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DISSERTACAO DE MESTRADO

Emanuella de Castro

A apoptose é um processo de morte celular extremamente regulado que requer interacdo
de inumeros fatores. Sao observadas alteracdes morfolégicas caracteristicas da morte
celular por apoptose, geradas em consequéncia de uma cascata de eventos moleculares e
bioguimicos especificos e geneticamente regulados. A via de apoptose é utilizada como
alvo para tratamento de doencas como Leishmaniose, portanto, o estudo de proteinas que
regulam essa via em tripanosomatideos se mostra bastante relevante. Diversos estudos
mostraram a ocorréncia de apoptose em organismos unicelulares, incluindo o
Trypanosoma cruzi, agente causador da doenca 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
(TcMCADb). Esse trabalho forneceu dados a respeito da regulagdo de TcMCAS3 através da
interagdo com o composto ativador de procaspase-1 (PAC-1), um ativador de procaspase
3. A producado de TcMCA3 recombinante em Escherichia coli cepa Tuner (DE3) resultou na
expressao e purificacdo de duas isoformas: TcMCAS intacta (~50 kDa) e a enzima
processada (~30 kDA). O ensaio de fluorimetria de varredura diferencial com a proteina
recombinante e uma biblioteca de compostos que ativam apoptose em humanos identificou
PAC-1 como um potencial ligante de TcMCAS3. A interagéo de PAC-1 e TcMCA3 reduziu a
viabilidade de epimastigotas de T. cruzi com um IC50 de 14,12 yM. PAC-1 causou perda
no potencial mitocondrial e exposi¢cdo de fosfatidilserina, caracteristicas do processo
apoptético que foram identificados por citometria de fluxo. O tratamento em tripomastigotas
metaciclicos ndo apresentou as mesmas caracteristicas vistas em epimastigotas. Estes se
mostraram mais resistentes ao tratamento, apresentando alteracdo no potencial de
membrana mitocondrial, mas sem o rompimento da membrana celular ou exposi¢do de
fosfatidilserina. Andlises de docking molecular mostram que a provavel regido da interacao
TcMCA3 e PAC-1 ndo é conservada em outros organismos. Além disso, ensaios de
citotoxicidade com células de mamiferos (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 mamiferos. Esses dados compdem o artigo “Procaspase-
activating compound-1 induces apoptosis in Trypanosoma cruzi, e sdo importantes para
melhor compreensado da apoptose nesse organismo, e assim revelar um possivel alvo para
novos farmacos.
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ABSTRACT

DISSERTACAO 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 (TcMCADb). 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 TcMCAS3 ligand. The interaction of PAC-1 and TcMCAS3 reduced the viability
of T. cruzi epimastigotes with an IC 50 of 14.12 yM. 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. INTRODUCAO
1.1. DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas € uma infeccao parasitaria, causada pelo protozoario
parasita Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1909). Trata-se de uma doenca negligenciada
e endémica na América Latina, onde cerca de 8 milhdes de pessoas estdo infectadas.
E estimado que mais de 10.000 pessoas morram todos 0s anos por causa das
manifestacbes clinicas causadas pela doenca, além de mais de 25 milhdes de
pessoas que correm o risco de adquirir a doenca (WHO, 2017).

A doencga € encontrada principalmente em 21 paises latino-americanos, mas
ao longo do ultimo século se espalhou para outros continentes principalmente pela
movimentacdo 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).
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Figura 1.1. Prevaléncia estimada da infecgéo pelo T. cruzi. A transmissao é concentrada em areas
de infestagéo vetorial doméstica. No entanto, por ser uma infeccao vitalicia quando sem tratamento, a
prevaléncia reflete também infec¢bes antigas e a migragdo humana. Fonte: Modificado de (CARYN
BERN; M.P.H, 2015)



A infeccao ocorre comumente via vetorial, onde as fezes do inseto vetor
hematofago contaminado entram em contato com a corrente sanguinea do hospedeiro
através de feridas ou mucosa. A infeccdo também pode ocorrer via congénita, via
transfusdo sanguinea, transplante de oOrgdos, acidentes laboratoriais e alimentos
contaminados (CDC, 2017). Entre as formas de transmissdo, a via oral tem se
destacado nos ultimos anos como a principal via, ficando a via vetorial como uma
causa pouco prevalente (SOUZA; POVOA, 2016).

A doenca de Chagas pode ser transmitida por mais de 40 espécies diferentes
de triatomineos, dentre estes, Triatoma sp sao 0s principais transmissores da infec¢ao
(CARCAVALLO et al., 1997).

A doenca de Chagas apresenta dois estagios, as fases aguda e crbnica. A
fase aguda é caracterizada pela presenca do parasita ho sangue do paciente, sendo
facilmente diagnosticada através de um esfregaco sanguineo. Entretanto, a fase
aguda é assintomatica em 95% das infec¢ces. Quando sintomatico, apresenta febre,
mal-estar, dores musculares e articulares, sonoléncia, colicas e diarreia, edema,
distarbios respiratérios e cianose (TEIXEIRA et al., 2006). Na regido de inoculacao
pode haver um nodulo de pele (chagoma) ou um edema de palpebra (sinal de
Romafa). Cerca de 1% dos casos de infeccdo aguda sdo considerados graves,
apresentando risco a vida devido a meningoencefalite ou miocardite (CARYN BERN;
M.P.H, 2015).

No Brasil, ha relatos de pacientes em fase aguda da doenca de Chagas. Entre
0s 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 regido Norte com o maior numero de casos, 1430 (SOUZA,
POVOA, 2016)

Dados do Ministério da Saude mostram que no periodo de 2005 a 2013 foi
registrada uma taxa média de letalidade da doenca de Chagas aguda de 2,7%. A
elevada letalidade em 2005 (20%) coincidiu com o surto de Chagas aguda por
transmissao oral em Santa Catarina, momento em que pouco se sabia sobre essa
forma de transmissdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

Quando néo tratada efetivamente na fase aguda, a doenca de Chagas evolui
para sua fase cronica. Os pacientes podem permanecer nessa fase de modo
assintomatico, sem qualquer manifestacdo clinica da doenca. Nessas situacdes, a
doenca de Chagas néo é fatal. No entanto, alguns pacientes podem desenvolver a

forma determinada da fase cronica que apresenta complicagbes cardiacas e/ou
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digestivas (megaesodfago e megacolon), geralmente 10-30 anos apds a infeccdo
inicial. Em alguns casos pode haver a progresséao direta da fase aguda para a forma
cronica da doenca de Chagas, e ainda casos de reativacao da doenca em pacientes
imunocomprometidos (JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010; TEIXEIRA et al., 2006).
SARTORI et al (2007) definiu a reativagdo como a presenca de manifestacbes
clinicas que ndo sdo observadas em individuos imunocompetentes acometidos pela
doenca de chagas crbnica: deteccdo de parasitas por microscopia em sangue ou
liquido cefalorraquidiano, e altas cargas de amastigotas em bidpsias ou amostras
biolégicas.

Progressivamente, a doenca tem alcancado paises ndo endémicos, por conta
do intenso processo migratério. As principais correntes migratérias partiram da
América Latina rumo a Europa e Estados Unidos, sendo estimado 300.000 chagésicos
na sua forma cronica morando permanentemente nos Estados Unidos e 67.000 na
Espanha. Isso fez com que politicas publicas fossem propostas para lidar com este
problema além de politicas especificas para testes sorologicos, para evitar a
transmissdo da doenca em doac¢BGes de sangue o6rgaos sélidos (SCHMIDT et al.,
2016).

O controle da doenca de Chagas vem sendo realizado através do controle dos
insetos vetores, 0 que continua a ser o0 método mais Gtil para a prevencao, ja que
ainda néo foram produzidas vacinas contra o T. cruzi (WHO, 2017).

Estima-se que em 2015, mais de 80% das pessoas atingidas pela doenca nao
tiveram acesso ao diagnostico e ao tratamento, 0 que sustenta o elevado impacto de

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

1.2. TRATAMENTO

Desde 1970, o tratamento da doenca de Chagas é feito através do uso do
nifurtimox 4 [(5-nitrofurfurylidene)amino]-3-methylthiomorpholine-1,1-dioxide), um
derivado do nitrofuran e o0 benzonidazol (N-benzyl-2-nitroimidazole-1-acetamide),
derivado do nitroimidazol. Ambos os medicamentos atuam através da bioreducéo do
grupo nitro, formando radicais livres/metabolitos eletroliticos (MAYA et al., 2007).

Ambos os compostos foram desenvolvidos empiricamente ao longo de trés
décadas e apresentam resultados variaveis. A resposta ao tratamento varia de acordo
com a fase da doencga, periodo de tratamento, dose, idade, e a origem geografica dos

pacientes. As drogas sdo mais eficientes na fase aguda da doenca, em infeccdes
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cronicas de criangas menores de 12 anos, infecgdes congénitas e em acidentes de
laboratorio (COURA; CASTRO, 2002).

Além de ndo 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 sdo a anorexia, perda de peso,
alteracdes psiquicas, excitabilidade ou sonoléncia e manifestacfes digestivas, como
nauseas, vomitos e ocasionalmente célicas intestinais e diarreia. Ja o benzonidazol
causa reacoes de hipersensibilidade no inicio do tratamento, toxicidade medular e
neuropatias periféricas no final do tratamento. O tratamento ndo € indicado para
pacientes gravidas, pacientes com infec¢cdes sistémicas, insuficiéncia cardiaca,
respiratoria, renal ou hepatica, hemopatias e neoplasias sem possibilidade de
tratamento, pessoas de idade avancada e muito debilitadas (COURA; CASTRO, 2002;
ROJO et al ., 2014).

O nifurtimox, até o momento, nao é disponibilizado no mercado farmacéutico
de nenhum pais. Em situacdes em que o uso do nifurtimox é imprescindivel devido a
intoleréncia ao Benzonidazol, o medicamento devera ser solicitado via escritorio de
OPAS (Organizacdo Pan-Americana da Saude) e da OMS (Organizacdo Mundial da
Saude) pelo Ministério da Saude (DIAS et al., 2016). A interrup¢do do comércio do
nifurtimox ocorreu possivelmente em razdo do seu efeito tripanocida menor em
algumas regides endémicas (COURA; CASTRO, 2002).

Os medicamentos alopurinol e os antifingicos azélicos sao conhecidos por
suprimir a parasitemia por T. cruzi e podem ser Uteis em situacfes de reativacdo em
imunodeprimidos que ndo € possivel a utilizacdo do benzonidazol ou do nifurtimox
(DIAS et al., 2016)

1.3. TRYPANOSOMA CRUZI

O protozoario parasita T. cruzi (CHAGAS, 1909) pertence ao reino protista,
sub-reino protozoa, filo Sarcomastighophora, sub-filo Mastighophora, classe
Zoomastighophora, ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género
Trypanosoma e espécie Trypanosoma cruzi (LEVINE et al., 1980).

O género Trypanosoma constitui um dos mais importantes, pois inclui alguns
organismos que causam doencas em humanos como a doenca de Chagas (T. cruzi)
e a doencga do sono (Trypanosoma brucei), e em animais e plantas comercialmente

importantes. Além da sua importancia como patdogeno 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 estagios com morfologia e
estrutura celulares distintas de acordo com seu habitat no hospedeiro mamifero e
hospedeiro invertebrado (Figural.2) (GUEDES et al ., 2017).
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Figura 1.2 Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Fonte: Modificado de (CDC, 2017)
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As formas evolutivas do T. cruzi foram classificadas morfologicamente por
microscopia OGtica de acordo com a posi¢cao do cinetoplasto em relacdo ao nucleo da
célula e pela exteriorizacdo do flagelo. As principais formas sdo: 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 um de diametro, e ndo 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 triatomineo. Possui tamanho aproximado entre 20-
40 ym de comprimento e 2-5 ym de largura. Seu cinetoplasto tem posi¢c&o anterior ao
ndcleo e sua membrana ondulante ndo € bem desenvolvida (Figura 1.3 B). A forma

s

tripomastigota é infectiva e encontrada tanto no hospedeiro vertebrado quanto no
inseto vetor. O nucleo é central e o cinetoplasto com DNA altamente empacotado fica
localizado na regido posterior. A forma tripomastigota pode ser ainda classificado de

acordo com o habitat do parasita, sendo chamada tripomastigota metaciclico quando
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no intestino do inseto vetor e tripomastigota sanguineo quando se encontra no sangue
ou outros fluidos do hospedeiro vertebrado. O tripomastigota metaciclico tem tamanho
aproximado de 17 ym com flagelo menor emergindo do corpusculo basal perto do
cinetoplasto com uma membrana ondulante geralmente estreita (Figura 1.3 C),
enquanto que o tripomastigota sanguineo tem 12 a 20 um, o flagelo € maior e a
membrana ondulante é estreita (Figura 1.3 A) (MARTINS et al., 2012).
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Figura 1.3 Microscopia optica das diferentes formas evolutivas do Trypanosoma cruzi. A —
Formas tripomastigotas sanguineas do Trypanosoma cruzi. B — Formas epimastigotas do Trypanosoma
cruzi. C- Formas Tripomastigotas metaciclicas do Trypanosoma cruzi (metaciclogénese in vitro). D -
Amastigotas intracelulares do Trypanosoma cruzi. Fonte: (CARVALHO, 2017)

Além das principais formas evolutivas, foram identificadas também formas
intermediarias. No hospedeiro invertebrado pode ser encontrado no estdmago do
triatomineo formas arredondadas que possuem um flagelo e sdo chamadas de
esferomastigotas (BRENER, 1973). No sangue periférico de mamiferos, os
tripomastigotas sdo uma populacdo pleomoérfica constituida de uma mistura de 2
formas que s&o geralmente descritos como delgada ou larga (TYLER; ENGMAN,
2001).

Os transmissores do T. cruzi sdo insetos hemato6fagos, que ingerem o parasita

que passara por uma sequéncia de transformacdes ao longo do tubo digestivo do
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inseto. Os tripomastigotas sanguineos ingeridos transformam-se em formas
epimastigotas que se proliferam por divisdo binaria no intestino do vetor, que pode
ocorrer por toda vida do vetor. No intestino grosso do inseto, os epimastigotas aderem
hidrofobicamente a cuticula cerosa da parede do intestino posterior e se transformam
em tripomastigotas metaciclicos (Figura 1.2) (BRENER, 1997; GUEDES et al., 2017).
As diferenciagcdes do T. cruzi sdo estimuladas pelo AMP ciclico e por ativadores de
adenilado ciclase (GONZALES-PERDOMO; ROMERO; GOLDENBERG, 1988).

Durante o repasto sanguineo, as formas tripomastigotas metaciclicas seréo
entdo eliminadas junto com as fezes, entdo o parasita pode infectar o hospedeiro
mamifero entrando em contato com a ferida da picada ou com mucosas. Dentro do
hospedeiro vertebrado, T. cruzi ira penetrar uma célula para cumprir seu ciclo
evolutivo. Ele pode infectar um gama de células presentes proximo ao local da
infeccdo (musculatura lisa e estriada, macrofagos, células epiteliais, fibroblastos). No
interior celular, o parasita se diferencia em amastigota e ira se proliferar por divisdo
binaria no citoplasma da célula invadida. Uma vez que a célula esteja preenchida, o
parasita se transforma na forma infectante tripomastigota sanguinea que rompe a
parede celular e alcanga a corrente sanguinea podendo infectar novas células ou
completar o ciclo pela ingestdo 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 € uma via de sinalizacdo complexa envolvendo mais de 30
proteinas ATG bem conservadas que removem ou remodelam estruturas celulares
danificadas. E caracterizada pela formacéo de autofagossomos, vesiculas de dupla
membrana, que sdo responsaveis pelo englobamento dos constituintes
citoplasmaticos, estruturas de membranas concéntricas e organelas circundantes,
gue em seguida se funde ao lisossomo onde o contetudo é degradado e reciclado
(ADADE; OLIVEIRA; PAIS, 2013; EDINGER; THOMPSON, 2004). A degradacao
precoce das organelas é acompanhado da preservacao do citoesqueleto até estagios
posteriores, sem resposta inflamatéria (MENNA-BARRETO et al., 2009).

Em T. cruzi foi relatada a presenca dos genes do sistema de conjugacao Atg8
(Atg3, Atg4, Atg7, Atg8), enquanto que Atgl2, Atg5, e AtglO os principais

componentes da via do Atg 12 estdo ausentes (ALVAREZ et al., 2008).
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Nos eucariotos unicelulares, a autofagia acontece quando os nutrientes
ambientais se tornam esgotados. Os componentes citoplasmaticos sdo entao
catabolizados por (macro) autofagia para reutilizacdo e ajudar na producédo de ATP
(KIEL, 2010).

1.4.2. Necrose

A necrose € o resultado final de uma catastrofe bioenergética resultante da
deplecdo de ATP e inicia principalmente por acidentes celulares como insultos toxicos
ou danos fisicos. E caracterizada morfologicamente por vacuolizac&o do citoplasma e
inducdo de uma resposta inflamatoria em torno da célula por conta da liberagdo do
conteudo celular e moléculas pro inflamatérias (EDINGER; THOMPSON, 2004).

A morte celular de tripanossomatideos por necrose ja foi descrita (KUBATA et
al., 2005; MENNA-BARRETO et al., 2009). As caracteristicas desse tipo de morte
envolvem alteragbes nas mitocondrias, incluindo despolarizacdo mitocondrial,
deplecéo de ATP, geracao de ROS, perda da homeostasia do calcio, vacuolizacao do
citoplasma, e a degradacdo da membrana plasmatica (EDINGER; THOMPSON,
2004).

1.4.3. Apoptose

A apoptose € um processo de morte celular que ocorre normalmente durante o
desenvolvimento e envelhecimento das células, atua como um mecanismo
homeostéatico mantendo a popula¢des de célula nos tecidos. Pode ocorrer também
como um mecanismo de defesa, como em rea¢des imunes ou quando as células sao
danificadas por agentes nocivos ou doengas (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 esta envolvida nos processos de
organogénese e hematopoese normal e patolégica, na reposicéo tecidual, na atrofia
de 6rgaos, na resposta inflamatoria e na eliminacao de células apds dano celular por
agentes genotéxicos (GRIVICICH; REGNER; DA ROCHA, 2007). A apoptose também
esta associada a muitas doengas humanas incluindo doencas neurodegenerativas
como a doenca de Alzheimer e doenca de Huntington, doencgas autoimunes e varias
formas de céancer (COHEN, 1997).



A morte por apoptose é caracterizada por alteracdes morfologicas tipicas. E
possivel identificar o encolhimento celular e a picnose, que € o resultado da
condensacdo da cromatina, sendo esta a maior caracteristica da apoptose. Ocorre
também a compactacdo de organelas citoplasmaticas e dilatacdo do reticulo
endoplasmatico. H4 uma extensa formacao de prolongamentos de membrana que é
seguida pela fragmentacdo do nucleo e a separacdo de fragmentos celulares nos
chamados corpos apoptoticos. Os corpos apoptéticos consistem em citoplasma com
organelas envoltos por membrana celular com ou sem fragmento nuclear. Esses
fragmentos celulares sdo entao fagocitados por macréfagos, células parenquimais, ou
células neoplasicas e degradadas nos fagolisossomos (figura 1.4) (COHEN, 1997,
ELMORE, 2007)

Apoptose Retracao celular Corpos
n - apoptéticos
. {‘o\ (.!. ’_,.,,‘*.
by —> f}_f..-f.;,;_p &9”@
O
AR
(O
."“.‘.,'o 4 A,
Colula vidvel M - LY Q™
9y, o 21 -~
i —> M e
8o @°
: : g ' > Ruptura

. .
.. e - e,

= » - .
Ls celular
Necrose
Célula aumenta de
volume

Figura 1.4 Caracteristicas morfolégicas de células em apoptose e em necrose. Na apoptose
ocorre a retragdo celular, hd a condensacao da cromatina junto a membrana nuclear, a formagao dos
prolongamentos de membrana celular, a fragmentagéo do ndcleo e a formagédo dos corpos apoptéticos
a partir dos prolongamentos de membrana, que sdo rapidamente fagocitados evitando o processo
inflamatdério. Na necrose a células apresentam aumento do volume celular, agregacao da cromatina,
desorganizacao do citoplasma, perda da integridade da membrana plasmatica e consequente ruptura
celular. Fonte: (GRIVICICH; REGNER; DA ROCHA, 2007)
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N&o é desencadeada reacao inflamatoria em torno do processo de apoptose
ou da remocao dos corpos apoptoticos. Isso porque as células apoptéticas nao
liberam seus constituintes celulares no tecido intersticial circundante, os corpos
apoptoéticos formados sédo rapidamente fagocitados pelas células fagociticas
circundantes, impedindo o processo de necrose secundario, e as ceélulas que
envolvem 0s corpos apoptoticos ndo produzem citocinas anti-inflamatorias (SAVILL;
FADOK, 2000). Além disso agora sabe-se também que as células em apoptose
podem bloquear o processo inflamatério, ao secretar Adenosina. Isso acontece
inicialmente com a quebra da proteina canal de membrana chamada pannexin-1,
pelas caspases em células apoptéticas, que leva a ativacdo da Pannexin-1. Isso
resulta na liberacdo de adenosina monofosfato (AMP) que logo tem um grupo fosfato
removido por uma 5’-nucleotidase expressa pelos fagocitos, produzindo adenosina. A
Adenosina entdo se liga ao receptor A2a nos fagdécitos que desencadeara uma
resposta genética anti-inflamatéria como pode ser visto na figura 1.5 (YAMAGUCHI et
al., 2014 apud Wallach 2014).

Célula Apoptotica Fagocito
5 -nucleotidase ."‘QA

denosina

Anti-Inflammatory

: Gene Response
Pannexin 1 p

Ativagao
Caspase

A2a receptor

Figura 1.5 Mecanismo Anti-inflamatério de células apoptoéticas. Yamaguchi et al ., 2014 mostrou
gue as células apoptéticas liberam Adenosina Monofosfato que é convertido a adenosina pelo fagécito.
A molécula de adenosina pode entao desencadear uma resposta genética antiflamatoria ao se ligar ao
receptor A2a. Modificado de (WALLACH; KOVALENKO, 2014)

Jé& foi descrito a presenca do processo de apoptose-like em T.cruzi através de
caracteristicas morfologicas e bioquimicas similares a da apoptose quando expostos
a situagdes 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 evidéncias de um processo de
apoptose-like como: a alteracdo no potencial de membrana mitocondrial, geralmente
causado pela permeabilizacdo da mitocondria, e a degradacdo do DNA, encolhimento

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

1.5. CASPASES

As caspases sdo endoproteases importantes para a manutengdo da
homeostase através da regulacéo da apoptose e inflamacdo (MCILWAIN; BERGER,;
MAK, 2013). Sdo proteases que utilizam uma cisteina como grupo nucleofilico para
clivagem de substratos. No processo de apoptose, as caspases tem papel central e
sdo as proteinas melhores estudadas. A acdo dessas proteinas desencadeia varias
alteracdes morfologicas caracteristicas do processo de apoptose, tais como, a
condensacdo e fragmentacdo do nucleo e externalizacdo de fosfolipidios de
membrana para sinalizacao da fagocitose (CHANG, 2000; GRIVICICH; REGNER; DA
ROCHA, 2007).

As caspases sdo expressas em forma de pré enzimas inativas (procaspases)
na maioria das células. As procaspases sao constituidas por uma subunidade grande
(p20), uma pequena (p10) e um pré-dominio N-terminal (ALBERTS et al., 2010;
MCLUSKEY et al., 2012). Em algumas pro-caspases, as subunidades séo separadas
por espacador pequeno que €é removido do zimdgeno durante a ativacdo
(EARNSHAW; MARTINS; KAUFMANN, 1999).

Ativacdo de procaspase Caspase

por clivagem ativa
Subunidade

Malor Subunidade
NHZ NH2 L‘ Menor

/ \
Sitios d bl L“
cllvagem CLIVAGEM T

“HnN
COOH COOH — Caspases
Procaspases Ativas

Pro-domlnlos
inativas

Figura 1.6 Ativacéo da procaspase durante a apoptose. Fonte: (ALBERTS et al., 2010)
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Os zimoOgenos inativos sdo ativados apds eventos de sinalizacdo que
promovem a agregacdo em dimeros ou complexos de moléculas e a clivagem
(MCILWAIN; BERGER; MAK, 2013). A clivagem das procaspases ocorre em um ou
dois acidos asparticos especificos. A importancia dos pré-dominios na regulacédo da
apoptose € destacado pelo reconhecimento de moléculas adaptadoras, que se ligam
a essa regiao e recruta-a para o complexo de sinalizacdo (COHEN, 1997).

A estrutura cristalografica tanto da caspase-1 (PDB: 1IBC) quanto da
caspase-3 (PDB: 1PAU) revelou uma enzima ativa como um heterotetramero,
contendo 2 subunidades menores e 2 subunidades maiores como pode ser visto na
figura 1.7 (CHANG, 2000; NICHOLSON, 1999). Cada subunidade catalitica deriva de
uma unica molécula de procaspase e € composto por uma folha beta torcida,
geralmente paralela, situada entre duas camadas de alfa hélices. Os heterodimeros
se associam principalmente através da interacdo entre as subunidades p10 (CHANG,
2000) formando uma folha beta continua de 12 folhas. Forma-se entdo um elipsoide
compacto com dimensées aproximadas de 25 A x 50 A x 30 A. (FUENTES-PRIOR;
SALVESEN, 2004). O sitio catalitico € composto por regiées da subunidade maior
(diade catalitica cisteina e histidina) e subunidade menor (residuos para ligacdo ao
substrato) e esse arranjo permite posicionar os dois sitio cataliticos nas extremidades
opostas da molécula (EARNSHAW; MARTINS; KAUFMANN, 1999).

Figura 1.7 - Estrutura do tetrdmero da caspase 3 complexado ao peptideo Ac-DEVD-CHO (PDB:
1PAU). O tetrdmero é formado por duas subunidades maiores que estdo em azul e verde, e as
subunidades menores evidenciadas em vermelho e rosa. As regifes N e C terminal das 4 cadeias estao
indicadas. A molécula de inibidor esta em amarelo. Fonte: (ROTONDA et al., 1996)
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A ativacdo de uma determinada caspase dispara uma ativacdo em cadeia de
procaspases, a chamada cascata proteolitica. Essa cascata amplifica a via de
sinalizacdo e assim leva a morte celular rapidamente. As caspases foram
categorizadas em caspases iniciadoras: caspase-2,-8,-9,-10, quando possuem proé-
dominios longos e iniciam a cascata proteolitica; em caspases efetoras: caspase-3, -
6,-7 quando possuem pro-dominios curtos ou inexistentes e atuam na clivagem de
substratos e caspases inflamatérias (caspase -1, -4, -5, -11, -12, -13, -14 ) (ELMORE,
2007; GRIVICICH; REGNER; DA ROCHA, 2007). As caspases -1, -4, -5, -11, -12, -
13, -14 estdo envolvidas na maturacéo de citoquinas, e sua contribuicdo na apoptose
permanece ndo esclarecida (DENAULT; SALVESEN, 2002)

1.5.1. Vias de apoptose dependentes de caspase

Ha duas possiveis vias de sinalizacdo melhor compreendidas que podem
ativar a apoptose em células animais, elas sdo chamadas de via extrinseca e via
intrinseca.

A via extrinseca é responsavel pela eliminacao de células indesejadas durante
o desenvolvimento e maturacdo do sistema imunoldgico e remocéo de tumor mediada
pelo sistema imunolégico (BOATRIGHT; SALVESEN, 2003). As vias de sinalizacédo
que iniciam a via extrinseca envolvem interacbes mediadas por receptores
transmembrana Fas, que sdo membros da superfamilia de genes do fator de necrose
tumoral (TNF). Esses receptores Fas possuem um dominio citoplasmatico de cerca
de 80 aminoacidos que é chamado de dominio de morte, que é responséavel pela
transmissao do sinal de morte da superficie celular para o meio intracelular (ELMORE,
2007).

Com a ligacdo de um ligante de Fas que sinaliza para a apoptose, ocorre a
trimerizacao e ativacao do receptor Fas, esse por consequéncia forma microarranjos
na superficie celular de forma a permitir que uma molécula adaptadora, FADD, seja
recrutada para a cauda citosolica (BOATRIGHT; SALVESEN, 2003). O FAAD se
associa a pro-caspase-8 por dimerizacdo do dominio de morte efetor e assim forma-
se o complexo DISC que leva a ativacdo autocatalitica da pro-caspase-8 e a execucéo
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 extrinseca de ativacdo da apoptose. O ligante FasL se liga ao receptor Fas e isso
resultard a trimerizacdo e consequente ativagdo dos receptores de morte especificos. A porgdo
citoplasmatica desses receptores, chamados de “dominio de morte”, interagem com moléculas
conhecidas como FADD (adaptadores) que recrutam a pro-caspase 8 formado o complexo Disc (ndo
mostrado) que desencadeara a ativacdo dessa enzima e por consequéncia a cascata de apoptose. DD:
dominio de morte e DED: dominio efetor de morte. Fonte: (GRIVICICH; REGNER; DA ROCHA, 2007)

omo|jomo

Pro-caspase 8

A Via intrinseca de ativacdo da apoptose € usada para eliminar células em
resposta a radiagdo ionizante, quimioterapicos e dano mitocondrial. Os estimulos de
morte causam mudang¢as na membrana interna da mitocondria, o que resulta no
aumento da permeabilidade do poro mitocondrial, perda do potencial de membrana
mitocondrial e liberacédo do citocromo ¢ (BOATRIGHT; SALVESEN, 2003; ELMORE,
2007).

Além disso, a inducdo da perda do potencial de membrana mitocondrial e a
mudanca na permeabilidade mitocondrial levam a perda da homeostase celular com
a interrupcéo da sintese de ATP, aumentando a producdo de espécies reativas de
oxigénio, que causa a oxidacao de lipidios, proteinas e acidos nucleicos, aumentando
o colapso (GRIVICICH; REGNER; DA ROCHA, 2007).

A liberagao do citocromo C leva ao recrutamento e ativagao da caspase-9 em
um complexo conhecido como apoptossomo. O componente central do apoptossomo
€ uma proteina conhecida como Apaf-1 (factor de ativacdo de protease apoptotica 1)
que recruta a caspase-9 através do seu dominio N-terminal de recrutamento e
ativacéo 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 intrinseca de ativacdo da apoptose. Os diferentes estimulos pré apoptéticos sao
detectados pela mitocondria, que leva a liberacdo de citocromo C e proteinas 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 pro-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 regulacdo desses eventos mitocondriais apoptéticos correm
através de membros da familia de proteinas Bcl-2. Elas regulam a permeabilidade da
membrana e pode ser pré-apoptética ou anti-apoptotica. As proteinas anti-apoptoticas
incluem Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, Bcl-W, BAG e as pro apototicas Bcl-10, Bax, Bak,
Bid, Bad Bim, Bik e Blk (ELMORE, 2007).

1.6. METACASPASES

As caspases ndo sdo encontradas em organismos ndo metazoarios. As
metacaspases, homodlogos distantes das caspases, estdo presentes em todos as
linhagens eucarioticas ndo metazoarias e ausente em metazoarios. Elas foram
relacionadas a morte celular em plantas e eucariotos inferiores (KOSEC et al., 2006;
MCLUSKEY et al., 2012). Nos protozoarios, a morte celular programada pode
representar mecanismos concomitantes ou alternativos para a selecdo clonal, a
evasao da resposta imune e regulacdo do tamanho da populacdo (JIMENEZ et al.,
2008).
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As metacaspases também sdo cisteino proteases e possuem similaridade
estrutural com as caspases e a diade catalitica cisteina-histidina. Todas compartilham
um nucleo com dobra caspase/hemoglobinase, que é formada por uma folha beta
paralela com quatro fitas beta e trés alfas hélices conservadas. Assim como as
caspases, elas pertencem a familia C14, clan CD, uma superfamilia estrutural.
(MCLUSKEY et al., 2012; MESLIN et al., 2011).

As metacasparases podem ser classificadas em tipo | e tipo Il. As
metacaspases do tipo | possuem um pr6é dominio N-terminal com uma sequéncia rica
em prolina e sdo encontradas apenas em protozoarios. As metacaspases do tipo |l
nao possuem o pro-dominio, mas em contrapartida possuem uma regido de ligacao
entre as subunidades p10 e p20 onde se localiza o sitio ativo da enzima (MCLUSKEY
et al., 2012; TSIATSIANI et al., 2011).

As metacaspases possuem uma bolsa S1 altamente acida que leva a uma
especificidade basica para a arginina e lisina na posicao P1, em vez da especificidade
ao acido aspartico que é observada nas caspases (MESLIN et al ., 2011).

Estudos mostram que as metacaspases estao envolvidas na regulacdo do
ciclo celular, dissolucdo de agregados proteicos, viruléncia de organismos
patogénicos, embriogénese em plantas e no controle e regulacdo da apoptose
(TSIATSIANI et al., 2011).

Em Saccharomyces cerevisiae YCA1 também foi descrito o envolvimento das
metacaspases na morte celular com marcadores tipicos de um processo apoptotico,
como fragmentacdo do DNA, exposicdo da fosfatidilserina e condensacédo da
cromatina quando ha a superexpressédo de YCAL. Esse processo foi inibido com a
utilizacao do inibidor de caspase Z-VAD-fluorometilcetona conhecido por bloquear a
apoptose em mamiferos (MADEO et al., 2002).

As metacaspases foram identificadas e parcialmente descritas em todos os
tripanosomatideos (MESLIN et al., 2011). A morte celular programada foi
relatada em varios tripanossomatideos, com evidéncias da formacdo de
prolongamentos citoplasmaticos, fragmentacdo do DNA, exposicao da fosfatidilserina,
liberacdo de citocromo C, e alteracbes no potencial de membrana mitocondrial
(AMEISEN et al.,, 1995). Algumas evidéncias da funcdo das metacaspases em
tripanossomatideos sao relatadas a seguir.

Em Trypanosoma brucei, cinco genes codificadores de metacaspases séo
expressos (TbMCAL- TbMCADS). Estudos de expressao das metacaspase de T. brucei

em S. cerevisiae mostraram que a superexpressdao de TbMCAA4 resultou na inibicao
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do crescimento e morte celular, assim, sugeriu-se que essa metacaspase tenha um
papel no controle da proliferacdo celular acoplada a funcdo mitocondrial, pois induz
a perda de competéncia respiratéria em células de levedura, mesmo sendo
encontrada no nucleo (SZALLIES; KUBATA; DUSZENKO, 2002). TbMCAl e
TbMCA4 contém substituicbes de aminoacidos nos seus residuos cataliticos, a
cisteina e a histidina s&o substituidas por um residuo serina e tirosina,
respectivamente. I1Sso sugere que essas proteinas sejam cataliticamente inativas, e
talvez atuem na regulacdo de outras peptidases, como € o caso da cFLIP, um
homélogo inativo da caspase-8 que regula a atividade da caspase 8 (YU; JEFFREY;
SHI, 2009). A TbMCA4 também mostrou atuar como um fator de viruléncia ligado a
membrana que € processado pela ToOMCA3 (PROTO et al., 2011) .

O processamento que a TOMCA2 sofre ocorre através da interagdo com ions
de calcio, e foi observado que a concentracdo desse ion interfere na estrutura
secundaria de TbMCAZ2, assim como interfere na especificidade ao substrato
(MACHADO et al., 2013).

Até o momento, s6 ocorreu a determinacgao estrutural de TOMCAZ2. A estrutura
cristalografica de um mutante inativo da TbMCA2 mostrou que essa proteina ndo
apresenta a folha beta de seis fitas encontrada nas caspases, ela possui duas fitas
extras resultando em uma estrutura monomérica com uma folha 8 de oito fitas, 2 11 1
3141718516 | (Figural.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 excecdo de Leishmania infantum e Leishmania dovani onde 2
metacaspases foram encontradas, as demais espécies de Leishmania expressam um
Unico gene para metacaspases (MESLIN et al., 2011). Em espécies de Leishmania,
as metacaspases sao nhecessarias para a morte celular induzida pelo estresse
oxidativo (TSIATSIANI et al., 2011).

Em L. dovani, LAMCA1 e LAMC2 sé&o expressas tanto na forma promastigota
guanto na forma amastigota do parasita. Foi identificado que essas metacaspases
estdo localizadas nos acidocalcissomos que séo liberados apds a inducdo de
apoptose por peroxido de hidrogénio (H202). Em L. major, a LmjMCA unica foi ativada
por autoprocessamento, sendo a regido processada 300 vezes mais ativa que a
metacaspase inteira (MESLIN et al., 2011).

Foi notada também que a superexpressdo de LmjMCA aumenta a
sensibilidade L. major ao estresse oxidativo, medido através da exposicdo da
fosfatidilserina e pela perda do potencial de membrana mitocondrial, quando
comparada a parasitas normais. Além disso, foi identificado que o dominio catalitico
central pode, sozinho, aumentar a sensibilidade do parasita a morte, indicando que a
metacaspase afeta a mitocondria indiretamente (ZALILA et al., 2011).

Em T. cruzi foram identificados dois genes codificantes para metacaspases,
eles sdo homologos a metacaspase 3 (TbMCA3) e a metacaspase 5 (TOMCAS) de T.
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brucei. TcMCA3 possui aproximadamente 16 cépias no genoma enquanto que a
TcMCADS possui apenas uma copia (KOSEC et al., 2006). TcMCAS esta presente em
todo o ciclo de vida do parasita, enquanto que TcMCADbS é encontrada apenas na forma
epimastigota (MESLIN et al., 2011).

Em T. cruzi foram descritos parametros classicos associados a apoptose,
semelhante a encontrada em organismos pluricelulares. Foi identificada a reducéao do
volume isotbnico, a externalizacdo da fosfatidilserina e a fragmentacdo do DNA
internucleossémico, acompanhada de condensagédo da cromatina e formacdo de
corpos apoptoéticos, em epimastigotas na fase estacionéaria do crescimento (JIMENEZ
et al., 2008).

O papel das metacaspases na apoptose do parasita foi sugerida ao
demonstrar que essas proteinas sofriam uma relocalizacdo durante a apoptose
induzida pelo soro humano fresco, essas metacaspases que estavam antes dispersas
pelo citoplasma se realocaram para o ndcleo do parasita. A superexpressao da
TcMCAS em epimastigotas mostrou que elas se tornam mais suscetiveis a uma morte
celular programada quando expostas ao soro humano fresco. Além disso, a
superexpressdo da metacaspase 3 apresentou um efeito letal as células (KOSEC et
al., 2006).

A superexpressdo das TcMCAs nos estagios replicativos do T. cruzi se
mostrou prejudicial ao crescimento celular. Além disso, o aumento dos niveis de
expressao da TcMCA3 em duas a seis vezes foi suficiente para prender o ciclo celular
na transicdo da fase G1 para fase S, e também causou o aumento de diferenciacéo
para tripomastigotas metaciclicos (LAVERRIERE; CAZZULO; ALVAREZ, 2012).

As primeiras evidéncias 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 diferenciacdo do T. cruzi. Esses estudos
mostraram ainda que as metacaspases podem participam de processos de morte
celular por apoptose; portanto, a caracterizagdo funcional e estrutural das
metacaspases de T. cruzi é importante para compreender 0S mecanismos
moleculares da apoptose nesse parasita, e devido a sua auséncia em seres humanos,

as metacaspases se tornam um alvo atraente para quimioterapicos.
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2. OBJETIVOS
2.2. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desse trabalho é a identificacdo 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 protozodario.

2.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Clonagem, expressao e purificacdo da TcMCA-3;

e Identificar compostos que se ligam a TcMCAS;

e Avaliar os efeitos na viabilidade celular;

e Avaliar se a morte celular apresentava caracteristicas de um processo
apoptotico por citometria de fluxo;

e Avaliar a interacdo desse composto em células que expressam caspase 3;

e Analisar in silico a interacdo 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 pos-graduacdo em Biociéncias e
Biotecnologia do Instituto Carlos Chagas, esse artigo sera parte integrante dessa
dissertacao e substituird as secdes de Material e Métodos e Resultados encontrados
na dissertacéo apresentada de maneira formal.

Nesse artigo mostramos a identificacdo 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, ja que foi identificado
caracteristicas de um processo de apoptose por citometria de fluxo.

Além disso, mostramos que a interacdo entre 0 composto e a metacaspase-
3 pode ser Unica, ja que os residuos de interacdo ndo sdo conservados em outros
organismos, e em ensaios com cultura de células de mamiferos, 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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Abstract Some therapeutics for parasitic, cardiac and neu-
rological diseases activate apoptosis. Therefore, the study
of apoptotic proteins in pathogenic organisms is relevant.
However, the molecular mechanism of apoptosis in unicel-
lular organisms remain elusive, despite morphological evi-
dence of its occurrence. In Trypanosoma cruzi, the causative
agent of Chagas disease, metacaspase 3 (TcMCA3), seems
to have a key role in parasite apoptosis. Accordingly, this
work provides data concerning TcMCA3 regulation through
its interaction with procaspase-activating compound 1
(PAC-1), a procaspase 3 activator. Indeed, PAC-1 reduced
T. cruzi epimastigote viability with an IC of 14.12 yM
and induced loss of mitochondrial potential and exposure
of phosphatidylserine, features of the apoptotic process.
Notwithstanding, those PAC-1-inducible effects were not
conserved in metacyclic trypomastigotes. Moreover, PAC-1
reduced the viability of mammalian cells with a greater IC,
(25.70 pM) compared to T. cruzi epimastigotes, indicating
distinct modes of binding between caspases and metacas-
pases. To shed light on the selectivity of metacaspases and
caspases, we determined the structural features related to the
PAC-1 binding sites in both types of proteins. These data are
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important for improving the understanding of the apoptosis
pathway in T cruzi so that TCMCA3 could be better targeted
with future pharmaceuticals.

Keywords Metacaspases - Trypanosoma cruzi -
Apoptosis - PAC-1

Introduction

Apoptosis is a highly regulated process important for home-
ostasis in tissues and during embryonic development. This
process is characterized by morphologic changes such as
cell shrinkage, pyknosis, and extensive plasma membrane
blebbing followed by karyorrhexis and separation of cell
fragments into apoptotic bodies [1]. Phagocytes such as
macrophages, dendritic cells, Kupffer cells, fibroblasts, and
endothelial cells phagocytose the apoptotic bodies [2].

In metazoans, the control and execution of apoptosis is
undertaken by caspases [3], and different therapeutics target
these proteins to treat a variety of pathologies, including
cardiac disease, neoplasia and neurologic disorders [4-6].

Until the 1990s, apoptosis was associated only with mul-
ticellular organisms. However, evidence for apoptosis in
unicellular organisms has increased over the last decades
[7-14]. The morphological alterations observed during
apoptosis have been identified in Trypanosoma cruzi [7, 12,
13, 15], the etiologic agent of Chagas disease that is endemic
in Latin-America [16]. Apoptosis may benefit parasite inva-
sion by preventing early host inflammatory responses [17].

Trypanosoma cruzi does not possess genes coding
for caspases, but it does have two homologous active
metacaspases:metacaspase-3 (TcMCA3) and metacaspase-5
(TcMCAS). In unicellular organisms, metacaspases seem to
regulate apoptosis [3]. Evidence for a role of TcMCAs in

22



Apoptosis (2017) 22:1564-1577

1565

T. cruzi apoptosis include (1) the change in TcMCA locali-
zation from the cytoplasm to the nucleus in apoptotic epi-
mastigote cells [17]; (2) increased vulnerability of T. cruzi
epimastigotes over-expressing recombinant TcMCAS to
apoptosis [17, 18] and (3) the fundamental role of the regu-
lation of TcMCA3 activity in cell cycle progression in all
replicative forms of T. cruzi [19].

Metacaspases are attractive targets for chemotherapy
due to their important role in parasites and their absence in
humans [20, 21]. In this study, we combined several orthog-
onal techniques to gather information about the effects of the
interaction of TcMCA3 with pro-apoptotic molecules. This
knowledge is important for evaluating the role of TcMCA3
in T. cruzi, verifying the differences in apoptosis between
trypanosomatids and metazoans and providing data charac-
terizing apoptosis in T. cruzi.

Experimental procedures
TcMCA3 production

The coding sequence of metacaspases three was ampli-
fied by PCR using the following oligonucleotide prim-
ers: TcMCA3_F (CATATGAAATACCTGCTGCCGACC
GCT) and TcMCA3_R (CTCGAGTGT GGC GAOTIG
GATCCAC). The amplified products were cloned into the
pGEM-T-easy vector and validated by sequencing. The clon-
ing vector pPGEM-TcMCA3 was digested with Ndel and Xhol
enzymes for subcloning into the pET22b expression vec-
tor (Qiagen). Positive clones were used to transform E. coli
BL21Tuner (DE3) (Novagen—EMB Millipore).

An isolated colony was grown for 16 h at 37 °C in LB
medium supplemented with ampicillin (50 mg/mL). Next,
a dilution (1:100) was performed and the culture grown at
37 °C until ODgy,=1.2. Addition of 1 mM Isopropyl p-p-
1-thiogalactopyranoside (IPTG) for 16 h at 25 °C induced
recombinant expression. The cells were collected by cen-
trifugation at 6000xg for 15 min at 4 °C. Pellets were
resuspended in 20 mM 50 mM NaCl in phosphate buffer
pH 7.5. The cell suspension was lysed in the M-110L Pneu-
matic High Shear Fluid Processor (Microfluidics), and
the supernatant was separated through centrifugation at
7000xg for 40 min. The supernatant was subjected to affin-
ity chromatography.

Purification was performed on a Fast Performance Lig-
uid Chromatography (FPLC) system (GE Healthcare Life
Sciences) with a HisTrap Chelating Column (GE Health-
care Life Sciences). Buffer A (500 mM NaCl in 20 mM
phosphate buffer pH 7.4) was used for equilibration. Pro-
tein was eluted with 100 mM imidazole. The fractions from
the chromatography were analyzed by polyacrylamide gel
prepared using a traditional protocol [22]. Size-exclusion

chromatography (SEC) was carried out in a Superdex 200
16/600 GL (GE Healthcare Life Sciences) and 50 mM Tris
pH 7.0 with 50 mM DTT as the mobile phase.

Western blot assay

Protein transfer from gels to Hybond-C membranes (GE
Healthcare Life Sciences) was performed in a semi-dry
system set at 25 V for 30 min. Rabbit anti-TcMCA3 rabbit
serum (1:100) was used as the primary antibody with anti-
rabbit IgG (1:10,000) coupled to peroxidase as the second-
ary antibody (Sigma Aldrich). A chemiluminescent substrate
(ThermoFisher Scientific) was used for detection of horse-
radish peroxidase-bound protein.

LC-MS/MS acquisition

Purified TcMCA3 was identified by mass spectrometry as
follows: proteins were reduced with DTT, alkylated with
iodoacetamide and digested with trypsin overnight. The
peptides were subjected to LC-MS/MS analysis using a
Thermo Scientific Easy-nL.C 1000 ultra-high-performance
liquid chromatography (UPLC) system coupled online to
a LTQ-Orbitrap XL ETD mass spectrometer (Mass Spec-
trometry Facility—RPT02H PDTIS/ Carlos Chagas Insti-
tute—Fiocruz Parana)in the following manner: peptide mix-
tures were loaded onto a column (75 mm i.d., 15 cm long)
packed in house with a 3.2 pm ReproSil-Pur C18-AQ resin
(Dr. Maisch) with a flow of 500 nL/min and subsequently
eluted with a flow of 250 nL/min from 5 to 40% ACN in
0.5% formic acid and 0.5% DMSO, in a 120-min gradient.
The mass spectrometer was set in data-dependent mode to
automatically switch between MS and MS/MS (MS2) acqui-
sition. Survey full scan MS spectra (from m/z 300-2000)
were acquired in the Orbitrap analyzer with resolution
R =60,000 at mn/z 400 (after accumulation to a target value of
1,000,000 in the linear trap). The ten most intense ions were
sequentially isolated and fragmented in the linear ion trap.
Previous target ions selected for MS/MS were dynamically
excluded for 90 s. Total cycle time was approximately 3 s.
The general mass spectrometric conditions were as follows:
spray voltage, 2.4 kV; no sheath and auxiliary gas flow; ion
transfer tube temperature, 100 °C; collision gas pressure, 1.3
mTorr; normalized energy collision energy using wide-band
activation mode; 35% for MS2. Ion selection thresholds were
set at 250 counts for MS2. An activation q=0.25 and activa-
tion time of 30 ms were applied in MS2 acquisitions.

Raw MS data analysis
The unreviewed proteome set of T. cruzi, composed of

48,637 sequences, was downloaded from the UniProt con-
sortium on 17th November 2016. PatternLab 4.0 [23] was
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used to generate a target-decoy database by grouping subset
sequences, adding the sequences of 246 common mass spec-
trometry contaminants, and, for each sequence, including
a reversed version of it. The final database used for PSM
contained 48,883 sequences.

Peptide sequence matching

The Comet 2014 rev. 1 search engine [24], which is embed-
ded into PatternLab for Proteomics 4.0 [23], was used to
compare experimental tandem mass spectra against those
theoretically generated from our sequence database to select
the most likely peptide sequence candidate for each spec-
trum. Briefly, the search was limited to full peptide candi-
dates; we imposed carbamidomethylation of cysteine and
oxidation of methionine as fixed and variable modifications,
respectively. The search engine accepted peptide candidates
within a 40-ppm tolerance from the measured precursor m/z
and used the XCorr as the primary search engine score.

PSM validity was assessed using the search engine pro-
cessor (SEPro) [25], which is embedded in PatternLab.
Briefly, identifications were grouped by charge state (+2 and
>+ 3) resulting in two distinct subgroups. For each result,
the Comet XCorr, DeltaCN, DeltaPPM, and Peaks Matched
values were used to generate a Bayesian discriminator. The
identifications were sorted in non-decreasing order accord-
ing to the discriminator score. A cutoff score was established
to accept a false-discovery rate (FDR) of 1% at the peptide
level based on the number of labeled decoys. This procedure
was independently performed on each data subset, resulting
in an FDR that was independent of charge state. Addition-
ally, a minimum sequence length of six amino-acid residues
was required. The results were post-processed to accept only
peptide spectrum matches with less than 6 ppm from the
global identification average and proteins with two or more
identified peptides.

Differential scanning fluorimetry (DSF)

Thermal shift assays are a widely adopted technique to study
thermal stabilization of proteins upon ligand binding. Such
assays have been used extensively for detecting protein
interacting partners and ultimately for drug discovery [26,
27]. The input for DSF consisted of 2 pM TcMCA3 and
10 puM ligands from Apoptosis Compound Library (Selleck
Chemicals). A 200X SYPRO orange probed the denatura-
tion process. The experiment was conducted in triplicate
in a Real-Time PCR machine 7300 (Applied Biosystems).
GraphPad Prism 6 (GraphPad Software) determined
the inflection points of each denaturation curve (Pi) and
the melting temperature variation (ATm) was calculated
using the equation: ATm=Pi in the presence of ligand
— Pi in the absence of ligand. The significance of the
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differences observed was evaluated one way ANOVA
with Benjamini—-Hochberg procedure for data correction.
False discovery rate of 0.05 were considered for statisti-
cally significance.

The tested compounds are listed in Table 1 [23].

In vitro viability assay

Different concentrations of PAC-1 were incubated with
T. cruzi DM28c (1 x 10° cells) for 72 h. Epimastigotes
incubated with DMSO were used as a negative control.
Cell viability was verified by MTT assay [28]. Data were
analyzed in Microsoft Office Excel, 365% in order to deter-
mine cell viability. These data were converted into a per-
centage of the control (normalizing control to 100% viabil-
ity). These percentages were then transferred to GraphPad
Prism® 6.0 to apply a Sigmoidal dose-response (variable
slope) with four parameters. These parameters were used
with rearranged Hill Function [45—47]. Outliers were ana-
lyzed using Grubbs (available online at http://graphpad.
com/quickcalcs/Grubbsl.cfm). CompuSyn (CompuSyn
Inc.) calculated IC,,, ICs, and ICg,, which are the con-
centrations that reduce cell viability by 20, 50 and 80%,
respectively [29]. The results are presented as means of
three experiments performed in triplicate.

Metacyclogenesis in vitro

Metacyclogenesis was performed as previously described
[30]. Briefly, epimastigotes at the end of the logarithmic
growth phase (cell density ~6 x 107 cells/mL) are centri-
fuged at 7000xg for 5 min at 10 °C. Then, cells are sub-
jected to nutritional stress by incubation in TAU medium
at a concentration of 5x 10% cells/mL for 2 h at 28 °C.
After nutritional stress, 5 X 10® cells/mL are inoculated
into 300 cm? bottles containing TAU3AAG medium and
incubated at 28 °C for 72 h. The addition of PAC-1 occurs
24 h after the inoculation into TAU3AAAG medium. The
concentration of PAC-1 was equal to that found to reduce
the viability of epimastigotes by 50% (ICsy).

The number of epimastigotes and metacyclic trypomas-
tigotes were counted in Neubauer chambers. One way
ANOVA verified the significance of variance at a=0.5.

For cytometry assays, purification of metacyclic try-
pomastigotes from epimastigotes was performed as
described [31]. Briefly, after centrifugation of culture
supernatant at 7000xg for 10 min, the pellet was resus-
pended in saline phosphate buffer, pH 7.5, supplemented
with glucose (PSG) and purified by ion exchange chroma-
tography with a DEAE Sepharose column.
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Table 1 List of ligands used

. Name Target References Benjamini-Hoch- Benjamini—
in DSF berg significance Hochberg p
value
1 NUTLIN_3 p33 [19] Not significant 0.056171302
2 DANUSERTIB Aurora kinase [55] Not significant 0.058166409
3 TW-37 Bcl-2 [56] Significant 0.000966548
4 YM155 Survivin promoter [57] Significant 0.014655867
5 JNJ26854165 p53 [58] Not significant 0.091841642
6 Thalidomide Multiple [59] Not significant 0.803095307
7 Pomalidomide TNF-a [60] Significant 0.012844648
8 Pifithrin-a p53 [61] Not significant 0.057260902
9 Necrostatin-1 Receptor-associated [62] Not significant 0.058166409
adaptor kinase RIP
(RIP1)

10 TG101209 Multiple [63] Not significant 0.233235137
11 HAI4-1 Bel-2 [64] Significant 0.033565358
12 Rita p53 [65] Significant 0.012844648
13 Apoptosis activator 2 Apaf-1 [7] Significant 0.008873187
14  PAC-1 Procaspase-3 [49] Significant 0.006262093
15  ABT-199 (GDC-0199) Bcl-2 [66] Significant 0.033565358
16 Tenovin-1 SIRTI and SIRT2 [67] Significant 0.012844648
17 Amuvatinib (MP-470)  Multiple [68] Significant 0.048319425
18 AT-101 Bcl-2 [69] Significant 0.006262093
19  NSC-207,895 MDMX [70] Significant 0.012844648
20  Lenalidomide Multiple [71] Significant 0.008873187
21  Obatoclax mesylate Bcl-2 [72] Not significant 0.420450683
22 ABT-737 Multiple [73] Not significant 0.681444924
The interactions highlighted in italics increased TCMCA3 thermal stability as indicated by Benjamini—
Hochberg significance

In vitro optical imaging using one-way ANOVA with the post hoc Bonferroni test. *,

The morphology of epimastigotes and metacyclic trypomas-
tigotes under metacyclogenesis were analyzed with a sys-
tem for optical microscopy FLoidTM Cell Imaging Station
(Molecular Probes Life Technology, France) with a magni-
fication of x20. Images were computationally treat for an
additional magnification of x35.

Mitochondrial membrane potential

To evaluate mitochondrial membrane potential, epimastig-
otes and metacyclic trypomastigotes were grown for 24 h
in the presence or absence of PAC-1 incubated with 50 pM
Rhodamine 123 (ThermoFisher scientific) for 15 min at
4 C (protected from light), washed and suspended in PBS.
Fluorescence intensity was measured on a FACSCanto flow
cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA; Flow Cytometry
Facility—RPTO8L PDTIS/Carlos Chagas Institute—Fiocruz
Paran4) in 10* gated events and analyzed using FlowJo soft-
ware. Data are presented as the mean + standard deviation
of a triplicate experiment. Statistical analysis was performed

** and *** indicate significance in compared to untreated
control of p<0.05; p<0.01, p<0.005, respectively. F-val-
ues were 92.97 and 215.53 for experiments with epimastig-
otes and metacyclic trypomastigotes, respectively.

Phosphatidylserine exposure

Epimastigotes or metacyclic trypomastigotes grew for 24 h
in the presence or absence of PAC-1. Then, cells were har-
vested and washed once with phosphate-buffered saline
(PBS, pH 7.4). After centrifugation, the cells were sus-
pended in a X1 Annexin binding buffer (ThermoFisher sci-
entific) and stained with Alexa Fluor 488 annexin V and pro-
pidium iodide (PI, ThermoFisher scientific). After 15 min,
cells were resuspended in 400 pL of binding buffer, and
fluorescence intensity was measured on a FACSCanto flow
cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA; Flow Cytom-
etry Facility—RPTO8L PDTIS/ Carlos Chagas Institute—
Fiocruz Parana).

Viable cells are both Annexin V and PI negative. Early
apoptotic cells are Annexin V positive and PI negative and
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late apoptotic and/or necrotic dead cells are both Annexin
V and PI positive. Four samples constituted controls used
in this assay. Negative controls comprised cells not treated
with PAC-1 in the presence (negative control 1) and absence
(negative control 2) of annexin V and PI. Positive control
comprised cells treated with Triton X 1% in the presence of
Annexin V (positive control 1) or PI (positive control 2). For
metacyclic trypomastigotes positive control the cells was
treated with 0.0125%.

Data are presented as the means + standard deviation of
triplicate experiments. Statistical analysis was performed
using one-way ANOVA with the post hoc Bonferroni test.
Significant differences compared to untreated controls are
denoted by *, **, or *** meaning significance at p <0.05,
p<0.01, and p <0.005, respectively. F-values were 92.97
and 215.53 for experiments with epimastigotes and metacy-
clic trypomastigotes, respectively. In experiments with epi-
mastigotes, F-values were 28.33, 271.97, 1.04 and 619.01
for quadrants 14, respectively.

Molecular modeling

The atomic coordinates of metacaspase 2 from Trypano-
soma brucei (PDB ID: 4AFV) were used as a template for
generating structural models of TcMCA3 by restraint-based
modeling as implemented in the MODELLER program [32].
The alignment was constructed based on secondary struc-
ture homology as available in the HHpred server [33]. To
guarantee sufficient conformational sampling, an ensemble
of 50 models was built, from which the best final model
was selected based on evaluation of the stereochemistry, the
objective function from MODELLER (DOPE score), and by
visual inspection.

Those models were then minimized using the steepest
descent minimization algorithm as implemented in the
UCSF chimera software [34]. Incomplete site chains were
replaced using the Dunbrack rotamer library [35]. The qual-
ity of the best model was also examined by the MolProbity
platform [36].

Molecular docking

PAC-1 structure was obtained from NCBI PubChem Data
Bank (ID: 5344054) [37]. TbMCA2 (PDB: 2QFV) [38] and
caspase 3 (PDB: 2QUA) [39] were also used in this study.
AutoDock Vina [40] was used for molecular docking simu-
lations with the appropriate parameters for receptor (merge
charges, remove non-polar hydrogens, remove lone pairs,
ignore waters, and ignore chains of non-standard residues)
and ligand (merge charges, remove non-polar hydrogens and
remove lone pairs). Number of binding modes and maximum
energy difference (kcal/mol) were set to 9 and 3, respec-
tively. The search was first restricted to calcium binding sites
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determined within TbMCA?2 (Supplementary Figure Sla)
and then to a ligand binding site that should provide enough
flexibility to accommodate a ligand (Supplementary Figure
S1b).

The interaction of TcMCA3 under the 9 binding modes
was analyzed with PDBePISA [41]. The predictions of con-
tact area, energy of interactions and Gibbs free energy vari-
ation (AG, kcal/mol) of each complex were evaluated for
selection of the best pose (Supplementary Tables S1 and
S2).

Mammalian cells—cytotoxicity

For cytotoxicity assays, 3T3 NIH Clone A31 cells (Rio de
Janeiro Cell Bank—BCRJ) were used. These cells were cul-
tured according to datasheet instructions. Briefly, PAC-1 was
diluted and prepared according to ICCVAM recommenda-
tions [42]. PAC-1 was immediately solubilized in culture
medium and serial dilutions were applied to cell culture
plates. To evaluate cytotoxicity, the neutral red uptake
(NRU) assay was performed [43]. The NRU is a quantitative
cell viability assay recommended by OECD [44] for deter-
mining the initial estimated doses for acute oral toxicity.

After 48 h of incubation with PAC-1 in different concen-
trations, the medium was discharged and cells were washed
with D-PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline).
Then, cells were stained with 25 ug/mL neutral red (Sigma-
Aldrich) in DMEM (Gibco Invitrogen) and incubated at
37 °C for 3 h. Next, wells were rinsed with D-PBS and neu-
tral red that was incorporated by extraction with a solution
composed of 50% ethanol and 1% acetic acid (Merck). Plates
were shaken for 2045 min before the optical density of the
samples was measured at 540 nm using a Synergy H1 Multi-
Mode Reader (BioTek).

For each experiment, a separate plate of SDS concentra-
tions was used as a positive control. For all tests, the accept-
ance criteria described in BALB/c 3T3 NRU Cytotoxicity
Test Method by ICCVAM (Test Acceptance Criteria for
Positive Control and Test Acceptance Criteria for Test Sub-
stances) were considered [43].

All data were analyzed according to ICCVAM recom-
mendations [43—46]. Data were analyzed in Microsoft Office
Excel, 365® in order to determine cell viability. These data
were converted into a percentage of the control (normal-
izing control to 100% viability). These percentages were
then transferred to GraphPad Prism® 6.0 to apply a Sig-
moidal dose-response (variable slope) with four parameters.
These parameters were used with rearranged Hill Function
[45—47]. Outliers were analyzed using Grubbs (available
online at http://graphpad.com/quickcalcs/Grubbs1.cfm).
Based on the Hill equation, it was possible to calculate
IC,y. IC5 and ICq, values, which are the concentrations that
reduce cell viability by 20, 50 and 80%, respectively [29].
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ICs,, was also used for predicting LDs, and GHS class. The
geometric mean ICs, was used to predict RC rat-only mil-
limole regression with the formula LDy, (mmol/kg)=0.439
logIC50 (mM)+0.621 (R2=0.452) [42, 46, 47].

Results

TcMCA3 oligomers consisting of intact and processed
domains interact with ten different caspase activators

TcMCA3 recombinant purification resulted into two major
bands observed in SDS-PAGE and western blot assay
(Fig. 1a). The upper band corresponded to the full-length
TcMCA3 protein (~50 kDa) and the lower band was the
processed enzyme. MS/MS confirmed this hypothesis and

suggested that cleavage occurs prior to residue 130 (Fig. 1b,
MS/MS raw data available in https://1drv.ms/f/s! AhY YT3f
ycJgkiAVUrf71XdalCQng).

In addition to the presence of two bands in SDS-PAGE,
SEC indicated that the sample presented structural homoge-
neity (Supplementary Figure S2), suggesting an interaction
between intact and processed TcMCA3. Therefore, TcMCA3
samples eluted via SEC were used in screening for ligands.
The thermal stability of TCMCA3 increased upon binding of
13 compounds (hits) (Table 1). The targets in human cells
were as follows: 1 target for procaspase 3, 1 target for Sur-
vivin promoter, 1 target for APAF-1, 1 target for MDMX,
1 target for p53, 1 target for TNF-a, 4 targets for Bcl-2 and
3 targets for multiple compounds (Table 1). Through the
criteria described in Fig. 2, we selected PAC-1 to investigate
the role of its interaction with TCMCA3 in 7. cruzi apoptosis.

MGFDFGCLLKLCSTVLKPGGAPGSINYMEIGLNLIKIAAPYVVQYLGVMERPP

50 kDa

(N N NS

RVDVEEFFQQAEVTEGFKPWETKTHVSGTFRA

LFIGINYYGTSAELSGCCNDVKQIIATLQRKRIPIDEMSILVDERGFPGANGLPT
RONIVRYMAWIVKGAKPGDVLFMHYSGHGTQTRATSDTEEKFDQCLAPVD

FATEGCILDNDIFRILLSGLPQGVRLTVVFDCCHSGSMLDLPYTFVGSRSLRRS

20 kDa

'
»

MTTFEVDPAVAT

Fig. 1 TcMCA3 production and DSF. a SDS-PAGE (I) and west-
ern blot (2) indicate that TCMCA3 was purified as two isoforms in
solution. M PageRuler Unstained Protein Ladder (ThermoFisher). b
MS/MS confirmed that the two bands correspond to TcMCA3, with

")

VAGHMQRIRKGNDCAGDVLMISGCADEQTSADVSNAATFGTGASGAGGA
ATQCLAYTILKVSNESYGBMLIATRDMLRRKGFTQVPQLSASKPINLQQKFSL

its N-terminal present only in the upper band. Peptides found only in
the 50 kDa band are highlighted in yellow. Peptides found only in the
30 kDa band are highlighted in green. Peptides found in both samples
are highlighted in gray. (Color figure online)

Fig. 2 Workflow for the selection of the best ligand of TcMCA3 for characterization
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PAC-1 affects T. cruzi epimastigote viability in vitro
and induces phosphatidylserine exposure

The MTT assay revealed that PAC-1 interferes with T. cruzi
epimastigote viability, presenting an ICy, of 14.12 yM
(Fig. 3a, b), and flow cytometry showed that PAC-1 causes
a loss of mitochondrial membrane potential and phosphati-
dylserine exposure, features of apoptosis in metazoans. After
24 h of incubation, PAC-1 led to defective mitochondrial
functioning (Fig. 4a) at all tested doses. Moreover, after 24 h
of incubation, phosphatidylserine exposure occurred in cells
treated with the IC,, and ICs, of PAC-1 (Fig. 4b). Distinct
from other doses, the ICg, of PAC-1 induced membrane rup-
ture, which significantly contributed to cell death (Fig. 4c).

PAC-1 affects viability at lower doses in T. cruzi
than in mammalian cells

3T3 cells are a reference cell line for toxicity predictions.
To provide data concerning PAC-1 toxicity, we investigated
its effect in 3T3 cells. The calculated ICg,, IC;, and IC,,

values of PAC-1 were 75.43 +21.248, 25.7+13.49 and
8.99 +6.64, respectively (Fig. 3¢, d). Additionally, it was
possible to predict an LD50 of 3167.73 +695.72. This LD50
value indicates that PAC-1 is a GHS class 5 drug (Fig. 3d).
The Globally Harmonized System Of Classification And
Labelling Of Chemicals (GHS) for acute toxicity indicate
that a class 5 substance has a LD50 from 2000 to 5000 mg/
kg with a relatively low acute toxicity and that may present
danger to vulnerable populations [48].

Metacyclic trypomastigotes resist to PAC-1 induced
death

Surprisingly, PAC-1 affected the morphology of epimas-
tigotes during differentiation (Fig. Sa—f). However, optical
microscopy did not suggest changes in metacyclic trypomas-
tigote morphology (Fig. Sa—f). Moreover, the number of dif-
ferentiated cells did not vary significantly during metacyclo-
genesis with PAC-1 addition (Fig. 5f).

By comparing the effects of the epimastigote ICs,
dose in epimastigotes and metacyclic trypomastigotes, it

Fig. 3 Viability and cytotoxic assays. a, b Viability assay of T. cruzi
epimastigotes treated for 72 h with PAC-1. A dose response curve
that fits the Hill Function equation was obtained in each out of three
independent experiments (a). CompuSym calculated IC 50, IC 80,
and IC 20 values (b). ¢, d Cytotoxicity assay. Murine BALBalb/c 3T3
clone A31 cells were treated with PAC-1 in at different concentra-
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tions for 48 h. After that, cells were incubated followed by incubation
with neutral red solution for 3 h. A dose response curve that fits the
Hill Function equation was obtained in each out of four independent
experiments (c). Based on the Hill Function equation, IC 50, IC 80,
and IC 20 values were calculated and LD 50 and GHS Cclass were
predicted (d)
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Fig. 4 Epimastigotes flow cytometry analysis. a Mitochondrial
activity determined by rhodamine 123. Fluorescence emission his-
togram (/) of the mitochondrial membrane potential of epimastig-
otes treated for 24 h with IC20, IC50 and IC80 doses of PAC-1 and
the percentage of parasites with negative fluorescence presented as
media+ standard deviation of a triplicate experiment (2). Statisti-
cal analysis via one-way ANOVA with the post hoc Bonferroni test.
Significant differences compared to untreated controls are shown as
*p<0.05 or **p<0.01. b Evaluation of the membrane permeability

was possible to verify that PAC-1 reduced mitochondrial
function of both groups (Fig. 6a). However, cytometry
data show that metacyclic trypomastigote cells are more
resistant, having no cytoplasmic membrane rupture and
no phosphatidylserine exposure (Fig. 6b).

The molecular mechanism of action for PAC-1 might be
different from that of procaspase 3 activation

Molecular modeling of TcMCA3 presented good quality
(Supplementary table S3) due to fold conservation with

29

of epimastigotes treated with PAC-1. Epimastigotes after 24-h treat-
ment with IC20 (2), IC50 (3), and IC80 (4) of PAC-1. Non-treated
cells are shown in /. In all cases, images are representative of the
mean resulting from a triplicate experiment. 5 Graphic of the evalu-
ation of membrane permeability of T. cruzi treated with PAC-1. Data
are presented as mean +standard deviation of a triplicate experi-
ment. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA
with the post hoc Bonferroni test. Significant differences: *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.005

TbMCAZ2. Both proteins possess seven p-sheets surrounded
by six a-helices (Fig. 7).

TcMCA3 might interact with PAC-1 via 12 different
residues: Km, H224, 8225, G267, 268 (Van de Walls interac-
tions), I8, F'82, A28 7327 (328 (Hydrophobic interactions),
and Y®, H'"! (Hydrogen interactions) (Fig. 7a). The prob-
able PAC-1 binding site is in the proximity of the active site
and might stabilize it in an open conformation, enhancing
TcMCAS3 activity (Fig. 7b).
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Fig. 5 Effect of PAC-1 on metacyclogenesis. b, d, f Show the mor-
phology of parasites in TAUSAAG media after 24, 48 and 72 h of
PAC-1 treatment, respectively. a, ¢, e Show the morphology of con-
trol cells at 24, 48 and 72 h, respectively. g Number of epimastigotes

The PAC-1- and TcMCA3-interacting residues are not
conserved in caspase 3, suggesting a different mode of bind-
ing between PAC-1-caspase 3 and Pacl1-TcMCA3 (Fig. 7c).
Superposing caspase 3 (PDB 4QUA) and TcMCA3 struc-
tures revealed differences in the regions around their active
sites (Fig. 7d, e). Otherwise, TcMCA3 and TcMCAZ2 present
high similarity (Fig. 7b), although their sequences are not
conserved (Fig. 7c).

Discussion

Caspases exist as inactive proenzymes with protein activa-
tion resulting from cleavage of their p20 and p10 subunits.
Several reports demonstrated the catalytic activation of met-
acaspases and their homologues [49-51]. Among trypano-
somatids, there are indications of metacaspase processing
in Leishmania major [52] and dependence of enzymatic
activation upon processing. In T. brucei, activity might not
be dependent upon cleavage [53], but TbMCA?2 processing
affects substrate binding site and enables hydrolysis of large
substrates [54]. Different from previous reports [19], herein,
we show that recombinant protein production results in two
stable isoforms of TcMCA3, indicative of self-processing
in vitro. This autocatalytic behavior of TcMCA3 is distinct
from what has been previously reported [19] and might be
a consequence of different tags and buffers used for recom-
binant expression and purification. Indeed, the presence of
two stable bands identified by MS/MS as TcMCA3 suggests
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specific cleavage in spite of protein degradation. Moreover,
the similarity in SDS-PAGE profiles between TobMCA2
[54] and TcMCA3 auto-processing favor the hypothesis of
TcMCA3 processing. Unfortunately, MS/MS was not able
to determine with high accuracy the region of cleavage.
However, the results suggest that it probably occurs before
residue 130. In fact, determination of the metacaspase cleav-
age site remains obscure. Several reports have demonstrated
metacaspase processing but were also unable to verify the
cleavage site [49-51].

Currently, several companies are searching for specific
caspase inhibitors due to their therapeutic potential [55].
Experimental data in animal models indicate that inhibition
of this pathway could be useful in treatment of sepsis [56,
57], heart disease, stroke-related ischemia/reperfusion, and
injury to the brain, liver and other organs [58, 59]. Iden-
tification of a compound that induces or protects against
apoptosis in T. cruzi would allow in vitro manipulation of
this process. Due to the conservation of metacaspases and
caspase folding (Fig. 7f), we began the search using a well-
characterized apoptotic compound. Furthermore, there is
a great push for research into new uses for existing drugs
because this approach avoids the immense cost associated
with the development of new chemical entities and may be
particularly useful in understudied diseases.

Importantly, this work identified 13 compounds that
improved the thermal stability of TCcMCA3. From those, we
decided to evaluate the effect of the PAC-1 and TcMCA3
interaction in vitro. The choice of compound was based on
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Fig. 6 Cytotoxicity in metacyclic trypomastigotes. a Mitochondrial
activity probed by rhodamine 123. Fluorescence emission histogram
(1) of membrane potential of metacyclic trypomastigotes treated for
24 h with the epimastigote IC50 dose of PAC-1. Percentage of para-
sites with negative fluorescence are presented as media+ standard
deviation of a triplicate experiment (2). One-way ANOVA statistical
analysis with the post hoc Bonferroni test; A significant difference in
relation to the untreated control was indicated by *p <0.05. b Evalua-

the factors described in Fig. 2, and PAC-1 met these criteria.
It is well established that PAC-1 induces apoptosis through
procaspase-3 activation by sequestering inhibitory zinc ions,
thus allowing procaspase-3 auto activation into caspase 3
[60]. Moreover, PAC-1 is a potential treatment in cancer
[61] whose effectiveness is directly proportional to the pro-
caspase-3 concentration present in cells [61].

PAC-1 and zinc form a tight complex with each other,
with a dissociation constant of approximately 42 nM.
Among several compounds (CuSO,, ZnSO,, CoCl,, FeCl,,
MnCl,, FeCl;, MgCl,), only Zinc and Cobalt strongly
interact with procaspase-3 [60]. Distinct from caspases,
metacaspases are dependent on calcium for activity [62].
TcMCA3 activity increases gradually after calcium addi-
tion [19] and in T. brucei, calcium binding induces an
allosteric conformational change that promotes activity

Cellular population (%)
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©
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0
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o — — —

Q1 Necrosis Q2 Late aptosis Q3 apoptosis Q4 Live cells
necrosis
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tion of membrane permeability of metacyclic trypomastigotes treated
with PAC-1. Metacyclic trypomastigotes after 24-h treatment with
epimastigote IC50 of PAC-1 (2). Controls are presented in (/). In all
cases, images are representative of the mean resulting from a tripli-
cate experiment. Graphic of the evaluation of membrane permeability
of T. cruzi treated with PAC-1 (3). No significant difference among
data

[62]. In T. brucei, the calcium-binding site is comprised
of four aspartic acid residues (D'”?, D'%°, D!, and D??%)
[62]. Aside from D190, the other residues are conserved
in T. cruzi. In addition, our docking analysis showed that
PAC-1 interaction might not be likely to occur in the cal-
cium binding site (Supplementary Table S2). Instead,
energetically favored residues for interaction are not con-
served between TbOMCA2 and caspase 3 (Fig. 7). All these
data indicate that TcMCA3 regulation might have unique
features in T. cruzi.

Even if the mechanism of activation is distinct, the
downstream effect in cells is quite similar. PAC-1 affected
T. cruzi epimastigote viability by leading to phosphatidyl-
serine exposure and mitochondrial inactivation, features
of apoptosis. However, the effects of PAC-1 in metacyclic
trypomastigotes differed greatly from those observed in
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Fig. 7 PAC-1 and TcMCA3 interaction site. a PAC-1 binding pocket
in TcMCA3 with interacting residues presented as sticks. Carbons of
PAC-1 are displayed in wheat. Black and red lines represent hydro-
phobic and hydrogen interactions, respectively. Carbons of TcMCA3
residues contributing to Van der Walls interactions with PAC-1 are
colored in green. b TcMCA3 structure model with regions that inter-
act with PAC-1 highlighted as red spheres. The catalytic dyad loca-
tion is shown as black spheres. ¢ Sequence alignment between cas-
pase 3, TbMCA2 and TcMCA3. Conserved residues among caspase
3, TbBMCA2 and TcMCA3 are shown by black boxes. Residues of
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TcMCA3 that might interact with PAC-1 are highlighted with red
asterisks. d Superposition of the TCMCA3 model and caspase 3 (PDB
4QUA). Unique regions in TcMCA3 and caspase 3 are highlighted
in red and blue, respectively. The circle indicates the PAC-1 bind-
ing pocket in TcMCA3. e Superimposition of the TcMCA3 model
and TbMCA2 (PDB 4QFV). Regions shown in red in ToMCA?2 are
those found to diverge between TcMCA3 and caspase. The superim-
posed images indicate that they are conserved between TcMCA3 and
TbMCA2. f RMSD values and sequence identity found after compari-
son of these three proteins. (Color figure online)
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epimastigotes. Metacyclic trypomastigotes incubated with
PAC-1 were more resistant to death than were epimastigotes.
T. cruzi has a complex life cycle involving mammalian hosts
and insect vectors [63]. Distinct from epimastigotes that
divide by binary fission in the gut of the vector, the trans-
mission stage parasites, metacyclic trypomastigotes cannot
divide and must, therefore, penetrate mammalian host cells
in order to continue the T. cruzi life cycle in the host [64].
Several studies concluded that T. cruzi utilizes its antioxidant
system to protect itself against macrophage invasion at the
onset of infection to ensure dissemination to distant tissues
and organs [64]. Conceivably, trypomastigote-invading cells
express higher levels of antioxidants that enable them to
overcome mitochondrial stress [65].

In addition, previous work demonstrated that epimas-
tigotes overexpressing TcMCA3 displayed a reduced per-
centage of propidium iodine positive cells when compared
with uninduced controls, indicating a pro-survival effect
of TcMCAS3 overexpression [19]. However, stimulation of
metacyclogenesis was dependent on the catalytic activity
of TcMCA3 [19]. The effects caused by PAC-1 incubation
with T! cruzi are antagonistic to TcMCA3 overexpression,
strengthening the hypothesis that PAC-1 is an inhibitor of
TcMCA3.

The first evidence of apoptosis in T. cruzi was reported in
1995 [7], but no isolated activators have been identified until
now. Information concerning the regulation of this process
and the enzymes involved remains elusive. Despite PAC-1
seeming to have greater affinity for cancer lineages (IC50 of
3 nM) than for T. cruzi epimastigote (IC50 of 14.12 pM), its
IC50 is in the range of Benznidazole (IC50 of 22.69 pM) and
Nifurtimox (IC50 of 3.78 pM) [66]. Moreover, when com-
paring the IC values in mammalian cells (IC20: 75.43, IC50:
25.7,1C80: 8.99) to IC values in T. cruzi epimastigote cells
(IC20: 3.15, IC50: 14.12, IC80: 63.19), we observed that
these values are higher in 3T3 cells, indicating that PAC-1
kills T. cruzi at lower doses than mammalian cells. This is
fortuitous in regard to therapeutic relevance, since PAC-1
will cause death in 7. cruzi before it harms mammalian cells.

Above all, it is important to highlight the importance of
this investigation beyond its clinical applications. Identifi-
cation of a compound that binds to TcMCA3 and promotes
apoptosis in 7. cruzi enables the study of apoptosis in vitro
to provide a better understanding of this process.
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4. DISCUSSAO

As caspases existem como pro-enzimas inativas e sua ativacao resulta da
clivagem de suas subunidades p20 e p10. Vérios trabalhos demonstraram a ativagcédo
catalitica das metacaspases e seus homologos (GONZALEZ et al., 2007; MADEO et
al.,, 2002). Entre os tripanossomatideos, ha indicios do processamento de
metacaspases em L. major (ZALILA et al.,, 2011) e da relacdo entre a atividade
enzimatica e o processamento. Em T. brucei, a atividade pode nédo ser dependente da
clivagem (MOSS et al., 2007), mas o processamento de TOMCA2 afeta o sitio de
ligacdo ao substrato permitindo que enzimas processadas hidrolisem grandes
substratos (GILIO et al., 2017). Diferente de estudos anteriores (LAVERRIERE;
CAZZULO; ALVAREZ, 2012), mostramos que a TcMCA3 recombinante € produzida
em duas isoformas estéaveis de TcMCA3, um indicativo do autoprocesamento in vitro.
Este comportamento auto catalitico de TcMCA3 difere do que foi relatado
anteriormente e pode ser uma consequéncia de diferentes tags e tampdes utilizados
para expressao e purificagdo recombinantes. De fato, a presenca de duas bandas
estaveis identificadas por MS/IMS como TcMCAS3 sugere uma clivagem especifica,
apesar da possibilidade de degradacao proteica. Além disso, a semelhanca nos perfis
de SDS-PAGE entre TOMCA2 (GILIO et al., 2017) e TcMCAS3 favorece a hip6tese do
processamento de TcMCAS3 ao invés de degradacao inespecifica. Infelizmente, a
analise por MS/MS nédo conseguiu determinar com precisao a regido de clivagem. No
entanto, os resultados sugerem que esta ocorra provavelmente antes do residuo 130.
Na verdade, a determinacdo do sitio de clivagem de metacaspase permanece
obscura. Vérios trabalhos demonstraram o processamento de metacaspases, mas
também ndo conseguiram identificar o local de clivagem (GONZALEZ et al., 2007;
MADEDO 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 compreensao da reacdo auto catalitica que desencadeia sua ativacdo. Para
ISSO temos como perspectiva, a realizagao da determinacao estrutural da TcMCAS3 por
cristalografia de raios-x, no estado processado e no estado ndo processado e assim
gerar dados a respeito dessa reacdo. O detalhamento estrutural do processo de
ativacdo de TcMCAS auxiliardo na busca por ativadores e/ou supressores dessa

enzima.
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Assim como a determinagdo estrutural, a caracterizagdo cinética de TOMCA2
de T. brucei ja foi realizada. Em 2013, Machado e colaboradores mostraram a
preferéncia de TOMCA2 por residuos basicos na regido P1 e por residuos polares na
regidao P2 e P3 (MACHADO et al., 2013). Com o intuito de identificar as sequéncias
de aminoacidos alvo da metacaspase-3 na cascata de apoptose, também
pretendemos realizar a sua caracterizacdo cinética utilizando substratos FRET
(Fluorescence Resonance Energy Transfer).

A busca por inibidores especificos de caspases é prioridade em varias
empresas farmacéuticas devido ao seu potencial terapéutico (NEUFELD KL.
NUCLEAR APC, [s.d.]). Os dados experimentais em modelos animais indicam que a
inibicdo desta via pode ser Gtil no tratamento da sepse (AYALA et al., 1996; WANG et
al., 1994), doencas cardiacas, isquemia relacionada a acidente vascular cerebral e
lesbes no cérebro, figado e outros 6rgdos (CURSIO et al., 2000; YAOITA et al., 1998).
A identificacdo de um composto que induz ou protege da apoptose em T. cruzi
permitiria a manipulacao in vitro desse processo. Devido as semelhancas estruturais
existentes entre as metacaspases e as caspase (Secao 3, Fig. 7f), iniciamos a
pesquisa usando compostos apoptéticos bem caracterizados. Ha um grande impulso
para a pesquisa de novos usos para medicamentos existentes, pois esta abordagem
evita 0 imenso custo associado ao desenvolvimento de novos compostos quimicos e
pode ser particularmente Gtil em doencas negligenciadas.

Identificamos 13 compostos que melhoraram a estabilidade térmica de
TcMCA3. Desses, decidimos avaliar o efeito da interacdo entre PAC-1 e TcMCA3 in
vitro. A escolha do composto foi baseada nos fatores descritos na figura 2, se¢éo 3, e
entre todos os compostos identificados, PAC-1 se ajustou melhor a esses critérios.
Sabe-se que PAC-1 induz apoptose em metazoarios através da ativacdo da
procaspase-3. A ativacdo da procaspase-3 € inibida pela interacdo dessa proteina
com ions de Zinco. PAC-1 se liga a ions de zinco inibitorios, que permite a ativacao
automatica da procaspase-3 em caspase-3 (PETERSON et al., 2009). PAC-1 tem se
mostrado um potencial farmaco para o tratamento do céancer, cuja eficacia é
diretamente proporcional & concentragdo de procaspase-3 presente nas células
(PUTT et al., 2006).

O PAC-1 e o zinco formam um complexo rigido, com uma constante de
dissociacao de aproximadamente 42 nM. Entre varios compostos ja testados (CuSOa,
ZnS04, CoClz2, FeCl2, MnCl2, FeCls, MgCl2), apenas zinco e cobalto interagem

fortemente com procaspase-3 (PETERSON et al., 2009). Diferente das caspases, as
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metacaspases sdo dependentes do calcio para a sua atividade (MCLUSKEY et al.,
2012). A atividade de TcMCA3 aumenta gradualmente apés a adicdo de calcio
(LAVERRIERE; CAZZULO; ALVAREZ, 2012) e em T. brucei, a ligac&o de célcio induz
uma mudanca conformacional alostérica que promove a ativagdo. Em T. brucei, o local
de ligacdo ao calcio € composto por quatro residuos de &cido aspértico (D173, D189,
D190 e D220) (MCLUSKEY et al., 2012). Com excecao de D190, os outros residuos
sdo conservados em T. cruzi. Devido a ja conhecida interacdo entre PAC-1/ions
Zinco/procaspase-e, avaliamos inicialmente através do docking molecular, a
probabilidade de PAC-1 interagir ao sitio de ligagdo de calcio. No entanto, a analise
de docking mostrou que a interacdo com PAC-1 provavelmente ndo ocorre no local
de ligacdo ao calcio (Tabela Suplementar S2, Apéndice). Em vez disso, os residuos
energicamente favoraveis para essa interagdo sdo aminoacidos que ndo sao
conservada em TbMCAZ2 e caspase 3 (figura 7, secdo 3). Todos esses dados indicam
que a regulacdo TcMCA3 pode ter caracteristicas Unicas em T. cruzi.

Assim como para a caracterizacdo do autoprocessamento da TcMCA3, a
cristalografia de raios-x podera auxiliar na compreensao atbmica da interagdo entre o
PAC-1, e a TcMCAS3, ja que essa andlise, até 0 momento, sé ocorreu in silico. Além
disso, serd possivel ainda determinar o local de ligacdo ao calcio em TcMCAS e
determinar a conservacao dessa regido com TbMCAZ2 de T. brucei.

Mesmo que o mecanismo de ativacdo seja distinto, o efeito nas células é
bastante semelhante. PAC-1 afetou a viabilidade de epimastigotas de T. cruzi, levando
a exposicao a fosfatidilserina e a inativacdo mitocondrial, caracteristicas do processo
de apoptose. No entanto, os efeitos do PAC-1 em tripomastigotas metaciclicos foram
muito distintos dos observados em epimastigotas. Os tripomastigotas metaciclicos
incubados com PAC-1 foram mais resistentes a morte do que os epimastigotas. T.
cruzi tem um ciclo de vida complexo envolvendo hospedeiros de mamiferos e vetores
de insetos (CHAGAS, 1909). Diferente dos epimastigotas que se dividem por fissdo
binaria no intestino do vetor, os parasitas do estagio de transmissdo, 0s
tripomastigotas metaciclicos ndo podem se dividir e, devem penetrar as células
hospedeiras de mamiferos para continuar o ciclo de vida do T. cruzi no hospedeiro.
Vérios estudos concluiram que T. cruzi utiliza seu sistema antioxidante para se
proteger contra a invasdo de macrofagos no inicio da infecgcdo para garantir a
disseminacdo de tecidos e oOrgdos distantes (NAGAJYOTHI et al., 2012).

Teoricamente, as células invasoras de tripomastigotas expressam niveis mais

38



elevados de antioxidantes que lhes permitem superar o estresse mitocondrial
(CASTRO; TOMAS, 2008)

Estudos mostram que epimastigotas que super expressam TcMCA3
apresentam uma porcentagem menor de células positivas para o iodeto de propidio,
quando comparadas com controles ndo induzidos, indicando um efeito pro-
sobrevivéncia da super expressdo de TCcMCA3 (LAVERRIERE; CAZZULO; ALVAREZ,
2012). No entanto, o estimulo da metaciclogénese depende da atividade catalitica de
TcMCA3 (LAVERRIERE; CAZZULO; ALVAREZ, 2012). Observamos que os efeitos
causados pela incubagdo do T. cruzi com PAC-1 sao antagOnicos ao da super
expressdo de TcMCAS, fortalecendo a hipotese de que PAC-1 é um inibidor de
TcMCAS.

A primeira evidéncia de apoptose em T. cruzi foi relatada em 1995 (AMEISEN
et al., 1995), mas nenhum ativador isolado foi identificado até agora. As informacdes
sobre a regulacdo deste processo e as enzimas envolvidas ainda ndo foram
esclarecidas. Apesar de o PAC-1 aparentar ter maior afinidade as linhagens celulares
de céncer (IC50 de 3 nM) do que para o epimastigotas de T. cruzi (IC50 de 14,12 uM),
0 IC50 esta na mesma ordem de grandeza do Benznidazol (IC50 de 22,69 uM) e do
Nifurtimox (IC50 de 3,78 uM) (PALACE-BERL et al., 2013). Além disso, ao comparar
os valores de IC em células de mamifero (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 sao maiores para as 3T3, indicando que o PAC-
1 mata o T. cruzi em doses mais baixas do que as células de mamiferos. Isso é
oportuno em relacdo a relevancia terapéutica, uma vez que PAC-1 causara a morte
em T. cruzi antes de prejudicar as células de mamiferos.

Acima de tudo, é importante destacar a importancia desta investigacéo para
além das suas aplicacdes clinicas. A identificacdo 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 compreensao do processo. E com o auxilio do composto ativador da
apoptose em T.cruzi pretendemos identificar as proteinas que interagem com a
TcMCA3 em células epimastigotas e tripomastigotas metacaciclicos apoptéticas pela
técnica de cross-linking acoplada a espectrometria de massas e comparar com as
interacdes realizadas em células em seu estado normal. Juntamente com a analise
estrutural dos diferentes estados de TcMCA3 e a sua caracterizacdo cinética

poderemos indicar se as proteinas do interactoma s&o provaveis 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. CONCLUSOES

O presente trabalho deu inicio a caracterizacdo de uma via ainda
desconhecida em T. cruzi, e mostrou que a metacaspase-3 estd envolvida nesse
processo.

A TcMCAS3 produzida de forma recombinante nesse trabalho contribuiu para
a identificacdo do auto processamento da enzima, sendo observado a presenca de
duas isoformas estéveis, tendo a proteina inteira com aproximadamente 50kDa e a
processada com aproximadamente 30kDa, sugerindo que a clivagem possa ocorrer
apos o residuo 130, que difere do que foi sugerido em estudos anteriores
(LAVERRIERE; CAZZULO; ALVAREZ, 2012).

Com a producdo da proteina recombinante foi possivel identificar um
composto que interagisse com a TcMCA3, o PAC-1, e o modo de interacdo pode ser
peculiar em T. cruzi ja que os residuos envolvidos na interacdo identificados no
docking molecular, ndo sdo conservados na caspase-3 humana ou na metacaspase-
2 de T. brucei.

Nos ensaios realizados com epimastigotas de T. cruzi e PAC-1, a presenca
da droga causou uma reduc¢do na viabilidade celular do parasita, e levou a exposi¢ao
da fosfatidilserina com a reducdo do potencial de membrana mitocondrial,
caracteristicas bem estabelecidas de um processo apoptético. J& para a forma
tripomastigota metaciclica vemos ocorrer algum mecanismo distinto de regulacéo
dessa via, pois esse se mostrou mais resistente a morte, com leve alteracdo no
potencial de membrana mitocondrial.

Comparando os resultados obtidos com T. cruzi com células de mamiferos
vemos um valor de IC50 menor para T. cruzi, 0 que mostra que o PAC-1 atinge o
parasita em doses menores do que em mamiferos.

Os resultados apresentados nesse trabalho permitem estender a
compreensao da via de apoptose em T. cruzi, através da identificacdo de um
composto que se liga a TcMCA3 e promove a apoptose no parasita e abre
perspectivas para elucidacao desse processo, que pode ser utilizado como alvo de

novos farmacos para a doenca 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 TOMCAZ2. B- Ligand binding site flanked
by two flexible loops (S*77-F82 and A?70-G?%3). Red arrow in A indicates the docked

region in B.
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Figure S2- SEC chromatogram.

DOCKING INTRY Surface INTRY Surface Interface AG
NUMBER * "' Az at e Az Area A2 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 (S'77-F83 and A270-
G2%%). The Docking 9 (shaded in green) was chosen for our analyses. Nat indicates
the number of interfacing atoms in the corresponding structure. 'Nres indicates the
number of interfacing residues in the corresponding structure. Surface A? is the total
solvent accessible surface area in square Angstroms. Interface area in A2, calculated
as difference in total accessible surface areas of isolated and interfacing structures
divided by two. AIG 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 AiG 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 TcMCAS3, respectively.
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DOCKING 'Nat 'Nres Surface 'Nar 'Nres Surface Interface  AG  A'GP-
NUMBER Az Az Area A2 kcal/mol value
1 29 1 663 57 20 17294 382.5 -04 -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

TbMCAZ2. Nat indicates the number of interfacing atoms in the corresponding structure.

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

Surface A? is the total solvent accessible surface area in square Angstroms. Interface

area in A2, calculated as difference in total accessible surface areas of isolated and

interfacing structures divided by two. A'G 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 AiG 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 TcMCAZ3, 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.
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