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INTRODUCAO

A apoptose € um tipo de morte celular programada que ocorre em resposta uma
variedade de estimulos fisioldgicos ou patolégicos. Em eucariotos superiores, apoptose é
modulada por proteases denominadas caspases. No inicio da década passada, as
metacaspases foram identificadas e classificadas no cla de cisteino proteases CD e familia
C14 por apresentarem homologia estrutural com as caspases devido a presenca da dobra de
caspase-hemoglobinase, entretanto, diferem na especificidade do substrato e no mecanismo
de catalise (HILL et al., 2015). O sitio ativo das metacaspases é constituido por uma diade
catalitica de cisteina e histidina, sendo o residuo de cisteina o nucledfilo para hidrélise do
substrato. A clivagem proteolitica ocorre apds o reconhecimento de residuos basicos, como
arginina ou lisina, na posicdo P: do substrato (HILL et al., 2015). As metacaspases séo
expressas como zimogénios e necessitam de processamento proteolitico para ativacdo. O
autoprocessamento € dependente de ions de célcio e altera a estrutura tridimensional
formando uma unidade monomeérica ativa (WONG et al., 2012). Em S. cerevisiae encontra-se
uma Unica metacaspase, a YCA1L, que modula ao menos sete processos biolégicos, que vao
desde a regulacao do ciclo celular a apoptose (WONG et al., 2012). YCAL é uma metacaspase
do tipo | com pro-dominio N-terminal caracteristico contendo residuos de aminoéacidos
hidrofébicos e pouco flexiveis. A por¢cado N-terminal € constituida por 100 amino&cidos, dentre
eles, 22 residuos de glutamina, 12 residuos de asparagina, 11 residuos de glicina e 16
residuos de prolina (WONG et al.,, 2012). Diferentemente das caspases e de outras
metacaspases, como TbMCA2, o N-terminal da YCA1 néao circunda o sitio ativo impedindo a
acomodacao do substrato e a atividade catalitica, mas permanece livre. YCAL é capaz de
modular diferentes pontos de verificac&o do ciclo celular, bem como patrticipar da remocéao de
agregados proteicos na célula (HILL et al., 2015). Além disso, muitos estudos comprovaram
a atuacdo da YCALl em processos apoptéticos sob a influéncia de uma variedade de
estimulos, como o estresse oxidativo, danos ao DNA e senescéncia da levedura (TSIATSIANI
et al.,, 2011). Embora em S. cerevisiae a apoptose tenha um viés altruistico, observa-se
alteracbes morfolégicas e bioquimicas semelhantes as encontradas em mamiferos e
considera-se que seres unicelulares também possuam mecanismos apoptéticos (ERHARDT
et al., 2010). E perceptivel que YCAL1 é essencial para homeostasia de S. cerevisiae, embora
muitas outras questdes a respeito das fun¢cBes desta protease precisam ser elucidadas. Os
ensaios utilizando YCALl séo dificultados devido as sequéncias repetidas de residuos
hidrofébicos no N-terminal que atuam como moduladores da transformacéao da proteina em
um estado insolavel, condicdo que impossibilita a funcdo da metacaspase in vivo e a
realizacdo de estudos in vitro. Dado esta problemética, sugere-se o0 uso de mutantes
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deletérios, realizando a clonagem da YCAL contendo a dele¢do dos residuos de aminoacidos
que compdem o N-terminal (ERHARDT et al., 2010).

OBJETIVO

Obter a metacaspase YCA1 recombinante em E. coli com delegdo de 86 aminoéacidos
da regido N-terminal.

METODOLOGIA

A amplificagdo do gene tYCAL foi realizada por meio da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) utilizando a enzima Taq DNA polimerase e oligonucleotideos especificos
contendo as sequéncias de reconhecimento das enzimas de restricdo Nhel e EcoRIl. O
produto amplificado e o vetor pET-28a(+) foram purificados e digeridos pelas endonucleases
de restricdo Nhel e EcoRI. Apds a nova purificacdo, as extremidades coesivas do gene tYCA1
foram hibridizadas por complementariedade ao pET-28a(+) no processo de ligacao utilizando
a enzima T4 DNA Ligase. O DNA recombinante foi incorporado por choque térmico a cepa de
E. coli DH5a, semeado em meio LB Broth suplementado com canamicina e incubado a 37°C
por 18 horas. A triagem dos clones positivos foi realizada por PCR das UFCs utilizando
oligonucleotideos T7. A partir das colbnias positivas realizou-se a lise alcalina para extracdo
do DNA recombinante. O produto da lise foi incorporado a linhagem BL21 (DES3) de E. coli por
choque térmico. A suspensao de células foi semeada em meio LB Broth suplementado com
canamicina e incubado a 37°C por 18 horas. Os clones positivos foram triados por PCR com
oligonucleotideos T7. A expressao de tYCAL foi induzida com IPTG 0,25 mM durante 16 horas
a 20°C. O sedimento foi submetido a lise por cisalhamento com pulsos de 25 Hz e a acdo das
enzimas lisozima e benzonase. A metacaspase expressa foi purificada por cromatografia de
afinidade utilizando uma coluna HisTrap-Ni?* sepharose acoplada ao sistema Akta Pure com
eluicdo em diferentes concentracdes de imidazol (50-500 mM). O processo de dessalinizacdo
por cromatografia liquida de exclusdo molecular utilizando a coluna gel-filtracdo HiPrep
Desalting foi realizado para remover o imidazol do meio. As proteinas obtidas foram
analisadas por eletroforese em SDS-PAGE com 15% de acrilamida.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O gene tYCAL1l amplificado foi analisado por eletroforese em agarose a 1% e
apresentou uma Unica banda com ~1090 pb correspondendo ao gene tYCAL (Figura 1-A). A
digestdo pelas endonucleases Nhel e EcoRl da tYCAl e pET28a(+) também foram
confirmadas por andlise eletroforética e apresentaram bandas de ~1090 pb e ~5366 pb,
respectivamente (Figura 1-B).

Figura 1: Eletroforese em agarose a 1% da amplificacdo da tYCAL (A) e digestdo da tYCAL
e pET-28a(+) (B).
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Os produtos digeridos apresentaram duas extremidades coesivas, as quais juntamente
com linearizagdo do vetor plasmidial, permitiram a hibridizagéo por complementariedade e
renaturacdo com tYCAL no processo de ligacao utilizando a enzima T4 DNA Ligase, cuja
funcdo é unir ligacbes fosfodiéster dos grupamentos fosfato e hidroxila nas extremidades
coesivas da molécula de DNA (SAMBROOK et al., 2001). O DNA recombinante formado foi
incorporado a cepa DH5a de E. coli e a clonagem foi confirmada por PCR utilizando
oligonucleotideos T7 e eletroforese em gel de agarose a 1%. Uma miniprep dos clones
positivos foi obtida e transfectada na estirpe BL21 (DE3) para expressao de tYCAL. tYCAL foi
expresso e analisado por eletroforese em gel SDS-PAGE a 15%, a qual confirmou a presenca
de uma banda de ~38 kDa relacionada a metacaspase truncada na forma nao processada e
uma pequena unidade de ~28 kDa correspondente a forma processada de tYCA1L (dados néo
mostrados) (WONG et al., 2012). Os ensaios para purificacdo da proteina realizados por
cromatografia de afinidade utilizando um gradiente crescente de concentracdo de imidazol,
permitiram a purificacdo de tYCAL de forma seletiva e em sua conformacado nativa devido a
competicdo dos sais imidazélicos com tYCAL pela ligacdo aos ions de Ni?* imobilizados na
coluna (BORNHORST et al.,, 2000). O uso do gradiente crescente de concentracdo de
imidazol (50-500 mM) possibilitou a remoc¢do de contaminantes e, consequentemente,
obtencdo da tYCAL em sua forma pura, onde a proteina mostrou ser pura apos tratamento
com 300 mM de imidazol. A dessalinizacdo da forma pura de tYCAL ocorreu por um segundo
método de purificacdo, a cromatografia liquida de exclusdo molecular em uma coluna de gel-
filtracdo HiPrep Desalting. Neste método de exclusdo por tamanho molecular, as proteinas
maiores sdo eluidas primeiro e as menores ficam retidas na coluna, como tYCA1 é uma
proteina relativamente grande foi dessalinizada e eluida rapidamente em um tampéo TBS. A
figura 2 apresenta a andlise da purificacdo em gel SDS-PAGE a 15%, no qual pode-se
observar que tYCAL eluida em 300mM de imidazol se apresenta pura em sua forma nédo
processada, em torno de ~38 kDa, e em sua forma processada, cerca de~28 kDa.

Figura 2: SDS-PAGE a 15% da dessalinizacdo de tYCAL na forma pura (300mM de
imidazol).
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A purificacdo da tYCAL em sua forma nativa e soltvel, indica que a remogdo do N-
terminal, que era hidrofébico e pouco flexivel, proporcionou maior estabilidade a proteina
evitando sua agregacdo (BORNHORST et al., 2000). Além disso, os ensaios de Wong et al.
(2012), permite-nos acreditar que o processamento auto-catalitico da YCAL ocorre na
extremidade C-terminal nos residuos Lys*! e Lys®* e que o N-terminal é removido por
protedlise apds a ativagcdo enzimética. A partir destas evidéncias descritas na literatura, e dos
resultados obtidos neste estudo, sugerimos que as sequéncias que codificam aminoacidos
com caracteristicas agregadoras no gene de YCAL podem ser removidos sem prejuizo a sua
funcgéo proteolitica, visto que a atividade enzimatica é totalmente relacionada a conformacéo
nativa (BRATKO et al., 2007). Outra caracteristica importante da YCAL a ser considerada é
que in vivo ela pode ser expressa em trés isoformas que diferem apenas no comprimento da
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regido N-terminal. Sob condi¢cdes normais, é identificado de forma majoritaria, uma isoforma
contendo 432 amino&cidos, que ndo € tdo propensa a agregacao quanto as isoformas mais
longas, com 451 ou 453 amino&cidos (ERHARDT et al., 2010). A partir desta clonagem,
expressamos e purificamos in vitro a metacaspase contendo 364 amino4cidos, pois € sugerido
que YCAL seja capaz de formar agregados proteicos em fungéo do trecho polipeptidico que
antecede o dominio formador de prions. Este dominio em YCALl é conhecido por sua
capacidade de promover modificacfes estruturais devido a transformacéo de uma proteina
solivel em um estado insollvel, e se localiza na regido N-terminal que foi removida e se
assemelha ao encontrado na proteina pribnica Sup35 (ERHARDT et al., 2010). Portanto,
baseado nestes dados, acreditamos que o predominio de aminoacidos hidrofébicos no N-
terminal seja a razdo pela qual a agregacdo proteica ocorre. Sabe-se que interacdes
hidrofébicas entre aminoacidos sdo determinadas pelas suas cadeias laterais, ndo entre
vizinhos, mas entre aqueles aminoacidos em contato localizados no mesmo angulo, sendo
também influenciados pelo solvente (DILL, 1999). Deste modo, a depender do solvente, a
metacaspase poderia formar intera¢des de contato na qual provoca deslocamento de residuos
hidrofébicos formando agregados proteicos. Acreditamos este problema foi solucionado
removendo os 86 aminoacidos da regido N-terminal, produzindo desta forma, uma enzima
solavel em solugéo.

CONCLUSAO

Neste estudo demonstramos com éxito a amplificacéo e a clonagem do gene datYCA1
contendo a delecdo dos 86 residuos de aminoacidos da regido N-terminal no vetor pET-
28a(+). Os ensaios de expressao e purificagdo também foram bem sucedidos e demonstraram
gue tYCAL se apresentou estavel e solavel quando submetida a estes ensaios. A hip6tese de

gue a porcao N-terminal era responsavel pela agregacao proteica de YCA foi confirmada e
solucionada com este estudo.
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