.3.6.3. Preparo de mitoplastos

Mitocondrias de figado de rato depletadas da membrana externa e citocromo c
(mitoplastos) foram preparados conforme descrito pelo Radi e colaboradores (RADI, BUSH,
FREEMAN, 1993; PEDERSEN et al., 1978). Mitoplastos foram obtidos por tratamento
hipotdnico. Mitocondrias isoladas foram ressuspendidas em 30 ml de tampao HEPES 2 mM
pH 7,4 contendo KCI 10 mM na concentragdo de 2 mg/ml de proteina e incubada a 4° C por
30 minutos. Apds centrifugacdo a 12.000 g por 10 minutos a 4° C, o pellet foi ressuspendido
em 20 ml de tampao HEPES 2 mM pH 7,4 contendo KCl 150 mM, para depletar os
mitoplastos de citocromo ¢, pelo aumento da for¢a i6nica do meio. Apos centrifugacdo a
12.000 g por 10 minutos a 4° C, o pellet foi novamente ressupendido em 10 ml de um tampao
de isolamento HEPES-K, 10 mM pH 7,4 contendo sacarose 0,3 M, EGTA 1 mM, e albumina
de soro bovino (BSA) 0,1 % (m/v). A suspensdo foi centrifugada a 12.000 g para completar a
remocdo da membrana externa. O pellet final foi entdo ressupendido em 300 pl de tampao de
isolamento. A remoc¢do de citocromo ¢ foi confirmada pela restauracdo do consumo de
oxigénio do estado 2, aos valores do controle, pela adi¢do de 0,4 nmol citocromo ¢/ mg

proteina aos mitoplastos depletados de citocromo c.
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3.3.7. Medidas de consumo de oxigénio

Mitocondrias ou mitoplastos (2 mg proteina) foram incubados em 1,6 ml de tampao
HEPES-KOH 10 mM, pH na faixa 7,4 a 6,0 (conforme a necessidade do experimento)
contendo sacarose 125 mM, KCl 65 mM, EGTA 0,5 mM a 30° C, em presenca de substrato
respiratorio de succinato de potassio 5 mM, rotenona 2,5 uM e, na presenca de cit ¢, na faixa
de 0,01-0,5 nmol/mg proteina. A respiracdo de mitocondrias e mitoplastos foi monitorada
polarograficamente, por um oxigrafo equipado com um eletrodo do tipo Clark (Gilson
Medical Eletronics, Middleton, USA) acompanhado de termostatizador de células. A taxa de
consumo de oxigénio foi medida diretamente no oxigrafo por unidades de tempo. Os
parametros de cinética de intera¢do de cit ¢ com mitoplastos foram determinados usando um
sistema de software de regressdo nao-linear (Grafit v.3.0, Erithacus Software Ltd). Os dados
da taxa de respiragdo em funcdo da concentragdo de cit ¢ foram analisados utilizando a Eq. 3

que prevé duas formas de interacdo de cit ¢ com membrana de mitoplastos,

— Vmaxl [Cth] + Vmax2 [Cth] (Eq- 3)
Ks, . +[cvte] Ks, , +[cytc]

appl app?2
onde, v ¢ a taxa de consumo de oxigénio, [cyt c] € a concentragdo de cit ¢, Vi, € a taxa
maxima de consumo de oxigénio de maneira dependente de pH, V,.> € a taxa maxima de
consume de oxigénio de maneira independente de pH, Ks,,,; € a constante macroscopica de
dissociacdo de cit ¢ pelos mitoplastos de maneira dependente de pH e Ks,,,2 € a constante
macroscopica de dissociagdo de cit ¢ pelos mitoplastos de maneira independente de pH.

Os dados da influéncia de pH sobre 1/ Ks,,, foram analisados utilizando a Eq. 4,
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1 lim, + lim,, x 107# k@)
=—1 : (Eq. 4)

Ks,, 100P77PE0 1]

onde, /im; representa o limite de 1/Ks,,, em baixos valores de pH, e /im, representa o limite

de 1/Ks,p, em altos valores de pH.

3.3.8. Dosagem de ATP

A dosagem de ATP produzido pelos mitoplastos e mitocondrias foi realizado no
quimiolumindémetro EG&G Berthold AutoLumat LB 953 (Germany) por meio da
quimioluminescéncia utilizando o kit luceferina-luciferase (ATP Monitoring Reagent kit,
BiOrbit). As amostras de mitocondrias ou mitoplastos (1 ml) foram tratadas com 334 ul de
HCI1O4 2 M (concentragdo final 0,5 M), a 4°C. Centrifugadas a 2.000 g por 10 minutos, a 4°C,
100 ul do sobrenadante foram retiradas e neutralizadas com 70 ul de KOH 2 M e acrescida de
0,83 ml de tampao Tris-HCL 100 mM pH 7,75 contendo EDTA 2 mM. Foram usadas

solucdes de ATP, variando a concentracdo final de 10™ a 10° mM, como padrdes.

3.3.9. Medidas de absorbancia UV-Visivel

As medidas de aumento de turbidez promovido pela interagdo de cit ¢ com lipossomos
foram registrados em um espectrofotometro fotodiodo Shimadzu Modelo 1501 MultiSpec

(Shimadzu Scientific Instruments Inc., Columbia, MD). A resolucao espectral foi de 0,5 nm e




72
as cinéticas foram realizadas com intervalo de leitura de 8 segundo. Foi utilizada cubeta de
quartzo de caminho 6ptico de 1 cm para todas as medidas utilizando a concentragdo de cit ¢
inferior a 10 uM.

A linha base foi feita somente com a solug¢do de lipossomos em tampdo. A leitura da
cinética foi acionada e apos 8 segundos, adicionou-se a proteina com uma pipeta automatica,
e concomitante homogeneizacdo (com acompanhamento em 480 nm, regido de menor

contribuigdo espectral da proteina).
3.3.9.1. Determinacio de valores de pK,

Os valores de pK, de grupos prototropicos influenciados pela fusdo de vesiculas foram
determinadas pelas medidas de aumento de turbidez dependentes de pH. Os dados de
aumento de turbidez (Aturbidez em 480 nm) em funcdo de pH foram analisados de acordo

com a Eq. 5, utilizando o programa Grafit.

lim, .10 ~7%)

Aturbidez = 0P PE 1] (Eq. 5)

3.3.10. Medidas de fluorescéncia

3.3.10.1. Medidas de fluorescéncia em estado estacionario (steady-

state)
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As medidas foram conduzidas pelo espectrofluorimetro PerkinElmer Life Sciences
LS50B, dotado de sistema de controle de temperatura, usando cubetas de quartzo de caminho
optico de 1 cm. As medidas para andlise da ligagdo e desligamento de citocromo ¢ em
membranas foram monitoradas pela supressao de fluorescéncia de grupos fluorescentes ligado
ao fosfolipideo (no caso, foi utilizado o fosfolipidio 1-palmitoyl-2-[10-(pyren-1-yl)decanoyl]-
sn-glycerol-3-phosphocholine - PPDPC) devido a transferéncia de energia ressonante entre o
marcador e o grupo heme do citocromo c. Os experimentos foram realizados utilizando como
parametros, o comprimento de onda de excitacdo em 344 nm e a supressao de fluorescéncia
do marcador pireno foi acompanhada pela emissdo em 398 nm, a 30°C, fenda de excitagdo 5
nm ¢ fenda de emissdo 5 nm. As medidas para analise da interacdo de citocromo c base livre
com membranas foram realizadas utilizando como parametros, o comprimento de onda de
excitagdo em 500 nm e o espectro de emissdo obtido de 570 a 680 nm, a 30°C, fenda de

excitagdo 10 nm e fenda de emissdao 5 nm.

3.3.10.2. Medidas de tempo de vida de fluorescéncia (lifetime)

As medidas foram conduzidas pelo espectrometro de laser (Photon Technology
Internacional, Ontério, Canada). Um conjunto de 500-ps pulsos numa repeticao de taxa de 10
Hz foi gerado pelo laser de nitrogénio, bombeando o corante (rhodamine 6G, Merck, em
solugdo metanol 5 mM). 2 ml de amostras foram agitadas por barra magnética em cubetas de
quartz e termostatizada a 30°C. As funcdes de resposta do instrumento foram medidas
separadamente usando uma solugdo aquosa de propileno glicol, acompanhando no
comprimento de onda de excitacdo e emissdo em 292 nm e 340 nm respectivamente, fenda de

excitagdo ¢ emissao 15 nm.
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3.3.10.3. Determinacdo de fusdo de lipossomos contendo lipidio

marcado PPDPC

Para determinar de fusdo de lipossomos, 2 ml de solu¢ao de vesiculas PCPPDPCPECL
50 uM — proporcao 43/7/30/20 mol % - em tampao HEPES 10 mM pH 6,2, foram
adicionados a 20 ml de solug¢dao de vesiculas de PCPECL 50 pM - 50/30/20 mol % - em
tampao HEPES 10 mM pH 6,2, ambas preparadas por sonicagdo. A razdo de vesiculas
marcadas/ndo marcadas ¢ 1/10. Para conserva-la, a solugdo ¢ mantida no gelo sob atmosfera
de argonio. Depois de hidratado o filme lipidico, a solucdo foi utilizada no prazo de 24 horas.
As medidas foram conduzidas no espectrofluorimetro Hitachi, modelo F2500 (Toquio, Japao),
dotado de sistema de controle de temperatura, usando cubetas de quartzo de caminho 6ptico
de 1 cm. Foram utilizadas, como parametros, o comprimento de onda de excitagdo em 344

nm, emissao 394, fenda de excitacdo 5 nm e fenda de emissao 5 nm a 30°C.

3.3.11. Medidas de determinac¢ao do diametro médio e do potencial zeta das

vesiculas de PCECL

O tamanho médio do didmetro e seu potencial zeta ({) de vesiculas PCPECL, na
auséncia e presenca de cit ¢, foram determinados por meio de espalhamento de luz dindmico e
microeletroforese de laser-Doppler, respectivamente, utilizando o Zeta Plus-Zeta Potencial
Analyzer (Brookhaven Instruments Corp., Holsville, NY), equipado com um laser de 570 nm
e espalhamento de luz dindmico de 90°, para medidas de tamanho de particula. Os  valores

de tamanho e o potencial Zeta ({) das vesiculas foram calculados a partir de 10 medidas
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independentes com desvio médio menor que 5 %. O potencial Zeta () foi determinado a

partir da mobilidade microeletroforética em agua pura pela equagdo de Smoluchowski:

{=un/e (Eq. 6)

onde n ¢ a viscosidade do meio, p ¢ a mobilidade eletroforética e o € ¢ a constante dielétrica
do meio.

As medidas foram feitas a 25° C, e as amostras de lipossomos na auséncia e presenca
de cit ¢ preparadas previamente no dia anterior a leitura e, incubadas overnight sob atmosfera
de argonio a 15° C. A concentracao final de lipidio foi de 0,25 mM, para medidas de tamanho
médio do didmetro das vesiculas, e 1,0 mM, para andlises de potencial Zeta, em 5 mM de

tampao HEPES.

3.3.12. Espectrometria de massa por MALDI-ToF (Mass-Assisted Laser

Desorption lonization Time-of-Flight)

Os espectros de massa foram obtidos pelo Ettan MALDI-ToF Pro, que poderia ser
operado no modo linear ou “reflecton”, usando de modo reflecton harmonico, aumenta-se a
resolucdo do espectro. A voltagem foi previamente ajustada em 20 kV.

As amostras de citocromo ¢ (nativo ou carbetoxilado por DEPC, de 50 a 100 pM)
foram misturadas em solu¢do saturada (10 mg/ml) de sinapinic acid (SA) em acetonitrila
(ACN) 50 % e acido trifluoracético (TFA) 0,5 %, em varias proporcdes proteina: matriz (1:1;
1:5; 1:10; e 1:20), e aproximadamente 0,5 nL dessa mistura foi aplicada sobre a placa de aco

inox do equipamento. Os dados foram analisados usando o software Ettan MALDI-ToF Pro.
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A digestao triptica de citocromo ¢, nativo ou carbetoxilado, foi feita por meio da
encubagdo de 18.000 ng da proteina com 200 ng de tripsina (Sequence Grade - Promega),
mantendo-se a relagdo tripsina/proteina de 1: 90 (ng/ng), em tampao bicarbonato de amonio
20 mM pH 7,8, por 15 horas a 37°C.

A reagao de digestao foi parada adicionando-se 30 pl de solugdo ACN 50 % e TFA 0,5
% e, essa amostra foi entdo liofilizada e solubilizada em 10 pl de 4gua deionizada.

A solugdo contendo os peptidios foi misturada com uma solugdo de 5 mg/ml a-cyano-
4-hydroxycinnamic acid em acetonitrila 50 %, trietilamina 0,025 % (v/v), em varias
proporgdes proteina: matriz (1:1; 1:5; 1:10; e 1:20) e aproximadamente 0,5 uLL da solugdo foi
aplicada sobre os slides de aco inox para analise no MALDI. A calibragdo no modo reflectron,
foi conduzida usando (ile’)-angiotensin III acetate salt ¢ ACTH (fragment 18-39). Os dados
foram analisados pelo software Ettan MALDI-ToF Pro.

O sequenciamento de fragmentos peptidicos de citocromo ¢, quimicamente
modificado com DEPC, para identificagdo dos residuos de aminoacidos carbetoxilados foi
realizado pela reagdo de CAF (Chemically assisted fragmentation) usando o kit de
sequenciamento Ettan™ CAF™ MALDI (Amersham Biosciences). Esse método visa
introduzir uma carga negativa no peptideo via um grupo acido sulfénico que, de modo eficaz ,
modifica a regido n-terminal do peptideo criando uma tnica série de ions carregados ao
dobro. Melhorando assim a resolucdo do espectro PSD (post-source decay) resultante
simplificando a interpretagdo da Uinica série de ions presente e estes dados podem ser entdo
interpretados pelo programa Ettan para prever a seqiiéncia da proteina.

O preparo da amostra para a analise de sequenciamento seguiu o protocolo descrito no
manual Ettan CAF MALDI Sequencing Kit. Apos a liofilizacdo da amostra de cit ¢ digerida
por tripsina, aliquota de 5 pl solubilizada em TFA 0,1 % atravessou cerca de 5 vezes em pZT

(ponteira contendo a resina C;g Zip Tip, Millipore Corp.), pré-lavada com ACN 50 %, TFA
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0,5 % e pré-equilibrada com TFA 0,1 % cerca de 5 vezes. A nZT, contendo os fragmentos
peptidicos de cit ¢ foi lavada com 10 pl da solugdo de modificador de lisina e mantida esta
mesma solu¢do por overnight. Apds a incubagdo, a solugdo de modificador de lisina foi
descartada, a pZT lavada com agua deionizada e entdo foi lavada com uma solucdo de
reagente de CAF cerca de 10 vezes e depois incubada por 3 minutos com essa solu¢do. A nZT
foi lavada com a mesma solugdo contendo 1 pl da solu¢dao de parada, depois lavada com
solucdo TFA 0,1 % ¢ a amostra foi eluida em ACN 80 %, TFA 0,5 %. A amosta foi liofilizada
e solubilizada em 10 ul de dgua deionizada. A solug¢do contendo os peptidios foi misturada

com uma solu¢do de 5 mg/ml a-cyano-4-hydroxycinnamic acid em acetonitrila 50 %, TFA

0,5 %.

3.3.13. Medidas de Ressonincia Plasménica de Superficie (SPR — Surface

Plasmon Resonance)

O instrumento conta com um modulo central constituido de uma cela de SPR
adquirida da Texas Instrument, que possui um diodo como fonte de excitagdo em 840 nm para
excitar uma superficie de ouro de espessura ~ 50 nm. O sistema estd acoplado com um
software de controle e aquisi¢ao de dados. As solugdes e amostras foram injetadas por uma

bomba peristaltica (modelo Tris, Isco) usando um fluxo aproximado de 2,7 cm® min™.
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3.3.13.1 Preparo da monocamada lipidica

A superficie de ouro foi lavada com 4acido nitrico concentrado (por cerca de 30
segundos) e enxaguado com agua MiliQ. Entdo incubada overnight com solugdo de tiol
(0,0077 gramas Octadodecanotiol - SIGMA + 9 ml etanol PA, concentracdo final de 2,5 mM).
Apo6s encubacio, a superficie foi lavada com etanol PA (cerca de 70 ml), 4gua MiliQ (cerca
de 120 ml) e o tampdo necessario para o experimento.

Por ultimo, a superficie foi incubada com a solugdo de lipossomos (concentragao final
de 2 mM, pH 7,4 em presenga de NaCl 150 mM) por cerca de 2 horas. Depois, lavada com o
mesmo tampao sem NaCl.

Nessas medidas de SPR, um sensor de SPR consiste de um substrato optico
transparente coberto por um fino filme de ouro. Freqiientemente, o metal (ouro, no caso) ¢
coberto com algo a mais o qual ird interagir com a particula a ser estudada, como por
exemplo, o dodecanotiol. A luz que atravessa o substrato e reflete na interface entre o
substrato € o meio a ser analisado gera um angulo incidente ou faixa de intensidade de luz
refletida especularmente. Para certos comprimentos de onda e angulos de incidéncia, parte da
energia incidente vai gerar uma onda plasmoénica de superficie que ird atravessar ao longo da
interface entre a camada de ouro e a solugdo a ser analisada (Figura 14). A perda dessa
energia ¢ observada como uma leve atenuacao da refletividade, conhecida como efeito de
ressonancia plasmonica de superficie. Os angulos e comprimentos de onda em que isto ocorre
variam extremamente e sensivelmente com o indice de refracao (RI), ou também denominado
de constante de complexo dielétrico do meio em contato com a superficie de metal do sensor

de SPR (JUNG et al., 1998).




79

— Dodecanotiol

Monocamada
% % lipidica
H

H A -
Ressonancia da
\ superficie plasmdénica

Superficie de ouro

Citocromo ¢

Monocamada
lipidica

A

W@

—_—

it

Wy

._’P Citocromo ¢

Monocamada
lipidica

Figura 14. Diagrama esquematico do funcionamento da interface de um espectrometro de SPR. (A)
Superficie de ouro do sensor coberta por uma monocamada de dodecanotiol e uma de fosfolipideo. A luz incide
nesta superficie formando um angulo de minima reflectividade (0) e parte da energia forma a ressondncia
plasmonica de superficie. (B) Apos a inje¢do de citocromo. (C) Apos lavagem com tampao.
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As figuras 14 e 15 ilustram o funcionamento de um sensor de SPR, a interacdo de
citocromo ¢ com a monocamada lipidica quando a amostra ¢ injetada (Figura 14 B), lavagem

dessa superficie com tampao (Figura 14 C) ¢ lavagem com tampao de alta forca iOnica

(Figura 15).

c Ch
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Figura 15. Esquema demonstrando a lavagem da superficie contendo a monocamada lipidica para
remoc¢ao de citocromo C por meio da alta forca ionica.

3.3.14. Medidas de Differential Scanning Calorimetry (DSC)

As medidas de DSC foram efetuadas no VP-Differential Scanning Calorimetry (VP-
DSC, Microcal, Northampton, MA). Concentragdo final de proteina foi de 100 uM e lipidio
total 13,32 mM, preparados pelo extrusor com membrana de poro de 100 nm (razdo
lipidio/proteina = 133,2). Antes de iniciar as medidas, as amostras foram deaeradas, com a
encubacgdo em baixa pressao sob agitacdo, por cerca de 30 minutos a 25°C, em ordem para

evitar a formacao de bolhas de ar durante as medidas.
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4. RESULTADOS

A caracterizacdo de um novo sitio na estrutura de citocromo c¢ para interagdo com
membrana mitocondrial interna foi feita por meio de estudos com sistemas modelo de

membrana, vesiculas PCPECL, e por meio de mitoplastos depletados de citocromo c.

4.1. Sistemas modelo: vesiculas de PCPECL E PCPEPG

4.1.1. Efeito de pH na instabilidade coloidal de vesiculas
fosfatidilcolina/  fosfatidiletanolamina/  cardiolipina (PCPECL) e
fosfatidilcolina/  fosfatidiletanolamina/  fosfatidilglicerol (PCPEPG)

promovido pelo citocromo ¢

O efeito de pH na interagao de citocromo ¢ com vesiculas que mimetizam a membrana
interna da mitocondria (PCPECL) foi monitorado por espectroscopia de UV-visivel,
espectrofluorimetria e espalhamento de luz.

A Figura 16 mostra o aumento de turbidez, em funcao de pH, promovido pela
interacdo de citocromo ¢ nativo (Fe’") com vesiculas de PCPECL, na propor¢do 50: 30: 20
mol %. O aumento de turbidez foi acompanhado em 480 nm, por ser um comprimento de
onda que ndo apresenta contribuicdo espectral significativa da proteina, permitindo assim
analisar somente a turbidez do meio na faixa de pH de 7,4 a 6,2. A faixa de pH para estudo
(7,4 - 6,2) foi escolhida por corresponder aquela normalmente encontrada no espago entre
membranas em diferentes condicdes, tais como respiracdo (estado acoplado da mitocondria)

ou, na presenca de inibidores da cadeia respiratdria ou agentes desacopladores de mitocondria
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(NICHOLLS, FEGUSON, 1992; ERNSTER, 1992). Como controle, foi observado o aumento
de turbidez em funcao de pH das vesiculas PCPECL e PCPEPG, na auséncia de proteina, na
faixa de pH de 2,5 a 8,0 (Figura 17).
Na Figura 17, a analise da curva de turbidez em fun¢do de pH, na presenca de cit c,
revela duas fases de transi¢do dependentes de pH. A primeira ocorre por volta de pH 3,0, o
que indica que a estrutura do cit ¢ nativo ¢ crucial para a indu¢do de fusdo de vesiculas, pois
abaixo desse pH ocorre a desnaturacdo da proteina (MYER, SATURNO, 1990; ELOVE,
RODER, BHUYAN, 1994), ocorrendo a perda da sexta coordenagdo do ferro hemico com a
Met80, abertura do espago que envolve o grupo heme. A segunda transi¢do ocorre em pH
6,95 + 0,08 em presenga de vesiculas de PCPECL e, pH 7,19 + 0,01 para vesiculas de
PCPEPG. Os valores de pK, foram obtidos por ajuste de regressao nao linear pela (Eq. 5, no

item Métodos) dos dados de turbidez na faixa de pH 6,0 a 8,0.
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Figura 16. Efeito do pH na fusido de lipossomos PCPECL na presenca de citocromo C Fe** monitorado
pelo espectrofotometro UV-vis. Experimentos feitos nas seguintes condi¢des: HEPES 10 mM, 30° C, cit ¢ 4
uM, lipossomos de PCPECL 0,25 mM, na proporgdo 50/30/20 mol %. (a) lipossomos na auséncia de cit c em pH
6,2 e na presenga em pH 7,4 (b); 7,2 (¢); 7,0 (d); 6,8 (e); 6,6 (f); 6,4 (g) e 6,2 (h).
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Figura 17. Efeito do pH na fusdo de lipossomos PCPECL e PCPEPG na presenca e auséncia de citocromo
¢, monitorado pelo espectrofotometro UV-vis. Experimentos feitos nas seguintes condi¢des: HEPES 10 mM,
30° C, cit ¢ 4 uM, lipossomos de PCPEPG ou PCPECL 0,25 mM, na propor¢ao 50/30/20 mol %. Lipossomos
PCPECL (circulos abertos) e PCPEPG (tridingulos abertos) na auséncia de proteina. Lipossomos PCPECL
(circulos fechados) e PCPEPG (tridingulos fechados) na presenga de cit ¢, apds 582 segundos.

O aumento de turbidez em fun¢do de pH promovida por cit ¢ decorre do aumento de
tamanho das vesiculas. A Tabela 6 compara do didmetro das vesiculas de PCPECL na
presenca e¢ na auséncia de cit ¢ obtido por espectroscopia de espalhamento de luz. O
decréscimo de pH, na auséncia da proteina, leva a uma pequena mudanga no didmetro das
vesiculas (de 61 nm para 76 nm), entretanto, na presenca de cit ¢, o decréscimo de pH leva a

um aumento drastico no tamanho do didmetro das vesiculas (de 54 nm para 1030 nm).
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Tabela 6. Efeito de pH no tamanho de lipossomos de PCPECL na presenga e auséncia de
citocromo ¢ monitorado pelo Zeta Plus

Condig¢des experimentais pH 7,4 pH 6,8 pH 6,2
PCPECL 61,1lnm £0,3  69,9nm 0,2 76,2nm £1,0
PCPECL +citc 54,0nm £0,4 104,0nm 2,5 1030,4nm £17,8

Experimentos feitos nas seguintes condi¢des: HEPES 10 mM, 25° C, cit ¢, quando presente, 4 uM, lipossomos
PCPECL 0,25 mM, na proporg¢ao 50/30/20 mol %.

4.1.2. Determinacio da causa do aumento da turbidez em funcao de

pH promovido por cit C

Os resultados de aumento de turbidez induzido por cit ¢, monitorados por meio de
espectrofotometro, indicam a ocorréncia de instabilidade coloidal decorrente de fusdo ou
formacgao de agregados de vesiculas fosfolipidicas. Para determinagdo da causa do aumento de
turbidez em vesiculas de PCPECL, promovido por cit ¢, 0 aumento do tamanho médio das
vesiculas foi comparado com a queda da razdo excimero/monomero (E/M) nestas vesiculas

contendo fosfolipideo marcado 2-(10-(1-pyrene)decanoyl)phosphatidylcholine (PPDPC).

Nos experimentos controle, vesiculas de PCPECL contendo 7 mol % de PPDPC foram
misturadas a um excesso de 10 vezes de vesiculas de PCPECL sem o lipideo marcado. Apos
incubacdo de 2 horas a 30° C em HEPES 10 mM, tanto em pH 7,4 quanto em 6,2, a razao
E/M ndo foi afetada (dado ndo mostrado). A adig¢do de cit ¢ a estas vesiculas marcadas gerou
uma queda da razdo E/M de 0,25 para 0,13 apos 440 segundos de incubagdo em pH 6,2
(Figura 18). Em pH 7.4 na presenca de cit ¢, a razdo E/M manteve-se constante em fun¢do do

tempo e proximo a 0,25.
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Figura 18. Espetros de emissiao de fluorescéncia de lipossomos PCPPDPCPECL associados a citocromo C.
Lipossomos PCPECL contendo 7 mol % PPDPC associados a cit ¢ em pH 7,4 ¢ 6,2. (A) Linha fina cheia:
lipossomos associados com cit ¢ no tempo zero; linha pontinhada: lipossomos associados com cit ¢ apds 440s.
(B) Monitoracdo da razdo E/M versus tempo.Experimentos feitos com lipossomos de PCPPDPCPECL 50 uM,
na proporg¢ao 43/7/30/20 mol %, (vesiculas de PCPPDPCPECL: PCPECL = 1: 10), incubadas a 30°C em tampao
HEPES 10 mM, cit ¢ 0,9 uM.
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4.1.3. Identificacdo de grupos ionizaveis especificos com pK; ~ 7,0

O efeito de pH na associacao de cit ¢ com fosfolipidios acidicos tinha sido descrito na
literatura (RYTOMAA, KINNUNEN, 1995; TUOMINEN et al, 2002; RYTOMAA,
MUSTONEN, KINNUNEN, 1992). Dois sitios de interagao de cit ¢ com bicamadas lipidicas
foram identificados e denominados como: sitio A, que interage eletrostaticamente com a
cabeca desprotonada de fosfolipidios acidicos e, o sitio C, que interage com a cabeca
protonada do fosfolipidio acidico via pontes de hidrogénio. Quando ligado ao fosfolipidio
acidico via sitio C, a interagdo de cit ¢ com membrana ndo ¢ influenciada pelo aumento da
forga i6nica do meio. A associagdo de cit ¢ com fosfolipidios acidicos via sitio C ¢ favorecida
em valores acidos de pH. Entretanto, na faixa de 8-29 mol % de CL em vesiculas PCCL, os
valores de pK, para a cardiolipina foram descritos entre 4,0 a 5,5, e resultados similares foram
obtidos com vesiculas contendo fosfatidilglicerol (PG) no lugar de CL (RYTOMAA,
KINNUNEN, 1995). Assim, em nossas condi¢gdes experimentais, com o conteido maximo de
cardiolipina 20 mol %, o pK, da CL ndo poderia estar acima de 5,0 e o protonamento da
cardiolipina nao poderia ser relacionado ao pK, observado para a fusao das vesiculas.

Para excluir a possibilidade de que o valor de pK, 6,95 (Figura 19) seja
correspondente a ionizagdo da cabega polar de fosfolipidios, foram realizados experimentos
para determinar a carga liquida da superficie das vesiculas ou seja, seu potencial zeta (()
(dado nao mostrado). Caso o valor de pK, obtido fosse devido a ionizacdo da cabeca de
fosfolipidios, o potencial zeta ({) das vesiculas de PCPECL deveriam variar
significativamente na faixa de 6,2 a 7,4. Contudo, em nossos experimentos, ndo houve
variagdo significativa nos valores de potencial { de lipossomos na auséncia de cit ¢, nesta
faixa de pH, mantendo-se o potencial zeta constante e proximo a -100 mV, devido a presenga

de fosfolipidios acidicos. Na presenca de cit ¢, o potencial { manteve-se constante porém
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proximo a -50 mV na mesma faixa de pH, indicando que a proteina estd eletrostaticamente
ligado nas vesiculas, uma vez que o cit ¢ apresenta uma carga liquida positiva em pH neutro
(KOPPENOL, MARGOLIASH, 1982; RYTOMAA, MUSTONEN, KINNUNEN, 1992).

A especificidade de cit ¢ para induzir o processo de fusdo de lipossomos dependente
de pH e foi demonstrada por meio da comparagdo entre a capacidade de uma outra proteina
basica, protamina (SANDERS, GROPPI, BROWNING, 1980) e uma proteina 4acida,
albumina, de promover a fusdo de vesiculas de PCPECL em fung¢do de pH. Protamina exibiu a
mesma eficiéncia para promover instabilidade coloidal em vesiculas de PCPECL, tanto em
pH 7,4 quanto em 6,2, ou seja, de maneira independente de pH, enquanto que a albumina nao
induziu a fusdo de lipossomos nesses valores de pH, como mostra a Figura 19. Sendo assim,

somente cit ¢ promoveu fusao de vesiculas de PCPECL de forma dependente de pH.

0,8-
b
= 064
5 C
X
= 0,4
N
(]
o
o)
5 0,24
|_
d
0,04
e f

0 100 200 300 400 500 600

Tempo (s)

Figura 19. Capacidade de citocromo C, protamina e albumina de induzir fusio de vesiculas de PCPECL.
Experimentos foram feitos a 30°C, na presenca de vesiculas de PCPECL 0,25 mM, na proporg¢do 50/30/20 mol
%, 4 UM das seguintes proteinas: (a) cit ¢, em pH 6,2, (b) protamina, pH 7,4, (¢) protamina, pH 6,2, (d) cit ¢, pH
7,4, (e) albumina pH 7,4 e (f) em pH 6,2.
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Dados de nosso laboratorio tém demonstrado que a associagdo de citocromo ¢ com
interfaces carregadas negativamente também ¢ modulado pelo estado de valéncia do ferro
heminico (NANTES et al., 2001). Contudo, o processo de fusdo de vesiculas observado em
nossos experimentos ndo depende do estado de oxidagdo do ferro heminico, como mostra a
Figura 20, em que foram realizados experimentos utilizando citocromo ¢ Fe** e citocromo ¢
Zn-substituido em valores de pH 7,4 ¢ 6,2. Ambas as formas de citocromo ¢ acima citadas

tiveram o mesmo efeito de cit ¢ Fe’ na presenca de vesiculas de PCPECL.

0,7
0,6+
0,54
E 044
o J
[e]
N 0,31
0 |
M
< 0,24
0 1_. L @ *—O-
] L —i i — —il— -
0,0 T T T T T T v T v T v
0 100 200 300 400 500 600
Tempo (s)

Figura 20. Efeito do pH na fusio de lipossomos PCPECL na presenca de citocromo ¢ reduzido (Fe’") e Zn-
substituido monitorado pelo espectrofotometro UV-vis. Experimentos feitos nas seguintes condi¢cdes: HEPES
10 mM pH 7,4 (simbolo fechado) e 6,2 (simbolo aberto), 30° C, lipossomos de PCPECL 0,25 mM, na proporg¢éo
50/30/20 mol %, em presenca de citocromo ¢ Fe** (quadrados) e Zn-substituido (circulos) 4 pM.

Considerando a possibilidade de que o pK, = 6,9, observado na Figura 17, possa ser
atribuida a residuos de aminoécidos da proteina, o grupo imidazol de residuos de histidinas
seria o provavel grupo ionizavel, devido ao fato de possuir um pK, intrinseco de 6,04.

Contudo, agrupamentos de residuos de lisina, onde ocorre proximidade de grupos carregados
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positivamente, poderiam levar a um decréscimo significativo no valor de pK, destes grupos.
Dessa forma, uma analise da estrutura de cit ¢ revelou que, em uma regido situada no lado

oposto aos sitios A e C, encontra-se um agrupamento de residuos carregados positivamente

composto por Lys22, Lys25, Lys27, His26 e His33 (Figura 21).

Sitio A

Sitio L

Figura 21. Representacio da estrutura tridimensional de citocromo C (cavalo) em solu¢io aquosa. A
estrutura tridimensional foi elaborada pelo programa Swiss-PDB Viewer. A seta indica o agrupamento de
residuos carregados positivamente posicionados de modo confluentes, localizado no lado oposto aos sitios A e C.

Nesta regido, as cadeias laterais dos residuos de lisina estdo em posi¢ao confluente, o
que favorece o decréscimo no valor de pK, de suas cadeias laterais. Assim, esta regido poderia
ser um provavel sitio de interacdo com fosfolipidios acidicos em pH 6,2 e ndo em pH 7,4, pois
em pH 7,4 estes residuos estariam no estado desprotonado (ndo carregado). Ao contrario, as
cadeias laterais dos residuos de Lys72 e Lys73 do sitio A estdo em posi¢do divergente, o que

sugere um valor de pK, alto para estas cadeias laterais. Para confirmar esta proposta,
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dietilpirocarbonato (DEPC) foi utilizado para promover modificacdo quimica dos

aminoacidos de citocromo ¢ que apresentassem imidazol ou amino grupos desprotonados em

pH 7.,4.

4.1.4. Modificacdo quimica em residuos de aminoacido especificos de

citocromo C por dietilpirocarbonato - DEPC

As andlises de espectroscopia de massa pelo MALDI-ToF de citocromo c
carbetoxilado por DEPC revelaram que o tratamento de citocromo ¢ nas razdes proteina/
DEPC de 1:1, 1:2, 1:3 e 1:4 levaram a modificacdo de um, dois, trés e quatro residuos de
aminodcidos, respectivamente (Figura 22 A mostra os valores da massa molecular de
citocromo ¢ de cavalo nativo, 12.384 na sua forma ionizada [M + H]" e 6.174 na forma [M +
2H]*" obtidas pelo MALDI-ToF). As Figura 22 B, C, D ¢ E mostram o espectro de massa de
citocromo c tratado com dietilpirocarbonato (DEPC) nas razdes proteina/modificador 1:1, 1:2,
1:3 e 1:4, respectivamente. Considerando que a modificacdo quimica de cada cadeia lateral
por DEPC leva a um acréscimo de massa de 72,06 Da (QIN et al., 2002), podemos quantificar

o numero de residuos de aminoacidos modificados de acordo com a Tabela 7.
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Figura 22. Espetros de massa (MALDI-ToF) de citocromo C nativo e apos tratamento com DEPC. Cit ¢
nativo (A) e tratado com DEPC nas seguintes razdes DEPC/proteina: 1 (B), 2 (C), 3 (D) e 4 (E) em HEPES 5
mM pH 7,4, a 5°C e dialiasado. As amostras foram misturadas em volume igual de solugdo saturada (10 mg/ml)
de sinapinic acid (SA) em acetonitrila 50 % e acido trifluoracético 0,5 %, e aproximadamente 0,5 pulL dessa
mistura foi aplicada sobre os slides de ago inox para analise no MALDI.
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Tabela 7: Massa previstas de citocromo ¢ carbetoxilado por DEPC

m/z
1 m (1-mono-carbetoxilagio) 12.456 Da
2 m (2-mono-carbetoxilacdo) 12.528 Da
3 m (3-mono-carbetoxilagao) 12.600 Da
4 m (4-mono-carbetoxilagao) 12.672 Da
5 m (5-mono-carbetoxilacdo) 12.744 Da
6 m (6-mono-carbetoxilagdo) 12.816 Da
7 m (7-mono-carbetoxilacao) 12.888 Da

Constatada a modificacdo de citocromo ¢ por DEPC, a fusao de vesiculas de PCPECL
foi acompanhada na presenga de citocromo c¢ nativo e tratado com DEPC nas razdes
proteina/modificador 1:1, 1:2, 1:3 e 1:4, de modo a avaliar o nimero minimo de residuos que

precisam ser modificados para que a fusdo de vesiculas ndo mais ocorra (Figura 23).
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Figura 23. Efeito de citocromo ¢ modificado pelo DEPC na inducio de fusdo de lipossomos PCPECL.
Lipossomos PCPECL na presenca de cit ¢ nativo (a) e tratado com DEPC em HEPES 5 mM pH 7,4, nas razdes
proteina/modificador 1:1 (b), 1:2 (¢), 1:3 (d) e 1:4 (e). Experiment os feitos nas seguintes condi¢cdes: HEPES 10
mM pH 6,2, 30° C, citocromo ¢ 4 uM, lipossomos PCPECL 0,25 mM - na proporg¢io 50/30/20 mol %.
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O efeito de pH no tratamento de citocromo ¢ com DEPC também foi estudado. A
Figura 24 (painel da esquerda) mostra o efeito protetor do pH durante o tratamento de cit ¢
com excesso molar de 3 vezes DEPC. Apo6s o tratamento com DEPC, a amostra de cit ¢ foi
dializada e entdo, foi verificada sua capacidade de induzir fusdo de vesiculas de PCPECL. A
fusdo foi determinada de acordo com o aumento de turbidez em 480 nm, apds 10 minutos de
incubacdo de cit ¢ tratado com DEPC na presenga de lipossomos em pH 6,2. Este resultado
foi comparado com a curva de pH para a fusdo de vesiculas de PCPECL promovida pelo
citocromo ¢ nativo na mesma faixa de pH (circulos fechados). A Figura 24 também
demonstra que os pronunciados efeitos de pH na alteragdo de turbidez induzida pelo cit ¢
contrastam significativamente com a completa auséncia de efeito de pH quando citocromo ¢
N-acetilado foi utilizado para promover a fusdo de vesiculas (tridngulos fechados). O valor de
pK, = 6,75 +/- 0,07 obtido para o efeito de pH no tratamento de cit ¢ com DEPC na proporg¢ao
1:3 (circulos abertos) na presenga de vesiculas de PCPECL em pH 6,2, foi préximo ao valor
de pK, (6,95 +/- 0,08) obtido para a fusdo de vesiculas PCEPCL promovida pelo cit ¢ nativo.
Esses resultados sugerem que, ao contrario da N-acetilagdo que bloqueia todos os residuos de
lisina em cit ¢, a carbetoxilagdo de cit ¢ bloqueou apenas os grupos ionizaveis com pK, por
volta de 6,9 que estdo envolvidos na interacdo com bicamadas lipidicas e responsaveis pelo

processo de fusdo de lipossomos.
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Figura 24. Efeito da carbetoxilacio e N-acetilacdo na capacidade de cit ¢ de induzir fusiio de vesiculas de
PCPECL. O painel da esquerda mostra o efeito protetor do pH durante o tratamento de cit c com DEPC. Apos o
tratamento com DEPC, a amostra de cit ¢ foi dializada e entdo, foi verificada sua capacidade de induzir fusdo de
vesiculas de PCPECL. A fusdo foi determinada de acordo com o aumento de turbidez em 480 nm, apds 10
minutos de incubagdo de cit ¢ tratado com DEPC na presenga de lipossomos em pH 6,2. O painel da direita
mostra o efeito de pH na turbidez do meio contendo vesiculas de PCPECL incubadas com cit ¢ nativo (circulos
fechados) e N-acetilado (tridngulos fechados) por 10 min. Os experimentos foram feitos a 30° C, na presenca de
vesiculas de PCPECL 0,25 mM, na propor¢do 50/30/20 mol %, e 4 uM de cit ¢ nativo ou quimicamente
modificado.

As andlises de espectroscopia de massa de MALDI-ToF dos fragmentos obtidos da
digestdo com tripsina de citocromo ¢, modificado com excesso molar de 3 vezes DEPC,
tratado em pH 7,4, revelaram modificagdes nos framentos 26-38, 80-87 e 14-22 (Tabela 8).
Nesta tabela, o fragmento peptidico 80-87 (marcado com um asterisco) exibe uma massa
compativel com mono-carbetoxilagdo e a modificacdo apontada para a Lys87, pois o
fragmento peptidico 80-86 ndo apresentou nenhuma modificagdao. O fragmento peptidico 14-
22 (marcado com um asterisco) também exibe uma massa compativel com mono-
carbetoxilagdo. Este fragmento inclui dois residuos de aminoacidos que poderiam ser
modificados por DEPC: His18 e Lys22. Entretanto, His18 encontra-se inserida no interior da

proteina e ainda, His18 ¢ um ligante do atomo de ferro do grupo heme na quinta posi¢do de




95
coordenacao. Consequentemente, qualquer modificagao quimica nesta histidina iria promover
uma drastica alteracdo no espectro de UV-visivel de cit ¢, o que ndo ocorreu. Os espectros de
UV-visivel de cit ¢ nativo e modificado com DEPC sdo idénticos (dados ndo mostrados),
revelando que a His18 ndo foi modificada e, DEPC provavelmente ndo altera a estrutura de cit
¢ de modo significativo, ndo sendo detectavel pelos espectros. Na Tabela 8, o fragemento
peptidico 26-38 (marcado com um asterisco) também exibe uma massa compativel com
mono-carbetoxilacdo. Este fragmento contém dois residuos de histidinas: His26 e His33.
Entretanto, este fragmento foi seqiienciado via kit de sequenciamento Ettan™™ CAF™
MALDI e a carbetoxilagdo foi localizada na Lys27. Portanto, Lys22, Lys27 e Lys87 devem
ser os residuos de aminoacidos predominantemente modificados quando cit ¢ foi tratado com
excesso molar de 3 vezes DEPC. O residuo de His33 carbetoxilado foi detectado somente em
amostras tratadas com excesso molar de 5 vezes DEPC. A carbetoxilagdo de His33 foi
encontrada no fragmento que compreende os residuos de aminodcidos 28-38
(TGPNLHGLFG), Tabela 8. Este fragmento exibe um peso molecular de 1240,5,
correspondendo a adigdo de massa de 72 unidades a massa de 1168,5.

A digestdo com tripsina de cit ¢ tratado com excesso molar de 6 vezes DEPC revelou
modificagdes também nos fragmentos 39-53 e 56-72. Neste caso, modificagdes em Lys 39,
53, 60 e 72 s3o possiveis. Quando excesso molar de DEPC era acima de 6, framentos
contendo duas modificacdes concomitantes foram também detectadas. Sob essas condigoes,
fragmentos contendo simultaneamente Lys27 e His33 carbetoxiladas e fragmentos contendo
simultaneamente Lys79 e Lys86 foram detectados (dados ndo mostrados).

A identificacdo do nimero e dos residuos de aminoacidos carbetoxilados na estrutura
de citocromo ¢, envolvidas nesse processo de fusdo, foi feita por MALDI-ToF. Analises de
espectroscopia de massa, por MALDI-ToF, de citocromo modificado pelo DEPC em pH 7,4,

em diferentes razoes DEPC/cit ¢, de 1 a 100, revelaram que no maximo 12 residuos de
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aminoacidos de citocromo ¢ puderam ser modificados por DEPC nestas condi¢gdes (Figura
25, circulos abertos).

A digestdo triptica dessas amostras identificou, no mdximo 11 aminoécidos
carbetoxilados (Figura 25, circulos fechados). Os aminoacidos carbetoxilados identificados
pela digestdo triptica foram os seguintes: Lys22, Lys27 e Lys87 na razdao DEPC/cit ¢ = 3;
Lys22, Lys27, His33 e Lys87 onde a razao DEPC/cit ¢ = 5; Lys22, Lys27, His33, Lys87,
Lys39 e/ou 53, Lys60 e/ou 72 na razdo DEPC/cit ¢ = 6; Lys22, Lys27, His33, Lys87, Lys39
e/ou 53, Lys60 e/ou 72, Lys79 e 86 onde a razdo DEPC/cit ¢ = 9; Lys22, Lys27, His33,

Lys87, Lys39 e/ou 53 e/ou 55, Lys60 e/ou 72, Lys79 e 86 na razao DEPC/cit ¢ = 50 (Figura

25 e Tabela 8).
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Figura 25. Efeito da razdo DEPC/cit c no nimero de aminoacidos carbetoxilados. Efeito da razdo DEPC/cit
¢ no numero de residuos de aminoacidos carbetoxilados. Circulos abertos representam o niimero maximo de
aminoacidos modificados detectados na amostra; circulos fechados representam o numero maximo de residuos
de aminoacidos carbetoxilados identificados nos fragmentos tripticos das amostras.
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Figura 26. Efeito da razio DEPC/cit C na ligacio de lipossomos PCPECL e na porcentagem correpondente
de inibicdo de fusdo de vesiculas detectada apés a adiciio de cit C nativo ou carbetoxilado. A ligacédo de cit ¢
em lipossomos PCPECL foi monitorada pela porcentagem de fluorescéncia residual (em 398 nm) do grupo
pireno de lipossomos PCPECL marcados (em tridngulo) e a porcentagem correspondente de inibigao de fusdo de
vesiculas detectadas apds a adigdo de cit ¢ nativo ou carbetoxilado. O aumento de fluorescéncia residual indica o
desfavorecimento da interagdo cit ¢ com vesiculas PCPECL.

Todas as amostras de cit ¢ foram testadas com relagdo a sua habilidade de interagir
com fosfolipidios acidicos, por meio da supressao de fluorescéncia do grupo pireno, e induzir
fusdo de vesiculas em pH 6,2, por meio da queda da razdo excimero/mondmero de
fluorecéncia do grupo pireno. A Figura 26 mostra o efeito do namero da carbetoxilacdo em
cit ¢ no desfavorecimento da fusdo de vesiculas (barras abertas) e na habilidade da proteina
em ligar a vesiculas de PCPECL (triangulos fechados). Para as razdoes DEPC/cit ¢ 1, 2; 3 e 4,
a porcentagem de inibi¢do de fusdo foi de 2,5 %, 12 %, 92 % e 100 %, respectivamente
(barras abertas). Embora cit ¢ tratado com DEPC na razao proteina/modificador de 1: 3 nao
foi capaz de promover a fusdo de vesiculas de modo significativo em pH 6,2, ele ainda ¢
capaz de ligar em fosfolipidios acidicos, como averiguado pela baixa porcentagem de
fluorescéncia residual do grupo pireno (Figura 26, triangulos fechados). Como esperado,

quando modificacdes foram detectadas nos fragmentos contendo Lys72, a capacidade dessa
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amostra em ligar a vesiculas PCPECL foi significativamente menor. Este resultado sugere que
a populacdo significativa de moléculas de cit ¢ que exibe a Lys72 carbetoxilada foi
encontrada somente em amostras tratadas com excesso molar de DEPC acima de 5.

Como esperado, quando modificagdes nos fragmentos contendo Lys72 eram
detectadas, a capacidade de ligagdo em vesiculas de PCPECL foi significativamente
diminuida. Esse resultado sugere que uma populacao significativa de moléculas de cit ¢ exibe
a Lys72 carbetoxilada somente em amostras tratadas com excesso molar de DEPC de 5 vezes.
Embora medidas de MALDI-ToF ndo sejam quantitativas, esses resultados presentes na
Figura 25 mostraram que, neste caso, a detec¢do pelo MALDI-ToF de residuos modificados
foi correlacionadas com a quantidade da populacdo com tais residuos modificados na amostra.
De acordo com analises de espectrometria de massa MALDI-ToF, cit ¢ tratado com excesso
molar de 3 vezes DEPC, a condi¢do que inibe significativamente a capacidade de fusdo de
vesiculas de PCPECL, exibe predominantemente uma populacdo contendo trés residuos de
aminoacidos carbetoxilados e apresenta, populagdes com no maximo de 5 a 6 modificagdes
(Figura 22). Entretanto, como mostrado, andlises de espectrometria de massa MALDI-ToF de
fragmentos obtidos da digestdo de cit ¢ (tratado com DEPC na razdo DEPC/cit ¢ 3) com
tripsina pode identificar somente trés residuos de aminoacidos: Lys22, Lys27 e Lys87
(Tabela 8). Além disso, citocromo ¢ foi modificado quimicamente em uma condi¢do que
permitisse obter uma amostra mais homogénea. A Figura 27 A mostra que o tratamento de cit
¢ com excesso molar de 15 vezes DEPC em pH 5,25 inibiu a fusdo de vesiculas por cerca de
85 %. Analises de MALDI-ToF desta amostra revelaram dois picos principais (cerca de 85 %

da area) exibindo uma e duas modificacdes (Figura 27 B).
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Figura 27. (A) Efeito da carbetoxilacido de cit C na promocéao de turbidez do meio contendo vesiculas de
PCPECL. Experimentos feitos: HEPES 10 mM pH 6,2, 30° C, lipossomos PCPECL 0,25 mM - na proporg¢ao
50/30/20 mol %. citocromo ¢ 4 pM nativo (linha fina) ou tratado com excesso molar de 15 vezes DEPC em
tampdo acetato pH 5,25 (linha grossa). (B) Anélise de MALDI-ToF de cit c carbetoxilado. O cit ¢ foi reagido
com excesso molar de 15 vezes DEPC em tampao acetato 10 mM, pH 5,25, em temperatura ambiente por 2
minutos.

A digestao triptica desta amostra revelou modificagdes nos residuos Lys27 e/ou His26
e His33 (Tabela 8). Os resultados obtidos com o tratamento de cit ¢ com excesso molar de 3

vezes DEPC, em pH 7,4, e com 15 vezes excesso molar, em pH 5,25, estdo de acordo com a
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proposi¢ao de que ha uma regido na estrutura de cit ¢ localizada no lado oposto ao sitio A,
denominada como sitio L. em que estd envolvida em promover fusdo de vesiculas em baixos
valores de pH. Considerando que o sitio L estd localizado no lado oposto ao sitio A na
estrutura de citocromo ¢ (TAKANO, DICKERSON, 1981), como mostra a Figura 28, uma
vez que o cit ¢ estd ligado eletrostaticamente a vesiculas de PCPECL de um lado, o outro sitio
esta disponivel para interagir uma outra vesicula, assim, favorecendo o processo de fusao.
Entretanto, a ocorréncia de fusdo de vesiculas ¢ favorecida pela presenga de fase hexagonal
invertida (HII). A importancia da fase hexagonal invertida ¢ evidente pelo fato de que a fusao
de vesiculas mediada por cit ¢ em pH acidico foi desfavorecida em vesiculas que nao

continham fosfatidiletanolamina.
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Tabela 8: Massa dos fragmentos peptidicos de cit ¢ nativo e modificado por DEPC detectados pelo MALDI-ToF

Rank da proteina selecionada: 1 Expectation: 0.000 Coverage: 79.8 pl: 9.7 Mass: 11.55 kDa Matched peptides: 13 Measured peptides 17.Protein  information:

gil 117963 | sp/ P00006| CYC BOVIN — Cytochrome ¢

Meas. Mass Ave/ Comp. Mass Error (m/z) Res. start Res. end M. cut Meas. Mass Peptide sequence

Native cyt ¢ Isotopic DEPC 1:3 cytc

1349.744 Mono 1349.719 0.0246 89 99 1 1350.629 TEREDLIAYLK

1632.717 Mono 1632.812 -0.0950 9 22 1 1633.637 IFVQKCAQCHTVEK
1597.770 Mono 1597.774 -0.0038 39 53 1 1598.620 KTGQAPGFSYTDANK
1167.681 Mono 1167.615 0.0661 28 38 0 1168.493 TGPNLHGLFGR
1295.748 Mono 1295.710 0.0378 28 39 1 1296.755 TGPNLHGLFGRK
1432.826 Mono 1432.769 0.0573 26 38 1 1505.682* HKTGPNLHGLFGR*
1470.667 Mono 1470.690 -0.023 40 53 0 1470.609 TGQAPGFSYTDANK
2080.155 Mono 2080.019 0.1360 56 72 1 2081.162 GITWKEETLMEYLENPK
778.275 Mono 778.441 -0.1666 80 86 0 779.282 MIFAGIK

907.370 Mono 906.536 0.834 80 87 1 979.374* MIFAGIKK*

1711.740 Mono 1711.817 -0,0761 40 55 1 1712.802 TGQAPGFTYTDANKNK
1622.791 Mono 1622.786 0.0047 61 73 1 1623.804 EETLMEYLENPKK
1091.435 Mono 1091.623 -0.1880 92 100 1 1092.602 EDLIAYLKK

1018.411 Mono 1018.450 -0.039 14 22 0 1090.335* CAQCHTVEK*

963.333 Mono 963.528 -0.1944 92 99 0 964.341 EDLIAYLK

603.218 Mono 603.338 -0.21197 56 60 0 604.301 GITWK

635.360 Mono 634.39 0.970 9 13 0 635.014 IFVQK

* Massa dos fragmentos peptidicos compativeis com mono-carbetoxilagao. Os dados foram obtidos com descrito no item Experimental.
numero do residuo ¢ baseado na seqiiéncia da proteina matura.
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Sitio L Sitio A

Figura 28. Estrutura de cit ¢ oxidado de coracdo de cavalo em meio aquoso. As setas indicam o sitio L,
formado principalmente por Lys22 e 27, e o sitio A, Lys86, 72 €73, que interagem com a bicamada lipidica de
duas vesiculas (KAWALI, et al., 2005).
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A importancia da fase hexagonal invertida (HII) na fusdao de vesiculas de PCPECL
mediada pelo cit ¢ foi reforgada pela presenga de PE insaturado de ovo em induzir o processo

de fusdo mediada pelo cit ¢ quando comparada com os resultados obtidos com PE saturada

(Figura 29).

0,8 —
] PCPE(biol6gica)CL
0,7
0,6 4 PCDPPECL

0,5+

0,4+
0,3+

Turbidez (480nm)

0,2
0,14

0,0

0 100 200 300 400 500 600
Tempo (S)

Figura 29. Aumento de turbidez na presenca de vesiculas de PCPECL contendo DPPE (linha sélida
grossa) e PE biologica (linha sélida fina) em pH 6,2 na presenca de cit c. Os experimentos foram feitos a 30°
C, HEPES 10 mM e cit ¢ nativo 4 uM.

Como previamente proposto, durante a fusdo, a conformagdo estendida de
moléculas PE poderia também ser favorecidas pelo sitio de contato entre duas vesiculas em
proximidade, levando ao estendimento das cadeias acil da molécula do fosfolipidio em
diregdes opostas, isto ¢, imersas dentro de duas bicamadas opostas enquanto a cabega polar €
mantida na interface. Assim, somente cit ¢ possui a estrutura ¢ a distribuicdo de residuos
carregados necessarios para induzir fusdo de vesiculas de PCPECL de modo regulada pela
ionizagdo dos aminoacidos do sitio L e, considerando o alto grau de conservacao na estrutura
tridimensional de cit ¢ este fendmeno é, provavelmente, correlacionado com os eventos

biologicos na mitocondria.
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4.1.5. Estudo do perfil dos valores de pK, dos aminoacidos envolvidos

nos sitios A e L. na estrutura de citocromo C

Uma vez caracterizado o sitio L de cit ¢, procuramos completar o estudo tracando o
perfil completo de pK, de citocromo c. Conforme j4 foi apresentado, o sitio L de citocromo c,
identificado na primeira etapa do projeto, compreende um agregado de residuos de
aminoacidos basicos envolvendo os residuos de lisina 22, 25 e 27 e os residuos de histidina 26
e 33. Os residuos de aminoacidos do sitio L estdo localizados no lado oposto aos sitios A e C
descritos anteriormente na literatura.

O sitio L ¢ dependente de pH para a associacdao de citocromo ¢ com membranas que
mimetizam a membrana interna mitocondrial e, o posicionamento de seus residuos ¢ um
importante fator que determina o valor de pK, dos aminoacidos que o compdem. Para
continuar a caracterizagdo da estrutura de citocromo ¢ no que concerne ao perfil dos valores
de pK, de seus aminoacidos, foi utilizada a espectroscopia de massa pelo MALDI-ToF MS de
citocromo c¢ nativo e modificado quimicamente por DEPC.

A Figura 30 mostra a quantidade de aminoacidos carbetoxilados em fun¢ao da razao
DEPC/citocromo ¢ obtido em diferentes valores de pH.

A partir do pH de tratamento de 7,5 até 11,5 o ponto de saturacdo, isto €, a razdo
DEPC/citocromo ¢ necessaria para atingir o nimero maximo de residuos modificados (Figura
30, circulos fechados) ou para atingir o nimero maximo de residuos na populacao
predominante (Figura 30, circulos abertos), variou de 40/1 a 50/1. Abaixo de pH 7,5, a
saturacao nao foi atingida nem mesmo na razao 100/1.

A Figura 31 mostra o numero de aminoacidos carbetoxilados da populacao

predominante em fun¢do do pH de tratamento com DEPC na razao 50/1.
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Figura 30. Efeito da razdo DEPC/ citocromo C no nimero de aminoacidos carbetoxilados na estrutura de
citocromo C na faixa de pH 5,5 a 11,5. Circulos fechados representam o niimero méaximo de aminoacidos
modificados por DEPC presente na amostra e, circulos abertos, nimero de aminoacidos modificados da
populagdo predominante presente na amostra. Experimentos feitos nas seguintes condi¢des: citocromo ¢ 100 pM
em tampao triplo 30 mM (4cido acético 10 mM, HEPES 10 mM e hidréxido de amoénio 10 mM) pH 5,5 (A), 6,5
B), 7,5 (), 8,5 (D), 9,5 (E), 10,5 (F) e 11,5 (G) reagido com excesso molar de DEPC 1, 3, 5, 9, 15, 25, 50 ¢
100 vezes.
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Figura 31. Efeito de pH de tratamento no niimero de aminoacidos modificados na estrutura de cit c, na
razao DEPC/cit ¢ 50/1. Experimentos feitos nas seguintes condi¢des: citocromo ¢ 100 uM em tampdo triplo 30
mM (4cido acético 10 mM, HEPES 10 mM e hidréxido de amoénio 10 mM) na faixa de pH 5,5 a 11,5, reagido
com excesso molar de DEPC 50 vezes.

A curva de pH apresentada na Figura 31 mostra um ponto de inflexdo em torno de pH
= 8,7 que ¢ proximo a transi¢ao alcalina do citocromo ¢, que ocorre no pH = 9,2 (WALLACE,
1984; OSHEROFF et al., 1980; HOANG et al., 2003). A transic¢ao alcalina de cit ¢ ¢ descrita
como uma alteragdo estrutural da proteina decorrente da substituicdo da sexta coordenagdao do
ferro heminico com a Met80 por um outro grupo, por exemplo residuo de lisina. Podemos
observar que a variagdo de pH 5,5 a 7,0 (aumento de 1,5 unidade de pH) leva um aumento de
6 residuos de aminodcidos. Portanto, esta faixa de pH deve englobar a um aumento da
modificagdo de aminoacidos do sitio L mais a Lys87 que foi identificada na digestao triptica
quando o tratamento foi feito nesta faixa de pH. Entre pH 7,0 e 10,5 (3,5 unidades de pH),

ocorre um aumento de apenas trés modificagcdes sugerindo que poucos residuos basicos de
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citocromo ¢ possuem pK, nesta faixa de pH. Entre pH 10,5 e 11,5 (1 unidade de pH) temos
aumento de trés modificagdes, indicando que nesta faixa também ocorre um desprotonamento
de um numero significativo de residuos basicos. Embora citocromo ¢ de cavalo tenha 24
residuos basicos (19 lisinas e 3 histidinas e 2 argininas), o0 nimero maximo de modificagdes
encontradas foi de 16 residuos, mas ndo podemos nos esquecer que o numero de modificagdes
depende nao s6 do pK, do grupo como de sua acessibilidade para reagir com DEPC. Também
foi testada a capacidade desses citocromo ¢ carbetoxilados, descritos na Figura 31, de ligar
em vesiculas que mimetizam a membrana mitocondrial PCPECL via sitio L. O aumento de
turbidez do meio, acompanhado em 480 nm, foi utilizado como um indicativo de que o
citocromo ¢ promovia fusdo das vesiculas, por ter a capacidade de ligar-se a duas vesiculas
via sitios A e L ao mesmo tempo em pH 6,2. A Figura 32 mostra o efeito da carbetoxilacao

de citocromo ¢ na sua capacidade em promover a fusao de vesiculas PCPECL.

_ I Razao DEPC/ cit=3
) [ Razdo DEPC/cit=5
0,4 Il Razdo DEPC/cit=9
e
S 0,34
o
N
N
)
© 0,24
2
=)
|_
< 0,1
OIO_ T T
4 5 6

pH de tratamento com DEPC

Figura 32. Capacidade de citocromo C carbetoxilado em promover fusio de vesiculas PCPECL.
Experimentos foram feitos a 30°C, na presenca de vesiculas de PCPECL 0,25 mM, na proporg¢do 50/30/20 mol
%, em HEPES 10mM pH 6,2, citocromo ¢ 4 uM, apds incubado por 600 segundos.
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O citocromo ¢ tratado com DEPC na razao DEPC/cit ¢ 3/1 apresenta perda da
capacidade de indugdo de fusdo de vesiculas de PCPECL quando o pH de tratamento esté
acima de 9,5 e, o ajuste sigmoidal dos valores de turbidez, representada em linha vermelha da
Figura 32, indica a participacdo de grupos ionizaveis de pK, ~ 8,7. Esse valor de pK,
possivelmente pode ser atribuido a residuos de lisina envolvidas no sitio A entre outras. Por
outro lado, o citocromo c tratado na razdo DEPC/cit ¢ 5/1 ¢ 9/1 mostrou perda da capacidade
de fusdo de vesiculas, quando tratado com DEPC em pHs mais acidos, 7,5 ¢ 6,5
respectivamente, sugerindo modificagdo do sitio L. Os valores de pK, obtidos pela linha verde
(pK, = 6,9) e linha azul (pK, = 5,6) sugerem pertencerem a ionizagdo dos residuos de lisina e

histidina do sitio L, respectivamente.

4.1.6. Estudo comparativo da interacio de citocromo C de cavalo e

atum em lipossomos PCPECL

Diferentemente ao citocromo ¢ de cavalo, a estrutura de citocromo ¢ de atum apresenta
os residuos de histidina 33 e lisina 22 substituidos pelos residuos de triptofano e asparagina
respectivamente. Para o estudo comparativo da interacdo de citocromo ¢ de cavalo e atum
com membranas que mimetizam a membrana interna mitocondrial via sitio L, foi necessario
realizar a extracdo e purificagdao de citocromo ¢ de atum partindo de musculatura cardiaca de

atum.
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4.1.7. Isolamento e purificacido de citocromo C de coracio de atum

A Figura 33 mostra o gel de SDS contendo a amostra de citocromo ¢ de atum
purificada.

Depois de concluido o processo de purificacdo da proteina citocromo ¢ de atum
(descrito no item Materiais e Métodos), a amostra também foi submetida a andlise de
espectroscopia de massa para determinagdo da massa molecular, na qual foram detectados
dois distintos e significativos picos de 6.030,02 Da (forma duplamente ionizada - [M + 2H]*")

e 12.046,15 Da (forma mono ionizada - [M + H]"), como mostra a Figura 34.

15 kD=

10 KDz

Figura 33. Gel de SDS contendo citocromo C extraido e purificado a partir de musculo cardiaco de atum.
Da esquerda para direita: Padrdo BenchMark Protein Ladder (Invitrogen), citocromo ¢ de cavalo 1 uM (Sigma),
citocromo ¢ de cavalo 3 pM (Sigma), citocromo ¢ de atum 0,25 pM, citocromo ¢ de atum 0,5 uM e citocromo ¢
de atum 1 uM. Gel de SDS contendo 15 % poliacrilamida e corado com Coomassie Brilhant Brilliant Blue.
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Figura 34. Espetros de massa (MALDI-ToF) de citocromo C de atum native. As amostras foram misturadas
em volume igual de solugdo saturada (10 mg/ml) de sinapinic acid (SA) em acetonitrila 50 % e &acido
trifluoracético 0,5 %, e aproximadamente 0,5 ul. dessa mistura foi aplicada sobre os slides de aco inox para
analise no MALDI.

Também nao foram constatadas mudangas na estrutura secundaria e terciaria da
proteina isolada, na sua forma nativa (inserto da Figura 35) e base livre, como mostra os

espectros de Uv-visivel de citocromo ¢ de atum e cavalo na Figura 35.
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Figura 35. Espectros de de absor¢io em Uv-vis de citocromo ¢ de atum purificado e citocromo c de cavalo
procedente da Sigma na forma base livre. Linha grossa: citocromo ¢ de atum purificado; linha fina:
citocromo ¢ de cavalo proveniente da Sigma. Figura inserto: cit ¢ de atum e de cavalo na forma nativa. Os
experimentos foram feitos nas seguintes condi¢des: HEPES 10 mM pH 7,4, 25° C.

4.1.8 Dissociacao de citocromo C de cavalo e atum de lipossomos

PCPECL

Obtida a proteina purificada, foi entdo estudado o papel dos residuos de Lys22 e His33
na estrutura de citocromo ¢ na capacidade de ligag@o e desligamento em lipossomos contendo
lipidio carregado negativamente na faixa de pH 6,2 a 7,4. Para esses experimentos de
interagdo, foram utilizados lipossomos contendo 1 mol % de fosfolipidio fluorescente PPDPC
(1-palmitoyl-2-[ 10-(pyren-1-yl)decanoyl]-sn-glycerol-3-phosphocholine). Esse fosfolipidio,
ao ser excitado em 344 nm, exibe uma emissdo de fluorescéncia com o pico em 394 nm e,

quando associado ao cit ¢, ocorre a supressdo dessa fluorescéncia devido a transferéncia de
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energia ressonante do marcador para o atomo de ferro do grupo heme de cit c. A capacidade
de citocromo ¢ de atum de ligar em lipossomos carregados negativamente, podendo ser
acompanhada pela supressdo da fluorescéncia do marcador de PPDPC, ndo difere com a de
citocromo ¢ de cavalo (dados ndo apresentados). Contudo, o desligamento de citocromo ¢ de
atum desse tipo de lipossomos pelo aumento da forca idnica do meio (adicdo de NaCl),
mostrou uma significativa diferenca em relagdo ao encontrado para citocromo ¢ de cavalo,
como mostra a Figura 36.

Resultados utilizando lipossomos contendo POPG (1-palmitoyl-2-oleyl-sn-glycerol-3-
phosphoglycerol), indicam que a afinidade de cit ¢ (atum e cavalo) pela membrana é maior
em pH 6,2 do que em pH 7,4, uma vez que o citocromo se desprende da membrana somente
em maiores concentragdes de NaCl em meio pH 6,2 (quadrados) do que em pH 7,4 (circulos)
(Figura 36 D, E ¢ F). As Figura 36 A, B ¢ C mostram o desligamento de citocromo ¢, atum e
cavalo, de lipossomos contendo cardiolipina no lugar de POPG. Em presenga de 20 mol % de
cardiolipina, tanto citocromo ¢ de cavalo (simbolos fechados) quanto o de atum (simbolos
abertos) ndo foram capazes de desligar da membrana em pH 7,4, enquanto que em pH 6,2,
mostraram-se capazes de dissociar parcialmente da membrana (Figura 36 A ¢ B). Esses
resultados também indicam que cit ¢ atum apresenta afinidade um pouco maior pela
membrana em relagdo ao cit ¢ cavalo, que deve ser decorrente da presenca de um residuo
hidrofébico (triptofano 33) no sitio L na estrutura de cit ¢ atum. Contudo, em presenga de
lipossomos contendo 10 mol % de cardiolipina, ambos citocromos demonstraram baixa
afinidade pela membrana, tendo a maioria das moléculas desligada dos lipossomos com 30

mM de NaCl tanto em pH 7,4 quanto em 6,2 (Figura 36 C).
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Figura 36. Desligamento de citocromo C de atum e cavalo associado em lipossomos pelo aumento da forca
idonica. Experimentos feitos nas seguites condi¢des: 0,25 uM de proteina, 25 uM lipossomos em tampao MES 20
mM pH 7.4 ou 6,2 contendo EDTA 1 mM, 30°C, excitacdo em 344 nm, emissdo em 394 nm, fenda de excitagado
5 nm e emissdo 5 nm. Simbolos fechados: cit ¢ cavalo; Simbolos abertos: cit ¢ atum; Circulos: em pH 7,4;
Quadrados: em pH 6,2; (A) lipossomos PPDPC/POPC/POPE/CL 1: 50: 30: 20 mol %, (B) lipossomos
PPDPC/POPC/CL 1: 80: 20 mol %, (C) lipossomos PPDPC/POPC/CL 1: 90: 10 mol %, (D) lipossomos
PPDPC/POPC/POPE/POPG 1: 37: 30: 33 mol %, (E) lipossomos PPDPC/POPC/POPG 1: 67: 33 mol % ¢ (F)
lipossomos PPDPC/POPC/POPG 1: 80: 20 mol %. RFI, unidade relativa de fluorescéncia.
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Esses resultados sugerem que, em pH 7,4, pelo fato de cit ¢ apresentar dois sitios
disponiveis para interagdo com membranas, sitio A (eletrostatico) e C (hidrofobico),
promovendo a formagdo de interagdo lipidio estendida entre a cadeia acil do fosfolipidio (no
caso, da cardiolipina) e o sitio C na estrutura de citocromo ¢, uma vez que este sitio encontra-
se muito préximo ao sitio A, nao permitindo o desligamento pelo aumento da forga idnica do
meio. Contudo, em pH 6,2, o sitio L também encontra-se disponivel para interacdo com
membranas mas que, estd localizado ao lado oposto ao sitio C, permitindo assim, o
desligamento da proteina pela adicdo de NaCl no meio. No caso da Figura 36 B, baixas
concentragdes de NaCl promoveram o desligamento da proteina da membrana, mas
concentragdes maiores, a partir de 50 mM, provavelmente favoreceram também a interagao

hidrofobica (lipidio estendida), explicando assim a supressdo da fluorescéncia.

4.1.9 Efeito de ceraminda na afinidade de citocromo C de cavalo e

atum com lipossomos PCPECL

O efeito de ceramidas na interacdo de citocromo ¢ com membranas também foi
estudado utilizando a técnica de transferéncia de energia ressonante entre fosfolipidio PPDPC
e cit c¢. Cit ¢ demostrou menor afinidade por lipossomos contendo de 0 - 20 mol % de N-
Octanoyl (8:0) Ceramide-1-Phosphate (NH4") em relagdo a membranas contendo POPG,
como mostra a Figura 37 A, tanto em pH 7,4 quanto em 6,2. As Figura 37 B ¢ C mostram o
desligamento de cit ¢ dessas membranas contendo ceramida-1-fosfato pelo aumento da forca

16nica (NaCl) e pela presenga de ATP, respectivamente.
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Figura 37. Associaciio de citocromo C em lipossomos contendo diferentes concentracdes de ceramida-1-
fosfato em meio pH 7,4 e 6,2. Experimentos feitos nas seguites condi¢des: 0,25 uM de cit ¢, 25 pM lipossomos
em tampao MES 20 mM pH 7.4 ou 6,2 contendo EDTA 0,1 mM, 30°C, comprimento de onda de excitagdo em
344 nm e, emissdo em 394 nm, fenda de excitagdo 5 nm e emissdo 5 nm, (RFI) Intensidade Relativa de
Fluorescéncia. (A) titulag@o de citocromo ¢ nativo de cavalo, (B) titulagdo de NaCl e (C) titulagdo de ATP.

Em ambos pHs, 7,4 e 6,2, o aumento da forca ionica pela presenca de NaCl mostrou-
se eficiente no desligamento da proteina associado a lipossomos carregados negativamente
por ceramida-1-fosfato ou POPG. Trabalhos sobre o efeito de ATP em cit ¢ associado a

membranas tém indicado que o nucleotideo pode induzir mudangas estruturais em citocromo
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¢, entre elas, reducdo de estabilidade térmica e auto-oxidacdo da proteina forma reduzida,
alteragdes na estrutura secundaria (LONGWORTH, 1971; FASMAN, 1975; TUOMINEN et
al., 2001), desfavorecendo a sua interagdo com membranas. Contudo neste caso, o
nucleotideo favoreceu a associa¢do da proteina com lipossomos em baixas concentragdes de
fosfolipidio acidico (5 mol %) e, desfavoreceu a interacdo em presen¢a de lipossomos

contendo altas concentragdes de fosfolipidio acidico (10 e 20 mol %).

4.1.10. Monitoramento da interacio de citocromo C em monocamadas

lipidicas por SPR

A interagdo de citocromo ¢ nativo com monocamada de PCPECL também foi estudada
por medidas de SRP (surface plasmon resonance). A Figura 38 mostra o efeito de pH na

interagdo de citocromo ¢ com monocamada lipidica em fun¢ao do indice de refracao.
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Figura 38. Indice de refracio em funciio de tempo apés injecio de citocromo ¢ 5 pM em pH 7,4 (A) e 6,2
(B) sobre monocamda de PCPECL. Experimentos feitos nas seguintes condig¢des: 25°C, monocamada de
PCPECL, na propor¢ao 50/30/20 mol %, sobre uma superficie de ouro, em tampao HEPES 10 mM pH 7,4 ou
6,2, citocromo ¢ 5 uM (solubilizado em tampao HEPES 10 mM pH 7,4 ou 6,2).

A Figura 39 mostra a variagdo do indice de refracdo (A indice de refragdo, calculado
subtraindo-se o indice de refragdo da monocamada contendo citocromo ¢, apos lavado em
tampao, pelo indice de refragdo da monocamada antes da adi¢dao de citocromo ¢) em fungao

da concentragdao da amostra de citocromo ¢ em pH 7,4 ¢ 6,2.
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Figura 39. A Indice de refraciio em funciio da concentragiio de citocromo ¢ em pH 7.4 e 6,2. Experimentos
feitos nas seguintes condigdes: 25° C, monocamada de PCPECL, na propor¢do 50/30/20 mol %, sobre uma
superficie de ouro, em tampao HEPES 10 mM pH 7,4 ou 6,2, citocromo ¢ 5 ou 1 uM (solubilizado em tamp@o
HEPES 10 mM pH 7,4 ou 6,2).

Na Figura 39, a varia¢ao do indice de refracdo da superficie na presen¢a de citocromo
c em pH 7,4 ¢ maior do que em pH 6,2, indicando que em pH 7.4 adsorcao da superficie pelo
citocromo ¢ ¢ maior. Apesar de citocromo ¢, em pH 7,4, apresentar somente o sitio A
disponivel para interagdo com membranas, esse sitio encontra-se muito proximo ao sitio C,
este permite a capacidade de citocromo ¢ de formar uma interagdo do tipo lipideo estendida
com a membrana, enquanto que, em pH 6,2, o citocromo c apresenta em sua estrutura ambos
os sitios A e L disponiveis, que podem competir pela interagio com membranas, contudo,
pelo sitio L, o citocromo ¢ poderia possuir uma interagdo com membrana mais fraca do que
pelo sitio A (Figura 40), podendo o citocromo ¢ ser mais facilmente removido durante o

fluxo e lavagem com o tampao.
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Figura 40. Interacio de citocromo ¢ com monocamada lipidica em pH 7,4 e 6,2. Sitio A (representado como
A), sitio C (C)e L (L).

Esses resultados sugerem que a interacdo lipidio estendida entre a cadeia acil do
fosfolipidio e o sitio C na estrutura de citocromo ¢, permite uma associagao mais forte entre o
lipidio e a proteina via sitio A em relacdo ao sitio L. Estes dados corroboram com dados na
literatura sobre a interacdo da cadeia acil do fosfolipidio na estrutura de cit ¢ (ZUCCHI et al.,

2003).
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4.1.11. Interacao de citocromo C com membrana interna mitocondrial

de mitoplastos e producio de ATP

Os resultados mostrados até o0 momento indicam que a interagdo de citocromo ¢ com a
membrana interna mitocondrial pode ser modulada pelo potencial transmembrana (AY). O
aumento do pH no espaco entre membranas, como resultado da perda do potencial
transmembrana, pode levar a desprotonacdo dos aminoacidos que compdem o sitio L e
contribuir para o desligamento de citocromo ¢ da membrana interna mitocondrial,
desencadeando asssim, o processo de apoptose no citosol. O papel bioldgico do sitio L na
estrutura de citocromo ¢ foi averiguado pela sua associagdo com a membrana interna
mitocondrial na faixa de pH de 6,2 a 7,4, compativel com o encontrado em mitocondrias no
estado acoplado, ou na presenca de inibidores respiratérios ou agentes desacopladores
(NICHOLLS, FEGUSON, 1992; ERNSTER, 1992). Para esse estudo, foram isolados
mitoplastos (MP) (mitocondrias desprovidas de membrana externa) de figado de rato os quais
foram depletados de citocromo c. Estes ndo exibiam respiragdo (consumo de oxigénio),
contudo, a adi¢do de citocromo ¢ nativo ao meio restaura a sua capacidade de respiragdo.

A ligacdo de citocromo ¢ com membranas de mitoplastos de figado de rato foi
acompanhada pelo consumo de oxigénio da organela e, conseqiiente capacidade de produgao
de ATP, apos adicdo de ADP ao meio. A Figura 41 mostra que, mitoplastos em meio a pH
7,4 (linha a), na adi¢do de 0,4 nmol citocromo ¢/ mg proteina levou a um significativo
aumento da taxa de respiragdo (28,4 nmol de oxigénio.min™) trés vezes maior ao exibido pela
mitocondria integra no estado 2 (9,4 nmol de oxigénio.min™, linha b). Em comparagdo com o
bem estabelecido comportamento do consumo de oxigénio pela mitocondria, mostrado na
Figura 41 (linha b), a adicdo de ADP aos mitoplastos respirando em presenga de citocromo c,

em pH 7,4 (Figura 41 linha a), foi observado um leve aumento na taxa de respiracdo pela
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organela e, a taxa de respiragdo no estado 4, decorrente da deple¢do de ADP nao atingiu a
deplecdo de oxigénio. O valor da taxa de respiragdo de mitoplastos em estado 2, meio pH 6,2,
foi cerca de 10,1 nmol de oxigénio.min™ (Figura 41, linha c), proximo ao da mitocondria
integra (9,4 nmol de oxigénio.min"). Entretanto, de modo similar ao observado em
mitoplastos pH 7,4, a adi¢do de ADP em mitoplastos respirando pH 6,2, foi também
acompanhado um aumento na taxa de respiragdo da organela (de 10,1 para 15,4 nmol de
oxigénio.min™). Em pH 6,2, a taxa de respiracio dos mitoplastos no estado 4 (10,6 nmol de

oxigénio.min™") poderia ser medido antes da deplegdo total do oxigénio.

a Citc b ADP C /Cit ¢
/ (9.4) / (10,1) ADP
ADP Estado 2 Estado 2 /

(41,4)
FCCP

(7.1) /

Estado 4

(28,4) Estado

Estado 3

(38,4) (42,6)

40 nmol O

—

Figura 41. Efeito de pH na taxa de respiracio e fosforilacio de mitoplastos e mitocondria isolados. Os
experimentos foram feitos usando uma suspensdo de organelas contendo 2 mg de proteina/ mL, a 30°C em pH
7,4 (linhas a ¢ b) e em pH 6,2 (linha ¢), em presenca de succinato 5 mM. No tempo indicado, 400 nmol de ADP
foram adicionados ao meio. Citocromo ¢ foi adicionado em concentracdo final de 0,4 nmol/mg de proteina.
FCCP (desacoplador) 1 uM foi adicionado na mitocondria como um controle de organela acoplada. A adigdo de
ADP promove a producdo de ATP levando a uma altera¢do do potencial de membrana (AW) e aumento da taxa
de respiragdo, que € caracterizado como mitocondria no estado 3. O estado 3 termina com a deplecdo de ADP e
seguida pela diminuigdo da taxa de respiracao.
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Para a atividade da cadeia respiratoria de MPc, era fundamental a alcalinizacdo da
matriz que, por outro lado, poderia ser acidificada pelo primeiro ciclo de fosforilacao,
desfazendo o AY. Em mitocondrias isoladas, a fosforilagdo de ADP pelas organelas traz os
protons de volta para a matriz mitocondrial e gera um desequilibrio no gradiente
eletroquimico até a depletagdo de todo ADP. Nos mitoplastos a quantidade de protons do
meio externo ¢ maior do que no espaco intermembranas encontrado em mitocondrias intactas.
Além disso, a entrada de protons do lado externo para a matriz durante o processo de
fosforilagdo promovido pelos mitoplastos deve promover um decréscimo significante do pH
da matriz, mas ndo um aumento significante do pH externo.

Essa caracteristica dos mitoplastos ¢ uma conseqiiéncia da auséncia da membrana
externa que previne um significante decréscimo do AW durante a fosforilagao, resultando em
um leve aumento da taxa de consumo de oxigénio pela cadeia respiratoria (Figuras 41 e 42 A,
circulos abertos). A Figura 42 A mostra a velocidade de consumo de oxigénio pelos
mitoplastos suplidos de citocromo ¢ em fun¢do de pH (circulos abertos) e a produgdo de ATP
promovido por essas organelas (barras). Em comparagdo aos resultados obtidos para a
velocidade de consumo de oxigénio, foram plotados os valores da forca protom motiva da
variagdo do gradiente eletroquimico de prétons, AuH' (em circulos fechados), ¢ de ApH
(quadrados abertos), calculados a partir das equagdes descritas no trabalho de Chacon e
colaboradores (CHACON, et al. 1994):

Ap =AY - 2,3RTApH (Eq.7)
Ap =AY - 60ApH (Eq.8)

A producdo de ATP pelos MPc foi dependente do transporte de elétrons da cadeia

respiratdria, uma vez que a producdo foi completamente inibida pela presenca de Antimicina

A (AA), um inibidor do complexo III da cadeia respiratoria (Figura 42 B).
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Figura 42. Efeito de pH no funcionamento de mitocondrias em diferentes condi¢des. Barras representam a
producdo de ATP correspondente (em R.L.U.). A — circulos abertos correspondem a velocidade de consumo de
oxigénio pelos mitoplastos em fungdo de pH do meio (em nmol O. min™); quadrados abertos e circulos fechados
correspondem ao valor da forga protom motiva da variacdo do gradiente eletroquimico de prétons (ApH") e de
ApH, respectivamente. B — producdo de ATP (R.L.U.) de controles: da mitocondria acoplada e desacoplada em
pH 7,4 (MT e MT + FCCP, respectivamente); mitoplastos depletados de citocromo ¢ em pH 6,2 ¢ 7,2 (MP6.2 ¢
MP7.2, respectivamente) e mitoplastos suplidos de citocromo ¢ em pH 6,2 na presenga do inibidor da cadeia
respiratoria Antimicia A (MPc6.2 + AA). Os experimentos foram realizados usando uma suspensdo contendo
organelas 2 mg proteina/ml, a 30° C, no pH indicado e na presenga de succinato 5 mM e ADP 270 uM. Quando
presente, a concentracdo de ambos FCCP e Antimicina A foi de 1,0 uM .A concentragdo de citocromo c¢
adicionado ao meio foi de 0,4 nmol/mg de proteina. A produ¢do de ATP foi quantificada pelo uso do kit ATP
Monitoring Reagent (BioOrbit), contendo luciferina, e foi proporcional as unidades de luminescéncia relativa do
sistema.
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A Figura 42 A (barras) mostra o funcionamento dos mitoplastos em funcao de pH. Os
resultados indicam que eles funcionam mais eficientemente em pH 6,2 do que em pH 7,2,
provavelmente devido a protonacdo do sitio L favorecendo a ligagdo de citocromo ¢ a
membrana dos mitoplastos. Em vista disto, os valores de pK, obtidos pelo ajuste de curva,
utilizando a Eq. 4, dos dados da taxa maxima de respiragdo e¢ producdo de ATP, foram
coincidentes ao previamente obtido para fusdo de vesiculas promovida pelo citocromo ¢
(pKuapp ~7). A atribui¢do da protonagdo do sitio L de citocromo c¢,como uma etapa limitante
para a ligagdo da proteina na membrana dos mitoplastos, foi provada pela comparagdo da
afinidade exibida pelo citocromo ¢ de coracdo de cavalo (composi¢cdo do sitio L: Lys22,
Lys25, His26, Lys27 e His33), citocromo ¢ de atum (composi¢do do sitio L: Asn22, Lys25,
His26, Lys27 and Trp33) e citocromo ¢ quimicamente bloqueado neste sitio por
dietilpirocarbonato (DEPC), pela membrana de mitoplastos.

A Figura 43 compara a taxa de respiragdo maxima de mitoplastos supridos de
citocromo ¢ de atum e cavalo em fun¢ao da concentragdo da proteina, ambas em pH 7,2 ¢ 6,2.

A Figura 44 A mostra o grafico dos duplos-reciprocos da taxa de respiragdo de MPc
em fungdo do concentragdo de citocromo ¢ de cavalo (simbolos fechados) e atum (simbolos
abertos), em meio pH 7,2 (quadrados) e 6,2 (circulos), dados obtidos pela Figura 43. Em
mitoplastos saturados de citocromo ¢, a taxa de respira¢ao (Vmax), €xtraido do intercepto da
ordenada, foi determinada pelo pH do meio que ¢ responsavel pela magnitude do AY e nao
pelo tipo de citocromo c. Para citocromo ¢ de cavalo e atum, dois tipos de ligacdo foram
observados: um de alta afinidade (Ks,,, ~ 10 nM), independente de pH e, um de baixa
eficiéncia mas dependente de pH. A ligacdo pH-independente provavelmente envolve alguns
tipos de interagdes do tipo hidrofobicas entre proteina/membrana e estd de acordo com dados
da literatura, os quais relatam que citocromo c residual mantém-se ligado a membrana da

organela em alta forca id6nica (RYTOMAA, KINNUNENM 1995; RYTOMAA,
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MUSTONEN, KINNUNEN, 1992 ¢ RADI, BUSH, FREEMAN, 1993). A ligagdo de
citocromo ¢ aos mitoplastos de maneira pH-independente contribui para a respira¢ao da
organela, dado que, Antimicina A inibe completamente o consumo de oxigénio nestas

condigoes.

Velocidade de consumo de oxigénio
(Valores arbitrarios)

T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350
[Cit c] (nM)

Figura 43. Dados normalizados da taxa maxima de respiracio de mitoplastos depledados de citocromo ¢
em func¢io da concentracgdo de citocromo C adicionado. Concentragdes diferentes de citocromo ¢ de cavalo
(simbolos fechados) e atum (simbolos abertos) foram adicionados ao meio pH 7,2 e 6,2 (quadrados e circulos,
respectivamente). Os experimentos foram realizados usando uma suspensio contendo organelas 2 mg
proteina/ml, a 30° C, no pH indicado e na presenga de succinato 5 mM. As linhas sélidas representam o ajuste da
curva, utilizando a equagdo 3.

A Tabela 9 abaixo mostra o consumo de oxigénio pelos mitoplastos (em nmol O/min)
na auséncia e presenca de Antimicina A (inibidor do complexo III da cadeia respiratoria -
AA) em baixa concentracdo de citocromo ¢ para averiguar a possibilidade de consumo

inespecifico de oxigénio pelos mitoplastos na faixa independente de pH.
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Tabela 9. Velocidade de consumo de oxigénio pelos mitoplastos na presenca e auséncia de
antimicina A (nmol O/mg/min).

Auséncia + 0,02nmol +1,0 ug

de citc citc AA/ml
Mitoplasto em meio pH 6,2 13,34 25,01 3,33
Mitoplasto em meio pH 7,2 10,00 23,30 3,33

Os experimentos foram realizados usando uma suspensao contendo organelas 2 mg proteina/ml, a 30° C, no pH
indicado e na presenga de succinato 5 mM e ADP 270 uM. A concentragdo de Antimicina A foi de 1,0 uM e de
citocromo ¢ adicionado ao meio foi de 0,02 nmol/mg de proteina.

Na presen¢a de Antimicina A (AA), a taxa de consumo de oxigénio pelos mitoplastos
suplidos por citocromo c¢ ¢ reduzida significativamente, tanto em pH 7,2 quanto 6,2, indicando
que o consumo ¢ realmente decorrente do transporte de elétrons da cadeia respiratoria. O fato
do valor do consumo de oxigénio, na presenca do inibidor, ser menor do que a do consumo
inicial (mitoplastos na auséncia de cit ¢) pode ser explicado pela presenca de uma pequena
parcela de citocromo c¢ residual que nao foi removido completamente durante o procedimento
de obtencao de mitoplastos.

A adicdo de citocromo ¢ de cavalo a mitoplastos, em concentragdes acima a 0,04 nmol
cit ¢/mg de proteina, restaurou a respiracdo da organela de maneira pH dependente. Para
citocromo ¢ de atum, cuja estrutura exibe Lys22 e His33 substituidas por um residuo de Asn e
Trp (Figura 44 B), respectivamente, concentracdes acima de 0,075 nmol cit ¢/mg de proteina
também restaurou a respiragdo de maneira pH dependente. Entretanto, para citocromo ¢ de
cavalo, o decréscimo de pH de 7,2 para 6,2 levou a queda do valor de Ks,,,, cerca de 6,5 vezes
(de 111 a 17 nM), enquanto que, para citocromo ¢ de atum, o Ks,,, diminuiu 3,5 vezes (de

400 para 111 nM) em resposta ao decréscimo de pH.
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Figura 44. (A) Gréafico dos duplos reciprocos da taxa de respiracdo de mitoplastos depletados de
citocromo C em funcio da concentra¢io de citocromo c. Concentragdes diferentes de citocromo ¢ de cavalo
(simbolos fechados) e atum (simbolos abertos) foram adicionados ao meio pH 7,2 e 6,2 (quadrados e circulos,
respectivamente). Os experimentos foram realizados usando Os experimentos foram realizados usando uma
suspensao contendo organelas 2 mg proteina/ml, a 30° C, no pH indicado e na presenca de succinato 5 mM. As
linhas solidas e pontilhadas representam o ajuste da curva nos respectivos dados de pH dependente e
independente, utilizando a equacdo 4. (B) Estruturas tridimensionais de citocromo c utilizando dados
cristalograficos, indicando o posicionamento dos residuos de aminoacidos presente no sitio L. Citocromo ¢
de cavalo estd mostrado no lado direito do painel e de atum no lado esquerdo. A figura 44 B foi elaborada no
programa Swiss-PDB Viewer utilizando dados de BANCI et al., 1997 ¢ DICKERSON et al., 1971, disponiveis
pelo site: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=2554674>. Acesso em: 24 de jan.
2007.
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Considerando que em citocromo ¢ de atum a afinidade pela membrana do mitoplasto
decaiu 3,5 vezes em pH 7,2, é provavel que pelo menos um residuo de aminoéacido basico
presente no sitio L desta proteina exibe um valor de pK, muito menor em comparacao com
citocromo ¢ de cavalo e que contribui significativamente para a interacdo com a membrana
interna mitocondrial.

Estas propostas estdo sumarizadas no esquema a seguir, que mostra a constante
macroscopica de dissociagdo (Ks,,,) das cargas positivas do sitio L dependentes de pH de

citocromo c¢ de cavalo e atum.

pH 6,2 pH 6,2
Citocromo ¢ Citocromo ¢
de Cavalo de Atum

Ks=111 nM

pH 7,2 pH 7,2
Citocromo ¢ de Citocromo ¢
Cavalo de Atum

Ks=111 nM K.=400 nM
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De modo interessante, a Figura 43 A revela que em pH 7,2, na qual os aminoacidos
do sitio L deveriam estar desprotonados, citocromo ¢ de cavalo apresentou uma afinidade a
membrana do mitoplasto idéntica ao observado para citocromo ¢ de atum em pH 6,2. Este
resultado sugere que as cadeias laterais de Lys22 e His33 do citocromo ¢ de cavalo sdo os
grupos ionizaveis envolvidos na ligagdo de citocromo ¢ com a membrana interna
mitocondrial. Diferentemente do citocromo ¢ de cavalo, o citocromo ¢ de atum nao foi capaz
de promover fusdo de vesiculas PCPECL em pH 6,2 (dados ndo mostrados).

Como demonstrado nos resultados anteriores, a carbetoxilagdo por DEPC bloqueia
seletivamente as cadeias laterais de aminoacidos ionizaveis de citocromo ¢ cujos valores de
pK, estdo abaixo do pH do meio. Uma amostra de citocromo ¢ carbetoxilado, previamente
caracterizado por andlises de espectroscopia de massa por MALDI-ToF que apresenta o sitio
L quimicamente bloqueado (Figura 32), foi testado para restaurar a atividade dos mitoplastos
depletados de citocromo c. A Figura 45 (barras) mostra a produgdo de ATP relativa (R.L.U.)
correspondente de citocromo ¢ nativo e carbetoxilado com excesso molar de 5 vezes DEPC,
tratado em pH 6,5 e 7,5. Esses resultados estdo de acordo com a taxa de respiragdo, no qual
bloqueio quimico mais eficiente do sitio L, abaixou a capacidade de citocromo ¢ de restaurar
a producao de ATP em mitoplastos na presenga de ADP. Esse resultado foi comparado com a
afinidade de citocromo ¢ nativo de ligar membrana interna mitocondrial (1/Ks,,,) em

diferentes valores de pH (Figura 45, circulos fechados).
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Figura 45. Efeito de pH do tratamento de citocromo ¢ com DEPC na produc¢io de ATP pelos mitoplastos
suplidos de citocromo ¢ DEPC modificado e, efeito de pH na afinidade de citocromo C pela membrana
interna mitocondrial. Os experimentos foram realizados usando uma suspensdo contendo organelas 2 mg
proteina/ml, a 30° C, no pH indicado e na presenga de succinato 5 mM. A concentracdo de citocromo ¢
adicionado foi de 0,4 nmol/mg proteina. A produgdo de ATP foi quantificado pelo uso do kit ATP Monitoring
Reagent kit (BioOrbit), e foi proporcional as unidades relativa de luminescéncia do sistema. Os circulos fechados
mostram a afinidade de citocromo ¢ nativo pela membrana interna mitocondrial (1/Ks,,,,) em diferentes valores
de pH obtidos do grafico dos duplos reciprocos da taxa de respiragao em fun¢@o da concentragio de citocromo ¢
adicionado ao meio. Os dados foram ajustados utilizando a equacao 4, representado pela linha sélida.

Esses valores foram obtidos do grafico dos duplos reciprocos das taxas de respiracao
em fungdo da concentragdo de citocromo ¢ adicionado ao meio (Figura 44 A para pH 7,2 ¢
6,2 e, resultados ndo mostrados para pH 6,4, 6,8, 7,0, 7,4 e 7,5). O ajuste da curva dos dados
pela Eq. 4 revelaram que o valor de pK,.»s da respiragdo estabelecida pelo citocromo ¢ foi de
6,79 (+/- 0,028), um valor idéntico ao observado ao testar a ligacdo em lipossomos PCPECL
obtidos com citocromo ¢ modificado por DEPC em diferentes valores de pH.

E importante notar que citocromo ¢ de atum foi usado neste estudo como um “mutante
do sitio L natural” com a vantagem de apresentar a estrutura tridimensional muito similar ao
exibido pelo citocromo ¢ de cavalo, segundo dados cristalograficos (BANCI et al., 1997;

TAKANO, DICKERSON, 1981). Além disso, a utilizagdo de citocromo ¢ de atum para
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mostrar a participacao do sitio L na interagdo com membrana interna mitocondrial, ¢ uma
prova mais interessante e confiante do que o uso de mutantes de citocromo ¢ obtidos pela
mutagénese sitio-dirigido. Entretanto, futuros estudos envolvendo mutagénese sitio-dirigido
serdo necessarios para identificar o sitio pH-independente na estrutura de citocromo c. Com
relacdo a fragdo da membrana interna mitocondrial que interage com o sitio L, trabalhos
prévios mostraram resultados que apontam o sitio A de citocromo ¢ como o provavel sitio de
interacdo com os citocromos ¢ oxidase e redutase (NICHOLLS, 1974; PELLETIER, KRAUT,
1992). As primeiras evidéncias que apontam a existéncia do sitio L na estrutura de citocromo
¢ foram obtidas analisando a capacidade da proteina em promover a fusdo de vesiculas com
uma composi¢ao que mimetiza a fracdo lipidica mitocondrial. Embora o cit ¢ foi capaz de
ligar em lipossomos PCPECL e PCPEPG numa ampla faixa de pH, a capacidade de fundir
esses tipos de vesiculas foi observada somente em pHs acidicos com um ponto de virada em
torno de 7,0. Apesar dos dados obtidos at¢é o momento sugerirem que a fracdo lipidica
mitocondrial seja a provavelmente ligada pelo citocromo ¢ via sitio L, a possibilidade de
interagdes do sitio L com citocromos ¢ redutase e oxidase ndo podem ser descartadas. Com
relacdo ao papel do sitio carregado positivamente dependente de pH na estrutura de citocromo
¢, a ocorréncia de apoptose como resposta da perda do AY promovida em condigdes de stress
oxidadtivo, tais como aqueles promovidos durante a transi¢do de permeabilidade mitocondrial
induzida por Ca’' e terapia fotodindmica (SUGAWA et al., 2002; CROMPTON, 1999;
KOWALTOWSKI, CASTILHO, VERCESI, 2001; KOWALTOWSKI, VERCESI, FISKUM,
2000; KOWALTOWSKI, VERCESI, 1999a; BARROS, NETTO, KOWALTOWSKI, 2003;
KOWALTOWSKI et al.,, 1999b; MATROULE et al., 2001; De GIORGI et al., 2002;
ESTEVANM et al., 2004; WODTKE, 1978; WODTKE 1981) sugere que a perda do AY
deveria contribuir para o desligamento de cit ¢ da membrana interna mitocondrial para

participar da ativacdo de caspases no citosol. Os aspectos por trds da evolucao do sitio L
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também precisam ser elucidados, pois dados na literatura mostram que peixes teledsteis, tais
como atuns, apresentam a composicao lipidica da membrana interna mitocondrial adaptada a
aguas frias das regides onde eles vivem. Esta infra-classe de peixes exibe um maior conteudo
de fosfadiletanolamina e menor de fosfatidilcolina além de um aumento no conteudo de
lipidios totais insaturados (WODTKE, 1978; WODTKE 1981). Estas diferencas na fra¢ao
lipidica sdo um indicio de que a composi¢do do sitio L presente na estrutura de citocromo ¢ de

diferentes espécies estdo relacionados a composi¢do lipidica da membrana interna

mitocondrial.
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5. DISCUSSAO

5.1 Sistema modelo de membrana: Identificacdo do sitio L na

estrutura de citocromo C

O aumento de turbidez acompanhado pela adi¢ao de cit ¢ em vesiculas de PCPECL em
valores de pH acido sugere a formagao de microagregados constituidos de pequenas vesiculas
unilamelares e cit ¢ Figuras 16 ¢ 17, e Tab 6. O uso de fosfolipidio fluorescente marcado
permitiu determinar a natureza destes agregados. Para uma mistura de vesiculas de PCPECL
com e sem lipideo marcado, a ocorréncia de fusdo induzida por cit ¢ foi determinada pela
queda na razao excimero/mondémero (E/M), devido a redistribuicdo do marcador fluorescente
na fase lipidica disponivel. O comportamento foi evidente na Figura 18 B, que mostram a
rapida queda da razao E/M de 0,25 a 0,13, ap6s a adigado de cit ¢, correspondendo a um efeito
de diluicdo do marcador por um fator de dois. A possibilidade da alteracdo na razdo E/M de
PPDPC resultar da troca espontanea de fosfolipidios entre as pequenas vesiculas unilamelares
pode ser descartada devido ao fato desta troca ocorrer com uma velocidade muito baixa e
portanto ocorrer numa escala de tempo longa (da ordem de horas) em comparagdo com o que
foi observado na presenca de cit c (CARMONA-RIBEIRO, 1985).

A capacidade de citocromo ¢ induzir fusdo de vesiculas sugere a existéncia de, pelo
menos, dois sitios na estrutura da proteina, ambos interagindo com grupo fosfato da cabega
dos fosfolipidios que sdao carregados negativamente. Em pH 7,4, na associagdo com
bicamadas carregadas negativamente, um aminoacido de cit ¢, carregado positivamente,

neutraliza a carga do lipidio e pode favorecer a imersao da cadeia acil na estrutura da proteina,
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promovendo uma interagdo hidrofobica também chamada de lipideo estendida (RYTOMAA,
1992; RYTOMAA, 1995). Estas interagdes hidrofobica e eletrostatica afetam a estrutura da
proteina e o estado de spin do ferro heminico (ZUCCHI, 2003). Este tipo de associacao cit
c/bicamada pode ocorrer com vesiculas puras constituidas por cardiolipina (CL) ou em
vesiculas de PCPECL e, com outros lipidios carregados negativamente, tais como vesiculas
de dicetilfosfato (DCP), fosfatidilglicerol (PG) e fosfatidilserina (PS) (ZUCCHI, 2003) devido
a maioria dos aminoacidos carregados positivamente estarem arranjados em agregados em
uma face da proteina (ANTALIK , 1999).

Em pH 6,2, a protonacao de residuos localizados no sitio L, que deveriam exibir baixo
valor de pK, (por volta de 7,0) devido a proximidade de grupos ionizaveis de outras cadeias
laterais de aminodcidos carregados positivamente poderiam criar um novo sitio carregado
positivamente para interagir com uma outra vesicula carregada negativamente. Se a fase
hexagonal (HII) estiver presente, devido a presenga de PE, o contato com as duas vesiculas
promovido pela ligagao de citocromo ¢ favorece a fusdo de vesiculas.

De acordo com as medidas de potencial zeta, em nossas condi¢des experimentais,
vesiculas de PCPECL nao possuem a area de superficie totalmente coberta por citocromo c,
contudo a fusdo ndo foi mediada pelas alteragdes na carga das vesiculas de maneira
dependente de pH na faixa de pH 7,4 - 6,2 (Tabela 6). Além disso, o pK, observado para
fusdo de vesiculas de PCPECL e de PCPEPG mediada por cit ¢ ndo poderia resultar da
ionizagdo do grupo fosfato da cabega do lipidio.

No caso de fusdo de vesiculas mediada por citocromo ¢ N-acetilado (Figura 24), o
processo nao foi dependente de pH, uma vez que o processo foi promovido pela inser¢do de
dominios hidrofébicos da hemoproteina dentro da bicamada lipidica.

O efeito de pH na associagdo de cit ¢ com fosfolipidios acidicos tem sido descrito na

literatura (RYTOMAA, 1992; RYTOMAA, 1995). Os dois sitios para associacdo de cit ¢ com
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bicamadas lipidicas foram identificados como: sitio A que interage eletrostaticamente com o
grupo fosfato desprotonado da cabega de fosfolipidios acidicos e, sitio C que interage com o
grupo fosfato da cabega protonado de fosfolipidios acidicos via pontes de hidrogénio. Quando
ligado com fosfolipidio acidico via sitio C, cit ¢ ndo pode ser desligado por alta forca ionica.
A associagdo de cit ¢ com fosfolipidios acidicos protonados através do sitio C é favorecida em
pH acido. Entretanto, em uma faixa de 8-29 mol % de CL em lipossomos de PCCL, os
valores de pK, para CL estdo na faixa de 4,0 a 5,5, e resultados similares foram obtidos para
lipossomos de PCPG (RYTOMAA, 1994). Em nossas condi¢des experimentais, com um
conteudo maximo de 20 mol % de CL, o valor de pK, para CL ndo poderia estar acima de 5,0.
Constatado que o efeito de pH na fusdo de vesiculas de PCPECL e PCPEPG mediada por cit ¢
nao poderia ser atribuido a ionizagdo dos fosfolipidios, o pK, para o processo por volta de 7,0
deveria ser atribuido aos residuos de aminoacido da proteina. Na estrutura de uma proteina, o
pK, das cadeias laterais ionizdveis de aminodcidos sdo geralmente diferentes daqueles
encontrados em aminodcidos na forma livre, uma vez que o microambiente gerado pelos
dobramentos da cadeia polipeptidica induzem alteragdes nestes valores. Embora o pK, por
volta de 7,0 possa ser atribuido a residuos de histidina, os grupos g-amino de residuos de
lisina também ndo deveriam ser descartados. O fato da carbetoxilagdo de cit ¢ impedir sua
capacidade de fundir vesiculas de PCPECL sem impedir sua ligagdo as mesmas de modo
significativo (Figura 26, barras) sugere que importantes grupos do sitio A, isto €, Lys72 e
Lys73, ndo sejam alvos para este modificador. O impedimento da fusdo de vesiculas mediado
por citocromo c¢ carbetoxilado sugeriu que o sitio localizado no lado oposto ao sitio A foi
bloqueado (Figura 26 tridngulos). A proximidade entre os valores de pK, para o processo de
fusdo de vesiculas mediado por cit ¢ e o observado para o efeito do pH em que o cit ¢ foi
tratado no impedimento da fusdo de vesiculas, corroborou que grupos ionizaveis responsaveis

para este processo foram quimicamente modificados pelo DEPC. Em vista disto, uma
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pequena, mas significativo, diferenga observada para os valores de pK, obtidos na presenca de
vesiculas de PCPECL e PCPEPG (Figura 16) sugeriu que o pK, dos grupos ionizaveis
envolvidos na interacao com fosfolipidios acidicos dependente de pH pode ser afetado pela
interface do microambiente. E importante ressaltar que os valores de pK, determinados na
presenca de vesiculas de PCPECL e PCPEPG deveriam ser considerados como os valores de
pK, observados, que foram calculados com os valores de pH da solug¢do bulk. Portanto, na
interface das vesiculas, onde os fosfolipidios acidicos estdo presentes (ZHAO , 1994), o pH
deveria ser um pouco menor.

Em pH 7.4, o tratamento de cit ¢ com DEPC desfavoreceu a fusdo de vesiculas
somente em condigdes em que a amostra gerou como populagdo predominante de moléculas
contendo pelo menos 3 modificag¢des (razio DEPC/ cit ¢ > 3). Isto aconteceu porque, em pH
7,4, diferentes residuos de aminoacidos estdo desprotonados e estdo disponiveis para serem
modificados pelo DEPC. As amostras de cit ¢ obtidos pelo tratamento com excesso molar de
3 vezes de DEPC em pH 7,4, exibiram populacdes contendo até 5 modificagdes € a maioria
das moléculas de proteina continha trés modifica¢des. Esta popula¢do predominante, ndo era
homogénea mas foi formado pela combinacdo de 3 diferentes aminoacidos carbetoxilados.
Quanto menor o pK, de um aminoacido, maior sua contribuicdo ¢ esperada no niumero de
citocromo ¢ modificado. Desta forma, em pH 7,4, amostras de cit ¢ com um numero alto de
aminoacidos carbetoxilados foram necessarias para atingir uma quantidade minima de formas
modificadas que estdo disponiveis para impedir a fusdo, e que compreendem modificagdes
nos residuos de aminoacidos do sitio L, dados reforcados com a Figura 31. Quando o
tratamento foi realizado em pH 5,25, provavelmente somente Lys27 e/ou His26 e His33
estavam desprotonadas em quantidade significativas e disponiveis para serem modificadas
pelo DEPC. Neste caso, considerando que ~ 40 % da amostra contem somente um Unico

aminoacido modificado e que o processo de fusdo foi inibido ~ 85 %, isso indica que a
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modificacdo de um residuo do sitio L foi suficiente para inibir o processo de fusdo. Este
resultado corrobora com a hipdtese de que o sitio L ¢ uma regido envolvida na fusdo de
vesiculas de maneira dependente de pH. Considerando que a modificagdo quimica do
amiodcido foi escolhida como uma técnica de identificar o sitio L, mesmo que uma
modificacdo neste sitio, independente de qual residuo de aminoacido modificado seja, € o
suficiente para previnir a interacdo com vesiculas de PCPECL, por causa do impedimento
estérico gerado pela modificagdo. Técnicas de mutagénese sitio dirigido, com restri¢des,
poderia também gerar informagdes sobre o papel individual dos aminoécidos do sitio L. Neste
caso, sem a presenca do posicionamento, rearranjo das cadeias laterais, a mudanga de um
unico residuo de aminoacido do sitio L é esperado ser efetivo somente se esta alteracao
significativamente alterar o pK, dos residuos deste sitio.

Os residuos carbetoxilados Lys72 e Lys73 (sitio A) ndo foram detectados em amostras
de cit ¢ modificado que ainda apresenta capacidade de ligar em vesiculas de PCPECL,
indicando que o sitio A se mantem inalterado nestas amostras. A modificagdo de Lys87,
préxima ao sitio A, foi insuficiente para previnir a associagdo de cit ¢ com vesiculas PCPECL
(Figura 26, triangulos), o que sugere que este residuo de aminoacido ndo é importante para
interagdo de cit ¢ com membrana via sitio A. Além disso, amostra de cit ¢ tratado com
excesso molar de 3 vezes DEPC, a populacio mais abundante de moléculas modificadas
provavelmente exibe carbetoxilagdo em Lys22, Lys27 e Lys87. A populagio com 4
aminoacidos carbetoxilados provavelmente contem a His33 como o quarto aminoacido
carbetoxilado. E interessante notar que, a carbetoxilagdo de His33 foi favorecida quando cit ¢
foi tratado com DEPC em pH 5,25 (Tabela 8). Em pH 5,25, a quantidade de residuos de
aminodcidos desprotonandos deve ser muito baixa e, com exce¢do de Lys27, nenhum outro
residuo poderia competir eficientemente com His33 para a carbetoxilagdo. A auséncia de

modificagdo quimica em His26 quando cit ¢ ¢ tratado com DEPC em pH 7,4 sugere que este
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residuo de aminoacido situa proximo aos residuos de Lys22 e, Lys27 ¢ menos acessivel para a
reacdo de carbetoxilacdo pelo DEPC. A populacdo com 5 modificagdes quimicas poderia
exibir mofidicagdes em um dos seguintes residuos de aminoacidos: Lys39, Lys53, Lys60 e
Lys72. Carbetoxilagdo de Lys72 estava presente em quantidade significativa em moléculas de
cit ¢ somente quando a amostra era tratada com razdes de DEPC/ cit ¢ > 6, condigdes em que
cit ¢ perde sua capacidade de ligar em vesiculas PCPECL (Figura 26).

A incapacidade de citocromo ¢ N-acetilado em promover fusdo de vesiculas de
PCPECL de modo dependente de pH mostrou a importancia da interacdo eletrostatica da
proteina carregada positivamente com o lipidio carregado negativamente, neste caso, CL.
Entretanto, se a interacdo eletrostatica fosse o Unico requisito para induzir fusdo de vesiculas
de PCPECL, qualquer polication poderia exibir o mesmo efeito e o processo nio seria
favorecido pelas mudangas numa estrita faixa de pH. O efeito de pH, na faixa do potencial
transmembrana mitocondrial, sobre a fusdo de vesiculas de PCPECL induzida por proteina
que foi especifica para cit ¢ comparado com a estrutura das proteinas testadas poderia nos dar
uma explicacdo para o fendomeno. A superficie de moléculas de cit ¢, de todas as espécies
estudadas até entdo, possuem conjuntos de cadeias laterais de lisina ao redor da cavidade do
heme numa das faces da proteina (ZHAO, 1994). Este sitio alcalino, formado pelas Lys72 e
73 (sitio A), esta disponivel para interagir com vesiculas carregadas negativamente na faixa
de pH de 7,4 a 6,2, contudo Lys22 e Lys27 (sitio L) tornaram-se disponiveis para interagir
com interfaces carregadas negativamente somente com o decréscimo de pH. Esta disposi¢ao
de cargas positivas na superficie de cit ¢ se diferencia da protamina que apresenta cargas
positivas distribuidas de forma homogénea em sua superficie ¢ da albumina, uma proteina
acidica, carregada negativamente na faixa de pH estudada. Além disso, protamina poderia
ligar simultaneamente a duas vesiculas de PCPECL, através interagdes eletrostatica com CL,

sobre a faixa de pH estudada, enquanto que a albumina seria repelida. Em altos valores de pH,
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cit ¢ poderia interagir com vesiculas de PCPECL somente por uma face (sitio A) uma vez que
o sitio L ndo deveria estar protonado. Nestas condigdes, a interagdo de cit ¢ com CL ou PG
permitiu a interagdo lipidio-estendida neste local de contato com a face lipidica (ZUCCHI,
2003). Em valores de pH mais baixos, devido ao baixo pK, dos aminoécidos presente no sitio
L, a interacdo de cit ¢ com uma segunda vesicula de PCPECL possivelmente permitiu a
ocorréncia do contato com outras vesiculas com o subseqiiente favorecimento da fusdo
quando a fase HII estava presente, como mostra o esquema a seguir (KAWALI, et al., 2005). A
fusdo observada na faixa de pH de 5,0 a 3,0 em vesiculas de PCPECL ¢ PCPEG em presenga
de cit ¢ (Figura 16) deve envolver interacdo simultinea de cit ¢ com sitios L e C
(RYTOMAA, 1992; RYTOMAA, 1995).

Como previamente proposto, durante a fusdo, a conformacao estendida de moléculas
PE poderia também ser favorecidas pelo sitio de contato entre duas vesiculas em proximidade,
levando ao estendimento das cadeias acil da molécula do fosfolipidio em direcdes opostas,
isto ¢, imersas dentro de duas bicamadas opostas enquanto a cabega polar ¢ mantida na
interface.

Assim, somente cit ¢ possui a estrutura e a distribuicdo de residuos carregados
necessarios para induzir fusdo de vesiculas de PCPECL de modo regulada pela ionizagdo dos
aminoacidos do sitio L e, considerando o alto grau de conservagao na estrutura tridimensional
de cit ¢ este fenomeno ¢, provavelmente, correlacionado com os eventos bioldgicos na

mitocOndria.
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O estudo do perfil dos valores de pK, dos aminoacidos que compreendem o sitio L na
estrutura de cit ¢ revelam que, citocromo ¢ tratado com DEPC na razdo DEPC/cit ¢ 3/1
apresenta perda da capacidade de inducdo de fusdo de vesiculas de PCPECL quando o pH de
tratamento estd acima de 9,5 e, o ajuste sigmoidal dos valores de turbidez, representada em
linha vermelha da Figura 32, indica a participacdo de grupos ionizaveis de pK, ~ 8,7. Esse
valor de pK, possivelmente pode ser atribuido a residuos de lisina envolvidas no sitio A entre
outras. Por outro lado, o citocromo ¢ tratado na razdo DEPC/cit ¢ 5/1 e 9/1 mostrou perda da
capacidade de fusdo de vesiculas, quando tratado com DEPC em pHs mais acidos, 7,5 € 6,5
respectivamente, sugerindo modificagdo do sitio L. Os valores de pK, obtidos pela linha verde
(pK, = 6,9) e linha azul (pK, = 5,6) sugerem pertencerem a ionizagdo dos residuos de lisina e
histidina do sitio L, respectivamente, uma vez que o pK, da cadeia lateral de histidina livre &
mais baixo do que de lisina livre. Portanto, variando a razdo DEPC/citocromo ¢ e o pH de
tratamento (Figura 31 e 32) pode-se mapear os valores de pK, dos residuos de lisina e

histidina compreendidos pelos sitios A e L de citocromo c.
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5.2 Sistema biologico: Papel bioldogico do sitio L na estrutura de

citocromo C

Os resultados descritos na primeira etapa indicam a identificagdo de um novo sitio de
interacdo de citocromo ¢ com a membrana interna mitocondrial, e essa interagao
provavelmente ¢ modulada pelo potencial transmembrana da mitocondria. Um aumento do
pH do espaco entre membranas, resultado da perda do potencial transmembrana poderia levar
a desprotonacdo do sitio L. Este pode ser um dos eventos que ocorrem no espago entre
membranas e que favoreceria no desligamento de citocromo ¢ da membrana mitocondrial,
desencadeando assim, o processo de apoptose da célula. Entretanto, a superficie de
lipossomos, como de PCPECL, ¢ esperada ser muito diferente da superficie da membrana
interna mitocondrial e ainda, na organela, cit ¢ precisa interagir com os citocromos ¢ redutase
e oxidase, que nao estdo presentes em sistemas modelos. Assim, a segunda etapa do trabalho
estudou o papel bioldgico do sitio L na estrutura de citocromo ¢ na sua associacdo com a
membrana interna mitocondrial na faixa de pH de 6,2 a 7,4, compativel com o encontrado em
mitocondrias no estado acoplado, ou na presenca de inibidores respiratorios ou agentes
desacopladores (NICHOLLS, FEGUSON, 1992; ERNSTER, 1992). Para esse estudo, foram
1solados mitoplastos (MP) (mitocondrias desprovidas de membrana externa) de figado de rato
os quais foram depletados de citocromo c. A ligagdo de citocromo ¢ com membranas de
mitoplastos de figado de rato foi acompanhada pelo consumo de oxigénio da organela e,
conseqiiente capacidade de producao de ATP.

A maior taxa de respiragdo do estado 2 exibido pelos mitoplastos supridos de
citocromo ¢ (MPc), em pH 7,4 (Figura 41, linha a) em relagdo ao MPc em pH 6,2 (Figura
41, linha c) poderia ser explicado pelo menor ApH gerado entre a matriz mitocondrial e o

meio externo, mimetizando um mitoplasto no estado desacoplado. Devido a auséncia de
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membrana externa, 0 bombeamento de protons da matriz para o lado externo deve promover
um significativo aumento do pH da matriz, mas ndo uma queda significativa no pH do lado
externo, um ambiente muito maior em comparagao com o espaco entre membranas virtual.
Este fenomeno similar ao desacoplamento da cadeia respiratéria, respondeu com o aumento
da taxa de respiragdo. Pela mesma razao, a auséncia da membrana externa também previne
um significativo decréscimo do AW durante a fosforilagdo de MPc, resultando em um menor
aumento da taxa de respira¢do da cadeia respiratoria do que em mitocondrias isoladas. Por
outro lado, mitoplastos em pH 6,2, a variacio de pH ¢ maior, ou seja, o gradiente
eletroquimico ¢ mantido (esquema abaixo), logo a cadeia respiratoria estd no estado acoplado

com a fosforilacao oxidativa.
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A dosagem de ATP (unidades relativa de luminescéncia, R.L.U.) produzido pelos MPc
em meio a diferentes valores de pH (Figura 42, painel esquerda) corroborou com a hipotese
de que o aumento do ApH foi a causa do decréscimo da taxa de respiragdo de MPc, uma vez
que, ao diminuir o pH do meio, a producdo de ATP dos MPc se manteve a valores proximos
ao observado em mitocondrias acopladas.

A adicdo de citocromo c¢ de cavalo aos mitoplastos em concentragdes acima de 0,03
nmol/mg proteina restaurou a respiragdo da organela de maneira dependente ao pH. O valor
de pK,o»s Observado a partir dos dados da taxa méxima de respiracdo e producao de ATP, foi
coincidente aos dados descritos anteriormente para fusdo de vesiculas promovida pelo
citocromo c¢ (Figura 17) e no papel protetor de pH na reacdo de carbetoxilacao dos residuos
de cit ¢ por DEPC na presenga das vesiculas PCPECL (Figura 24), pK,,,, ~7.

Para citocromo c¢ de atum, cuja estrutura apresenta os residuos de aminoacidos Lys22 e
His33 substituidos por Asn e Trp respectivamente, concentragdes acima de 0,06 nmol/mg
proteina também restaurou a respiracdo dos mitoplastos de maneira dependente de pH.
Entretanto, para cit ¢ de cavalo, o decréscimo de pH de 7,2 a 6,2 levou ao aumento no valor
de Ks,,, cerca de 6 vezes (Figura 44 A), enquanto que para cit ¢ de atum a afinidade com a
membrana da mitocondria aumentou 3,5 vezes. A Figura 44 A revela que, em pH 7,2, o sitio
L encontra-se desprotonado, cit ¢ de cavalo exibiu afinidade idéntica a membrana do
mitoplasto em relagdo ao cit ¢ de atum em pH 6,2. Este resultado sugere que os residuos de
aminodcidos Lys22 e His33 na estrutura de cit ¢ cavalo apresentam um baixo valor de pK, e
estdo envolvidos na liga¢do de cit c com a membrana interna mitocondrial. Diferentemente do
citocromo ¢ de cavalo, o de atum ndo foi capaz de induzir fusdo de vesiculas de PCPECL em
pH 6,2 (dados nao mostrados). Considerando que, em cit ¢ de atum a afinidade pela
membrana do mitosplasto diminuiu 3,5 vezes com o aumento do pH para 7,2, € provavel que

pelo menos um residuo de aminoacido bésico presente no sitio L desta proteina exibe um
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baixo valor de pK, em comparacao com o cit ¢ de cavalo e que contribui significativamente
para a associagdo com a membrana interna mitocondrial. De fato, a distancia entre os residuos
de Lys25 e Lys27 em cit ¢ de atum ¢ relativamente menor do que o encontrado em cit ¢ de
cavalo (Figura 44 B).

Analises da seqiiéncia de aminoacidos de citocromo ¢ de diferentes espécies mostram
que os residuos de aminoacidos compreendidos pelo sitio L de cit ¢ de cavalo sdo invariantes
entre os mamiferos e, que os componentes do sitio L exibido pelo cit ¢ de atum ¢é conservado
em peixes teledsteos e invariante para a presenca de somente trés residuos de aminoacidos
basicos. Os aspectos sobre a evolugdo do sitio L ainda precisam ser esclarecidos. Entretanto,
dados na literatura indicam que a membrana interna mitocondrial de peixes teleosteos
apresenta uma composicdo adaptada a regides de aguas frias. Esta infraclasse de peixes exibe
um alto conteudo de PE e baixo de PC, além de um aumento no conteudo de lipidios totais
insaturados (WODTKE, 1978; WODTKE 1981). Estas diferencas na frag¢ao lipidica sdo um
indicativo de que os residuos de aminoacidos que compreendem o sitio L presente na
estrutura de citocromo ¢ de diferentes espécies estdo relacionados a adapatacdo ao ambiente
em que se encontram.

A morfologia e distribuicdo de mitocondrias variam significativamente entre o tipo de
célula e entre espécies (DIAZ et al., 1999; CHURCH, POYTON, 1998). Trabalhos tém
descrito que a morfologia das mitocondrias é continuamente remodelada pelos processos de
fissdo e fusdo (NUNNARI, et al., 1997; RIZZUTO, et al., 1998), sendo muito importantes
para transmissdo de energia para a célula. Trés proteinas foram descritas por estarem
envolvidas no processo de fusdo em mitocondrias de levedura: duas proteinas
transmembranas Fzo/mitofusin ¢ Ugol (HERMANN, et al., 1998; SESAKI, JENSEN, 2004);
¢ uma proteina localizada no espago entre membranas, associada a uma proteina da membrana

interna (Mgm1) (WONG, et al., 2003). Em mamiferos, a literatura ainda esta pouco clara. Ha




146

descrito duas proteinas homologas para Fzo, mitofusins Mfnl e Mfn2 (ROJO, et al., 2002),
uma homologa para Mgm1, OPA1 (OLICHON, et al., 2003), mas ainda nenhum para Ugol.
Legros e colaboradores (LEGROS, et al.,, 2002) demonstraram que a fusdo
mitocondrial medeia a morfologia e tamanho das mitocondrias em linhagens de célula
humana. A fusdo depende da cadeia respiratoria funcional, mas ¢ inibida pela dissipagdo do
potencial de membrana da membrana interna mitocondrial pelo uso do ion6foro CCCP. Este
desacoplador classico de mitocondrias capta protons do espago entre membrana e tranfere pra
a matriz mitocondrial, o que também resulta numa alteracdo da diferenca de pH entre a matriz
e o espago entre membranas. Consequentemente, pode estar influenciando também na
afinidade de citocromo ¢ com a membrana e o desprotonamento de seu sitio L com o aumento
de pH do espaco entre membranas. Contudo s3o necessarios estudos para se verificar o papel

de citocromo ¢ e do sitio L no processo de fusdo de mitocondrias.
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6. CONCLUSOES E SUGESTOES

Os resultados obtidos demonstraram a existéncia de uma regido na estrutura de cit ¢
composta por um agregado de residuos de aminoacidos basicos (Lys22, Lys25, Lys27, His26
e His33) localizada no lado oposto ao sitio A, denominada como sitio L, envolvida em
interagir e promover fusdo de vesiculas em baixos valores de pH. Esses dados apontam para,
em baixos valores de pH similar ao encontrado em uma mitocondria respirando, sitios
protonados A (Lys72 e Lys73) e L (Lys22, Lys25, Lys27 His26 e His33) na estrutura de cit ¢
favoreceu uma interagdo eletrostatica simultanea de cit ¢ com dominios de grupo fostato de
cardiolipina (desprotonados) de duas vesiculas de PCPECL. Neste mecanismo, uma molécula
de cit ¢ liga-se a duas vesiculas, aproximando-as o que promove o processo de fusdo
contribuido pela presenga de fase HII na superficie das vesiculas. Considerando que o sitio L
esta localizado no lado oposto ao sitio A na estrutura de citocromo ¢ (TAKANO,
DICKERSON, 1981), como mostra a Figura 28, uma vez que o cit ¢ estd ligado
eletrostaticamente a vesiculas de PCPECL de um lado, o outro sitio estd disponivel para
interagir uma outra vesicula, assim, favorecendo o processo de fusao.

O agregado de cadeias laterais de aminodcidos carregados positivamente (sitio A) na
superficie externa da membrana interna mitocondrial sdo importantes para reconhecimento e
ligacdo com os citocromos ¢ redutase e oxidase carregados negativamente (NICHOLLS,
1974; PELLETIER, KRAUT, 1992), e o sitio L possivelmente funciona em manter o
citocromo c¢ ligado na membrana. O pH mais elevado no espago entre membranas, decorrente
da perda do potencial de membrana pode levar ao desprotonamento do sitio L. Isso pode ser
um dos eventos no espago intermembrana que favorece o desligamento de cit ¢ e

desencadeamento do processo apoptotico.
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A capacidade de restaurar a respiracao de mitoplastos depletados de citocromo ¢ em
diferentes valores de pH foi correlacionada com a disponibilidade do sitio L de citocromo c.
Ambos citocromos ¢ de atum e cavalo exibiram dois tipos de ligagdo com a membrana interna
mitocondrial, que contribuiram para o processo de transferéncia de elétrons: uma
independente de pH exibindo uma alta afinidade e baixa eficiéncia (constante macroscopica
de dissociagdo, Ks.,, ~ 10 nM) e outra dependente de pH com uma afinidade relativamente
baixa e alta eficiéncia. Para citocromo ¢ de cavalo o valor de pK, para a interagdo dependente
de pH foi ~ 6,7. Para citocromo ¢ de atum, Ks,,, aumentou cerca de 3,5 vezes com o aumento
de pH de 6,2 a 7,2, enquanto que, citocromo ¢ de cavalo, o valor de Ks,,, aumentou 6 vezes
nas mesmas condigoes. Os valores de Ks,,, foram idénticos para citocromo ¢ de cavalo em pH
7,2 e atum pH 6,2 (111nM) sugerindo que a protonagdo da Lys22 e His33 poderia ser uma
etapa limitante que determina a participacao desta hemoproteina na cadeia respiratoria ou na

apoptose.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

8.1. Estudos iniciados durante o periodo de doutoramento (ndo concluidos)

8.1.1. Monitoramento da fluorescéncia intrinseca de citocromo C

associado a vesiculas fosfolipidicas

A interacdo de citocromo ¢ de cavalo com membranas que, contem fosfolipidios
carregados negativamente, também foi estudada monitorando-se a fluorescéncia da porfirina e
do triptofano 59 presentes na estrutura de citocromo c. Para essas medidas, foram utilizadas
citocromo ¢ base livre (ou porfirina citocromo ¢), no qual o atomo de Fe** foi removido, pois
este suprime a fluorescéncia da porfirina e do triptofano.

A Figura 46 mostra os espectros de fluorescéncia da porfirina de citocromo ¢ base
livie de cavalo com lipossomos POPC/POPE/CL (1-palmitoil-2-oleil-sn-glicerol-3-
fosfocolina/ 1-palmitoil-2-oleil-sn-glicerol-3-fosfoetanolamina/ cardiolipina). Como efeito de
pH do meio na interagdo de citocromo ¢ com membranas, verifica-se um desvio da banda de
fluorescéncia da porfirina citocromo c¢ para a regido do vermelho em baixas razdes citocromo
¢/ lipidio de maneira dependente de pH acido (6,2).

O efeito do contetido de fosfolipidios carregado negativamente na interacdo de
citocromo ¢ base livre com lipossomos, também foi estudada. A Figura 47 mostra os
respectivos valores do centro espectral de massa, analisada na regido entre 605 - 635 nm dos
dados obtidos na Figura 46, de citocromo ¢ de cavalo base livre em presenca de lipossomos
POPC/POPE/CL nas propor¢des 50/30/20 e 58/30/12 mol % e ainda, substituindo cardiolipina

por fosfatidilglicerol (PG).
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Figura 46. Titulacio de citocromo C base livre em presenca de lipossomos POPC/POPE/CL. Experimentos
feitos nas seguintes condig¢des: 50 uM lipossomos POPC/POPE/CL na proporgao 50: 30: 20 mol % em tampao
HEPES 10 mM contendo EDTA 0,1 mM, 30° C, excitagdo em 500 nm, fenda de excitagdo 10 nm e emissdo 5
nm. (A) em pH 7,4 ¢ (B) em pH 6.2, em varias concentragdes de cit ¢ base livre (ppc).
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Figura 47. Efeito do contetido de fosfolipidio carregado negativamente na interacio de citocromo C base
livre com lipossomos POPC/POPE/CL em diferentes concentracdes de proteina. Experimentos feitos nas
seguintes condigdes: 50 uM lipossomos POPC/POPE/CL na proporg¢ao 50: 30: 20 mol % (A) e 58: 30: 12 mol %
(B) em tampao HEPES 10 mM, pH 7.4 ou 6,2 contendo EDTA 0,1 mM, 30° C, excitagdo em 500 nm, fenda de
excitacdo 10 nm e emissdo 5 nm.
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Com o decréscimo da quantidade de fosfolipidio carregado negativamente em
lipossomos PCPECL, o desvio da banda para o vermelho somente ocorre em concentragdes
de citocromo ¢ abaixo de 0,5 uM, em pH 6,2, enquanto que, em presenca de lipossomos
contendo 20 mol % de cardiolipina, o desvio da banda ocorre em concentragdes abaixo de 1,5
uM, em pH 6,2. Para excluir a possibilidade de formacdo de fase hexagonal promovida pela
cardiolipina, os mesmo experimentos foram realizados substituindo cardiolipina por POPG
(1-palmitoil-2-oleil-sn-glicerol-3-fosfoglicerol), como mostrado ainda na Figura 47 B, ¢ a
substitui¢do de POPE por POPC nos lipossomos (dados ndo mostrado). Contudo, ndo foi
encontrada significativa alteragdo com os resultados obtidos substituindo cardiolipina por
fosfatidilglicerol ou POPE por POPC, indicando que o desvio da banda ndo envolve fase
hexagonal entre a cadeia acil do fosfolipidio e a proteina.

Esse desvio da banda de 620 nm para a regido do vermelho, observado nestes
experimentos, decorre provavelmente de uma alteracao estrutural levando o grupo heme a um
ambiente mais hidrofobico. A Figura 48 mostra o espectro de emissdo de citocromo ¢ base
livre em diferentes meios, como etanol e DMSO.

Citocromo ¢ base livre em meio mais hidrofébico, apresenta o mesmo desvio da banda
de fluorescéncia da porfirina, que pode ser decorrente das altas razdes lipidio/proteina. Esses
dados indicam uma possivel alteragdo estrutural na proteina promovida pela inser¢do do
grupo heme na bicamada lipidica ou uma interagao do tipo lipidio estendida entre a cadeia acil
do fosfolipidio e a proteina. Contudo, outros resultados indicam que n3o ocorre o
enterramento do grupo heme na bicamada lipidica uma vez que o desvio da banda para a
regido do vermelho observado ¢é reversivel quando o citocromo ¢ ¢ desligado da membrana

por meio do aumento da forca idnica do meio, como mostra a Figura 49.
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Figura 48. Espectro de emissio de citocromo C base livre em diferente meios hidrofébicos. Experimentos
feitos nas seguintes condigdes: 1,0 uM de citocromo ¢ base livre em tampao HEPES 10 mM, pH 7,4 contendo

EDTA 0,1 mM, NaCl 150 mM (circulos fechados), ctanol (circulos abertos) e DMSO (triangulos fechados),
30° C, excitagdo em 500 nm, fenda de excitagdo 10 nm e emissdo 5 nm.
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Figura 49. Efeito do aumento da forc¢a iénica (NaCl 150 mM) do meio na interacdo de citocromo C base
livre com lipossomos POPC/POPE/POPG. Experimentos feitos nas seguintes condi¢des: 50 uM lipossomos
POPC/POPE/POPG na propor¢ao 37: 30: 33 mol %, em tampdo HEPES 10 mM, pH 7,4 (circulos) ou 6,2
(quadrados) contendo EDTA 0,1 mM 30° C, excitagdo em 500 nm, slit de excitagdo 10 nm ¢ emissdo 5 nm. 150
mM NaCl foram adicionados apds a interagdo de cit ¢ base livre com os lipossomos. Controle: cit ¢ base livre em
HEPES pH 7,4.
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8.1.2. Comparacdo da fluorescéncia intrinseca de citocromo C de

cavalo e atum associados a membranas fosfolipidicas

A presenca do residuo de triptofano 33 na estrutura de cit ¢ de atum, além do
triptofano 59, este encontrado em cit ¢ cavalo, nos permite estudar o papel do sitio L na
associag¢do de citocromo ¢ com membranas pela técnica de monitoramento da fluorescéncia
intriscica desses triptofanos. Pelo fato deste Trp33 estar localizado proximo a superficie da
molécula de citocromo ¢ (Figura 50) o ambiente em volta ¢ mais hidrofilico em comparagao
com o triptofano 59, encontrado proximo ao grupo heme. A natureza do ambiente em volta do
residuo de triptofano geralmente afeta a sua emissdo de fluorescéncia (Van HOLDE,

JOHNSON, HO, 1988; LAKOWICZ, 1999).

Figura 50. Esquema da estrutura de citocromo C de atum representada em modelo fita. A posi¢do dos
residuos de triptofanos estdo indicados. A figura esta fora de escala. A estrutura ID 3CYT foi obtida pelo site:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/mmdb/mmdbsrv.cgi?form=6&db=t&Dopt=s&uid=3015.

A Figura 51 mostra os espectros de fluorescéncia de triptofano de citocromo ¢ de
atum e cavalo na forma nativa (em tampao pH 7,4) e desnaturada (em tampao pH 2,3) em
comparagdo com 0s espectros de triptofano livre em meio hidrofilico (em tampao pH 7,4) e

hidroféobico (em presenca de SDS).
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Figura 51. Espectro de fluorescéncia do triptofano de citocromo C de atum e cavalo na forma nativa e
denaturada. Experimentos feitos nas seguites condigdes: 0,25 uM de proteina ou triptofano livre, tampdes MES
20 mM pH 7,4 contendo EDTA 0,1 mM ou tampao fosfato de s6dio 20 mM pH 2,3 contendo EDTA 0,1mM,
SDS 30 mM prepado em agua, 30°C, excitagdo em 292 nm, fenda de excitagdo 10 nm e emissdo 10 nm.

Triptofano livre, em meio hidrofilico, exibe um pico de fluorescéncia por volta de 352
nm enquanto que, em meio hidrofoébico (SDS) o pico ¢ desviado para 340 nm. Cit ¢ atum na
forma nativa, apresenta o pico de fluorescéncia em 344 nm, indicando que um dos triptofanos
encontra-se em ambiente menos hidrofébico, enquanto na forma desnaturada, na qual ambos
os triptofanos encontram-se expostos ao ambiente hidrofilico, o pico de fluorescéncia estd em
349 nm.

Citocromo ¢ de cavalo, na forma nativa, ndo exibe fluorescéncia de triptofano devido a
supressao de fluorescéncia pela presenga do atomo de ferro localizado préximo ao residuo que
recebe a energia do tipo Foster, contudo em pH 2,3, na forma desnaturada, a distancia entre o
residuo de triptofano e o atomo de ferro ¢ maior, desfavorecendo a transferéncia de energia do
tipo Foster.

As Figuras 52 e 53 mostram os espectros de fluorescéncia de citocromo ¢ nativo de

cavalo e atum, respectivamente, em presenga de lipossomos PCPECL, em pH 7,4 ¢ 6,2.
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Figura 52. Espectro de fluorescéncia do triptofano de citocromo Cc de cavalo em presenca de lipossomos
PCPECL. Experimentos feitos nas seguites condi¢des: 0,25 uM de proteina, tampdo fosfato de sodio 20 mM,
pH 2,3 contendo EDTA 0,1 mM, 50 uM lipossomos POPC/POPE/CL 50: 30: 20 mol % em tampdao MES 20
mM, pH 7,4 ou 6,2 contendo EDTA 0,1 mM, 30°C, excita¢do em 292 nm, fenda de excitacdo 10 nm e emissdo

10 nm.
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Figura 53. Espectro de fluorescéncia do triptofano de citocromo C de atum em presenca de lipossomos
PCPECL. Experimentos feitos nas seguites condigdes: 0,25 uM de proteina, tampao fosfato de soédio 20 mM pH
2,3 contendo EDTA 0,1 mM, 50 puM lipossomos POPC/POPE/CL 50: 30: 20 mol % em tampao MES 20 mM pH
7,4 ou 6,2 contendo EDTA 0,1 mM, 30°C, excitagdo em 292 nm, fenda de excitacdo 10 nm e emissdo 10 nm
(A). (B) Dados da Figura 3A normalizados.
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Em presenca de lipossomos em pH 7,4, citocromo ¢, tanto de cavalo quanto de atum,
ndo exibiram diferencas significativas no pico de emissao de fluorescéncia do triptofano (por
volta de 342 nm). Contudo, em presenca de lipossomos pH 6,2, houve um aumento
significativo de intensidade de fluorescéncia e, a banda desviada para 342 e 339 nm em
citocromo ¢ de cavalo e atum, respectivamente, indicando a alteracdo estrutural da proteina
nessas condi¢des, levando possivelmente, a exposicdo dos residuos de triptofano a um
ambiente hidrofébico.

A proxima figura, Figura 54, mostra o tempo de queda da fluorescéncia de triptofanos
de citocromo ¢ de atum na forma nativa, em presenca e auséncia de lipossomos e, a Tabela 10

mostra os valores de lifetime obtidos por meio do ajuste de dados para duplo-exponencial.

1

0,8+

0,61

Intensidade

0,4+

0,2+

0,0 1

70 72 74 76 78 80 82 84
Tempo (ns)

Figura 54. Queda da intensidade de fluorescéncia de citocromo C de atum versus o tempo. Circulos cheios:
cit ¢ atum em pH 7,4; Circulos abertos: cit c atum em pH 7,4 em presenca de lipossomos; Quadrados abertos:
cit ¢ atum em pH 6,2 em presenca de lipossomos; Dados ajustados com duplo-exponencial, deconvoluidos e
normalizados. Experimentos feitos nas seguintes condi¢des: cit ¢ 1,0 uM, 200 uM lipossomos POPC/POPE/CL
50: 30: 20 mol % em tampao MES 20 mM pH 7,4 ou 6,2 contendo EDTA 0,1 mM, 30°C, excitagdo e emissao
em 292 nm e 340 nm respectivamente, fenda de excitacdo e emissdo 15 nm.
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Tabela 10. Tempo de vida da fluorescéncia de citocromo ¢ de atum na presenca e auséncia de

lipossomos PCPECL.
Amostra Lifetimes (ns) Fatores . .
Preexponenciais
1pM cit atum pH 7,4 (3 = 1,482) 1 036 o 0,25
Fitting from 70,05 to 85 ns T2 2,77 (V) 0,07
1uM cit atum PCPECL pH 7,4 (*=1,195) 1, 2,05 o 0,11
Fitting from 70,1 to 85 ns T 0,21 oy 1,32
1pM cit atum PCPECL pH 6,2 (3*= 1,561) T 2,76 oy 0,46
Fitting from 70,1 to 85 ns - 0.86 s 0,49

T € T, representam o componentes do tempo de vida derivados do ajuste das curvas de queda com duplo-

exponencial. Experimentos feitos nas condigdes descritas na Figura 54.

Esses resultados de steady-state e lifetime sugerem que, em tampao pH 7.4, na

auséncia de lipossomos, o residuo de aminoacido Trp59 de citocromo ¢ de atum

provavelmente deve apresentar uma fluorescéncia com tempo de vida longo (lifetime 1, =

2,77 ns, Tabela 10) por estar inserido na cavidade hidrofobica da proteina. Enquanto que, o

residuo Trp33 apresentaria uma fluorescéncia com tempo de vida curto (lifetime t; = 0,36 ns)

pois deve estar localizado proximo a superficie da molécula, em ambiente mais hidrofilico e

distante do grupo heme, como representado no Figura 585.

pH7.4
Trp 33
. f\:} Figura 55. Representacio do posicionamento dos
Citocromo ¢ A residuos de triptofano e do grupo heme de citocromo
L~ Sitho L ™, ¢ de atum em tampio pH 7,4.
& 2N
Trp/ 9
Sitio A~
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Na presenca de lipossomos PCPECL, pH 7,4, ocorre a interacdo eletrostatica entre o
sitio A de cit ¢ ¢ a membrana, o que possivelmente altera a estrutura tridimensional da
proteina (dado corroborado com os resultados de DSC adiante). Neste caso, possivelmente o
residuo de aminoacido Trp59, localizado proximo ao sitio A, deve se expor ao ambiente
hidrofilico, como mostra o Figura 56, diminuindo assim, o tempo de vida da fluorescéncia
para 1, = 0,21 ns e aumentando o valor de fator preexponencial (a; = 1,32), Tabela 10, pelo
fato de ndo ser mais suprimido pelo grupo heme, uma vez que se encontra afastado do grupo
heminico. Ja o residuo Trp33, provavelmente deve estar posicionado para dentro da proteina,
num ambiente mais hidrofobico e préximo ao grupo heme, explicando assim, o aumento de
tempo de vida da fluorescéncia de modo significativo para t; = 2,05 e diminuindo sua
contribui¢do espectral (a; = 0,11).

pH 7.4

] N

= e Membrana
lipidica

Figura 56. Representacido do posicionamento dos residuos de triptofano e do grupo heme de citocromo ¢
de atum em tampao pH 7,4 na presenca de lipossomos PCPECL.

Em pH 6,2, com o sitio L protonado e disponivel para a interagdo de cit ¢ com a

membrana carregada negativamente, o residuo de Trp33 provavelmente se desloca para a
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regido hidrofobica dos lipossomos PCPECL, aumentando assim, o seu valor de lifetime (t; =
2,76) e o fator preexponencial (o = 0,46), uma vez que se encontra mais distante do grupo
heme. A associacdo de cit ¢ com membranas também ocorre via sitio A nesta condicao,
permitindo o residuo de aminoacido Trp59 afaste-se do grupo heme e situe proximo a
superficie da molécula, apresentando um lifetime 1, = 0,86 e fator preexponencial de o, =

0,49, como mostrado no Figura 57.

pH 6,2

Membrana
lipidica

Figura 57. Representacio do posicionamento dos residuos de triptofano e do grupo heme de citocromo ¢
de atum em tampao pH 6,2 na presenca de lipossomos PCPECL.

Contudo, sao necessarias outras medidas, para confirmar essas hipoteses, dentre elas,
analise de lifetime de citocromo ¢ de atum forma base livre na auséncia e presenca de
lipossomos, uma vez que este ndo apresenta o atomo de ferro para suprimir a fluorescéncia

dos triptofanos.
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8.1.3. Estudo comparativo das propriedades termodinimicas da

associacio de citocromo ¢ com membranas de PCPECL via sitio A e L

O efeito da interagdo de citocromo ¢ com lipossomos, de maneira dependente de pH,
também foi estudado por meio de andlise por calorimetria, Differential Scanning Calorimetry
(DSC), técnica empregada para averiguar a temperatura de desnatura¢do da proteina. A
Figura 58 e Tabela 11 mostram a temperatura de denaturacdo de cit ¢ de cavalo na presenca
e auséncia de lipossomos contendo fosfolipidio carregado negativamente, tanto em pH 7,4 e
6,2.

Esses resultados estdao de acordo com a literatura, na qual foram empregadas vesiculas
de DOPG (dioleoylphosphatidylglycerol) e DMPG (dimyristoylphosphatidylglycerol). Zhang
e Rowe (ZHANG, ROWE, 1994) também observaram a queda na temperatura de denaturagao
de citocromo ¢, de 82 para 50 graus Celsius, quando ligado a vesiculas carregadas
negativamente (DOPG) em pH 7,8, sugerindo perda da estabilidade estrutural da proteina e
possivel penetragao parcial dela na bicamada lipidica. Heimburg e Biltonen (HEIMBURG,
BILTONEN, 1994; HEIMBURG, HILDEBRANDT, MARSH, 1991), por meio de analises
utilizando *'P NMR (phosphorus nuclear magnetic resonance), DSC e titulagio calorimétrica,
demonstraram que a associagdo de cit ¢ com membranas de DOPG tornou evidente o
componente isotropico °'P NMR (contida na membrana), indicando alteracio na organizacio
tridimensional da membrana promovida por uma desordem local ou na sua curvatura no sitio
de interagdo da proteina com a membrana. Contudo, sdo necessarias outras medidas e maior

analise dos resultados.
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Figura 58. Anadlise de Differential Scanning Calorimetry (DSC) de citocromo C de cavalo na presenca e

auséncia de lipossomos. Experimentos feitos nas seguintes condigdes: citocromo ¢ de cavalo nativo 100 pM,
lipossomos 13,33 mM (razdo lipidio/ proteina 133) POPC/POPE/POPG 37: 30: 30; POPC/POPE/CL 50: 30: 20
(A) e POPC/CL 80: 20 mol % (B), em tampao MES 20 mM pH 7,4 ou 6,2.

Tabela 11. Temperatura de desnaturacao de citocromo ¢ na auséncia e presenca de
lipossomos, em pH 7,4 ¢ 6,2

pH7,4(°C) pH6,2(°C) A Temp

Citocromo ¢ 84,7 80,9 3,8
POPC/POPE/POPG + cit ¢ 64,6 59.4 5,2
POPC/POPE/CL + cit ¢ 60,5 58,0 2,5
POPC/CL + cit ¢ 59,9 53,8 6,1

Experimentos feitos nas condi¢des descritas na Figura 58 acima.
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8.2. Estudo das interacgdes eletrostatica e lipideo estendida dos sitios A e L
de citocromo ¢ com modelos de membrana interna mitocondrial contendo

lipideos integros e oxidados por radicais livres e por oxigénio singlete

Durante o periodo de doutoramento da aluna, contribuiu para a discussdo e elaboracao
de um trabalho que investiga a a¢do fotodinamica de azul de metileno sobre citocrom c ligado
a modelo de membrana mitocondrial interna (RODRIGUES et al., 2007), no qual foi descrito
o papel protetor do fosfolipidio insaturado em manter a capacidade apoptdtica de citocromo c.
Esse trabalho sera continuado pela aluna durante seu pds-doutoramento, cujo projeto esta em
submissao na FAPESP. O resumo do projeto esta descrito a seguir:

A capacidade de citocromo c exibir funcgdes distintas dentro da mitocondria e no
citosol depende de sua associagdo com membranas. Dados na literatura descrevem que a
ligacdo de citocromo ¢ com membranas que mimetizam a membrana interna mitocondrial
envolve interagdes do tipo eletrostatica, via sitio A e hidrofobica com o ancoramento da cauda
acil do fosfolipidio na cavidade hidrofobica de citocromo c¢ (interacdo lipidio estendida).
Além disso, no lado oposto ao sitio A, o citocromo c¢ exibe o sitio eletrostatico L, descrito
recentemente, para interagir com vesiculas PCPECL em pH abaixo de 7,0. Em vista disso, o
foco desse projeto ¢ determinar a possibilidade do envolvimento da interagao lipidio estendida
entre citocromo ¢ € membranas que mimetizam membrana interna mitocondrial via sitio L e
A e, determinar o efeito da oxidag¢do lipidica na interagdo do sitio A e L de citocromo ¢ com
membranas, distinguindo qual tipo de oxida¢do lipidica que exerce maior interferéncia na
associag¢do proteina/lipidio: oxida¢do decorrente do ataque de oxigénio singlete, que leva a
formagao de perdxido de lipidio; ou a oxidagdo promovida pelo ataque radicalar, que envolve

a formagdo de perdxido de lipidio e malondialdeido. Para isso, serdo empregadas as técnicas
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de ressonancia plasmonica de superficie, para averiguar a afinidade de interacdo proteina-
membrana, ressonancia paramagnética de elétrons, para investigar a ocorréncia de mudangas
no estado de spin do ferro heminico de citocromo ¢ induzidas pelo tipo de cadeia acil dos
fosfolipidios, dosagem de malondialdeido (MDA) e hidroperoxido de lipideo (LOOH) para
averiguar o dano na membrana.

Os resultados envolvendo a associacdo de citocromo ¢ com membrana interna
mitocondrial de mitoplastos em diferentes pHs, ja estdo sendo utilizados para confec¢do de

um manuscrito, que sera submetido em breve.
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9. ANEXO 1 (Parecer da Comissdo de Etica em manipulacdo e

experimentagdo animal — CEMEA/UMC autorizando o projeto)




“m@ lols rﬂﬂ)../“j,m}g
m Fax: (011) 4762-5233
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J crozes hittp:Awwwiume. br

COMISSAO DE ETICA EM MANIPULACAO E EXPERIMENTACAO ANIMAL

CEMEA/UMC
A Académica
CINTIA KAWAL
PARECER

O trabalho intitulado: “IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE UM NOVO
SITIO DE INTERACAO DE CITOCROMO ¢ COM FOSFOLIPIDIOS PRESENTES NA
MEMBRANA INTERNA MITOCONDRIAL” de autoria da académica CINTIA KAWAL,
sob orientagiio da Prof. Dra. ISELI LOURENGCO NANTES, foi considerado APROVADO
por esta comissdo. Consideramos a selegdo, alojamento, manipulagdo ¢ nimero de sujeitos
experimentais adequados aos principios bioéticos da utilizagio de animais em
experimentacio.

Sem mais no momento, despedimo-nos.

Mogi das Cruzes, 01 de outubro de 2007.
— —

— _I,__,--
MAURICI QUES DE OLIVEIRA
Presidente do CEMEA/UMC

Av. Dr. Candido Xavier de Almeida Souza, 200 - CEP 08780-911 - Mogi das Cruzes - SP - Brasil
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The interaction of cytochrome c¢ (cyt ¢) with mitochondrial
mimetic vesicles of 1,2-dipalmitoyl-su-glycero-3-phosphocholine,
1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine, and heart
cardiolipin (PCPECL) was investigated over the 7.4—6.2 pH range
by means of turbidimetry and photon correlation spectroscopy. In
the presence of cyt ¢, the decrease of pH induced an increase in
vesicle turbidity and mean diameter resulting from vesicle fusion as
determined by a rapid decrease in the excimer/monomer ratio of
2-(10-(1-pyrene)-decanoyl)-phosphatidylcholine (PyPC). N-acety-
lated cyt ¢ and protamine, a positively charged protein, increased
vesicle turbidity in a pH-independent manner, whereas albumin did
not affect PCPECL vesicle turbidity. pH-dependent turbidity kinet-
ics revealed a role for cyt c-ionizable groups with a pK,,,,,,, of ~7.0.
The carbethoxylation of these groups by diethylpyrocarbonate pre-
vented cyt c-induced vesicle fusion, although cyt ¢ association to
vesicles remained unaffected. Matrix-assisted laser desorption ion-
ization time-of-flight analysis revealed that Lys-22, Lys-27, His-33,
and Lys-87 cyt c residues were the main targets for carbethoxylation
performed at low pH values (<7.5). In fact, these amino acid resi-
dues belong to clusters of positively charged amino acids that lower
the pK,. Thus, at low pH, protonation of these invariant and highly
conserved amino acid residues produced a second positively
charged region opposite to the Lys-72 and Lys-73 region in the cyt ¢
structure. These two opposing sites allowed two vesicles to be
brought together by the same cyt ¢ molecule for fusion. Therefore, a
novel pH-dependent site associating cyt ¢ to mitochondrial mimetic
membranes was established in this study.

Cytochrome ¢ (cyt c)® has become an object of great interest because,
besides its known role in the respiratory chain, it exhibits the ability to
detach from the inner mitochondrial membrane and trigger events in
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the cytosol that promote apoptosis (1, 2). Events that lead to cellular
oxidative stress and loss of mitochondrial membrane potential, such as
Ca*"-induced permeability transition or photodynamic therapy, are
known inducers of apoptosis and cyt c release (3—12).

The ability of cyt ¢ to exhibit distinct functions within mitochon-
dria and in the cytosol is related to the cellular localization of the
hemeprotein, the only peripheral protein that interacts with the
external face of the inner mitochondrial membrane (13, 14). The
detachment of cyt ¢ from the mitochondrial membrane involves
reversible interaction of the protein with the lipid bilayer. Therefore,
the nature and specificity of the interaction of cyt ¢ with lipid bilayers
have been a focus of several studies (13, 15, 17, 18). Both electrostatic
and hydrophobic interactions have been found to be important fac-
tors in the association of cyt ¢ with phospholipid membranes (19—
21). Studies conducted with model systems have indicated the exist-
ence of two different cyt ¢ sites, A and C, which are responsible for
the association with lipid bilayers (19, 22, 23). Site A is an electro-
statically interacting site constituted of basic residues in cyt ¢, prob-
ably Lys-72 and Lys-73. Site C is another lipid-binding site in cyt ¢
with a high affinity to protonated acidic phospholipids. The invariant
Asn-52 in horse heart cyt ¢ has been assigned as the amino acid
residue that binds to protonated acidic phospholipids via hydrogen
bonds (19, 22, 23). Whatever the site involved in the interaction of
cyt ¢ with the phospholipid head group, one phospholipid acyl chain
can be accommodated within a hydrophobic channel of the protein.
In cytc, this channel is lined by hydrophobic amino acid residues and
leads from the surface of the protein to the heme crevice. In this regard, the
cyt ¢ amino acid residues Lys-72 and Lys-73 (site A) are located at one side
of the channel opening, whereas Asn-52 (site C) is located at the opposite
side. Electron paramagnetic resonance studies (21) have shown a clear cor-
relation between the nature of the lipid acyl chain and the spin states of cyt
¢ interacting with different types of lipid membranes.

Kostrzewa et al. (24) determined the membrane location of spin-
labeled cyt ¢ using paramagnetic agents and found that this protein does
not penetrate the membrane’s interior and that the electrostatic inter-
action occurs on the side where Lys-86, Lys-87, and Lys-72 are located
(7, 24). However, on the external surface of the inner mitochondrial
membrane the clusters of positively charged amino acid side chains (site
A) are important for the recognition and binding of the cyt ¢ reductase

inverted; MALDI, matrix-assisted laser desorption ionization; PCPECL, 1,2-dipalmit-
oyl-sn-glycero-3-phosphocholine, 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanola-
mine, and heart cardiolipin; PCPEPG, 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine,
1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine, and phosphatidylglycerol;
PyPC, 2-(10-(1-pyrene)-decanoyl)-phosphatidylcholine; TOF, time-of-flight.
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and oxidase (13, 25). Therefore, the assignment of the cyt c sites that
interact with the membrane and neighboring respiratory proteins con-
tinues to pose a challenge. In this regard, the occurrence of cyt c-medi-
ated fusion of phospholipid vesicles suggests the existence of at least two
sites for cyt ¢ attachment to membranes (26). In this work, we present
results of cyt c-mediated vesicle fusion that suggest the existence of one
more site for electrostatic interaction of cyt ¢ with acidic phospholipids
involving the amino acid residues Lys-22 and Lys-27.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals—Cyt c (horse heart, type III), acid-modified (N-acetylated)
cyt ¢, HEPES, egg yolk phosphatidylethanolamine, egg yolk phosphatidyl-
choline, bovine heart cardiolipin (CL), 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phos-
phocholine (DPPC), 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine
(DPPE), 3,5-dimethoxy-4-hydroxycinnamin acid, a-cyano-4-hydroxycin-
namic acid, (Ile-7)-angiotensin III acetate salt, and ACTH fragment 18 -39
were purchased from Sigma. 2-(10-(1-Pyrene)-decanoyl)-phosphatidyl-
choline (PyPC) was supplied by Molecular Probes (Eugene OR).

Preparation of Liposomes—Lipids were first dissolved in chloroform,
which was evaporated with N, gas. The lipid residue was kept under
reduced pressure for at least 2 h, after which it was hydrated by adding
cold 5 mm HEPES buffer. After the addition of buffer, the mixture was
stirred with a vortex and sonicated at on ice in 30-s bursts with 1-min
cooling intervals using a microtip-equipped Thornton ultrasonic proc-
essor at an output of 60 watts. Liposome preparations were centrifuged
at 8,000 X gat4 °C for 10 min to precipitate the titanium released by the
sonicator tip.

Electronic Absorption Spectrometry and Turbidity—Electronic absorption
and turbidity measurements were conducted in a photodiode spectrophotom-
eter (Shimadzu Scientific Instruments Inc., Columbia, MD) by using quartz
cuvettes of 1-cm light path and a slit of 0.5 nm.

pH Dependence of Cyt c-promoted Vesicle Fusion—The kinetics of
vesicle fusion was monitored continuously by the increase in turbidity at
480 nm by using a Shimadzu model MultiSpec 1501 photodiode array
spectrophotometer. Vesicles alone, without cyt ¢, were used as blanks.

pK, Measurements—The pK, values of the prototropic groups influ-
encing vesicle fusion were determined by measuring the pH-dependent
turbidity increase. The data on turbidity increase (Aturbidity at 480 nm)
as a function of pH were analyzed according to Equation 1.

lim,+10HP%)

Aturbidity = 10PHPK) 4 1

(Eq.1)

Determination of Mean Zeta Average Diameters (Dz) and Zeta Poten-
tials ({) for Vesicles in the Presence or Absence of Cyt c—At 25 °C Dz and
{ were determined by dynamic light scattering and laser-Doppler
microelectrophoresis, respectively, using a ZetaPlus-ZetaPotential
Analyzer (Brookhaven Instruments Corporation, Holtsville, NY)
equipped with a 570-nm laser and dynamic light scattering at 90° for
particle sizing (27). Particle size (Dz) and { were mean values calculated
from at least 10 independent measurements with S.D. <5% from the
mean. { was determined in pure water from electrophoretic mobility u
and Smoluchowski’s equation { = un/e, where 7 is the medium viscos-
ity and € the medium dielectric constant. The final lipid concentration
varied from 0.25 to 1.0 mm.

Vesicle Fusion Detected by PyPC—For fluorescence measurements,
aliquots of small unilamellar 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phospho-
choline,  1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine, and
heart cardiolipin (PCPECL; 50:30:20% mol) vesicles containing PyPC
(7% mol) were added to identical unlabeled PCPECL vesicles to a final
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ratio of 1:10 labeled/unlabeled vesicles. Fluorescence emission spectra
were recorded at 30°C using a F-2500 Hitachi fluorescence
spectrometer.

Carboxyethylation of Cyt ¢ by Diethylpyrocarbonate (DEPC)—Sam-
ples of 100 uMm cyt ¢ in 10 mm HEPES butffer, pH 7.4, or in 10 mM acetate
buffer, pH 5.25, were reacted with 1-, 2-, 3-, 4-, 5-, 6-, 9-, 15-, 25-, 50-,
and 100-fold molar excess DEPC at room temperature for 1 min. The
samples were then dialyzed for 2 h before subjecting them to matrix-
assisted laser desorption ionization (MALDI) time-of-flight (TOF) mass
spectrometry analysis.

MALDI-TOF Mass Spectrometry—All linear, reflectron (not shown),
and post-source decay (not shown) spectra were acquired on an Ettan
MALDI-TOF Pro mass spectrometer that can operate in linear mode or
in reflectron mode using a harmonic reflectron that increases resolution
and sharpens time focusing. The accelerating voltage was set at 20 kV.
The samples were mixed with an equal volume of a saturated solution (5
mg/ml) of 3,5-dimethoxy-4-hydroxycinnamin acid in 50% acetonitrile
and 0.5% trifluoroacetic acid, and 0.5 ul of the mixture was loaded onto
the stainless steel MALDI slides for analysis. Cyt ¢ was digested by
trypsin. Prior to MALDI-TOF analysis, the supernatant containing
tryptic peptide was dried by vacuum centrifugation and dissolved in 10
wl of water. An equal volume of the peptide solution was mixed with a
saturated solution of a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (prepared such
as described above), and 0.5 ul of the 8-pmol peptide solution was
loaded onto the stainless steel MALDI slides for analysis. The external
calibration for the linear mode was performed before analysis with
bovine cyt c. Reflectron mode calibration was conducted using (Ile-7)-
angiotensin III acetate salt and ACTH fragment 18 —39. The data were
analyzed using the Ettan MALDI-TOF Pro software. Sequencing of cyt
¢ tryptic peptides was made with Ettan CAF™ MALDI sequencing kit
(Amersham Biosciences).

RESULTS

Effect of pH on the Instability of Mitochondrial Mimetic PCPECL
Vesicles Promoted by Cyt c—Fig. 1A shows the effect of pH on the cyt
c-promoted colloidal instability of mitochondrial mimetic PCPECL ves-
icles. The turbidity kinetic mediated by cyt ¢ was carried out over a pH
range of 6.2—7.4. This pH range was chosen because it is expected in the
mitochondrial intermembrane space under different conditions such as
respiring and coupled mitochondria or in the presence of respiratory
inhibitors or uncoupling compounds (28, 29). The drop in pH from 7.4
to 6.2 promoted a corresponding increase in the sample’s turbidity, as
indicated by the arrow (Fig. 1A4). The kinetic data did not fit to the first
order equation Aturbidity = Aturbidity_[1 — e kY] (figure not shown).
The log(Aturbidity) versus log(time) plot revealed that the increase in
vesicle turbidity followed a multiphasic process (Fig. 1B). In fact, this
observation is expected because, during the course of the fusion process,
the size and radius of the curvature of the liposomes are changing. These
results indicate that in-depth physico-chemical studies of this process
should yield the basic mechanism of fusion of the PCPECL vesicles
mediated by cyt c.

Fig. 2 shows the effect of pH on the turbidity of PCPECL (closed circle)
and PCPEPG (closed triangle) vesicles after 10 min of interaction with
cyt c over a pH range of 1.5-9.0. PCPEPG was used here for purposes of
comparison with PCPECL to discard the possible formation of hexago-
nal phase H;; mediated by cyt ¢ as a consequence of its interaction with
CL (30). In the absence of cyt ¢ and at a pH below 2.5, instability of
PCPECL (Fig. 2, open circle) and PCPEPG (open triangle) vesicles
occurred because of the protonation of phosphate moieties in acidic
phospholipids. Above pH 2.5, vesicles were stable, and instability was
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FIGURE 1. A, effect of pH on the turbidity of the medium containing PCPECL vesicles and
cyt ¢. Experiments were carried out at 30 °C using 0.25 mm lipids containing 50% DPPC,
30% DPPE, and 20% CL in 10 mm HEPES buffer at pH 6.2 in the absence of cyt cand pH 7.4,
7.2,7.0,6.8,6.6,6.4,and 6.2 in the presence of 4 um cyt ¢, as indicated by the arrow. The
experiments performed at pH 6.4 and 6.2 were reproduced with 10 mm carbonate buffer
(see Fig. 9 in the supplemental materials in the on-line version of this article). B, plot of
log(A turbidity) X log(time) by using the data of turbidity increase at pH 6.2 shown in
panel A.

Turbidity (480nm)

FIGURE 2. Effect of pH on the turbidity at 480 nm of the medium containing PCPECL
vesicles (open circles), PCPECL vesicles plus 4 um cyt c (solid circles), PCPEPG vesicles
(open triangles), and PCPEPG vesicles plus 4 um cyt c (solid triangles). The turbidity
was determined 10 min after incubation at 30 °C. Experiments were carried out at with
0.25 mm lipids containing 50% DPPC, 30% DPPE, and 20% CL or phosphatidylglycerol.
The medium was acidified and alkalized by the addition of HCl and NaOH, respectively.

detected only upon the addition of cyt ¢ (Fig. 2, closed circle and closed
triangle). An analysis of the pH curves in the presence of cyt ¢ reveals
two transitions. The first transition, around pH 3.0, suggests that the
native cyt ¢ structure was crucial to induce vesicle fusion because it was
close to the cyt ¢ acid transition (15, 31). The pK,, value for the second
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Effect of pH on the diameter of PCPECL liposomes

TABLE ONE

Experimental
condition® pH 7.4 pH 6.8 pH 6.2
nm nm nm
PCPECL 61.1 +0.3° 69.9 + 0.2° 76.2 + 1.0
PCPECL + cyt ¢ 54.0 = 0.4” | 104.0 =25” | 10304 = 17.8°

“ Experiments were carried out under the following conditions: 10 mm HEPES,
30 °C, 4 uM cyt ¢ in the presence of 0.25 mm liposomes containing phosphatidyl-
choline (50%), phosphatidylethanolamine (30%), and CL (20%).

? The error value refers to the value obtained by the measurement and not to the
vesicles diameter in the sample.

transition was obtained by fitting pH data to Equation 1 by non-linear
regression analysis, yielding values of 6.95 + 0.08 and 7.19 = 0.01 in the
presence of PCPECL and PCPEPG vesicles, respectively.

As expected, the increased turbidity of the sample mediated by cyt ¢
was associated with an increase of the mean vesicle size, as shown by
photon correlation spectroscopy (TABLE ONE). In the absence of cyt c,
the decrease in pH led to a minor change in the mean size of the vesicles.
However, in the presence of cyt ¢, decreasing the pH from 7.4 to 6.2 led
to a dramatic increase in the mean vesicle size (TABLE ONE).

The Cause of Cyt c-promoted Turbidity Increase in PCPECL Vesi-
cles—To determine whether fusion or aggregation was responsible for
the cyt c-promoted colloidal instability of PCPECL vesicles, changes in
the vesicles’ average size were compared with a decrease in the excimer/
monomer (E/M) ratio of PyPC present in PCPECL vesicles, which were
mixed with unlabeled vesicles in the presence or absence of cyt ¢. Sim-
ilarly to what was observed in small unilamellar egg phosphatidylcho-
line vesicles containing 7 mol % PyPC (33), control experiments dem-
onstrated that the E/M ratio of PCPECL vesicles containing 7 mol %
PyPC in PCPECL was unaffected by dilution, remaining virtually
unchanged after 2 h of incubation at two pH values, 6.2 and 7.4, in the
presence of a 10-fold excess of unlabeled PCPECL vesicles (not shown).
The addition of cyt ¢ to a mixture of 7 mol % PyPC-labeled and unlabeled
small unilamellar vesicles caused the E/M ratio to drop from 0.25 to 0.13
at pH 6.2 (Fig. 3). At pH 7.4 the E/M ratio remained constant as a
function of time and equal to 0.25 after the addition of the same amount
of cyt ¢ (Fig. 3). The insert compares the kinetic curves of the cyt c-pro-
moted E/M ratio decrease for PyPC in PCPECL vesicles at pH 7.4
and 6.2.

Assignment of the pK,, Values to Specific Ionizable Groups—At this
point a question was raised. Was the pK, value of 6.95, obtained in the
presence of PCPECL, or the value of 7.19, measured in the presence of
PCPEPG vesicles, related to the ionization of phospholipid head groups
or to the amino acid residues of the protein? If the first possibility was
correct, the ¢ potential of the PCPECL vesicles should have varied sig-
nificantly over the pH range of 6.2-7.4, indicating a decrease in the
negative charge density at the vesicle surface due to protonation of
phosphate moieties. In a pH range of 6.2—7.4, PCPECL vesicles contain-
ing 20% CL did not display a significant variation in { potential, which
remained practically constant at —100 mV. In PCPECL vesicles con-
taining cyt ¢, the ¢ potential was also constant but at —50 mV over the
same pH range, indicating that cyt c was electrostatically attached to the
vesicles. Therefore, the electrostatic interaction of cyt ¢ with PCPECL
vesicles occurs below this protein’s pI (10.5), but fusion should be
dependent on the ionization of specific amino acid side chains, suggest-
ing specificity of cyt ¢ to promote the fusion of PCPECL vesicles in a
pH-dependent manner. Fig. 4 compares the ability of two basic proteins
(cytc, lines a and d, and protamine, lines b and ¢) and one acidic protein
(serum albumin, /ines e and f) to promote PCPECL vesicle fusion in a
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FIGURE 4. Comparison of the ability of cyt ¢, protamine, and serum albumin to
induce fusion of PCPECL vesicles. The experiments were carried out at 30 °C in the
presence of 0.25 mm PCPECL and the following proteins at 4 um: cyt ¢ at pH 6.2 (a);
protamine at pH 7.4 (b); protamine at pH 6.2 (c); cyt ¢ at pH 7.4 (d); serum albumin at pH
7.4 (e); and serum albumin at pH 6.2 (f). Experiments were carried out with 0.25 mm lipids
containing 50% DPPC, 30% DPPE, and 20% CL in 10 mm HEPES buffer.

pH-dependent manner. Protamine exhibited the same efficiency at pH
7.4 and 6.2 (Fig. 4, lines b and ¢, respectively) to promote colloidal insta-
bility in PCPECL vesicles, whereas serum albumin failed to promote
instability at these pH values (/ines e and f, respectively). The decrease in
PCPECL vesicle fusion promoted by the increase of the pH was substan-
tial only with cyt c.

Considering the possibility that the pK, of ~7.0 is attributable to cyt
¢ amino acid residues, imidazole groups of histidine emerged as the
probable ionizable residues. However, clusters of lysine residues in
which the proximity of positively charged groups led to significantly
reduced pK, values should not be discarded. An analysis of the cyt ¢
structure revealed a cluster of positively charged residues encompassing
Lys-22, Lys-25, Lys-27, His-26, and His-33 in a region on the opposite
side of sites A (Lys-72 and Lys-73) and C (Asn-52). In this region, the
side chains of lysine residues are confluent, possibly favoring the
decrease of the pK, values in their lateral side chains. Therefore, this
region is a probable site of interaction with acidic phospholipids at pH
6.2, but not at pH 7.4, at which these residues should be deprotonated.
Interestingly, the side chains of Lys-72 and Lys-73 residues are divergent
at site A, suggesting a high pK, value for these side chain amino groups.
This possibility was checked by carbethoxylation of cyt ¢ with DEPC at
different pH values and also at different protein/DEPC ratios. Fig. 5, left
section, shows how the pH (5.6—8.0) in which cyt ¢ was treated with
DEPC in 3-fold molar excess affects the efficiency of cyt ¢ to mediate

34712 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

FIGURE 5. Effect of carbethoxylation and N-acetylation on the ability of cyt ¢ to
induce PCPECL vesicle fusion. The /eft section shows the effect of the pH in which the
cyt ¢ carbethoxylation was carried out on its ability to induce fusion of PCPECL vesicles.
The fusion was determined according to the increase in turbidity at 480 nm after 10 min
of incubation with DEPC-treated cyt c at pH 6.2. The right section shows the effect of pH
on the turbidity of the medium containing PCPECL vesicles incubated with native (solid
circles) and N-acetylated (open diamonds) cyt ¢ for 10 min. The experiments were carried
out at 30 °C in the presence of 0.25 mm PCPECL and native or chemically modified cyt ¢
at4 um.

PCPECL vesicle fusion at pH 6.2 (open circle). This result was compared
with the pH curve for PCPECL vesicle fusion mediated by native cyt ¢
over the same pH range (Fig. 5, closed circle in the right section). The
right side in Fig. 5 shows that the pronounced effects of pH on turbidity
changes induced by cyt ¢ (closed circles) were in striking contrast to the
almost complete absence of a pH effect for N-acetylated cyt ¢ (open
diamonds). The pK, value of 6.75 £ 0.07 obtained for the effect of pH in
which cyt ¢ was treated with DEPC 1:3 (open circles) was close to the pK|,
value (6.95 £ 0.08) for native cyt c-mediated PCPECL vesicle fusion.
These results suggest that contrary to N-acetylation, which blocked all
cyt ¢ lysine residues, the carbethoxylation of cyt ¢ blocked ionizable
groups with a pK, of around pH 7.0 involved in the interaction with lipid
bilayers responsible for the fusion process.

The identification of the number of carbethoxylated amino acid res-
idues in the cyt ¢ structure was done by MALDI-TOF mass spectrom-
etry analysis. MALDI-TOF mass spectrometry analysis of DEPC-mod-
ified cyt c obtained at pH 7.4 in the presence of different DEPC/cyt ¢
ratios, from 1 to 100, revealed that, at most, 12 cyt ¢ residues could be
modified by DEPC under this condition. (Fig. 64, open circles, and Table
IT of the supplemental materials, available in the on-line version of this
article). Tryptic digestion of these samples identified, at most, 11 carbe-
thoxylated amino acids (Fig. 64, closed circle). The carbethoxylated
amino acids identified by tryptic digestion were as follows; Lys-22, Lys-
27, and Lys-87 when the DEPC/cyt ¢ ratio = 3; Lys-22, Lys-27, His-33,
and Lys-87 when the DEPC/cyt ¢ ratio = 5; Lys-22, Lys-27, His-33,
Lys-87, Lys-39, and/or Lys-53, Lys-60, and/or Lys-72 when the DEPC/
cyt ¢ ratio = 6; Lys-22, Lys-27, His-33, Lys-87, Lys-39 and/or Lys-53,
Lys60, and/or Lys-72, Lys-79, and Lys-86 when the DEPC/cyt ¢ ratio =
9; and Lys-22, Lys-27, His-33, Lys-87, Lys-39, and/or Lys-53, and/or
Lys-55, Lys-60, and/or Lys-72, Lys-79, and Lys-86 when the DEPC/cyt ¢
ratio = 50. A more detailed explanation about the identification of the
carbethoxylated amino acid residues is provided in the supplemental
material (Figs. 9 and 10 and Table II, available in the on-line version of
this article).

All of the carbethoxylated cyt ¢ samples were tested regarding their
ability to induce vesicle fusion at pH 6.2 (not shown) and to interact with
acidic phospholipids, as attested by pyrene fluorescence quenching. The
quenching observed under these conditions was prevented by the prior
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FIGURE 6. A, effect of the DEPC/cyt c ratio on the number of carbethoxylated amino acid
residues. MALDI-TOF mass spectrometry was carried out as described under “Materials
and Methods.” The open circle represents the maximal number of modified amino acids
detected in the sample, and the closed circle represents the maximal number of carbe-
thoxylated amino acid residues identified in cyt c tryptic fragments of the corresponding
samples. The amino acid types, identified by tryptic digestion, were as follows; Lys-22,
Lys-27, and Lys-87 for DEPC/cyt c ratio = 3; Lys-22, Lys-27, His-33, and Lys-87 for DEPC/
cyt cratio = 5;Lys-22, Lys-27, His-33, Lys-87, Lys-39, and/or Lys-53, Lys-60, and/or Lys-72
for DEPC/cyt c ratio = 6; Lys-22, Lys-27, His-33, Lys-87, Lys-39, and/or Lys-53, Lys-60,
and/or Lys-72, Lys-79, and Lys-86 for DEPC/cyt c ratio = 9; Lys-22, Lys-27, His-33, Lys-87,
Lys-39, and/or Lys053, and/or Lys-55, Lys-60, and/or Lys-72, Lys-79, and Lys-86 for DEPC/
cytcratio = 50. B, percentage of pyrene residual fluorescence at 398 nm in PyPC-marked
PCPECL vesicles (solid triangles) and the corresponding percentage of the inhibition of
vesicle fusion detected after the addition of native or carbethoxylated cyt c. The increase
of the pyrene residual fluorescence indicates impairment of cyt ¢ binding to PCPECL
vesicles.

addition of NaCl (not shown). Fig. 6B shows the effect of the number
and location of cyt ¢ carbethoxylation on the impairment of vesicle
fusion (open bar) and on the protein’s ability to bind to PCPECL vesicles
(closed triangles). For the DEPC/cyt ¢ ratios of 1:1, 1:2, 1:3, and 1:4, the
percentage of fusion inhibition was 2.5, 12, 92, and 100%, respectively
(open bars). Although cyt ¢ treated with DEPC in the protein/modifier
ratio of 1:3 was unable to induce significant vesicle fusion at pH 6.2, it
remained able to bind acidic phospholipids as attested by the low per-
centage of residual pyrene fluorescence (Fig. 6, closed triangles). As
expected, when modifications in fragments containing Lys-72 were
detected, the capacity to bind in PCPECL vesicles was significantly
decreased. This result suggests that a significant population of cyt ¢
molecules exhibits carbethoxylated Lys-72 only in samples treated with
a DEPC molar excess of ~5. Although MALDI-TOF was not quantita-
tive, the results presented in Fig. 64 showed that in this case the detec-
tion of modified residues by MALDI-TOF was correlated with the
amount of such residues in the sample. According to MALDI-TOF
mass spectrometry analysis, cyt ¢ treated with 3-fold molar excess of
DEPC, a condition that significantly inhibits its capacity to fuse PCPECL
vesicles, exhibits predominantly three carbethoxylated amino acid res-
idues and attains, at most, five chemical modifications (not shown).
However, as shown previously, MALDI-TOF mass spectrometry anal-
ysis of DEPC-modified cyt ¢ fragments obtained by digestion with tryp-
sin could identify only three modified amino acid residues, namely Lys-
22, Lys-27, and Lys-87 (see supplemental materials in the on-line
version of this article). Therefore, we decided to chemically modify cyt ¢
in a condition in which a more homogeneous sample could be obtained.
Fig. 7A shows that the treatment of cyt ¢ with a 15-fold molar excess of
DEPC at pH 5.25 inhibited vesicle fusion by ~85%. MALDI-TOF anal-
ysis of this sample revealed two main peaks (around 85% of the area)
exhibiting one and two modifications (Fig. 7B). The digestion of this
sample revealed modifications in Lys-27 and/orHis-26 and His-33 (see
comments and Table II of the supplemental materials). The results
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FIGURE 7. A, effect of the carbethoxylation of cyt c on the turbidity of the medium con-
taining PCPECL vesicles and cyt c. Experiments were carried out at 30 °C using 0.25 mm
lipids containing 50% DPPC, 30% DPPE, and 20% CL in 10 mm HEPES buffer at pH 6.2 in
the presence of native cyt ¢ (line a) and in the presence of cyt ¢ treated with a 15-fold
molar excess of DEPC in 10 mwm acetate buffer at pH 5.25 (line b). B, MALDI-TOF mass
analysis of cyt ¢ carbethoxylation. Cyt c was reacted with 15-fold molar excess of DEPCin
10 mm acetate buffer, pH 5.25, at room temperature for 2 min. A linear positive ion
MALDI-TOF spectrum of carbethoxylation of cyt ¢ was acquired on an Ettan MALDI-TOF
Pro mass spectrometer with linear detector and reflectron detector using a harmonic
reflectron that increases resolution and sharpens time focusing. The accelerating volt-
age was set at 20 kV.

obtained with a 3-fold molar excess of DEPC at pH 7.4 and a 5-fold
molar excess of DEPC at pH 5.25 are in accordance with the postulation
that the region of cyt ¢ structure located at the opposite side of site A and
herein named site L is the site involved in vesicle fusion promoted by cyt
catlow pH values. Considering that site L is located on the opposite side
of site A in the cyt ¢ structure (Fig. 8) (32), it is logical to assume that,
because cyt ¢ was electrostatically attached to PCPECL vesicles at one
site, the other site was accessible to interaction with another vesicle,
thus favoring the fusion process. However, the occurrence of vesicle
fusion was favored by the presence of the hexagonal inverted phase H,,.
The importance of this hexagonal inverted phase was evidenced by the
fact that cyt c-mediated fusion in acidic pH was impaired in vesicles that
did not contain phosphatidylethanolamine (not shown).

DISCUSSION

pH-dependent Cyt c-induced Fusion of PCPECL Vesicles—The
increased turbidity observed upon the addition of cyt ¢ to PCPECL
vesicles in acidic pH suggests the formation of micron-sized aggregates
consisting of small unilamellar vesicles and cyt ¢ (Fig. 1 and TABLE
ONE). The use of a fluorescent phospholipid probe allowed us to deter-
mine the nature of these aggregates. In a mixture of unlabeled and
PyPC-labeled PCPECL vesicles, the occurrence of cyt c-induced vesicle
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Site L

Site A

FIGURE 8. Solution structure of oxidized horse heart cytochrome ¢ showing Lys-22, Lys-27, His-33 (site L), and Lys-86, Lys-72, and Lys-73 (site A) interacting with lipid
bilayers of two vesicles. The figure is out of scale. The structure (gene identification number 2554674; Protein Data Bank code 1AKK) was obtained from the National Center for

Biotechnology Information site (www.ncbi.nlm.nih.gov) and Ref. 32.

fusion was indicated by a concomitant decrease in the E/M ratio due to
redistribution (i.e. dilution) of the fluorescent probe over the available
lipid phase. This behavior is depicted in the Fig. 3 inset, which shows the
E/M ratio decreasing rapidly from 0.25 to 0.13 after the addition of cyt c,
corresponding to an effective dilution of the probe by a factor of 2. The
possibility that the E/M ratio changes in PyPC might result from a
spontaneous phospholipid transfer between small unilamellar vesicles
was discarded because the time scale of spontaneous label exchange in
non-aggregated, small unilamellar vesicles is slower (in the order of
hours) than in the presence of cyt ¢ (33, 34).

The Effect of pH on Cyt c-mediated PCPECL and PCPEPG Vesicles
Pointed to the Existence of Two Sites in the Protein Structure Interacting
Electrostatically with Acidic Phospholipids—The ability of cyt ¢ to
induce vesicle fusion suggests the existence of at least two sites in the

34714 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

protein structure prone to interact with negatively charged lipid head
groups. At pH 7.4, in association with negatively charged bilayers, one
cyt ¢ positively charged amino acid neutralized the lipid charge, thus
favoring the merging of the acyl chain and promoting the hydrophobic
interaction. These hydrophobic and electrostatic interactions changed
the protein structure and heme iron spin states. This type of cyt ¢/bi-
layer association can occur with CL in pure vesicles or in PCPECL
vesicles and with other negatively charged lipids such as dihexade-
cylphosphate, phosphatidylglycerol, and phosphatidylserine vesicles
(21), because most positively charged amino acids are arrayed in clusters
on one face of the protein (35). This idea was reinforced by the observed
modulation of cyt ¢ spin states by the lipid acyl chain at a pH of 7.4 (21).
At pH 6.2, the protonation of the residues located at site L, which should
display low pK,, values (~7.0) due to the proximity of their ionizable
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groups to other positively charged amino acid side chains, could create
a new positively charged site prone to interact with another negatively
charged vesicle. If the H,; phase is present because of the presence of
phosphatidylethanolamine, contact between the two vesicles promoted
by the attachment of cyt ¢ favors vesicle fusion. This explains the
absence of cyt c-mediated fusion in CL vesicles in the pH range investi-
gated (6.2-7.4, not shown) and in PCPECL vesicles at pH 7.4.

According to the { potential measurements under our experimental
conditions, the total surface area of the PCPECL vesicles was not cov-
ered with cyt ¢, and fusion was not mediated by pH-induced alterations
in the charge of the vesicles in the pH range of 7.4—6.2 (TABLE ONE).
Therefore, the pK, observed in the cyt c-mediated fusion of PCPECL
and PCPEPG vesicles could not have resulted from the ionization of a
lipid group. The results of the { potential are in accordance with the fact
that the fusion process mediated by cyt c is dependent on the cyt ¢/lipid
ratio (not shown). For cyt ¢-promoted PCPECL vesicle fusion to be
efficient, a reasonable number of the vesicles must contain cyt c on their
surface, but the vesicle surface must not be completely covered by cyt c,
which could impair contact with another vesicle. In vesicle fusion medi-
ated by lysine N-acetylated cyt ¢ (Fig. 5), the process was not pH-de-
pendent, because it was promoted by the insertion of the hemeprotein
hydrophobic domains into the lipid bilayers.

The pH-dependent Site for Cyt ¢ Interaction with PCPECL Vesicles
Encompasses a Region in Which Lys-22, Lys-25, Lys-27, His-26, and
His-33 Are Located—The effect of pH on the association of cyt ¢ with
acidic phospholipids is described in the literature (22, 23). Two sites for
cyt ¢ association with lipid bilayers have been identified, namely site A,
which interacts electrostatically with a deprotonated head group of
acidic phospholipids, and site C, which interacts with a protonated head
group of acidic phospholipids via hydrogen bonds. When attached to
acidic phospholipids via site C, cyt ¢ cannot be displaced by high ionic
strength. The association of cyt ¢ with a protonated acidic phospholipid
via site Cis favored by acid pH. However, over a range of 8 —29 mol % CL
in PCCL liposomes, pK,, values for CL ranged from 4.0 up to 5.5, and
similar results were obtained for PCPG liposomes (23). Under our
experimental conditions, with maximum 20 mol % CL content, CL pK|,
could not have been above 5.0. Because the effect of the pH on cyt
c-mediated PCPECL and PCPEPG vesicles could not be attributed to
ionization of the phospholipids, a pK,, of the process of ~7.0 should be
assigned to amino acid residues of the protein. In a structured protein,
the pK], of the ionizable amino acid side chains often differ from those
found in the amino acid-free form because the microenvironment pro-
vided by the folding alters these values. Although a pK,, of ~7.0 could be
assigned to histidine residues, lysine e-amino groups could not be dis-
carded. The impairment of the carbethoxylated cyt-c-mediated vesicle
fusion (Fig. 6, open bars) under conditions in which the capacity to bind
in PCPECL vesicles were retained (Fig. 6, closed triangle) suggests that
the site located on the opposite side of site A, i.e. Lys-72 and Lys-73, was
blocked. This assumption is reinforced by the data presented in Fig. 5.
The proximity between the pK,, value exhibited by the cyt c-mediated
fusion process and that resulting from the effect of the pH in which cyt
¢ was treated on the impairment of the vesicle fusion confirmed that the
ionizable groups responsible for this process were chemically modified
by DEPC. In this regard, the small but significant difference in pK,
values obtained in the presence of PCPECL and PCPEPG vesicles (Fig. 2)
suggests that the pK, of the ionizable groups involved in the pH-de-
pendent interaction with acidic phospholipids should be affected by the
interfacial microenvironment. It is important to note that the pK, values
determined in the presence of PCPECL and PCPEPG vesicles must be
considered apparent pK), values that were calculated with the pH values
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of the bulk solution. However, at the vesicle interfaces where acidic
phospholipids are present (36) the pH could be somewhat lower.

At pH 7.4, treatment of cyt ¢ with DEPC impaired vesicle fusion only
under conditions in which the samples were generated with the major-
ity of the protein molecules containing at least three modifications
(DEPC/cyt ¢ ratio = 3). This happened because, at pH 7.4, different
amino acid residues are deprotonated and are prone to be modified by
DEPC. The samples of cyt ¢ obtained by treatment with a 3-fold molar
excess of DEPC at pH 7.4 exhibited five modified populations, and most
protein molecules contained three modifications. This predominant
population was not homogeneous but was formed by a combination of
three different carbethoxylated amino acids. The lower the pK, of an
amino acid, the higher its contribution to the number of modified cyt ¢
is expected to be. In this regard, at pH 7.4 cyt ¢ samples with a relatively
high number of carbethoxylated amino acids were needed to attain the
minimal amounts of modified forms that were able to impair the fusion,
i.e. with chemical modification in amino acids of site L. When the treat-
ment was done at pH 5.25, probably only Lys-27 and/or His-26 and
His-33 were deprotonated in a significant amount and prone to be mod-
ified by DEPC. In this case, considering that ~40% of the sample con-
tained only one modified amino acid and that the fusion was inhibited
~85%, we concluded that blocking one residue in site L is enough to
inhibit the fusion process. This result unequivocally corroborated site L
as the region involved in the pH-dependent membrane fusion. Consid-
ering that chemical modification of amino acids was chosen as the tech-
nique to identify site L, even one modification at this site independent of
the modified amino acid residue should be enough to prevent the inter-
action with PCPECL, because a steric hindrance is generated. Site-di-
rected mutagenesis techniques, with restrictions, could also provide
information about the individual role of the amino acids in site L. In this
case, without the presence of steric hindrance, the change of one amino
acid residue in site L is expected to be effective only if this change
significantly alters the pK,, of unchanged residues at this site.

Carbethoxylated Lys-72 and Lys-73 residues (site A) were not
detected in modified cyt ¢ samples that retained their ability to attach to
PCPECL, indicating that site A remained unchanged in these samples.
The modification of Lys-87 close to site A was insufficient to prevent the
cyt c attachment to PCPECL vesicles (Fig. 6, closed triangles), suggesting
that this amino acid residue is not important for cyt ¢/PCPECL vesicle
interaction via site A. In addition, Lys-22, Lys-27, and Lys-87, the new
carbethoxylation points identified in cyt ¢ samples treated at pH 7.4 with
DEPC/cyt c ratios above 3 (Fig. 6, panel A), suggest a ranking of amino
acid reactivity with DEPC according their pK,, and accessibility in the
native cyt ¢ structure. Therefore, in cyt ¢ samples treated with a 3-fold
molar excess of DEPC, the most abundant population of modified mol-
ecules probably exhibits carbethoxylation in Lys-22, Lys-27, and Lys-87.
The population with four chemical modifications probably contains
His-33 as the predominant fourth carbethoxylated amino acid. It is
interesting to notice that carbethoxylation of His-33 was favored when
cyt ¢ was treated by DEPC at pH 5.25 (Table II in the supplemental
material). At pH 5.25 the amount of deprotonated lysine residues
should be very low and, except for Lys-27, no other lysine residue could
efficiently compete with His-33 for the carbethoxylation. The absence
of chemical modifications detected in the His-26 residue when cyt ¢ was
treated with DEPC at pH 7.4 suggests that this amino acid residue situ-
ated close to Lys-22 and Lys-27 is less accessible to the carbethoxylation
promoted by the reaction with DEPC. The population with five chem-
ical modifications could exhibit modifications in one of the following
amino acid residues: Lys-39, Lys-53, Lys-60, and Lys-72. Carbethoxyla-
tion of Lys-72 was present in a significant amount of cyt ¢ molecules
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only in samples treated with DEPC/cyt ¢ ratios = 6, conditions in which
cyt c loses its capacity to bind in PCPECL vesicles (Fig. 6B).

The Role of pH on Protein-mediated Fusion of PCPECL Vesicles Is
Specific for Cyt c—The failure of N-acetylated cyt ¢ to promote pH-de-
pendent PCPECL vesicle fusion indicated the importance of the elec-
trostatic interaction of a positively charged protein with a negatively
charged lipid, in this case CL. However, if the electrostatic interaction
was the only prerequisite for inducing PCPECL vesicle fusion, any poly-
cation could display the same effect, and the process would not be
favored by changes in such a narrow range of pH. Interestingly, within
the range of the mitochondrial trans-membrane potential the effect of
pH on protein-induced PCPECL vesicle fusion was specific for cyt ¢, and
a comparison of the structure of the tested proteins provided an expla-
nation for this phenomenon. The surfaces of the cyt ¢ molecules of all
the species studied thus far display clusters of lysine side chains around
the heme crevice on one face of the protein (36). This alkaline site,
composed of Lys-72 and Lys-73 (site A), was available to interact with
negatively charged vesicles in a pH range of 7.4 — 6.2, but Lys-22, Lys-25,
Lys-27, His-33, and His-26 (site L) became available to interact with
negatively charged interfaces only at lower pH values. This array of
positive charges on the surface of cyt ¢ differentiates it from protamine,
the positive charges of which are distributed homogeneously on its sur-
face, and from albumin, an acidic protein negatively charged in the pH
range investigated here. Therefore, protamine could attach simulta-
neously to two PCPECL vesicles via electrostatic interaction with CL
over the investigated pH range, whereas albumin would be repelled.
Presumably, at higher pH values cyt ¢ can interact with PCPECL vesicles
only on one face (site A), thus failing to approximate vesicles and favor
the fusion, because site L would not be protonated. In this condition, the
interaction of cyt ¢ with CL or phosphatidylglycerol allows for the lipid-
extended interaction at this contact face (21). When the pH of the
medium was below the pK, of amino acids in site L, the interaction of cyt
¢ with a second PCPECL vesicle possibly allowed for the occurrence of
vesicle contact and subsequent fusion, which was favored when H;,
phase was present. Over the pH range of 5.0 3.0, the fusion observed in
cyt ¢ added to PCPECL and PCPEPG vesicles (Fig. 2) might involve
simultaneous interaction of cyt ¢ with site L and site C (22, 23).

As proposed previously (16), the extended conformation of phos-
phatidylethanolamine molecules during fusion could also be favored by
the contact site between two vesicles in close proximity, leading to the
extension of the acyl chains of a phospholipid molecule in opposite
directions, i.e. embedded into the two opposing bilayers while maintain-
ing the head group at the interface.

Thus, only cyt ¢ possesses the structure and the distribution of
charged residues needed to induce PCPECL vesicle fusion regulated by
ionization of the site L amino acids and, considering the high degree of
conservation of the three-dimensional structure of cyt ¢, this phenom-
enon is possibly correlated with biological events in the mitochondria.
Scheme 1 illustrates the proposed model.

Possible Biological Implications—The clusters of positively charged
amino acid side chains (site A) on the external surface of the inner
mitochondrial membrane are important for the recognition and bind-
ing of negatively charged cyt ¢ reductase and oxidase (13, 25), and site L
possibly plays a role in keeping cyt c attached to the bilayer.

The higher pH in the intermembrane space resulting from the loss of
the trans-membrane potential may lead to deprotonation of site L. This
may be one of the events in the mitochondrial intermembrane space
that favors the detachment of cyt ¢ and apoptosis. We are currently
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testing carbethoxylated cyt ¢ with cyt c-depleted mitoplasts,” and the
results have pointed to the validity of this proposal.

Conclusions—This paper demonstrated that, at low pH values similar
to those of respiring mitochondria, protonated site A (Lys-72 and Lys-
73) and site L (Lys-22, Lys-25, His-26, Lys-27, and His-33) of the cyt ¢
structure favored a simultaneous electrostatic interaction of cyt ¢ with
CL phosphate-deprotonated moieties of two PCPECL vesicles. In this
mechanism, one cyt ¢ molecule brings two vesicles together that fuse in
the presence of H,; at the contact surface. These results lead to the
postulation of a novel site for the interaction of cyt ¢ with the inner
mitochondrial membrane, an attachment possibly modulated by the
mitochondrial trans-membrane potential.
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Preservation of the Apoptotic Ability of Cytochrome ¢
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Cytochrome c-mediated apoptosis in cells submitted to
photodynamic therapy raises the question about the ability of
photodynamically oxidized cytochrome c (cytc405) to trigger
apoptosis as well as the effect of membranes on protein pho-
to-oxidation. Cytochrome ¢ was submitted to irradiation in
the presence of MB* in phosphate buffer and in the presence
of four types of phosphatidylcholine/phosphatidylethanol-
amine/cardiolipin (PCPECL) liposomes (50/30/20%): totally
saturated lipids (tsPCPECL), totally unsaturated lipids
(tuPCPECL), partially unsaturated (80%) lipids, with unsat-
uration in the PC and PE content (puPCPECL80), and par-
tially unsaturated (20%) lipids, with unsaturation in the CL
content (puPCPECL20). Cytc405 was formed by irradiation
in buffered water and in £sPCPECL and puPCPECL20 lipo-
somes. In the presence of tuPCPECL and puPCPECLS80, cyto-
chrome ¢ was protected from photodynamic damage (lipid-
protected cytochrome c). In CL liposomes, 25% unsaturated
lipids were enough to protect cytochrome c. The presence of
unsaturated lipids, in amounts varying according to the lipo-
some composition, are crucial to protect cytochrome c. Inter-
esting findings corroborating the unsaturated lipids as cyto-
chrome c protectors were obtained from the analysis of the
lipid-oxidized derivatives of the samples. Native cytochrome
¢, lipid-protected cytochrome c, and cytc405 were microin-
jected in aortic smooth muscle cells. Apoptosis, character-
ized by nucleus blebbing and chromatin condensation, was
detected in cells loaded with native and lipid protected cyto-
chrome ¢ but not in cells loaded with cytc405. These results
suggest that photodynamic therapy-promoted apoptosis is
feasible due to the protective effect of the mitochondrial lip-
ids on the cytochrome ¢ structure and function.

* This work was supported in part by the Brazilian research founding agencies
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Séo Paulo (FAPESP), Funda-
¢ao de Amparo ao Ensino e Pesquisa da Universidade de Mogi das Cruzes,
and Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq) and Coordenadoria de Aperfeicoamento de Pessoal do Ensino
Superior (CAPES). The costs of publication of this article were defrayed in
part by the payment of page charges. This article must therefore be hereby
marked “advertisement” in accordance with 18 U.S.C. Section 1734 solely to
indicate this fact.

" An FAPESP fellow.

2 A CNPq fellow.

3 A CAPES fellow.

*To whom correspondence should be addressed: Tel.: 55-11-4798-7103; Fax:
55-11-4798-7102; E-mail: ilnantes@umc.br.

AUGUST 31, 2007 - VOLUME 282-NUMBER 35

Singlet oxygen (O, (*A,))” is an excited state of molecular
oxygen that can be generated by an energy transfer mechanism
from a triplet excited state of a compound to the ground state of
molecular oxygen (1, 2). Singlet oxygen O, (*A,) can be pro-
duced in biological systems, and, due to its high electrophilicity,
reactivity and relatively long lifetime (2—4 us in H,O and ~700
ws in CCl,) can promote damage in biological molecules (3-5).
In mammalian cells, O, (1Ag) can be generated during oxidative
stress, and it is able to attack DNA, protein thiol groups, and
membrane lipids (6 —15).

The pro-oxidant activity of singlet oxygen, triplet excited
species, and free radicals has been used in medicine for the
treatment of tumors in a process that is known as photody-
namic therapy (PDT) (16). PDT involves in situ generation of
reactive species promoting tumor regression (17). The mecha-
nism of tumoral destruction involves the direct oxidation (type
I mechanism) of biological targets (membranes, proteins, and
DNA), as well as oxidation mediated by O, (lAg) (type Il mech-
anism) (18). In the type Il mechanism, O, (*A,) is generated
through energy transfer from excited triplet species to molec-
ular oxygen (17).

Proteins are important targets for the pro-oxidant action of
0O, (1Ag). In the case of hemeproteins, this excited species can
damage both the apoproteins and the prosthetic group (19—
21). Among the potential protein targets for O, ('A,), cyto-
chrome ¢ deserves special consideration, because it is a mito-
chondrial protein fundamental to the cell respiration and
activation of the apoptosis cascade (22, 23). Therefore, O,
(lAg)—mediated alterations in cytochrome c structure and reac-
tivity can influence activation of caspases in the apoptosome.

Previously we compared the effect of photogenerated singlet
oxygen (O, (*A)) (type Il mechanism) and free radicals (type I

® The abbreviations used are: O, (1Ag), singlet molecular oxygen; CL, cardio-
lipin; cytc405, singlet oxygen-oxidized cytochrome ¢; LOH, lipid-derived-
alcohol; LOO', lipid-derived hydroxyl radical; LOOH, lipid-derived peroxide;
MB™, methylene blue; MDA, malonyldialdehyde; PC, phosphatidylcholine;
PDT, photodynamic therapy; PE, phosphatidylethanolamine; puCL25, -50,
and -75, CL liposomes containing 25, 50, and 75% unsaturated lipids,
respectively; puPCPECL20, PCPECL liposomes containing partially unsatur-
ated (20%) lipids, with unsaturation in the CL content; puPCPECL8O,
PCPECL liposomes containing partially unsaturated (80%) lipids, with
unsaturation in the PC and PE content; SMC, smooth muscle cell; tsCL, CL
liposomes containing totally saturated lipids; tsPCPECL, PCPECL liposomes
containing totally saturated lipids; tuCL, CL liposomes containing totally
unsaturated lipids; tuPCPECL, PCPECL liposomes containing totally unsat-
urated lipids.
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mechanism) on cytochrome ¢ structure and reactivity. Both
reactive species were obtained by photoexcitation of methylene
blue (MB™) in the monomer and dimer forms obtained by vary-
ing the micelle/MB™ ratio. Over a pH range in which cyto-
chrome c is in the native form, O, (lAg) and free radicals
induced the conversion of heme iron from its native low spin
state to a high spin state with axial symmetry (g ~ 6.0) and with
the Soret band shifted from 409 to 405 nm (cytc405). The direct
attack on the heme group was only detected under conditions
that favored free radical production (MB™ dimer in SDS
micelles) or in the presence of a less structured form of the
protein (above pH 9.3). cytc405 exhibited no alterations in the
mass of heme group but showed oxidative modifications in
methionine (Met-65 and Met-80) and tyrosine (Tyr-74) resi-
dues. Damage of cytc405 tyrosine residue impaired its reduc-
tion by diphenylacetaldehyde, but not by B-mercaptoethanol,
which was able to reduce cytc405, generating cytochrome ¢
Fe(II) in the high spin state (spin 2) (24). Considering that PDT
can induce cytochrome ¢ detachment from the inner mito-
chondrial membrane leading to apoptosis, it remained to be
ascertained whether the oxidative stress produced by photody-
namic therapy also affects cytochrome c ability to trigger apo-
ptosis. In this regard, the well known ability of polyunsaturated
fatty acids to trap O, (lAg) (25), points out the lipid fraction of
the inner mitochondrial membrane, with which cytochrome ¢
is peripherally associated, as a potential protector against the
photodynamic protein oxidation. In this case, the attack to the
inner mitochondrial membrane and membrane-bound pro-
teins can promote lack of the transmembrane potential (AW),
detachment of cytochrome ¢ from the membrane and trigger-
ing of apoptosis in the cytosol (26, 27). In this regard, in a model
system, liposomes containing polyunsaturated lipids were able
to protect cytochrome c¢ from the attack by free radicals pro-
duced in the course of the reaction of the protein with ¢-butyl-
hydroperoxide (28). In this study, we investigated the ability of
mitochondrial lipids to protect cytochrome c against photody-
namic oxidation and the loss of the ability to trigger apoptosis.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals—Cytochrome ¢ (horse heart, type III) was
acquired from Sigma. Lipids were acquired from Avanti Polar
Lipids, Inc. (Alabaster, AL). MB™* was purchased from Aldrich
and twice recrystallized using ethanol.

Generation of O, ('A,) by Photosensitization of MB"—Sam-
ples were irradiated at 35 °C in a glass chamber, in 5 mm phos-
phate-buffered water or in 5 mm phosphate-buffered liposomes
(PCPECL or CL). A 500-watt halogen light bulb, set at a dis-
tance of 30 cm, was used with a cutoff glass filter (500 nm * 50
nm; wavelength mean value = half bandwidth, Melles Griot,
CA). The glass chamber was cooled by circulating water. Other
additions are indicated in the figure legends.

Purification of Cytochrome ¢ Modified by Reactive Species—
The samples containing cytochrome ¢ with Soret band peaking
at 405 nm (cytc405) obtained in buffered water were purified
with Chelex 100®, which has a binding affinity for MB™. Puri-
fication of MB™ with Chelex 100® particles was monitored by
spectrophotometry, indicating the disappearance of the MB™
absorbance spectrum. The samples containing cytochrome ¢

25578 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

submitted to MB™ photodynamic action associated with
PCPECL liposomes were purified in a fast-protein liquid chro-
matography system (Amersham Biosciences) equipped with
two P-500 pumps, a Superdex HR200 column, and a UV-visible
detector. The flow rate was 0.5 ml/min, and the buffer consisted
of 0.3 M sodium phosphate, pH 7.5. The high ionic strength
buffer was used to promote dissociation of cytochrome ¢ from
the liposomes. The liposomes were eluted in the void volume,
cytochrome ¢ was included in the resin, and MB* was eluted in
the total volume of the beds. The elution of liposomes, cyto-
chrome ¢, and MB* was monitored by turbidity at 280 nm,
absorbance at 409 nm (Soret band peak), and absorbance at 660
nm, respectively. The fractions that contained cytochrome c
were pooled and dialyzed exhaustively against deionized water.
After dialysis the sample was lyophilized.

Electronic Absorption Spectrometry—Electronic absorption
measurements of cytochrome ¢ were conducted in a photo-
diode spectrophotometer (Shimadzu Scientific Instruments
Inc., Columbia, MD), using quartz cuvettes of 1-cm light path
and a slit of 0.5 nm.

Preparation and Analysis of Liposomes—Lipids were first dis-
solved in chloroform, which was evaporated with N, gas. The
lipid residue was kept under reduced pressure for at least 2 h,
after which it was hydrated by adding cold 5 mm phosphate
buffer. After the addition of buffer, the mixture was then stirred
with a vortex, and sonication was performed in a Ney Ultra-
sonik sonicator (J. M. Ney Co., Bloomfield, CT) during 30 min.
The mean diameter of sonicated unilamellar liposomes was
previously determined (27) as being 61.1 * 0.3 nm by dynamic
light scattering using a ZetaPlus-ZetaPotential analyzer
(Brookhaven Instruments Corp., Holtsville, NY). When indi-
cated, unilamellar liposomes were also obtained by extrusion of
hydrated lipid dispersions in an Avanti Mini-extruder acquired
from Avanti Polar Lipids, Inc. (Alabaster, AL). Samples were
subjected to 11 passes through two polycarbonate filters (100
nm pore size, Nucleopore, Pleasanton, CA) installed in tandem.
The mean diameter of both sonicated and extruded liposomes
was in agreement with images obtained by atomic force micros-
copy in an SPM 9600 scanning probe microscope (Shimadzu
Corp.). Atomic force microscopy images (Fig. 1, A and B) were
obtained by measurement of the interaction forces between the
tip and the sample surface (29, 30) containing liposomes. The
samples were analyzed in the contact mode at room tempera-
ture (20 °C) and atmospheric pressure (760 mmHg). A triangu-
lar silicon tip was used for this analysis, and the resonant fre-
quencies of the cantilever were found to be ~200 kHz.
Cardiolipin liposome films were obtained by immobilization on
silicon-based support. Immediately before the analysis, the
samples of fresh liposomes were diluted to 1 mMm in 10 mMm
phosphate buffer, pH 7.4, and a droplet of constant volume (10
wl) was deposited onto a small plate of silicon (~0.5 cm?) pre-
viously submitted to stringent cleaning (31). 2 min after depo-
sition on the silicon plate, the sample excess was removed by
using filter paper, and the drying was completed at 4 °C.

Lipid Oxidation Assays—Oxidative damage of liposomes was
measured by dosage of the lipid hydroperoxide and malonyldi-
aldehyde content. Lipid hydroperoxide (LOOH) measurement
was done by oxidation of Fe>" in the presence of xylenol
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measured at 532 nm. MDA con-
centration was calculated from
€530 nm = 1.56 X 10° M ' cm ™.
Cell Culture and Apoptosis Assay—
Rabbit aortic smooth muscle cells
(SMCs) were grown in RPMI 1640
containing 10% fetal bovine serum,
200 pg/ml G418, and 100 pg/ml
hygromycin. Cells were plated on
glass cell locate coverslips (Eppen-
dorf) at a density of 40,000/well in
24-well plates for 17-20 h prior to
microinjection. Following microin-
jection, flat cells (normal) and
round/shrunken cells with con-
densed nuclei (apoptotic) were

G0 counted and are presented as per-
; cent apoptotic cells. In microinjec-
Tip tion experiments, 50 cells were

~200 kHz.

orange. Sonicated unilamellar liposomes (1 mm) were incu-
bated in the presence or in the absence of 4 uM cytochrome ¢
and/or 8 um MB™ during 30 min, at 4 °C. An aliquot of the
sample (50 pl) was mixed, and the mixture was incubated dur-
ing 30 min at room temperature (25°C) with 950 ul of
hydroperoxide reagent, containing 100 M xylenol orange, 250
mMm (NH,),Fe(SO,),, 25 mm H,SO, and 4 mm butylated
hydroxytoluene in 90% methanol. The oxidation of Fe** by
LOOH generates Fe>" that reacts with xylenol orange forming
the colored compound that absorbs at 560 nm. LOOH concen-
tration was calculated from €5, ., = 4.3 X 10*M ' cm ™ *. For
the determination of MDA content present in liposomes, sam-
ples of lipids (1 mm) were incubated in the presence or absence
of 4 um cytochrome c and/or 8 uM MB™ during 30 min, at 4 °C
(final volume, 150 ul). To determine malonyldialdehyde
(MDA), 150 ul of 1% thiobarbituric acid prepared in 50 mm
NaOH plus 15 pl of 10 M NaOH and 75 ul of 20% H;PO, was
added to the sample, followed by further incubation during
20 min at 85 °C. The MDA -thiobarbituric acid complex was
extracted with 300 ul of n-butanol, and the absorbance was

AUGUST 31, 2007 - VOLUME 282-NUMBER 35

P Liposomes

FIGURE 1. Atomic force microscopy image of CL liposomes. A, three-dimensional topographic atomic force
microscopy image of 100 nm-diameter tsCL liposomes deposited on a silicon plate. Aggregates and single
liposomes are discernible. B, height profile of marked liposomes indicated by the arrow. The height profile is
compatible with layers of collapsed and distorted 100 nm-diameter liposomes schematized as dashed
deformed balls. Possible distortions of the liposome surface due to the tip trajectory and indentation (gray tips)
are also represented in the figure. The two vertical lines near the center delimitate 120-um thickness. Cardio-
lipin liposome films were obtained by immobilization on silicon-based support on which 10 ul of fresh lipo-
somes was deposited onto the small plate of silicon (~0.5 cm?) and dried at 4 °C. Atomic force microscopy
images were obtained by measurement of the interaction forces of the tip with the sample surface and the
liposomes, in the contact mode, at room temperature (20 °C) and at atmospheric pressure (760 mmHg). Trian-
gular silicon tips were used for this analysis, and the resonant frequencies of the cantilever were found to be

counted for each condition.

Microinjection—Cell microinjec-
tion was performed on the stage of a
Nikon Diaphot 300 inverted micro-
scope using an Eppendorf pressure
injector (model 5246) and micro-
manipulator (model 5171). Micro-
injection needles (~0.1-um inner
diameter) were pulled from glass
capillaries using a horizontal elec-
trode puller (Sutter Instrument,
model P-97) and loaded using
Eppendorf microloaders. Cells
were plated on glass cell locate
coverslips (Eppendorf) 24 h prior
to injection. To identify injected
cells, the solution for microinjec-
tion contained 0.3% dextran-con-
jugated Texas Red dye (M, 10,000,
lysine-fixable, Molecular Probes) in H,O. Dye alone or dye
plus cytochrome ¢ (Sigma, C7752 from horse heart, diluted
in H,O and freshly prepared for each experiment) was
injected into the cytoplasm of cells (pressure, 80 —-100 hPa;
time, 0.3 s). Cells were switched into fresh medium immedi-
ately after injection. The intracellular concentrations of
microinjected proteins are estimated to represent a 10- to
100-fold dilution of the pipette concentration based on pre-
vious calibrations using similar microinjection apparatus
and an estimated cellular volume of 4 -5 pl (32). Thus, we
estimate that the amount of cytochrome c injected is propor-
tional to the pipette concentration and that 40-400 fg are
delivered when the pipette concentration is 1 mg/ml.
Accordingly, with a pipette concentration of 30 mg/ml (our
maximal concentration) we estimate that 1.2—12 pg per cell
are delivered. At various times, injected cells were scored for
apoptosis as described above. After scoring for apoptosis,
Hoechst dye 33342 (Sigma) was added to the medium to a
final concentration of 4 ug/ml. Cells were incubated at 37 °C
for 120 min and photographed under UV light.

1.00 [um]
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Caspase-3 Fluorometric Assay—
SMCs were collected, counted, and 0.6
centrifuged at 250 X g for 10 min.

The supernatant was gently re- [ A
moved and discarded, and the cell
pellet was lysed by the addition of
Cell Lysis Buffer (R&D Systems)
according to the number of cells
present in the pellet (25 ul of cold
Cell Lysis Buffer per 1 X 10° cells).
This number can be estimated from
the number of initially cultured
cells. The cells were incubated for
10 min, and the amount of protein 0.0 -— 0.0
was determined by BCA protein 380 400 420 440 480 560 640 720
assay. For the reaction, 100 ul of cell Wavelength (nm)

lysate was mixed with an equal vol-

ume of 2X Reaction Buffer (R&D 0.4 1 0.4 L
Systems) and 3 ml of fresh dithio-
threitol stock solution. To each
reaction well 25 puM native cyto-
chrome ¢, lipid-protected cyto-
chrome ¢, or cytc405 was added
prior to the addition of 10 ml of
Caspase-3 fluorogenic substrate
(DEVD-7-amino-4-trifluorometh-
ylcoumarin). The plate was incu- 0.0 SN N 0.0 N
bated for 2 h, and the fluorescence 350 400 450 500 550 600 650 700 750 350 400 450 500 550 600 650 700 750
was read (excitation at 400 nm and Wavelength (nm) Wavelength (nm)

reading at 505 nm).

Statistical Analysis—The statisti-
cal analysis for Figs. 44, 4B, 4C, 6,
and 7 data were done by using anal-
ysis of variance calculating software
(GraphPad). The post-hoc tests
(Bonferroni correction) were done
by using QuickCalcs (GraphPad).

0.6

400 420
Wavelength (nm)

0.2

Absorbance Intensity

0.3

0.2

0.1

Absorbance Intensity

0.4 0.4 T T T T T T T

0.3

o
w
L

o
)
N

0.2

The Journal of Biological Chemis

Absorbance Intensity
o

Absorbance Intensity

0.1

RESULTS
| Effect of the Membrane Composi- 0.0

0.0 T T T T T T T
350 400 450 500 550 600 650 700 750

Wavelength (nm)

350 400 450 500 550 600 650 700 750
tion on O, (*A,)-induced Oxidative Wavelength (nm)
Modifications on Cytochrome c—

Horse heart cytochrome ¢ (4 um) was 0.4 T T T T T T T
submitted to irradiation in the pres- F
ence of 10 uM MB™ in phosphate-
buffered water and in the presence of
four types of 2 mm PC/PE/CL lipo-
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acyl chains: totally saturated lipids
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urated (80%) lipids, with unsatura- 0.0 . . : . . . .
tion in the PC and PE content 350 400 450 500 550 600 650 700 750
(puPCPECL80), and partially Wavelength (nm)

unsaturated (20%) lipids, with

unsaturation in the CL content

e

0.3+

360 380 400 420 440 460 4 %
Wavelength (nm) PR

[}
’
024

Absorbance Intensity

0.1+

25580 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY ,}3@@; VOLUME 282-NUMBER 35-AUGUST 31, 2007

800z ‘8 Arenuer uo Ag B1o-ogl-mmm woly papeojumoq


http://www.jbc.org

The Journal of Biological Chemistry

e

(puPCPECL20). Fig. 2A shows the alterations in the cyto-
chrome ¢ spectra promoted by O, (lAg), in phosphate buffer at
pH 7.4. Singlet oxygen was generated by the irradiation of MB™
with a 500-watt halogen lamp. As previously described, upon
irradiation, two phenomena occurred concomitantly: the
reduction of cytochrome ¢ by excited MB™ and irreversible
conversion of cytochrome ¢ Fe(Il) to Fe(IlI) mediated by O,
(lAg) associated with blue shift of the Soret band compatible
with the formation of cytc405 (24). A percentage of reduced
cytochrome ¢ can be identified in the spectrum obtained after
10 min of irradiation that exhibited Q bands 8 and « (indicated
in the figure) overlapped by the MB™ spectrum. Fig. 2B shows
the spectra of cytochrome ¢ associated with tuPCPECL and
obtained at 0, 5, and 10 min after the irradiation in the same
conditions. The presence of tuPCPECL promoted significant
differences in cytochrome c and MB " behavior during the irra-
diation. In this condition, the cytochrome ¢ Soret band did not
exhibit progressive blue shift but only bleaching. On the other
hand, the presence of unsaturated lipids drastically increased
MB™ bleaching percentage exhibited after 10 min under irradi-
ation (87%) as compared with aqueous buffered medium (10%).
Fig. 2C shows the spectra of cytochrome ¢ and MB™ obtained
before and after 5- and 10-min exposure to the halogen lamp. In
this condition, after 5 min of irradiation, 300 mm NaCl was
added to the medium to promote cytochrome ¢ dissociation
from the liposome surface. The irradiation of the system after
increase of ionic strength did not promote significant cyto-
chrome ¢ bleaching when compared with Fig. 2B. This result
suggests that cytochrome ¢ bleaching was promoted by free
radicals generated in the membrane. The addition of 300 mm
NaCl led to a progressive increase in turbidity of the sample,
and thus, it was not possible to get UV-visible spectra at 50 min.
Because of high turbidity of the sample containing NaCl, the
spectra obtained at 50 min were omitted from Fig. 2 (B and C).
Fig. 2D shows the alterations in the cytochrome ¢ and MB™
spectra during the irradiation with visible light in the presence
of puPCPECLS0. For cytochrome ¢, the result obtained in this
condition was quite similar to that obtained in the presence of
tuPCPECL, an expected result due to the high content of unsat-
urated lipids present in puPCPECLS80.

Considering that in this model of membrane the CL content
consists exclusively of the saturated form of the lipid, this result
suggests that the electrostatic and principally lipid-extended
interaction of CL with cytochrome ¢ did not affect the impair-
ment of cytochrome c blue shift observed in the presence of
tuPCPECL. However, in the presence of saturated CL, a
decrease in the degree of MB™ bleaching (from 87% to 70%) was
observed. Fig. 2, E and F, and their insets, show, respectively, the
results obtained in the presence of puPCPECL20 and
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FIGURE 3. Spectra of cytochrome c and MB™ before and after irradiation
in CL liposomes. The cytochrome ¢ samples were irradiated, at most, during
50 min with a 500-watt halogen lamp in: A, 2 mm puCL25 liposomes and the
spectra were run before (dashed line) and after 5 (dotted line) and 10 min (thick
solid line) under irradiation; B, 2 mm tsCL and the spectra were run before
(dashed line) and after 5 (dotted line), 10 (thick solid line), and 50 min (thin solid
line) under irradiation. The inset in B shows normalized Soret band at initial
(dashed line) and final (thin solid line) irradiation time. The liposome suspen-

sions were buffered with 5 mm phosphate, pH 7.4.

tsPCPECL. In the presence of puPCPECL20 and £sPCPECL,
photodynamically generated O, (*A,) led to the blue shift of
cytochrome ¢ Soret band compatible with the formation of
cytc405. Compared with the results obtained in the presence
of membranes with high unsaturated acyl chain content, the
degree of MB™ bleaching was also decreased in the presence

FIGURE 2. Spectra of cytochrome c and MB* before and after irradiation in homogeneous and heterogeneous media. The samples were irradiated, at
most, during 50 min with a 500-watt halogen lamp in: A, 5 mm phosphate buffer, pH 7.4, and the spectra were run before (dashed line) and after 10 (thick solid
line) and 50 min (thin solid line) under irradiation; B, 2 mm tuPCPECL and the spectra were run before (dashed line) and after 5 (dotted line) and 10 min (thick solid
line) under irradiation; C, experimental conditions identical to that described in B, except 300 mm NaCl was added to the sample after 5 min under irradiation;
D, 2 mm puPCPECL80 and the spectra were run before (dashed line) and after 5 (dotted line), 10 (thick solid line) and 50 min (thin solid line) under irradiation; E, 2
mm puPCPECL20 and the spectra were run before (dashed line) and after 5 (dotted line), 10 (thick solid line) and 50 min (thin solid line) under irradiation; F, 2 mm
tsPCPECL and the spectra were run before (dashed line) and after 5 (dotted line), 10 (thick solid line), and 50 min (thin solid line) under irradiation. The insets in A,
E, and F show normalized Soret band at initial (dashed line) and final (thin solid line) irradiation time. The liposome suspensions were buffered with 5 mm

phosphate, pH 7.4.
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FIGURE 4. Dosage of oxidized lipid products of tuPCPECL and CL lipo-
somes. A, lipid-oxidized products from tuPCPECL liposomes: MDA (dense pat-
tern) and lipid hydroperoxide (gray color) were determined in 2 mm tuPCPECL
liposomes after 50 min under irradiation in the following conditions: 2 mm
tuPCPECL liposomes (control); 2 mm tuPCPECL liposomes plus 4 um cyto-
chrome ¢ (+Cytc); 2 mm tuPCPECL liposomes plus 10 um methylene blue
(+MB™); 2 mm tuPCPECL liposomes plus 4 um cytochrome c and 10 um meth-
ylene blue (+MB* and +Cytc). The asterisk indicates significantly different
(p < 0.05) from the control, and the symbol “” indicates significantly different
(p < 0.05) from cytochrome c and MB* alone. B, lipid-oxidized products of CL
liposomes in the presence of cytochrome c¢: MDA (dense pattern) and lipid
hydroperoxide (gray color) determined in liposomes containing 0, 25, 50, 75,
and 100% of unsaturated CL. For MDA, statistical analysis considered that the
means are significantly different each other. The symbols *, °, and § indicate
significantly different (p < 0.05) from 25%, 50, and 100% puCL, respectively.
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of puPCPECL20 and tsPCPECL (~50% at 10 min). Although
the various compositions of lipids could affect the size or shape
of the sonicated liposomes, identical results were obtained with
round 100 nm extruded PCPECL liposomes (not shown). To
establish whether the lipid composition influences the protec-
tion of cytochrome c against O, (lAg)—promoted oxidation, the
protein was submitted to photodynamic action in the presence
of 100 nm-diameter-extruded CL liposomes containing 0, 25,
50, 75, and 100% unsaturated lipid (¢sCL, puCL25, puCL50,
puCL75, and tuCL, respectively).

Fig. 3, A and B, show, respectively, the spectra of cytochrome
c associated with puCL25 and £sCL obtained at 0, 5, and 10 min
after irradiation in the same previously described conditions. In
CL liposomes, 25% unsaturated lipid was sufficient to protect
cytochrome c as well as to increase even more the MB™ bleach-
ing percentage that attained almost 100% after 10 min under
irradiation (Fig. 3A). The liposomes puCL50, puCL75, and
tuCL were equally efficient to protect cytochrome ¢ and pro-
moted total MB™ bleaching after 5 min of irradiation (not
shown). Fig. 3B shows that, similarly to tsPCPECL, ¢sCL was
inefficient in protecting cytochrome ¢ that was converted to
cytc405 after 50 min of irradiation. By comparing with the
results obtained in puPCPECL20 (Fig. 2E) and tsPCPECL (Fig.
2F), tsCL liposomes were the most efficient lipid to prevent
MB™ bleaching. However, in the presence of £sCL, the MB™
spectrum peaking at 664 nm exhibited a 6 nm blue shift. The
cause of the MB™ spectral changes remains to be elucidated and
is not the scope of the present work.

Effect of O, (IAg) on Cytochrome c-Containing PCPECL and
CL Liposomes—From the above results we concluded that the
presence of unsaturated lipids prevented the formation of O,
(lAg)—promoted cytc405 as well as favored the formation of
leuco-MB™. Thus, it was important to determine the oxidative
lipid damage that accompanied the photochemically promoted
changes in the dye and in the protein (Fig. 4, A-C).

Fig. 4A shows that the association of cytochrome ¢ with
tuPCPECL liposomes increased ~2-fold the MDA content,
whereas increased only slightly the hydroperoxide (LOOH)
content. The reaction of cytochrome ¢ with either traces of
LOOH, which could be present in the tuPCPECL vesicles, or
with O, (*A,)-produced LOOH generates LOO", that triggers
the propagation of the lipid peroxidation. The free radical-pro-
moted lipid peroxidation culminates with the production of
MDA. As expected, the lipid-oxidized products were drastically
lowered when cytochrome ¢ was assayed with puPCPECL80
liposomes (not shown). This result indicates specificity of the
basic protein, cytochrome ¢, to attack the oxidized products of
CL, an acidic phospholipid. The irradiation of MB " -containing
tuPCPECL led to a drastic increase of LOOH content without

¢, lipid-oxidized products of CL liposomes in the presence of cytochrome ¢
and MB™: MDA (dense pattern) and lipid hydroperoxide (gray color) were
determined in liposomes containing 0, 25, 50, 75, and 100% unsaturated CL.
For MDA, statistical analysis considered that the means are significantly dif-
ferent from each other. The symbols *, °, and § indicate significantly different
(p < 0.05) from 25%, 50, and 100% puCL, respectively. The results are the
mean of at least three independent experiments, and the error bars corre-
spond to the standard deviations. Statistical analysis was done by using
GraphPad analysis of variance calculating software. The post-hoc tests (Bon-
ferroni correction) were done by using QuickCalcs (GraphPad).
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SCHEME 1. Proposed mechanisms for the photochemically promoted oxidative damage of lipids, cytochrome ¢, and dye during PDT produced by MB*
photosensitization. The scheme depicts the proposed photo-oxidative events that occurred in the system formed by cytochrome ¢, membranes, and MB™.

affecting MDA content present in the sample (see control MDA
content). In fact, it is well known that the oxidative attack of O,
(1Ag) on lipid acyl chain produces lipid peroxides (33) (Scheme
1). The lipid hydroperoxide content was significantly lowered
in the presence of cytochrome ¢ that competed with MB™ for
the lipid damage. In fact, the MDA content determined in
tuPCPECL liposomes containing both cytochrome ¢ and MB™
was almost identical to that obtained when MB™ was absent.
Interesting findings were those from the results obtained with
CL liposomes (Fig. 4, B and C). Similarly to that observed for
tuPCPECL, CL liposomes containing unsaturated lipids did not
exhibit an increase of MDA content after irradiation in the
presence of MB™ (not shown). However, in this condition, the
LOOH present in control sample decreased to zero (not
shown). This result is in agreement with the ability of triplet
MB™ to react with LOOH (34) and suggests that contrary to
PCPECL, MB™ should be bound to the negatively charged CL
liposomes. In the absence (Fig. 4B, dense pattern bars) and in
the presence of MB™ (Fig. 4C, dense pattern bars), cytochrome
c-promoted increase of MDA content was proportional to the

AUGUST 31, 2007 - VOLUME 282-NUMBER 35

unsaturated CL content and exhibited a hyperbolic profile.
Otherwise, the LOOH content of CL liposomes assayed with
cytochrome ¢ (Fig. 4B, gray bars) exhibited an exponential
growth. As expected, although exhibiting similar growing
profile, the amount of LOOH was significantly lower when
MB™ was also present, because the triplet dye can react with
LOOH (34) (Fig. 4C, gray bars). In the presence of cyto-
chrome ¢, the exponential growth of LOOH content propor-
tional to the unsaturated CL content suggested that second-
ary oxidative routes contributed to the formation of the
lipid-derivative peroxide. Previously, it was demonstrated
that the reaction of cytochrome ¢ with aldehydes produces
triplet carbonyls prone to generate O, (lAg) via energy trans-
fer (35-38). In fact the LOOH content in CL liposomes con-
taining unsaturated lipids increased 10-fold in phosphate-
buffered D,O (not shown). Despite the generation of O,
(lAg), no significant cytochrome ¢ damage was detected in
the conditions of Fig. 4B (not shown). Taken together, the
result described above and the results presented in Figs. 2B,
2D, 3A, 4A, and 4B suggest that, whatever the O, (*A,)
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FIGURE 5. Induction of apoptosis in rabbit aortic SMCs by different cyto-
chrome c types. Cells were microinjected with 0.5 mg/ml of the following
cytochrome c types: cytc405 (A) and lipid-protected cytochrome c (B). For
these experiments Hoechst 33342 was used to visualize the cells. The arrows
point to zoom images of normal and apoptotic cells.

source, unsaturated lipids are actually efficient to protect
cytochrome ¢ against the oxidative damages promoted by
this excited species.

Pro-apoptotic Activity of cytc405 and Lipid-protected Cyto-
chrome c—Previously, the characterization of cytc405 revealed
that this oxidized form of cytochrome ¢ exhibited significant
structural and functional differences as compared with the
native form (24). However, the capacity of cytc405 to trigger
apoptosis remains to be investigated. Altogether, considering
that the mitochondrial model membranes were able to protect
cytochrome ¢ against photochemically generated O, (1Ag), it
was important to investigate whether the lipid-protected cyto-
chrome c retained its capacity to trigger apoptosis.

The physiologically relevant dose of cytochrome ¢ for cellular
microinjection in SMCs was determined as described by Liet al.
(32). In SMCs the onset of apoptosis with half-maximal effects
was observed 2 h after the microinjection of 0.4 mg/ml native
cytochrome c. Having determined the appropriate cytochrome
¢ dose to trigger apoptosis in SMCs, the effects of the microin-
jection of cytc405 and lipid-protected cytochrome c (Fig. 5, A
and B) were analyzed. Fig. 5A shows that, 2 h after microinjec-
tion of cytc405, most cells remained with a round well defined
nucleus border and absence of chromatin condensation. Simi-
lar results were obtained with the microinjection of the buff-
ered medium (not shown). Fig. 5B shows that, at the same time
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FIGURE 6. Percentage of apoptotic nuclei in SMCs scored after microin-
jection procedures. The percentage of apoptotic nuclei in SMCs was scored
2 h after the microinjection of saline-buffered medium (control), saline-buff-
ered medium plus methylene blue (MB™), saline-buffered medium plus
native cytochrome c (native cytc), saline-buffered medium plus cytochrome ¢
405 (cytc405), and saline-buffered medium plus lipid-protected cytochrome ¢
(lipid-protect cytc). Each bar represents the mean percentage = range of apo-
ptotic cellsin two isolated experiments. Fifty cells were microinjected for each
condition in each experiment. The results correspond to the mean of at least
two independent experiments, and the error bars correspond to the standard
deviations. The asterisk indicates significantly different (p < 0.05) from the
control, and the symbol “” indicates significantly different (p < 0.05) from
cytc405, according to statistical analysis performed by using GraphPad soft-
ware (an analysis of variance calculating program) and post-hoc tests (Bon-
ferroni correction) that were done by using QuickCalcs (GraphPad).

interval after lipid-protected cytochrome ¢ microinjection,
most cells exhibited condensed and fragmented nuclei typical
of apoptosis. This result was similar to that observed after
microinjection of native cytochrome c (not shown). The corre-
sponding insets of Fig. 5 (A and B) are zoom images of normal
and apoptotic cell nuclei, respectively.

Following microinjection, cells were counted, and the results
were presented as percentage of apoptotic cells (Fig. 6). Accord-
ing to Fig. 6, the microinjection of cytc405 did not induce a
significant increase in the percentage of apoptosis of SMCs as
compared with the control (microinjection of buffered saline)
and the microinjection of MB . However, the microinjection of
lipid-protected cytochrome ¢ induced apoptosis of ~85% of
SMCs, a percentage very close to that induced by native cyto-
chrome ¢ (~97%).

These results indicate that in homogeneous medium photo-
generated O, (*A,) induced oxidative damage in the cyto-
chrome c structure and promoted the loss of its capacity to
activate caspases. The presence of unsaturated lipids protected
the cytochrome c structure and the ability to activate caspases,
because they were the principal target for O, (1Ag). To confirm
that caspase activation was involved in the apoptosis observed
in our experimental conditions, we performed caspase-3 flu-
orometric assays by using native cytochrome ¢, cytc405, and
lipid-protected cytochrome c. Caspase-3, also known as CPP-
32, Yama, or Apopain (39), is an intracellular cysteine protease
that exists as a proenzyme, becoming activated during caspase
events associated with apoptosis. The SMC cell lysate was incu-
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FIGURE 7. Caspase activation by different cytochrome c types. SMC pellet
was lysed by the addition of 25 ul of cold Cell Lysis Buffer (R&D Systems) per
1 X 10° cells. For the reaction, 100 ul of cell lysate was mixed with an equal
volume of 2X reaction buffer and 3 ml of fresh dithiothreitol stock solution.
To each reaction well 25 um native cytochrome ¢, lipid-protected cytochrome
¢, or cytc405 were added prior to the addition of 10 ml of Caspase-3 fluoro-
genic substrate (DEVD-7-amino-4-trifluoromethylcoumarin). The plate was
incubated for 2 h, and the fluorescence was read (excitation at 400 nm and
reading at 505 nm). The results correspond to the mean of at least two inde-
pendent experiments, and the error bars correspond to the standard devia-
tions. The asterisk indicates significantly different (p < 0.05) from the control,
and the symbol “” indicates significantly different (p < 0.05) from cytc405,
according to statistical analysis performed by using GraphPad software (an
analysis of variance calculating program) and post-hoc tests (Bonferroni cor-
rection) that were done by using QuickCalcs (GraphPad).

bated for 2 h with the caspase-3 fluorogenic substrate DEVD-
7-amino-4-trifluoromethylcoumarin. Prior to the addition of
the substrate native cytochrome ¢, lipid-protected cytochrome
¢ and cytc405 were added to different cell lysate-containing
wells. The fluorescence intensity detected in the wells contain-
ing cytc405 was 3.3-fold lower than that detected in the pres-
ence of native and lipid-protected cytochrome ¢ (Fig. 7).
Although the fluorescence intensity measured in the assays
with cytc405 was significantly higher than the control result, it
was also significantly lower than the results obtained with
native and lipid-protected cytochrome c. In fact, it is not possi-
ble to compare quantitatively results obtained from measure-
ment of different phenomena, apoptosis and caspase activation,
that are triggered, respectively, in different conditions, i.e. living
cell and cell lysate.

DISCUSSION

Previously we characterized the effect of the photodynamic
action of methylene blue on cytochrome ¢ structure and reac-
tivity (24). In that work, it was established that, in conditions in
which the native structure of cytochrome ¢ was not changed,
both photogenerated O, (lAg) and free radicals attacked pref-
erentially the amino acid residues of cytochrome c. The princi-
pal targets were identified as being Met-80 and Tyr-74 that led,
respectively, to the conversion of heme iron from low to high
spin state and the loss of the capacity to be reduced by aromatic
compounds. On the other hand, the heme group was also
attacked by both the photogenerated oxidant species, O, (lAg),
and free radicals, in conditions that increased heme exposure
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degree, e.g. highly alkaline pH. In conditions in which exclu-
sively O, ('A,) was generated, only the amino acid residues
were the target for the excited species at the expense of alter-
ations in cytochrome c¢ structure and spin state produced by
different factors such as the presence of SDS micelles. However,
the previously studied model system, i.e. cytochrome c in phos-
phate buffer and in phosphate-buffered SDS micelles, had the
objective to identify the types of modifications that O, (lAg)
could produce in the cytochrome ¢ structure, but it did not
reproduce the biological conditions in which the photodynam-
ically generated reactive species could act on cytochrome c dur-
ing PDT. In mitochondria, cytochrome c is associated with the
inner membrane, which contains high amounts of unsaturated
phospholipids. Thus, the polyunsaturated lipids present in the
inner mitochondrial membrane could protect cytochrome c
against the attack of O, ('A,). Actually, as demonstrated by Fig.
2 (A—F), the cytochrome c Soret band blue shift, an indication of
0O, (1Ag) attack on the Met-80 residue, was observed only in the
presence of tsPCPECL and puPCPECL20. In the presence of
tuPCPECL and puPCPECL80, cytochrome ¢ remained in the
low spin state during the irradiation. The experiments carried
out with puCL25 (Fig. 34), puCL50 (not shown), puCL75 (not
shown), and tsCL (Fig. 3B) liposomes showed that, whatever the
lipid composition, the presence of unsaturated lipids was cru-
cial for cytochrome ¢ protection against O, (lAg)—promoted
oxidation. However, the percentage of unsaturated lipids nec-
essary to protect significantly cytochrome c varied according to
the composition of the membrane. Thus, in PCPECL liposomes
20% of unsaturated lipids were not enough to protect cyto-
chrome ¢, but CL liposomes containing 25% unsaturated CL
were efficient to completely protect cytochrome c¢. However,
PCPECL and CL liposomes containing exclusively saturated
lipids were both inefficient to protect cytochrome c. The partial
bleaching of cytochrome ¢ observed in the presence of lipids
could be attributed to the attack of lipid- or dye-derived free
radicals on the porphyrin ring (24, 28, 40).

In the experimental conditions used in the present study in
which oxidized lipid derivatives were detected (presence of
cytochrome ¢, and presence of photoexcited MB™ and both
protein and photoexcited dye) the occurrence of two oxidative
routes for lipids can be presumed. Polyunsaturated fatty acids
react with O, (*A,) to give a mixture of conjugated and non-
conjugated isomers of the produced hydroperoxides, whereas a
radical attack leads to the production of the conjugated isomers
only (25). The reaction mechanism of O, (*A,) with polyunsat-
urated lipids differs from that exhibited by free radicals
(Scheme 1, paths 1 and 2, respectively) (42). In a peroxide-free
lipid system (Scheme 1, path 2), highly reactive free radicals can
abstract a hydrogen atom from a methylene group whose C-H
bond is weakened by the presence of an adjacent double bond.
The carbon radical tends to be stabilized by a molecular rear-
rangement to form a conjugated diene. Under aerobic condi-
tions conjugated dienes can react with O, to give a peroxyl
radical, LOO'. The formation of peroxyl radical leads to the
propagation of the lipid peroxidation. The termination of the
process is achieved by the following processes: (i) formation of
lipid peroxide LOOH by a reducing agent; (ii) reaction of L* with
LOO’ to form the stable LOOL dimers; and (iii) combination of
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two peroxide molecules to form hydroxylated derivatives
(LOH). Some bonds between lipid peroxides and membrane
proteins are also possible. However, O, (*A,) can react and be
added to either end carbon of a double bond (Scheme 1, path 1),
which assumes the trans configuration. As described for alk-
enes and polydienes, the formed hydroperoxide can react with
the triplet MB* and lead to the bleaching of the dye (34). In fact,
the percentage of MB™ bleaching observed during irradiation
was increased by changing phosphate buffer by phosphate-
buffered tuPCPECL and puPCPECLSO0 liposomes (Fig. 2, B-D)
and even more exacerbated in the presence of unsaturated CL
liposomes (Fig. 34 and not shown results) whose negatively
charged surface should exhibit high affinity for the dye.

The reaction of cytochrome ¢ with lipid-oxidized derivatives
such as aldehydes and peroxides could lead to the formation of
free radical derivatives that initiate a cascade of oxidative pro-
cesses that terminate with the production of MDA (path 2) (43,
44). In fact, the presence of cytochrome ¢ increased the MDA
content both in the presence and in the absence of MB™ (Fig. 4,
A-C). Among the lipid-oxidized derivatives able to react with
cytochrome ¢, LOOH seemed to be one of the principal candi-
dates. However, the exponential growth of LOOH observed in
CLliposomes assayed with cytochrome c in the absence of MB ™
suggests that lipid-derived carbonyl compounds should be the
best substrates for cytochrome ¢ in this condition. As men-
tioned before, the triplet products that are expected from this
reaction could generate O, (lAg) that contributed to the
increase of LOOH content (Scheme 1, path I). Thus, the low-
ering of LOOH content observed in MB™-containing lipo-
somes (Fig. 4, A and C) when cytochrome c was present could be
better explained by the competition for the damage between
the protein and the dye than by LOOH consumption by cyto-
chrome c. On the other hand, CL-derived aldehydes and perox-
ides should be the preferential targets for cytochrome c attack
(28), because the LOOH content was lower than that of MDA in
liposomes with low amounts of unsaturated CL (Fig. 4, A-C). In
this case, the LOOH detected should be formed via the reduc-
tion of LOO’ by a reducing agent. The assignment of CL as the
principal target for cytochrome ¢ attack was reinforced by the
significant decrease of Soret band bleaching (from 36% to 12%
at 10 min) when tuPCPECL (Fig. 2B) was replaced by
puPCPECLS8O (Fig. 2D) that, despite the presence of unsatur-
ated PC and PE, contained non-reactive saturated CL. In com-
parison with Fig. 44, the drastic decrease of the production of
lipid-oxidized derivatives in puPCPECLS80 assayed with cyto-
chrome c (not shown) is also in agreement with the specificity of
CL derivatives as cytochrome c substrates.

In liposomes containing high amounts of unsaturated CL, in
the presence of cytochrome ¢, O, (1Ag) produced by energy
transfer from triplet carbonyls could also contribute to LOOH
production (Scheme 1). In the presence of photoexcited MB™,
the content of LOOH produced by oxidant species is expected
to always be underestimated. Because it was preferentially par-
titioned in the lipid bilayer (45), MB™, in the triplet state, could
access and react with hydroperoxides (34). In fact, MB* bleach-
ing degree was particularly higher in the presence of tuPCPECL
and puPCPECLSO. This proposal was corroborated by the dras-
tic increase in MB™ bleaching in the presence of the negatively
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charged CL liposomes that exhibit high affinity for the posi-
tively charged MB™. The above described results suggest that
the typical mechanism of O, (*A,) reaction with polydienes
occurred in the model systems used in this study (34). In this
condition, besides the presence of lipid traps for O, (*A,), the
relatively rapid dye degradation contributes to the protection of
cytochrome c. The dye degradation also terminates the process
of lipid peroxidation.

Therefore, in the presence of membranes with high content
of unsaturated lipids, chemically and photodynamically gener-
ated O, (1Ag) was significantly trapped by the lipid content that
prevented the attack on cytochrome ¢ Met-80 and the conse-
quent Soret band blue shift. This proposal was corroborated by
the cytochrome c Soret band blue shift observed when O, (lAg)
was generated in the presence of tsPCPECL, puPCPECL20, and
tsCL liposomes. However, a part of the cytochrome ¢ popula-
tion had the heme group chemically attacked by the lipid-
and/or dye-derived free radicals leading to the observed partial
Soret band bleaching.

As mentioned before, the formation of MDA in the presence
of cytochrome ¢ was expected to come preferentially from the
reaction of heme iron with CL derivatives. The inner mitochon-
drial membrane exhibits unsaturated CL, but ~45% of the CL
content is present at the inner leaflet (26, 47, 48). Thus, in bio-
logical conditions, the structural organization of the inner
mitochondrial membrane could protect cytochrome ¢ against
0, (*A,) attack. On the other hand, by impairing the contact of
cytochrome ¢ with around 40% of the CL content, the mem-
brane organization disfavors the production of free radicals and
excited species produced by the attack of cytochrome c on the
CL content. Furthermore, in a similar way as shown in Fig. 2C,
the detachment of cytochrome ¢ from the inner mitochon-
drial membrane following the opening of the permeability
transition pore could also prevent extensive oxidative dam-
age of the protein.

Based on the data presented in this study it is possible to
postulate a sequence of events in mitochondria that culminate
in apoptosis. As previously described (46), inside the cell, MB™"
exhibits high affinity for the mitochondrial inner membranes
that become loaded with the dye. The irradiation of the
medium leads to the oxidative damage of the mitochondrial
lipid content and the opening of the mitochondrial permeabil-
ity transition pore (41). Mitochondrial permeability transition
pore opening leads to loss of the mitochondrial transmembrane
potential and the consequent increase of pH of the intermem-
brane space. As previously characterized (27) and confirmed by
experiments with mitoplasts,® the pH increase is expected to
reduce the affinity of cytochrome ¢ for the inner mitochondrial
membrane. Thus, these events culminate in the detachment of
cytochrome c from the inner mitochondrial membrane to par-
ticipate, in the cytosol, of the upstream or downstream pro-
cesses of caspase activation (26).

¢ T. Rodrigues, L. P. de Franca, C. Kawai, P. A. de Faria, K. C. U. Mugnol, F. M.
Braga, I. L. S. Tersariol, S. S. Smailli, and I. L. Nantes, unpublished results.
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CONCLUSION

The results presented here allow the following conclusions:
(i) Photodynamically generated O, (*A,) can attack cytochrome
¢ Met-80 both in buffered water and in the presence of PCPECL
and CL liposomes. (ii) PCPECL liposomes with high content of
unsaturated lipids act as O, (*A,)-trapping and prevent the
conversion of the heme group to the high spin form (cytc405).
(iii) The percentage of unsaturated lipid necessary to protect
cytochrome ¢ depends on the composition of the membrane.
(iv) In the above condition, if cytochrome ¢ remains attached to
the oxidized membrane, the heme iron can react with CL-de-
rived products generating free radicals that attack the heme
group and promote Soret band bleaching. The free radical-pro-
moted cytochrome c bleaching can also be prevented by unsat-
urated lipids. (v) When extensive lipid oxidation occurs, the
attack of cytochrome c on lipid-derived aldehydes produces
triplet carbonyls that generate O, (lAg) via energy transfer.
These events lead to an exponential growth of the lipid peroxide
content as well as the saturation of MDA content. (vi) The inner
mitochondrial membrane organization and composition
besides the expected detachment of cytochrome ¢ from the
membrane as a consequence of the mitochondrial permeability
transition pore opening could prevent the oxidative damage of
the protein and preserve its capacity to trigger apoptosis.
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