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Resumo

A apoptose & um mecanismo fisiolégico, pelo qual a célula comete suicidio, de forma
organizada, denominada de auto-destruicdo celular programada. E um processo fundamental e
evolutivamente conservado, que tem um papel essencial para o desenvolvimento normal, pois
conduz a remocdo de células supérfluas, ectdpicas, infetadas, transformadas ou danificadas, ou

seja, células que representem uma ameaca a integridade do organismo.

A catepsina D (CatD) é uma das principais proteases asparticas lisosomais e uma das
principais endopeptidases responsaveis pela proteolise de proteinas de vida longa, nomeadamente
por endocitose e auto-fagocitose, desempenhando importantes papéis no catabolismo proteico,
processamento de antigénios, doencas degenerativas e progressao do cancro. A CatD ¢é
abundantemente expressa no cérebro, incluindo no cortex, hipocampo, dopaminérgico (DA) e na

substancia negra dos neuronios (SNR).

A CatD tem vindo a ser destacada na resposta apoptdtica, sendo o seu papel dependente

do tipo de células e do seu contexto.

A endopeptidase vacuolar de levedura, Pep4p, é ortologa da CatD em humanos. Encontra-
se predominantemente localizada no Iumen do vacuolo, equivalente ao lisossoma das células de
mamiferos, sendo libertada deste para o citosol em células submetidas & inducéo de apoptose por

acido acético e por peroxido de hidrogénio.

Este trabalho pratico teve como objectivo avaliar se a CatD possui um papel semelhante
ao Pep4dp de forma a compreender melhor a funcao da CatD no processo de morte celular por

apoptose.

A expressdo heterdloga de proteinas humanas em leveduras associada a tratabilidade
genética e facil manipulacao deste microrganismo revelou-se uma ferramenta poderosa para o
estado de funcao e mecanismo de regulacéo de diferentes proteinas humanas, sem a interferéncia
das redes de regulacdo complexas presentes nos eucariotas superiores. Neste sentido
expressamos a CatD humana na levedura S. cerevisiae e exploramos este modelo celular neste

projeto de tese.



Abstract

Abstract

Apoptosis is a physiological mechanism in which the cell commits suicide in an organized
form, called self - programmed cell destruction. It is a fundamental process that is evolutionarily
conserved and is essential for normal development, as it removes superfluous, ectopic, infected,
transformed or damaged cells; in other words, cells that represent a threat to the integrity of the

organism.

CatD is a major lysosomal aspartic protease and the major endopeptidase responsible for
proteolysis of long-lived proteins, in particular by endocytosis and phagocytosis, playing important
roles in protein catabolism, antigen processing, degenerative diseases and cancer progression. It
is abundantly expressed in the brain, including the cortex, hippocampus, dopamine (DA) and in

the substantia nigra neurons (SNR) (Deis et a/., 1996; Siintola ef a/., 2006;. L. Qiao et a/., 2008).

CatD has been a proeminent role in the apoptotic response, its role dependent on cell type

and context.

The yeast vacuolar endopeptidase, Pep4p, is homologous to human CatD. Is
predominantly located in the lumen of the vacuole, the lysosome analogue, and released to the
cytosol in cells undergoing apoptosis induction by acetic acid or hydrogen peroxide (Pereira et a/

2010; Pereira H. et al,, 2013).

The aim of this work was to evaluate whether CatD plays a role similar to Pep4p, and
understand the role of CatD in apoptotic cell death. The heterologous expression of human proteins
in yeast associated with its genetic tractability and easy manipulation has demonstrated a powerful
tool to study their function and regulation mechanisms without the interference of the complex
regulatory networks of higher eukaryotes. Therefore, we expressed the human CatD in the yeast S.

cerevisiae and exploited this cellular model in this thesis project.
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Morte Celular

As células podem softer pelo menos dois tipos distintos de morte celular: a necrose e a
apoptose. A necrose é uma forma violenta, catastrofica e rapida de degeneracdo que afeta as
populacdes de células vizinhas e é caracterizada, por tumefacao do citoplasma e destruicao de
organelos bem como pela ruptura da membrana plasmatica, conduzindo a libertacéo do contetuido
celular para o meio extracelular. Tal pode levar a inflamacdo e até mesmo a morte das células
vizinhas, sem a contribuicdo de um programa molecular intrinseco. A apoptose é a forma mais
comum de morte celular programada (PCD, do inglés Programmed Cell Death) em eucariotas,
estando associada a marcadores caracteristicos dependendo do tipo de célula e do organismo. E
observada em células individuais, geralmente rodeadas por células vizinhas com aparéncia
saudavel. Envolve a retracdo da célula e consequente diminuicao do contacto entre células
vizinhas, formacao de vacuolos citoplasmaticos, fragmentacdo da membrana nuclear e do DNA
condensacao da cromatina, despolarizacao de membrana mitocondrial, e alteracdes na assimetria
de fosfolipidos de membrana plasmatica seguido de remocdo ordenada da célula através de
fagocitose (Azevedo C. ef al,, 1999; Azevedo M. et a/, 2005;Kitagaki H. et al., 2007; Mroczek S.
et al, 2008; Carmona-Gutierrez D. et a/, 2010;).

Apoptose

A apoptose ¢ um mecanismo fisiolégico, em que a célula recorre ao uso de maquinaria
celular especializada para cometer suicidio, sendo descrita como um colapso orquestrado da
célula, também, denominada de auto-destruicdo celular programada. E um processo fundamental
gue esta evolutivamente conservado, sendo essencial para o desenvolvimento normal, uma vez
que procede a remocao de células supérfluas, ectopicas, infetadas, transformadas ou danificadas,
ou seja, células que representem uma ameaca a integridade do organismo (Appelqvist H.,2012).
Este tipo de morte € um processo necessario ao desenvolvimento normal de organismos
multicelulares sendo um fendmeno bioldgico essencial na homeostasia celular bem como nos
tecidos adultos. Existem caracteristicas tipicas da apoptose, como condensacao nuclear,
fragmentacao do DNA, destruicao do citoesqueleto, modificacbes da membrana citoplasmatica
com projecdes em forma de bolha, exposicdo da fosfatidilserina terminando na formacao e
libertacédo de corpos apoptoticos (Azevedo ef al., 1999; Ludovico P. et a/., 2002; Gabriela R. et al.,
2006; Marque C.,2010; Appelgvist H.,2012).
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Estudos em células eucarioticas superiores permitiram a identificacdo de mediadores
moleculares do processo apoptotico, tais como as caspases, e proteinas da familia da Bcl-2. A
familia das caspases de mamiferos engloba varias enzimas proteoliticas, que clivam os seus
substratos apos residuos de acido aspartico especificos, e podem ser divididas, de acordo com a
sua estrutura e funcao, em iniciadoras (pré-caspases 2, 8, 9 e 10) e efetoras (pro-caspases 3, 6 e
7). Uma vez ativadas, as caspases efetoras sao responsaveis pelo desmantelamento da célula. A
familia de proteinas Bcl-2 inclui membros proteicos com efeitos anti-(Bcl-2 e Bcl-xL) ou pro-
apoptéticos (Bax e Bak). Estruturalmente, todas compartilham um ou mais dominios de homologia
da Bcl-2 (BH1-BH4). As proteinas desta familia podem associar-se e formar homo- ou
heterodimeros que contribuem para a regulacdo da permeabilizacdo da membrana mitocondrial
externa (MOMP, do inglés mitochondrial outer membrane permeabilization). Deste modo,
controlam a libertacao de fatores apoptéticos da mitocéndria, como o citocromo ¢ (cit ¢) (Gross A.

et al.,, 2000; Mroczek S. et al., 2008; Repnik U. et a/., 2010).

A apoptose inclui trés fases que sdo a iniciacdo, a execucdo e a remocdo. A iniciacdo
correspondente a ativacao de algumas caspases segundo duas vias, a extrinseca e a intrinseca; a
execucao corresponde ao ponto em que outras caspases se ligam a componentes celulares criticos
e, por fim, a remocao das células apoptoticas tal como dos seus detritos. A apoptose é mediada
por duas vias distintas: a via extrinseca e a via intrinseca, como é visivel na figura 1. A via extrinseca
¢ ativada por ligacdes de ligandos especificos a recetores que se encontram a superficie da célula
- 0s recetores da morte. Estes recetores pertencem a familia do TNF/ 7as, principalmente
relacionado com as proteinas fas (APO/CD95). Esta via é inibida pela FLIP (virus). A via intrinseca
envolve um aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial, libertando desta forma
fatores pro-apoptdticos para o citoplasma. A via mitocondrial ¢ desencadeada por diversos
estimulos, tais como danos causados no DNA devido a citotoxicidade, siress e também pela
privacdo de fatores de crescimento. Nesta via participam as proteinas da familia Bcl-2. Através de
poros formados pela Baxou Bak, o cit cé libertado para o citosol, numa fase precoce da apoptose.
No entanto, esta libertacao requer a presenca de outros fatores citosolicos para a propagacao
deste estimulo, como por exemplo o Apaf-1 e a procaspase 9. Supde-se que a formacédo de um
complexo com Apaf-1 e procaspase 9, na presenca de ATP, leve a ativacao desta ultima e
consequentemente da cascata de caspases (Repnik U. et al,, 2010). O cit ¢ encontra-se ligado a
membrana mitocondrial interna por associacao com a cardiolipina, lipido encontrado na

membrana mitocondrial interna que determina a funcionalidade das enzimas de fosforilacao
3
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oxidativa. Na fase final da apoptose mediada pela cascata proteolitica das caspases, da-se a
ativacao da caspase 9 e os recetores de morte (via extrinseca) ativam as caspases 8 e 10; ocorre
também a quebra do citoesqueleto e de proteinas da matriz nuclear, interferindo com a
transcricao, replicacao e reparacao do ONA. Os seus principais pontos sao a libertacdo do ¢/t cda
mitocondria e a ativacdo de caspases. (Azevedo C. et al.,1999, Ludovico P. et al., 2002; Pereira
C. etal., 2008 Marque C.,2010; Repnik U. et a/., 2010).

Extrinsic Pathway §

v ¥

Intrinsic
Mitochondrial

FADD Pathway

Genetic damage
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Caspase 8 * ii} Pro-caspase 8
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Figura 1 - As vias intrinseca e extrinseca da apoptose (Adaptado de Wong R. S. Y., 2011)
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A apoptose em levedura

Nas Uultimas décadas, a levedura Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) evoluiu
progressivamente como ferramenta de pesquisa em diversas areas da biologia celular devido ao
seu facil manuseamento e vantagem funcional em relacdo as bactérias (Carmona-Gutierrez D. et
al, 2010). E um modelo eucariota essencial para estudos da biologia celular e molecular, pois é
um organismo geneticamente maleavel, sendo o crescimento e a divisao facilmente e rapidamente
controlados por manipulacdo das condicdes ambientais. O seu genoma esta completamente
sequenciado e existem bancos de dados correspondentes. E suscetivel a modificacées genéticas,
como marcacao e mutacdo de genes (Sousa M., 2012). Inicialmente, ndo se pensava que a S.
cerevisiae possuia um processo de morte celular programada endogeno e foi utilizada como um
instrumento para estudar proteinas humanas expressas de forma heteréloga. No entanto desde
finais dos anos noventa, diversos estudos tém demostrado a presenca de um programa de
apoptose em levedura, tornando-se um modelo Util no dominio da apoptose (Sousa M., 2012). Em
resposta a diferentes estimulos, as células de levedura podem morrer mostrando marcadores
tipicos da apoptose de mamiferos, como a condensacdo da cromatina, exposicdo da
fosfatidilserina no exterior do folheto da membrana citoplasmatica e fragmentacdo do ONA. Outros
processos que ocorrem na via apoptoética de mamiferos, incluindo geracdo espécies reativas de
oxigénio (ROS), liberacdo do cif ¢, fragmentacdo mitocondrial e a ativacdo de caspases, foram
também descritos em levedura, comprovando a conservacao dos processos celulares basicos dos
eucariotas superiores em leveduras (Hauptmann P. e Lehle L., 2008; Liang Q. ef a/,, 2008; Chen

X.L. e LiuY., 2013; Sousa M. et al, 2013).

A levedura foi inicialmente utilizada para testar as possiveis interacdes entre membros da
familia Bcl-2, nomeadamente, entre a proteina anti-apoptética Bcl-2 ou Bcl-XL e a proteina pro-
apoptética Bax. Inesperadamente, a proteina quimeérica LexA-Bax foi capaz de induzir a morte da
levedura, sendo a morte impedida pela co-expressao de proteinas nativas e quiméricas derivadas
de Bcl-2 ou Bcl-XL (Pereira ef al,, 2008). A expressao da proteina pré-apoptotica Bax provoca a
paragem do crescimento e a morte da levedura. Nestes estudos de expressao de Bax na levedura,
a localizacao desta proteina era mitocondrial. Verificou-se que a sua capacidade para matar a
levedura era maior em condicdes respiratdrias do que fermentativas e que a expressao de Bax na
levedura induz a permeabilizacdo da membrana mitocondrial, a producdo de ROS e a liberacao

do cit c. Aimportancia dos seus efeitos nas mitocdndrias e o facto de induzir letalidade na levedura



Introducéo

depende da oxidacao lipidica mitocondrial e de tratamentos que aumentam a insaturacao dos
niveis de acidos gordos. Deste modo, torna-os mais sensiveis a oxidacao, aumentando a morte
celular induzida por Bax. Na levedura, o ¢/t ¢ ndo é um fator fundamental para a morte induzida
por Bax, uma vez que as células deficientes em cit ¢ ainda morrem embora a uma taxa mais lenta
(Pereira C. et al., 2008; Jourdain A. et al,, 2009). A expressao de Bax induz algumas alteracoes
estruturais e funcionais na mitocondria que também ocorrem durante a apoptose em levedura,
em resposta ao tratamento com acido acético. Estas alteracdes incluem reducdo do niumero de
cristas e tumefacao mitocondrial, fragmentacao e uma hiperpolarizacao seguida de despolarizacao
mitocondrial, a producdo de ROS, diminuicdo da atividade citocromo-oxidase e MOMP com
liberacao concomitante do ¢/t ¢ (Pereira C. et al,, 2010). O processo de remocao de mitocondrias
danificadas possui, aparentemente, um papel protetor em células tratadas com o referido acido,
embora provavelmente ndo seja o Unico fator que afeta a viabilidade celular. Em levedura, a
remocao seletiva de mitocdndrias foi observada apos a expressao heterologa de Bax, disfuncoes
mitocondriais, tumefacdo induzida por sfress osmotico bem como em células em fase
estacionaria. Neste caso, esta remocéo é dependente de maquinaria autofagica, e os resultados
em termos de sobrevivéncia adquiridos devido ao bloqueio da degradacao mitocondrial variam
consoante o estimulo utilizado. Notavelmente, a autofagia nao esta ativa durante a PCD induzida
por acido acético, pelo que a remocao das mitocondrias ndo pode ser efetuada através deste
processo (Pereira C et al,, 2010; Sousa M. J. et al, 2011). Na apoptose induzida por diferentes
compostos ou por expressao heterdloga de Bax, as mitocondrias também sofrem fragmentacao
extensa sugerindo que é uma caracteristica geral de apoptose em levedura. Enquanto a auséncia
de DNM1 ou MDVI/NETZ inibe a morte celular, a supressdo do £/S7 aumenta-a. Curiosamente,
a deficiéncia em Dnmlp protege as células da morte de forma mais eficiente do que da
fragmentacdo mitocondrial. Isto sugere que a auséncia de Dnm1p em levedura pode conferir
protecao contra a morte celular também por outros mecanismos diferentes dos associados a fissao
mitocondrial. Em S. cerevisiae, Fislp esta uniformemente distribuida ao longo da superficie
mitocondrial, onde funciona como um recetor para recrutar Dnm1p do citosol para a mitocéndria

(James D. I. et al,, 2003; Pereira C. et al., 2008; Jourdain A. et al., 2009).

Devido a simplicidade do modelo de levedura, foi possivel elucidar processos moleculares
basicos da morte celular programada, sem a interferéncia da regulacao multifacetada ou a
especificidade celular que muitas vezes ocorrem em estudos que envolvem células de mamiferos.

Além disso, os sistemas de expressao heterdloga em leveduras oferecem a oportunidade de
6
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explorar as propriedades funcionais e mecanicistas individuais de reguladores de apoptose de

mamiferos (Corte-Real M. e Madeo F.,2013).

Papel do lisossoma e vacuolo na apoptose

Na ultima década, tem sido demonstrado que, além da mitocondria e caspases, também
outros organelos e proteases estdo envolvidos na regulacao de processos de morte celular em

mamiferos, tais como os lisosomas e catepsinas (Sousa M. J. et a/., 2011).

Os lisosomas possuem um conteudo elevado de hidrolases, permitindo-lhes atuar como
compartimento terminal de degradacdo das vias endocitica, fagocitaria e autofagica. Estes
organelos sao definidos pelo seu teor de hidrolases acidas, a falta de receptor de fosfato-6-manose
(M6PR) e pH abaixo de cinco. Para além da degradacdo em massa e de processamento de pré-
proteinas, as hidrolases lisosomais estao envolvidas no processamento de antigénios, degradacao
da matriz extracelular e iniciacado da apoptose. As suas proteases sao direcionadas para os
lisosomas, sobretudo diretamente a partir da rede trans-Golgi para o sistema endossomal, em
especial mediados pelo transporte M6PR. A desestabilizacdo da membrana lisossomal, e
consequente libertacdao do conteldo lisossomal para o citosol, pode iniciar a via apoptdtica
lisossomal, a qual é dependente da desestabilizacao das mitocdndrias. A clivagem de BID a t-BID
e degradacdo de proteinas anti-apoptéticas Bcl-2 por catepsinas de cisteina lisossomais foram
identificadas como necessarias para a libertacao cit ¢, que consequentemente leva a ativacao de

caspases (Azevedo C. ef a/,1999; Pereira C. et al., 2008; Repnik U. et a/., 2010).

Proteases

As proteases também designadas por peptidases ou enzimas proteoliticas, sao um grupo
de enzimas com funcdes celulares importantes. A modernizacéo das técnicas analiticas tem
demonstrado que as proteases sao capazes de realizar modificacdes altamente especificas e
seletivas de proteinas, como a coagulacao do sangue e a lise dos coagulos de fibrina, o
processamento e transporte de proteinas secretadas através de membranas. Devido a
multiplicidade das proteases, ao contrario da sua especificidade de acéo, estas enzimas tém

atraido a atencdo mundial na expectativa de investigar quais as suas aplicacoes fisioldgicas bem
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como biotecnologicas. As proteases encontram-se em diversos organismos desde plantas, a

animais e microrganismos. (Rao M. B. ef a/,1998; Sajid M. e McKerrow J. H., 2002).

As proteases sao classificadas de acordo com a £nzyme Commission of the International
Union of Biochemistry and Molecular Biology — IUBMB -, como pertencente ao grupo 3, das
hidrolases, subgrupo 4. (Barrete A. J. et a/,, 1994). Elas sao divididas em dois grupos principais,
as exopeptidases e as endopeptidases, dependendo do local de acdo. As exopeptidases clivam a
ligacdo peptidica proxima aos grupos amino ou carboxilo terminais do substrato. As
endopeptidases clivam uma ligacao peptidica longe da extremidade do substrato. Com base no
grupo funcional presente no local ativo, as proteases sdo ainda classificadas em quatro grupos de
destaque, nomeadamente, as proteases de serina, proteases asparticas, proteases de cisteina, e

metalo-proteases (Rao M.B. et a/,,1998).

Proteases Asparticas

As proteases asparticas, também conhecidas por proteases acidas, pertencem a classe
das endopeptidases, as quais dependem de residuos de acido aspartico para a sua atividade
catalitica, em que dois residuos do referido acido constituem a diade catalitica (Beynon e Bond,

1989; Barrett ef a/,, 2004; Handem S., 2013).

Os lisosomas séo organelos citoplasmaticos acidicos que estao criticamente envolvidos
numa série de processos fisioldgicos, incluindo a degradacdo de macromoléculas e morte celular,
e em varias condicOes patologicas, doencas neurodegenerativas, sendo bastante importantes para
a correta funcao celular. A sua funcdo primaria é a degradacdo de macromoléculas, e para este
designio, eles possuem mais de 50 hidrolases acidas, incluindo as fosfatases, nucleases,
glicosidases, proteases, peptidases, sulfatases elipases. Das hidrolases lisossomais, as catepsinas

sao a familia das proteases melhor caracterizada (Appelgvist H., 2012).

Catepsinas

As proteases catepsinas sao hidrolases que exercem a sua funcao a pH acido, nos
lisosomas ou extracelularmente, na matriz celular (Masson O. et a/, 2010). Sao, portanto, uma
classe cuja atividade enzimatica é conferida por residuos especificos (Cullen V. ef a/.,2009). Elas

participam na degradacéo de grandes quantidades de proteinas, mas muitas delas tém também
8
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mostrado estar criticamente envolvidas em processos fisioldgicos diferentes, como por exemplo a
remodelacao 6ssea, a apresentacao do antigénio e da iniciacdo da morte das células (Appelgvist

H., 2012).

As catepsinas podem ser divididas em trés subgrupos de acordo com o aminodcido
catalitico: as proteases asparticas (catepsinas D e E), proteases de cisteina (catepsinas B, C, F, H,
K,L O,S TV, W, eX), e as proteases de serina (catepsinas A e G) (Emert-Sedlak L. et a/., 2005;
Liaudet-Coopman E. et a/. 2006; Masson O. et al., 2010; Appelgvist H., 2012).

Catepsina D

A catepsina D (CatD) (CE 3.4.23.5) é uma das principais proteases asparticas lisosomais
e uma das principais endopeptidases responsaveis pela protedlise de proteinas de vida longa,
nomeadamente por endocitose e autofagocitose. Desempenha papéis importantes no catabolismo
proteico, processamento de antigénios, doencas degenerativas (Alzheimer) e progressao do cancro
de mama. A CatD é abundantemente expressa no cérebro, incluindo no cortex, hipocampo,
dopaminérgico (DA) e na substancia negra dos neurdnios (SNR), que é uma porcao heterogénea
do mesencéfalo responsavel pela producdo de dopamina no cérebro, possuindo uma papel
importante na recompensa e vicio (Faust L. P. ef a/, 1985; Baldwin T. E. ef a/, 1993; Deis P. L.
et al., 1996; Garcia M. et al., 1996; Siintola E. et a/,, 2006; Nolte J., 6» edition, 2008; Qiao L. et
al., 2008).

A catepsina D é sintetizada no reticulo endoplasmatico (RE), e durante o seu transporte
para os lisossomas, a pré-proenzima inativa de 52 kDa é processada proteoliticamente para formar
uma pro-enzima intermédia ativa de cadeia unica de 48 kDa (Figura 2). O processamento adicional
produz uma protease lisosomal ativa madura, composta por uma cadeia pesada e uma cadeia
leve de 34 kDa e 14 kDa, respetivamente. O local catalitico da catepsina D inclui dois residuos de
acido aspartico criticos, localizados nas cadeias 14 e 34 -kDa, respetivamente (Heinrich M. et
al,1999; Laurent-Matha V. et a/, 2005; Masson O. et a/., 2010; Appelqvist H., 2012; Laurent-
Matha V. et a/,,2012).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Mesenc%C3%A9falo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Dopamina
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Figura 2- Trafego e maturagao da catepsina D. 1) A catepsina D é sintetizada como uma pré-proenzima no reticulo
endoplasmatico (ER). A pré-proenzima compreende um peptideo sinal N-terminal de sinal (S) e um pro-péptido (P). 2) O
péptido sinal é removido, e sédo ligados os aglicares a dois locais de glicosilagdo. 3) No complexo de Golgi, os aglicares sao
modificados, e os seus residuos de manose sao fosforilados, gerando residuos de manose-6-fosfato (M6P). Estes residuos
ligam-se a receptores de M6P na rede trans-Go/gi, e o transporte de catepsina D para o compartimento lisosomal é dependente,
em grande medida, deste reconhecimento. 4) No ambiente de pH acido dos endossomas, a catepsina D dissocia-se dos
receptores de M6P e os grupos fosfato sdo removidos. 5) O pré-péptido é clivado da catepsina D, gerando uma forma de
cadeia simples ativa (48 kDa). Os residuos asparticos criticos para a actividade catalitica estao indicados por uma estrela
(aminoacidos 97 e 293). 6) A forma intermédia é ainda processada na forma de duas cadeias maduras de catepsina D, a qual

é composta por uma cadeia leve N-terminal e uma cadeia pesada C-terminal. (Adaptado de Appelgvist H., 2012)

O pH ¢étimo da CatD ¢ &cido (3. 5. 4.0), perdendo a sua atividade a valores de pH altos
devido a desprotonacao de ambos os residuos de aspartato no local ativo. Nas células que
contenham uma grande quantidade de CatD, a CatD pode ser cataliticamente activa, pelo menos
transitoriamente, na vizinhanca, de lisossomas que perdendo a integridade da membrana, o que
conduz a acidificacao local do citosol. As catepsinas lisosomais que sao libertadas para o citosol
apos desestabilizacdo da membrana lisossomal podem clivar substratos de proteinas diferentes,

e deste modo dar-se a propagacao da apoptose (Pereira C et al., 2008; Repnik U. et a/., 2010).

O interesse na CatD como alvo de drogas surge devido a sua associacdo com varios
processos biologicos de importancia terapéutica. Estudos de cancro de mama primario
demostraram que os niveis elevados de CatD estdo correlacionados com um aumento do risco de
metastases e menor sobrevida livre de reincidéncia. Altos niveis de CatD e outras proteases, como
a colagenase, produzido na vizinhanca do tumor em crescimento, podem degradar a matriz
extracelular e assim promover a fuga de células cancerosas para o sistema linfatico e circulatorio,

permitindo a invasao de novos tecidos (Baldwin T. E. ef a/., 1993).

Contrariando estes efeitos de promocdo do tumor, a CatD também funciona como
supressor tumoral. Este papel oposto depende do contexto: se as catepsinas séo libertadas no
meio intracelular contribuem para a morte das células do cancro, mas caso sejam libertadas
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extracelularmente degradam a matriz extracelular, estimulam a angiogénese e a migracao.

(Beaujouin M. e Liaudet-Coopman E., 2008; Masson 0., 2009; Marques C. et a/., 2013).

A pro-CatD extracelular induz a proliferacdo, invasao, angiogénese e metastase. Além
disso, foi demonstrado que a inibicao da CatD com pepstatina A induz apoptose dependente de
caspase em linhas celulares de neuroblastoma e que a sobrerexpressdo de CatD em
xenotransplantes usando linhas de celulares de rato inibe a apoptose. Também foi demostrado
que a regulacdo negativa de CatD sensibiliza as células de neuroblastoma & apoptose, enquanto
o efeito oposto é observado na superexpressao de CatD. Em contraste, CatD medeia a libertacao
do cit ce ativacdo da caspase em apoptose induzida por estaurosporina em fibroblastos humanos.
Assim, o lisossoma esta intrinsecamente ligado a apoptose através da libertacdo de CatD (Sousa
M. J. et al, 2011; adaptado do projecto submetido’ Mechanisms underlying the release of
Cathepsin D from the lysosome and its role in mitochondrial degradation). Foi também
recentemente demostrado que inibicdo de CatD em linhas celulares derivadas de CCR potencia a

apoptose induzida por acetato.

A concepcao de inibidores potentes e especificos da CatD ajudara a elucidar a funcao
desta enzima em doencas humanas. Um exemplo de um inibidor da CatD humana ¢ a pepstatina
A. A pepstatina ¢ um inibidor potente das proteases asparticas mas relativamente nao especifico;
para além da CatD também inibe a catepsina E, a renina e a pepsina. E um hexapéptido
originalmente isolado a partir de culturas de varias espécies de Actinomyces. Os seus principais
problemas de utilizacao estao relacionados com a sua fraca solubilidade e a ineficiente penetracao
na membrana (Baldwin T. E. ef a/, 1993; Benesa P. ef a/, 2008; Sousa M. J. et a/, 2011;
adaptado do projecto submetido’ Mechanisms underlying the release of Cathepsin D from the

lysosome and its role in mitochondrial degradation’; Bewley A. M. et a/.,2011; Appelgvist H., 2012).

Protease vacuolar de levedura — Pep4p

A endopeptidase vacuolar de levedura, Pep4p, é hortologa da CatD em humanos,
partihando cerca de 40-60% de identidade. Sabe-se que esta protease se encontra
predominantemente localizada no lumen do vacuolo, um analogo do lisossoma, sendo libertada
deste para o citosol em células submetidas a inducao de apoptose por acido acético e por peroxido
de hidrogénio, levando no ultimo caso a proteolise de nucleoporinas. Constatou-se que a protease

de levedura Pep4p é translocada para o citosol durante a apoptose induzida pelo acido e
11
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desempenha um papel crucial na degradacdo mitocondrial, sugerindo que a libertacdo de uma
protease vacuolar durante a morte celular regulada ¢ também conservada em levedura. Foi
confirmado por microscopia eletronica de transmissao que tanto a integridade vacuolar como a da
membrana plasmatica da levedura sao preservadas durante este processo. Portanto, a libertacao
de Pep4p parece envolver uma permeabilizacao especifica da membrana vacuolar, em alternativa
a uma permeabilizacao extensa tipica da morte necrotica. Estes resultados sugeriam que, a Pep4p
desempenha um papel na morte celular por apoptose semelhante ao da CatD de mamiferos.
Contudo, a supressado de Pep4p conferiu maior suscetibilidade ao acido acético, indicando que
tem uma funcao na protecao de leveduras, em vez de na execucao de morte celular. Consistente
com esta hipotese, as leveduras com sobre-expressao de Pep4p exibiram uma maior resisténcia
ao acido acético sugerindo que a Pep4p pode ter um papel inibidor na morte celular por apoptose,
semelhante ao da CatD em mamiferos. No entanto, os mecanismos subjacentes a libertacao
Pepdp/CatD permanecem ainda desconhecidos. Esta protease na levedura Saccharomyces
cerevisiae tem um papel essencial no sistema na degradacao de proteinas e na maturacao de
varias hidrolases vacuolares (Mason D. A. et al., 2005; Pereira C., 2008; Marques C. A.,2010;
Pereira et a/,, 2010; Spedale ef a/., 2010; Sousa M. J. ef a/, 2011; Carmona-Gutiérrez D. et al.,
2011; Appelqvist H., 2012; Pereira H. et al., 2013).

Como foi referido anteriormente, CCR é uma das principais causas de mortalidade
relacionada com o cancro. Recentemente, descobriu-se que o acetato induz a libertacdo CatD em
linhas celulares e que ela pode conferir protecdo contra a apoptose induzida pelo acido, a
semelhanca do que é observado em levedura, para o ortdlogo Pep4p. Além disso, a supressao de
Pepdp em levedura e a inibicdo da atividade enzimatica CatD em células de CCR aumenta a
sensibilidade ao acido acético (adaptado do projeto submetido ‘ Mechanisms underlying the release
of Cathepsin D from the lysosome and its role in mitochondrial degradation’). Foi por isso sugerido
que a funcdo anti-apoptotica da CatD podera estar relacionada com um processo de degradacao
mitocondrial mediada pela CatD, que pode ter uma funcao analoga a remocdo de mitocondrias

por mitofagia.

E, assim, de extrema importancia elucidar os mecanismos de accéo da CatD lisossomal,
de modo a desenvolver uma estratégia adequada para modular esta protease na terapia do cancro.
As alteracdes induzidas nos lisossomas mediante a transformacao sdao numerosas e, enquanto a

maioria sao vistas como pro-oncogénicas, 0S mesmos processos também tornam as células
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cancerosas sensiveis a morte celular lisosomal (adaptado do projeto submetido’ Mechanisms

underlying the release of Cathepsin D from the lysosome and its role in mitochondrial degradation').
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Objetivos e Plano de Trabalhos

Obijetivos

O objetivo deste trabalho pratico foi avaliar se a CatD possui um papel na morte apoptética
e no envelhecimento cronoldgico semelhante ao Pep4p, seu ortologo em levedura. Para este fim,

usamos a levedura S. cerevisiae como modelo para expressar a CatD.

Plano de trabalhos:

. clonar a CatD num vector que permite a expressdo da proteina na levedura
Saccharomyces cerevisiae,
[I.  de seguida transformar o plasmideo numa estirpe mutante que nao possua a Pep4p;
Ill.  confirmar a expressao de CatD por Western Blot;
IV.  confirmar a complementaridade funcional da CatD em relacao ao Pep4p:
a. determinar se a expressado de CatD reverte o fenétipo de sensibilidade ao acido
acético da estirpe Pep4p mutante, usando como controlo o vetor vazio;

b. avaliar o papel de CatD no envelhecimento cronologico.
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Material e Métodos

Reagentes

Base azotada de levedura, e triptona bactopeptona foram adquiridos & Disco Laboratories
e o extrato de levedura a Cu/timed. A fonte de carbono utilizada foi a galactose (Formedium). Todos
0s aminoacidos foram adquiridos a Formedium. Para PCR usamos MgCl.e dNTP’s adquiridos a
Roche. As enzimas de restricdo £coRl, e Pstl e 7Tag Polimerase foram adquiridas a Fermentase a

Notl & Koche.

Estirpes e Plasmideo

As estirpes de Saccharomyces cerevisiae utilizadas neste estudo estdo listados na Tabela
I. Os oligonucledtidos usados neste trabalho estao listados na Tabela Il. Os plasmideos foram
amplificados na estirpe de £scherichia coli DH5a (como descrito a seguir) e purificados utilizando
um kit Miniprep (Kit Plasmid Minjprep GenElute, Sigma-Aldrich), de acordo com as instrucdes do
fabricante. A correta insercao do fragmento no plasmideo foi confirmada por digestao com enzimas

de restricdo especificas, por PCR Colony e Western Blot.

O plasmideo pESC/HIS-CatD foi construido por gap repair. Resumidamente, a CatD foi
amplificada (condicdes descritas na Tabela Ill) por Reacdo em Cadeia da Polimerase, do inglés
Polymerase chain reaction (PCR), utilizando o plasmideo pJP1520CTSD (DNASU, Arizona, USA )
como femplate e os oligonucleotideos, CatD_GR_forward e CatD_GR_reverse da tabela Il. A
estirpe de Saccharomyces cerevisiae W303-1A foi transformada com o plasmideo pESC/HIS
digerido com £coAl e Nod e com o fragmento de PCR contendo a sequéncia codificante da CatD.
A corretainsercdo de CatD em pESC/HIS foi confirmada através de PCR Colony, em que o anneling
ocorre no plasmideo pESC/HIS e no interior de CatD, sensivelmente a meio, com recurso aos
primers pESC/HIS_forward e CatD_Mid_reverse, respetivamente registrados na tabela Il. A sua
insercao foi também confirmada por sequenciacdo. O processo ¢ descrito em detalhe nas seccoes

seguintes.
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Tabela |- Estirpes de S. cerevisiae utilizadas neste trabalho.

ESTIRPE

GENOTIPO

Material e Métodos

REFERENCIA/FONTE

W303-1A

W303-1A-PYX232 MT-GFP -PESC/HIS

W303-1A-PYX232 MT-GFP-PESC/HIS-

PEP4P

W303-1A-PYX232 MT-GFP-PESC/HIS-
CATD

W303-1A APEP4P-PYX232 MT-GFP-
PESC/HIS

W303-1A APEPA4P-PYX232 MT-GFP-
PESC/HIS-PEP4P

W303-1A APEP4P-PYX232 MT-GFP-
PESC/HIS-CATD

BY 4741

BY 4741-PESC/HIS

BY 4741-PESC/HIS-PEPAP

BY 4741-PESC/HIS-CATD

BY 4741 APEPAP-PESC/HIS

BY 4741 APEPAP-PESC/HIS-PEP4P

BY 4741 APEPAP-PESC/HIS-CATD

MATa, ura3-1, trpl-1, leu2-3,

112, his3-11,15 ade2-1, can1-100
W303-1A alberga pYX232-

mt-GFP e pESC/HIS

W303-1A alberga pYX232-
mt-GFP e pESC/HIS-Pep4p

W303-1A alberga pYX232-
mt-GFP e pESC/HIS-CatD

W303-1A Apep4p alberga pYX232-mt-GFP e
pESC/HIS

W303-1A Apep4p alberga pYX232-mt-GFP e
pESC/HIS-Pep4p

W303-1A Apep4p alberga pYX232-mt-GFP e
pESC/HIS-Pep4p

BY4741 alberga pESC/HIS

BY4741 alberga pESC/HIS-Pep4p

BY4741 alberga pESC/HIS-CatD

BY4741 APep4p alberga pESC/HIS

BY4741 APep4p alberga pESC/HIS-Pep4p

BY4741 APep4p alberga pESC/HIS-CatD

Tabela Il - Tabela com os oligonucleotideos utilizados neste trabalho.

Norme

Sequéncia Oligonucleotidica (5 - 37)

R.Rothstein

Neste estudo

Neste estudo

Neste estudo

Neste estudo

Neste estudo

Neste estudo

Neste estudo

Neste estudo

Neste estudo

Neste estudo

Neste estudo

Neste estudo

CatD_GR_forward | agaatttttgaaaattcgaattcACTAACATGCAGCCCTCCAGCCTTCTG
CatD_GR _reverse | cttgtaatccatcgatactagtgcggcGAGGCGGGCAGCCTCGGCGA

CatD _Mid_reverse | GTGATGCCTGGCTGCTTGGTGGCCTC
PESC/HIS seq_forward | ggatatgtatatggtggtaatgccatgta
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Amplificacdo da CatD

Iniciou-se este trabalho pratico com a obtencao de um clone, o pESC/HIS-CatD. Para tal
foi necessario amplificar a CatD. Recorremos & técnica de PCR. Foi feita uma mix, os reagentes
encontram-se listados na tabela lll (A), e as condicdes utilizadas na tabela Il (B). O molde utilizado
foi o pJP1520-CTSD (DNASU, Arizona, USA) e os primers encontram-se na tabela Il. Foram
realizados 31 ciclos.

Tabela Ill - Tabela com as quantidades de reagentes (4), condigdes de PCR (B).Desnaturacio inicial foi realizada a 95°C ; 31 ciclos de 30 seg a

95°C para a desnaturagao, 30 seg a 50°C para o emparelhamento dos primers e 150 seg a 72°C para o enlongamento; enlongamento final a
72°C durante 10 min.

(A) (B)
10uL Buffer 10x Fermentas __
2,0uL MgCl. (25 mmol) 94°C 5 minutos
2,0uL DNTP’s Roche 94°C 30 segundos
2,0uL primer CatD_Reverse 50°C 30 segundos
2,0uL primer CatD_Forward 72°C 150 segundos
2,0uL template pJP1520 72°C 10 minutos
3uL T7aq Fermentas 10°C oo
77uL H.0d
Restricdo de pESC/HIS

A restricao do plasmideo pESC/HIS foi feita com uma r77ix que se encontra discriminada
na tabela IV. Sendo a temperatura 6tima das duas enzimas 37°C, esta restricdo foi incubada
overnight (o/n), no maximo 16h. Para a inativacdo das mesmas, recorreu-se ao uso de um
termobloco, a 65°C, durante 20minutos. O plasmideo foi digerido com as enzimas de restricdo

EcoRl e Nod.

19



Material e Métodos

Tabela IV - Tabela com as quantidades de reagentes necessarios para efetuar a restricao do plasmideo pESC/HIS. A restri¢do ocorreu O/N a 37°C.

2,50l Buffer O
1,0uL EcoRl
0,5uL Mot/

5,0uL pESC/HIS
16,0pL H.0

Eletroforese de DNAem gel de Agarose

Para o gel de agarose foi utilizado 1g de agarose por 100 mL de tamp&o TAE 1X (50X;
242g de Tris base, 57,1 ml de 100% (v/v) Acido Acético, 100 ml de 0,5M EDTA). A cada amostra
adicionou-se um 1/10 do volume de tampao de corrida 10X (0,21% azul de bromofenol, 0,2 M
EDTA, pH 8,0, e 50% glicerol). A eletroforese realizou-se num sistema Mini-SubCell GT (BioRaad) a
120V durante 40 min, em tampao TAE 1X e os géis foram corados com Ge/Red e analisados num
transiluminador GenoSmart (VWR). Como referéncia foi utilizado o marcador de pesos moleculares

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Fermentas).

Transformacéo de S. cerevisiae

Foi utilizado o método do acetato de litio para a transformacédo de S. cerevisiae. Células
das estirpes W303 e BY4741 foram cultivadas, em meio YPD, a 30°C e 200 r.p.m. O/N. No dia
seguinte foram diluidas para DO =0,2 e deixadas crescer até DOs«=0,8. As células foram
recolhidas por centrifugacdo a 5000 r.p.m., durante 3 min a 4°C e o sobrenadante foi descartado.
0 sedimento foi lavado em agua estéril e apds nova centrifugacao, foi ressuspenso em 20puL de
IM LiAc e 180 pL de agua pura. As células competentes foram mantidas a 4°C até ao dia seguinte,

aquando a sua utilizacao.

Para cada transformacao preparou-se, em tubos eppendorf, uma mistura listada na tabela
V. Incubaram-se os eppendorifs a 30°C e 200 r.p.m. durante 30min, seguindo-se uma incubacao
de 30min a 42°C e uma outra de 60min no gelo. Foram adicionados 800 pL de agua estéril e
conteudo bem misturado. Seguiu-se uma centrifugacdo durante 1Imin a 14500 r.p.m.

Posteriormente, as células foram ressuspensas em 100uL de meio YPD, sendo depois as células
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transferidas para placas contendo meio seletivo. As placas foram incubadas durante 2 a 3 dias, a

30°C.

Tabela V- Mix usada na transformagdo em levedura. (*) Somente adicionada na obtengdo de pESC/HIS-CalD.

Volume (pL)
PEG 50% 225
LiAc 1M 25
Células competentes de Levedura 50
ssDNA(10mg/mL) (DNA de esperma de salméo) 5
Plasmideo 5
CatDr 13

PCR colony

Este PCR oi efetuado utilizando as mesmas condicdes referidas na tabela Ill (B) para a
referida amplificacdao da CatD com duas diferencas apenas. Neste é adicionada biomassa de uma
colénia isolada, para confirmar se é efetivamente um verdadeiro positivo, e os primers utilizados
diferem, uma vez que um hibrida no interior da CatD e um outro no plasmidico pESC/HIS,

denominado CatD-_Mid_reverse e pESC/HIS_seq_ forward, respetivamente (tabela Il).

Extracdo de DNA plasmidico de levedura.

Para se obter o DNVA de levedura é necessario quebrar a sua parece celular. Entédo, para
a digestao da parede celular da levedura, uma cultura de 5mL em meio seletivo SC Gal -HIS foi
crescida 16h procedemos a recolha das células por centrifugacdo a 14500 r.p.m durante 1min.
De seguida o pellet foi ressuspenso em 1mL de Sorbitd 1,2M e 5uL de Zimoliase (60mg/mL) e
inoculado durante 60min a 37°C. Por fim, procedeu-se a nova recolha das células nas mesmas

condicdes anteriormente referidas.
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Preparacao de células competentes de £. colf

Preparam-se células competentes de £. colida estirpe DH5a. As células foram inoculadas
em 125mL de meio SOB (2% batotritona, 0,5% extrato de levedura, 10mM NaCl, 2,5mM KClI,
10mM MgCl. e 10mM MgSO0.) e foram incubadas a 26°C e 200 r.p.m. até uma DOw=0,6. As
células foram recolhidas por centrifugacao a 3000 r.p.m., 4°C, durante 10 min, o sobrenadante
foi descartado e o sedimento ressuspenso em 20mL de meio TB (10mM Pipes, 55mM MnCl.,
15mM CaCl. e 250mM KClI, armazenado a 4°C). Apds incubacao no gelo durante 10 min, seguiu-
se uma nova centrifugacao nas condicoes anteriormente referidas. O sobrenadante foi novamente
eliminado e o sedimento ressuspensas em 10mL de meio TB, tendo-se adicionado dimetilsulfoxido
(DMSO0) a uma concentracao final de 7% (v/v). As células foram incubadas no gelo por mais 10min,

foram feitas aliquotas de 200uL, congeladas em azoto liquido e armazenadas a -80°C.

Transformacao de células competentes de £. coli

Para a transformacao de células bacterianas com DNA plasmidico, utilizou-se o método
de transformacao por choque térmico. Preparou-se, num tubo de eppendorf, uma mistura de
80000ng de células competentes e 2200ng de DNA plasmidico e incubou-se no gelo durante
30min. Para o choque térmico, os tubos foram transferidos para um banho-maria a 42°C durante
45 seg e incubados seguidamente no gelo por 2min. Adicionaram-se 800uL de meio LB [0,5%
extrato de levedura, 1% bactopeptona e 0,5%NaCl] e incubou-se a 37°C e 200 r.p.m. durante
10min. Por fim, as células foram transferidas para placas contendo meio LB com ampicilina

(100pg/mL) e incubadas a 37°C, O/N.

Extracdo e purificacdo de DNA plasmidico de £. coli

Para a extracdo de DNA plasmidico, inoculou-se uma colonia de cada transformante em
5 mL de meio LB-Amp e incubou-se a 37°C e 200 r.p.m., overnight. O DNA plasmidico foi extraido
de £. coli utilizando o kit GenElute Plasmid Miniprep (Sigma) de acordo com as instrucdes do

fabricante.
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Rastreio de colonias positivas

A correta insercdo da CatD no plasmideo pESC/HIS foi confirmada por digestdo com
enzimas de restricdo (tabela V) e comparacao com o padrdo de restricdo esperado. Para tal, foram
inoculadas, no total, 5 coldnias obtidas dos ensaios de transformacdo com o plasmideo pESC/HIS
em 5 mL de meio LB + ampicilina (100pg/ml) e incubadas a 37°C e 200 r.p.m., O/N. A extracao
de DNA plasmidico foi efetuada com o Ait GenElute Plasmid Miniprep (Sigma) de acordo com as
instrucdes do fabricante, referidas anteriormente. O vetor vazio pESC/HIS foi submetido &8 mesma
restricdo, sendo utilizado controlo negativo. Por comparacdo com o padrao de pesos moleculares,
determinou-se o tamanho dos fragmentos originados e as amostras sujeitas as restricoes

resultantes no padrao esperado, foram transformadas em S. cerevisiae.

Tabela VI - Volumes (uL) utilizados na restricdo de confirmagdo do clone pESC/HIS-CatD.

PESC/HIS PESC/HIS - Pep4 PESC/HIS - CatD
DNA 2 3 4
Buffer 2 2 2
Pst/ 1 1 1
H.0 15 14 13

Preparacdo de extratos proteicos totais

Para a extracao proteica e preparacao de amostras para Western blotting, as células foram
ressuspensas em 500uL de agua, aos quais foram adicionados 50 pL de uma solucao de 7,4%
(v/v) 3,5 B-Mercaptoetanol — 1,85N (v/v) NaOH e incubadas no gelo durante 15 min. Foram
adicionados 50 pL de 50% (v/v) TCA seguido de uma nova incubac¢do no gelo por 15 min. O
precipitado foi centrifugado a 14 500 r.p.m durante 10 min e ressuspenso em 60uL de tampéao
Laemmli 1x (4X; 0,25M Tris-HCI, 9,2% SDS, 40% glicerol, 5% [-mercaptoetanol, 0,5% azul de
bromofenol) e 10 plL de SDS 5%. Os extratos proteicos totais foram entao desnaturados a 100°C

durante 5min.
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SDS PAGE - Western blotting

Os niveis de expressao proteica foram verificados submetendo as amostras a eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Os géis de poliacrilamida foram preparados na concentracdo
de 12,5% (p/v) para o gel de resolucédo e 4% (p/v) para o gel de concentracao, aplicando-se um
volume de amostra de 15 a 20 pL no gel e utilizando como referéncia um marcador de pesos
moleculares PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Fermentas). A eletroforese realizou-se num
sistema Mini Protean Tetra Cel | (BioRad) a 25mA durante aproximadamente 2 horas (a
eletroforese termina quando a frente do corante atinge o fundo do gel). O tampao de corrida (10
x) continha 0,25M de Tris -base, 1,92M Glicina, 1% de SDS e foi utilizado a uma concentracéo
final de 1 x. De seguida ocorreu a transferéncia para membrana Hybond PVDF (Amersham
Biosciences), durante 1h:30min a 60mA, num sistema Min/ Trans-Blot Electrophoretic Transter
Cell (BioRad), utilizando tampao de Transferéncia (10x) que continha 0,25M Tris-base, 1,92M
Glicina e foi utilizado a uma concentracao final de 1 x, sendo 1/5 do seu volume final completado
com metanol a 100%. As membranas foram blogueadas em 5% de leite em pd dissolvido em TBST
1x (10X; 1,5M NaCl, 100mM Tris-HCI, 0,05 Tween [pH=7,5]) durante 60 min a temperatura
ambiente, ou o/n a 4°C. De seguida foram lavadas 3 vezes com TBS 1X durante 5 min cada uma
e incubadas em TBS 1X contendo o anticorpo primario durante 60 min a temperatura ambiente.
A seguir as membranas foram lavadas 3 vezes com TBS 1X, para remocao de excesso de
anticorpo, e incubadas com o anticorpo secundario. Os anticorpos primarios encontram-se listados
na tabela VII, assim como os secundarios. Os anticorpos secundarios utilizados nomeadamente o
goat anti-mouse [gGs , acoplado a forseradish peroxidase (1:5000, Jackson Laboratories), foram
detetados utilizando o kit /mmobilon Western (Millipore) O sinal foi quantificado utilizando o
software Bio-Rad Quantity One e os niveis de PGK1 foram utilizados como controlo da quantidade

de proteina.
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Tabela VIl - Anticorpos primarios usados no Western Blotting, bem como o seu respetivo peso e condigdes em que foram

usados.

ANTICORPO PESO TEMPERATURA DILUIGAO TEMPO DE SOLUGAO DE ANTICORPO
PRIMARIO INCUBAGAQ BLOQUEIO SECUNDARIO
ANTI-FLAG 52 Ambiente 1:2000 1h 5% leite mouse monoclonal

(SANTA CRUZ

BIOTECHNOLOGY)

ANTI-PGK1 Ambiente 1:5000 1h 5% leite mouse monoclonal

(MOLECULAR
PROBES)

ANTICATD 52 Ambiente 1:100 1h 5% leite mouse monoclonal
ANTI-GFP 27 Ambiente 1:10000 1h 5% leite mouse monoclonal

Inducéo da autofagia

A autofagia foi induzida em S. cerevisiae, por privacao da fonte de azoto. Para isso, as

estirpes contendo o plasmideo pESC/HIS, com CatD, pepdp ou vazio e a expressar Atg8-GFP

foram cultivadas em meio SC GAL-HIS -URA, até a fase exponencial do crescimento (DOw«x=0,8 ~

1,0) a 30°C e 200 r.p.m. Uma vez atingida esta DO recolheram-se 2ml de cultura correspondente

ao tempo 0, que corresponde ao tempo de inicio da inducao de autofagia. A restante cultura é

centrifugada, lavada 2 vezes com agua estéril e transferida para meio SD (-N) com 2% galactose

(p/v) e a uma DOs«= 0,5. As células foram entdo incubadas a 30°C e 200 r.p.m. e ao fim de

20/24 horas retiraram-se amostras de 1 mL em que a DO« 2 para analise por Western blotting.

Ensaios de viabilidade

Acido Acético e Peréxido de Hidrogénio

Para o ensaio com acido acético as estirpes eram submetidas a tratamento com uma

duracédo de 180min, para W303 e 120min para BY4741, e a uma concentracao de 120mM de

AA, a 30°C e 200 r.p.m..
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No ensaio de peroxido de hidrogénio, as estirpes eram submetidas a tratamento com uma
duracdo de 180min, para W303 e 120min para BY4741, uma concentracao de 1.5mM de H202,
a 30°Ce 200 r.p.m..

Nos dois tratamentos, em determinados momentos especificos, as células foram
recolhidas por centrifugacado, ressuspendidas em agua, diluidas e semeadas em placas de YPDA
[YPDA: 2% (p/v) de bactopeptona, 1% (p/v) de extrato de levedura, 2% (p/v) de glucose e 1,5%
(p/v) de agar]. Apos 2 dias de incubacéo a 30 °C, as unidades formadoras de coldnia (UFC) foram
contadas. A DOsw foi medida para cada amostra e em cada ponto de tempo de c.f.u. para que seja
feita a normalizacdo tendo em conta a DO«». A percentagem de viabilidade foi calculada em relacéo
ao tempo O (o que corresponde 100% de viabilidade). Analise estatistica e quantificacdo da

viabilidade celular foram realizadas com o software GraphPad Prism 5.

Ensaio de Envelhecimento

Para a realizacao deste ensaio deixou-se uma pré-cultura de 5mL de meio SC Gal -HIS
com biomassa, O/N a 30°C e 200 r.p.m.. No dia seguinte, foram colocados 10mL de meio fresco
de SC Gal-HIS num erlenmeyer de 50mL, aos quais foram adicionados 10uL da cultura que ficou
O/N. Estas novas culturas foram colocadas a 30°C e 200 r.p.m durante 72h a envelhecer. Ao fim
dessas 72h foram recolhidas amostras de 50uL para as diluicdes (10 a 104) para semear e em
placas YPD para contagem de c.f.u.’s e uma outra de 500uL para medicao da DOe. Este mesmo
procedimento repetiu-se diariamente durante bdias e depois de 48h em 48h, sendo as amostras
recolhidas sempre a mesma hora. As células foram semeadas em placas YPDA, incubadas durante
2 dias a 30°C e os c.f.u. contados. A DO« foi medida para cada amostra e em cada ponto de
tempo de c.f.u. para que seja feita a normalizacdo tendo em conta a DO«o. A percentagem de
viabilidade foi calculada em relacédo ao tempo O (o que corresponde 100% de viabilidade). Analise
estatistica e quantificacdo da viabilidade celular foram realizadas com o software GraphPad Prism

5.
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As proteases tem vindo a revelar-se importantes e capazes de efetuar modificacdes
altamente especificas e seletivas de proteinas. Entre outras proteases, tem-se destacado uma,
protease aspartica denominada catepsina D. Ela desempenha papéis importantes em doencas
degenerativas e progressao de cancro, pelo que tem chamado a atencao dos investigadores para
0 seu uso numa futura terapia de cancro. A protease vacuolar Pep4p é a sua homologa em
levedura, a qual ja possui fungdes anti-apoptoticas descritas e gostariamos de saber CatD se

comporta da mesma forma quando submetidas aos mesmos indutores de apoptose.

Para este fim, iniciou-se o trabalho experimental com a construcdo do plasmideo

pESC/HIS-CatD, que permite expressar a CatD humana em células de levedura.

Amplificagéo a CatD e restricdo do plasmideo pESC/HIS

Primeiro procedeu-se a amplificacdo por PCR do gene CatD e confirmacdo em gel de
agarose, e restricdo do vetor vazio pESC/HIS, nas condicdes descritas em material e métodos. O
plasmideo vazio € caracterizado por surgirem trés bandas que correspondem a fase
superenrolada, banda de menor tamanho, a isoforma linear, de tamanho intermédio e a
conformacao circular aberta surge mais préxima do polo negativo, sendo a de tamanho molecular
superior. Assim, na figura 3 do lado esquerdo temos o plasmideo pESC/HIS e do lado direito a

amplificacdo de CatD.
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pESC/HIS vazio M CatD

1500Ph  m—

1000ph

Figura 3- Aqui é visivel a amplificagdo de CatD, com 1239pb, lado direito do marcador e o plasmideo vazio pESC/HIS do lado esquerdo . As
condigcdes de PCR utilizadas foram: Desnaturagao inicial realizada a 95°C. Foram realizados 31 ciclos de 30 sega 95°C para a desnaturagéo, 30
seg a 50°C para o emparelhamento dos primers e 150 seg a 72°C para o enlongamento. O enlongamento final a 72°C durante 10 min. A mix de
PCR continha Buffer 10x Home’s Tag, MgCl. (25 mmol), DNTP’s Roche, primer CatD_Reverse, primer CatD_Forward, template pJP1520e Home's
Taq. A duragéo do PCR foi de cerca de 1h:40min.

Depois de se obter a CatD amplificada e o pESC/HIS cotado com as enzimas
EcoRl e Nofl, foi necessario que a CatD incorporasse no pESC/HIS. Para tal, recorremos
a técnica de gap repair, a qual esta resumidamente esquematizada na figura 4. A
levedura S. cerevisiae foi transformada com os dois fragmentos de DNA (o pESC/HIS e
CatD), e obtiveram-se varios transformantes. Para identificar um positivo, ou seja, com
a integracdo de CatD no plasmideo recorremos ao PCR Colony. Nesses PCR Colony
teriamos de obter uma banda com um tamanho entre os 750 e os 1000 pb (dados nao

mostrados), uma vez que os primers usados eram o CatD_Mid_reverse e o
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CatD_GR_forward. Assim, deste modo tinhamos a certeza que a CatD estava incorporada pois um

dos primers hibridava no interior de CatD.

Depois de os transformantes positivos identificados, era necessario amplificar o seu DNVA,
recorrendo a uma transformacdo em E£.Coli Depois de se obterem novos transformantes
resultantes da amplificacédo recorremos uma vez mais ao PCR Colony (dados ndo mostrados) para

voltar a confirmar que CatD estava presente.

O passo seguinte foi isolar 0 nosso clone através da extracao e purificacdo do DNA com
recurso ao kit GenElute Plasmid Minjprep (Sigma) seguindo as instrucdes do fabricante. Depois do
clone isolado, foi quantificada a quantidade de DNA presente no mesmo através de um nanodrop

2000 (7hermo scientific) (dados nao mostrados).

1 Primer 1
Primer 2

Il G

I11

_—
Transformation

Figura 4 - Representacdo esquematica do processo de gap repair. Em | temos: o gene a ser clonado (CatD) é amplificado
utilizando primers (primer| corresponde a CatD_Gv_Foward e o primer 2 ao CatD_Gv_Reverse) contendo bases homoélogas
para o vetor (pESC/HIS) no seu local de clonagem (preto) e bases homologas para a CatD (cinzento). Depois de se efetuar
a amplificagdo como descrito em materiais e métodos, em Il obtemos o produto de PCR, que corresponde ao gene flanqueado
pelas regides homologas ao local de clonagem do vetor. Em Ill temos o pESC/HIS restringido que ira incorporar o gene de
interesse, a CatD, através de uma transformacao onde é utilizada a levedura S. cerevisiae para transformar o vetor restringido
e o resultado do PCR. Apds esta co-transformagao, ocorre recombinagao homdloga entre o plasmideo e o fragmento amplificado
na levedura transformada, o que resulta na construgdo do vetor recombinante /7 vivo que sera posteriormente isolado.

(adaptado de Bessa D. et a/., 2012)
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Para confirmar a insercdo de CatD em pESC/HIS recorremos a uma nova restricdo com
Pst| e também um Western blotting para confirmar a expressao de CatD em células em células

transformadas com o clone pESC/HIS-CatD.

A restricao do clone foi efetuada com a enzima Pst/ durante duas horas a uma
temperatura de 37°C, utilizando a mix que continha DNA, respetivo buffer da enzima, a enzima e
agua nas proporcdes indicadas na tabela VI na secao de materiais e métodos. Para se visualizar
0 resultado desta restricdo, o DNA foi analisado através de uma corrida eletroforética em gel de

agarose 1%.

Como controlo positivo utilizamos o clone ja construido, pESC/HIS-Pep4p. Este plasmideo
juntamente com o seu /nsertantes da restricao seria um so fragmento com o tamanho de 7901pb
e posteriormente a ela, seriam originados, dois fragmentos, um de 1183pb e um outro de 6653pb,
correspondente ao /nserte ao restante plasmideo, respetivamente. Na figura 5, os resultados antes

e apos restricdo correspondem, respetivamente, a 1 e 2.

O tamanho do nosso clone anterior a restricdo seria um fragmento Unico de 7922pb e
posteriormente tria de originar dois fragmentos, um de 2059pb e um outro de 5862pb, ou seja,
um no qual esta presente o /nsert, CatD, com uma pequena parte do plasmideo e o restante
pertencente apenas ao plasmideo. Na figura 5, os resultados antes e apds restricdo correspondem

a 3 e 4, respetivamente.

O plasmideo vazio foi também submetido a esta restricao. Da restricao efetuada resultam
dois fragmentos, um de 23pb, o qual nao é observavel no gel devido ao seu baixo tamanho, € um

outro de 6683pb (dados nao mostrados).
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i

Legenda:

150090
1000pD s 1-pESC/HIS-Pepdp antes da restricde
2 - pESC/HIS-Pepdp depois da restricio
3 -pESC/HIS-CatD antes da restricio

4 -pESC/HIS-CatD depois da restricdo

Figura 5- Confirmacédo da obtengdo do clone pESC/HIS-CatD. Em 1 e 3 podemos observar o resultado anterior & restricdo respetivamente a
pESC/HIS-Pep4p e pESC/HIS-CatD. Em 2 e 4 é possivel confirmar a obtengao de pESC/HIS-Pep4p e do clone pESC/HIS-CatD, respetivamente,

sendo o primeiro utilizado como controlo positivo. Em cada caso, primeiro esté o resultado anterior & restricdo que é seguido por esse mesmo.

Na literatura o peso molecular da CatD esta descrito por varios autores. Sabe-se que ¢
sintetizada como um percursor de 52kDa (pré-enzima), que sofre um primeiro processamento
para uma cadeia Unica ativa de 48kDa formando uma enzima intermédia, a qual sofre um
processamento adicional que produz a protease lisosomal ativa madura, composta por uma cadeia
pesada e uma cadeia leve de 34 kDa e 14 kDa, respetivamente (Vickers I. et a/,, 2007; Masson

0. etal, 2010).
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Figura 6- Gel Western Blotting. Da expressao de CatD. Os pogos 1, 2 e 3 correspondem a controlos negativos de 42, 33 e
16kDa respectivamente. No pogo 4 encontra-se a CatD. Como cada controlo possui FLAG acoplado, o seu verdadeiro peso é

um pouco, mas relativamente pequeno, superior ao referido. Por isso se vém as bandas acima dos referidos valores

Assim, com a realizacdo do Western blotting podemos observar 3 bandas,
presumivelmente correspondentes aos fragmentos de 52kDa, 48kDa, e 34 kDa (figura 6). Como
controlos negativos um fragmento da regido de PACepsifon com actividade cinase ligado a FLAG
(kin-FLAG), com um peso de 42kDa, um fragmento da regido C1 de PACepsilon ligado a FLAG
(C1-FLAG), com um peso de 33kDa, um fragmento de PACepsilon ligado a FLAG (C2-FLAG), com
um peso de 16kDa, nos pocos, 1, 2 e 3 respectivamente. Como cada controlo possui FLAG
acoplado, o seu verdadeiro peso € um pouco, mas relativamente pequeno, superior ao referido.

Por isso se vém as bandas acima dos referidos valores

Complementacao do fenétipo da estirpe pep4A com a expresséo de CatD
Em resposta ao Acido Acético

No nosso modelo de estudo, a levedura S. cerevisiae o acido acético desencadeia um
processo de morte celular programada que possui semelhancas com a apoptose em mamifero,
tais como fragmentacdo do DNA, condensacao da cromatina e exposicao de fosfatidilserina (Sousa
M. J. et al, 2013). Sabe-se que a morte celular induzida por acido acético € acompanhada por

disfuncdo mitocondrial com libertacdo de ¢/t ¢ (Ludovico P. et a/., 2002). C. Pereira na sua tese
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de doutoramento afirmou que a protease vacuolar Pepdp esta envolvida na degradacéo
mitocondrial tardia induzida por este acido e que células deficientes nesta protease exibem um
atraso na degradacdo mitocondrial enquanto que a sua sobre-expressao conduzem a uma
aceleracao na degradacdo mitocondrial monitorizada por citémetria de fluxo através da

quantificacao da percentagem de células fluorescentes que expressam mito-GFP.

As estirpes selvagem (WT) transformadas com o vector e Apep4 transformadas com o
vector vazio ou a expressar Pep4p ou CatD foram submetidas a tratamento com 120mM de AA
durante 180min, sendo retiradas amostras de 60 em 60 min. Deste modo tentamos compreender

como se comporta a estirpe na auséncia da protease vacuolar Pep4p e na presenca de CatD.

Através da figura 7 podemos observar que a auséncia de Pep4p na estirpe W303 resulta
numa ligeira sensibilidade ao acido acético no tempo 60, revertida pela sobre-expresséo tanto da
CatD como de Pep4p. No entanto, nos outros tempos, devido aos elevados desvios, nao foi possivel

observar tendéncias.
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Figura 7- Viabilidade das estirpes selvagem W303, mutante pep4A4, e mutante pep4A com expressdo de Pep4p ou CatD
submetidas ao tratamento com acido acético. As culturas exponenciais foram cultivadas em meio SC Gal -HIS 30°C, foram
transferidas para meio SC Gal -HIS fresco, pH=3.0, com 120mM de acido acético. As células foram incubadas durante 180

minutos a 30°C. As amostras foram retiradas apés 0, 60, 120 e 180 min. Para contagem dos c.f.u., dilui¢ées foram
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plaqueadas em placas de YPD e, incubadas durante 2 dias a 30°C, ao fim dos quais as colonias foram contadas. Os valores

representam médias e desvios padrao de trés experiéncias independentes.

Na estirpe BY4741, nao foi observada qualquer diferenca na viabilidade das estirpes

tratadas com éacido acético, como é demonstrado na figura 8.
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Figura 8 - Sobrevida das estirpes selvagem BY4147, mutante pep4A, e mutante pep4A com expressdo de CatD submetidas
ao tratamento com acido acético. As culturas exponenciais foram cultivadas em meio SC Gal -HIS 30°C, foram transferidos
para meio SC Gal -HIS fresco, pH=3.0, com 120mM de acido acético. As células foram incubadas durante 180 minutos a
30°C. As amostras foram retiradas apos 0, 60, 120 e 180 min. Para contagem dos c.f.u., diluicbes foram plaqueadas em
placas de YPD e, incubadas durante 2 dias a 30°C, ao fim dos quais as colénias foram contadas. Os valores representam

médias e desvios padrdo de trés experiéncias independentes.

Em resposta ao perdxido de hidrogénio

O peroxido de hidrogénio forma espécies reativas de oxigénio, descrito como um impulso
de alteracdes morfoldgicas consistentes com apoptose, a baixas concentracdes (Singh M. ef a/,
2007) sendo capaz de induzir este tipo de morte celular em S. cerevisiae bem como em células
de mamiferos (Galganska H. ef a/, 2010). Sabe-se que tratamentos utilizando elevadas

concentracdes de H:0. provocam necrose (Cleémenta M. V. ef a/, 1998) uma vez que as células
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apresentam caracteristicas deste tipo de morte: por exemplo, as estruturas mais intracelulares sao
destruidas e nao apresentam uma extensa condensacao da cromatina ao longo do involucro

nuclear, uma carateristica tipica da apoptose (Madeo F. et a/., 1999).

Caracteristicas comummente observada em células de mamiferos em apoptose incitada
por este indutor sao por exemplo encolhimento celular, condensacéo da cromatina, vesiculacao
da membrana celular (Yin L. ef a/., 2005), a ativacdo de caspases (Cerella C. et al,, 2009), isto &,

a caspase-9 e -3, libertacao de c¢/f ¢ (Singh M. et al,, 2007).

Na levedura, o peroxido de hidrogénico induz a apoptose apresentando caracteristicas
como por exemplo, acumulacdo de ROS (Madeo F. ef a/., 1999), exposicdo de fosfatidilserina
libertacdo do cit ¢ (Weinberger M. et al,, 2003), e fragmentacao de DNA (Galganska H. ef al,
2010).

As mesmas estirpes que foram submetidas ao tratamento com AA foram submetidas a
tratamento com 1,5mM H:0: durante 180min, sendo retiradas amostras de 60 em 60 min. Deste
modo tentamos compreender como se comporta a estirpe na auséncia da protease vacuolar

Pep4p e na presenca de Pep4p ou CatD.

Através da figura 9 podemos observar que quando as células W303-1A sado submetidas
ao tratamento nas condicdes anteriormente referidas, a estirpe WT possui uma percentagem de
morte superior a da estirpe deficiente na protease Pep4p. Podemos observar também que no
tempo inicial a percentagem de sobrevivéncia é equivalente nas estirpes pep4A sem e com
expressao de Pep4dp, sendo a mesma interpretacao valida para a estipe com expressao de CatD.
Por outro lado, no tempo final do tratamento conseguimos visualizar que a expressao de Pep4p
sensibiliza as células ao peroxido de hidrogénio, revertendo o fenétipo para o equivalente ao da

estirpe selvagem, o que nao se verifica na estirpe em que foi expressa a CatD.
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Figura 9- Sensibilidade das estirpes selvagem W303, mutante pep4A, e mutante pep4A com expressdo de CatD submetidas
ao tratamento com perdxido de hidrogénio. As culturas exponenciais foram cultivadas em meio SC Gal -HIS 30°C, foram
transferidos para meio SC Gal -HIS fresco, ao qual eram adicionados 1,50mM de peréxido de hidrogénio. As células foram
cultivadas durante 180 minutos a 30°C. As amostras foram retiradas apés 0, 60, 120 e 180 min. Para contagem dos c.f.u.,
as dilui¢des foram plaqueadas em placas de YPD, incubadas durante 2 dias a 30°C ao fim dos quais as colénias foram

contadas. Os valores representam médias e desvios padrdo de trés experiencias independentes.

Esta mesma tendéncia foi observada nas estirpes equivalentes construidas no background

BY4741, como é possivel observar na figura 10.

37



Resultados

100- - Bl \WT pESC/HIS

Bl pepdA pESC/HIS
@ pep4A pESC/HIS - Pep4p

3 pep4A pESC/HIS - CatD
80-

% de células sobreviventes

20+

60
Tempo (minutos)

Figura 10- Sobrevivéncia das estirpes selvagem BY4147 mutante pep4A4, e mutante pep4A com expressdo de CatD submetidas
ao tratamento com peréxido de hidrogénio. As culturas exponenciais foram cultivadas em meio SC Gal -HIS 30°C, foram
transferidos para meio SC Gal -HIS fresco, ao qual eram adicionados 1,50mM de peréxido de hidrogénio. As células foram
cultivadas durante 120 minutos a 30°C. As amostras foram retiradas ap6s 0, 60 e 120min. Para contagem dos c.f.u., as
diluicdes foram plaqueadas em placas de YPD, incubadas durante 2 dias a 30°C ao fim dos quais as coldnias foram contadas.

Os valores representam médias e desvios padrao de trés experiencias independentes.

Os resultados obtidos indicam que a CatD ndo complementa ou apenas complementa
parcialmente o fenotipo da delecao de PEP4, no entanto os desvios obtidos foram muito elevados
para se poder obter uma conclusao clara. De seguida avaliamos se a expressao de CatD reverte o
envelhecimento muito precoce da estirpe pep4A4, um fenétipo anteriormente descrito (Marques M.

et al., 2006; Carmona-Gutiérrez D. et a/., 2011).

No envelhecimento cronolégico

A levedura tem provado ser um organismo modelo util para o estudo da genética de
modulacao de longevidade (Burtner C. ef a/,, 2009). O envelhecimento cronolégico da levedura
serve como modelo para o envelhecimento das células pos-mitéticas humanas, que representa o

tempo que uma cultura permanece viavel na fase poés-diauxica e estacionaria sob condicoes de
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disponibilidade de nutrientes, que podem ser metabolizados e estimular a sobrevivéncia das
células mais jovens e mais aptas (Carmona-Gutierrez et a/., 2010). Deste modo, a sobrevivéncia
da populacao é sobreposta a sobrevivéncia individual da célula (Carmona-Gutierrez et a/., 2010).
Teoricamente, o envelhecimento pode estabilizar o tamanho da populacdo e prevenir a
superpopulacdo, podendo com isto aumentar a diversidade genética, encurtar o ciclo de geracéo

efetiva, e acelerar a adaptacao (Sukhanova E. . ef al., 2012).

No ensaio de envelhecimento, apresentado na figura 11, observamos que a sobrevivéncia
das células é favorecida pela presenca de Pep4p, estando de acordo com dados anteriormente

publicados (Marques M. et a/., 2006; Carmona-Gutiérrez D. et a/., 2011).

No entanto, o envelhecimento prematuro nao foi significativamente revertido pela

expressao de CatD do préprio Pep4p.
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Figura 11- Envelhecimento cronoldgico em células W303-1A WT, mutante pep4A, e mutante pep4A com expressao de CatD.
A estirpe WT funciona como controlo. Pré-culturas foram cultivadas em meio SC Gal -HIS 30°C, 200 r.p.m. O/N. No dia
seguinte foram transferidos para meio SC Gal -HIS fresco, ao qual eram adicionados 10uL da pé-cultura e foram colocadas
novamente nas condi¢des referidas anteriormente, para envelhecerem durante 72h. Ao fim das 72h foram retiradas amostras,
diariamente durante 5 dias e depois de 48h em 48h com uma duragdo maxima de 14 dias de ensaio, para diluicdes e para
medi¢do da DO6.. Para contagem dos c.f.u., as dilui¢gdes foram plaqueadas em placas de YPD, incubadas durante 2 dias a
30°C ao fim dos quais as colénias foram contadas. Os valores representam médias e desvios padrdo de trés experiéncias

independentes.
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Ensaio de Autofagia

Afim de determinar se a expressao de CatD complementa algum dos fenétipos observados
na estirpe pep4A avaliamos se a expressao de CatD a partir do plasmideo pRS413 reverte o defeito
na protedlise de proteinas vacuolares observado na estirpe pep4A. Para este fim, avaliamos a
inducao de autofagia através da monitorizacdo dos niveis de Atg8p-GFP por analise de Western
blotting. Atg8p é a uma proteina necessaria para a formacao do autofagossoma e o aumento da
sua quantificacdo esta relacionada como sendo um marcador de diagndstico deste processo

(Pereira P., 2008; Alves S., 2014)
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é= 55
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8  pepdA pESC/HIS —CatD T20

Figura 12 — Western bloting com o resultado de autofagia em células de S. cerevisiae. A delegdo de Atg8p em células S.

cerevisiae W303-1A carregando o plasmideo vazio, mutante pep4A, e mutante pep4A com expressio de CatD antes (TO) e

ap6és 20h (T20) de privagdo de azoto.

Quando a fusdo de Atg8p-GFP, é enderecada para o vacuolo, GFP é proteoliticamente
removida de Atg8p, e enquanto este é rapidamente degradado, a proteina GFP permanece
relativamente estavel no interior do lumen do vacuolo. Por conseguinte, o aparecimento de GFP
livre pode ser utilizado para monitorizar o nivel de inducao de autofagia (Alves S., 2014). O peso
de GFP sozinho é de 27kDa, sendo que significa que o GFP esta sozinho no vacutolo. De acordo
com o esperado, observamos o aparecimento da banda correspondente ao GFP na estirpe WT

apds inducdo de autofagia, mas nao na estirpe pep4A. A expressdo de Pepdp parece reverter
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parcialmente este fendtipo, mas nao a expressao de CatD. No entanto, como neste plasmideo a

CatD nao tinha o epitopo FLAG, n&o foi possivel conformar a sua expressao.
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Discusséo e Perspetivas Futuras

As catepsinas sdao uma classe de proteases lisosomais que desempenham papéis
importantes na proteolise durante processos fisioldgicos. Estas estdo alegadamente envolvidas em
varias doencas, como o cancro, aterosclerose, artrite e doencas neurodegenerativas, sendo por
isso de extrema importancia a identificacdo dos substratos nativos e locais de clivagem das
catepsinas de modo a se compreender 0s seus papéis fisiologicos e patologicos (Sun H. et al,

2013) e deste modo ser possivel encontrar um tratamento para estas doencas.

A CatD é a principal protease aspartil lisossomal composta por duas cadeias polipeptidicas
unidas por ligacdes dissulfureto, (Emert-Sedlak L. et a/, 2005; Cullen V. ef a/,, 2009), que esta
amplamente distribuida em células de mamiferos. Devido a sua diferente localizacao celular, no
citoplasma, lisossomas e fagossomas, ou segregada para a ECM, participa em varios processos
fisiologicos, incluindo a proliferacao de células e esta também envolvida na apoptose, senescéncia

e homeostase dos tecidos (Sun H. et a/,, 2013).

Em células de mamiferos, quando a CatD lisosémica € libertada no citosol, muitas vezes
desencadeia uma cascata apoptotica mitocondrial, € por conseguinte a disfuncao mitocondrial e
libertacdo de proteinas mitocondriais, sendo o seu efeito pré-apoptotico (Pereira C. ef al., 2010;
Pereira H. et al., 2013). Por outro lado, a CatD também pode ter efeitos anti-apoptoticos em alguns
tipos e contextos celulares especificos, sendo de fato geralmente aceite que a subexpressao de
CatD desempenha um papel importante nas células cancerosas (Sousa M.J. et al, 2011; Pereira

H. etal, 2013)

Pepdp é essencial no sistema vacuolar proteolitico da S. cerevisiae, onde & importante
tanto para a degradacéo de proteinas e para a maturacao de varias hidrolases vacuolares
(Carmona-Gutiérrez D. et al,, 2011). A protease Pep4dp pertence a classe de proteases asparticas
pepsina, estando predominantemente localiza no vacuolo de levedura. Esta protease € ortologa da
catepsina D humana (Pereira C. ef a/, 2010). A sua translocacao do vacuolo para o citosol tem
sido descrita em células sofrendo apoptose desencadeada com H.O.. Esta translocacao tem sido
associado ao aumento da permeabilidade vacuolar, correlacionando-se com a degradacao de
nucleoporinas e originando um aumento de permeabilidade do poro nuclear (Spedale G. ef a/,,
2010; Pereira C. et al., 2010; Pereira H. et al, 2013). Recentemente, verificou-se que Pep4p
também transloca para o citosol em células a sofrer apoptose induzida por éacido acético,
envolvendo uma permeabilizacdo parcial da membrana vacuolar tipica da morte apoptdtica, em

vez de uma extensa permeabilizacdo, tipica da morte necrotica. Isto sugere que Pep4p poderia
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possuir um papel na morte celular por apoptose semelhante ao da CatD humana, a qual, quando
libertada do lisossoma para o citosol desencadeia frequentemente uma cascata apoptotica
mitocondrial (Sousa M. J. ef a/.,2011; Pereira H. et a/, 2013). No entanto, verificou-se que a
Pep4p possui um papel anti-apoptético na morte induzida por acido acético. O objetivo deste
trabalho foi avaliar se a CatD possui um papel na morte celular semelhante ao de Pep4p, o seu

ortélogo em levedura.

C. Pereira, na sua tese de doutoramento em 2008, afirmava que Pep4p possui um papel
de pro-sobrevivéncia durante a apoptose induzia por acido acético, o que também se verifica nos
resultados aqui apresentados, como pode ser visivel na figura 6. Com efeito, na sua auséncia, a
estirpe mutante apresenta um decréscimo na sobrevivéncia quando comprada com a estirpe WT.
Os resultados aqui obtidos estdo de acordo com os obtidos por esta autora como na publicacéo
de Pereira H. et al, 2013. O objetivo deste trabalho pratico era descobrir se a CatD possui um
papel protetor na morte apoptdtica induzida por 120mM de &cido acético, semelhante ao seu
ortélogo em levedura Pep4p, bem como compreender o seu papel no referido processo de morte.
Deste modo a CatD foi transformada numa estirpe sem o seu ortologo de modo a ser possivel
comparar com resultados obtidos com o mesmo. Os resultados obtidos parecem indicar uma
reversdo inicial parcial pela sobre-expressao de CatD. No entanto, devido a uma variabilidade

experimental elevada, nao foi possivel concluir com certeza acerca deste fenétipo.

Para abordar se este acido também provocava a libertacdo de Pep4p vacuolar, Clara
Pereira adicionou uma proteina fluorescente, GFP, para seguir a libertacdo de Pep4p. Com seria
de esperar a fusao de Pep4p-GFP, encontra-se localizada especificamente no vacuolo em células
saudaveis, mas ap6s 60min de tratamento com acido acético comecou a ser observavel uma
fluorescéncia extravacuolar em algumas células, indicativa de que Pep4p se encontrava no citosol.
Sabe-se que estes dados estdo de acordo com dados obtidos em células de mamiferos que
indicam uma libertacao parcial das catepsinas dos lisossomas na fase inicial da apoptose. Assim,
no futuro podemos aplicar esta abordagem nas nossas estirpes e deste modo seguir uma vez mais
Pepdp mas também CatD e visualizar para onde, de fato, se desloca quando submetida a

tratamento com este acido fraco.

Células expostas ao stress oxidativo acumulam moléculas danificadas que tém de ser
reparadas ou removidas antes que o crescimento seja reiniciado, sendo necessario para tal

compreender 0s mecanismos moleculares envolvidos na recuperacao apos inducao do stress
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oxidativo (Marques M. ef a/.,, 2006). Expusemos as nossas células a 1,5mM de H:0: e analisamos
a sua viabilidade celular através da contagem de c.f.u. que foram deixados a crescer durante 2
dias a 30°C, em placas de YPDA. Através da utilizacao deste indutor comum de apoptose
obtivemos uma baixa viabilidade celular para a estirpe WT, maior resisténcia ao tratamento na
estirpe em que Pep4p foi deletado. Ja na publicacéo de Pereira C. ef a/,, 2010 a autora, para
células com Pep4p mutado, obteve uma sobrevivéncia celular semelhante a da estirpe WT quando
a morte é induzida por H:0.. Serdo necessarios estudos adicionais e repetir estes ensaios mais

vezes para verificar se os resultados continuam os mesmos e diminuir erros associados.

Como & 6bvio, os mutantes em Pep4p exibem uma reduzida degradacdo de proteinas e
uma consideravel perda de viabilidade sob condicbes de stress nutricional. Portanto, avaliou-se a
taxa de sobrevivéncia de mutantes em Pep4dp durante o envelhecimento cronologico, em que 0s
nutrientes vao sendo limitados (Carmona-Gutiérrez D. ef a/., 2011). No ensaio de envelhecimento
cronolodgico, como seria de esperar a estirpe WT foi a que sobreviveu durante mais tempo, obtendo
uma sobrevivéncia perto dos 60% no dia 1 e nao existiu a sua perda de viabilidade durante dos 14
dias que o ensaio durou. Pelo contrério, a estirpe mutante em PEP4 logo no dia 1 do ensaio ja
apresenta uma viabilidade celular inferior a 40%, sendo que a mesma ao 6° dia ja é praticamente
nula, indicando um envelhecimento prematuro como também foi constatado por Marques M. et
al, 2006. No entanto, o envelhecimento prematuro ndo foi significativamente revertido pela
expressdo de CatD, o que indica que a CatD ndo complementa o fenétipo da estirpe mutante
pep4A. No entanto, também nao foi significativamente revertido pela expressao do proprio Pep4p,
indicando que os dois genes nado estardo a ser significativamente expressos a partir do plasmideo

pESC/HIS durante o tempo de duracao do ensaio.

A senescéncia prematura exibida pelas células deficientes em pep4A durante o
envelhecimento cronolégico pode envolver uma reducao na protedlise vacuolar com a consequente
reducao da reciclagem de proteinas sendo Pep4p importante para degradacao das proteinas
oxidadas e/ou ativacdo de outras hidrélases vacuolares e determinando a sobrevivéncia das
células em fase estacionaria, reciclando células em jejum de azoto (Marques M. et a/., 2006;

Carmona-Gutiérrez D. et al., 2011).

Para completar este estudo seria interessante completar o teste de sobrevivéncia e com
a medicdo de marcadores de morte celular caracteristicos (niveis de ROS, a condensacdo de
cromatina, integridade da membrana plasmatica e a exposicao de fosfatidilserina na membrana
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plasmatica externa) bem como monitorizar o teor de ¢/t ¢ mitocondrial. Seria também interessante
verificar o contetdo de proteinas carboniladas, verificar a atividade de Pep4p e CatD, bem como

verificar se a sobre-expressao contribui para o aumento de longevidade.

Em resumo, neste trabalho foram obtidos alguns resultados que indicam que a CatD
humana podera complementar parcialmente a actividade da proteina Pep4p da levedura, em
determinadas condic6es. No entanto serdo necessarios estudos complementares que validem esta

concluséo.
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