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RESUMO

Neste estudo foi realizada a expressao da forma completa e ativa da proteina USP2a
e avaliado sua atividade enzimatica perante diferentes substratos. A enzima
deubiquitinase USP2a esta envolvida com diversos processos celulares, e defeitos
em sua expressao estao presentes em diversas patologias, como o hepatocarcinoma
e cancer de prostata, sendo vista como um possivel alvo terapéutico. Entretanto, até
o momento, nenhum inibidor seletivo dessa proteina é conhecido. Uma das
alternativas para a busca de inibidores esta na possibilidade em realizar a varredura
de biblioteca de compostos através de ensaios em larga escala, onde diversos
compostos podem ser testados simultaneamente. Para a realizagao desses testes de
inibicao, torna-se imperativa a obtencao da USP2a purificada e com retencao da sua
atividade enzimatica. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi a expressao da
proteina USP2a recombinante em sistema heterdlogo bacteriano e analise de sua
atividade. Assim, purificou-se a USP2a e o seu substrato UBA52 apés cultura e
expressdo na cepa BL21(DE3) de E. coli, sendo realizados ensaios de
deubiquitinacdo para testar a atividade da deubiquitinase. Foi visto que a USP2a
expressa € enzimaticamente ativa, potencialmente capaz de degradar seu substrato
conhecido, o precursor de ubiquitina UBA52. Ademais, ensaios preliminares
mostraram a ag¢ao dessa enzima em outros dois precursores, UBA80 e HsUBB.
Concomitantemente, foi validado o uso da USP2a recombinante no ensaio de
clivagem da Ub-Rhod110-G, um substrato fluorescente de deubiquitinases que emite
fluorescéncia quando clivado. Essa metodologia pode ser utilizada em microplacas
para a varredura de bibliotecas de compostos. Com a realizacdo desse trabalho, foi
possivel obter a USP2a recombinante enzimaticamente ativa, bem como a validagao
de seu uso em um ensaio para varredura em larga escala, possibilitando, a partir dele,
a busca de inibidores seletivos da USP2a.

Palavras-chave: Deubiquitinases; USP2a; UBAS52.



ABSTRACT

In this study, the active full length form of the USP2a protein was expressed and its
enzymatic activity against different substrates was evaluated. The deubiquitinase
enzyme USP2a is involved in several cellular processes, and defects in its expression
is present in a variety of pathologies, such as hepatocellular carcinoma and prostate
cancer, being seen as a possible therapeutic target. However, to date, no selective
inhibitor of this protein is known. One of the alternatives for searching for inhibitors is
the possibility of screening the compound library through high-throughput assays,
where several compounds can be tested simultaneously. To carry out these inhibition
tests, it's imperative to obtain purified USP2a and retain its enzymatic activity.
Therefore, the objective of this work was the expression of the recombinant USP2a
protein in a heterologous bacterial system and analysis of its activity. Thus, USP2a
and its substrate UBAS2 were purified after culture and expression in the BL21(DE3)
strain of E. coli, and deubiquitination assays were performed to test the deubiquitinase
activity. USP2a was found to enzymatically active, potentially capable of degrading its
known substrate, the ubiquitin precursor UBA52. Furthermore, preliminary tests
demonstrated the action of this enzyme on two other precursors, UBA80 and HsUBB.
Concomitantly, the use of recombinant USP2a was validated in the Ub-Rhod110-G
cleavage assay, a fluorescent substrate of deubiquitinases that emits fluorescence
when cleaved. This methodology can be used on microplates to scan compound
libraries. With this work, it was possible to obtain enzymatically active recombinant
USP2a, as well as validating its use in a high-thropout screnning assay, enabling the
search for selective USP2a inhibitors.

Keywords: Deubiquitinases; USP2a; UBA52.



LISTA DE ILUSTRAGOES

Figura 1 - Cascata da ubiquitinagdo mediada pelas enzimas E1, E2 e E3. .............. 18
Figura 2 - Efeitos promotores e supressores tumorais de DUBs.................cccevveennn. 22
Figura 3 - USP2a recombinante € expressa em sistema heterdélogo de E. coli......... 37
Figura 4 - USP2a encontra-se majoritariamente na fragéo insoluvel. ....................... 38

Figura 5 — Diminuigao da formacéao de corpos de inclusdo na expressao de USP2a
€M tEMPEraturas DAIXAS. .......u i e e e 39
Figura 6 - A proteina UBAS52 é expressa em sistema heterdlogo de E. col................ 44
Figura 7 - UBAS52 recombinante em condigdes nativas nao é purificada
satisfatoriamente em sistema Ni-NTA. ... 45
Figura 8 - UBA52 recombinante nao é purificada de maneira satisfatéria por coluna

Lo L= AL N ISP 48
Figura 9 - UBAS52 ¢ purificada com alta concentragao de proteinas contaminantes. 49
Figura 10 - USP2a recombinante tem atividade enzimatica....................c..ocooeviennns 50
Figura 11 - USP2a tem atividade em diferentes precursores de ubiquitina............... 51
Figura 12 — Deubiquitinagao de precursores de ubiquitina por extratos de 293T......53
Figura 13 — Clivagem de Ub-Rhod110-G pela USP2a. ...........cccccooiiiiiii 55
Figura 14 - Clivagem de Ub-Rhod110-G ao longo de 60 minutos pela USP2a......... 56



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Volumes utilizados no preparo de indculos para amplificagao de

0] £= 157 1 1T L= o SR 28
Tabela 2: Concentragéo de proteina purificada obtida apds expresséo em larga
LYoz £ PR 42
Tabela 3: Concentragao de proteina obtida apds purificagdo em Ni-NTA em

condicdes nativas e desnaturantes. ............ooviiiiiiiii i 47



ALP

ATP

BSA

D.O.

DMEM

DUBs

E. coli

E1

E2

E3

EGFR

FASN

HSR

IMAC

IPTG

JAMM

MDM2

Meio LB

MINDY

MJDs

MRNA

NF-kB

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Via lisossomo-autofagica

Adenosina trifosfato

Albumina soro bovina

Densidade Optica

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Enzimas deubiquitinases

Escherichia coli

Enzima ativadora de ubiquitina E1

Enzima conjugadora de ubiquitina E2

Enzima E3-ligase

Receptor do fator de crescimento epidérmico
Enzima acido-graxo sintase

Resposta ao choque térmico

Cromatografia de afinidade por metal imobilizado
Isopropil B-d-1-tiogalactopiranosideo

Familia de proteases Jab1/Mov34/MPN* com metaloenzimas
Murine double minute 2

Meio Luria Bertani

Familia DUB com motivo de interagao com ubiquitina
Familia de proteases da doenca Machado-Joseph
RNA mensageiro

Fator nuclear kappa B



Ni-NTA
OTUs

PBS

PEI

PMSF
PQC

PTM
RIPA-ColP

SDS-PAGE

desnaturantes
TBST

TNFa
UB-Rhod110-G
UCHs

UPRER

UPRM

UPS

USPs

uv

ZUP1

Niquel agarose

Proteases de tumor ovariano
Tampao salino-fosfato
Polietilenonimina

Fluoreto de fenilmetanosulfonil
Controle de qualidade proteica
Modificacdes pds-traducionais
Tampao de coimunoprecipitagcéo

Eletroforese em gel de poliacrilamida em

Tampao tris salino com Tween 20
Fator de necrose tumoral alfa
Ubiquitina-rodamina110-glicina

Hidrolases C-terminal de ubiquitinas

condicoes

Resposta do reticulo endoplasmatico a proteinas mal dobradas

Resposta mitocondrial a proteinas mal dobradas
Sistema ubiquitina proteassomo

Proteases especificas de ubiquitina

Luz ultravioleta

Peptidases de ubiquitina com dedo de zinco



1.1
1.2
1.3

2.1
2.2
2.2.1
222

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.6.1
3.6.2
3.7
3.7.1
3.8
3.9
3.10
3.11
3.12
3.13
3.14
3.15
3.16

4.1
411
41.2
413
4.2

SUMARIO

INTRODUGAO. ...ttt 14
CONTEXTUALIZACAO ... 14
JUSTIFICATIVA Lttt et e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeees 15
OBUJETIVOS ... 15
REVISAO DE LITERATURA .........ooooiiiieieeeee e, 16
PROTEOSTASE CELULAR. ... 16
UBIQUITINACAO ...ttt 17
Enzimas Deubiquitinases (DUBS)..........cooooii 20
Proteases Especificas De Ubiquitina 2 (USP2)................ccco 22
MATERIAIS EMETODOS ..ot 26
ESTERILIZACAO DE MATERIAIS......ccoo oo 26
MEIOS BACTERIANOS ... 26
GERACAO DE BACTERIAS QUIMIOCOMPETENTES.......ccoooevieee. 27
TRANSFORMAGCAO BACTERIANA ......oooiiiieceeece e 27
AMPLIFICACAO E PURIFICACAO DE PLASMIDEOS ........ccccceeveuenann. 28
EXPRESSAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES ......ccccooviievercieae, 28
PET28a-USP2a ... 29
PET23a-UBAS2 ... 29
LISE BACTERIANA ... 30
Separacao de Fracdes Soluveis € INSOIUVEIS .........cccvvviiiiiiiiiiiieeiiieeeee, 30
PURIFICACAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES .......ccccocveveveennne. 31
DIALISE ...ttt 31
CULTURA CELULAR ..ottt 32
TRANSFECCAO ...ttt 32
LISE CELULAR ... . 33
DEUBIQUITINACAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES. .................... 33
DEUBIQUITINACAO EM PLACA ......oooioeeeeeeeeeeeeee e 34
ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA.........cccooeis 34
IMUNODETECCAOQO DE PROTEINAS. ..o, 35
RESULTADOS E DISCUSSAOQ..........c..coiiiiieee e, 36
EXPRESSAO DA DEUBIQUITINASE USP2a RECOMBINANTE............ 36
Expressao da proteina USP2a em pequena escala............ccccccveeeenn. 36
Diferenciacado de Fracdes Soluveis € INsolUveis ..........ccccceevveeeeiienneneennn, 37
Purificagdo de USP2a Recombinante ... 40

EXPRESSAO DE UBA52 RECOMBINANTE ......cccooveiiiiieieeieieeeieieeines 42



4.2.1 Otimizagao da expressao da proteina UBAS2..........cccooeeiiviiiiiiiiciieeeee 43

4.2.2 Purificagdo de UBA52 Recombinante ... 45
4.3 CLIVAGEM DE UBA52 PELA USP2A RECOMBINANTE........................ 49
4.4 ATIVIDADE DE USP2A SOBRE OUTROS PRECURSORES DE

L] [ L PR 51
4.5 ATIVIDADE DEUBIQUITINASE DE CELULAS

SUPEREXPRESSANDO USP2 ... s 52
4.6 VERIFICACAO DA POTENCIALIDADE DE USO DA USP2A
RECOMBINANTE EM ENSAIO DE CLIVAGEM DA UB-RHOD110-G........cccccuvnnneee 54
5. CONSIDERAGOES FINAIS ... 57

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....oooooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 59



14

1. INTRODUGAO

1.1 CONTEXTUALIZACAO

O sistema ubiquitina-proteassomo (UPS) desempenha nas células a fungao de
degradar proteinas que n&o sao mais necessarias ou que apresentam um
enovelamento incorreto, sendo um processo essencial na manutencao da proteostase
celular (WILSON et al.,, 2023). Para essa degradacao ocorrer, primeiramente a
proteina a ser degradada precisa passar pelo processo de ubiquitinagdo, onde uma
ou mais ubiquitinas sao ligadas a cadeia polipeptidica dessa proteina, para entao ser
reconhecida pelo proteassomo e degradada (KOMANDER, 2009). Desordens nesse
processo estéo relacionadas com diversas patologias, tendo uma grande importancia
principalmente na patogenia de doengas neurodegenerativas devido ao acumulo de
proteinas mal enoveladas e agregados toxicos (THOMPSON; DE-SOUZA, 2023).

A ubiquitinagcdo € uma modificagdo pds-traducional onde ubiquitinas sédo ligadas a
residuos de lisina de outras proteinas (KOMANDER, 2009). Essa ligacdo ocorre
através da reacao em cadeia das enzimas E1, E2 e E3, resultando em diferentes
padrées de ligacdo, onde as proteinas alvo podem ser monoubiquitinadas,
multiubiquitinadas ou poliubiquitinada. Essa disposi¢cao é a responsavel por garantir
diferentes “cddigos de ubiquitina” o que sinaliza para diferentes processos celulares
(GAO et al.,, 2023). Entretanto, para ocorrer, essa modificacdo necessita da
disponibilidade de ubiquitinas monomeéricas, 0 que é garantido por outro grupo de

enzimas, as deubiquitinases (LI; LI; WU, 2022).

As deubiquitinases sdo enzimas que realizam a hidrolise da ligagdo entre
ubiquitinas a outras ubiquitinas ou a proteinas marcadas, liberando a partir desta
catalise a proteina ubiquitina monomeérica. Essas proteinas entdo sao responsaveis
pela edicdo da ubiquitinagéo, reciclagem de mondmeros de ubiquitinas de proteinas
que serao degradadas pelo proteassomo, clivagem de precursores para liberagéo de
ubiquitinas nas células, além de retirar proteinas da via de degradacao (FANG et al.,
2023; LI; LI; WU, 2022).

As proteases especificas de ubiquitina (USPs) sdo a maior familia de

deubiquitinases descritas e estdo relacionadas com fungdes bioldgicas como o
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controle do ciclo celular, reparo de DNA e resposta imune, e sua expressao aberrante
esta descrita em diversas patologias (GAO et al., 2023; GUO et al., 2023; KITAMURA,
2023; SHEN et al., 2023). Pertencente a esta familia de deubiquitinases, a USP2a,
uma isoforma da USP2, esta associada a diversas neoplasias, onde sua expressao
aumentada leva a um aumento da proliferacéo, agressividade e invasao (GUO et al.,
2023; ZHANG et al., 2023).

1.2JUSTIFICATIVA

Tendo em vista a relagdo da USP2a com diversas patologias, sua potencialidade
como alvo terapéutico, e a falta de inibidores seletivos a essa proteina, mostra-se
relevante a busca de compostos capazes de inibir esta deubiquitinase. Uma possivel
abordagem para realizar essa busca de forma rapida e pratica é através da varredura
de biblioteca de compostos, por meio de ensaios de varredura em larga escala, onde
diversos compostos podem ser testados simultaneamente. Entretanto, para isso, é
necessario que se tenha a proteina enzimaticamente ativa, permitindo a avaliagao da

inibicdo de sua atividade.

1.30BJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo a expresséo da proteina USP2a recombinante e
a avaliacao da sua atividade enzimatica. Os objetivos especificos foram: (1) expressao
e purificagcdo da deubiquitinase USP2a em Escherichia coli; (2) expressao e
purificacdo do precursor de ubiquitina UBA52; (3) avaliagdo da atividade da USP2a
recombinante a partir da clivagem de UBA52; e (4) verificacdo da potencialidade de
uso da USP2a recombinante em ensaio de clivagem da Ub-Rhod110-G em

microplacas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1PROTEOSTASE CELULAR

Para garantir que os organismos tenham as adaptacbes necessarias de acordo
com diferentes ambientes ou situagdes de estresse celular, é essencial o correto
funcionamento do sistema de homeostase proteica, também chamado de proteostase.
A proteostase € o nome de uma série de eventos celulares que garantem a sintese
de proteinas, seu correto enovelamento e modificagbes pds-traducionais (PTM), além
de seu enderecamento e degradagao (TSENG et al., 2023). O equilibrio desses
processos, garantindo um balango entre os processos anabdlicos e catabdlicos, é
necessario para garantir o correto funcionamento das células, onde disturbios nas
diferentes etapas da proteostase podem afetar a integridade de diferentes tecidos
(PAEZ; PITZER; ALWAY, 2023).

A capacidade das células em degradarem proteinas nao mais necessarias, que
tiveram problemas em sua sintese ou enovelamento € essencial para manter o seu
funcionamento integro, evitando a disfungdo de organelas e a degeneracao celular.
Além disso, manter a sintese proteica em taxas que permitam o correto enovelamento
e garanta a substituicdo de proteinas degradadas viabiliza a homeostase dessa célula
(PAEZ; PITZER; ALWAY, 2023). Defeitos nesses processos de proteostase séo
fortemente relacionados com diversas patologias, com um papel essencial na
patogenia de doengas neurodegenerativas devido ao acumulo de proteinas mal
enoveladas e agregados téxicos (THOMPSON; DE-SOUZA, 2023).

As células utilizam de diversos processos para garantir que a proteostase seja
mantida, a presenca de mecanismos relacionados ao controle de qualidade proteico
€ essencial para monitorar as células e garantir o redirecionamento de proteinas mal
dobradas. Dentre as formas de garantir esse controle de qualidade, a resposta ao
choque térmico (HSR), resposta mitocondrial a proteinas mal dobradas (UPR™), e
resposta do reticulo endoplasmatico a proteinas mal dobradas (UPRER) s3o
mecanismos descritos na literatura. Ao ser detectado o acumulo de proteinas mal

dobradas, esses processos de resposta ao estresse celular sdo ativados, garantindo
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a expressdo de chaperonas especificas que atuam melhorando a eficacia de
dobramento dessas proteinas (THOMPSON; DE-SOUZA, 2023).

Proteinas mal dobradas devem ser encaminhadas para sua degradagao, qual
pode acontecer com auxilio de chaperonas ou nao, através da via lisossomo-
autofagica (ALP) ou do sistema ubiquitina-proteassomo (UPS), falhas nesses
mecanismos levam a um acumulo dessas proteinas, quais podem formar agregados
téxicos para a célula (LIM; NAHM; KIM, 2023; TSENG et al., 2023). No sistema UPS
proteinas marcadas por ubiquitinas sdo degradadas através do seu encaminhamento
ao proteassomo, ja o ALP é responsavel por eliminar agregados proteicos e organelas

defeituosas através de seu englobamento pelo autofagossomo (WILSON et al., 2023).

Wilson e colaboradores (2023) publicaram um trabalho intitulado “Hallmarks of
neurodegenerative diseases” onde trouxeram a discussao de oito eventos essenciais
para o desenvolvimento de doengas neurodegenerativas, em referéncia ao aclamado
trabalho de Hanahan & Weinberg que revolucionou o estudo do céncer com a
definigdo dos seis principais marcadores do cancer (HANAHAN; WEINBERG, 2000,
2011; WILSON et al., 2023). Segundo este trabalho, dois dos principais responsaveis
pelo desenvolvimento dessas doengas sdo a agregagao patoldgica de proteinas e a
proteostase aberrante, mostrando a importancia de processos de renovacao proteica
no contexto dessas patologias, afetando milhées de pessoas ao redor do mundo
(WILSON et al., 2023).

2.2UBIQUITINACAO

No inicio dos anos 80 o processo de ubiquitinagcao foi caracterizado como uma
modificagdo pods-traducional onde proteinas eucariéticas tinham alguns de seus
residuos de lisina formando uma ligacéo isopeptidica com uma pequena proteina, a
ubiquitina (KOMANDER, 2009). Hoje o entendimento sobre esse processo cresceu
significativamente, sabe-se que nao apenas residuos de lisina sdo ubiquitinados,
apesar desses representarem a maioria dos casos, podendo ocorrer também no
primeiro aminoacido N-terminal de uma proteina (Met'), assim como cadeias laterais
de cisteina, serina e treonina (CARROLL; MARQUSEE, 2022).
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A ubiquitina é uma pequena proteina regulatéria conservada formada por 76
residuos de aminoacidos e aproximadamente 8,6 kDa (CARROLL; MARQUSEE,
2022; LIANG; ZHANG; WANG, 2023). Sua regulacéao esta associada a sua anexagao,
através de uma ligagao isopeptidica reversivel, as proteinas que necessitam passar
por algum tipo de modificagao ou regulagdo pds-traducional (GAO et al., 2023). Para
que esse processo acontecga, € necessario a participacao de trés diferentes grupos de
proteinas: as enzimas ativadoras de ubiquitina E1, as enzimas conjugadoras de
ubiquitina E2, e as E3-ligases. As reagbes em cadeia para ubiquitinar residuos de
proteinas sao iniciadas pela ligacdo do grupo carboxila de um residuo de glicina da
ubiquitina monomérica ao grupo sulfidrila de uma cisteina da enzima E1, com gasto
de ATP. A enzima E2 realiza uma transesterificagéo da ubiquitina ligada a E1 para um
residuo seu de cisteina, podendo entdo ser transferida a proteina com auxilio da ligase
E3 (Figura 1) (GAO et al., 2023).

Figura 1 - Cascata da ubiquitinagdo mediada pelas enzimas E1, E2 e E3. A ubiquitina ligada a E1
através do consumo de ATP é transferida por uma reagao de transesterificagdo para a enzima E2, e
posteriormente com ajuda da enzima E3 a ubiquitina é ligada a proteina alvo. Fonte: GAO et al.,
2023.

As proteinas podem ser monoubiquitinadas, com apenas uma ubiquitina ligada a
um residuo de lisina, multiubiquitinadas, com diversos residuos de lisina ubiquitinados,
ou poliubiquitinada, onde sao formadas cadeias com diversas ubiquitinas ligadas
umas as outras através de um dos sete residuos de lisina presentes na ubiquitina (K6,
K11, K27, K29, K33, K48 e K63) ou da sua metionina N-terminal (Met') (GAO et al.,
2023; LIANG; ZHANG; WANG, 2023). A disposicado das cadeias de ubiquitinas s&o
responsaveis pelo “cédigo da ubiquitina”, determinando qual sera o destino do
substrato proteico (GAO et al., 2023).
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Cadeias de poliubiquitinas K48 e K63 sao as mais comuns nas células, atuando
em diferentes fungdes (LIANG; ZHANG; WANG, 2023). As cadeias ligadas por Lys?*®
(K48) sao as responsaveis por direcionar as proteinas a degradagao proteassomal,
onde sao necessarios minimamente tetrameros de ubiquitinas para que haja o
reconhecimento pelo proteassoma 26S. Em questdo de minutos da anexacado das
ubiquitinas, o substrato proteico € degradado e as ubiquitinas recicladas por enzimas
deubiquitinases presentes no proteassoma 26S. Cadeias de ubiquitinas ligadas por
Lys' (K11) também mostraram estar relacionadas com a via de degradagéo, porém
esse mecanismo € menos descrito na literatura (KOMANDER, 2009). Ja os polimeros
Lys®3 (K63) tem, cada vez mais, seus papeis ndo relacionados a degradagido
descritos, atuando na endocitose, resposta a danos no DNA e na sinalizagéo celular
(KOMANDER, 2009). Os polimeros K63 s&o essenciais na ativagado de NF-kB apds a
sinalizagdo de citosinas celulares, como o fator de necrose tumoral alfa (TNFa),
participando assim das respostas inflamatérias (KOMANDER, 2009; LIANG; ZHANG;
WANG, 2023).

Tanto o sistema ubiquitina-proteassomo quanto a autofagia, processo responsavel
pela eliminac&o de proteinas danificadas, patdbgenos e agregados dentro das células,
sdo considerados sistemas de controle de qualidade proteica (PQC), existindo
diversas evidéncias na literatura da conexao entre esses dois processos (LI; LI; WU,
2022). A forma como esses dois sistemas interagem ainda s&o investigados, existindo
tanto a hipotese desse processo ser inativado pelo UPS, quanto desses mecanismos
se complementarem, tendo como resultado a degradacgéao proteica (JEE; CHEONG,
2023). Essa ambiguidade da ubiquitinagéo no processo autofagico pode ser explicada
pela forma diferencial que os monémeros de ubiquitina sdo ligados nas proteinas
envolvidas na autofagia, onde estudos indicam que polimeros de ubiquitina K48 leva
a degradacao dessas proteinas, enquanto polimeros K63 resultam na ativagcéo de
genes relacionados a autofagia (ATG) (CEN; LI; CHEN, 2023).

Além da sua importancia nos processos autofagicos, as E3-ligases regulam a
estabilidade de oncogenes e supressores tumorais, podendo afetar o ciclo celular, e
como consequéncia, favorecer a formagdao e manutencdo tumores, o que esta
relacionado a um pior prognostico para pacientes acometidos por neoplasias
(POPOVIC; VUCIC; DIKIC, 2014). Ainda, diversos estudos trazem a desregulacao da

ubiquitinagdo linear, quando os monémeros de ubiquitina fazem ligagdo Met'!, como
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responsavel pelo desenvolvimento e progressao de tumores, através do suporte da
sinalizagcdo aberrante por oncogenes (LI; LIU; LI, 2023). No contexto de doencgas
neurodegenerativas, a perda estrutural e funcional de neurénios muitas vezes esta
acompanhada de acumulo de agregados proteicos e formagao de corpos de inclusao
ubiquitina-positivos. Devido seus efeitos na proteostase celular, falhas no UPS
resultam no acumulo de proteinas mal dobradas, levando a um aumento de agregados

téxicos e progressao dessas doengas (SATO et al., 2023).

Para ocorrer, a ubiquitinacdo depende da disponibilidade de ubiquitina
monomeérica, qual pode ser garantida principalmente através de enzimas
deubiquitinases (DUBs) que podem reciclar ubiquitinas de proteinas que foram
encaminhadas para a degradagdo pelo proteassoma, ou também clivar essas
proteinas apds a sua sintese pelos genes UbC, UbB, UbA52 e UbAS8O (LI; LI; WU,
2022). A ubiquitina é muito estavel e ndo sofre mudangas estruturais em situagdes de
estresse celular e pode ser sintetizada em cadeias poliubiquitinas ligadas uma a outra
por Met' (UbC e UbB), ou através dos genes UbA52 e UbA80O que codificam para
proteinas ribossomais, respectivamente a L40 e S27A, fusionadas a extremidade C-
terminal de um mondmero de ubiquitina (GROU et al., 2015; LI; LI; WU, 2022). Os
quatro genes codificam para precursores de ubiquitihna e necessitam de
processamento por DUBs, e s6 assim tornam-se disponiveis para serem utilizados na
ubiquitinagao de outras proteinas. Apesar da vastidao de deubiquitinases atualmente
identificadas, ainda ha poucos registros de quais podem realizar o processamento
desses precursores, sendo objeto de investigacao de diversos pesquisadores ao redor
do mundo (GROU et al., 2015).

2.2.1 Enzimas Deubiquitinases (DUBSs)

A marcagéao de proteinas com ubiquitina pode ser revertida ou editada através da
acao de enzimas deubiquitinases, que sédo capazes de clivar a ligagao peptidica ou
isopeptidica entre ubiquitinas ou até mesmo entre ubiquitina e proteina, podendo tira-
la do encaminhamento a degradagao proteassomal (FANG et al., 2023). As DUBs
apresentam fungao oposta as E3-ligases, onde o equilibrio entre esses dois tipos de

enzimas garante a proteostase celular (LI; REVERTER, 2021). O genoma humano
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tem aproximadamente 700 genes que codificam para E3-ligases, com uma maior
especificidade entre enzima e substrato, enquanto as DUBs, que tém cerca de 100
genes relacionados a sua expressao, parecem ter 10 vezes mais substratos quando
comparadas com as E3-ligases (FANG et al., 2023; LI; REVERTER, 2021).

As deubiquitinases sdo responsaveis por reciclar monémeros de ubiquitina ligados
a proteinas direcionadas para a degradagdo, manter a estabilidade das proteinas,
realizar o processamento de precursores de ubiquitina aumentando a concentragao
de ubiquitina monomérica intracelular, editar o codigo da ubiquitina e remové-las em
sinais nao degradativos (LI; LI; WU, 2022). As DUBs sao subdivididas em sete
familias, que diferem uma das outras em sequéncia e estrutura, sendo elas as
proteases especificas de ubiquitina (USPs), hidrolases C-terminal de ubiquitinas
(UCHSs), proteases de tumor ovariano (OTUs), familia de proteases da doenca
Machado-Joseph (MJDs), peptidases de ubiquitina com dedo de zinco (ZUP1), familia
DUB com motivo de interacdo com ubiquitina (MINDY), e familia de proteases
Jab1/Mov34/MPN* com metaloenzimas (JAMM) (LI; REVERTER, 2021; LIANG et al.,
2023).

Desbalancgos funcionais entre deubiquitinases e E3-ligases podem levar a indugéo
de diversos disturbios celulares, resultando no desenvolvimento de diferentes
patologias (ZHANG; SHAO; GU, 2023). Processos presentes em doencgas
neurodegenerativas como a agregacao proteica, regulagao defeituosa da proteostase,
defeitos na autofagia e mitofagia, que estao relacionadas com a funcéo de DUBs, as
colocam como possiveis alvos terapéuticos para essas patologias (NIELSEN;
OKARMUS; MEYER, 2023). Diversos estudos mostram a importancia de diversas
deubiquitinases também na promocéao ou supressao tumoral através de seus efeitos
na degradacgao proteassomal, reparo do DNA, apoptose e metastase, estando essas

fortemente relacionadas a diferentes neoplasias (Figura 2) (REN et al., 2023).
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Figura 2 - Efeitos promotores e supressores tumorais de DUBs. As deubiquitinases estédo fortemente
relacionadas a patologia do cancer e podem ter fungbes contrastantes no contexto tumoral, onde em
diversas neoplasias existe a descrigcdo de diferentes DUBs atuando tanto na promog¢ao (vermelho)
quanto supressao (verde) tumoral. Fonte: REN et al., 2023.

2.2.2 Proteases Especificas De Ubiquitina 2 (USP2)

Cerca de 60% das DUBs sao compostas por enzimas da familia das proteases
especificas de ubiquitina (USPs), grupo formado por diversos membros sendo a maior
e mais variada familia de deubiquitinases descritas (GAO et al., 2023; SHEN et al.,
2023). As USPs sao cisteino-proteases que apresentam trés dominios chamados de
dedo, polegar e palma conservados entre seus membros, e sua atividade catalitica é
proveniente do grupamento tiol da cisteina central (KITAMURA, 2023; SHEN et al.,
2023). O sitio catalitico das enzimas pertencentes a essa familia fica alocado entre os
dominios palma e polegar, sendo o dominio dedo responsavel pela interacdo com as
ubiquitinas (SHEN et al., 2023).
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A maioria das USPs descritas sdo formadas por um mesmo sitio catalitico, se
diferindo nos sitios C-terminal, N-terminal, e em seus dominios, caracteristicas
responsaveis por garantir diversidade de funcéo para esse grupo, e atuam através da
hidrolise de cadeias poliubiquitinas K48, K63 e M1 (SHEN et al., 2023). As USPs estao
relacionadas com diversos processos celulares como o controle do ciclo celular,
reparo de DNA danificado, migracao celular, tumorigénese, disturbios metabdlicos, e
em respostas imunes e inflamatoérias, onde a sua expresséo aberrante ou danificada
esta descrita na patogénese de diversas doengas (GAO et al., 2023; GUO et al., 2023;
KITAMURA, 2023; SHEN et al., 2023).

A USP2 foi a segunda da familia de DUB a ser descrita, em 1970, e seu precursor
MRNA esta relacionado a geragdo de quatro isoformas dessa proteina: a USP2-1
(USP2a) de 68 kDa, USP2-2 (USP2b) com 40 kDa, USP2-3 (USP2c) com 41 kDa e a
USP2-4 de 45 kDa. Todas as isoformas sao compostas pelo mesmo sitio catalitico C-
terminal, se diferindo em sua porgao N-terminal, e o padréao de splicing é definido por
alteracbes no organismo como o ritmo circadiano, o estado nutritivo e seus niveis de
androgenos (ZHANG et al.,, 2023). A atividade da USP2 esta relacionada com
processos de desordem metabdlica e tumorigénese, tendo seus efeitos sobre a
proteina ciclina D, enzima acido-graxo sintase (FASN) e MDM2 (murine double minute
2) descritos na literatura (GUO et al., 2023; KITAMURA, 2023; ZHANG et al., 2023).

Os niveis de expressao da USP2a, tanto em mRNA quanto proteico, mostram estar
aumentados no figado, em casos de hepatocarcinoma e no cancer de préstata,
podendo aumentar a proliferagdo, agressividade, migracao e invasdao dessas
neoplasias (GUO et al., 2023; ZHANG et al., 2023). A USP2a esta descrita como
promotor tumoral no hepatocarcinoma, glioma, cancer de prostata e bexiga, porém no
carcinoma de células renais, a sua expressao esta diminuida e relacionada a
supressao tumoral, se tornando um alvo importante para a terapéutica dessas
doencas (ZHANG et al., 2023).

2.3INIBICAO DA PROTEINA USP2A

2.3.1 Expressao da proteina recombinante USP2a
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Visando o estudo da isoforma USP2a, trabalhos anteriores em nosso grupo de
pesquisa buscaram produzir, de forma recombinante, a proteina USP2a a partir de
sistema de expressao heterdloga em Escherichia coli (RIBEIRO, 2016). Neste
trabalho, foi realizado a clonagem de USP2a em vetor pET28a(+) (Novagen), seguido
da padronizacao da expresséo e purificagao da proteina recombinante USP2a. Apesar
do éxito em expressar e purificar a proteina, neste e em outro estudo realizado pelo
mesmo grupo, a USP2a recombinante ndo foi encontrada na fracdo soluvel dos
lisados bacterianos, onde sua expressao foi vista apenas a partir da solubilizagcao de
corpos de inclusao desses lisados (RIBEIRO, 2016; ROCHA, 2016).

A expressao em corpos de inclusdo € um processo comum quando utilizado de
sistemas heterdlogos de expressdo, onde a menor complexidade do organismo de
expressao quando comparado com o organismo de origem da proteina de interesse,
leva a altas taxas de dobramento errébneo das proteinas sintetizadas. Tais erros no
enovelamento proteico podem resultar na exposicdo de sitios hidrofobicos da
proteina, quais comumente sao internalizados a partir de interagcdoes hidrofdbicas,
levando a um desarranjo da configuracao nativa da proteina, formacao de precipitados
proteicos em corpos de inclusdo. Uma vez que a forma ativa das proteinas € obtida
através da sua estrutura tridimensional correta, para que a proteina possa ter sua
atividade mensurada, € necessario que seu correto enovelamento seja garantido
(BHATWA et al., 2021). Até o momento, ndo ha descrito na literatura a expresséo da

proteina recombinante USP2a cataliticamente ativa.

2.3.2 Ensaios para a busca de inibidores da proteina USP2

Mesmo tendo grande importancia fisioldgica, até o momento, poucos inibidores
de USP2 estdo descritos na literatura, e estes ainda sdo marcados por falta de
especificidade, perdendo sua eficacia no uso terapéutico (SCHAUER et al., 2020).
Para tentar preencher essa lacuna, Wang e colaboradores descreveram um ensaio
baseado em SDS-PAGE e coloragao por coomassie para a busca de inibidores de
USP2 (WANG et al., 2017). Neste estudo, a capacidade de inibicdo de USP2 pode ser
quantificada a partir da atividade catalitica desta proteina sobre o percursor de

ubiquitina UBAS52, qual pode ser ao final avaliado a partir da separacao das proteinas
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por SDS-PAGE, seguido da coloragao deste gel por azul de coomassie (WANG et al.,
2017). Entretanto, os autores utilizaram de uma construgcdo referente a fragéo
catalitica da proteina USP2, excluindo os éxons aminoterminais responsaveis pela
diferenciacao das isoformas de USP2, resultando em uma menor especificidade e
eficacia para as diferentes formas da proteina encontradas no organismo (ZHANG et
al.,, 2023). Além disso, apesar da alta reprodutibilidade e eficacia do ensaio, a
metodologia a partir de eletroforese e coloragado proposta pelos autores trata-se de
uma técnica limitada para a analise de grande quantidade de moléculas de forma

rapida, pratica e padronizada (WANG et al., 2017).

Ensaios de varredura em larga escala sdo responsaveis por testar de forma
otimizada diversos compostos quanto a determinada fungao, tendo uma importancia
significativa na busca de novas drogas, ao analisar uma grande janela de compostos
de forma padronizada e rapida (BLAY et al., 2020; SARNAIK et al., 2020). Cho e
colaboradores listaram diferentes métodos in vitro de analise da deubiquitinacéo
através de ensaios que permitem a varredura em alta escala, possibilitando assim

avaliar compostos que interagem com deubiquitinases (DUBs) (CHO et al., 2020).

Dentre as opgdes discutidas neste artigo, ja € descrito na literatura as vantagens
do uso de ubiquitina-rhodamina110-glicina (Ub-Rho110-G) em ensaios bioquimicos in
vitro com o intuito de avaliar DUBs e seus possiveis inibidores através de intensidade
de fluorescéncia (CHO et al., 2020; HASSIEPEN et al., 2007). Neste ensaio, a quebra
da ligagado de ubiquitina a rodamina por deubiquitinases resulta em fluorescéncia
intensa pela exposicdo do sitio da rodamina antes ocupado pela ubiquitina. Essa
metodologia apresenta alta sensibilidade, e por permitir sua realizagdo em placas de
multiplos pocos, ¢é ideal para a varredura de bibliotecas de compostos para a busca
de inibidores através de bibliotecas de compostos. O uso de Ub-Rho110-G para a
avaliacao da atividade da USP2 ja foi comprovado a partir do uso isolado do sitio
catalitico desta proteina (HASSIEPEN et al., 2007).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1ESTERILIZACAO DE MATERIAIS

Os materiais necessarios para o cultivo de bactérias foram esterilizados através
de lavagem com agua corrente e deionizada, autoclavagem em 1 kgf/cm? & 120°C por
20 minutos, mantidos em estufa de 60°C até sua secagem completa, e posterior
armazenamento mantendo as condi¢gdes estéreis. A cultura bacteriana foi mantida
estéril através do uso de lamparinas para a manipulagao das bactérias e/ou meios de

cultura.

Para a cultura de células de mamiferos o mesmo procedimento de higienizagao
dos materiais foi adotado, porém as autoclavagens foram realizadas por 40 minutos.
Todos os procedimentos de cultura celular foram realizados com uso de materiais e
reagentes estéreis, dentro de fluxo laminar bidirecional, qual foi higienizado com
etanol 70% e mantido em luz ultravioleta (UV) por 15 minutos anteriormente e apos

cada uso.

3.2MEIOS BACTERIANOS

Para o cultivo bacteriano foi utilizado o meio para crescimento de bactérias
Luria Bertani (LB), composto por 1% (v/m) NaCl, 1% (v/m) peptona bacteriolégica
(Sigma), 0,5% (v/m) extrato de levedura. Para a sua esterilizagdo foi realizada
autoclavagem em 1 kgf/cm? a 120°C por 20 minutos. Quando necessario realizar o
plagueamento em meio solido, foi utilizado o meio LB com adi¢gédo de 1,5% (v/m) de
agar para a solidificagdo. Todos os reagentes foram pesados e homogeneizados em

agua deionizada, tendo seu volume ajustado posteriormente.

Como uma alternativa, foi utilizado o meio de autoindugao Zym-5052, composto
por 1% (v/m) peptona (Sigma), 0,5% (v/m) extrato de levedura, 1,25 M Naz2HPO4, 1,25
M KH2POs4, 2,5 M NH4Cl, 0,25 M Na2S04, 25% (v/m) glicerol, 2,5% (v/m) glucose, 10%
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(v/m) a-lactose e 1 M MgSOa4. As mesmas condigdes de esterilidade foram aplicadas

em sua confecgéao.

3.3GERACAO DE BACTERIAS QUIMIOCOMPETENTES

Para a geracdo de bactérias aptas a receberem um plasmideo exdgeno, é
necessario induzir a sua “competéncia” através de processos que criam poros na
membrana celular procaridtica. Com este fim foram realizados pré-indculos a partir do
crescimento de uma col6nia isolada em 2 mL em meio LB. Estes permaneceram 16
horas em agitador a 37°C em 180 rpm para crescimento bacteriano. Posteriormente,
25% do pré-indculo foi utilizado para o preparo de um inéculo de 25 mL em LB, qual
permaneceu nas mesmas condigdes de agitacdo até a densidade optica (D.O.) de
0,50 em 600 nm, mensurada por espectrofotdmetro. Apds, o inéculo bacteriano foi
centrifugado a 17000 x g a 4°C por 10 minutos. O sedimento bacteriano foi
ressuspendido gentilmente em 2,5 mL de tampao TSS (10% polietileno glicol 8000,
5% dimetilsulfoxido, 25 mM MgClz, 25 mM MgSOs4, meio LB), incubado em gelo por
10 minutos, e entdo dividido em aliquotas de 100uL, que permaneceram resfriadas e

armazenadas a -80°C até seu uso.

3.4TRANSFORMACAO BACTERIANA

Para a insercdo dos plasmideos de interesse foi realizada a transformacgao
bacteriana por choque térmico. Para a inser¢gao em sistema pET28a, foi utilizando 10
ng de plasmideo do plasmideo de interesse, enquanto para em sistema pET23a, 10x
mais plasmideo foi adicionado por transformagdo (100 ng). Foi adicionado o
plasmideo nas condi¢cbes necessarias a cepa de E. coli quimiocompetente e mantido
30 minutos em gelo. A reacéao foi entdo transferida para um banho-maria a 42°C por
90 segundos, incubada novamente em gelo por 5 minutos, e entao, foi adicionado 400
ML de meio SOC (2% triptona, 0,5% extrato de levedura, 10 mM NaCl, 2,5 mM KClI,
10 mM MgClz, 10 mM MgSOs4, 20 mM glucose) aquecido a 37°C, sendo mantida essa

temperatura por 1 hora para recuperacao das bactérias. Posteriormente foi realizada
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a centrifugagcdo em 3000 x g por 5 minutos, para a obtengdo de um precipitado
composto por sedimento bacteriano, qual foi ressuspendido em 200 uL de LB. Entao,
a suspensao foi espalhada em placa de petri recoberta por LB-agar e o antibiético de
selecao do plasmideo e da cepa de E. coli utilizada. As placas foram mantidas em
37°C por 16 horas e entdo fechadas com parafiime e armazenadas em 4°C para uso

em até 1 més.

3.5AMPLIFICAGAO E PURIFICACAO DE PLASMIDEOS

Para a amplificagao de plasmideos foi utilizado a cepa Top10 de E. coli, através
do preparo de in6culo de LB a partir de uma colbnia de bactéria ja transformada e
selecionada com o plasmideo de interesse. O volume dos indculos foi definido a partir
da caracteristica de amplificacdo do plasmideo e a concentragao final aproximada
necessaria (Tabela 1). Os indculos foram mantidos em agitador em 37°C a 180 rpm

por 16 horas para o crescimento bacteriano e amplificacdo dos plasmideos.

Tabela 1: Volumes utilizados no preparo de inéculos para amplificagdo de plasmideo.

Minipreparacao (até 30ug de DNA) 2 ml de in6culo
Plasmideos de alta copia Maxipreparagao (até 1000ug de 100 ml de indculo
DNA)
Minipreparacéo (até 30ug de DNA) 10 ml de inéculo
Plasmideos de baixa copia
Minipreparacao (até 1000ug de DNA) 300 ml de inéculo

Fonte: Manual PureLink ™ Invitrogen, 2021.

Os plasmideos foram purificados através dos kits PureLink™ HiPure Plasmid
DNA Purification (Invitrogen) para minipreparacdo e maxipreparagao, seguindo o
manual de procedimentos listados juntamente com cada kit. Posteriormente, a solugao
final obtida foi quantificada no nano-espectrofotometro Nanodrop™ Lite (Thermo

Fisher Scientific) para obten¢do da concentragdo do plasmideo purificado.

3.6 EXPRESSAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES
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Para a expressao de proteinas recombinantes foi utilizado o plasmideo pET28a-
USP2a, produzido e caracterizado por Carolina F. Ribeiro em sua tese de doutorado
(RIBEIRO, 2016), e o plasmideo pET23a-UbA52 (Addgene n°® #69560), cortesmente
cedido pelo Organelle Biogenesis and Function Group do Instituto de Biologia
Molecular e Celular (IBMC) da Universidade do Porto. (GROU et al., 2015).

Os precursores de ubiquitina UBA80, HsUBB e MmUBB foram produzidos pelas
alunas de iniciagao cientifica Carolina Sarmento e Lalita Leone, e gentilmente doados

para a execugao de alguns ensaios deste projeto.

3.6.1 pET28a-USP2a

Para a expressao da proteina recombinante USP2a, o plasmideo pET28a-
USP2a foi utilizado para transformar a cepa BL21(DE3) de E.coli, utilizando de 50
Mg/mL de canamicina como antibiotico para sele¢ao de bactérias que tiveram a correta
inser¢cado do plasmideo. Os pré-inoculos, em 2 mL de LB 50 pg/mL de canamicina,
foram incubados em agitador a 37°C em 180 rpm por 16 horas, e entdo todo o volume
foi transferido para 1 L de LB 50 yg/mL de canamicina. Os inéculos foram mantidos
em agitador sob as mesmas condi¢cbes até que a D.O. de 0,70 em 600 nm fosse
obtida. Entdo a expressao de proteinas foi induzida através da adicao de 0,5 mM de
isopropil B-d-1-tiogalactopiranosideo (IPTG), mantendo em incubagao por 20 horas a
18°C em 180 rpm. Apés, o indculo induzido foi centrifugado a 17000 x g por 10 minutos
e o precipitado armazenado em -20°C por até duas semanas. Visando padronizar a
forma mais eficaz em expressar USP2a em quantidades satisfatérias de proteina, foi
realizada também a expressao proteica a partir da indugdo com 0,5 mM IPTG a 37°C

por 3 horas e a partir do uso de meio auto induzivel, Zym-5052, por 20 horas a 37°C.

3.6.2 pET23a-UBAS52
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A proteina recombinante UBA52 foi expressa utilizando a cepa BL21(DE3) de
E.coli transformada com o plasmideo pET23a-UBA52. Para isso, foram realizados
quatro pré-inéculos de 5 mL de LB 100 pg/mL de ampicilina, quais foram mantidos em
agitador a 37°C em 180 rpm por 16 horas. Apds, todos os pré-indculos foram
combinados em 1 L de in6culo em LB 100 yg/mL de ampicilina, qual foi mantido em
agitagao, nas mesmas condic¢oes, até a D.O. de 0,60 em 600nm. O inéculo foi entao
induzido através da adi¢cado de 0,5 mM de IPTG, por 3 horas, em agitagao a 37°C,
centrifugado por 17000 x g por 10 minutos, e o sedimento bacteriano armazenado a

-20°C por até duas semanas.

3.7LISE BACTERIANA

Para realizar o rompimento da membrana celular da bactéria e consequente
liberagdo das proteinas expressas, o sedimento bacteriano ja induzido foi
ressuspendido em 50 mL de tampao nativo (20 mM Tris-HCI pH 7,5; 0,5 M NaCl)
gelado, e entao adicionado o inibidor de serinoprotease fluoreto de fenilmetanosulfonil
(PMSF), na concentragao final de 1 mM PMSF. Para a indugao da ruptura celular, foi
utilizado Processador Ultrassénico Sonicador® (Heat Systems), em 20 ciclos (10

segundos/ciclo, 50-60 Hz, amplitude de 30%).

3.7.1 Separagao de Fragdes Soluveis e Insoluveis

Apoés a lise, 1 mL de amostra foi coletado e centrifugado a 3000 x g, em 4°C, por
10 minutos. Esta centrifugacgéo é responsavel por diferenciar a fragédo proteica soluvel,
da fragao proteica insoluvel do lisado, presentes respectivamente no sobrenadante e
precipitado. Para quantificar, e assim, caracterizar o padrao de expressao obtido, 100
ML do sobrenadante foi adicionado em 100 pL de tampao de amostra redutor 5 x
concentrado (312 mM tris(hidroximetil)-aminometano (tris-base), 10% SDS, 50%
glicerol, 0,05% azul de bromofenol, 10% B-mercaptoetanol). O precipitado foi lavado
duas vezes com tampao nativo e ressuspendido em 1 mL de SDS 1%, sendo agitado

em vortex e aquecido até solubilizagao do precipitado. Entao, foi realizada uma nova
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centrifugagédo, a 3000 x g, 4°C, e 10 minutos, e 100 pL desse sobrenadante foi
adicionado em 100 pL de tampao de amostra redutor 5 x concentrado, mantendo as
proporgdes da fracado soluvel. As amostras foram aquecidas a 95°C por 15 minutos, e
entdo foi realizada a técnica de imunodetecg¢ao, ou western blotting, para avaliar a

proporcao das proteinas de interesse em cada fragao.

3.8 PURIFICACAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES

Para a purificagdo das proteinas de interesse foi utilizada da cromatografia de
afinidade por metal imobilizado (IMAC), através da cauda de seis histidinas presente
em ambas as proteinas trabalhadas, em coluna de niquel-agarose (Ni-NTA). As
amostras lisadas foram clarificadas através de centrifugagdo em 40000 x g por 30
minutos, e entao o sobrenadante, foi mantido em uma exigéncia de 20 mM de imidazol
pH 7,5. A coluna foi montada com 500 yL de Ni-NTA (Invitrogen), equilibrada nas
mesmas condi¢gdes da amostra (20 mM Tris-HCI pH 7,5; 0,5 M NaCl; 20 mM imidazol),
e entdo a amostra percolada através da matriz cromatografica. Apos trés lavagens
com tampao de lavagem (20 mM Tris-HCI pH 7,5; 0,5 M NaCl; 50 mM imidazol) em
dobro do volume cromatografado, a proteina foi eluida em cinco fragdes de 500 pL,
com o tampé&o de elui¢do (20 mM Tris-HCI pH 7,5; 0,5 M NaCl; 0,5 M Imidazol). Para
purificacdo em condicdes desnaturantes o mesmo procedimento foi adotado, porém

tanto a amostra quanto os tampdes utilizados continham 8 M de ureia.

3.9DIALISE

Com a finalidade de retirar possiveis interferentes como imidazol, NaCl e ureia da
amostra, foi realizado o procedimento de didlise. Devido ao baixo volume das
amostras, o procedimento de dialise foi realizado em tubo de vidro, com volume
maximo 2 mL, e tampa vazada, que foi recoberta por uma membrana de didlise. Este
tubo com as amostras a serem dialisadas foi invertido e mantido parcialmente
submerso em tampéao fosfato-salino (PBS) 10% glicerol, permitindo o contato do

liquido interno e externo com a membrana. Duas trocas do tampé&o de dialise foram
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realizadas, apds 6 horas do inicio da dialise, e entdo, apds 16 horas da primeira troca.
A dialise foi realizada com auxilio de agitador magnético a 4°C. Apds, a amostra foi
analisada quanto sua concentragao proteica pelo método de Bradford (STUDIER,
2005). O grau de pureza das amostras foi avaliado através da metodologia de
coloracéo de proteinas em SDS-PAGE com solugédo 0,2% azul de coomassie, 50%

metanol e 10% acido acético.

Para amostras ressuspendidas em tampao desnaturante, a dialise foi realizada
com etapas adicionais, onde as amostras foram dialisadas contra PBS 10% glicerol
contendo ureia em concentragées de 6M a OM, sendo realizado ao todo 4 trocas dos

tampdes.

3.10 CULTURA CELULAR

Foi cultivada a linhagem celular 293T, de células epiteliais derivadas do rim, em
meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) baixa glucose (Gibco), 10% Soro
Bovino Fetal (Gibco) e 1% penicilina e estreptomicina. A cultura foi realizada em
monocamada, sendo mantidas em incubadora a 37°C e 5% CO2. Na confluéncia de
80%, foi realizado o subcultivo das células, que apds a retirada do meio, foram
desaderidas com jatos de PBS, passadas para um tubo falcon e centrifugadas por
1000 x g por 3 minutos. O precipitado foi entdo ressuspendido em meio completo e
realizado o plaqueamento das células nas condicbes necessarias para cada

finalidade.

3.11 TRANSFECCAO

Para induzir a superexpressdo de genes de interesse em sistema eucaridtico,
foram realizadas transfeccgdes das células 293T, que estao relacionadas com uma alta
eficiéncia de transfecgdo. Foram utilizados os plasmideos pcDNA3.1(-)-Vetor Vazio
(EV), pDEST-USP2a, pDEST-USP2a®%’6A (mutada) e pcDNA3.1(-)-USP2b,

purificados através de maxipreparacao. Os plasmideos foram introduzidos nas células
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através do polimero catiénico polietilenonimina (PEI), que ao se ligar ao DNA gera um
complexo com carga liquida catibnica capaz de se anexar a superficies celulares
anidnicas, permitindo assim a endocitose desse complexo e liberacdo do DNA no
citoplasma celular (LONGO et al., 2013). Para cada condic¢ao, placas de cultivo celular
de 10cm com confluéncia de 70% de 293T aderidas foram transfectadas com 20 ug
de plasmideo, 60 ug de PEl e 1 mL do meio de transfecgdo Opti-MEM™ (Gibco). A
solugdo contendo esses trés elementos foi agitada em voértex por 15 segundos e
permaneceu em repouso por 15 minutos, antes que fossem adicionadas ao meio de
cultura de cada placa. Apds, a placa retornou para a incubadora a 37°C e 5% CO2 por

24 horas para permitir a expressao significativa das proteinas de interesse.

3.12 LISE CELULAR

Para obter as proteinas citosolicas das células cultivadas, foi realizado a
metodologia de lise celular através do uso de tampao de coimunoprecipitacao (RIPA-
ColP: 30 mM Tris-HCI pH 7,4; 150 mM NaCl; 1% NP-40). Ap6os 24 horas da
transfecgdo, as placas de 293T tiveram seu meio desprezado, e as células foram
desaderidas primeiramente com jatos de PBS gelado, e entdo com o auxilio de um
rodo para cultivo celular. A suspensao de células foi entdo transferida para um tubo
falcon onde foram lavadas trés vezes com PBS gelado, com centrifugagao a 2000 x g
por 3 minutos e descarte do sobrenadante entre as lavagens. Apés a ultima lavagem
as células foram ressuspendidas em RIPA-ColP 1 mM PMSF e transferidas para um
tubo de 1,5 mL. A suspenséao foi mantida em gelo por 15 minutos, sendo realizada a
passagem de todo o volume por uma seringa com agulha (13 mm x 0,45 mm) a cada
5 minutos para melhor ruptura da membrana celular. Apdés, as amostras foram
centrifugadas a 12000 x g por 10 minutos a 4°C, sendo desprezado o precipitado, e
quantificado o sobrenadante com as proteinas pelo método de Bradford (STUDIER,
2005).

3.13 DEUBIQUITINACAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES
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A USP2a recombinante foi incubada na concentracdo de 0 a 5 yM em tampao
deubiquitinase (tampao DUB-A: 50 mM Tris-HCI pH 8,0; 20 mM NaCl; 2 mM DTT; 2
mM CacClz) por 30 minutos a 37°C (WANG et al., 2017). Para os ensaios a partir de
extratos celulares, foi incubado 50 ug de proteina em DUB-A, nas mesmas condigdes.
Apo6s o tempo de incubagéao, foi adicionado 1 ug de cada substrato e incubado por
mais 90 minutos a 37°C. A reacao foi entdo parada com a adigdo de tampao de
amostra, e fervida por 20 minutos a 95°C. A analise foi realizada através da técnica

de western blotting.

3.14 DEUBIQUITINAGCAO EM PLACA

O ensaio de deubiquitinacdo em placa foi realizado através do substrato ubiquitina-
rodamina110-glicina (Ub-Rhod110-G) (R&D Systems). Para isso, 0,1 uM de substrato
e USP2a recombinante (1-5 yM) incubados em tamp&o de ensaio deubiquitinase
(tampao DUB-B: 50 mM Tris-HCIl pH 7,5; 1 mM EDTA; 5mM DTT; 100 mM NaCl; 0,5%
CHAPS), em placa de 96 pocgos preta e fundo transparente, no volume final de 100
ML. A intensidade de fluorescéncia foi mensurada através do leitor de placas Tecan®
Infinite M200, com excitagdo de 485 nm e emissdo de 535 nm (HASSIEPEN et al.,
2007).

3.15 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

Para a separacdo de proteinas foi utilizado de eletroforese em gel de
poliacrilamida em condi¢ées desnaturantes (SDS-PAGE) com a concentragcéo de
poliacrilamida variando de acordo com o tamanho das proteinas de interesse. As
amostras foram preparadas em tampéo de amostra (312 mM Tris-Base, 10% SDS,
50% dglicerol, 0,05% Azul de Bromofenol) em alguns casos redutor, com adigdo de
10% de B-mercaptoetanol. As corridas foram realizadas em 80 V até a formagéo da
frente de migragdo, e 160 V apds. Como padrao molecular foi utilizado PageRuler™

Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific).
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Para géis onde o objetivo era identificar as proteinas através da coloragdo com
azul de coomassie, apds a corrida o gel foi incubado em solugdo 0,2% azul de
coomassie, 50% metanol e 10% &acido acético por 30 minutos. Apds os géis foram
descorados com solugao 40% metanol e 7% acido acético, sendo realizadas trocas

desta solucdo até apenas as bandas de proteinas permanecessem coradas em azul.

3.16 IMUNODETECGAO DE PROTEINAS

Para a imunodeteccao de proteinas, foi primeiramente realizada a separacao de
proteinas em SDS-PAGE seguido da transferéncia dessas para membrana de
nitrocelulose 45um, através de sistema semi-seco, a 10V por 1 hora. Apds, a
membrana foi incubada com solugdo Ponceau 0,2% para visualizagdo da
transferéncia e divisdo da membrana quando necessario. A membrana foi entédo
lavada com tampé&o tris salino com Tween 20 (TBST) para retirada do excesso de
Ponceau e bloqueada em TBST 5% (w/v) de albumina soro bovina (BSA) (BioRad),
por 1 hora em orbital. Apds o bloqueio, a membrana foi lavada com TBST para retirar
0 excesso da solugdo de bloqueio, e entdo incubada com o anticorpo primario nas
concentragdes de interesse em TBST 0,5% BSA, por 16 horas em agitador a 4°C.
Entao, a solugdo com os anticorpos foi retirada, a membrana lavada cinco vezes de 5
minutos com TBST, e incubada com o anticorpo secundario de camundongo
(Promega) na proporgéao 1:3000 em TBST 0,5% BSA, em agitador orbital por 1 hora
em temperatura ambiente. A membrana foi novamente lavada, cinco vezes de 5
minutos com TBST, para ser entado incubada por 3 minutos com o substrato ECL Start
ou ECL Prime (Amersham) e revelado no equipamento Fotodocumentador Amersham
Imager 600 GE®.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1EXPRESSAO DA DEUBIQUITINASE USP2a RECOMBINANTE

Ainda nao ha na literatura registros da expressao de USP2a recombinante inteira
para ensaios de atividade deubiquitinase, sendo utilizado comumente apenas o sitio
catalitico dessa proteina como uma forma de evitar sua precipitacdo e perda de
atividade (HASSIEPEN et al., 2007; WANG et al., 2017). O dominio catalitico € comum
para todas as isoformas da USP2, e desta forma, seu uso em ensaios de atividade
resulta em uma menor especificidade entre as formas de USP2 (ZHANG et al., 2023).
Para melhor entender a atividade enzimatica da deubiquitinase USP2a e seus

possiveis alvos, foi necessario realizar a expressao de sua forma inteira.

4.1.1 Expresséao da proteina USP2a em pequena escala

Para padronizar as condi¢goes de expressao da proteina recombinante USP2a
em Escherichia coli (E. coli), foi primeiramente realizada uma expressdo em pequena
escala, em 20 mL, de quatro coldnias diferentes da cepa BL21(DE3) transformadas
com o plasmideo pET28-USP2a e selecionadas em canamicina. Como controle
negativo da expressao, os indculos tiveram metade de seu volume separados,
permanecendo esses sem a inducdo da expressdo por IPTG. Como pode ser
observado na Figura 3 (asteriscos), o aparecimento de bandas mais proeminentes de
aproximadamente 70 kDa nas fragbes induzidas com IPTG, indicam a maior
expressao proteica nas condi¢cdes de inducdo, e considerando a massa molecular de
68 kDa esperada para a proteina USP2a, esse sistema teve éxito em expressar a

proteina recombinante (Figura 3).
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Figura 3 - USP2a recombinante é expressa em sistema heterdlogo de E. coli. SDS-PAGE

10% corado em 0,2% azul de coomassie. Lisado total de inéculos das colbnias 1, 2, 3 e 4 da cepa
BL21(DE3) transformadas com plasmideo pET28-USP2a, com a expressao induzida (I.) ou ndo
induzida (N.l.) com 0,5 mM IPTG. Asteriscos sinalizam as bandas da proteina USP2a expressa.

4.1.2 Diferenciagao de Fragbes Soluveis e Insoluveis

Na produgao de proteinas recombinantes, um problema recorrente é a formagao
de corpos de inclusao devido ao mal dobramento das proteinas sintetizadas. Essas
estruturas sao caracterizadas pela formacao de um precipitado insoluvel, resultado da
exposicao de cadeias hidrofébicas, que comumente se localizam no interior da
proteina. As proteinas necessitam de sua estrutura tridimensional correta para terem
atividade bioldgica, e para obter uma proteina recombinante com atividade enzimatica,
a sua expressao na fracdo soluvel aumenta a possibilidade desse enovelamento
correto, ndo necessitando passar por processos de solubilizagdo por ureia e re-
enovelamento (BHATWA et al., 2021). Sendo assim, foram separadas as fragdes

proteicas soluvel e insoluvel a partir da lise bacteriana em tampao nativo (Figura 4).
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70 kDa

Figura 4 - USP2a encontra-se majoritariamente na fragao insoluvel. SDS-PAGE 10% transferido para
membrana de nitrocelulose e incubado com anticorpo anti-USP2a. Autoradiograma da membrana
apos a reagao de imunodetecgéao.

Foi possivel perceber que a proteina USP2a encontra-se majoritariamente na
fracdo insoluvel, em corpos de inclusdo, processo comum em sistemas heterdlogos
de expressao, porém que dificulta a obteng&o da proteina ativa (Figura 4) (BHATWA
et al., 2021). Na tentativa de aumentar a expressao em condi¢des soluveis, algumas
mudangas nas condi¢des de expressao foram empregadas, com a finalidade de
diminuir a velocidade de sintese proteica, e assim, favorecer o correto dobramento e
a maior solubilidade das proteinas (BHATWA et al., 2021). Simultaneamente com a
indugéo por IPTG por 3 horas a 37°C, outras duas condigbes de expressao proteica
foram testadas: o aumento no tempo de indugao com IPTG por 20 horas a 18°C e o

uso do meio de autoindugcédo Zym-5052, a 37°C por 20 horas (Figura 5).



39

IPTG - 37°C IPTG - 18%C Meio Lvm-5052

Sol. Insol. Sol. Insol. Sol. Insol.

70 kDa F-- [r— .

Figura 5 — Diminuigdo da formacéao de corpos de inclusdo na expressdo de USP2a em temperaturas
baixas. Expressdo de USP2a induzida por IPTG a 37°C (3 horas), IPTG a 18°C (20 horas), ou meio
Zym-5052 a 37°C (20 horas). Comparagao da expressao de USP2a na fragéo soluvel (Sol.) e fragéo
insoltvel (Insol.). SDS-PAGE 10% transferido para membrana de nitrocelulose e incubado com
anticorpo primario anti-USP2a.

Ha um aumento de USP2a na fracido soluvel quando a expressao € induzida por
20 horas a 18°C, quando comparado a indugao por 3 horas a 37°C, e diminuicédo da
fracdo insoluvel considerando a mesma comparacgao. Importante ressaltar que 4x
mais de amostra referente as fragdes soluveis foram aplicadas no gel, entretanto,
ainda é possivel o observar que houve diferengcas comparando as diferentes formas

de indugdo da expressao (Figura 5).

A diminui¢ao da temperatura de indugcdo da expressao diminui a capacidade de
agregacao das proteinas recombinantes em agregados insoluveis ap0s a expressao,
uma vez que esse fendbmeno é favorecido por temperaturas mais altas quais facilitam
a interagdo hidrofébica desses compostos (KAUR; KUMAR; KAUR, 2018). Ao
comparar a expressao induzida por IPTG a 37°C e 18°C, onde apesar do aumento
discreto dos niveis de proteinas na fragao soluvel, é visivel que a indugéo a 18°C
diminuiu de forma consideravel a fragao insoluvel, provavelmente devido a esse efeito
da temperatura na agregacao (Figura 5). A partir desses resultados, a melhor
condigao de expressao de USP2a foi considerada a indugao por IPTG, em agitagao
por 20 horas a 18°C, sendo a metodologia empregada para expressar essa proteina

durante todas as etapas seguintes.

O meio Zym-5052 trata-se de uma alternativa ao uso do IPTG para a indugao da
expressao de proteinas, a sua composi¢cao apresenta a lactose qual apos o consumo
da fonte primaria de carbono para a bactéria, a glucose, € internalizada por esses
organismos, e processada em alolactose, um indutor natural do operon lac (TAHARA

et al., 2021). Essa metodologia proporciona uma indugdo de forma mais lenta e
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gradual, sendo uma boa alternativa para a expressado de produtos toxicos para
bactérias, levando a um melhor rendimento proteico final. Mesmo para a expressao
de proteinas indcuas ao organismo de expressao, altas taxas de indugdo estao
relacionadas com a morte dessas células, devido a eliminagdo do plasmideo de
expressao (STUDIER, 2005).

O uso do meio Zym-5052 foi eficaz em expressar a isoforma USP2b recombinante
em experimentos anteriores de nosso grupo de pesquisa (dados néo publicados),
porém quando empregado para a expressao da proteina USP2a mostrou um baixo
rendimento quando comparado a culturas induzidas com IPTG. Dessa forma, seu uso

na expressao de USP2a foi descartado neste trabalho.

4.1.3 Purificagdo de USP2a Recombinante

Apds serem definidas as melhores condigdes de expressao da proteinas USP2a,
foi realizada a sua expressdo em larga escala, a partir da cultura de
BL21(DE3)USP2a, seguida da lise bacteriana e purificagdo em sistema IMAC. A
USP2a tem em sua construcdo uma cauda poli-histidina, aminoacido com afinidade
por determinados ions metalicos que permite que essa proteina, ao ser percolada em
uma coluna Ni-NTA, se ligue ao niquel, permitindo assim sua separag¢ao de outras
proteinas com menor afinidade por essa coluna. Apdés essa metodologia ser
empregada, os eluatos foram quantificados com a finalidade de determinar em quais

fragcdes uma maior concentragao de proteina era obtido.

Entretanto, nas primeiras tentativas de expressar a USP2a, foi possivel perceber
que o rendimento proteico sofria queda apds o congelamento/descongelamento dos
eluatos, relacionado a um aumento de precipitados nessa solugdo. A precipitagao
dessa proteina recombinante ja era um problema visto em trabalhos anteriores do
nNosso grupo de pesquisa, e por conta disso, foi investigado formas de estabilizar essa
proteina para que ela nao precipitasse. As etapas de lise e purificagdo passaram a ser
realizadas no mesmo dia, de forma que nao fosse necessario o congelamento das

amostras, e foi adicionado aos eluatos da purificagao o glicerol, composto crioprotetor
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que pode atuar como estabilizante dessas proteinas, mantendo todas as amostras em

10% glicerol a partir desta etapa.

ApoOs essas adequagOes serem empregadas no processo de expressdo e
purificacdo, as amostras foram dialisadas e foi obtido um rendimento de 1,4 mg/L,
separados em cinco fragdes de 500 uL concentragdo média de 0,56 pg/uL (Tabela 2).
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Tabela 2: Concentracao de proteina purificada obtida apds expressdo em larga escala.

Eluato Concentragdo de Proteina (ug/pL)
1 0,60
2 0,62
3 0,54
4 0,53
5 0,50

Valores referentes a quantificagéo de proteinas totais por método de Bradford.

4.2 EXPRESSAO DE UBA52 RECOMBINANTE

O gene humano UbA52 codifica para a proteina ribossomal L40 fusionada a uma
ubiquitina, atuando como uma proteina precursora de ubiquitina, por fornecer
ubiquitina monomérica utilizada em diversos processos de PTM por ubiquitinagao (LI;
LI; WU, 2022). A ubiquitina € liberada da L40 apds a hidrolise da ligagao entre as duas
proteinas por enzimas deubiquitinases, estando a USP2a ja descrita na literatura
como uma enzima capaz de clivar a UBA52, liberando a ubiquitina monomeérica
(WANG et al., 2017).

A sua expresséo foi realizada em condigdes similares empregadas a USP2a, o que
a principio apresentou diversos problemas. Varias tentativas de transformacao da
cepa BL21(DE3) para expressdo de proteinas foram realizadas, porém poucas e
pequenas coldnias eram obtidas, e ndo era possivel observar seu crescimento em
meio liquido (dado ndo mostrado).

Por ndo apresentar o gene /acl no vetor utilizado, primeiramente foi hipotetizado a
possibilidade de o vazamento da expressao resultar na morte das bactérias, devido a
uma possivel toxicidade da UBA52, e por conta disso, foi suplementado o meio LB
com glucose, buscando atenuar a expressao da proteina e assim levar ao crescimento
das bactérias em meio liquido. Mesmo com glucose, ndo foi possivel observar um
crescimento satisfatorio da BL21(DE3)UBAS2. Foi alterado também o organismo de
expressao, utilizando da cepa de E. coli Rosetta 2 (DE3), que é capaz de aprimorar a
expressao de proteinas eucaridticas com coédons raramente encontrados em

bactérias. Para essa cepa foi possivel observar o crescimento bacteriano em cultura
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liquida, porém isso nao refletiu na expressdo de UBA52, que permaneceu
indetectavel.

Paralelamente, outras expressdes passaram a sofrer problemas, incluindo da
USP2a que ja tinha um protocolo de expressao bem definido. Desta forma, diferentes
condigbes comecaram a ser testadas isoladamente até que o problema foi
solucionado. Empregou-se a expressdao da USP2a recombinante como controle
positivo de expressao e as diferentes variaveis testadas resultou na expressao
adequada de UBA52, quando a composicao do meio LB para cultura das bactérias foi
alterada, isto é, a triptona (Kasvi) utilizada nos experimentos com baixa eficiéncia foi
substituida por peptona (Sigma). De fato, outro lote de peptona (Merck) mostrou-se
tdo adequada quanto ao lote de peptona da fabricante Sigma na formagao de colbnias
em numero e tamanho satisfatério, sugerindo que algum componente da triptona
Kasvi estava impedindo o crescimento bacteriano, bem como a expressédo adequada
da proteina. Todas as etapas subsequentes tiveram éxito apos essa substituicdo do

componente do meio LB.

4.2.1 Otimizagao da expressao da proteina UBAS52

Primeiro foi definida a condicao de inducdo da UBA52 através de um ensaio de
expressao em pequena escala, onde metade do volume foi induzido com 0,5 mM de
IPTG, por 3 horas a 37°C, e o restante mantido sob as mesmas condi¢cdes, porém sem
a adicado do IPTG. A expressao de UBAS52 foi avaliada entdo por SDS-PAGE seguido

de coloracao por azul de coomassie.

A UBAS52 é uma proteina de fusao formada pela proteina ribossémica L40 ligada
a uma ubiquitina, tendo aproximadamente peso molecular de 15 kDa (GROU et al.,
2015). Na figura 6A é possivel perceber um leve aumento de uma banda na altura
esperada para a UBA52 (asterisco) quando comparada com a condigao nao induzida,
indicando que a condicao utilizada foi capaz de aumentar a expressao dessa proteina.
Para confirmar que de fato esse aumento era referente a expressao de UBA52, foi
realizada uma reacdo de imunodeteccédo utilizando como anticorpo primario o
anticorpo anti-histidina, buscando identificar a etiqueta de histidina presente na
proteina de fusdo. Como pode ser visto na Figura 6B, a UBA52 recombinante foi

expressa em sistema recombinante de E. coli (comparar linha | com NI). Um pequeno
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vazamento de expressdo também pode ser detectado na condicdo nao induzida,
possivelmente devido a falta do gene lacl para realizar a repressao do operon lac,

mesmo sem adi¢ao de indutores como IPTG ou lactose (Fig. 6B, linha NI).

N. L I
anti-histidina
15 kDa — (1:1000)
cp Sol. Insol
15 kDa

anti-ubiquitina
(1:500)
15 kDa

i

Figura 6 - A proteina UBA52 é expressa em sistema heterdlogo de E. coli. (A) SDS-PAGE 15%
corado com 0,2% azul de coomassie. Asterisco indicando a banda da proteina UBA52 recombinante.
(B) SDS-PAGE 15% transferido para membrana de nitrocelulose e incubado como anticorpo primario

anti-histidina e revelado em fotodocumentador. Amostras referentes a cultura de pET23aUBA52
induzida (I.) ou ndo induzida (N.l.) com 0,5 mM IPTG. (C) Diferenciacao das fragbes sollveis (Sol.) e

insoluveis (Insol.) da UBA52 recombinante. SDS-PAGE 15% transferido para membrana de
nitrocelulose e incubado com anti-ubiquitina. Controle positivo (CP) referente ao lisado total de
BL21(DE3)UBA52 com expresséao induzida (amostras |. dos itens A e B).

Apds constatarmos a eficacia destas condigdes de expressao da proteina UBA52
recombinante, foi testado em qual fracdo essa proteina se encontrava apods a
expressdo. Como, mais uma vez, foi utilizado o sistema de expressao heteréloga em
bactéria, € comum a formacao de corpos de inclusao, ja que esses organismos nao
apresentam maquinaria para realizar as mudancgas poés-traducionais que as proteinas
eucarioticas necessitam (BHATWA et al., 2021).

O sedimento celular resultante de 1 mL de cultura de BL21(DE3)UBA52 foi lisada

em condi¢cdes nativas (ou seja, sem agente caotropico) e centrifugada, de forma a
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separar a fragdo soluvel (sobrenadante) da fragdo insoluvel (precipitado). Para a
analise em SDS-PAGE, o precipitado foi ressuspendido em 1% SDS, sendo utilizado
porcoes de fragao soluvel e insoluvel referentes a mesma porcentagem da cultura de
BL21(DE3)UBA52. A partir dos métodos empregados neste trabalho, a proteina
UBA52 expressa foi encontrada tanto na fragdo soluvel quanto insoluvel, estando
ligeiramente em maior quantidade na forma soluvel (Figura 6C).

4.2.2 Purificagdo de UBA52 Recombinante

Apoés padronizado a metodologia para expressao de proteina do vetor pET23a-
UBAS52, foi realizada a expresséo em larga escala de UBA52. A partir do lisado, apds
a inducgéao, foi realizada a purificacdo da UBA52 a partir da etiqueta de histidina
presente no vetor, em coluna de Ni-NTA. Foi analisado pelo método de western
blotting o volume eluido da coluna referente as proteinas que ndo se ligaram a resina
Ni-NTA, chamado de volume-morto ou void, e os cinco eluatos obtidos apds a adicao

de 500 mM de imidazol, para desligar as proteinas da coluna (Figura 7).

Void E1 E2 E3 E4 ES
15kDa
anti-ubiquitina
{1:1000)

Void El E2 E3 E4 E3
13 kDa -..

anti-histidina
{1:1000)

Figura 7 - UBA52 recombinante em condigbes nativas n&o é purificada satisfatoriamente em sistema
Ni-NTA. Void e eluatos (E 1-5) de purificagdo em condigdes nativas, em coluna de Ni-NTA. SDS-
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PAGE 15% transferido para membrana de nitrocelulose e incubado com os anticorpos primarios anti-
ubiquitina (A) e anti-histidina (B).

Quando feito o ensaio de imunodetecgédo utilizando o anticorpo primario anti-
ubiquitina, foi possivel perceber que todo sinal proveniente da presenca de UBA52
estava restrito ao void, indicando que a proteina ndo se ligou a coluna (Figura 7A). Foi
entdo realizado o processo de stripping e a membrana foi entdo reincubada com o
anticorpo anti-histidina. Como pode ser visto na Figura 7B, com o anticorpo anti-
histidina foi possivel identificar bandas nos eluatos 2 e 3 (E2 e E3), em contrapartida,
no void nao foi possivel observar uma marcacao expressiva como ocorreu quando

incubado com anti-ubiquitina (Figura 7).

A baixa eficiéncia encontrada na purificacéo a partir da cauda de histidina pode ser
explicada pela realizagao desse método em condi¢cdes nativas e em coluna. Realizar
a purificacado em condi¢cdes desnaturantes, ressuspendendo as amostras em ureia,
leva a desnaturagcéo da proteina e consequente maior exposicao da cauda de
histidina, que mais facilmente se liga a resina de niquel. Ainda, a purificagdo pode ser
realizada em método de batch, onde a resina Ni-NTA e a amostra sao suspendidas
juntas e mantidas em homogeneizagao por um tempo determinado, aumentando a
eficiéncia de ligagdo da histidina a resina (SPRIESTERSBACH et al., 2015). E
possivel que a alta concentragdo de UBA52 no void seja explicada pela ocultagéo da
etiqueta de histidina em regides estruturais internas da molécula e, desta forma, nao
acessiveis para a ligacdo de coordenagao aos ions Ni2* na matriz cromatografica de

Ni-NTA.

Considerando isso, uma nova purificagao foi realizada, utilizando tanto o void da
purificacdo em condi¢des nativas quanto a fragao insoluvel obtida apos a lise. Para
isso, as amostras em tampéo nativo tiveram a adicdo de 8 M ureia, e foram purificadas
em Ni-NTA em condicbes desnaturantes. Entdo, foi realizada a dialise,
separadamente, dos eluatos em condi¢des nativas e desnaturantes, e posteriormente
os eluatos foram quantificados pelo método de Bradford (Tabela 3). Considerando 500

ML para cada eluato, para uma cultura de 2 L foi obtido o rendimento de 1,87 mg/L.
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Tabela 3: Concentragao de proteina obtida apds purificagdo em Ni-NTA em condi¢cbes nativas e

desnaturantes.
Eluato Condig6es Nativas (ug/pL) Condig6es Desnaturantes (ug/pL)
1 0,61 0,51
2 1,70 0,47
3 1,21 0,60
4 0,71 0,56
5 0,55 0,56

Valores referentes a quantificagdo de proteinas totais por método de Bradford.

Entretanto, ao analisar 10 yL de cada um dos eluatos da tabela 3 por meio de
SDS-PAGE e coloragdo com azul de coomassie, foi constatada a presenca de
proteinas contaminantes, que foram co-purificadas (Figura 8). A UBA52 foi detectada
apenas nos eluatos E2 e E3 (asteriscos) da purificagcdo em condi¢des nativas, devido
sua maior concentracdo, e em consequéncia, maior massa aplicada no gel. Isso indica
que o método de Bradford quantificou principalmente as proteinas co-purificadas, e

dessa forma, a verdadeira concentracéo de UBA52 em cada eluato foi superestimada.
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Condicoes Nativas Condicdes Desnaturantes
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Figura 8 - UBA52 recombinante nado é purificada de maneira satisfatéria por coluna de Ni-NTA. Foram
aplicados 10 pL de cada eluato (1-5) das purificagdes em condi¢des nativas e desnaturantes
(concentracao de cada disponivel na Tabela 3). SDS-PAGE 15% corado com 0,2% azul de
coomassie. Asteriscos indicam bandas na altura esperada para a proteina UBA52 recombinante.

Como o objetivo era conseguir detectar a clivagem da UBA52 pela USP2a através
de SDS-PAGE corado com azul de coomassie, foi entdo analisada quantidades
crescentes (1 a 10 yg) de proteinas totais presentes da fragdo de eluicdo E2 nativo,
para identificar em qual massa seria possivel visualizar de maneira satisfatéria a
proteina UBAS52 recombinante (Figura 9). Com o aumento progressivo da massa total
de proteinas, é possivel perceber a intensificacdo das bandas referentes a proteinas
co-purificadas, e a partir de 2 ug € possivel visualizar bandas na altura de 15 kDa, e
que corresponderiam ao da massa molecular esperada da proteina UBAS52
recombinante (Figura 9). Devido a alta concentragéo de proteinas contaminantes, néo
€ possivel identificar qual das duas bandas realmente é referente a UBA52. Para obter
uma solucao de UBA52 com maior pureza seria interessante associar o método em

Ni-NTA com outra técnica cromatografica.
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Figura 9 - UBA52 ¢é purificada com alta concentracao de proteinas contaminantes. Gradiente de
proteinas (1-10 pg) do eluato 2 (E2) nativo. SDS-PAGE gradiente descontinuo 10-15% corado com
0,2% azul de coomassie.

4.3CLIVAGEM DE UBAS52 PELA USP2A RECOMBINANTE

Como todos os trabalhos que avaliaram a atividade da USP2 utilizaram apenas o
seu sitio catalitico, foi necessario avaliar a capacidade da USP2a recombinante em
sua forma inteira de clivar UBA52 (HASSIEPEN et al., 2007; WANG et al., 2017).
Ainda, como pela primeira vez foi utilizado dessa metodologia para expressar USP2a
recombinante, foi essencial garantir que a proteina obtida apresenta atividade
catalitica e testar em quais condigdes isso ocorre. Para isso, foi realizado o ensaio de
clivagem da UBA52, um substrato de USP2a ja descrito na literatura, em diferentes
concentragdes de USP2a (Figura 10) (WANG et al., 2017).
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Figura 10 - USP2a recombinante tem atividade enzimatica. Ensaio de deubiquitinacao para avaliar a
capacidade da USP2a (1 — 5 uM) de clivar UBA52 (1 ug do E2 nativo). Controle negativo (CN) nao
teve a adigéo de substrato durante a reacéo. SDS-PAGE 15% transferido para membrana de
nitrocelulose, incubado com o anticorpo primario anti-histidina. (B) Representagéo grafica dos valores
relativos de densitometria obtidos das bandas da imagem superior. Densitometria realizada pelo
software ImageJ a partir da intensidade de sinal emitido em cada condigédo.

Desde a primeira concentracédo de USP2a testada (1 uM) ja é possivel perceber
queda no sinal da UBA52, indicando que esse substrato sofreu clivagem, e essa
queda é acompanhada pelo aumento da concentracdo de USP2a, onde a partir de 4
MM de USP2a menos de 10% do sinal do precursor foi visto. A UBA52 foi quase
completamente clivada em 5 uM de USP2a, indicando que a proteina produzida tem
atividade enzimatica (Figura 10). Quando clonado apenas o sitio catalitico da USP2
(USP2cc), menores concentragdes de enzima foram necessarias para consumir
totalmente mais que o dobro do substrato, em um estudo de Wang e colaboradores,
com 50 nM USP2cc nao foi mais possivel detectar a UBAS52, apenas um dos seus
produtos de clivagem, a ubiquitina (WANG et al., 2017). Mesmo em SDS-PAGE 15%

(razao bisacrilamida/acrilamida 1:19) nao foi possivel detectar ubiquitina e a proteina
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L40, produtos da clivagem da UBA52, devido sua baixa massa molecular

(aproximadamente 7 kDa).

4 4ATIVIDADE DE USP2A SOBRE OUTROS PRECURSORES DE UBIQUITINA

Sabendo que a USP2a recombinante estava enzimaticamente ativa, foi testado
sua capacidade de clivar outros precursores de ubiquitina presentes em mamiferos.
Para isso foi utilizado as proteinas recombinantes UBA80, HsUBB e MmUBB,

produzidas por outros membros do grupo.

O gene UbAS8BO codifica uma proteina ribossomal, a S27A, fusionada a uma
ubiquitina, enquanto os genes UBB formam cadeias de poliubiquitinas, sendo que as
HsUBB e MmUBB sao provenientes dos genes humano e camundongo,
respectivamente (GROU et al., 2015). Foi realizado um ensaio de deubiquitinagao
desses precursores a partir de 1 yg das proteinas purificadas e 5 yM de USP2a

recombinante (Figura 11).

LUBABQG H=L'EB MmUBB

= + g + - + TUSP2a Recombinante (5 pM)
70 kDa -

|o— "
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25 kDa anti-ubiquitina {11000}
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Figura 11 - USP2a tem atividade em diferentes precursores de ubiquitina. Ensaio de deubiquitinacao
dos precursores de ubiquitina UBA80, HsUBB e MmMUBB. Para cada reagéo foi utilizado 1 ug do
precursor e 5 yM USP2a. SDS-PAGE 15% transferido para membrana de nitrocelulose, incubado
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com o anticorpo primario anti-histidina. Asteriscos vermelhos indicam o peso molecular esperado para
cada um dos precursores de ubiquitina.

A deubiquitinase USP2a foi capaz de clivar parcialmente os precursores UBA8O e
HsUBB, conseguindo diminuir o sinal nas condi¢des com a enzima quando comparado
com os precursores isoladamente (Figura 11). O papel da USP2a na clivagem desses
precursores nao esta descrito na literatura, e um melhor entendimento desse processo
pode ser interessante visto a importancia da UBA80 em alguns contextos fisiolégicos
como o reparo de DNA e em patologias, como o cancer (LEE et al., 2023; LI et al.,
2023). Para a UBB*', uma forma mutada da HsUBB com importancia em doengas
neurodegenerativas, a USP2 teve atividade catalitica, porém, neste estudo, ndo houve
diferenciacao entre as isoformas da USP2 (CHOJNACKI et al., 2016). A USP2a néao
teve atividade catalitica visivel no precursor MmMUBB, sendo necessario mais

repeticoes para melhores conclusdes sobre esse efeito.

4 5ATIVIDADE DEUBIQUITINASE DE CELULAS SUPEREXPRESSANDO USP2

Foi avaliado também o padréo de clivagem dos precursores ao serem incubados
com extratos celulares contendo as isoformas USP2a e USP2b superexpressas. Para
isso, a linhagem 293T foi transfectada em quatro diferentes condigbes: 293TEV*,
293TUSP2a+ 293TUSP2amt+ (mytante catalitico C276A) e 293TUSP20* sendo também feita
uma condi¢gao nao transfectada, para controle. As células foram lisadas 24h apés a
transfecgdo, seu extrato foi quantificado, e 50 ug de proteinas totais foram utilizados

para o ensaio de deubiquitinagéo in vitro (Figura 12).
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Figura 12 — Deubiquitinagdo de precursores de ubiquitina por extratos de 293T. Ensaio de
deubiquitinagao utilizando 50 pg dos extratos celulares nas condigbes: nao transfectada (NT), vetor
vazio (EV), USP2a, USP2a C276A (USP2a mt) e USP2b, e 1 ug dos precursores de ubiquitina: (A)

UBA52, (B) UBA8O e (C) HsUBB e MmUBB. SDS-PAGE 15% transferido para membrana de

nitrocelulose, incubado com o anticorpo primario anti-histidina (A-B) e anti-ubiquitina (C).

Na figura 12 pode ser observado que para todos os precursores testados, todas
as condicbes de extratos de células 293T apresentaram alguma atividade
deubiquitinase, mesmo em extratos de células que n&o foram transfectadas (NT) ou
que receberam o vetor vazio (EV). As células nao transfectadas provavelmente
expressam endogenamente diferentes deubiquitinases que poderiam, nas condi¢oes
experimentais aqui empregadas, também clivar os precursores purificados. De fato, ja
foi demonstrado experimentalmente que o lisado total de figados de camundongo tem
atividade deubiquitinante sobre estes mesmos precursores (GROU et al., 2015),
indicando que o0 mesmo pode estar acontecendo com os lisados de células 293T.
Ainda, a abundancia de DUBs pode variar de centenas a centenas de milhares dentro
de uma unica célula, dependendo do tipo celular e das suas condi¢des metabdlicas,
garantindo as células uma alta atividade de deubiquinases endogenas (CLAGUE;
URBE; KOMANDER, 2019).

A reacgao de fundo visivel nas rea¢des que utilizaram anti-ubiquitina (Figura
12C) pode ser resultado da presenga de outras proteinas ubiquitinadas em 50 ug de
extrato que foram utilizados. Entretanto, € possivel visualizar a presenga das

poliubiquitinas devido seu sinal mais intenso devido sua maior expressao quando
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comparadas a essas outras proteinas. O uso do anticorpo primario anti-ubiquitina

permite a visualizagdo das bandas referentes a clivagem da cadeia poliubiquitina.

As células 293TUYSP2amt+ gyperexpressam a USP2a mutada, a USP2aC?7%A que
nao apresentam atividade catalitica. De forma interessante, as poliubiquitinas HsUBB
e MmUBB tiveram uma menor clivagem quando expostas ao extrato 293TUSP2amt+
sugerindo que este mutante possa competir com as DUBs enddgenas pelo acesso ao
substrato (Figura 12C). Essa possivel atividade dominante negativa da USP2aC276A,
sobre a forma selvagem da USP2a, ja foi observada anteriormente pelo nosso grupo
em ensaios de estabilizacdo do EGFR, um dos alvos da USP2a. Em células Hela, a
superexpressao da USP2a cataliticamente nula resultava em uma maior taxa de
degradacgao do EGFR quando comparada as células transfectadas com vetor vazio
(LIU et al., 2013). Na figura 12C, aparentemente o mutante se liga ao precursor,
impedindo a agao deubiquitinante das DUB enddgenas. Para entender melhor este

efeito mais investigagdes utilizando a isoforma mutada precisam ser realizadas.

4.6 VERIFICACAO DA POTENCIALIDADE DE USO DA USP2A RECOMBINANTE
EM ENSAIO DE CLIVAGEM DA UB-RHOD110-G

Por ultimo, foi testado o uso da USP2a recombinante em ensaio de
deubiquitinagdo, em placa de 96 pogos, a partir da clivagem do substrato Ub-
Rhod110-G. Essa metodologia € uma boa alternativa para ensaios de varredura em
larga escala, por permitir sua execucédo em placas de multiplos pogos, o0 que permite
a investigacao simultanea de diferentes condigdes experimentais (e.g. concentragao,
pH, tampao, diversidade de amostras e compostos, etc) e ter uma baixa demanda de
tempo para sua realizacdo (CHO et al., 2020). A atividade deubiquitinase é medida
através da clivagem da ubiquitina do substrato, tendo como produto a rodamina
monossubstituida (Rho110-G) que quando excitada a 485 nm emite fluorescéncia,

podendo ser captada por leitor fluorescente de placas (HASSIEPEN et al., 2007).

Para isso, as mesmas concentracdes de USP2a utilizados nos ensaios anteriores
(1-5 pM) foram incubadas com 0,1 yM Ub-Rhod110-G, em tampao de ensaio DUB-B
e foi mensurado a intensidade de fluorescéncia emitida apos 1 hora de reagao (Figura
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13). Como pode ser visto na figura 13, o aumento da intensidade do sinal foi
dependente da concentracdo de USP2a, mostrando uma maior taxa de hidrdlise da
Ub-Rhod110-G, dose-dependente. Mesmo na menor concentracdo de enzima, foi
mensurado uma alta intensidade de fluorescéncia, indicando que concentragdes ainda
menores dessa enzima podem ser utilizadas com a finalidade de visualizar a sua
atividade. A atividade da proteina recombinante com apenas o sitio catalitico da USP2
foi avaliada a partir desse método, e apds variar a concentragao dessa enzima de 0 a
250 pM, os autores escolheram a concentracdo de 120 pM para utilizar nos ensaios
(HASSIEPEN et al., 2007). Dessa forma, concentragdes menores da proteina USP2a
precisam ser testadas, de forma a demandar uma menor quantidade de proteina

purificada para realizar uma maior quantidade de ensaios.
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Figura 13 — Clivagem de Ub-Rhod110-G pela USP2a. Ensaio de deubiquitinagdo de 0,1 uM Ub-
Rhod110-G pela enzima USP2a (1-5 uM) em placa de 96 pogos. Sinal de fluorescéncia em unidades
arbitrarias (AU). Dados gerados a partir de uma replicata, normalizados a partir do controle sem a
presenga da enzima USP2a.

A capacidade de hidrdlise da Ub-Rhod110-G pela USP2a ao longo de 1 hora
também foi mensurada, a partir da mesmas concentracbes de enzima e substrato
(Figura 14). A partir de 3 uM a atividade da USP2a seguiu 0 mesmo padrao, entrando
em um platé em menos de 30 minutos de reagdo. Com 1 yM USP2a a intensidade de
fluorescéncia teve uma laténcia em chegar ao platd, entretanto ainda foi possivel

avaliar a progressao do sinal de fluorescéncia ao longo do tempo.
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Figura 14 - Clivagem de Ub-Rhod110-G ao longo de 60 minutos pela USP2a. Substrato Ub-Rhod110-
G (0,1 uM) e USP2a (1-5 yM) em tampao DUB C foram adicionados em placa de 96 pocos e a
fluorescéncia medida (AU) a cada minuto por 1 hora. Dados gerados a partir de uma replicata,

normalizados a partir do controle sem a presenca da enzima USP2a.

O ensaio em placa a partir da clivagem de Ub-Rhod110-G mostrou aplicabilidade
no estudo da atividade da USP2a, entretanto, ensaios adicionais deverdo ser
realizados para caracterizar melhor a cinética dessa enzima. Por possibilitar a
diversidade de condigdes em um unico ensaio, com o0 uso de placas de multiplos
pogos, essa metodologia pode ser utilizada para varredura em bibliotecas de

compostos em busca de inibidores especificos da USP2a.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

As enzimas deubiquitinases USP2a estao relacionadas com diversas patologias
como neoplasias de prostata, figado, rins e bexiga sendo um importante potencial alvo
terapéutico dessas doencgas. Entretanto, ainda ndo ha na literatura a descricao de
algum composto com capacidade de inibir seletivamente a agcdo dessa proteina,
podendo agir como uma alternativa terapéutica nessas doengas. Uma possibilidade
na busca de inibidores da USP2a é através da varredura de biblioteca de compostos,
onde de forma rapida, diferente compostos podem ser testados quando a capacidade

de inibir ou ndo a atividade dessa proteina.

A obtencdao da proteina USP2a recombinante, enzimaticamente ativa, neste
estudo, possibilita essa busca de inibidores, onde a atividade da USP2a pode ser
mensurada através de ensaio em placa, permitindo que uma grande quantidade de
compostos seja testada, mas também através a partir da clivagem do seu substrato
UBAS52. Além disso, esse trabalho contribuiu para a otimizagdo da expresséo dessa
proteina em fragcdes soluveis, permitindo também o uso dessa proteina para outras

finalidades.

A capacidade da USP2a em clivar os precursores de ubiquitina UBA80 e HsUBB
nao esta descrita na literatura, e através do ensaio preliminar realizado neste trabalho,
sugere-se a atividade dessa enzima nesses precursores. Para um melhor
entendimento desse processo novos ensaios de deubiquitinacdo devem ser

realizados, visando caracterizar melhor a interagcéo entre essas proteinas.

A partir de extratos celulares de 293T expressando a USP2a mutada foram obtidos
mais indicios da agéo dessa proteina como dominante negativo, impedindo a clivagem
do precursor HsUBB, resultando em sua maior concentragdao quando comparado ao
extrato nao transfectado. Esse dado reforgou outro dado da literatura mostrando que
a mutacdao de USP2a além de nao apresentar a atividade biolégica da sua forma
candnica, impede a ag¢ao de deubiquitinases sobre seus substratos. Apesar de
precisar mais repeticdes para confirmar esse efeito, esse resultado preliminar abre
portas para uma outra linha de investigagao sobre como essa acdo como dominante-

negativo pode estar acontecendo.



58

Por fim, esse trabalho também trouxe verificagdo do uso da USP2a no ensaio de
clivagem de Ub-Rhod110-G, o que sera de extrema importancia para futuros projetos
de nosso grupo de pesquisa visando o0 uso dessa metodologia para realizar a
varredura de bibliotecas de compostos, com o intuito de buscar inibidores da seletivos
da USP2a, ou até mesmo como uma técnica de refinamento apos a varredura a partir
do uso isolado do sitio catalitico da USP2. Empregando a metodologia utilizada neste
estudo, em um unico dia de trabalho, mais de 465 compostos podem serem avaliados

quanto sua atividade inibitéria a USP2a.
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