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Obtencao da proteina metacaspase recombinante de Trypanosoma
cruzi pelo sistema de expressao baseado em vetor de baculovirus
(BEV)

Ketlin Cristina Mouzinho Santos?'® « Vicente de Paulo Martins?

Resumo

A Doenca de Chagas (DC) é classificada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
como uma doenca tropical negligenciada. Ela atinge 21 paises em situacdo endémica na
América Latina e também ha casos em outros paises e continentes. No Brasil, sdo 1,9
milhdo de pessoas infectadas pelo parasito Tripanosoma cruzi, 0 agente etiolégico da
DC. Ele possui um ciclo de vida heteroxénico e varias formas de transmisséo. No
hospedeiro vertebrado infectado ha diferentes respostas contra o parasito. Dentre elas
esta a apoptose, que pode ser ativada por via extrinseca ou via intrinseca a célula
envolvendo uma cascata de caspases, que sdo proteinas encontradas em metazoarios.
Diante dessa resposta o T. cruzi apresenta mecanismos de evasdo as defesas das
células hospedeiras. Esses possivelmente incluem a participacéo de proteinas chamadas
metacaspases (MCAs), encontradas em fungos, protozoéarios e plantas. Na literatura
cientifica ndo ha tantas pesquisas relacionadas a proteina MCA de T. cruzi. Entretanto
trabalhos evidenciam a existéncia de cinco genes de MCAs em Trypanosoma brucei. Em
T. cruzi foram encontrados os genes TcMCA3 e TcMCAS. O objetivo do presente trabalho
foi a utilizacdo da ferramenta de expressao baseada em vetores de baculovirus (do
inglés, baculovirus expression vector, BEV). A obtencdo do bacmideo recombinante com
0 gene TcMCA3 de T. cruzi pelo sistema BEV apresentou bons resultados e trouxe como
perspectiva expressa-lo em células de inseto pelo sistema BEV, como também a purificar
a proteina resultante para analises em imunodiagnosticos da DC e estudos de evaséo a
apoptose.
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1. Introducéo

1.1. Doencade Chagas

Em 1909 foi descoberta a Doenca de Chagas (DC) pelo pesquisador e médico
brasileiro Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas e foi em homenagem a ele que se deu o
nome da doenca (OPAS 2020). Até o momento, segundo Dias et al. (2016), no Brasil a
DC encontra-se em situacdo endémica com mais de 1,9 milhdo de pessoas infectadas.
Nos outros 21 paises da América Latina onde a doenca também se encontra em situacao
endémica o numero de pessoas infectadas alcanca de 6 a 7 milhdes. Sendo assim, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) considera a DC uma doenca tropical, emergente

e negligenciada.

Devido a essa situacao, segundo a Organizacdo pan-americana da saude (2020),
no percurso da histéria a DC é qualificada como uma doenca marginalizada, por ser
correlacionada a populacdes rurais e vulneraveis. Posto isso, ha a ocorréncia de
estigmas sociais em relacdo a doenca, por exemplo, a rejeicdo social no trabalho, por
estar associada a um problema de saude, e nas provaveis dificuldades ao qual o
trabalhador terd com o seu desempenho no emprego. Assim, desperta-se um medo nos
trabalhadores em procurar um tratamento de imediato, pois ao longo do tempo leva
manifestacdes clinicas mais graves da doenca e suas morbidades podem ocorrer.

A Opas (2020) aponta ainda que essas gquestdes sociais criam obstaculos claros
para os agentes da salde em relacdo ao avanco da tecnologia da triagem, diagnosticos,
tratamento, controles eficazes para combater a doenca e a desmistificacdo das crencas
as quais envolvem a Doenca de Chagas. Em consideracdo a esse problema de saude
publica, a inevitabilidade de conscientizacdo e os estigmas sociais circundantes aos
profissionais da saude, a Assembleia Mundial da Saude de 2019, 6rgdo decisorio da
OMS, designou o dia 14 de abril como o Dia Mundial da Doenca de Chagas, com o

objetivo de visibilizar as extensdes de saude, psicossociais e econémicas da DC.



1.2. Epidemiologia

Tais estigmas sociais sdo atrelados ao histérico da DC no pais. No inicio da
década de 1950 a ascensédo da pecuéria trouxe a degradacdo ambiental e alteracdes
climaticas, consequentemente houve a realocacdo de animais selvagens, e assim a
domiciliacdo dos triatomineos, principalmente por Triatoma infestans, nas habitacdes
humanas que tinham condi¢cdes socioecondmicas precéarias. Esses triatomineos séo
insetos hemipteros hematéfagos da subfamilia Triatominae, popularmente conhecidos no
Brasil como “barbeiros” ou chupdes”. Eles sdo o0s hospedeiros invertebrados e

considerados os vetores da DC (Dias et al. 2016).

Pela vulnerabilidade social, a transmisséo vetorial da DC foi crescente em
habitacdes de casa de barro, denominadas como “casa de pau a pique”, “taipa de mao”,
“taipa de sopapo” ou “taipa de sebe”, e assim tornaram-se acomodacfes para 0S
triatomineos domiciliares (Coura and Dias 2009). Westphalen, Bisugo e Araudjo (2012),
integram que apos medidas de controles ambientais de T. infestans, coordenadas pela
OPAS no inicio dos anos 60, por meio da pulverizacdo de inseticidas, a incidéncia da
transmissao diminuiu de forma significativa. Ao longo do tempo, essas campanhas pela
América Latina organizadas pela OPAS foram enfraquecendo e perceberam que, como
estratégia de extinguir os vetores da DC, deveriam dar prioridade as melhorias
socioeconémicas. Essas medidas de controle foram reiteradas apds a iniciacdo de
estudos soroldgicos, entre a década de 70 e 80, os quais, com levantamentos de dados,
constatou-se novamente a prevaléncia de transmissao vetorial da DC. No entanto, essas
medidas trouxeram impactos ambientais em decorréncia do inseticida. E com a
industrializacdo e o éxodo rural, foi estimado pela Superintendéncia de Campanhas de
Saude Publica (SUCAM), do Ministério da Saude, o aumento de mais de quatro milhdes
de pessoas infectadas pelo protozoario T. cruzi em areas endémicas do Brasil.

Devido a essas problematicas foram delineadas outras formas de controle vetorial,

como catalogar esses triatomineos a fim de compreender o indice de dispersdo e a



infestacdo domiciliar. Segundo Vinhaes (2013), no Brasil, foram registradas 62 espécies
de triatomineos com carater intradomiciliar e peridomiciliar. Seis dessas espécies de
triatomineos sdo predominantes na regido brasileira por serem dominantes vetores do
protozoario T. cruzi. As espécies predominantes mencionadas séo: (1) a Panstrongylus
megistus encontrada em condicdes ambientais silvestres na regido Sul do pais, ao passo
gue detém a capacidade de colonizac&o domiciliar e possui importancia vetorial na regido
sudeste e alguns estados do nordeste (peri e intradomiciliares); (2) a Triatoma brasiliensis
vetor protagonista de T.cruzi na regiao do nordeste brasileiro, com infestacdes coloniais
peri e intradomiciliares, entretanto dispde de uma ampla distribuicdo geografica; (3) a
Triatoma pseudomaculata possui um carater mais peridomiciliar onde esta presente em
toda a regido nordeste e alguns estados do centro sul do Brasil (Goias, Minas Gerais,
Tocantins e Distrito Federal). A T. pseudomaculata ndo possui uma predominagéo em
colonizacdo intradomiciliar, entretanto, ela passa por um acelerado processo
sinantropico; (4) a espécie Triatoma sordida é a mais encontrada em todo territério
brasileiro, porém possui um baixo risco de transmissao vetorial de T.cruzi ao homem, por
nao conseguir adaptar-se ao ambiente intradomiciliar; a espécie (5) Rhodnius robustus e
a espécie (6) Rhodnius pictipes apresentam elevadas taxas de transmissao natural de
T.cruzi ao homem ou pela contaminacédo de alimentos com as fezes do triatomineo. Suas
distribuicdes geograficas concentram-se na regido amazénica, a qual é considerada uma

regido emergente da DC no Brasil.

Diante da diversidade das espécies mencionadas e das praticas de controle,
segundo o Ministério da Saude (2015) observou-se que, no periodo de 2000 a 2013
houve um crescimento de transmisséo oral. Essa se deu principalmente na por¢éo norte
do pais, incidindo em 68,8% dos casos de DC aguda no Brasil, e observou-se a
diminuicdo da transmisséo vetorial, a qual antes era elevada e incidiu-se em 6,36% dos

casos, com a prevaléncia na porgéo norte do pais.



Dessa forma, atualmente, com avanco da urbanizacdo e suas consequéncias,
outras formas de transmisséo ja existentes comecaram a ter maiores incidéncias de
casos em paises endémicos da América Latina. Dentre elas, estdo a transmissao vetorial,
que abrange cerca de 70% das infecgbes, a transmissdo congénita a qual contempla
cerca de 26% das infeccOes e 0s 4% restantes sdo pela transmissdo por transfuséao
sanguinea, por transplante, pelo consumo de alimentos contaminados com as fezes do
triatomineo e em acidentes laboratoriais (Bonney et al. 2018). Ainda, segundo Tanowitz,
Weiss e Montgomery (2011) e Opas (2020), este avanco e o aumento do fluxo de pessoas
entre a América Latina e em outros paises e continentes ndo endémicos, a doenca se
propagou em regiées como os Estados Unidos, na Africa, Mediterraneo Oriental, Pacifico
Ocidental e a Europa. Nesses, a transmissao da doenca nao € por insetos triatomineos,
como ocorre na maioria das vezes nas regides endémicas, e sim por outras formas néo

vetoriais.

1.3. Ciclo devidado Trypanosoma cruzi

A DC é causada pelo protozoario parasito T. cruzi, pertencente a ordem
Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae. O parasito € um organismo monoflagelado
no qual ha uma mitocéndria modificada, denominada de cinetoplasto. O organismo
possui um ciclo de vida heteroxénico, entre barbeiros e hospedeiros vertebrados
mamiferos, como humanos e gambas (Lana and Tafuri 2011). O ciclo infectivo no
hospedeiro vertebrado € definido por diferenciacdes morfolégicas do parasito, Brener
(1997) e Bonney et al. (2018) descrevem que apds o repasto sanguineo, a forma
tripomastigota metaciclica do parasito é liberada nas fezes do triatomineo e essas
entrariam em contato com a corrente sanguinea do hospedeiro mamifero. ApGs a entrada
0 parasito infecta as células nucleadas e entédo se diferencia na forma amastigota. Em
seguida, o protozodrio na forma amastigota se multiplica por diviséo binaria no citoplasma
da célula hospedeira, diferencia-se para a forma tripomastigota e provoca uma lise

celular. Assim se libera o parasito diferenciado na forma tripomastigota, o qual pode
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infectar células vizinhas, cair na corrente sanguinea e infectar diferentes células de
orgaos ou tecidos, deste modo mantendo o ciclo no hospedeiro mamifero. Apés um novo
repasto de um triatomineo em um mamifero infectado, as tripomastigotas se diferenciam
em epimastigotas no intestino do inseto. Desses, alguns se dirigem a ampola retal e se

diferenciam em tripomastigotas metaciclicos, fechando o ciclo heteroxénico, (Fig.1).

Fig.1. Ciclo de vida do T. cruzi. No estagio 1 o triatomineo hematéfago infectado se alimenta do
hospedeiro vertebrado e simultaneamente libera suas fezes com o parasito em sua forma tripomastigota
metaciclico. No estagio 2 através da picada do inseto o parasito entra na corrente sanguinea do hospedeiro
mamifero e infecta as células nucleadas, diferenciando-se em amastigota. No estagio 3 e 4 o protozoario
se multiplica por diviséo binaria no citoplasma da célula hospedeira e entao se diferencia em tripomastigota,
provocando uma lise celular. Consequentemente, o parasito adentra na corrente sanguinea e infecta outras
células ou 6rgdos, mantendo o ciclo no hospedeiro mamifero. No estdgio 5 e 6 apdés o repasto do
triatomineo em um hospedeiro infectado, o parasito em sua forma tripomastigota se diferencia em
epimastigota no intestino do inseto vetor. No estagio 7 e 8 o parasito se multiplica e os que chegam na

ampola retal do inseto se transformam em tripomastigotas metaciclicos.

Triatomine Bug Stages Human Stages
Triatomine bug takes a blood meal

o(pesses metacycle trypomastigotes in feces, e Metacyclic trypomastigotes
trypomastigotes enter bite wound or penetrate various cells at bite

mucosal membranes, such as the conjunctiva)
)

Metacyclic trypomastigotes e
in hindgut A @

wound site. Inside cells they
transform into amastigotes

o by binary fission in cells

Trypomastigotes
can infect other cells of infected tissues
0 and transform into
intracellular amastigotes
in new infection sites
Clinical manifestations can
Triatomine bug takes result from this infective cycle.
a blood meal
e Epimastigotes trypomastigotes ingested)
in midgut

= \//@ A
/3) Intracellular amastigotes

o transform into trypomastigotes,
then burst out of the cell
and enter the bloodstream

A: Infective Stage

sArER CHEALTHIER srEorLE

http:/iwww dpd.cdc.govidpdx A\ Diagnostic Stage

Fonte: Centro de Controle e Prevencdo de Doencas, CDC



11

1.4. Manifestagdes clinicas

No instante que o parasito entra na corrente sanguinea do hospedeiro inicia-se um
crescimento em relacdo a quantidade de tripomastigotas no sistema circulatério
(parasitemia). Ja em células parasitadas o aumento da carga parasitaria pode acarretar
na morte do hospedeiro ou, geralmente, este desenvolve uma resposta imune

restringindo progressivamente a multiplicacdo parasitaria (Brener 1997).

Em detrimento disso, a doenca apresenta segundo Bonney et al. (2018) e Pérez-
molina e Molina (2018) trés fases: a indeterminada, sendo assintomatica, a aguda e a
cronica, sendo essas sintoméaticas. A fase aguda ocorre, na maioria das vezes, em
criancas e é caracterizada inicialmente por febre. Caso ocorra inoculacdo de fezes
contaminadas, nas palpebras ha um edema, denominada “Sinal de Romana”. Em
algumas pessoas infectadas, pode ocorrer o aumento do figado e do baco, aumento dos
ganglios linfaticos, nduseas, vomitos e diarreias eventuais. Sendo que, esses sintomas
desaparecem em semanas e consequentemente a baixa parasitemia na corrente
sanguinea do hospedeiro que ocorre ao longo do tempo. Depois dos sintomas
desaparecem, a doenca pode persistir latente ou progredir para a fase crbnica. Essa &
definida pelo alto teor de anticorpos da classe IgG na circulacdo sanguinea, bem como
alteracdes cardiacas como fadiga, disfuncao ventricular, alteracéo cardiaca congestiva,
etc. Nessa fase a doenca pode também manifestar sintomas gastrointestinais como

megacélon e megaesofago.

1.5. Diagnéstico

O diagnéstico da DC na fase aguda € comumente por analise microscopica do
parasito em sua forma tripomastigota no sangue do paciente infectado. O seu tratamento
é por intermédio de medicacdbes como Nifurtimox (Lampit®) e Benzonidazol
(Rochagan®), os quais interrompem o ciclo de infeccdo de T. cruzi. Apenas o

Benzonidazol (Rochagan®) é regulamentado no Brasil, caso ocorra intolerancia do
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paciente, poder ser utilizada a droga Nifurtimox (Lampit®) (Opas 2009). Com o declinio
da parasitemia, na fase crénica, segundo Pérez-molina e Molina (2018) o diagndstico
direto parasitologico e por PCR (do inglés, Polymerase chain reaction) sdo pouco
confidveis. Portanto, na fase crénica, de modo geral, o diagnostico se da através de
exames soroldgicos para deteccdo de anticorpos IgG contra os antigenos de T. cruzi e
eles sdo baseados em proteinas recombinantes ou proteinas totais do parasito contra
anticorpos especificos da classe IgG. Os exames convencionais para o diagndstico sao
Imunofluorescéncia Indireta (IFI), Hemaglutinacdo indireta (HAI) e o Ensaio de
Imunoabsor¢cdo Enzimatica (do inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA).
Entretanto, ndo ha uma padronizacao de um unico teste convencional para o diagnostico,
a metodologia utilizada é baseada na realizacao de dois testes sorolégicos distintos e, no
caso de uma discordancia entre eles sera necessario um terceiro teste para obter um
resultado consistente da infeccdo no paciente. Essa metodologia € aplicada, pois,
necessita-se de uma confirmacéo clara, principalmente em paises onde a Leishmania
spp. € endémica, pelo fato de haver reacdo cruzada entre as respostas imunes contra
estes dois géneros de parasitos, devido a aproximacao filogenética entre elas (Matos et
al. 2015).

1.6. Morte celular

Em pacientes cronicos da DC, Grivicich, Regner e Rocham (2007) e Gasques et
al. (2013) elucidam que a infecgao ocorre principalmente de maneira intracelular em sua
forma amastigota. Consequentemente, o organismo hospedeiro pode desencadear
respostas contra o parasito, dentre as quais, estd a morte celular programada (do inglés,
programmed cell death, PCD) ou apoptose. Ela € um mecanismo vital para as células
dos organismos multicelulares, a qual precisa estar em homeostasia constante para o
seu desenvolvimento. Por exemplo, na efetividade do sistema de defesa inato e
adaptativo, e para manutencdo dos tecidos ao longo da vida. Os processos de morte

celular podem ser classificados conforme diferencas em suas caracteristicas
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morfolégicas e moleculares. Essas caracteristicas se relacionam ainda em termos de
exposicao, ou ndo, do material celular ao meio extracelular. Eles sao classificados em:
apoptose, autofagia, necrose, mitose catastrofica, senescéncia, dentre outras. A
exposi¢do de conteudo celular ndo envolto por membranas, como na forma de vesiculas,
tem como consequéncia a apresentacdo de padrdes moleculares associados a dano (do
inglés, damage-associated molecular patterns, DAMPS) para células da resposta imune.
Dessa forma, diferentes tipos de morte celular podem se dar por provocar inflamacéo

local ou ndo (“morte suja” X “morte limpa”).

1.7. Apoptose

Dentre as formas de mortes celulares citadas, a melhor conhecida é a apoptose
Gasques et al. (2013). Segundo Menna-Barreto e de Castro (2015) e Hatice (2015), esse
mecanismo € vital para o desenvolvimento e o sistema de defesa inato de um organismo
multicelular. Em metazoarios, os reguladores fundamentais do processo apoptotico sao
as caspases, a familia proteica Bcl-2, a proteina p53, as IAPS (do inglés, inhibitors of
apoptosis proteins) e os fatores de necrose tumoral (TNF, do inglés, tumor necrosis
factor).

Hatice (2015) explicita que as caspases (do inglés, cysteine-dependent aspartate-
specific proteases) séo as proteinas marcadas por ser as principais efetoras no processo
da PCD. Elas sdo divididas em trés categorias: (1) as caspases inflamatorias, que
participam do processo inflamatério, ao contrario da apoptose; (2) as caspases
iniciadoras apoptoéticas abrangem as procaspases que contém os dominios efetores de
morte (do inglés, death effector domain, DED) ou ativam e fazem o recrutamento das
caspases (do inglés, caspase activation and recruitment domains, CARDs); e (3) as
caspases efetoras executoras apoptéticas, as quais sao identificadas por seus pequenos
prodominios. Outro regulador é a proteina p53, sua fungcéo elementar € a ativagdo dos

processos da PCD, na qual pode levar a interrupcao do ciclo celular ou a apoptose. A
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familia proteica de Bcl-2 sdo proteinas que possuem um carater pré apoptotico e anti
apoptotico, por exemplo, os membros Bcl-2 e Bcl-XL atuam como anti apoptéticos e os
membros Bax e Bak funcionam como pr6 apoptoticos. As IAPS sdo as proteinas
supressoras da PCD, elas exercem um comportamento de ligar-se e inibir potencialmente
as caspases ativadas. Por fim, a familia dos fatores de necrose tumoral (do inglés, tumor
necrosis factor, TNF), séo citocinas proé inflamatorias atuantes em multiplas funcdes e sédo
expressas principalmente nas células de defesa, os macrofagos. Uma das proteinas mais
estudadas da familia TNF é o fator indutor de transcricdo NF-kB, a qual dispde de
diferentes vias de ativacdo, ocasionando a expressao de proteinas propicias a apoptose,

por exemplo, as caspases.

Posto isso, segundo Hatice (2015) a morte celular programada por apoptose pode
ser ativada por duas vias. A via intrinseca ocorre de maneira intracelular e é
desencadeada pelo seu regulador principal, a mitocéndria. Essa via se inicia através da
permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial devido a estimulos citotoxicos como
danos ao DNA, hipdxia, entre outros. Deste modo, séo liberados fatores pré apoptoticos
no citoplasma como a proteina Bax ou Bak, que ativam uma cascata de caspases e,
consequentemente, leva a morte celular programada. E importante ressaltar que, a
organela mitocondrial exerce um papel importante na modulacdo da homeostase dos
fons Ca?* e no equilibrio redox celular, logo, apés um desequilibrio do potencial da
membrana interna mitocondrial devido aos fatores citotdxicos, esses entram em colapso
e ocorre o fendmeno irreversivel, a PCD. A via extrinseca é ativada através do
reconhecimento de moléculas de superficie da super familia dos receptores de fatores
de necrose tumoral (rTNF) aos ligantes de morte denominados FADD (do inglés, Fas-
associated death domain) /MORT-1. Eles transduzem seu sinal para o citoplasma e
ativam uma cascata de caspases. Elas se ligam a alguns fatores efetores de morte,
dentre os quais a endonuclease G, e a partir disso, ocorre a fragmentacdo do DNA e,
subsequentemente, a PCD.
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A apoptose possui caracteristicas fenotipicas marcantes como a fragmentacao do
DNA, a ativacdo das caspases, a exposicado superficial de fosfatidilserinas (PS) e a
fragmentacdo celular em vesiculas, denominado de corpos apoptoéticos, fagocitados
pelos macréfagos e eliminados sem causar danos inflamatorios. Ao contrério, por
exemplo, da morte celular por necrose, na qual ha um aumento do volume da célula até
ocorrer um rompimento celular. Esse rompimento libera todo o seu interior, prejudicando
as células ao seu redor e ocasiona uma reacao inflamatéria local (Grivicich, Regner, and
Rocha 2007).

Segundo Hatice (2015)e Minina et al (2017), essas moléculas pr6é apoptéticas e
anti apoptéticas nos organismos metazoarios podem ser ativadas ou inibidas, por
bactérias, virus e parasitos através de um sistema interativo com 0S processos
bioquimicos apoptéticos do hospedeiro, para assegurar a sobrevivéncia dos parasitos
neste. Por exemplo, a bactéria Mycobacterium tuberculosis (causadora da tuberculose),
o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e o parasito Trypanosoma brucei (causador da
doenca do sono) induzem as moléculas pro-apoptéticas no processo da apoptose. Em
contrapartida, por exemplo, a bactéria Chlamydia trachomatis (causadora da infeccéo
sexualmente transmissivel clamidiase), os virus Baculovirus (infectante de insetos) e o
parasito T. cruzi (causador da DC) inibem a apoptose através da ativacdo das moléculas
anti-apoptoticas. Vale destacar, cada organismo citado possui mecanismos distintos de

inibicdo ou ativacdo nos processos bioquimicos.

1.8. Metacaspase

Segundo Minina et al. (2017), o parasito T. cruzi ativa moléculas anti apoptoticas
para prevenir a autodestruicdo da célula infectada. Esse processo se da por
determinadas proteinas, dentre elas possivelmente estdo as metacaspases (MCAS),
entretanto a estrutura e fungdo celular dessas, na PCD ainda é desconhecida na

literatura. As MCAs séo proteases produzidas por plantas, fungos e protistas. Elas sao
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compostas por trés tipos, a tipo | esta relacionada com a apoptose e sdo encontradas
nos trés grupos de organismos citados; a tipo Il é identificada em plantas, por exemplo,
a Arabidopsis taliana; e a tipo Ill é encontrada em organismos fitoplancténicos, por
exemplo, as algas do género Haptophyta, denominadas popularmente de algas

douradas/ amarronzadas.

As caspases e as metacaspases sao proteases do cla CD, peptidases de cisteina,
e da familia C14. Elas compartilham propriedades estruturais, como a diade catalitica
histidina-cisteina e se distanciam pela especificidade das metacaspases de substratos-
alvo em arginina/lisina, diferentemente das caspases, que possuem especificidade do
substrato-alvo em residuos de acido aspartico. A atividade de autoprocessamento da
maior parte das metacaspases é dependente de ions Ca?*, como foi demonstrado nos
estudos de Wong, Yan e Shi (2012) em testes in vitro para o organismo Saccharomyces
cerevisiae. Foi observado um alto processo autocatalitico apds concentracdes elevadas
de Ca?, transformando a metacaspase do tipo | em dois fragmentos menores, isto é, os
resultados propéem a necessidade de uma alta concentracdo de Ca?* para o
processamento autocatalitico como também para atividades cataliticas da metacaspase
do tipo I. Os estudos ainda revelam a protease como um regulador da PCD apéds

estimulos de estresse oxidativo, de acido acético e de toxinas.

N&o ha muitos estudos na literatura cientifica acerca do papel da metacaspase
nos processos da PCD em T. cruzi. S&o encontrados, na maior parte, referéncias voltadas
para o papel da proteina MCA em plantas. Entretanto, os estudos de Kosec et al. (2006)
trazem dados relacionados aos tripanosomatideos. Na pesquisa, foram encontrados
cinco genes da metacaspase do tipo | em Tripanosoma brucei denominados TOMCAL1-5.
No organismo T. cruzi, foram identificados os genes metacaspase 3 (TCMCA3) e a
metacaspase 5 (TcCMCADb). O objetivo do estudo foi verificar a expressédo dos genes em
diferentes estagios morfolégicos do parasito, por meio do soro de pacientes chagasicos

em fase crbnica através do processo Western blot. Os autores detectaram a presenca da
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proteina TcMCA3 nos quatro estagios do parasito (tripomastigota metaciclico,
amastigota, tripomastigota e epimastigota). Devido a isso, decidiram realizar
experimentos com tratamento de soro humano fresco (do inglés, fresh human serum,
FHS) em células epimastigotas, de forma a inibir a atividade da protease. Perceberam
gue apoés 3h de tratamento as células apresentaram caracteristicas morfologicas tipicas
de uma apoptose. Os resultados apresentaram uma superexpressao da proteina
TcMCAS3 e aparentemente essa alta expressdo era letal para a célula. Segundo os
autores, isso aponta que a metacaspase 3 participa da morte celular programada, mas
ainda ndo é conhecido o seu papel no processo. Devido a isso, o gene TcMCA3 de T.
cruzi foi escolhido para o presente trabalho, como intuito de obté-la na expressao em
vetor de baculovirus (do inglés, baculovirus expression vector, BEV). Dentre os sistemas
comerciais oferecidos, o utilizado para o trabalho foi o sistema Bac-to-bac™.

1.9. Sistemade Expresséo baseado em Vetor de Baculovirus (BEV)

Segundo Ribeiro et al. (2015) o sistema BEV é baseado nos baculovirus (familia
Baculoviridae) que infectam insetos e esses divididos em quatro géneros:
Alphabaculovirus e Betabaculovirus, infectantes de lepiddpteros, como as borboletas e
as mariposas; Gammabaculovirus sdo infectantes de himenopteros, como as abelhas,
vespas e formigas, e os Deltabaculovirus séo infectantes de dipteros como moscas,
mosquitos, pernilongos, etc. Os baculovirus possuem aplicacdes biotecnoldgicas em
controle biolégico de pragas agricolas, como vetores de expressdo de proteinas
recombinantes em célula de inseto e vetores de terapia génica. Destes, 0 mais estudado
atualmente no ramo molecular, é a Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus
(ACMNPV) isolada da lagarta Autographa californica. Os virus dessa familia produzem
dois fendétipos distintos durante a infeccdo: (1) O virus extracelular (do inglés, extracellular
virus, BV) infecta de célula a célula e possui um Unico nucleocapsideo envelopado e o

(2) virus derivados de oclusao (do inglés, occluded derived virus, DV), o qual promove
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sua transmissao de infeccéo entre os insetos hospedeiros. Ele é envolto por uma proteina

estabelecendo um corpo de ocluséo (do inglés, oclusion body, OB).

Os autores, Ribeiro et al. (2015) explanam que o processo de infeccdo dos
baculovirus se inicia quando a lagarta se alimenta de plantas contaminadas com os OBs.
Esses sdo solubilizados, pelo pH alcalino, no intestino médio da lagarta, liberando-se
particulas virais (ODVs). Essas particulas entdo atravessam a membrana peritréfica
(consiste em uma membrana que reveste o intestino médio) e os nucleocapsideos se
fusionam nas microvilosidades da membrana intestinal. Uma vez internalizados, os
nucleocapsideos séo transportados ao ndcleo da célula infectada, e assim, liberam seu
material genético, iniciando a sua expresséo génica. Essa é dividida em dois estagios: a
precoce, onde ocorre a transcricdo de genes cujos promotores sdo reconhecidos pela
prépria maquinaria da célula e a replicacdo do seu genoma; e a tardia, na qual, é dada a
expressdo génica pos-replicacdo do DNA viral, também ocorrendo a producédo de
proteinas responsaveis pela estruturacao de novos BVs. Apés a infeccédo, o inseto perde
a sua capacidade motora e de se alimentar, pode apresentar clareamento da epiderme,
devido ao acumulo de BVs nas células epidermais e adiposas, desintegra-se e libera alta
guantidade de OBs no campo. Esses corpos de oclusdo possuem como proteina principal
a poliedrina (polh), com a funcionalidade de inéculo no campo para garantir a sua
sobrevivéncia e continuar infectando outros hospedeiros (Fig. 2).

O sistema BEV utiliza o promotor do gene da poliedrina (polh) na expressao
heter6loga. O gene polh pode ser fusionado ao gene da proteina de interesse para
facilitar a purificacdo desta fusédo por gradiente de sacarose. Esse sistema inclui também
utilizar transposicdes sitio especificas para a expressdo no genoma de um dos sistemas
do baculovirus, denominado como bacmideo, por exemplo, o sistema Bac-to-Bac™. Esse
sistema usa a transposicao especifica de Tn7 no processo de desenvolvimento do
bacmideo recombinante, assim dependendo do vetor de transferéncia. Para o presente

trabalho foi utilizado o vetor pFastBac™, onde o gene da metacaspase3 € clonado. Esse
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vetor também possui o promotor do gene da poliedrina para sua expressao. Esse sistema
possui alguns beneficios relevantes, como a eficiéncia em algumas alteracdes pos-
traducionais, como na fosforilagdo e na N-glicosilacdo, sendo importantes para a
imunogenicidade e a fungdo da proteina recombinante (Ribeiro et al. 2015).

Fig. 2. Ciclo de infeccdo do baculovirus em um hospedeiro Lepiddptero. Na fase 1 e 2 a lagarta esta
se alimentando de uma folha contaminada com os virus OBs; na fase 3 e 4 as particulas virais OBs séo
solubilizadas, pelo pH alcalino, no intestino médio da lagarta e liberam particulas virais ODVs. Assim,
atravessam a membrana peritréfica e seus nucleocapsideos fusionam-se nas microvilosidades da
membrana; na fase 5 os nlcleocapsideos séo levados para o nucleo da célula do inseto para iniciar sua
expressdo génica para a producdo de BVs. Em seguida, eles séo transportados para outras células via
hemolinfa (sistema circulatério) ou via traqueal (sistema respiratério), assim, infectando todo o corpo do

inseto.

o Inseto comendo uma folha contaminada por virus Virus &
Corpo de oclusdo
e Detalhe dos corpos de oclusdo (OB) .
Ntcleo |
e Lamen do trato digestivo (condigdes alcalinas) Citoplasma
Particulas virais sendo liberadas dos OB e se Hemocele
ligando as vilosidades das células intestinais Lamen intestinal
6 Replicagdo dos virus nas células do inseto Planta []

Fonte: Silva (2016)
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Em contrapartida, o sistema de expressao por E. coli apresenta vantagens pelo
baixo custo, rapida expressdo, modificacdo do genoma com facilidade e a simples
manipulacdo da cultura. Entretanto, esse sistema apresenta limitagdes em expressar
proteinas com ligacBes dissulfeto em modificagbes pos traducionais, producdo de
proteinas com endotoxinas chamadas lipopolissacarideos (LPS), que em alta densidade
resultam em toxicidade celular, e na possivel producéo de proteinas na configuracéo de
corpos de ocluséo, sendo regularmente inativos e insolliveis (Demain and Vaishnav
2011). Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi utilizar a ferramenta BEV pelo
sistema comercial Bac-to-Bac™ para a obtengcdo do gene MCA3 recombinante de T.
cruzi, para potenciais caracterizacdes futuras como proteina participante dos processos

de morte celular no hospedeiro e como um marcador de imunodiagndstico para a DC.

2. Material e métodos

O presente trabalho alcancou os objetivos seguindo o plano experimental esquematizado
abaixo (Fig. 3).

Fig. 3. Plano experimental.

Transformacao Extracao de Transformagao
) e
digestao com Ncol E.coliDH10Bac
Fonte: prépria

2.1. Analisein silico

Nas analises in silico, foram utilizados programas que fornecem predi¢cdes acerca
da proteina metacaspase 3 e obter uma previsao dos sitios de restricdo ausentes no gene
TcMCAZ3, para desenho subsequente de primers para PCR. As avaliagdes ocorreram por
meio da sequéncia fasta do gene TcMCAS3 do organismo T. cruzi, da qual o nimero de
acesso no banco de dados nucleotide (NCBI) é Xm_799145.1. Posteriormente, foi
avaliado as propriedades fisico-quimicas da proteina. Os programas utilizados foram:

= TMHMM v2.0 (Krogh et al. 2001)— predi¢&do de dominios transmembrana, nos



21

parametros padroes;

= SignalP-5.0 (José Juan Almagro Armenteros et al. 2019)- predicdo de
presenca de peptideo sinal, foi alterado o parédmetro organismo para
eucarioto;

= TargetP (Jose Juan Almagro Armenteros et al. 2019)- predicéo da localizac&o
sub-celular da proteina, nos parametros padrées;

= Blastp — Com objetivo de contrapor a proteina de interesse com o banco de
dados da plataforma NCBI, avaliar semelhanca desta com os demais
organismos e, em particular, com outros protistas patogénicos. Foi alterado o

parametro “organismo” para “Trypanosomatidae” e “Leishmania”.

2.2.  Amplificagcdo do gene TcMCA3

A amplificagéo do gene foi por meio da reacdo em cadeia da polimerase (do inglés,
Polymerase chain reaction - PCR), e para o gene metacaspase de T. cruzi (NCBI ref seq.
Xm_799145.1), foram utilizados primers especificos. As sequéncias dos primers séo

descritas na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1 — Primers utilizados nas PCRs. Sitio da enzima de restricdo Ncol (vermelho), o sitio para a
clivagem da proteina resultante por protease fator Xa ( ), 0 sitio de stop cddon (verde-escuro).
Temperatura média de fusdo (Tm) das sequéncias, os nimeros de bases nitrogenadas presente nos

primers e as enzimas de restricdo correspondente.

Primer Sequéncia (5’-3’) Tm Numero Enzimas
50nM  de bases de
NacCl restricado
Metacaspase- CCATGGGCTTTGATTTTGG 55.3°C 20 NCO |

Forward (MF) C
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Metacaspase— CCATGG T 70.3°C 36 NCO |
Reverse (MR) GTGGCGACGGCTGGATC

Metacaspase— CCATGGTCATGTGGCGACG 66.6 °C 27 NCO |

Reverse (MRS) GCTGGATC
(stop codon)

O sistema de reacdo de PCR foi realizado em um volume final de 30 pL constituido
com 0s seguintes reagentes, segundo o protocolo do kit de PCR da Invitrogen/Life
Technologies: 3 yL de Tampéao 10x; 1,0 uL de cada primer (10 uM); 0,9 uL de MgCl2[50
pm]; 0,6 uL de dNTPs [10 um] e 0,4 pL de Platinum® Tag DNA Polimerase [5 unid/pL].
As amostras foram amplificadas no termociclador (Life Touch Bioer) e o programa
utilizado foi:

1. Pré-desnaturacao: 95°C por 4 min

2. Desnaturagéao: 95 °C por 45 seg
40 X < 3. Anelamento: 60 °C por 30 seg

4. Extenséao: 72 °C por 3 min

5. Extensao final: 72°C por 5 min

6. Final: 12° C ad infinitum.

2.3. Andlises de DNA em eletroforese em gel de agarose

Os amplicons das PCRs, as extracdes de DNA plasmidial e as digestbées com
enzimas de restricdo foram visualizadas em eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) com
brometo de etidio em concentracédo de 0,5 pg/mL e o tampao SB 1x, feito a partir da
diluicdo de tampé&o SB 20x (8 g de NaOH, 45 g de H,BO3; em 1 L 4gua deionizada).
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2.4. Clonagem do gene

Em seguida, os amplicons foram clonados em plasmideos pGEM®-T Easy,
utilizando o kit Promega segundo suas instrucoes (Fig.4).

Fig 4 — Mapa do vetor pGEM®-T Easy

Xmnl 2009
174
Scal 1890 Nael 2707 Apal 1]_1 start
\ Aatll 20
f1 ori Sphl 26
BstZl | 31
Ncol 37
Ampf BstZ| 43
pGEM®-TEasy  /acZ E,J;t;ln ig
Vector rt EcoRl | 52
(3015bp)
Spel 64
EcoRl 70
Notl 77
BstZI 77
Pstl 88
ori Sall 90
Ndel 97
Sacl 109
Bstxl |118 &
Nsil 127 §
T 141 =
SPGB ¥

Fonte: Promega corporation

2.5. Preparo de células termocompetentes

A linhagem bacteriana utilizada para as transformacées foi E. coli Top 10 (Thermo
Fisher Scientific) e essa foi tornada termocompetente de acordo com o protocolo descrito
por Inoue (Sambrook and Russel 2001). Uma cultura de 25 mL em meio de lisogenia (LB,
triptona 1% (p/v), extrato de levedura 0,5% (p/v), NaCl 1% (p/v)) foi mantida em
crescimento por 12 horas a 37°C, sob agitacdo de 180 rpm. Apds esse periodo, volumes
de 10 mL, 4 mL e 1 mL dessa cultura foram inoculadas em 150 mL de meio LB e essas
foram deixadas sob agitacdo de 200 rpm a temperatura de 18°C overnight. No dia
seguinte, assim que uma dessas culturas atingisse densidade Optica de 0,6 a 600 nm

(aferida por espectrofotometria no aparelho Ultrospec 1000 da Pharmacia Biotec), essa
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foi transferida para incubacdo em gelo por 10 minutos. Apds isso, a cultura foi
centrifugada a 2.500 x g por 10 minutos a 4°C. A seguir, 0 precipitado foi ressuspenso
em 48 mL de tampé&o TB (10 mM HEPES, 15 mM CacCl,, 250 mM KCI, 55 mM MnCl,, pH
6,7). ApGs nova centrifugacdo como descrita acima, o precipitado foi ressuspenso em 12
mL de tampdo TB acrescido de DMSO na concentracdo de 7% do volume final.
Finalmente, a solucéo resultante foi incubada em gelo por 10 minutos e entéo distribuida

em aliquotas para congelamento em -80°C.

Nos experimentos abrangentes do sistema Bac-to-Bac™ “Baculovirus Expression
System” da Invitrogen, foram utilizadas células Escherichia coli DH10Bac (Invitrogen) e
essas foram tornadas termocompetentes de acordo com Li et al. (2010). Em 500 mL em
meio de lisogenia foram adicionados os antibi6ticos, tetraciclina na concentracao final de
15 pg/mL e kanamicina na concentracdo final de 35 pg/mL. Foi adicionado 5 mL do
in6culo e mantido sob agitacdo moderada a 37 °C até alcancar uma densidade Optica de
0,35 a 0,4 (aferida por espectrofotometria no aparelho Ultrospec 1000 da Pharmacia
Biotec) em absorvancia de 600nm. Ao atingir a densidade o6ptica, a cultura foi
centrifugada a 1200xg por 10 minutos a 4°C. ApOs a centrifugacdo o precipitado foi
ressuspenso em 10 mL da solucéo (CaCl 75 mM e glicerol 15%) e incubado no gelo por
10 minutos. Apés a incubacdo a amostra ressuspendida foi centrifugada novamente a
1200xg por 10 minutos a 4°C e ressuspendida em 4 mL da solugéo (CaCl 75 mM e glicerol
15%). A solucéo resultante foi distribuida em aliquotas para congelamento em freezer de
-80 °C.

2.6. Transformacgdo em células competente

A transformacdo das bactérias termocompetentes E. coli, da estirpe Topl0 e da
E. coli, da estirpe DH10Bac foi realizada segundo Sambrook e Russel (2001) com
pequenas alteragdes. Para 50 pL de cultura de E. coli, foram acrescentados 5 L da
ligacdo do vetor pGEM-tEASY (Top 10) ou do vetor pFastBacl-6xHis-AcPH (Top 10) ou
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do bacmideo (DH10Bac) e essa foi incubada em gelo por 30 minutos. Em seguida, as
culturas foram expostas a banho-maria a 42°C por 90 segundos e novamente incubadas
no gelo por 5 minutos. A seguir, foram acrescidos 250 pL de meio SOC (0,5%(p/v) de
extrato de levedura, 2%(p/v) de triptona, 10 mM de NaCl, 2,5 mM de KCI, 10 mM de
MgCl,, 10 mM de MgSO, e 20 mM de glicose) e as culturas foram incubadas em agitacao
a 180 rpm a 37°C por 1 h. Apos esse periodo, 50 pL foram inoculados em placas de meio
LB contendo 50 pg/mL da droga ampicilina, 40 pg/mL de Xgal e 2,5 mM de IPTG para as
culturas contendo o vetor pGEM-tEASY. Para culturas contendo o vetor pFastBacl-
6xHis-AcPH, foram colocadas 50 pg/mL de ampicilina e 7 ug/mL de gentamicina e para
as culturas contendo o vetor bacmideo foram colocadas as drogas em 35 pg/mL de

canamicina, 7 ug/mL de gentamicina e 15 pg/mL de tetraciclina.

2.7. Selecédo de bactérias recombinantes

Para as bactérias recipientes dos plasmideos pGEM-tEASY ou do plasmideo
pFastBacl-6xHis-AcPH ou em bacmideo, foram selecionadas colbénias brancas para o
repigue em meio LB liquido contendo 50 pg/mL de ampicilina, (plasmideo pGEM-tEASY);
50 pg/mL de ampicilina e 7 pg/mL de gentamicina (plasmideo pFastBacl-6xHis-AcPH);
35 pug/mL de canamicina, 7 pg/mL de gentamicina e 15 pg/mL de tetraciclina no
bacmideo. Apos esse indculo, as culturas foram cultivadas sob agitacdo de 180 rpm a
37°C overnight. ApGs isso, a presenca do inserto nas bactérias transformadas foi
confirmada por PCR, conforme descrito anteriormente, com 1uL de cultura no lugar do
DNA molde.

2.8. Extragcdo de DNA plasmidial
Para a obtencdo dos plasmideos pGEM-tEASY ou pFastBacl-6xHis-AcPH ou
bacmideo, culturas de E. coli passaram por uma extracéo plasmidial segundo o protocolo

de minipreparacéo por lise alcalina contido em Sambrook e Russel (2001).
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2.9. Quantificacdo de DNA plasmidial

As amostras resultantes das preparagdes de DNA plasmidial, amostras de DNA
submetidas a digestdo por enzimas de restricdo e de purificacdo foram quantificadas
através de espectrofotometria, no aparelho NanoDrop Lite (Thermo Scientific), utilizando

1 pL da amostra, segundo instruc¢des do fabricante.

2.10. Sequenciamento

Os plasmideos pGEM-tEASY contendo o gene MCA3 foram encaminhados para
o centro de gendmica de alto desempenho do DF da Universidade Catodlica de Brasilia
usando primers T7 e SP6. O sequenciamento foi analisado por meio do programa
chromas (disponivel para download em http://www.technelysium.com.au/chromas2.html)
e 0S cromatogramas que nao apresentaram mutacdes do tipo insercéo ou delecéo foram
comparadas com a sequéncia do banco de dados Nucleotide contido no National Center
for Biotechnology Information (NCBI), por meio do programa nBLAST, utilizando os
parametros padroes.

2.11. Digestao pela enzima de restricao de pGEM-tEASY e pFastBac1-6xHis-
AcPH

Os plasmideos cujos genes ndo apresentaram mutacfes do tipo insercdo ou
delecdo comprometedoras a estrutura da proteina resultante, foram digeridos utilizando
a enzima de restricdo Ncol. Em pGEM-tEASY, a digestdo ocorreu segundo o protocolo
do kit Invitrogen™Anza™ e foi utilizado o tamp&do Anza™10x Red Buffer. Em pFastBac1l-
6xHis-AcPH, a digestdo enzimatica foi realizada em conjunto com a fosfatase alcalina
seguindo o protocolo do kit Invitrogen™Anza™ e foi utilizado o tampao Anza™ 10x Buffer.
As amostras foram incubadas segundo o protocolo do kit Invitrogen™Anza no aparelho

termociclador do modelo LifeTouch Bioer.
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2.12. Purificacdo do DNA por gel de agarose

As amostras digeridas do pGEM-tEASY e do pFastBacl-6xHis-AcPH foram
purificadas segundo o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) e isso

se deu conforme as instrucdes da fabricante.

2.13. Sub-Clonagem no sistema Bac-to-Bac™

O vetor a ser utilizado na sub-clonagem foi construido e cedido para o trabalho em
questao pelo Laboratorio de Baculovirus do Instituto de Biologia, o vetor pFastBacl-
6xHis-AcPH, o qual é derivado do vetor comercial pFastBacl® (Life Technologies),
(Fig.5). O vetor produzido possui as seguintes alteracdes: (1) a presenca, apenas, do
sitio da enzima de restricdo Ncol no sitio de multipla clonagem (2) foi inserido o gene polh
em N-terminal, com a finalidade de facilitar a purificacdo do gene de interesse por
gradiente de sacarose. Esse vetor foi utilizado no sistema de expresséao Bac-to-Bac™ da
Life Technologies, representado na Fig.6, segundo Ribeiro et al. (2015). Para confirmar
a presenca do vetor pFastBacl-6xHis-AcPH das colonias recombinantes, foi realizada
uma PCR utilizando os primers BACV Forward e BACV Reverse, listados na Tabela 2.
Para confirmar a fusdo génica do gene MCA3 de T. cruzi com o gene polh de baculovirus
e a orientagdo do inserto, foi realizada uma PCR com primer BaCV Reverse (Tabela 2) e
o primer Metacaspase Forward descrito na Tabela 1. No bacmideo, foram utilizados os
primers pUC/M13 Forward e pUC/M13 Reverse, descritos na Tabela 2, com a finalidade
de confirmar a inser¢cdo do gene TcMCA3 no bacmideo recombinante segundo o

protocolo Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System da Invitrogem™,

Fig.5. Mapa do vetor pfastBaC ™1. O vetor de clonagem possui um promotor do gene da poliedrina (Pph)
que permite a expresséo eficiente para o gene recombinante; os sitios de multipla clonagem com diversas
enzimas de restricdo; o sinal de poliadenilacdo (SV40) permite a eficiéncia da transcri¢cdo e a poliadenilagcéo
do mRNA, protegendo o mRNA de degradacdes enzimaticas em 5 terminal; sitios de transposicédo
especifica Tn7 (Tn7L e Tn7R) para transpor 0 gene de interesse no bacmideo; a origem de replicacdo (f1

ori); o gene de resisténcia a ampicilina, ela possibilita a selecdo do plasmideo em E. coli; a origem de
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replicacédo (pUC ori) para manutencdo de multiplas cépias em E.coli; o gene de resisténcia a gentamicina
permite a selecao do bacmideo recombinante nas células DH10Bac™ E. coli.

BamH |
Rsrll
BssH 11
EcoR |
Stu |
Sall
Sstl
Spel
Mot |
MNsp
Xbal
Pst |
Xhol
Sphi
Kpn |
Hind 111

Comments for pFastBac™1
4775 nucleotides

f1 origin: bases 2-457

Ampicillin resistance gene: bases 589-1449

pUC origin: bases 1594-2267

Tn7R: bases 2511-2735

Gentamicin resistance gene: bases 2802-3335 (complementary strand)
Polyhedrin promoter (Ppy): bases 3904-4032

Multiple cloning site: bases 4037-4142

SV40 polyadenylation signal: bases 4160-4400

Tn7L: bases 4429-4594

Fonte: Life Technologies

Fig.6 - Esquema representativo do sistema Bac-to-Bac™. O gene TcMCAS3 foi clonado no vetor
pFastBacl-6xHis-AcPH. O plasmideo recombinante foi transformado em DH10Bac, uma linhagem de E.
coli contendo o genoma integro do baculovirus AcMNVP, assim sendo chamado de bacmideo. A fung&o
do plasmideo helper € como um ajudante do bacmideo, ele expressa proteinas de transposicao codificadas

gue reconhecem os sitios mini Tn7. Esses sitios de transposi¢cdo permitem a inser¢do do gene TcMCA3

no bacmideo por meio de transposases. Ja o bacmideo deriva do vetor pUC que possui o gene LacZa do
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vetor de clonagem, codificante da enzima 3-galactosidase. Conferindo colénias com fenétipos semelhantes
ao das bactérias com o vetor pPGEM-Teasy. Apds a recombinacao, ele sera extraido com a finalidade de

se transfectar em célula de inseto.

Tn7R Tnil Helper

Tn7R Tn7L

Promotor da poliedrina

Transformacgdo
Mini-AttTn7
Bacmideo
\ J
Célula competente DH10Bac
Transposicio e selegio
com antibiotico
(" =)
Preparacao de DNA de

alta massa molecular

Promotor da poliedrina 1

Bacmideo Bacmideo

\ J

Célula contendo o Bacmideo recombinante

Fonte: Ribeiro et al. (2015)
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Tabela 2 — Primers utilizados nas PCRs. Sequéncia de nucleotideos dos primers, temperatura média de

fusdo (Tm) e o numeros de bases nitrogenadas dos primers.

Primer

BACV
Forward
BACV
Reverse
puUC/M13
Forward
puUC/M13

Reverse

Sequéncia (5’-3’)

GGATCCCATATGCATCATCATCATCATCATTCCATGG
GGATCCCTCGAGTTAATACGCCGGACCAGTGAACAG
A

CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG

AGCGGATAACAATTTCACACAGG

m

50

nM
NaCl
64,1

68,6

59,6

56,0

NUmero

de

bases

37

37

23

23

O sistema de reagao de PCR foi realizado em um volume final de 30 uL preparado

com 0s seguintes reagentes, segundo o protocolo do kit de PCR da Invitrogen/Life
Technologies: 3 yL de Tampéo 10x; 1,0 yL de cada primer (10 uM) ; 0,9 uL de MgCl2[50
pm]; 0,6 uL de dNTPs [10 pm] e 0,4 uL de Platinum® Taqg DNA Polimerase [5 unid/uL].

As amostras foram amplificadas no termociclador (Life Touch Bioer) e o programa

utilizado foi:

1. Pré-desnaturacéo: 95°C por 4 min

2. Desnaturacao: 95 °C por 45 seg
40 X1 3. Anelamento: 57 °C por 30 seg

4. Extensao: 72 °C por 3 min

5. Extensao final: 72°C por 5 min

6. Final: 12° C ad infinitum.
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3. Resultados e discussao

3.1. Analisein silico

O servidor TMHMM v2.0 apontou a proteina metacaspase3 com uma provavel

secrecéao extracelular do organismo T. cruzi com uma probabilidade de 100%, Fig.7.

Fig.7. Predicdo de dominios transmembranas da proteina metacaspase 3.

TMHMM result

HELF with cutput formats

# WEBSEQUENCE
# WEBSEQUENCE
# WEBSEQUENCE
# WEBSEQUENCE

Length: 358

Humber of predicted THHs: @

Exp number of Afs in TMHs: @.13488

Exp number, first 6@ Afs: @.25201

Total prob of H-in: 2. 22296
THHHMZ . @ outside 1 358

TMHMM posterior probabilities for WEBSEQUENCE

# WEBSEQUENCE
WEBSEQUENCE
1.2
1
08 t
=
E
E o6 r
o
O
04 |
02t
0
O servidor

50 100 150 200 250 300 350

transmembrane inside outside

Fonte: TMHMM v.2.0

SignalP-5.0 mostrou a proteina sendo secretada, embora tenha uma

probabilidade de 1,79% de ser por vias classicas de peptideo sinal, € provavel ela ser

excretada por outras vias, com uma probabilidade de 98%, Fig.8.
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Fig.8. Predicdo de presenca de peptideo sinal da proteina metacaspase3.
Predicted proteins

Sequence

Prediction: Other Protein type Signal Peptide (Sec/SPI) Other

Likelihood 0.0179 0.9621

Fonte: SignalP-5.0

O servidor TargetP-2.0 exibiu uma probabilidade de 74% no N-terminal da proteina
metacaspase 3 de utilizar uma via nao classica de secrecéo e a probabilidade de 1,56%

de utilizar vias classicas como peptideo de transito mitocondrial (mTP) na célula, Fig.9.

Fig.9. Predicdo da localizagcdo sub-celular da proteina metacaspase3.
Predicted proteins

Sequence

Prediction: Other Protein type Other Signal peptide Mitechondrial transfer peptide

Likelihood 0.7499 0.2345 0.0156

Fonte: TargetP-2.0

O servidor BlastP ndo encontrou similaridades com protozoarios do género
Leishmania a partir do gene TcMCA3 de T. cruzi. Esse dado revela um resultado
promissor para o gene em relacao a especificidade dos resultados em testes sorolégicos
para o diagnéstico da DC crbnica, devido as reacdes cruzadas que ocorrem nos testes

soroldgicos entre DC e leishmaniose (Matos et al. 2015).

3.2. Reacdo de polimerizagcdo em cadeia (PCR)

Como foi relatado em material e métodos, foram construidos dois primers
Metacasp Reverse. No primer MR foi inserido um sitio para a protease de fator Xa com
intuito de posteriormente facilitar a purificacdo da proteina metacaspase 3 por gradiente

de sacarose, assim permitindo a separagéo da poliedrina fusionada no vetor pFastBacl-
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6xHis-AcPH. O primer MRS foi construido com um stop cédon impossibilitando a leitura
do gene da poliedrina. Esse mecanismo foi uma estratégia preventiva, para possibilitar a
purificacdo da proteina heter6loga por cromatografia de afinidade por ions metalicos
imobilizados (IMAC) de niquel.

Sendo assim, a reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) com os primers
especificos para o gene TcMCAS3 foi realizada com éxito, com amplicon esperado de
1078pb e utilizando o programa do termociclador relatado em material e métodos
(Fig.10). Os amplicons foram ligados em plasmideos pGEM-tEASY e os seus produtos
foram transformados em E. coli da estirpe ToplO termocompetentes, como foi
mencionado em material e métodos. Foram selecionadas as coldnias recombinantes
brancas e confirmadas por PCR, como relatado em material e métodos. Apds a
confirmacéo do inserto e o descarte das amostras ndo amplificadas (Fig.11 e Fig.12) foi
realizada a extracdo dos seus plasmideos como descrito em material e métodos. Os
plasmideos recombinantes cuja presenca do gene exdgeno foi confirmada por PCR
foram enviados para o sequenciamento de seus insertos.

Fig.10. Eletroforese em gel de agarose a 1% da PCR, revelando o produto de amplificacdo do gene.

1- Ladder 1kb plus (Thermo Fisher Scientific), 2 e 3 - Amostra derivada da PCR com o primer MF e o primer
MR, 4 e 5 - Amostra derivada da PCR com o primer MF e com o primer MRS e 6 -Controle negativo.

Fonte: prépria
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Fig.11. Eletroforese em gel de agarose a 1% da PCR, resultado do produto de amplificacdo do gene.
1 - Ladder 1kb plus (Thermo Fisher Scientific), 2 a 7 — Amostra derivada da PCR com os primers MF e
MRS e 8 — Controle negativo.

1000 pb
850 pb

650 p

Fonte: prépria

Fig.12- Eletroforese em gel de agarose a 1% da PCR, resultado do produto de amplificagdo do gene.
1 - Ladder 1kb plus (Thermo Fisher Scientific), 2 a 7 — Amostra derivada da PCR com os primers MF e
MR e 8 — Controle negativo.

Fonte: prépria
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Trypanosoma cruzi strain CL Brener metacaspase (Tc00.1047053507297.30) partial mRMNA

Sequence ID: QI[7 1402720[XM 799145.1 Length: 1077 Mumber of Matches: 1

Os insertos foram analisados a partir do sequenciamento dos clones e as amostras

Sequenciamento dos insertos ligados a pGEM-tEASY
correlata como descrito em material e métodos. Das duas sequéncias adquiridas, uma
de cobertura, Fig. 13b. A porcentagem inferior da cobertura é oriunda da sequéncia do

Fig.13a -Alinhamento e o resultado da identidade (em vermelho) por nBLAST. Sequéncia obtida a

apresentou 100% de identidade com o gene metacaspase de T. cruzi, Fig .13a, e 93%
partir do cromatograma e da sequéncia de T. cruzi do banco de dados NCBI.

6 e 7 da Figura 12 ndo apresentaram mutacdes que alterassem a estrutura da proteina

plasmideo pGEM-tEASY transformado em E. coli da estirpe Top10.
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Fig.13b- Resultado da cobertura (em vermelho) por nBLAST. Sequéncia obtida a partir do
cromatograma e da sequéncia de T. cruzi do banco de dados NCBI

Sequences producing significant alignments:
Select: All Mone Selected:0

11 Alignments

Max | Total Query  E Pet.

Accession
Score Score Cover  value ldent

Description

[J Trypanosoma cruzi strain CL Brener metacaspase Te00.1047053507297.20) partial mRMNA 1286 1296 0.n 100.00% oil714027200=M 7991451

Fonte: NCBI

3.4. Sub-clonagem em pGEM-Teasy e pFastBac™

Em virtude dos resultados da analise de sequenciamento, os plasmideos 6 e 7 da
Fig.12 com o inserto foram digeridos com a enzima de restricdo Ncol e purificados em gel
de agarose como relatado em material e métodos. A Fig. 14 mostra a fragmentacéo do
inserto de cerca de 1000 pb e o plasmideo pGEM-tEASY com altura de cerca de 3000
pb. O plasmideo pFastBacl-6xHis-AcPH foi transformado em E. coli estirpe Top1l0,
extraido, quantificado e visualizado por eletroforese como relatado em material e
métodos, o qual o plasmideo possui cerca de 4700 pb (Fig. 15). Os plasmideos 2 e 3 da
Fig.15 apresentaram resultados consistente apos o processo de digestdo enzimética,
desfosforilacdo e quantificacdo do DNA plasmidial como foi descrito em material e
meétodos. O processo de desfosforilagdo foi utilizado para impedir a recicularizacdo do

vetor com intuito de aumentar a sua eficiéncia na clonagem.

Fig.14 - Eletroforese em gel de agarose a 1% da digestéo, revelando a fragmentacdo do inserto do
plasmideo. 1 — Ladder 1kb plus (Thermo Fisher Scientific), 2 e 3 — Amostra do produto da digestédo
enzimética.

4000pb
3000pb
2000pb

Fonte: prépria
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Fig.15 - Eletroforese em gel de agarose a 1% do plasmideo recombinante. 1 — Ladder 100 pb plus
(Thermo Fisher Scientific), 2,3,4 e 5 — Amostra do produto da extragédo plasmidial.

Fonte: prépria

As amostras 2 e 3 com o inserto do possivel gene da metacaspase 3 da Fig.14
foram transformadas juntamente com o produto da digestdo e desfosforilacdo oriundas
da Fig.15 em E. coli estirpe Topl0 como descrito em material e métodos. Foram
selecionadas sete colbnias recombinantes e inoculadas no meio LB como descrito em
material e métodos. Foi realizada uma PCR dos inéculos a fim de verificar a presenca do
gene, a orientacdo do inserto e a fusdo génica no plasmideo recombinante, utilizando
dois sistemas de verificacdo: no sistema (1) foram utilizados os primers metacasp
Forward e metacasp Reverse como controle do inserto, e no sistema (2) foram utilizados
os primers BACV-R, que se anela no sitio do gene da polh presente no vetor pFastBacl-
6xHis-AcPH e a metacasp Forward a fim de verificar a orientacdo do inserto e confirmar
se ocorreu a fusédo génica entre o gene da metacaspase3 com o gene polh, como relatado
em material e métodos. Logo, a Fig.16, confirma a presenca do inserto pela altura da
banda estar em cerca de 1000 pb no sistema 1 e no sistema 2 confirma a orientacéo e
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fusdo génica pela altura da banda estar em cerca de 1000 pb referentes ao marcador

molecular nas amostras 4 e 5.

Fig.16 - Eletroforese em gel de agarose a 1% da PCR de confirmagao oriunda do in6culo. 1 — Ladder
1 kb plus (Thermo Fisher Scientific), sistema 1 e sistema 2 sdo produtos da PCR e 9 — Controle negativo.

3.5.

2354 500 FS

123 456 78 9

1000 pk bl o

Sistema 2

Fonte: prépria

Sub clonagem génica em baculovirus (bacmideo) pelo sistema de

expressao Bac-to-bac™ do sistema BEV.

Foi realizada uma extracdo plasmidial das colonias 4 e 5 contendo o gene de

interesse no plasmideo pFastBacl-6xHis-AcPH recombinante, como foi confirmada na

Figura 16. Os produtos da extracdo foram transformados no plasmideo DH10Bac. Foram

selecionadas as col6nias recombinantes e inoculadas no meio LB, ap0s o crescimento

overnight, realizou-se uma extracéo plasmidial e uma PCR de confirmacéao do possivel

gene MCA3 no plasmideo DH10Bac com os primers metacasp Forward e metacasp
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Reverse como relatado em materiais e métodos. Da analise eletroforética dos produtos
da PCR, foi confirmada a presenca do gene de interesse pela altura de banda de
aproximadamente 1000 pb (Fig.17).

Fig.17 - Eletroforese em gel de agarose a 1% da PCR de confirmacao. 1 — Ladder 1 kb plus (Thermo

Fisher Scientific), 2 e 3 - produtos da PCR e 4 -controle negativo.

Fonte: prépria

Para as amostras confirmadas, foi realizada uma nova PCR a fim de certificar a
presenca do inserto no bacmideo recombinante com os primers, pUC/M13 Reverse e
metacasp Forward como relatado em material e métodos. Na Fig.18 os resultados
eletroforéticos da PCR foram efetivos por apresentar uma altura do bacmideo

recombinante com o gene metacaspase entre 2000 pb e 3000 pb.



40

Fig.18 - Eletroforese em gel de agarose a 1% da PCR de confirmacé&o. 1 — Ladder 1 kb plus (Thermo
Fisher Scientific), 2,3,4 e 5 - produtos da PCR e 6 -controle negativo.

Fonte: prépria

4. Consideragdes finais

Diante dos resultados, pdde-se concluir que a obtencdo do bacmideo
recombinante com o gene MCA3 de T. cruzi pelo sistema Bac-to-Bac™ (Invitrogen) foi
bem sucedida. Como perspectiva, o trabalho necessita de um prosseguimento para
observar a eficiéncia da expressao heterdloga pelo sistema BEV em células de inseto, a
purificacdo por gradiente de sacarose e a realizacdo de um imunoensaio com a proteina
metacaspase3 para observar seu potencial em imunodiagnéstico em DC pelo método
ELISA. Pelo fato da proteina TcMCA nao possuir muitos dados na literatura em relacao
aos processos da PCD em T. cruzi é necessario avaliar os possiveis papéis para a morte

celular do parasito e das células hospedeiras do mamifero.
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