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RESUMO 
DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

 
 Emanuella de Castro 

 

A apoptose é um processo de morte celular extremamente regulado que requer interação 

de inúmeros fatores. São observadas alterações morfológicas características da morte 

celular por apoptose, geradas em consequência de uma cascata de eventos moleculares e 

bioquímicos específicos e geneticamente regulados. A via de apoptose é utilizada como 

alvo para tratamento de doenças como Leishmaniose, portanto, o estudo de proteínas que 

regulam essa via em tripanosomatídeos se mostra bastante relevante. Diversos estudos 

mostraram a ocorrência de apoptose em organismos unicelulares, incluindo o 

Trypanosoma cruzi, agente causador da doença de Chagas. Nesses organismos, as 

metacaspases (TcMCAs) parecem desempenhar um papel chave nesse processo, e foram 

identificadas duas metacaspases, a metacaspase-3 (TcMCA3) e a metacaspase-5 

(TcMCA5). Esse trabalho forneceu dados a respeito da regulação de TcMCA3 através da 

interação com o composto ativador de procaspase-1 (PAC-1), um ativador de procaspase 

3. A produção de TcMCA3 recombinante em Escherichia coli cepa Tuner (DE3) resultou na 

expressão e purificação de duas isoformas: TcMCA3 intacta (~50 kDa) e a enzima 

processada (~30 kDA). O ensaio de fluorimetria de varredura diferencial com a proteína 

recombinante e uma biblioteca de compostos que ativam apoptose em humanos identificou 

PAC-1 como um potencial ligante de TcMCA3. A interação de PAC-1 e TcMCA3 reduziu a 

viabilidade de epimastigotas de T. cruzi com um IC50 de 14,12 μM. PAC-1 causou perda 

no potencial mitocondrial e exposição de fosfatidilserina, características do processo 

apoptótico que foram identificados por citometria de fluxo. O tratamento em tripomastigotas 

metacíclicos não apresentou as mesmas características vistas em epimastigotas. Estes se 

mostraram mais resistentes ao tratamento, apresentando alteração no potencial de 

membrana mitocondrial, mas sem o rompimento da membrana celular ou exposição de 

fosfatidilserina. Análises de docking molecular mostram que a provável região da interação 

TcMCA3 e PAC-1 não é conservada em outros organismos. Além disso, ensaios de 

citotoxicidade com células de mamíferos (células 3T3) revelaram um IC50 maior que o 

encontrado para epimastigotas, o que indica que Pac-1 afeta o parasita T. cruzi em doses 

menores que em células de mamíferos. Esses dados compõem o artigo “Procaspase-

activating compound-1 induces apoptosis in Trypanosoma cruzi, e são importantes para 

melhor compreensão da apoptose nesse organismo, e assim revelar um possível alvo para 

novos fármacos. 
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ABSTRACT 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 
 

 Emanuella de Castro 

 

Apoptosis is a highly regulated cell death process that requires the interaction of numerous 

factors. Characteristic morphological changes are observed in apoptosis, generated as a 

consequence of specific molecular and biochemical events genetically regulated. The 

treatment of diseases such as Leishmaniasis targets the apoptosis pathway, therefore, the 

study of proteins that regulate this pathway in trypanosomatids is quite relevant. Several 

studies have shown the occurrence of apoptosis in unicellular organisms, including 

Trypanosoma cruzi, the causative agent of Chagas' disease. In these organisms, the 

metacaspases (TcMCAs) appear to play a key role in this process, and two metacaspases 

have been identified in these organisms, the metacaspase-3 (TcMCA3) and the 

metacaspase-5 (TcMCA5). This work provided data regarding the regulation of TcMCA3 

through interaction with the procaspase activating compound-1 (PAC-1), a procaspase 3 

activator. The TcMCA3 recombinant production in Escherichia coli strain Tuner (DE3) 

resulted in the expression and purification of two isoforms: intact TcMCA3 (~50 kDa) and 

the processed enzyme (~30 kDa). The differential scanning fluorimetry assay with the 

recombinant protein and compounds that activates apoptosis in humans identified the PAC-

1 as a potential TcMCA3 ligand. The interaction of PAC-1 and TcMCA3 reduced the viability 

of T. cruzi epimastigotes with an IC 50 of 14.12 μM. PAC-1 caused loss in mitochondrial 

potential and exposure of phosphatidylserine, features of the apoptotic process that were 

identified by flow cytometry. The treatment of metacyclic trypomastigotes did not result in 

the same characteristics seen in epimastigotes. Metacyclic trypomastigotes showed to be 

more resistant to the PAC-1 treatment, presenting alteration in the potential of mitochondrial 

membrane but without the rupture of the cellular membrane or exposure of 

phosphatidylserine. Molecular docking analyzes show that the probable region of the 

TcMCA3 and PAC-1 interaction is not conserved in other organisms. In addition, mammalian 

cell cytotoxicity assays (3T3 cells) revealed an IC50 greater than that found for 

epimastigotes, indicating that PAC-1 affects the T. cruzi parasite at lower doses than in 

mammalian cells. These data comprise the article "Procaspase-activating compound-1 

induces apoptosis in Trypanosoma cruzi”, and are important for understanding apoptosis in 

this organism, and thus reveal a possible target for new drugs. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. DOENÇA DE CHAGAS 

 

A doença de Chagas é uma infecção parasitária, causada pelo protozoário 

parasita Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1909). Trata-se de uma doença negligenciada 

e endêmica na América Latina, onde cerca de 8 milhões de pessoas estão infectadas. 

É estimado que mais de 10.000 pessoas morram todos os anos por causa das 

manifestações clínicas causadas pela doença, além de mais de 25 milhões de 

pessoas que correm o risco de adquirir a doença (WHO, 2017).  

A doença é encontrada principalmente em 21 países latino-americanos, mas 

ao longo do último século se espalhou para outros continentes principalmente pela 

movimentação populacional (figura 1.1) (WHO, 2017). Nos Estados Unidos da 

América, estima-se que 300 mil imigrantes residentes estejam infectados pelo T. cruzi 

(BERN; MONTGOMERY, 2009). 

 

Figura 1.1. Prevalência estimada da infecção pelo T. cruzi. A transmissão é concentrada em áreas 
de infestação vetorial doméstica. No entanto, por ser uma infecção vitalícia quando sem tratamento, a 
prevalência reflete também infecções antigas e a migração humana. Fonte: Modificado de (CARYN 
BERN; M.P.H, 2015) 
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A infecção ocorre comumente via vetorial, onde as fezes do inseto vetor 

hematófago contaminado entram em contato com a corrente sanguínea do hospedeiro 

através de feridas ou mucosa. A infecção também pode ocorrer via congênita, via 

transfusão sanguínea, transplante de órgãos, acidentes laboratoriais e alimentos 

contaminados (CDC, 2017). Entre as formas de transmissão, a via oral tem se 

destacado nos últimos anos como a principal via, ficando a via vetorial como uma 

causa pouco prevalente (SOUZA; POVOA, 2016). 

A doença de Chagas pode ser transmitida por mais de 40 espécies diferentes 

de triatomíneos, dentre estes, Triatoma sp são os principais transmissores da infecção 

(CARCAVALLO et al., 1997).  

A doença de Chagas apresenta dois estágios, as fases aguda e crônica. A 

fase aguda é caracterizada pela presença do parasita no sangue do paciente, sendo 

facilmente diagnosticada através de um esfregaço sanguíneo. Entretanto, a fase 

aguda é assintomática em 95% das infecções. Quando sintomático, apresenta febre, 

mal-estar, dores musculares e articulares, sonolência, cólicas e diarreia, edema, 

distúrbios respiratórios e cianose (TEIXEIRA et al., 2006). Na região de inoculação 

pode haver um nódulo de pele (chagoma) ou um edema de pálpebra (sinal de 

Romaña). Cerca de 1% dos casos de infecção aguda são considerados graves, 

apresentando risco à vida devido a meningoencefalite ou miocardite (CARYN BERN; 

M.P.H, 2015). 

No Brasil, há relatos de pacientes em fase aguda da doença de Chagas. Entre 

os anos de 2000 e 2013 foram registrados 1.570 casos, sendo 1.081 contaminados 

por via oral, 100 pela forma vetorial, 6 pela forma vertical, 372 ignoradas e 11 por 

outras formas, sendo a região Norte com o maior número de casos, 1430 (SOUZA; 

POVOA, 2016) 

Dados do Ministério da Saúde mostram que no período de 2005 a 2013 foi 

registrada uma taxa média de letalidade da doença de Chagas aguda de 2,7%. A 

elevada letalidade em 2005 (20%) coincidiu com o surto de Chagas aguda por 

transmissão oral em Santa Catarina, momento em que pouco se sabia sobre essa 

forma de transmissão (MINISTERIO DA SAÚDE, 2015).  

Quando não tratada efetivamente na fase aguda, a doença de Chagas evolui 

para sua fase crônica. Os pacientes podem permanecer nessa fase de modo 

assintomático, sem qualquer manifestação clínica da doença. Nessas situações, a 

doença de Chagas não é fatal. No entanto, alguns pacientes podem desenvolver a 

forma determinada da fase crônica que apresenta complicações cardíacas e/ou 
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digestivas (megaesôfago e megacólon), geralmente 10-30 anos após a infecção 

inicial. Em alguns casos pode haver a progressão direta da fase aguda para a forma 

crônica da doença de Chagas, e ainda casos de reativação da doença em pacientes 

imunocomprometidos (JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010; TEIXEIRA et al., 2006). 

SARTORI et al   (2007) definiu a reativação como a presença de manifestações 

clínicas que não são observadas em indivíduos imunocompetentes acometidos pela 

doença de chagas crônica: detecção de parasitas por microscopia em sangue ou 

líquido cefalorraquidiano, e altas cargas de amastigotas em biópsias ou amostras 

biológicas. 

Progressivamente, a doença tem alcançado países não endêmicos, por conta 

do intenso processo migratório. As principais correntes migratórias partiram da 

América Latina rumo à Europa e Estados Unidos, sendo estimado 300.000 chagásicos 

na sua forma crônica morando permanentemente nos Estados Unidos e 67.000 na 

Espanha. Isso fez com que políticas públicas fossem propostas para lidar com este 

problema além de políticas específicas para testes sorológicos, para evitar a 

transmissão da doença em doações de sangue órgãos sólidos (SCHMIDT et al., 

2016).  

O controle da doença de Chagas vem sendo realizado através do controle dos 

insetos vetores, o que continua a ser o método mais útil para a prevenção, já que 

ainda não foram produzidas vacinas contra o T. cruzi (WHO, 2017). 

Estima-se que em 2015, mais de 80% das pessoas atingidas pela doença não 

tiveram acesso ao diagnóstico e ao tratamento, o que sustenta o elevado impacto de 

morbimortalidade e custo social da enfermidade (DIAS et al., 2016). 

 

1.2. TRATAMENTO 

 

Desde 1970, o tratamento da doença de Chagas é feito através do uso do 

nifurtimox 4 [(5-nitrofurfurylidene)amino]-3-methylthiomorpholine-1,1-dioxide), um 

derivado do  nitrofuran e  o benzonidazol (N-benzyl-2-nitroimidazole-1-acetamide), 

derivado do nitroimidazol. Ambos os medicamentos atuam através da bioredução do 

grupo nitro, formando radicais livres/metabólitos eletrolíticos (MAYA et al., 2007).  

Ambos os compostos foram desenvolvidos empiricamente ao longo de três 

décadas e apresentam resultados variáveis. A resposta ao tratamento varia de acordo 

com a fase da doença, período de tratamento, dose, idade, e a origem geográfica dos 

pacientes. As drogas são mais eficientes na fase aguda da doença, em infecções 
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crônicas de crianças menores de 12 anos, infecções congênitas e em acidentes de 

laboratório (COURA; CASTRO, 2002).  

Além de não serem eficientes para todos os pacientes, o benzonidazol e 

nifurtimox causam também muitos efeitos colaterais. Durante o tratamento com 

Nifurtimox, os efeitos colaterais mais frequentes são a anorexia, perda de peso, 

alterações psíquicas, excitabilidade ou sonolência e manifestações digestivas, como 

náuseas, vômitos e ocasionalmente cólicas intestinais e diarreia. Já o benzonidazol 

causa reações de hipersensibilidade no início do tratamento, toxicidade medular e 

neuropatias periféricas no final do tratamento. O tratamento não é indicado para 

pacientes grávidas, pacientes com infecções sistêmicas, insuficiência cardíaca, 

respiratória, renal ou hepática, hemopatias e neoplasias sem possibilidade de 

tratamento, pessoas de idade avançada e muito debilitadas (COURA; CASTRO, 2002; 

ROJO et al ., 2014). 

O nifurtimox, até o momento, não é disponibilizado no mercado farmacêutico 

de nenhum país. Em situações em que o uso do nifurtimox é imprescindível devido a 

intolerância ao Benzonidazol, o medicamento deverá ser solicitado via escritório de 

OPAS (Organização Pan-Americana da Saúde) e da OMS (Organização Mundial da 

Saúde) pelo Ministério da Saúde (DIAS et al., 2016). A interrupção do comércio do 

nifurtimox ocorreu possivelmente em razão do seu efeito tripanocida menor em 

algumas regiões endêmicas (COURA; CASTRO, 2002). 

Os medicamentos alopurinol e os antifúngicos azólicos são conhecidos por 

suprimir a parasitemia por T. cruzi e podem ser úteis em situações de reativação em 

imunodeprimidos que não é possível a utilização do benzonidazol ou do nifurtimox 

(DIAS et al., 2016) 

 

1.3. TRYPANOSOMA CRUZI 

 

O protozoário parasita T. cruzi  (CHAGAS, 1909) pertence ao reino protista, 

sub-reino protozoa, filo Sarcomastighophora, sub-filo Mastighophora, classe 

Zoomastighophora, ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae, gênero 

Trypanosoma e espécie Trypanosoma cruzi (LEVINE et al., 1980). 

O gênero Trypanosoma constitui um dos mais importantes, pois inclui alguns 

organismos que causam doenças em humanos como a doença de Chagas (T. cruzi) 

e a doença do sono (Trypanosoma brucei), e em animais e plantas comercialmente 

importantes. Além da sua importância como patógeno humano, o T. cruzi apresenta 
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peculiaridades que o tornam um excelente modelo para estudo (SHAPIRO; 

ENGLUND, 1995). 

Ao longo do seu ciclo de vida, T. cruzi apresenta estágios com morfologia e 

estrutura celulares distintas de acordo com seu habitat no hospedeiro mamífero e 

hospedeiro invertebrado (Figura1.2) (GUEDES et al ., 2017). 

  

Figura 1.2 Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Fonte: Modificado de (CDC, 2017) 

As formas evolutivas do T. cruzi foram classificadas morfologicamente por 

microscopia ótica de acordo com a posição do cinetoplasto em relação ao núcleo da 

célula e pela exteriorização do flagelo. As principais formas são: amastigotas, 

tripomastigotas e epimastigotas. A forma amastigota é a forma intracelular do T. cruzi, 

encontrado nos tecidos do hospedeiro vertebrado. Possui um tamanho de 

aproximadamente 4 µm de diâmetro, e não apresenta flagelo exterior ou membrana 

ondulante (Figura 1.3 D). A forma epimastigota do T. cruzi é extracelular, flagelada e 

encontrada no trato digestivo do triatomíneo. Possui tamanho aproximado entre 20-

40 μm de comprimento e 2-5 μm de largura. Seu cinetoplasto tem posição anterior ao 

núcleo e sua membrana ondulante não é bem desenvolvida (Figura 1.3 B). A forma 

tripomastigota é infectiva e encontrada tanto no hospedeiro vertebrado quanto no 

inseto vetor. O núcleo é central e o cinetoplasto com DNA altamente empacotado fica 

localizado na região posterior. A forma tripomastigota pode ser ainda classificado de 

acordo com o habitat do parasita, sendo chamada tripomastigota metacíclico quando 
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no intestino do inseto vetor e tripomastigota sanguíneo quando se encontra no sangue 

ou outros fluidos do hospedeiro vertebrado. O tripomastigota metacíclico tem tamanho 

aproximado de 17 μm com flagelo menor emergindo do corpúsculo basal perto do 

cinetoplasto com uma membrana ondulante geralmente estreita (Figura 1.3 C), 

enquanto que o tripomastigota sanguíneo tem 12 a 20 μm, o flagelo é maior e a 

membrana ondulante é estreita (Figura 1.3 A) (MARTINS et al., 2012).  

 

Figura 1.3 Microscopia óptica das diferentes formas evolutivas do Trypanosoma cruzi. A – 
Formas tripomastigotas sanguíneas do Trypanosoma cruzi. B – Formas epimastigotas do Trypanosoma 
cruzi. C-  Formas Tripomastigotas metacíclicas do Trypanosoma cruzi (metaciclogênese in vitro). D -   
Amastigotas intracelulares do Trypanosoma cruzi.  Fonte: (CARVALHO, 2017) 

 

Além das principais formas evolutivas, foram identificadas também formas 

intermediárias. No hospedeiro invertebrado pode ser encontrado no estômago do 

triatomíneo formas arredondadas que possuem um flagelo e são chamadas de 

esferomastigotas (BRENER, 1973). No sangue periférico de mamíferos, os 

tripomastigotas são uma população pleomórfica constituída de uma mistura de 2 

formas que são geralmente descritos como delgada ou larga (TYLER; ENGMAN, 

2001).  

Os transmissores do T. cruzi são insetos hematófagos, que ingerem o parasita 

que passará por uma sequência de transformações ao longo do tubo digestivo do 

A 

B 

C 

D 
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inseto. Os tripomastigotas sanguíneos ingeridos transformam-se em formas 

epimastigotas que se proliferam por divisão binária no intestino do vetor, que pode 

ocorrer por toda vida do vetor. No intestino grosso do inseto, os epimastigotas aderem 

hidrofobicamente à cutícula cerosa da parede do intestino posterior e se transformam 

em tripomastigotas metacíclicos (Figura 1.2) (BRENER, 1997; GUEDES et al., 2017). 

As diferenciações do T. cruzi são estimuladas pelo AMP cíclico e por ativadores de 

adenilado ciclase (GONZALES-PERDOMO; ROMERO; GOLDENBERG, 1988). 

Durante o repasto sanguíneo, as formas tripomastigotas metacíclicas serão 

então eliminadas junto com as fezes, então o parasita pode infectar o hospedeiro 

mamífero entrando em contato com a ferida da picada ou com mucosas. Dentro do 

hospedeiro vertebrado, T. cruzi irá penetrar uma célula para cumprir seu ciclo 

evolutivo. Ele pode infectar um gama de células presentes próximo ao local da 

infecção (musculatura lisa e estriada, macrófagos, células epiteliais, fibroblastos). No 

interior celular, o parasita se diferencia em amastigota e irá se proliferar por divisão 

binária no citoplasma da célula invadida. Uma vez que a célula esteja preenchida, o 

parasita se transforma na forma infectante tripomastigota sanguínea que rompe a 

parede celular e alcança a corrente sanguínea podendo infectar novas células ou 

completar o ciclo pela ingestão de sangue contaminado pelo inseto vetor (BRENER, 

1997; GUEDES et al., 2017). 

 

1.4. TIPOS DE MORTE CELULAR EM T. CRUZI 

1.4.1. Autofagia 

 

A autofagia é uma via de sinalização complexa envolvendo mais de 30 

proteínas ATG bem conservadas que removem ou remodelam estruturas celulares 

danificadas. É caracterizada pela formação de autofagossomos, vesículas de dupla 

membrana, que são responsáveis pelo englobamento dos constituintes 

citoplasmáticos, estruturas de membranas concêntricas e organelas circundantes, 

que em seguida se funde ao lisossomo onde o conteúdo é degradado e reciclado 

(ADADE; OLIVEIRA; PAIS, 2013; EDINGER; THOMPSON, 2004). A degradação 

precoce das organelas é acompanhado da preservação do citoesqueleto até estágios 

posteriores, sem resposta inflamatória (MENNA-BARRETO et al., 2009). 

Em T. cruzi foi relatada a presença dos genes do sistema de conjugação Atg8 

(Atg3, Atg4, Atg7, Atg8), enquanto que Atg12, Atg5, e Atg10 os principais 

componentes da via do Atg 12 estão ausentes (ALVAREZ et al., 2008). 
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Nos eucariotos unicelulares, a autofagia acontece quando os nutrientes 

ambientais se tornam esgotados. Os componentes citoplasmáticos são então 

catabolizados por (macro) autofagia para reutilização e ajudar na produção de ATP 

(KIEL, 2010). 

  

1.4.2. Necrose 

 

A necrose é o resultado final de uma catástrofe bioenergética resultante da 

depleção de ATP e inicia principalmente por acidentes celulares como insultos tóxicos 

ou danos físicos. É caracterizada morfologicamente por vacuolização do citoplasma e 

indução de uma resposta inflamatória em torno da célula por conta da liberação do 

conteúdo celular e moléculas pró inflamatórias (EDINGER; THOMPSON, 2004).  

A morte celular de tripanossomatídeos por necrose já foi descrita (KUBATA et 

al., 2005; MENNA-BARRETO et al., 2009). As características desse tipo de morte 

envolvem alterações nas mitocôndrias, incluindo despolarização mitocondrial, 

depleção de ATP, geração de ROS, perda da homeostasia do cálcio, vacuolização do 

citoplasma, e a degradação da membrana plasmática (EDINGER; THOMPSON, 

2004).   

 

1.4.3. Apoptose 

 

A apoptose é um processo de morte celular que ocorre normalmente durante o 

desenvolvimento e envelhecimento das células, atua como um mecanismo 

homeostático mantendo a populações de célula nos tecidos. Pode ocorrer também 

como um mecanismo de defesa, como em reações imunes ou quando as células são 

danificadas por agentes nocivos ou doenças (ELMORE, 2007). 

Este processo foi primeiramente descrito por Kerr, Wyllie e Currie (KERR; 

WYLLIE; CURRIE, 1972) quando foi proposto que o termo apoptose indicava o 

processo de morte celular programada. A apoptose está envolvida nos processos de 

organogênese e hematopoese normal e patológica, na reposição tecidual, na atrofia 

de órgãos, na resposta inflamatória e na eliminação de células após dano celular por 

agentes genotóxicos (GRIVICICH; REGNER; DA ROCHA, 2007). A apoptose também 

está associada a muitas doenças humanas incluindo doenças neurodegenerativas 

como a doença de Alzheimer e doença de Huntington, doenças autoimunes e várias 

formas de câncer (COHEN, 1997). 
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A morte por apoptose é caracterizada por alterações morfológicas típicas. É 

possível identificar o encolhimento celular e a picnose, que é o resultado da 

condensação da cromatina, sendo esta a maior característica da apoptose. Ocorre 

também a compactação de organelas citoplasmáticas e dilatação do retículo 

endoplasmático. Há uma extensa formação de prolongamentos de membrana que é 

seguida pela fragmentação do núcleo e a separação de fragmentos celulares nos 

chamados corpos apoptóticos. Os corpos apoptóticos consistem em citoplasma com 

organelas envoltos por membrana celular com ou sem fragmento nuclear. Esses 

fragmentos celulares são então fagocitados por macrófagos, células parenquimais, ou 

células neoplásicas e degradadas nos fagolisossomos (figura 1.4) (COHEN, 1997; 

ELMORE, 2007) 

Figura 1.4 Características morfológicas de células em apoptose e em necrose.  Na apoptose 
ocorre a retração celular, há a condensação da cromatina junto a membrana nuclear, a formação dos 
prolongamentos de membrana celular, a fragmentação do núcleo e a formação dos corpos apoptóticos 
a partir dos prolongamentos de membrana, que são rapidamente fagocitados evitando o processo 
inflamatório. Na necrose a células apresentam aumento do volume celular, agregação da cromatina, 
desorganização do citoplasma, perda da integridade da membrana plasmática e consequente ruptura 
celular. Fonte: (GRIVICICH; REGNER; DA ROCHA, 2007) 
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Não é desencadeada reação inflamatória em torno do processo de apoptose 

ou da remoção dos corpos apoptóticos. Isso porque as células apoptóticas não 

liberam seus constituintes celulares no tecido intersticial circundante, os corpos 

apoptóticos formados são rapidamente fagocitados pelas células fagocíticas 

circundantes, impedindo o processo de necrose secundário, e as células que 

envolvem os corpos apoptóticos não produzem citocinas anti-inflamatórias (SAVILL; 

FADOK, 2000). Além disso agora sabe-se também que as células em apoptose 

podem bloquear o processo inflamatório, ao secretar Adenosina. Isso acontece 

inicialmente com a quebra da proteína canal de membrana chamada pannexin-1, 

pelas caspases em células apoptóticas, que leva a ativação da Pannexin-1. Isso 

resulta na liberação de adenosina monofosfato (AMP) que logo tem um grupo fosfato 

removido por uma 5’-nucleotidase expressa pelos fagócitos, produzindo adenosina. A 

Adenosina então se liga ao receptor A2a nos fagócitos que desencadeará uma 

resposta genética anti-inflamatória como pode ser visto na figura 1.5 (YAMAGUCHI et 

al., 2014 apud Wallach 2014).   

 

Figura 1.5 Mecanismo Anti-inflamatório de células apoptóticas. Yamaguchi et al ., 2014 mostrou 
que as células apoptóticas liberam Adenosina Monofosfato que é convertido a adenosina pelo fagócito. 
A molécula de adenosina pode então desencadear uma resposta genética antiflamatória ao se ligar ao 
receptor A2a. Modificado de (WALLACH; KOVALENKO, 2014) 

 

Já foi descrito a presença do processo de apoptose-like em T.cruzi através de 

características morfológicas e bioquímicas similares a da apoptose quando expostos 

a situações de estresse (AMEISEN et al., 1995; CORNILLON et al., 1994; DAVIS et 

al., 1992; NGUEWA et al., 2004; PIACENZA; PELUFFO; RADI, 2001; WELBURN; 

LILLICO; MURPHY, 1999). 
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 Nesses organismos foram encontradas evidências de um processo de 

apoptose-like como: a alteração no potencial de membrana mitocondrial, geralmente 

causado pela permeabilização da mitocôndria, e a degradação do DNA, encolhimento 

celular, e manutenção da membrana celular (COLA et al., 2006). 

 

1.5. CASPASES  

 

As caspases são endoproteases importantes para a manutenção da 

homeostase através da regulação da apoptose e inflamação (MCILWAIN; BERGER; 

MAK, 2013). São proteases que utilizam uma cisteína como grupo nucleofílico para 

clivagem de substratos. No processo de apoptose, as caspases tem papel central e 

são as proteínas melhores estudadas. A ação dessas proteínas desencadeia várias 

alterações morfológicas características do processo de apoptose, tais como, a 

condensação e fragmentação do núcleo e externalização de fosfolipídios de 

membrana para sinalização da fagocitose (CHANG, 2000; GRIVICICH; REGNER; DA 

ROCHA, 2007). 

As caspases são expressas em forma de pró enzimas inativas (procaspases) 

na maioria das células. As procaspases são constituídas por uma subunidade grande 

(p20), uma pequena (p10) e um pró-domínio N-terminal (ALBERTS et al., 2010; 

MCLUSKEY et al., 2012). Em algumas pro-caspases, as subunidades são separadas 

por espaçador pequeno que é removido do zimógeno durante a ativação 

(EARNSHAW; MARTINS; KAUFMANN, 1999). 

Figura 1.6 Ativação da procaspase durante a apoptose. Fonte: (ALBERTS et al., 2010) 
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Os zimógenos inativos são ativados após eventos de sinalização que 

promovem a agregação em dímeros ou complexos de moléculas e a clivagem 

(MCILWAIN; BERGER; MAK, 2013). A clivagem das procaspases ocorre em um ou 

dois ácidos aspárticos específicos. A importância dos pró-domínios na regulação da 

apoptose é destacado pelo reconhecimento de moléculas adaptadoras, que se ligam 

a essa região e recruta-a para o complexo de sinalização (COHEN, 1997). 

A estrutura cristalográfica tanto da caspase-1 (PDB: 1IBC) quanto da 

caspase-3 (PDB: 1PAU)  revelou uma enzima ativa como um heterotetrâmero, 

contendo 2 subunidades menores e 2 subunidades maiores como pode ser visto na 

figura 1.7 (CHANG, 2000; NICHOLSON, 1999). Cada subunidade catalítica deriva de 

uma única molécula de procaspase e é composto por uma folha beta torcida, 

geralmente paralela, situada entre duas camadas de alfa hélices. Os heterodímeros 

se associam principalmente através da interação entre as subunidades p10 (CHANG, 

2000) formando uma folha beta contínua de 12 folhas.  Forma-se então um elipsoide 

compacto com dimensões aproximadas de 25 Å × 50 Â × 30 Â. (FUENTES-PRIOR; 

SALVESEN, 2004). O sítio catalítico é composto por regiões da subunidade maior 

(díade catalítica cisteína e histidina) e subunidade menor (resíduos para ligação ao 

substrato) e esse arranjo permite posicionar os dois sítio catalíticos nas extremidades 

opostas da molécula (EARNSHAW; MARTINS; KAUFMANN, 1999).  

Figura 1.7 - Estrutura do tetrâmero da caspase 3 complexado ao peptídeo Ac-DEVD-CHO (PDB: 
1PAU). O tetrâmero é formado por duas subunidades maiores que estão em azul e verde, e as 
subunidades menores evidenciadas em vermelho e rosa. As regiões N e C terminal das 4 cadeias estão 
indicadas. A molécula de inibidor está em amarelo. Fonte: (ROTONDA et al., 1996) 



13 
 

A ativação de uma determinada caspase dispara uma ativação em cadeia de 

procaspases, a chamada cascata proteolítica. Essa cascata amplifica a via de 

sinalização e assim leva à morte celular rapidamente. As caspases foram 

categorizadas em caspases iniciadoras: caspase-2,-8,-9,-10, quando possuem pró-

domínios longos e iniciam a cascata proteolítica; em caspases efetoras: caspase-3, -

6,-7 quando possuem pró-domínios curtos ou inexistentes e atuam na clivagem de 

substratos e caspases inflamatórias (caspase -1, -4, -5, -11, -12, -13, -14 ) (ELMORE, 

2007; GRIVICICH; REGNER; DA ROCHA, 2007). As caspases -1, -4, -5, -11, -12, -

13, -14 estão envolvidas na maturação de citoquinas, e sua contribuição na apoptose 

permanece não esclarecida  (DENAULT; SALVESEN, 2002) 

 

1.5.1. Vias de apoptose dependentes de caspase  

 

Há duas possíveis vias de sinalização melhor compreendidas que podem 

ativar a apoptose em células animais, elas são chamadas de via extrínseca e via 

intrínseca.  

 A via extrínseca é responsável pela eliminação de células indesejadas durante 

o desenvolvimento e maturação do sistema imunológico e remoção de tumor mediada 

pelo sistema imunológico (BOATRIGHT; SALVESEN, 2003). As vias de sinalização 

que iniciam a via extrínseca envolvem interações mediadas por receptores 

transmembrana Fas, que são membros da superfamília de genes do fator de necrose 

tumoral (TNF). Esses receptores Fas possuem um domínio citoplasmático de cerca 

de 80 aminoácidos que é chamado de domínio de morte, que é responsável pela 

transmissão do sinal de morte da superfície celular para o meio intracelular (ELMORE, 

2007).  

 Com a ligação de um ligante de Fas que sinaliza para a apoptose, ocorre a 

trimerização e ativação do receptor Fas, esse por consequência forma microarranjos 

na superfície celular de forma a permitir que uma molécula adaptadora, FADD, seja 

recrutada para a cauda citosólica (BOATRIGHT; SALVESEN, 2003). O FAAD se 

associa a pro-caspase-8 por dimerização do domínio de morte efetor e assim forma-

se o complexo DISC que leva a ativação autocatalítica da pro-caspase-8 e a execução 

da apoptose é desencadeada como ilustrado na figura 1.8 (ALBERTS et al., 2010; 

GRIVICICH; REGNER; DA ROCHA, 2007).  
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Figura 1.8 Via extrínseca de ativação da apoptose.  O ligante FasL se liga ao receptor Fas e isso 
resultará a trimerização e consequente ativação dos receptores de morte específicos. A porção 
citoplasmática desses receptores, chamados de “domínio de morte”, interagem com moléculas 
conhecidas como FADD (adaptadores) que recrutam a pró-caspase 8 formado o complexo Disc (não 
mostrado) que desencadeará a ativação dessa enzima e por consequência a cascata de apoptose. DD: 
domínio de morte e DED: domínio efetor de morte. Fonte: (GRIVICICH; REGNER; DA ROCHA, 2007) 

A Via intrínseca de ativação da apoptose é usada para eliminar células em 

resposta a radiação ionizante, quimioterápicos e dano mitocondrial. Os estímulos de 

morte causam mudanças na membrana interna da mitocôndria, o que resulta no 

aumento da permeabilidade do poro mitocondrial, perda do potencial de membrana 

mitocondrial e liberação do citocromo c (BOATRIGHT; SALVESEN, 2003; ELMORE, 

2007). 

Além disso, a indução da perda do potencial de membrana mitocondrial e a 

mudança na permeabilidade mitocondrial levam a perda da homeostase celular com 

a interrupção da síntese de ATP, aumentando a produção de espécies reativas de 

oxigênio, que causa a oxidação de lipídios, proteínas e ácidos nucleicos, aumentando 

o colapso (GRIVICICH; REGNER; DA ROCHA, 2007).  

A liberação do citocromo C leva ao recrutamento e ativação da caspase-9 em 

um complexo conhecido como apoptossomo. O componente central do apoptossomo 

é uma proteína conhecida como Apaf-1 (factor de ativação de protease apoptótica 1) 

que recruta a caspase-9 através do seu domínio N-terminal de recrutamento e 

ativação das caspases (BOATRIGHT; SALVESEN, 2003). No apoptossomo acontece 

a clivagem da pro-caspase-9, liberando a caspase 9 ativa  que vai desencadear a 

apoptose (Figura 1.9) (GRIVICICH; REGNER; DA ROCHA, 2007). 
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Figura 1.9 Via intrínseca de ativação da apoptose. Os diferentes estímulos pró apoptóticos são 
detectados pela mitocôndria, que leva a liberação de citocromo C e proteínas ativadoras da apoptose 
para o citosol. No citosol, o citocromo C liga a Apaf-1 e a caspase-9 formando um complexo que é 
chamado de apoptossomo, promovendo assim a clivagem da pró-caspase-9 e liberando a caspase 9 
ativa para ativar a caspase 3 e desencadear a apoptose. Fonte: (GRIVICICH; REGNER; DA ROCHA, 
2007) 

O controle e regulação desses eventos mitocondriais apoptóticos correm 

através de membros da família de proteínas Bcl-2. Elas regulam a permeabilidade da 

membrana e pode ser pró-apoptótica ou anti-apoptótica. As proteínas anti-apoptóticas 

incluem Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, Bcl-W, BAG e as pró apototicas Bcl-10, Bax, Bak, 

Bid, Bad Bim, Bik e Blk (ELMORE, 2007). 

 

1.6. METACASPASES  

 

As caspases não são encontradas em organismos não metazoários. As 

metacaspases, homólogos distantes das caspases, estão presentes em todos as 

linhagens eucarióticas não metazoárias e ausente em metazoários. Elas foram 

relacionadas a morte celular em plantas e eucariotos inferiores (KOSEC et al., 2006; 

MCLUSKEY et al., 2012). Nos protozoários, a morte celular programada pode 

representar mecanismos concomitantes ou alternativos para a seleção clonal, a 

evasão da resposta imune e regulação do tamanho da população (JIMENEZ et al., 

2008). 
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As metacaspases também são cisteíno proteases e possuem similaridade 

estrutural com as caspases e a díade catalítica cisteína-histidina. Todas compartilham 

um núcleo com dobra caspase/hemoglobinase, que é formada por uma folha beta 

paralela com quatro fitas beta e três alfas hélices conservadas. Assim como as 

caspases, elas pertencem a família C14, clan CD, uma superfamília estrutural.  

(MCLUSKEY et al., 2012; MESLIN et al., 2011).  

As metacasparases podem ser classificadas em tipo I e tipo II. As 

metacaspases do tipo I possuem um pró domínio N-terminal com uma sequência rica 

em prolina e são encontradas apenas em protozoários. As metacaspases do tipo II 

não possuem o pró-domínio, mas em contrapartida possuem uma região de ligação 

entre as subunidades p10 e p20 onde se localiza o sítio ativo da enzima (MCLUSKEY 

et al., 2012; TSIATSIANI et al., 2011). 

As metacaspases possuem uma bolsa S1 altamente ácida que leva a uma 

especificidade básica para a arginina e lisina na posição P1, em vez da especificidade 

ao ácido aspártico que é  observada nas caspases (MESLIN et al ., 2011). 

Estudos mostram que as metacaspases estão envolvidas na regulação do 

ciclo celular, dissolução de agregados proteicos, virulência de organismos 

patogênicos, embriogênese em plantas e no controle e regulação da apoptose 

(TSIATSIANI et al., 2011).  

Em Saccharomyces cerevisiae YCA1 também foi descrito o envolvimento das 

metacaspases na morte celular com marcadores típicos de um processo apoptótico, 

como fragmentação do DNA, exposição da fosfatidilserina e condensação da 

cromatina quando há a superexpressão de YCA1. Esse processo  foi inibido com a 

utilização do inibidor de caspase Z-VAD-fluorometilcetona conhecido por bloquear a 

apoptose em mamíferos (MADEO et al., 2002).  

 As metacaspases foram identificadas e parcialmente descritas em todos os 

tripanosomatídeos (MESLIN et al., 2011). A morte celular programada foi 

relatada em vários tripanossomatídeos, com evidências da formação de 

prolongamentos citoplasmáticos, fragmentação do DNA, exposição da fosfatidilserina, 

liberação de citocromo C, e alterações no potencial de membrana mitocondrial 

(AMEISEN et al., 1995). Algumas evidências da função das metacaspases em 

tripanossomatídeos são relatadas a seguir. 

Em Trypanosoma brucei, cinco genes codificadores de metacaspases são 

expressos (TbMCA1- TbMCA5). Estudos de expressão das metacaspase de T. brucei 

em S. cerevisiae mostraram que a superexpressão de TbMCA4 resultou na inibição 
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do crescimento e morte celular, assim, sugeriu-se que essa metacaspase tenha um 

papel no controle da proliferação celular acoplada à função mitocondrial, pois induz  

a perda de competência respiratória em células de levedura, mesmo sendo 

encontrada no núcleo (SZALLIES; KUBATA; DUSZENKO, 2002).  TbMCA1 e 

TbMCA4 contém substituições de aminoácidos nos seus resíduos catalíticos, a 

cisteína e a histidina são substituídas por um resíduo serina e tirosina, 

respectivamente. Isso sugere que essas proteínas sejam cataliticamente inativas, e 

talvez atuem na regulação de outras peptidases, como é o caso da cFLIP, um 

homólogo inativo da caspase-8 que regula a atividade da caspase 8 (YU; JEFFREY; 

SHI, 2009).  A TbMCA4  também mostrou atuar como um fator de virulência ligado a 

membrana que é processado pela TbMCA3 (PROTO et al., 2011) . 

O processamento que a TbMCA2 sofre ocorre através da interação com íons 

de cálcio, e foi observado que a concentração desse íon interfere na estrutura 

secundária de TbMCA2, assim como interfere na especificidade ao substrato 

(MACHADO et al., 2013). 

Até o momento, só ocorreu a determinação estrutural de TbMCA2. A estrutura 

cristalográfica de um mutante inativo da TbMCA2 mostrou que essa proteína não 

apresenta a folha beta de seis fitas encontrada nas caspases, ela possui duas fitas 

extras resultando em uma estrutura monomérica com uma folha β de oito fitas, 2 ↑1 ↑ 

3 ↑ 4 ↑ 7 ↑ 8 ↓ 5 ↑ 6 ↓ (Figura1.10). Assim como nas caspases, foram encontradas 5 

alfa-hélices e uma pequena folha beta em L3 cercando a folha central (MCLUSKEY; 

MOTTRAM, 2015).  
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Figura 1.10 - Estrutura da Metacaspase 2 de Trypanosoma brucei (TbMCA2). Fonte: (McLUSKEY 
et al., 2012). 

 

Com exceção de Leishmania infantum e Leishmania dovani onde 2 

metacaspases foram encontradas, as demais espécies de Leishmania expressam um 

único gene para metacaspases (MESLIN et al., 2011). Em espécies de Leishmania, 

as metacaspases são necessárias para a morte celular induzida pelo estresse 

oxidativo (TSIATSIANI et al., 2011).  

Em L. dovani, LdMCA1 e LdMC2 são expressas tanto na forma promastigota 

quanto na forma amastigota do parasita. Foi identificado que essas metacaspases 

estão localizadas nos acidocalcissomos que são liberados após a indução de 

apoptose por peróxido de hidrogênio (H2O2). Em L. major, a LmjMCA única foi ativada 

por autoprocessamento, sendo a região processada 300 vezes mais ativa que a 

metacaspase inteira (MESLIN et al., 2011). 

Foi notada também que a superexpressão de LmjMCA aumenta a 

sensibilidade L. major ao estresse oxidativo, medido através da exposição da 

fosfatidilserina e pela perda do potencial de membrana mitocondrial, quando 

comparada a parasitas normais. Além disso, foi identificado que o domínio catalítico 

central pode, sozinho, aumentar a sensibilidade do parasita a morte, indicando que a 

metacaspase afeta a mitocôndria indiretamente (ZALILA et al., 2011). 

Em T. cruzi foram identificados dois genes codificantes para metacaspases, 

eles são homólogos a metacaspase 3 (TbMCA3) e a metacaspase 5 (TbMCA5) de T. 
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brucei.  TcMCA3 possui aproximadamente 16 cópias no genoma enquanto que a 

TcMCA5 possui apenas uma cópia (KOSEC et al., 2006). TcMCA3 está presente em 

todo o ciclo de vida do parasita, enquanto que TcMCA5 é encontrada apenas na forma 

epimastigota (MESLIN et al., 2011).   

Em T. cruzi foram descritos parâmetros clássicos associados à apoptose, 

semelhante a encontrada em organismos pluricelulares. Foi identificada a redução do 

volume isotônico, a externalização da fosfatidilserina e a fragmentação do DNA 

internucleossômico, acompanhada de condensação da cromatina e formação de 

corpos apoptóticos, em epimastigotas na fase estacionária do crescimento (JIMENEZ 

et al., 2008). 

O papel das metacaspases na apoptose do parasita foi sugerida ao 

demonstrar que essas proteínas sofriam uma relocalização durante a apoptose 

induzida pelo soro humano fresco, essas metacaspases que estavam antes dispersas 

pelo citoplasma se realocaram para o núcleo do parasita. A superexpressão da 

TcMCA5 em epimastigotas mostrou que elas se tornam mais suscetíveis a uma morte 

celular programada quando expostas ao soro humano fresco. Além disso, a 

superexpressão da metacaspase 3 apresentou um efeito letal as células  (KOSEC et 

al., 2006). 

A superexpressão das TcMCAs nos estágios replicativos do T. cruzi se 

mostrou prejudicial ao crescimento celular. Além disso, o aumento dos níveis de 

expressão da TcMCA3 em duas a seis vezes foi suficiente para prender o ciclo celular 

na transição da fase G1 para fase S, e também causou o aumento de diferenciação 

para tripomastigotas metacíclicos (LAVERRIÈRE; CAZZULO; ALVAREZ, 2012).  

As primeiras evidências de apoptose em T. cruzi surgiram na década de 90 

(AMEISEN et al ., 1995) e os estudos acima relatados mostraram que as 

metacaspases afetam a viabilidade e diferenciação do T. cruzi. Esses estudos 

mostraram ainda que as metacaspases podem participam de processos de morte 

celular por apoptose; portanto, a caracterização funcional e estrutural das 

metacaspases de T. cruzi é importante para compreender os mecanismos 

moleculares da apoptose nesse parasita, e devido a sua ausência em seres humanos, 

as metacaspases se tornam um alvo atraente para quimioterápicos. 
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2. OBJETIVOS 

2.2. OBJETIVO GERAL 

 

O objetivo geral desse trabalho é a identificação de um composto que interaja 

com a metacaspase-3 de Trypanosoma cruzi, e cause a morte celular por apoptose, 

para auxiliar no estudo desse processo nesse protozoário. 

 

2.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 

• Clonagem, expressão e purificação da TcMCA-3; 

• Identificar compostos que se ligam à TcMCA3; 

• Avaliar os efeitos na viabilidade celular; 

• Avaliar se a morte celular apresentava características de um processo 

apoptótico por citometria de fluxo; 

• Avaliar a interação desse composto em células que expressam caspase 3; 

• Analisar in silico a interação do composto com a TcMCA-3; 
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3. ARTIGO 1: “Procaspase-activating compond-1 induces apoptosis in 

Trypanosoma cruzi”    

 

Os resultados obtidos durante o desenvolvimento do mestrado resultaram 

no artigo “Procaspase-activating compond-1 induces apoptosis in Trypanosoma 

cruzi”. Como incentivado pelo programa em pós-graduação em Biociências e 

Biotecnologia do Instituto Carlos Chagas, esse artigo será parte integrante dessa 

dissertação e substituirá as seções de Material e Métodos e Resultados encontrados 

na dissertação apresentada de maneira formal.  

Nesse artigo mostramos a identificação de um composto que é capaz de 

interagir com a metacaspase-3 de T. cruzi, reduzir a viabilidade celular de cultura de 

epimastigotas e levar a um processo de apoptose-like, já que foi identificado 

características de um processo de apoptose por citometria de fluxo. 

Além disso, mostramos que a interação entre o composto e a metacaspase-

3 pode ser única, já que os resíduos de interação não são conservados em outros 

organismos, e em ensaios com cultura de células de mamíferos, que expressam 

caspases, a droga apresentou um IC50 maior do que visto para epimastigotas. 

O artigo “Procaspase-activating compond-1 induces apoptosis in 

Trypanosoma cruzi” foi publicado em dezembro de 2017 na Revista Apoptosis (qualis 

A2).  

 

 

CASTRO, E. DE et al . Procaspase-activating compound-1 induces apoptosis in 

Trypanosoma cruzi. Apoptosis, v. 22, n. 12, p. 1564–1577, 2017.  
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4. DISCUSSÃO 

 

As caspases existem como pró-enzimas inativas e sua ativação resulta da 

clivagem de suas subunidades p20 e p10. Vários trabalhos demonstraram a ativação 

catalítica das metacaspases e seus homólogos (GONZÁLEZ et al., 2007; MADEO et 

al., 2002). Entre os tripanossomatídeos, há indícios do processamento de 

metacaspases em L. major (ZALILA et al., 2011) e da relação entre a atividade 

enzimática e o processamento. Em T. brucei, a atividade pode não ser dependente da 

clivagem (MOSS et al., 2007), mas o processamento de TbMCA2 afeta o sítio de 

ligação ao substrato permitindo que enzimas processadas hidrolisem grandes 

substratos (GILIO et al., 2017). Diferente de estudos anteriores (LAVERRIÈRE; 

CAZZULO; ALVAREZ, 2012), mostramos que a TcMCA3 recombinante é produzida 

em duas isoformas estáveis de TcMCA3, um indicativo do autoprocesamento in vitro. 

Este comportamento auto catalítico de TcMCA3 difere do que foi relatado 

anteriormente e pode ser uma consequência de diferentes tags e tampões utilizados 

para expressão e purificação recombinantes. De fato, a presença de duas bandas 

estáveis identificadas por MS/MS como TcMCA3 sugere uma clivagem específica, 

apesar da possibilidade de degradação proteica. Além disso, a semelhança nos perfis 

de SDS-PAGE entre TbMCA2 (GILIO et al., 2017) e TcMCA3 favorece a hipótese do 

processamento de TcMCA3 ao invés de degradação inespecífica. Infelizmente, a 

análise por MS/MS não conseguiu determinar com precisão a região de clivagem. No 

entanto, os resultados sugerem que esta ocorra provavelmente antes do resíduo 130. 

Na verdade, a determinação do sítio de clivagem de metacaspase permanece 

obscura. Vários trabalhos demonstraram o processamento de metacaspases, mas 

também não conseguiram identificar o local de clivagem (GONZÁLEZ et al., 2007; 

MADEO et al., 2002).  

O fato de apenas a TbMCA2 de T. brucei ter sua estrutura resolvida 

(MCLUSKEY et al., 2012) aumenta a necessidade de elucidar a estrutura da TcMCA3 

para a compreensão da reação auto catalítica que desencadeia sua ativação. Para 

isso temos como perspectiva, a realização da determinação estrutural da TcMCA3 por 

cristalografia de raios-x, no estado processado e no estado não processado e assim 

gerar dados a respeito dessa reação. O detalhamento estrutural do processo de 

ativação de TcMCA3 auxiliarão na busca por ativadores e/ou supressores dessa 

enzima. 
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Assim como a determinação estrutural, a caracterização cinética de TbMCA2 

de T. brucei já foi realizada. Em 2013, Machado e colaboradores mostraram a 

preferência de TbMCA2 por resíduos básicos na região P1 e por resíduos polares na 

região P2 e P3 (MACHADO et al., 2013). Com o intuito de identificar as sequências 

de aminoácidos alvo da metacaspase-3 na cascata de apoptose, também 

pretendemos realizar a sua caracterização cinética utilizando substratos FRET 

(Fluorescence Resonance Energy Transfer). 

A busca por inibidores específicos de caspases é prioridade em várias 

empresas farmacêuticas devido ao seu potencial terapêutico (NEUFELD KL. 

NUCLEAR APC, [s.d.]). Os dados experimentais em modelos animais indicam que a 

inibição desta via pode ser útil no tratamento da sepse (AYALA et al., 1996; WANG et 

al., 1994), doenças cardíacas, isquemia relacionada à acidente vascular cerebral  e 

lesões no cérebro, fígado e outros órgãos (CURSIO et al., 2000; YAOITA et al., 1998). 

A identificação de um composto que induz ou protege da apoptose em T. cruzi 

permitiria a manipulação in vitro desse processo. Devido às semelhanças estruturais 

existentes entre as metacaspases e as caspase (Seção 3, Fig. 7f), iniciamos a 

pesquisa usando compostos apoptóticos bem caracterizados. Há um grande impulso 

para a pesquisa de novos usos para medicamentos existentes, pois esta abordagem 

evita o imenso custo associado ao desenvolvimento de novos compostos químicos e 

pode ser particularmente útil em doenças negligenciadas. 

Identificamos 13 compostos que melhoraram a estabilidade térmica de 

TcMCA3. Desses, decidimos avaliar o efeito da interação entre PAC-1 e TcMCA3 in 

vitro. A escolha do composto foi baseada nos fatores descritos na figura 2, seção 3, e 

entre todos os compostos identificados, PAC-1 se ajustou melhor a esses critérios. 

Sabe-se que PAC-1 induz apoptose em metazoários através da ativação da 

procaspase-3. A ativação da procaspase-3 é inibida pela interação dessa proteína 

com íons de Zinco. PAC-1 se liga à íons de zinco inibitórios, que permite a ativação 

automática da procaspase-3 em caspase-3 (PETERSON et al., 2009). PAC-1 tem se 

mostrado um potencial fármaco para o tratamento do câncer, cuja eficácia é 

diretamente proporcional à concentração de procaspase-3 presente nas células 

(PUTT et al., 2006). 

O PAC-1 e o zinco formam um complexo rígido, com uma constante de 

dissociação de aproximadamente 42 nM. Entre vários compostos já testados (CuSO4, 

ZnSO4, CoCl2, FeCl2, MnCl2, FeCl3, MgCl2), apenas zinco e cobalto interagem 

fortemente com procaspase-3 (PETERSON et al., 2009). Diferente das caspases, as 
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metacaspases são dependentes do cálcio para a sua atividade (MCLUSKEY et al., 

2012). A atividade de TcMCA3 aumenta gradualmente após a adição de cálcio 

(LAVERRIÈRE; CAZZULO; ALVAREZ, 2012) e em T. brucei, a ligação de cálcio induz 

uma mudança conformacional alostérica que promove a ativação. Em T. brucei, o local 

de ligação ao cálcio é composto por quatro resíduos de ácido aspártico (D173, D189, 

D190 e D220) (MCLUSKEY et al., 2012). Com exceção de D190, os outros resíduos 

são conservados em T. cruzi. Devido a já conhecida interação entre PAC-1/íons 

Zinco/procaspase-e, avaliamos inicialmente através do docking molecular, a 

probabilidade de PAC-1 interagir ao sítio de ligação de cálcio. No entanto, a análise 

de docking mostrou que a interação com PAC-1 provavelmente não ocorre no local 

de ligação ao cálcio (Tabela Suplementar S2, Apêndice). Em vez disso, os resíduos 

energicamente favoráveis para essa interação são aminoácidos que não são 

conservada em TbMCA2 e caspase 3 (figura 7, seção 3). Todos esses dados indicam 

que a regulação TcMCA3 pode ter características únicas em T. cruzi. 

Assim como para a caracterização do autoprocessamento da TcMCA3, a 

cristalografia de raios-x poderá auxiliar na compreensão atômica da interação entre o 

PAC-1, e a TcMCA3, já que essa análise, até o momento, só ocorreu in silico. Além 

disso, será possível ainda determinar o local de ligação ao cálcio em TcMCA3 e 

determinar a conservação dessa região com TbMCA2 de T. brucei. 

Mesmo que o mecanismo de ativação seja distinto, o efeito nas células é 

bastante semelhante. PAC-1 afetou a viabilidade de epimastigotas de T. cruzi, levando 

à exposição à fosfatidilserina e à inativação mitocondrial, características do processo 

de apoptose. No entanto, os efeitos do PAC-1 em tripomastigotas metacíclicos foram 

muito distintos dos observados em epimastigotas. Os tripomastigotas metacíclicos 

incubados com PAC-1 foram mais resistentes à morte do que os epimastigotas. T. 

cruzi tem um ciclo de vida complexo envolvendo hospedeiros de mamíferos e vetores 

de insetos (CHAGAS, 1909). Diferente dos epimastigotas que se dividem por fissão 

binária no intestino do vetor, os parasitas do estágio de transmissão, os 

tripomastigotas metacíclicos não podem se dividir e, devem penetrar as células 

hospedeiras de mamíferos para continuar o ciclo de vida do T. cruzi no hospedeiro. 

Vários estudos concluíram que T. cruzi utiliza seu sistema antioxidante para se 

proteger contra a invasão de macrófagos no início da infecção para garantir a 

disseminação de tecidos e órgãos distantes (NAGAJYOTHI et al., 2012). 

Teoricamente, as células invasoras de tripomastigotas expressam níveis mais 
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elevados de antioxidantes que lhes permitem superar o estresse mitocondrial 

(CASTRO; TOMÁS, 2008) 

Estudos mostram que epimastigotas que super expressam TcMCA3 

apresentam uma porcentagem menor de células positivas para o iodeto de propídio, 

quando comparadas com controles não induzidos, indicando um efeito pró-

sobrevivência da super expressão de TcMCA3 (LAVERRIÈRE; CAZZULO; ALVAREZ, 

2012). No entanto, o estímulo da metaciclogênese depende da atividade catalítica de 

TcMCA3 (LAVERRIÈRE; CAZZULO; ALVAREZ, 2012). Observamos que os efeitos 

causados pela incubação do T. cruzi com PAC-1 são antagônicos ao da super 

expressão de TcMCA3, fortalecendo a hipótese de que PAC-1 é um inibidor de 

TcMCA3. 

A primeira evidência de apoptose em T. cruzi foi relatada em 1995 (AMEISEN 

et al., 1995), mas nenhum ativador isolado foi identificado até agora. As informações 

sobre a regulação deste processo e as enzimas envolvidas ainda não foram 

esclarecidas. Apesar de o PAC-1 aparentar ter maior afinidade às linhagens celulares 

de câncer (IC50 de 3 nM) do que para o epimastigotas de T. cruzi (IC50 de 14,12 μM), 

o IC50 está na  mesma ordem de grandeza do Benznidazol (IC50 de 22,69 μM) e do 

Nifurtimox (IC50 de 3,78 μM) (PALACE-BERL et al., 2013). Além disso, ao comparar 

os valores de IC em células de mamífero (IC20: 75.43, IC50: 25.7, IC80: 8.99) aos 

valores de IC em células de epimastigota de T. cruzi (IC20: 3.15, IC50: 14.12, IC80: 

63.19), percebemos que estes valores são maiores para as 3T3, indicando que o PAC-

1 mata o T. cruzi em doses mais baixas do que as células de mamíferos. Isso é 

oportuno em relação à relevância terapêutica, uma vez que PAC-1 causará a morte 

em T. cruzi antes de prejudicar as células de mamíferos. 

Acima de tudo, é importante destacar a importância desta investigação para 

além das suas aplicações clínicas. A identificação de um composto que se liga ao 

TcMCA3 e promova um apoptose em T. cruzi permite o estudo da apoptose in vitro 

para melhorar a compreensão do processo. E com o auxílio do composto ativador da 

apoptose em T.cruzi pretendemos identificar as proteínas que interagem com a 

TcMCA3 em células epimastigotas e tripomastigotas metacacíclicos apoptóticas pela 

técnica de cross-linking acoplada a espectrometria de massas e comparar com as 

interações realizadas em células em seu estado normal. Juntamente com a análise 

estrutural dos diferentes estados de TcMCA3 e a sua caracterização cinética 

poderemos indicar se as proteínas do interactoma são prováveis ativadores ou 
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supressores de TcMCA3, e assim elucidar a cascata de apoptose-like em 

Trypanosoma cruzi.  
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5. CONCLUSÕES 

 

O presente trabalho deu início a caracterização de uma via ainda 

desconhecida em T. cruzi, e mostrou que a metacaspase-3 está envolvida nesse 

processo. 

 A TcMCA3 produzida de forma recombinante nesse trabalho contribuiu para 

a identificação do auto processamento da enzima, sendo observado a presença de 

duas isoformas estáveis, tendo a proteína inteira com aproximadamente 50kDa e a 

processada com aproximadamente 30kDa, sugerindo que a clivagem possa ocorrer 

após o resíduo 130, que difere do que foi sugerido em estudos anteriores 

(LAVERRIÈRE; CAZZULO; ALVAREZ, 2012). 

Com a produção da proteína recombinante foi possível identificar um 

composto que interagisse com a TcMCA3, o PAC-1, e o modo de interação pode ser 

peculiar em T. cruzi já que os resíduos envolvidos na interação identificados no 

docking molecular, não são conservados na caspase-3 humana ou na metacaspase-

2 de T. brucei. 

Nos ensaios realizados com epimastigotas de T. cruzi e PAC-1, a presença 

da droga causou uma redução na viabilidade celular do parasita, e levou a exposição 

da fosfatidilserina com a redução do potencial de membrana mitocondrial, 

características bem estabelecidas de um processo apoptótico. Já para a forma 

tripomastigota metacíclica vemos ocorrer algum mecanismo distinto de regulação 

dessa via, pois esse se mostrou mais resistente a morte, com leve alteração no 

potencial de membrana mitocondrial. 

Comparando os resultados obtidos com T. cruzi com células de mamíferos 

vemos um valor de IC50 menor para T. cruzi, o que mostra que o PAC-1 atinge o 

parasita em doses menores do que em mamíferos. 

Os resultados apresentados nesse trabalho permitem estender a 

compreensão da via de apoptose em T. cruzi, através da identificação de um 

composto que se liga à TcMCA3 e promove a apoptose no parasita e abre 

perspectivas para elucidação desse processo, que pode ser utilizado como alvo de 

novos fármacos para a doença de Chagas. 
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Supplementary data 

 

 

Figure S1 – Selected regions for molecular docking between TcMCA3 model and 

PAC-1. A- Calcium binding site described in TbMCA2. B- Ligand binding site flanked 

by two flexible loops (S177-F183 and A270-G293). Red arrow in A indicates the docked 

region in B.  
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Figure S2- SEC chromatogram. 

 

 Structure 1 Structure 2   

DOCKING 
NUMBER 

iNat iNres 
Surface 

Å² 
iNat iNres 

Surface 
Å² 

Interface 
Area Å² 

ΔiG 
kcal/mol 

1 29 1 672 49 21 17264 369.4 1,3 

2 28 1 660 45 20 17264 353.1 1 

3 29 1 651 57 23 17264 386.6 0 

4 27 1 663 42 15 17264 305.1 -0,2 

5 27 1 666 48 21 17264 393.7 0,3 

6 28 1 664 49 21 17264 387.0 0,5 

7 26 1 655 39 15 17264 315.4 -0,1 

8 28 1 664 42 19 17264 363.0 0 

9 27 1 662 41 15 17264 329.0 -2,1 

 

Table S1 – Analysis of 9 nine poses in generate by Auto dock Vina in the PISA 

platform. The docked region was defined by two flexible loops (S177-F183 and A270-

G293).  The Docking 9 (shaded in green) was chosen for our analyses. iNat indicates 

the number of interfacing atoms in the corresponding structure. iNres indicates the 

number of interfacing residues in the corresponding structure. Surface Å2 is the total 

solvent accessible surface area in square Ångstroms. Interface area in Å2, calculated 

as difference in total accessible surface areas of isolated and interfacing structures 

divided by two. ΔiG indicates the solvation free energy gain upon formation of the 

interface, in kcal/M. The value is calculated as difference in total solvation energies of 

isolated and interfacing structures. Negative ΔiG corresponds to hydrophobic 

interfaces, or positive protein affinity. This value does not include the effect of satisfied 

hydrogen bonds and salt bridges across the interface. Structure 1 and 2 refers to PAC-

1 TcMCA3, respectively. 
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Structure 1 Structure 2 

   

DOCKING 
NUMBER 

iNat iNres Surface 
Å² 

iNat iNres Surface 
Å² 

Interface 
Area Å² 

ΔiG 
kcal/mol 

ΔiG P-
value 

1 29 1 663 57 20 17294 382.5 -0.4 -1.000 

2 26 1 661 54 20 17294 360.7 0.2 -1000 

3 27 1 656 50 17 17294 365.6 0.2 -1000 

4 25 1 665 51 18 17294 339.3 -0.3 -1000 

5 27 1 660 57 19 17294 348.9 -0.1 -1000 

6 26 1 666 55 20 17294 345.7 0.3 -1000 

7 27 1 661 53 23 17294 369.7 -0,1 -1000 

8 25 1 654 47 16 17294 359.5 -0.2 -1000 

9 24 1 667 49 19 17294 323.0 0.5 -1000 

 

Table S2 – Analysis of 9 nine poses generate by Auto dock Vina in the PISA 

platform. The docked region was defined as calcium binding site described in 

TbMCA2. iNat indicates the number of interfacing atoms in the corresponding structure. 

iNres indicates the number of interfacing residues in the corresponding structure. 

Surface Å2 is the total solvent accessible surface area in square Ångstroms. Interface 

area in Å2, calculated as difference in total accessible surface areas of isolated and 

interfacing structures divided by two. ΔiG indicates the solvation free energy gain upon 

formation of the interface, in kcal/M. The value is calculated as difference in total 

solvation energies of isolated and interfacing structures. Negative ΔiG corresponds to 

hydrophobic interfaces, or positive protein affinity. This value does not include the 

effect of satisfied hydrogen bonds and salt bridges across the interface. Structure 1 

and 2 refers to PAC-1 TcMCA3, respectively. 

 

 

 

Poor rotameters 2.70% 

Favored rotameters 90.88% 

Ramachandran outliers 1.12% 

Ramachandran favored 94.66% 

Bad bonds 0.04% 

Bad angles 1.38 % 

Table S3 – TcMCA3 geometry evaluated by Molprobity. 

 

 


