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INTRODUCAO

Metacaspases (MCASs) sao cisteino-peptidases encontradas em eucariotos inferiores,
como plantas, fungos e protozoarios, estas enzimas sao similares as caspases e estado
intimamente correlacionadas com a morte celular nestes organismos (VERCAMMEN et al.,
2007; UREN et al., 2000). O fungo Paracoccidioides brasiliensis é capaz de codificar uma
Unica metacaspase (PbMCA), este agente é o causador da paracoccidioidomicose, doenca
de origem sistémica e de grande prevaléncia nos paises da América Latina (ARRUDA et al.,
2015), logo, produzir esta enzima € de grande interesse para formulacao de moduladores que
possam auxiliar no tratamento e controle da doenca, sendo assim, este trabalho buscou tentar
produzir a proteina em sua forma sollUvel, a fim de poder caracteriza-la futuramente.

OBJETIVOS

O objetivo priméario era expressar e purificar a proteina POMCA integra, tendo em vista
a precipitagdo da mesma, 0s novos objetivos foram clonar a metacaspase de
Paracoccidioides brasiliensis com a delecdo da por¢céo N-terminal, em sistema heterélogo de
E. coli.

METODOLOGIA

Realizamos a expressdo da PbMCA integra induzindo-a com 0,5 mM de IPTG,
posteriormente fizemos a purificacdo proteica em coluna com afinidade por niquel, a analise
dos resultados foi feita mediante gel de poliacrilamida SDS-PAGE. Apés analise dos
experimentos anteriores decidimos construir um novo clone da metacaspase de P.
brasiliensis, mas sem a regidao N-terminal, o gene sintético foi amplificado utilizando primers
especificos para o gene, sendo que o primer forward foi desenhado para deletarmos os 100
primeiros residuos de aminoacidos da regido N-terminal, depois foi purificado e digerido com
as enzimas de restricdo Nhel e EcoRlI, o produto da digestdo foi inserido no vetor pET28a,
previamente preparado para clonagem, o DNA recombinante foi entdo inserido por
transformacdo com choque térmico na célula hospedeira DH5a, responséavel por fazer a
replicacdo do clone, foi feita a sele¢éo de coldnias positivas e as mesmas foram transfectadas
para a cepade E. coli BL21(DE3), que por sua vez fara a ativagdo da proteina, para expressao
coldnias positivas foram induzidas com 0,1, 0,25 e 1 mM de IPTG, a andlise da expresséo foi
feita em gel de SDS-PAGE. Ja para avaliarmos a toxicidade da proteina recombinante para a
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célula hospedeira refizemos a expressdo e purificacdo da proteina integra, no entanto
utilizamos uma coldnia fresca e adicionamos antibiético canamicina em todas as etapas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A expressao e purificacdo da metacaspase integra de Paracoccidioides brasiliensis
foram analisadas por eletroforese SDS-PAGE e sugerem que a proteina entrou em corpo de
inclusédo o que culminou em sua precipitacdo, ja que a proteina de interesse, que possui por
volta de 52 KDa em sua forma né&o processada e 42 KDa na forma processada apresentou-
se positiva apenas na expressdo, como pode ser visualizado na figura 1A, ja na lise e na
purificacdo ndo conseguimos obter éxito, assim como mostrado na figura 1-B. Estudos
anteriores sobre metacaspase, como por exemplo os artigos de Erhardt (2010) e Wong (2012),
mostram que o0s corpos de inclusdo podem ser formados devido a presenca de muitos
residuos hidrofébicos na regido N-terminal.

Figura 1. Géis de SDS-PAGE da expresséo (A) e purificacdo (B) da PbMCA integra
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Devido a precipitagéo fizemos a construcdo de um clone sem a porgédo N-terminal, a
figura abaixo representa as etapas de amplificacéo (Figura 2 — A), purificacdo (Figura 2B),
digestdo (Figura 2C), inser¢cdo em DH5a (Figura 2D), andlise digestdo do clone positivo
(Figura 2E), insercdo em BL21(DE3) (Figura 2F), respectivamente. O gene da POMCA com a
delecéo de parte da regido N-terminal passou a apresentar 1100 pb, na imagem abaixo
visualizamos que todas as bandas correspondentes ao gene possuem esse tamanho, com
excecao dos testes com primers T7 que possuem 300 pb a mais devido a amplificacdo da
regido do promotor e terminador, sendo assim, podemos dizer que a clonagem foi realizada
€cOm sucesso.
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Figura 2: Etapas da construcdo do clone truncado e sua expressao
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Ao expressarmos a proteina truncada (Figura 3A) notamos um rendimento abaixo do
esperado e novamente ndo conseguimos fazer a purificagdo proteica, com estes novos
resultados levantamos a hip6tese de que a dificuldade na purificacdo possa ser devido a
toxicidade da proteina recombinante para a célula hospedeira, por isso decidimos expressar
novamente a proteina integra de PbMCA, no entanto utilizamos uma colbnia fresca e
adicionamos antibiético canamicina em todas as etapas, depois fizemos a purificagdo em
coluna com resina de niquel, ao fazermos a andlise desse procedimento via SDS-PAGE
constatamos que a proteina foi purificada em todas as concentragfes de imidazol (figura 3B),
logo, podemos concluir que a proteina é toxica.

Figura 3: Expressao da tPbMCA e purificacéo da proteina PbMCA integra
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CONCLUSOES

A priori ndo conseguimos purificar a proteina PboMCA em sua forma integra, baseado
em estudos anteriores sobre metacaspase, como por exemplo nos artigos de Erhardt (2010)
e Wong (2012), acreditamos que isso ocorria devido a muitos residuos de glutamina e
asparagina na regido N-terminal, por isso resolvemos construir um clone sem esta regido, a
constru¢cdo do clone truncado (tPbMCA) ocorreu com éxito, porém novamente tivemos
dificuldades na expresséo e purificacdo da proteina, entdo surgiu a hipétese do problema
estar relacionado a toxicidade da proteina recombinante para a célula hospedeira, decidimos
refazer a expresséo e purificacdo da proteina integra de PbMCA, com algumas mudancas no
protocolo, dessa vez conseguimos purificar com éxito e chegamos a conclusdo de que a
proteina metacaspase de P. brasiliensis € muito tdxica para a célula hospedeira.
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