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INTRODUCAO

Ao longo dos anos a morte celular foi considerada um processo passivo realizado por
organismo pluricelulares a fim de garantir a sobrevida de células viaveis, com estudos
realizados ao longo do tempo descobriu-se que organismos unicelulares sdo capazes de
controlar e induzir a morte celular programada (MCP), determinando 0 momento preciso em
gue a célula entrara em processo de morte (CARMONA-GUTIERREZ et al., 2018). A morte
MCP é definida como todos os tipos de mortes celulares executadas de maneira regulada
através de processos moleculares e dentre os tipos de MCP definidos encontra-se a apoptose.
A apoptose foi descrita inicialmente em organismos multicelulares (EISENBERG et al., 2010),
no entanto hoje ja se sabe que as células de levedura Saccharomyces cerevisiae exibem
caracteristicas apoptéticas semelhantes ao que ocorre em organismos pluricelulares
(SHRESTHA et al., 2019). Para que a via de apoptose seja desencadeada existem enzimas
gue garantem o seu funcionamento, tais como as metacaspases. As metacaspases s&o
encontradas em plantas, fungos e protozodrios e possuem similaridade estrutural com as
caspases encontradas em mamiferos que possuem papel vital nas vias de morte celular,
ambas sao cisteino-proteases pertencentes ao cla CD da familia C14 (MININA, et al., 2017).
O cla envolve proteases dependentes de cisteina (Cys) com uma unica dobra nas folhas a e
B, que consiste em uma subunidade grande (p20) contendo a diade -catalitica de
Histidina/Cisteina (Hys/Cys) e a subunidade pequena (p10). Ao contrario do que se observa
nas caspases, as metacaspases nao carecem do processo de dimerizacdo para estarem
ativas, no entanto, sua atividade depende da presenga de um cofator, ion calcio, e diferente
das caspases que clivam seu substrato apos um residuo de 4cido aspartico, as metacaspases
clivam seus substratos apés residuos basicos (arginina e/ou lisina) (VERCAMMEN et al.,
2004; MACHADO et al., 2013). Dentre as metacaspases temos uma subdivisdo em tipos
baseada nas diferencas estruturais, a metacaspase tipo | contém um prodominio N-terminal
rico em prolina e motivo dedo de zinco, a metacaspase tipo Il possui um dominio vinculador
com varios residuos de aminoacidos que separam a subunidade p20 catalitica e p10
reguladora, j& a metacaspase tipo lll sofre um rearranjo diferente, a subunidade p10 antecede
a subunidade p20 encontrando-se localizada no N-terminal (MININA et al., 2017; KLEMENCIC
& FUNK, 2019). A metacaspase do tipo | € encontrada na levedura Saccharomyces cerevisiae
e recebe o nome de Yeast Caspase 1 (YCALl). A metacaspase YCAL estad relacionada
diretamente a morte celular (apoptose) induzida por estresse oxidativo e senescéncia celular,
estudos demonstraram que a YCAL regula ativamente o ciclo celular da levedura, atuando
precisamente na transi¢do da fase G, para afase S, e quando € inibida a atividade da enzima
ou retirado o gene para sua expressao nota-se uma transicdo de G; para S tardia em estudos
de comparagao entre cepas nocautes (Ayca1) e selvagens (BY4741) (LEE et al., 2008). Ha
muitos estudos em torno da regulagdo bioquimica e fisiologica da metacaspase YCAL de
Saccharomyces cerevisiae, sendo que atualmente essa enzima é a mais amplamente
caracterizada entre as metacaspases (SHRESTHA, 2019).
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OBJETIVOS

Avaliar o efeito de compostos oximicos derivados do eugenol sobre a atividade in vivo
da metacaspase YCA1 de Saccharomyces cerevisiae, através de testes de viabilidade celular.

METODOLOGIA

As cepas da levedura Saccharomyces cerevisiae utilizadas nesse estudo foram a do
tipo selvagem (BY4741) e nocaute do gene da metacaspase (Ayca1). O meio de cultura
utilizado para o cultivo da S. cerevisiae foi 0 meio YPD (extrato de levedura 1%, peptona 2%
e dextrose 2%) e o meio YPD sélido, que é o meio YPD liquido acrescido de 1% de agar
bacteriologico, preparado em agua destilada. O teste de susceptibilidade dos compostos
oximicos foi realizado a partir do pré-inéculo deixado em incubac@o overnight, onde foi
padronizado uma massa celular de 107 células/mL para cada cepa, realizado através da leitura
da densidade 6tica (DO) em um espectrofotdmetro em um A = 660 nm (DOG660), apds as
células foram tratadas com o0s respectivos compostos numa concentragdo de 10 pM e
manteve-se um controle para cada cepa inoculada na auséncia dos compostos,
posteriormente foram incubadas a 30°C sob agitacdo orbital constante de 180 rpm em um
Shaker termostatizado (Ethik) por 3 h, posteriormente realizou-se uma diluicdo das células em
solucdo salina 0,9% numa proporcao 1:5 célula/solucdo salina e realizou-se a contagem das
células em camara de Neubauer. O teste de viabilidade celular foi realizado a partir de um pré
in6culo, conforme descrito anteriormente, deixou-se incubado overnight e posteriormente foi
realizada a leitura da quantidade de células através do espectrofotdbmetro em um A = 660 nm
(DO660), realizou-se uma diluicdo das células para uma DO660 = 0,2 em um volume final de
3mL de meio de cultura (quantidade em cada tubo falcon), para ambas as cepas. Apds a
determinacdo da quantidade de células a ser utilizada em cada tubo, as cepas foram
submetidas separadamente a presenca dos compostos oximicos em uma concentracado de
10 pM, as células foram incubadas em uma temperatura de 30° C a 160 rpm em um Shaker
termostatizado (Ethik), e acompanhou-se a densidade o6tica até que o controle de cada cepa
em cultura atingisse um DO660 de 0,6, posteriormente realizou-se o teste de viabilidade
através da técnica de MTT e leitura da placa em um A = 570 (DO570). Todos os dados obtidos
foram utilizados para a construcdo do gréafico no programa GraphPad Prism 6.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sabe-se que compostos derivados do eugenol possuem caracteristicas como
mecanismos fungicidas, atividade anti-inflamatéria, entre outros que geram um interesse para
estudos (CARRASCO et al., 2008), a partir desse pensamento realizamos testes in vivo a fim
de observar uma possivel interacdo desses com a metacaspase YCAL de Saccharomyces
cerevisiae. Primeiramente realizou-se um teste de susceptibilidade celular onde a cepa
selvagem e nocaute para o gene da metacaspase, foram submetidas a presenca dos
compostos por 3h, isso pois as células necessitam de um tempo para adaptar-se ao meio
novo em que se encontram denominado de fase lag — quanto mais téxico o ambiente se
encontra mais tempo elas levardo para se adaptar — posteriormente realizamos a contagem
do ndmero de células em camara de Neubauer. Os dados obtidos foram representados no
grafico abaixo (figura 1). Observamos que apesar da cepa nocaute apresentar uma
guantidade maior de células na presenca de alguns compostos (TB-06, TB-08, TB-13, TB-15
e TB-18) em comparacdo a cepa selvagem, a mesma manteve-se na faixa de crescimento
gue a célula nocaute sem a presencga dos compostos (CT KO), e em contrapartida houve uma
discrepancia no crescimento das células selvagens na presenca de Varios compostos em
comparagdo a célula selvagem sem a presenca dos compostos (CT WT), e ainda em
comparacgao a cepa nocaute na presenca do mesmo composto teve um crescimento dobrado,
como demonstra o composto TB-10.
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Figura 1 — Contagem do nimero de células em camara de Neubauer cepas selvagens (WT) e
nocaute (KO) da S.cerevisiae na presenga dos compostos oximicos na concentra¢ao de 10 uM
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Posteriormente realizamos o teste de viabilidade celular com as células em fase
exponencial através da técnica de MTT, que consiste na avaliacdo das células viaveis através
da intensidade da cor formada pela conversao dos sais de tetrazolio em cristais de formazan
gue sO é possivel ser convertido por células metabolicamente ativas, ou seja, quanto mais
intenso a cor purpura formada no fim da reacdo mais células viaveis estavam presentes (VAN
MERLOO, KASPERS & CLOSS, 2011). Os dados obtidos na leitura da placa nesse
experimento estao representados em percentuais no grafico abaixo (figura 2).

Figura 2 — Viabilidade celular realizada pela técnica de MTT utilizando as cepas selvagens (WT) e
nocaute (KO) da S.:(Z:Se&evisiae na presenca dos compostos oximicos na concentragao de 10 uM
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Observamos uma relagdo dos resultados obtidos nesse ensaio com o comportamento
da cepa selvagem na presenga dos compostos no experimento anterior, como por exemplo
demonstrou-se nos compostos TB-09, TB-10, TB-11, TB-17 e TB-16, onde houve um
crescimento extrapolado das células selvagens em relagdo ao seu controle e as células
nocaute, notando ainda que a nocaute como foi descrito para o experimento anterior manteve-
se na faixa de crescimento ou abaixo do seu controle. Conseguimos observar a partir os dados
apresentados que alguns dos compostos oximicos derivados do eugenol podem ter uma acéo
inibitéria em torno da metacaspase YCAL, isso pois a cepa selvagem na presenca de algumas
dessas moléculas apresentou crescimento maior em relagéo a cepa nocaute, que demonstrou
um crescimento normal ou menor comparado ao seu controle. Sabe-se que a metacaspase
esta envolvida diretamente na regulacdo celular, como por exemplo na morte celular
programada (apoptose), e que como demonstrado por Lee et al. (2008) a expressdo da YCA1L
regula ativamente o ciclo celular, os efeitos desses compostos podem agir inibindo a
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metacaspase e levando a uma desregulacéo no ciclo celular, como nas cepas nocautes nao
h& presenca do gene que codifica a metacaspase YCAL ndo haverd influéncia dessa acgao
inibitéria ocasionada pelos compostos sobre o ciclo celular.

CONCLUSOES

A YCAL é uma enzima reguladora do ciclo celular na Saccharomyces cerevisiae, a
partir dos resultados apresentados aqui propomos que 0s compostos oximicos derivados do
eugenol possuem interacdo inibitdria com essa metacaspase visto que houve um estimulo
para crescimento na cepa selvagem que possui 0 gene da YCA1L, e sendo que 0 mesmo nao
foi observado na cepa nocaute para o mesmo gene. Porém para confirmar tais resultados sdo
necessarios estudos mais aprofundados visando entender a acdo e interacdo desses
compostos com a metacaspase.
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