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RESUMO 

 
 

TEIXEIRA, Leilane Ferreira, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 
2018. Serine-arginine protein kinases (SRPKs) como potencial alvo de 
fármacos em  Leishmania braziliensis . Orientador: Raphael de Souza 
Vasconcellos. Coorientadores: Juliana Lopes Rangel Fietto e Gustavo Costa 
Bressan.  

 

 

As leishmanioses representam uma das sete doenças tropicais mais 

importantes, sendo um grave problema de saúde mundial. As terapias 

disponíveis são problemáticas, tornando-se de grande interesse a identificação 

e validação de novos alvos, para desenvolvimento de terapias mais seletivas e 

eficazes. As serine-arginine protein kinases (SRPKs) se destacam como alvos 

promissores. SRPKs participam de processos celulares importantes, como o 

processamento do mRNA, onde atuam regulando as proteínas SR (fatores de 

splicing). Diante disto, este trabalho teve como objetivo identificar possíveis 

SRPKs e proteínas SR em Leishmania braziliensis através de análises 

bioinformáticas, clonar as sequências que codificam tais proteínas, expressar e 

purificar as proteínas recombinantes, bem como avaliar o efeito leishmanicida de 

compostos desenhados para atuarem como inibidores de SRPKs. As análises 

de bioinformática identificaram pelo menos uma possível SRPK e uma possível 

proteína SR em L. braziliensis. As sequências que codificam as proteínas foram 

clonadas em vetor pET-28a para expressão em Escherichia coli e tiveram sua 

expressão padronizada. Com a purificação por afinidade, as proteínas foram 

parcialmente purificadas, observando-se a necessidade do uso de outras 

técnicas para se obter um grau de pureza mais elevado. Através do docking 

vimos que o SRVIC22 e SRVIC32 podem interagir com a proteína no seu sítio 

de ligação de ATP e, embora não apresentem os maiores valores de docking 

score, algumas características físico-químicas ajudam a explicar sua melhor 

atividade in vitro. Quando utilizados em conjunto os compostos não foram tóxicos 

para os macrófagos e foram capazes de reduzir a infecção, in vitro, de 

macrófagos por L. braziliensis. O tratamento com o composto SRVIC32 ou com 

a combinação dos compostos (SRVIC22+SRVIC32) também levaram à uma 



  

v 

 

alteração no nível de expressão da possível SRPK. A avaliação da toxicidade 

dos compostos in vivo mostrou que, embora as análises bioquímicas do sangue 

não apresentassem alteração, na maior dose utilizada foram observadas 

algumas alterações histológicas no fígado. A obtenção das proteínas purificadas 

permitirá a realização de ensaios para caracterização bioquímica, que poderão 

confirmar se são uma SRPK e uma proteína SR genuínas, e para a validação da 

SRPK como alvo terapêutico. Dentre os compostos, o SRVIC32 se mostrou um 

candidato mais promissor, podendo ser melhor explorado na busca por novas 

terapias contra a leishmaniose.   
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ABSTRACT 

 
 

TEIXEIRA, Leilane Ferreira, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July, 2018. 
Serine-arginine protein kinases (SRPKs) as potencial drugs targets in 
Leishmania braziliensis . Adviser: Raphael de Souza Vasconcellos. Co-
advisers: Juliana Lopes Rangel Fietto and Gustavo Costa Bressan.  
 

 
Leishmaniasis are one of the seven more important tropical diseases, it been a 

serious health problem worldwide. The available therapies are problematic, so is 

interesting the identification and validation of new targets for new therapies more 

selective and effective. The serine-arginine protein kinases (SRPKs) sand out as 

promising targets. SRPKs are involved in important cellular process such as 

mRNA processing, where they acting regulating SR proteins (splicing factors). 

Therefore, this work aimed the identification of possible SRPKs and SR proteins 

in Leishmania braziliensis by the bioinformatics analysis, cloning the sequences 

that code that proteins, and express and purify the recombinants proteins, as well 

as evaluate the leishmanicidal effect of compounds designed to act as SRPKs 

inhibitors. Bioinformatics analysis identified at least one possible SRPK and one 

possible SR protein in L. braziliensis. These sequences were cloned in pET-28a 

vectors to express in Escherichia coli and had their expressions standardized. 

With affinity purification the proteins were partially purified, observing the need to 

use others techniques to obtain a higher purity degree. By docking we found that, 

SRVIC22 and SRVIC32 can interact with the protein in ATP ligation site and 

although they do not present the higher values of docking score, some physical-

chemical characteristics help to explain they better in vitro activity. When we used 

the compounds together, there wasn’t cytotoxicity in macrophages, but they were 

be able to reduce in vitro infection of macrophages by L. braziliensis. The 

treatment only with SRVIC32 or with the compounds together 

(SRVIC22+SRVIC32) also led to alteration in an expression degree of possible 

SRPK. The in vivo toxicity evaluation of compounds showed that, although the 

blood biochemistry analysis didn’t presented alteration, with the higher dose used 

were observed some histologic alterations on liver. The obtaining of purified 
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proteins will permit make biochemistry characterization assays, which may 

confirm if those proteins are really SRPK and SR protein and to validate SRPK 

as therapeutic target. Between the compounds, the SRVIC32 showed a promisor 

candidate, being able better explored on search by new therapies against 

leishmaniasis. 
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1. Introdução 

 

 As leishmanioses, doenças difundidas em áreas tropicais e subtropicais, 

são encontradas em cerca de 98 países da Europa, África, Ásia e América. 

Entretanto, mais de 90% dos novos casos ocorrem em apenas 13 países 

(Afeganistão, Argélia, Bangladesh, Bolívia, Brasil, Colômbia, Etiópia, Índia, Irã, 

Peru, Sudão do Sul, Sudão e Síria) (Steverding, 2017). Dentre estes, o Brasil se 

destaca como um dos países com maior número de novos casos reportados, 

anualmente, das duas formas principais da doença, a leishmaniose cutânea e a 

visceral (World Health, 2015).  

 Causadas por diferentes espécies de Leishmania, um parasito 

intracelular, as leishmanioses representam uma das sete doenças tropicais mais 

importantes e são consideradas um grave problema de saúde mundial, devido 

ao seu amplo espectro de manifestações clínicas (Torres-Guerrero et al., 2017). 

A forma mais severa da doença, a leishmaniose visceral, é potencialmente fatal 

quando não tratada, o que depende também do estado imunológico do indivíduo, 

já que esta forma da doença tem sido comumente encontrada associada a 

diferentes condições imunossupressoras, como na co-infecção com o vírus HIV 

e em indivíduos transplantados, com problemas reumatológicos, hematológicos 

ou oncológicos (van Griensven et al., 2014).  

 As leishmanioses apresentam algumas opções de tratamento, como 

antimoniais pentavalentes (Pentostam® e Glucantime®), anfotericina B em 

formulações lipídicas ou não, isetionato de pentamidina, miltefosina e paromicina 

(Cruz et al., 2009; Mohammadzadeh et al., 2013; Monge-Maillo et al., 2013; 

McGwire et al., 2014). As terapias disponíveis estão distantes de serem ideais, 

isto por causa de suas toxicidades extensas, o que leva à uma série de efeitos 

colaterais, como arritmias cardíacas, taquicardia e fibrilação ventricular, mialgia, 

artralgia, dentre outros. Além disto, apresentam baixa eficácia, via de 

administração parenteral, altos custos e necessidade de grande número de 

doses, o que torna o tratamento muito longo (Zulfiqar et al., 2017). Um outro 

problema é a incidência crescente de resistência dos parasitos aos fármacos 

utilizados no tratamento (Sundar et al., 2015; Sundar et al., 2016; Zulfiqar et al., 
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2017). Diante disto, é de essencial importância o desenvolvimento de novos 

medicamentos, que possam substituir ou complementar as terapias disponíveis 

atualmente, despertando o interesse na identificação e validação de novos alvos 

para os fármacos (Naula et al., 2005; Tiuman et al., 2011; Negrao et al., 2017). 

 As proteínas cinases representam alvos promissores de fármacos, uma 

vez que participam da regulação de diferentes processos celulares importantes, 

como controle da transcrição, progressão do ciclo celular e diferenciação, 

despertando grande interesse como alvo para o tratamento de doenças como 

Alzheimer, doenças cardiovasculares e diversos tipos de câncer (Naula et al., 

2005). Dentro desta classe de enzimas, a família das serine-arginine protein 

kinases (SRPKs) atuam fosforilando proteínas SR, fatores de splicing 

importantes para o correto processamento do pré-mRNA. Desta forma, elas têm 

sido associadas a funções chave, como regulação do processamento do RNA e 

do processo de importação nuclear. Além disto, em eucariotos superiores, as 

SRPKs têm sido relacionadas a diversos outros processos, como 

espermiogênese, progressão do ciclo celular e reorganização da cromatina 

(Ghosh et al., 2011; Giannakouros et al., 2011).  

 Embora o processamento do RNA em tripanossomatídeos seja realizado, 

principalmente, por meio de trans-splicing enquanto eucariotos superiores 

realizam cis-splicing, alguns elementos importantes são conservados, como as 

proteínas SR. Já foram identificadas em Trypanosoma cruzi e Trypanosoma 

brucei proteínas SR e estas se mostraram capazes de promover reações de cis-

splicing in vitro, confirmando a existência de similaridades funcionais entre as 

proteínas dos tripanossomatídeos e de organismos eucarióticos superiores 

(Ismaili et al., 1999; Portal et al., 2003a). Além disto, no trans-splicing, as 

proteínas SR estão envolvidas na comunicação entre os sítios de splicing 3’ e 5’, 

possibilitando a montagem de um trans-spliceossomo cataliticamente ativo 

(Sanford et al., 1999; Furuyama et al., 2002; Gupta et al., 2014). Assim como nos 

eucariotos superiores, nestes organismos, a atividade das proteínas SR é 

modulada por meio da sua fosforilação, sendo observada a presença de 

proteínas SRPKs que desempenham este papel. Os ciclos de 

fosforilação/desfosforilação das proteínas SR são cruciais para o correto 
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recrutamento da maquinaria de splicing e ocorrência do processamento do 

mRNA (Portal et al., 2003b; Parsons et al., 2005). 

 Dados não publicados do nosso grupo de pesquisa, apresentados na tese 

de Onofre (2017), mostraram a avaliação da atividade leishmanicida de uma 

série de análogos (SRVIC15 a SRVIC36) (Siqueira et al., 2017) sintetizados a 

partir do N-(2-(piperidin-1-il)-5-(trifluorometil)fenil)isonicotinamida) (SRPIN340), 

inibidor conhecido de SRPKs humanas (Fukuhara et al., 2006; Morooka, et al., 

2015). Foi mostrado que dois dos análogos, o 2-cloro-N-(2-(dietilamina)-5-

(trifluorometil)fenil)nicotinamida) (SRVIC22) e o N-(2-(ciclohexilamina)-5-

(trifluorometil)fenil)benzamida (SRVIC32) possuem atividade leishmanicida em 

modelos de infecção de macrófagos por L. braziliensis. Após o tratamento da 

infecção com os compostos, foi observada uma sobrevivência de L. braziliensis 

de 61,83% (±11,68%) para o tratamento com o SRVIC22 e de 51,03% (±13,24%) 

com o SRVIC32 (Onofre, 2017). 

 Diante disto, este trabalho teve como objetivo identificar a presença de 

SRPKs e proteínas SR em L. braziliensis, parasito pertencente à mesma família 

do Trypanosoma, bem como clonar as sequências que codificam tais proteínas, 

expressar e purificar as proteínas recombinantes, visando a realização de futuros 

ensaios de caracterização bioquímica. Buscamos, também, avaliar a SRPK 

como possível alvo dos compostos SRVIC22 e SRVIC32 assim como testar o 

efeito leishmanicida destes compostos quando utilizados em conjunto. 
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2. Revisão de literatura 

2.1. Leishmanioses 

 

 De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), as 

leishmanioses são umas das principais doenças negligenciadas, com cerca de 

350 milhões de pessoas residindo em áreas consideradas de risco de contágio. 

Estima-se que cerca de 700 mil a 1 milhão de novos casos e 20.000 a 30.000 

mortes ocorram anualmente, sendo 50.000 a 90.000 casos de leishmaniose 

visceral e mais de 600.000 casos de leishmaniose cutânea (World Health, 2018). 

Embora esteja concentrada em países pobres e em desenvolvimento, como os 

pertencentes à América Latina, sudeste da Ásia e leste da África, também é 

considerada endêmica em países da Europa Mediterrânea (World Health, 2010; 

Pace, 2014).  

As leishmanioses visceral, cutânea e muco-cutânea têm se tornado um 

problema crescente no estado de Minas Gerais. Dados do DATASUS de 2017 

mostram que nos últimos 3 anos foram 1713 casos de internação por 

leishmanioses, sendo Belo Horizonte e Montes Claros as cidades que 

registraram o maior número de internações, 391 e 435, respectivamente. Nesse 

período o Governo de Minas Gerais gastou mais de um milhão de reais no 

atendimento a esses pacientes. Dados do DATASUS também mostram que, 

somente em Minas Gerais, os casos de leishmanioses aumentaram 49% de julho 

de 2015 a julho de 2017. Essas informações destacam a importância de medidas 

mais eficazes no controle e tratamento das leishmanioses (Ministério da Saúde, 

2017). 

 As leishmanioses compõem a terceira doença parasitária mais comum, 

ficando atrás apenas da toxoplasmose e da criptosporidiose. Além disso, a 

doença pode ser agravada pela co-infecção com o vírus HIV, se destacando 

como uma infecção oportunista nas regiões onde as duas doenças são 

endêmicas (Shafiei et al., 2014; Akbari et al., 2017).   

 As doenças são causada por protozoários pertencentes à família 

Trypanosomatidae, mesma família à qual pertence o Trypanosoma cruzi, 

causador da Doença de Chagas, outra doença considerada negligenciada 
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(World Health, 2010).  Os parasitos do gênero Leishmania são transmitidos aos 

humanos por meio da picada de fêmeas infectadas de flebótomos pertencentes 

aos gêneros Phlebotomus, no Velho Mundo, e Lutzomyia, no Novo Mundo (Pace, 

2014; Steverding, 2017; Torres-Guerrero et al., 2017). O gênero Leishmania é, 

ainda, dividido em dois subgêneros, Leishmania e Viannia, de acordo com as 

diferenças nos sítios de desenvolvimento dos parasitos no intestino do inseto 

vetor (World Health, 2010; Pace, 2014). Dentro de cada subgênero são 

encontradas diferentes espécies do parasito, patogênicas ou não-patogênicas 

aos humanos (Figura 1, pág. 7 ).  

 A infecção parasitária apresenta uma ampla gama de manifestações 

clínicas com diferentes graus de severidade que dependem tanto da espécie de 

Leishmania envolvida (Tabela 1, pág. 8 ) quanto da resposta imune do 

hospedeiro (Pace, 2014; Torres-Guerrero et al., 2017).  

As leishmanioses cutânea e visceral são as duas formas principais da 

doença, dependendo do tipo de célula fagocitária invadida. Na leishmaniose 

cutânea os parasitos infectam, principalmente, macrófagos presentes na pele, 

mas podem também infectar monócitos, células dendríticas e neutrófilos 

recrutados para o local da infecção. Já na leishmaniose visceral, os parasitos se 

difundem pela corrente sanguínea e infectam células do sistema 

reticuloendotelial (sistema fagocitário mononuclear) do fígado, baço, medula 

óssea, linfonodos e intestino (Scott et al., 2016; Akbari et al., 2017; Steverding, 

2017).  

 A forma cutânea da leishmaniose é a mais comum, apresentando um 

maior número de novos casos anualmente. A doença pode estar localizada em 

um único local na pele ou produzir lesões difusas, passando a receber o nome 

de leishmaniose cutânea difusa. Além disto, após a lesão inicial na pele, a 

doença pode se difundir, atingindo regiões de mucosa, como boca, nariz e 

orelha, sendo chamada de leishmaniose mucocutânea (Akbari et al., 2017; 

Steverding, 2017). A leishmaniose visceral ou calazar é a forma mais severa da 

doença, sendo fatal em mais de 95% dos casos quando não é tratada. Seus 

sintomas incluem febre irregular, perda de peso, hepatomegalia, 

esplenomegalia, algumas vezes hepatoesplenomegalia e anemia (Steverding, 

2017). Há ainda uma outra forma, a leishmaniose dérmica pós-calazar, que é 
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considerada uma complicação da leishmaniose visceral. Geralmente aparece de 

seis meses a 1 ano após uma aparente cura da leishmaniose visceral, podendo 

ocorrer também mais cedo ou até mesmo simultaneamente à visceral e é 

caracterizada pela ocorrência de lesões maculares, papulares, nodulares ou 

uma mistura destes tipos por todo o corpo, sendo a face o sítio mais comum de 

ocorrência (Zijlstra et al., 2003; Rabi Das et al., 2017).    
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Figura 1 . Taxonomia da família Trypanosomatidae. Espécies com * estão com status sob discussão (L. chagasi no Novo Mundo é a mesma 

espécie que L. infantum, por exemplo). As linhas pontilhadas demarcam espécies não patogênicas aos seres humanos e a caixa de linhas 

pontilhadas uma espécie de Leishmania que não foi atribuída a nenhum complexo de espécies (World Health, 2010).   
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Tabela 1.  Espécies de Leishmania que causam doenças em humanos. Adaptado e modificado de: (Steverding, 2017). 

Subgênero Espécie Velho/Novo Mundo Forma da doença Distribuição 
Leishmania L. aethiopica VM LC, LCD Leste da África 

L. amazonensis NM LC, LCD, LMC América do Sul 
L. donovani VM LV, LDPK África Central, Sul da Ásia, Índia, China, Oriente 

Médio 
L. infantum VM, NM LV, LC Países Mediterrâneos, Sudeste da Europa, Ásia 

Central, Américas, Oriente Médio 
L. major VM LC Regiões Norte e Central da África, Oriente 

Médio, Ásia Central 
L. mexicana NM LC, LCD EUA, Equador, Venezuela, Peru 

L. tropica VM LC, LV Regiões Norte e Central da África, Oriente 
Médio, Ásia Central, Índia 

L. venezuelensis NM LC Norte da América do Sul, Venezuela 
L. waltoni NM LCD República Dominicana 

Viannia L. braziliensis NM LC, LMC América do Sul, Bacia Ocidental da Amazônia 
L. guyanensis NM LC, LMC Norte da América do Sul 

L. lainsoni NM LC Brasil, Bolívia, Peru 
L. lindenbergi NM LC Brasil 

L. naiffi NM LC Brasil, Guiana Francesa 
L. panamensis NM LC, LMC Américas Central e do Sul 
L. peruviana NM LC, LMC Peru, Bolívia 

L. shawi NM LC Brasil 
Siglas: VM = Velho Mundo; NM = Novo Mundo; LC = Leishmaniose cutânea; LCD = Leishmaniose cutânea difusa; LMC = Leishmaniose 
mucocutânea; LV = Leishmaniose visceral; LDPK = Leishmaniose dérmica pós-calazar.
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  O Brasil se destaca tanto no cenário da leishmaniose cutânea quanto da 

visceral (Figura 2 ), sendo um dos países com maior número de novos casos 

reportados, anualmente, das duas formas da doença (World Health, 2015).  

 

 

 

Figura 2. Distribuição mundial da leishmaniose. Gráfico superior: Status da 
endemicidade mundial da leishmaniose cutânea em 2015. Gráfico inferior: Status da 
endemicidade mundial da leishmaniose visceral em 2015 (World Health, 2015). 

 



  

10 

 

 Mais de 90% dos casos globais reportados de leishmaniose visceral 

ocorrem em apenas seis países: Índia, Bangladesh, Sudão, Sudão do Sul, Brasil 

e Etiópia (Alvar et al., 2012). Dentro da América Latina cerca de 97% dos casos 

reportados de leishmaniose visceral ocorre no Brasil, onde mais de 70.000 

notificações oficiais e mais de 3.800 mortes foram registradas nas últimas três 

décadas (Martins-Melo et al., 2014; Lara-Silva Fde et al., 2015). A leishmaniose 

cutânea é distribuída de forma mais ampla, com aproximadamente um terço dos 

casos reportados ocorrendo em cada uma destas três regiões – Américas, bacia 

Mediterrânea e do Oriente Médio até a Ásia Central. Os dez países com maior 

estimativa de casos, o Afeganistão, a Argélia, a Colômbia, o Brasil, o Irã, a Síria, 

a Etiópia, o Sudão do Norte, a Costa Rica e o Peru, representam entre 70 e 75% 

da incidência global estimada desta forma da doença (Alvar et al., 2012). 

 

2.2. Ciclo de vida do parasito 

 

 O ciclo de vida de Leishmania é completo em dois hospedeiros, um 

vertebrado e um invertebrado (flebotomíneos). Desta forma, durante seu 

desenvolvimento, o parasito deve se adaptar aos diferentes ambientes dos 

hospedeiros, o que inclui a adaptação a diferentes temperaturas e pH, bem como 

ao ambiente citotóxico dos hospedeiros. Para isto, o parasito sofre uma série de 

modificações tanto morfológicas (Figura 3, pág. 11 ) quanto bioquímicas, 

garantindo sua sobrevivência intracelular (Leta et al., 2014; Veras et al., 2016).  

 O ciclo (Figura 4, pág. 12 ) se inicia quando o flebotomínio injeta a forma 

infecciosa (promastigota metacíclica) de sua probóscide em um vertebrado não 

infectado durante o repasto sanguíneo. Estas formas promastigotas são, então, 

fagocitadas por macrófagos do hospedeiro ou outros tipos de células fagocíticas 

mononucleares. Dentro destas células, as formas promastigotas se diferenciam 

em amastigotas, que podem sobreviver e replicar dentro dos fagolisossomos via 

fissão binária. Esta replicação causa a ruptura da célula hospedeira seguida da 

infecção de outros fagócitos (Leta et al., 2014; Nagle et al., 2014; Veras et al., 

2016).  
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Figura 3 .  Morfologia dos parasitos. a) Forma promastigota e b) forma amastigota. As 
formas promastigotas são alongadas e possuem flagelo, que é usado para propulsão 
do parasito e sua fixação aos microvilos no intestino do flebotomíneo. Já as formas 
amastigotas são arredondadas e não possuem flagelo (Zulfiqar et al., 2017).   

  

 Os fagócitos infectados podem ser, então, ingeridos por outros 

flebotomíneos durante o repasto sanguíneo e, dentro deles, se diferenciam em 

promastigotas procíclicas, que se replicam dentro do intestino médio do inseto. 

As formas procíclicas se diferenciam, posteriormente, em promastigotas 

metacíclicas (forma infecciosa) e migram para a probóscide do flebotomíneo, 

que reinicia o ciclo ao picar um novo hospedeiro vertebrado (Leta et al., 2014; 

Veras et al., 2016). 

 A transmissão da doença pode ser zoonótica, de animais como cachorros 

e roedores para humanos, ou antroponótica, de humanos infectados para 

humanos não-infectados (Leta et al., 2014). A transmissão antroponótica é 

menos comum, sendo descrita apenas para algumas espécies de Leishmania, 

como a L. tropica e L. donovani, e em alguns países do Oriente Médio, como 

Paquistão, Afeganistão, Irã e Síria, e na Índia (Maroli et al., 2009; Reithinger et 

al., 2010; Noazin et al., 2013; Zamir et al., 2016; Kaushal et al., 2017).  
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Figura 4.  Representação esquemática do ciclo de vida digenético da Leishmania (Veras 
et al., 2016).  

 

2.3. Formas de tratamento 

 

 Os tratamentos disponíveis para as leishmanioses estão, ainda, muito 

distantes do ideal, principalmente por causa da extensa toxicidade dos fármacos, 

eficácia reduzida, via de administração (parenteral), necessidade de grande 

número de doses, altos custos e incidência de resistência (Akbari et al., 2017; 

Zulfiqar et al., 2017). Além disso, a eficácia de algumas das substâncias que 

apresentam atividade leishmanicida depende da espécie, dos sintomas 

causados e da região geográfica do parasito (Zulfiqar et al., 2017).   

 Por mais de 60 anos, a primeira linha de fármacos contra as 

leishmanioses, cutânea e visceral, foram os antimoniais pentavalentes 

(estibogluconato de sódio, nome comercial Pentostam® e antimoniato de 

meglumina, nome comercial Glucantime®), administrados em doses de 20 mg/Kg 

do peso corporal por um tempo de 28-30 dias (Monge-Maillo et al., 2013; 

McGwire et al., 2014; Sundar et al., 2015; Sundar et al., 2016). Embora o parasito 

também seja susceptível aos antimoniais pentavalentes, estes são considerados 

pró-fármacos, que serão convertidos, posteriormente, em antimoniais trivalentes 
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(forma ativa do fármaco). Não se sabe ao certo as rotas de entrada dos 

antimoniais tanto em Leishmania quanto em macrófagos, mas supõe-se que o 

transportador de aquaporina 1 seja o responsável pelo transporte em 

amastigotas e, em adição, ocorre a entrada via transportadores de fosfato. 

Ambas as formas de antimoniais levam à fragmentação do DNA do parasito, 

interferem na glicólise e β-oxidação de ácidos graxos (levando à depleção do 

ATP intracelular) e aumentam o efluxo de tióis intracelulares (Cruz et al., 2009; 

Singh et al., 2012).  

Apesar de ser eficaz, na maioria dos casos, contra o parasito, esses 

fármacos causam diversos efeitos colaterais ao paciente, como arritmias 

cardíacas, intervalo QTc – parâmetro que representa a duração da contração 

cardíaca – prolongado no eletrocardiograma (prolongamento >0,5s é indicativo 

de arritmias cardíacas graves e fatais), batimentos ventriculares prematuros, 

taquicardia ventricular e fibrilação ventricular. Outros efeitos comuns são mialgia, 

artralgia e elevação dos níveis de enzimas hepáticas e pancreáticas. Além disso, 

recentemente, tem-se observado uma crescente incidência de resistência em 

regiões endêmicas da Índia e Nepal (Sundar et al., 2015; Sundar et al., 2016). 

 A anfotericina B, usada predominantemente na terapia antifúngica para o 

tratamento de infecções sistêmicas, tem sido utilizada como a segunda linha de 

fármacos contra as leishmanioses desde a década de 60, quando teve sua 

atividade leishmanicida demonstrada para o tratamento da leishmaniose 

mucocutânea (Cruz et al., 2009; Negrao et al., 2017). O crescimento da 

incidência de resistência aos antimoniais pentavalentes resultou no aumento do 

interesse pela anfotericina B (Cruz et al., 2009). O fármaco tem sido comumente 

usado para o tratamento da leishmaniose visceral refratária na Índia, com doses 

de 0,75 a 1,0 mg/Kg por 15 a 20 infusões intravenosas e também é recomendada 

para o tratamento da leishmaniose dérmica pós-calazar no subcontinente 

indiano, com doses de 1,0 mg/Kg/dia, sendo necessárias até 60 a 80 doses 

durante 4 meses (Sundar et al., 2015).  

A anfotericina B tem uma alta e seletiva afinidade pelo ergosterol, 

esteroide mais abundante em Leishmania e fungos do que nas membranas das 

células de mamíferos. A toxicidade deste medicamento está associada à sua 

capacidade de se ligar a estes esteroides e induzir a formação de poros aquosos 
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na membrana celular interrompendo a integridade osmótica e provocando a lise 

da célula (Cruz et al., 2009; Singh et al., 2012; Negrao et al., 2017). Entretanto, 

está associada a diversos efeitos adversos, incluindo nefrotoxicidade, 

hipocalemia e miocardite, necessitando, assim, de monitoramento e 

hospitalização por 4 a 5 semanas, o que aumenta o custo da terapia (Sundar et 

al., 2015). Além disso, a utilização da anfotericina B livre é dificultada devido a 

sua baixa solubilidade em água, absorção reduzida no trato gastrointestinal e 

baixa biodisponibilidade (Cruz et al., 2009).  

 Para minimizar os efeitos adversos da anfotericina B, diferentes 

formulações lipídicas têm sido utilizadas como veículo de entrega, possibilitando 

uma menor exposição do fármaco livre aos órgãos (Sundar et al., 2015). Três 

formulações têm sido extensivamente testadas, sendo elas a anfotericina B 

lipossomal, complexo lipídico de anfotericina B e anfotericina B em dispersão 

coloidal (Singh et al., 2012; Sundar et al., 2015). A tolerância ao medicamento é 

melhorada e os efeitos adversos, incluindo a nefrotoxicidade, são minimizados, 

permitindo a entrega de maiores doses em períodos de tempo mais curtos 

(Sundar et al., 2015). Entretanto, a produção em escala industrial é complexa, 

elevando o valor do medicamento (Cruz et al., 2009; Sundar et al., 2016).  

 No caso das primeiras linhas de defesa falharem, outros fármacos estão 

disponíveis para o tratamento das doenças, como cetoconazol e fluconazol, que 

assim como a anfotericina B são antifúngicos, paromicina e pentamidina, 

descritos também como antibióticos e miltefosina, originalmente desenvolvida 

como agente anticâncer (Cruz et al., 2009; Kedzierski et al., 2009; Singh et al., 

2012; Sundar et al., 2015).   

  

2.4. Terapia combinada ou multidrogas 
 

 A resistência crescente dos parasitos aos fármacos utilizados no 

tratamento da doença sugere que a monoterapia usada atualmente precisa ser 

revisada. Uma alternativa de tratamento que tem se destacado é a terapia 

multidrogas, que visa promover o aumento da atividade com o uso de compostos 

com atividades aditivas ou sinérgicas, atuando em diferentes alvos, menor 
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duração do tratamento e menor quantidade de doses, diminuindo, assim, o custo, 

as chances de efeitos colaterais tóxicos e prevenindo a emergência de 

resistência (Sundar et al., 2015; Sundar et al., 2016). Outro fator importante para 

proteção mútua usando a terapia combinada é o tempo de meia-vida dos 

fármacos. O ideal é a utilização de um fármaco muito potente com um tempo de 

meia-vida curto em combinação com um segundo que tenha uma meia-vida mais 

extensa, para remover os parasitos restantes (Zulfiqar et al., 2017).  

 O uso do estibogluconato de sódio combinado com a paromicina foi 

implementado pela OMS como forma de tratamento padrão, no leste da África, 

após um estudo multicêntrico randomizado bem-sucedido (Zulfiqar et al., 2017). 

Neste estudo foi feita uma comparação entre a eficácia dos tratamentos com os 

fármacos individuais e com uma combinação deles (20 mg/Kg/dia de 

estibugluconato de sódio mais 15 mg/Kg/dia de paromicina durante 17 dias), 

onde mostrou-se que o tratamento combinado é mais eficaz que o tratamento 

individual com paromicina por 28 dias e tem eficácia similar ao tratamento 

individual com estibugluconato de sódio por 30 dias, demonstrando, assim, a 

adequação da terapia combinada (Musa et al., 2012; Kimutai et al., 2017).  

 Tratamentos sequenciais com miltefosina e anfotericina B lipossomal 

também se mostraram altamente eficazes no estado de Bihar, na Índia (Zulfiqar 

et al., 2017). O tratamento com uma única dose de anfotericina B lipossomal 

seguida da miltefosina por 10 dias mostrou uma eficácia de 98% enquanto a da 

anfotericina individual foi de 91%. Desta forma, se usadas sequencialmente, 

contribuem para a redução do tempo de tratamento com miltefosina e/ou 

diminuição da dose necessária de anfotericina B lipossomal, sendo uma terapia 

mais viável (Sundar et al., 2008). 

 Combinações entre anfotericina B lipossomal, paromicina e miltefosina 

também vem sendo testadas. O tratamento padrão com anfotericina B 

lipossomal foi comparado com três combinações dos fármacos: 1) injeção única 

de 5 mg/Kg de anfotericina B lipossomal + 50 mg de miltefosina durante 7 dias; 

2) injeção única de 5 mg/Kg de anfotericina B lipossomal + 11 mg/Kg de 

paromicina por 10 dias; e 3) 11 mg/Kg de paromicina + 50 mg de miltefosina 

durante 10 dias. Todas as combinações resultaram em aproximadamente 97% 
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de eficácia, superando o tratamento padrão com a anfotericina B lipossomal 

(91%) (Sundar et al., 2011; Rahman et al., 2017; Zulfiqar et al., 2017).  

 De um modo geral, as terapias combinadas são opções bem toleradas e 

eficazes no tratamento das doenças e, estão associadas a um menor tempo de 

hospitalização, tornando o tratamento mais viável e acessível (Sundar et al., 

2016).  

 

2.5. SRPK como potencial alvo de fármacos em Leishmania 
 

 Uma vez que o tratamento das leishmanioses é um problema crescente, 

principalmente devido à incidência de resistência, o desenvolvimento de novos 

medicamentos que possam substituir ou complementar as alternativas 

terapêuticas disponíveis atualmente é de grande importância (Tiuman et al., 

2011; Negrao et al., 2017). Diante disto, vem crescendo o número de pesquisas 

voltadas para a identificação e validação de novos alvos de fármacos (Naula et 

al., 2005). Uma classe de enzimas que vem se destacando como alvo promissor 

é a das proteínas cinases (Naula et al., 2005; de Azevedo et al., 2009; Sinha et 

al., 2016). Estas proteínas regulam diversos processos celulares, como controle 

da transcrição, progressão do ciclo celular e diferenciação e, por causa disto, 

despertaram bastante atenção como potenciais alvos de fármacos para o 

tratamento de uma ampla gama de doenças e síndromes, como a doença de 

Alzheimer, doenças cardiovasculares e o câncer (Naula et al., 2005).   

 Análises do genoma de três tripanossomatídeos (Leishmania major, 

Trypanosoma brucei e Trypanosoma cruzi) mostraram que eles codificam, 

respectivamente, 179, 156 e 171 proteínas cinases, bem como possuem 17, 20 

e 19 genes que codificam proteínas atípicas (Berriman et al., 2005; El-Sayed et 

al., 2005; Ivens et al., 2005; Parsons et al., 2005). Muitas destas proteínas 

cinases têm se mostrado importantes para proliferação e/ou viabilidade do 

parasito em estágios do seu ciclo de vida que são relevantes clinicamente. Além 

disto, as proteínas dos tripanossomatídeos apresentam diferenças significantes 

de sequência em relação às suas homólogas de mamíferos, o que as tornam 
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alvos potenciais para desenvolvimento de fármacos seletivos (Naula et al., 

2005).     

 Dentro do genoma dos tripanossomatídeos, o grupo de cinases CMGC é 

um dos melhores representados em comparação com seres humanos (45 em L. 

major e 61 em seres humanos). Duas famílias de proteínas pertencentes a este 

grupo, as SRPKs e CLKs (cinases semelhantes a CDC – proteínas do ciclo 

celular), atuam fosforilando motivos ricos em serina/arginina em proteínas SR, 

que atuam no processamento do RNA e splicing em muitos organismos 

superiores, sendo de grande interesse no estudo da regulação gênica dos 

parasitos (Parsons et al., 2005).  

 O splicing do pré-mRNA, em mamíferos, ocorre no spliceossomo, 

complexo macromolecular composto das cinco pequenas ribonucleoproteínas 

nucleares (snRNPs) U1, U2, U4, U5 e U6 e mais de 100 proteínas auxiliares 

(Schellenberg et al., 2008; Ghosh et al., 2011). Dentre essas proteínas a família 

das proteínas SR, fatores de splicing não-snRNP, é essencial para o controle de 

vários aspectos do splicing bem como de outros eventos do processamento do 

RNA. Elas interagem com componentes da maquinaria de splicing no início da 

montagem do spliceossomo, ajudam a estabelecer os locais de junção 5’ e 3’, 

atuam no recrutamento de U4/U5·U6 e estimulam a segunda etapa catalítica do 

splicing (Wahl et al., 2009; Ghosh et al., 2011). Além disto, tem sido mostrado 

que as proteínas SR desempenham papéis em eventos pós-splicing, como 

exportação do mRNA, regulação da tradução e estabilidade genômica (Huang et 

al., 2004; Sanford et al., 2004; Xiao et al., 2007).  

 As proteínas SR contêm um ou dois motivos de reconhecimento ao RNA 

e uma região rica em repetições serina/arginina, o domínio SR (Risso et al., 

2012; Jeong, 2017). A fosforilação de resíduos de serina do domínio SR 

desempenha um papel fundamental na atividade e localização das proteínas SR, 

e é regulada, principalmente, pela família das SRPKs, proteínas cinase que 

atuam fosforilando, especificamente, repetições SR conservadas (Ghosh et al., 

2011; Chan et al., 2013; Howard et al., 2015). Esta fosforilação aumenta a 

especificidade de ligação ao RNA, é importante para interações específicas 

proteína-proteína dentro do pré-spliceossomo, previne a auto agregação das 
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proteínas SR e promove a dissociação das proteínas SR dos speckles nucleares, 

regulando etapas cruciais do recrutamento dos fatores de splicing (Giannakouros 

et al., 2011; Zhou et al., 2013; Howard et al., 2015). Diante disto, as SRPKs têm 

sido implicadas em várias funções chave, como regulação do processamento do 

RNA e importação nuclear. Elas têm sido relacionadas, ainda, a vários outros 

processos, como espermiogênese, progressão do ciclo celular e reorganização 

da cromatina (Giannakouros et al., 2011).   

 O processamento do pré-mRNA em tripanossomatídeos difere dos 

eucariotos superiores. Em eucariotos superiores a remoção dos íntrons seguida 

da junção de éxons, dentro de uma mesma sequência, se dá com a remoção de 

uma estrutura em forma de laço através de duas reações de transesterificação, 

sendo o processo conhecido como cis-splicing (De Conti et al., 2013; Pan et al., 

2015). Já em tripanossomatídeos, os transcritos de pré-mRNA policistrônicos 

são processados em mRNAs maduros monocistrônicos num processo 

conhecido por trans-splicing. Neste processo, um pequeno éxon (chamado SL) 

é doado de uma molécula de RNA especializada e conectado na extremidade 5’ 

do pré-mRNA, se tornando o primeiro éxon da sequência em questão. Haverá a 

liberação de uma estrutura em formato de Y, envolvendo, assim como no cis-

splicing, duas reações de transesterificação (Gunzl, 2010; Lasda et al., 2011). 

Os éxons SL serão unidos a vários pré-mRNAs, e, consequentemente, haverá a 

produção de diferentes mRNAs maduros contendo uma sequência comum na 

extremidade 5’ (Lasda et al., 2011).  

 Embora existam tais diferenças, alguns elementos são conservados entre 

estes organismos. Tripanossomatídeos também possuem as cinco snRNPs U1, 

U2, U4, U5 e U6 que participam da montagem do spliceossomo, bem como 

proteínas auxiliares (Liang et al., 2003). Além disto, componentes não-snRNPs 

importantes, como as proteínas SR, são encontradas em organismos que 

realizam trans-splicing. As proteínas SR são necessárias em pelo menos duas 

etapas da reação de trans-splicing, sendo importantes tanto antes quanto depois 

da associação da snRNP U2 ao sítio de splicing 3’. A fosforilação do domínio SR 

é importante nesta etapa de associação, visto que a desfosforilação deste 

domínio leva ao bloqueio da associação de U2 ao sítio de splicing 3’ do pré-

mRNA. Esta fosforilação é, ainda, importante para o prosseguimento da reação 
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de splicing, após a associação de U2, auxiliando no recrutamento do sítio de 

splicing 5’, presente no SL RNP. Desta forma, no trans-splicing, as proteínas SR 

estão envolvidas na comunicação entre os sítios de splicing 3’ e 5’, possibilitando 

a montagem de um trans-spliceossomo cataliticamente ativo (Sanford et al., 

1999; Furuyama et al., 2002; Gupta et al., 2014). 

 Proteínas SR já foram descritas em Trypanosoma cruzi e Trypanosoma 

brucei, sendo chamadas de TcSR e TSR1, respectivamente (Ismaili et al., 1999; 

Portal et al., 2003a). As proteínas SR de Trypanosoma são, também, capazes 

de promover reações de cis-splicing in vitro, confirmando a existência de 

similaridades funcionais entre as proteínas dos tripanossomatídeos e de 

organismos eucarióticos superiores (Portal et al., 2003a).  Assim como em 

eucariotos superiores as proteínas SR em tripanossomatídeos têm sua atividade 

regulada por ciclos de fosforilação/desfosforilação, que são cruciais para o 

correto recrutamento da maquinaria de splicing e ocorrência de tal processo. Já 

foi identificada, em T. cruzi, a presença de uma SRPK, chamada de TcSRPK, e 

demonstrado que ela interage com TcSR e outros fatores de splicing da família 

SR, como ASF/SF2 (Homo sapiens), modulando a atividade destas proteínas 

através da fosforilação. 

  A SRPK de T. cruzi apresenta um alto nível de conservação funcional 

com as demais proteínas desta família, sugerindo que o controle da maquinaria 

de processamento do pré-mRNA pode ser independente do tipo de splicing 

realizado pelos organismos (Portal et al., 2003b).  
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3. Objetivos 

3.1. Objetivo Geral 
 

Estudar uma possível SRPK e uma possível proteína SR em L. braziliensis bem 

como avaliar a atividade leishmanicida de compostos sintéticos análogos ao 

SRPIN340, um inibidor conhecido de SRPKs.  

 

3.2. Objetivos Específicos 
 

o Buscar em bancos de dados sequências, em L. braziliensis, homólogas 

às SRPKs e às proteínas SR já conhecidas; 

o Clonar em vetor de expressão pET-28a as sequências gênicas que 

codificam a possível SRPK e a possível proteína SR de L. braziliensis; 

o Expressar as proteínas recombinantes e desenvolver protocolos de 

purificação para as mesmas; 

o Construir o modelo tridimensional das proteínas e realizar ensaios de 

docking da possível SRPK de L. braziliensis com os prováveis inibidores; 

o Analisar propriedades físico-químicas dos compostos; 

o Determinar o IC50 dos compostos SRVIC22 e SRVIC32 em macrófagos e 

em L. braziliensis; 

o Avaliar possível sinergismo entre os compostos SRVIC22 e SRVIC32 

através da análise da citotoxicidade em macrófagos e do potencial 

leishmanicida em promastigotas e em ensaio de infecção in vitro; 

o Verificar alterações no nível de expressão da possível SRPK nas formas 

promastigotas e amastigotas de L. braziliensis e no tratamento da 

infecção de macrófagos por L. braziliensis com os compostos; 

o Avaliar a toxicidade dos compostos SRVIC22 e SRVIC32 in vivo. 
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4. Metodologia 

4.1. Busca em bancos de dados por SRPKs e proteínas SR em Leishmania 

braziliensis 

 

 As sequências das SRPKs de Homo sapiens (NCBI ID: NP_003128.3, 

NP_872634.1 e NP_055185.2) (Gui et al., 1994a; Gui et al., 1994b; Kuroyanagi 

et al., 1998; Wang et al., 1998; Nakagawa et al., 2005), Plasmodium falciparum 

3D7 (NCBI ID: XP_001351098.1) (Dixit et al., 2010) e Trypanosoma cruzi (NCBI 

ID: AAM50042.1) (Portal et al., 2003b) foram utilizadas como referências para 

busca de possíveis SRPKs em L. braziliensis. As sequências de três das 

proteínas SR de Homo sapiens (NCBI ID: NP_008855.1, NP_001182356.1 e 

NP_006266.2) (Mayeda et al., 1992; Zahler et al., 1992; Screaton et al., 1995) e 

das proteínas SR de Plasmodium falciparum (NCBI ID: XP_001351730.2) (Eshar 

et al., 2012), Trypanosoma cruzi (NCBI ID: AF204399.1) (Portal et al., 2003a) e 

Trypanosoma brucei (NCBI ID: AJ007905.1) (Ismaili et al., 1999)  foram utilizadas 

como referências para a busca de possíveis proteínas SR em L. braziliensis.  

  A busca foi realizada utilizando o Blastp, ferramenta de busca com base 

em alinhamentos locais, dentro do banco de dados do NCBI (National Center for 

Biotechnology Information) e do TritrypDB (The Kinetoplastid Genomics 

Resource).  

 As sequências preditas como SRPKs foram validadas utilizando o Pfam 

(Finn et al., 2016), programa que permite a identificação dos domínios presentes 

nas proteínas. Apenas as sequências que continham duas regiões de domínio 

cinase (Pfam ID: PF00069.23) separadas por uma região espaçadora, que é uma 

característica desta família de proteínas cinase (Ding et al., 2006; Ghosh et al., 

2011; Giannakouros et al., 2011), foram mantidas para prosseguimento das 

análises. Posteriormente, as sequências mantidas foram alinhadas, utilizando o 

Clustal Omega, com as sequências usadas como referência, para verificação de 

regiões conservadas e variáveis, uma vez que as SRPKs são caracterizadas por 

possuírem um domínio cinase bem conservado enquanto a região espaçadora é 

variável (Ghosh et al., 2011). As sequências preditas como proteínas SR também 

foram validadas utilizando o Pfam, no qual foram selecionadas apenas as 
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proteínas que possuíam a porção C-terminal rica em repetições Ser/Arg (domínio 

RS) e que continham motivos de reconhecimento de RNA (Pfam ID: 

PF00076.21), que são características das proteínas SR (Zhou et al., 2013; 

Howard et al., 2015).  

 

4.2. Cultura de células 

 

 Leishmania braziliensis da cepa M2904 foram cultivadas em meio Grace’s 

(Gibco®) suplementado com glutamina (2 mM), penicilina (0,02 mg/mL) e soro 

fetal bovino (10%), pH 6,5, e mantidas em estufa a 25 °C. Macrófagos muri no da 

linhagem RAW 264.7 foram cultivados em meio RPMI 1640 (Sigma®) 

suplementado com bicarbonato de sódio (2 mg/mL), HEPES (25 mM), glutamina 

(2 mM), penicilina (0,02 mg/mL), gentamicina (20 µg/mL) e soro fetal bovino 

(10%), pH 7,2, e mantidos em estufa úmida a 37 °C com 5% de CO 2.  

 

4.3. Curva de crescimento de L. braziliensis M2904 

 

 Para avaliação do crescimento dos parasitos, no dia 0 foram colocados 

em três garrafas de cultivo 10 mL de meio Grace’s suplementado e 1x105 

células/mL, sendo as garrafas mantidas em estufa a 25 ºC. As três garrafas 

foram então contadas 3 vezes por dia durante um período de 10 dias. Para 

realizar a contagem, as células foram homogeneizadas, na própria garrafa, e 

uma alíquota foi coletada e diluída em formalina 4% (v/v) para contagem em 

câmara de Neubauer.  

 

4.4. Extração de RNA total e síntese de cDNA 

 

 Para extração do RNA total de L. braziliensis foram utilizadas 5–10×106 

células crescidas em suspensão, em fase estacionária de crescimento. A 
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extração do RNA total foi realizada com o reagente TRIzolTM (InvitrogenTM) de 

acordo com as recomendações do fabricante. 

 A síntese do cDNA foi realizada utilizando 1 µg de RNA total em um 

volume final de reação de 20 µL com o primer oligo (dT) nas condições de reação 

recomendadas pelo FIREScript RT cDNA synthesis KIT (Solis Biodyne). Após o 

término da síntese, a concentração e a qualidade do cDNA obtido foram 

avaliadas usando NanoDrop (Thermo Scientific™).  

 

4.5. Clonagem das sequências gênicas que codificam a possível SRPK 

(LbSRPK) e a possível proteína SR (LbSR) de L. braziliensis em vetor de 

expressão 

 

 A partir do cDNA obtido as sequências de interesse foram amplificadas 

via PCR utilizando o GoTaq® Green Master Mix (Promega) e primers específicos 

(Tabela 2 ) para as sequências. Para cada reação foram utilizados 1 µg de cDNA 

e 500 nM de cada primer (foward e reverse). Os produtos da PCR foram 

separados por eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) e os fragmentos dos 

tamanhos de interesse recuperados do gel e purificados com o kit illustra GFX 

PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare) de acordo com o 

recomendado pelo fabricante.  

 

Tabela 2. Primers utilizados nas clonagens das regiões codificantes da LbSRPK e da 
LbSR. 

 LbSRPK LbSR 
Foward Primer 5’ catatggggaagtcaaagaagcac 3’ 5’ catatgccggcctcggcga 3’ 
Reverse Primer 5’ gaattcctagtcagtgccgtcgtc 3’ 5’ ctcgagttagtctcttttgctttccttt 3’ 

 

 

 Os fragmentos de interesse foram, inicialmente, inseridos no vetor de 

clonagem pGEM-T easy (Promega) seguindo as condições de reação 

recomendadas. Para subclonagem em vetor de expressão, os fragmentos de 

interesse foram removidos do pGEM-T easy utilizando as enzimas de restrição 
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NdeI e EcoRI (Fermentas) para a LbSRPK e NdeI e XhoI (Fermentas) para a 

LbSR, sendo o vetor pET-28a também digerido com as mesmas enzimas. As 

reações de digestão foram incubadas a 37 °C por 2 horas e 30 minutos pa ra 

clivagem e, posteriormente, a 80 °C por 20 minutos para inativação das en zimas 

de restrição. Em seguida, todo o volume das reações foi aplicado em gel de 

agarose 1% (m/v) e os fragmentos separados por eletroforese. Os fragmentos 

dos tamanhos de interesse foram recuperados do gel e purificados com o kit 

illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare) de acordo com 

o recomendado pelo fabricante. Os fragmentos purificados foram, então, 

inseridos no vetor pET-28a utilizando o Rapid DNA Ligation Kit® (Thermo 

Scientific), seguindo as condições de reação recomendadas. Este vetor foi 

responsável por inserir nas proteínas uma cauda constituída de seis resíduos de 

histidina na extremidade N-terminal, importante para etapas posteriores.  

 A confirmação das clonagens foi feita por digestão, utilizando as enzimas 

de restrição acima citadas, por PCR usando os primers específicos para as 

sequências de interesse e por sequenciamento.  

 

4.6. Expressão das proteínas recombinantes em Escherichia coli 

 

 Os plasmídeos recombinantes foram inseridos na cepa de E. coli BL21 

(DE3) RIL por transformação utilizando o método de choque térmico. As 

bactérias transformadas foram cultivadas em 6 mL de meio LB líquido contendo 

o antibiótico canamicina (50 µg/mL) a 37 °C e rotação de 180 rpm por 16 horas. 

Em seguida, o pré-inóculo de 6 mL foi vertido em 300 mL de meio LB líquido e 

cultivado a 37 °C/180 rpm até atingir densidade óptica no comprimento de onda 

de 600 nm (DO600) entre 0,6-0,8. Para indução da expressão das proteínas foi 

adicionado o isopropil-β-D-tiogalactosídeo - IPTG (Sigma®), sendo testadas 

diferentes concentrações deste indutor (0,10 e 0,25 mM), temperaturas (30 °C e  

37 °C) e tempos de indução (0 a 5 h), a fim de se obter os melhores parâmetros 

para a produção das proteínas. Alíquotas de 50 mL foram coletadas de cada 

condição testada e centrifugadas a 4 °C e 2.000 x g por 10 minu tos. Os pellets 

resultantes foram armazenados a -80 °C para posterior uso. 
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 Os pellets foram então ressuspendidos em 1 mL de tampão de lise (50 

mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 20 mM imidazol e 5% glicerol, pH 7,5) contendo 1 

µg/mL dos inibidores de protease leupeptina, aprotinina e pepstatina além de 30 

µg/mL de lisozima. Após banho de gelo de 30 minutos cada lisado foi submetido 

à sonicação por 5 minutos (10 pulsos de 30 segundos com amplitude 20 e 

intervalos de 30 segundos entre os pulsos). Em seguida foram centrifugados a 

4°C e 12 .500 x g por 30 minutos, levando à separação das frações solúvel e 

insolúvel. A fração solúvel foi coletada e os pellets correspondentes às frações 

insolúveis foram ressuspendidos com o tampão de lise acrescido de 8 M de 

ureia. As amostras ressuspendidas foram novamente centrifugadas a 4 °C e 

12.500 x g por 30 minutos, sendo coletadas as frações insolúveis ao final do 

processo.  

 As frações solúveis e insolúveis foram, então, avaliadas por SDS-PAGE 

10% para a LbSRPK e 12% para a LbSR e western blotting (usando anticorpo 

primário anti-cauda de histidina) para se comprovar a produção das proteínas e 

avaliar em qual fração elas se encontram e quais parâmetros geraram um maior 

rendimento. 

 

4.7. Purificação das proteínas 

 

 As proteínas foram produzidas em maior escala utilizando os melhores 

parâmetros de temperatura, tempo e concentração de IPTG pré-estabelecidos. 

As bactérias foram lisadas, como descrito anteriormente, e as frações solúveis 

filtradas em membrana de 0,45 µm. Posteriormente, cada filtrado foi aplicado em 

uma coluna de cromatografia de afinidade HiTrap® Chelating (GE Healthcare) 

acoplada ao sistema cromatográfico ÄKTA™ Purifier (GE Healthcare Life 

Sciences). As colunas foram pré-equilibradas com o tampão A (50 mM Tris-HCl, 

100 mM NaCl, 20 mM imidazol e 5% glicerol, pH 7,5) antes da aplicação das 

amostras. As amostras foram aplicadas e as colunas lavadas com o tampão A 

até que a medida da absorbância a 280 nm estabilizasse. A eluição das proteínas 

de interesse foi feita utilizando um gradiente de 0-100% do tampão B (50 mM 
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Tris-HCl, 100 mM NaCl, 300 mM imidazol e 5% glicerol, pH 7,5). As frações 

coletadas para cada proteína foram analisadas por SDS-PAGE 10% para a 

LbSRPK e 12% para a LbSR e western blotting (usando anticorpo primário anti-

cauda de histidina).  

 A partir da primeira purificação realizando a eluição num gradiente do 

tampão B foi possível determinar com quais concentrações de imidazol as 

proteínas permaneciam retidas na coluna ou eram eluídas, permitindo assim, 

que nas purificações posteriores a eluição das proteínas fosse feita em steps. 

Para eluição da LbSRPK um step de 30% do tampão B e depois 100% do tampão 

B. E para a LbSR um step de 50% e posteriormente 100% do tampão B para 

eluição. As frações coletadas para cada proteína foram analisadas por SDS-

PAGE 10% para a LbSRPK e 12% para a LbSR. As principais frações, que 

continham as proteínas, foram dialisadas e quantificadas pelo método de 

Bradford (Bradford, 1976).  

 Para a proteína SR foi feito, ainda, um western blotting utilizando o 

anticorpo primário anti-proteínas SR (1H4) (Thermo Scientific). Foram 

analisadas amostras de lisado de L. braziliensis bem como a LbSR purificada.  

 

4.8. Construção dos modelos tridimensionais das proteínas e ensaios de docking 

molecular com a LbSRPK truncada 

 

 A predição das estruturas tridimensionais das proteínas foi feita com o 

programa Phyre2 (Protein Homology/analogY Recognition Engine V 2.0), 

utilizando o modo intensivo, que cria um modelo tridimensional completo para a 

sequência através da combinação dos múltiplos modelos gerados pela 

comparação com diferentes proteínas do banco de dados (Kelley et al., 2015).   

Posteriormente, foi feita a minimização de energia dos modelos obtidos 

utilizando o YASARA Energy Minimization Server, programa que executa 

simulações de dinâmica molecular dos modelos em um solvente explícito 

(Krieger et al., 2009). A minimização de energia é feita para suavizar as 

diferenças estruturais existentes entre o modelo gerado e os moldes utilizados 
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para predição, o que pode envolver não apenas o rearranjo de loops como 

também desvios de elementos de estrutura secundária e reempacotamento de 

resíduos (Krieger et al., 2009).  

 Os modelos finais foram validados utilizando diferentes programas. O 

RAMPAGE - Ramachandran Plot Assessment avalia a qualidade do gráfico de 

Ramachandram, definindo a porcentagem dos resíduos que se encontram nas 

regiões energeticamente mais favoráveis e desfavoráveis (Lovell et al., 2003).  

 O Procheck avalia os parâmetros estereoquímicos do modelo, analisando 

características como comprimento de ligação, ângulo de ligação, ângulos de 

torção da cadeia principal e da cadeia lateral, dentre outros (Laskowski et al., 

1996).  

 O ProSA-web - Protein Structure Analysis analisa a qualidade geral do 

modelo através de um z-score. O programa apresenta um gráfico com os z-

scores de proteínas com estrutura determinada e depositada no PDB (Protein 

Data Bank) e que possuem um tamanho similar à proteína modelada e verifica 

se o z-score apresentado pelo modelo está dentro da faixa de z-scores 

encontrados para as demais proteínas. Além disto, avalia a qualidade do modelo 

de acordo com as energias dos resíduos em função de suas posições na 

sequência de aminoácidos, sendo que, em geral, os valores positivos 

correspondem a partes problemáticas ou errôneas da estrutura (Sippl, 1993; 

Wiederstein et al., 2007).  

 O Verify3D avalia a qualidade do modelo usando perfis tridimensionais, 

analisando a compatibilidade do modelo (3D) com sua própria sequência de 

aminoácidos (1D), baseado na localização e ambiente de cada resíduo. Através 

da comparação com um banco de dados, cada resíduo recebe uma pontuação 

média no perfil 3D-1D, com os scores variando de -1, considerada uma 

pontuação ruim e +1, uma boa pontuação, sendo que mais de 80% dos resíduos 

deve apresentar score maior ou igual a 0,2 no perfil 3D-1D (Bowie et al., 1991; 

Luthy et al., 1992).  

 O ERRAT analisa regiões das estruturas das proteínas que foram 

determinadas correta ou incorretamente com base em características de 

interação atômica. Diferentes tipos de átomos estão distribuídos de forma não 
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randômica em relação uns aos outros em proteínas, e desta forma, erros na 

construção dos modelos podem levar à uma distribuição mais randômica desses 

átomos, o que pode ser distinguido da forma de distribuição correta por métodos 

estatísticos. Os átomos são classificados em três categorias, gerando seis 

combinações diferentes de interações pareadas não-covalentes e uma função 

de erro quadrática é usada para caracterizar o conjunto das interações par a par. 

Com isto, o programa identifica regiões de erro na estrutura da proteína através 

da análise da estatística das interações atômicas par a par (Colovos et al., 1993). 

 Para a realização dos dockings moleculares foi construído um modelo 

tridimensional para a proteína LbSRPK, no qual foram removidas da sequência 

da proteína as regiões mais desordenadas, que interferiam na análise dos 

ligantes. Foram removidos os resíduos de aminoácidos de 1-123, 311-348 e 558-

742, que correspondem às regiões N-terminal, espaçadora e C-terminal, 

respectivamente. O modelo da proteína truncada (LbSRPKt) foi construído e 

validado conforme descrito acima.  

 O modelo tridimensional da LbSRPKt foi utilizado para os dockings 

moleculares com o SRPIN340 e uma série de análogos (SRVIC15 a SRVIC36) 

deste composto, sintetizados e cedidos, gentilmente, pelo professor Róbson 

Ricardo Teixeira, do Departamento de Química da UFV. A macromolécula e os 

ligantes foram preparados utilizando o Autodock e, em seguida, os dockings 

foram feitos usando o AutoDock Vina (Trott et al., 2010). Para visualização das 

estruturas e análise dos sítios de ligação foi utilizado o PyMOL Molecular 

Graphics System, Version 2.0 Schrödinger, LLC (Seeliger et al., 2010).  

 

4.9. Análise de propriedades físico-químicas dos compostos 

 

 A polarizabilidade e a área de superfície de Van der Waals do SRPIN340 

e seus análogos foram analisadas utilizando o MarvinSketch 18.13.0 

(ChemAxon), seguindo os parâmetros pré-estabelecidos pelo programa. A 

polarizabilidade representa a capacidade que um átomo ou molécula possui de 

ter sua distribuição eletrônica distorcida por um campo elétrico externo. Quanto 
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maior a polarizabilidade maior a tendência em alterar a densidade eletrônica, 

gerando dipolos momentâneos, o que torna esta propriedade molecular 

importante para ocorrência de interações intermoleculares. O cálculo da 

polarizabilidade é feito pelo programa utilizando dois métodos, um baseado nos 

parâmetros atômicos de Miller et al. (1979) e o outro nos parâmetros de Jensen 

(2002) (Miller et al., 1979; Jensen, L., 2002).  

 O método de cálculo da superfície de Van der Waals é baseado em 

Ferrara et al. (2001). A análise se baseia no método probabilístico de Wodak e 

Janin, com modificações. Este método expressa a área de superfície acessível 

como uma função das distâncias entre pares de átomos ou resíduos na estrutura 

proteica assumindo que esses átomos ou resíduos são distribuídos 

randomicamente no espaço, mas não penetram um no outro (Wodak et al., 

1980). As modificações permitem aplicá-lo ao cálculo de áreas de superfície 

atômicas, sendo o cálculo uma função do emparelhamento de posições atômicas 

e raios, o que o torna bastante rápido (Hasel et al., 1988; Ferrara et al., 2001).  

 

4.10. Detecção da viabilidade celular 

 

 A viabilidade celular foi quantificada a partir da redução da resazurina 

(Alamar Blue) (Mikus et al., 2000; O'Brien et al., 2000; Rampersad, 2012; 

Kulshrestha et al., 2013). Após o tratamento com os compostos foram 

adicionados 20 µL da resazurina por poço na placa de 96 poços e esta foi 

novamente incubada na condição experimental em questão. A cada hora, 

durante 3 horas foram realizadas leituras colorimétricas nos comprimentos de 

onda de 570 e 600 nm. A redução da resazurina foi, então, calculada com a 

seguinte fórmula: 

Redução = [A570 – (A600 x R0)] 

A570 representa a absorbância da resazurina em 570 nm, A600 representa a 

absorbância da resazurina em 600 nm e R0 é um fator de correção obtido da 

seguinte fórmula: 

R0 = Meio570 / Meio600 
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Meio570 representa a absorbância da resazurina em 570 nm de poços que 

contém apenas meio de cultura e Meio600 a absorbância em 600 nm dos mesmos 

poços. 

 Poços com células sem tratamento foram considerados como tendo 

viabilidade máxima (100%) e os demais foram transformados em porcentagem 

baseado nos valores obtidos para estes poços controle. 

 

4.11. IC50 dos compostos SRVIC22 e SRVIC32 em macrófagos RAW 264.7 e 

em promastigotas  

 

 Dados ainda não publicados do nosso grupo de pesquisa mostraram que 

dois compostos, dentre uma série de 22 análogos do SRPIN340 (N-(2-(piperidin-

1-il)-5-(trifluorometil)fenil)isonicotinamida), possuem atividade leishmanicida em 

modelos de infecção de macrófagos por Leishmania braziliensis (Onofre, 2017). 

Esses compostos, 2-cloro-N-(2-(dietilamina)-5-(trifluorometil)fenil)nicotinamida 

(SRVIC22) e N-(2-(ciclohexilamina)-5-(trifluorometil)fenil)benzamida (SRVIC32), 

foram sintetizados como descrito em Siqueira (2017) e cedidos pelo professor 

Róbson Ricardo Teixeira, do Departamento de Química da UFV.  

 Para a determinação do IC50 dos compostos em macrófagos foram 

adicionadas 0,5x105 células de macrófagos em 92 dos 96 poços de uma 

microplaca e nos 4 poços restantes foi adicionado apenas meio RPMI 

suplementado, em um volume final de 200 µL. A microplaca foi incubada por 24 

horas em estufa úmida a 37 °C com 5% de CO 2, para permitir a adesão das 

células. Após o tempo de incubação todo o meio foi removido e os poços foram 

lavados por três vezes com 100 µL de RPMI base (sem soro fetal bovino) para a 

remoção das células que não se aderiram. Os 4 poços nos quais não foram 

adicionadas células foram mantidos com apenas o meio de cultura. Em outros 4 

poços, que continham células, também foi adicionado apenas o meio de cultura, 

para manter células sem tratamento. Nos demais poços foram adicionados, em 

triplicata, os compostos em diferentes concentrações, variando de 0 a 200 µM, 

sendo as diluições dos compostos realizadas previamente de forma seriada. 
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Após a adição dos compostos, a placa foi incubada em estufa úmida a 37 °C 

com 5% de CO2 por 48 horas. Após 47 horas de incubação foi adicionada a 

resazurina em todos os poços e determinada a viabilidade celular como descrito 

no item 4.10. Foram feitas três repetições do referido ensaio. 

 Para a determinação do IC50 dos compostos em promastigotas, 4x106 

células, em fase log de crescimento, foram adicionadas em 92 poços da 

microplaca, sendo nos 4 restantes adicionado apenas meio de cultura, o meio 

Grace’s suplementado. Em 4 poços, que continham células, foi adicionado meio 

de cultura, mantendo células sem tratamento e, nos demais poços foram 

adicionados, em triplicata, os compostos em diferentes concentrações, variando 

de 0 a 200 µM, com as diluições dos compostos realizadas previamente de forma 

seriada. Após adição dos compostos, a placa foi incubada em estufa a 25 °C por 

48 horas. Após 47 horas de incubação foi adicionada a resazurina em todos os 

poços e determinada a viabilidade celular como descrito no item 4.10. Três 

repetições do ensaio foram feitas. 

 

4.12. Avaliação, in vitro, do efeito dos compostos combinados  

4.12.1. Avaliação da citotoxicidade em macrófagos 

 

 Em 92 dos 96 poços de uma microplaca foram adicionadas 0,5x105 

células de macrófagos e nos 4 restantes adicionado apenas meio RPMI 

completo, em um volume final de 200 µL. A placa foi incubada em estufa úmida 

a 37 °C com 5% de CO 2 por 24 horas. Após a incubação e adesão das células à 

placa, todo o meio de cultura foi removido e foram feitas 3 lavagens com 100 µL 

de meio RPMI base (sem adição de soro fetal bovino) para remoção de células 

não aderidas.  

 Foram feitos quatro tipos de controle: 1) os 4 poços da microplaca de 96 

poços nos quais não foram adicionadas células foram mantidos com apenas 

meio de cultura; 2) em 4 poços foi adicionada anfotericina B (3,125 μg/mL – 

Sigma®); 3) em outros 4 poços foi adicionado DMSO, na mesma concentração 
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utilizada nos compostos (1%) e 4) em mais 4 poços foi adicionado meio RPMI 

completo, para manter células sem tratamento.   

 Nos poços restantes foram adicionados os compostos, em triplicata. 

Foram testadas diferentes combinações dos compostos SRVIC22 e SRVIC32, 

utilizando diferentes proporções dos mesmos, em uma concentração máxima 

total de 10 µM. Após a adição dos compostos, a placa foi incubada em estufa 

úmida a 37 °C com 5% de CO 2 por 48 horas. Após 47 horas de incubação foi 

adicionada a resazurina em todos os poços e determinada a viabilidade celular 

como descrito no item 4.10. O ensaio foi realizado com três repetições. 

 

4.12.2. Avaliação da atividade leishmanicida em promastigotas 
 

 

  Em 92 dos 96 poços de uma microplaca foram adicionadas 4x106 células, 

em fase log de crescimento, e nos 4 poços restantes foi adicionado apenas meio 

Grace’s suplementado, em um volume final de 200 µL. Dos poços que continham 

células, em 4 deles foi adicionado meio de cultura, mantendo células sem 

tratamento, em outros 4 foi adicionado DMSO, na mesma concentração utilizada 

nos compostos (1%) e em mais outros 4 poços foi adicionada anfotericina B 

(3,125 μg/mL – Sigma®). Nos poços restantes foram adicionados os compostos, 

em triplicata. Foram testadas diferentes combinações dos compostos SRVIC22 

e SRVIC32, utilizando diferentes proporções dos mesmos, em uma 

concentração máxima total de 10 µM. Após a adição dos compostos, a placa foi 

incubada em estufa a 25 °C por 48 horas. Após 47 horas de incubaçã o foi 

adicionada a resazurina em todos os poços e determinada a viabilidade celular, 

como descrito no item 4.10. Foram feitas três repetições do ensaio.  

 

4.12.3. Avaliação da atividade leishmanicida em ensaios de infecção in vitro 

 

 Em microplacas de 24 poços foi colocada uma lamínula circular por poço. 

Posteriormente, foram adicionadas 5x105 células de macrófagos em cada poço, 
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em um volume final de 200 µL. A microplaca foi incubada por 24 horas em estufa 

úmida a 37 °C com 5% de CO 2, para permitir a adesão das células. Após o tempo 

de incubação todo o meio foi removido e os poços foram lavados por três vezes 

com 100 µL de RPMI base (sem soro fetal bovino) para a remoção das células 

que não se aderiram. 7,5x106 células de L. braziliensis, em fase estacionária de 

crescimento, foram adicionadas em cada poço e a placa foi incubada por mais 

24 h na estufa úmida, a 37 ºC com 5% de CO2. Após esta incubação, todo o meio 

foi removido e foram feitas três lavagens com 100 µL de meio RPMI base, para 

remoção das células de Leishmania que não infectaram os macrófagos. Foram 

adicionados 200 µL de meio RPMI suplementado em todos os poços e feita uma 

nova incubação por mais 24 h, para o estabelecimento da infecção. Após o 

período de incubação, todo o meio foi removido. 

 Dos poços infectados, em 2 deles foi adicionado apenas meio de cultura, 

mantendo células sem tratamento, em outros 2 poços foi adicionada anfotericina 

B (3,125 μg/mL – Sigma®) e em mais 2 poços foi adicionado DMSO, na mesma 

concentração utilizada nos compostos (1%). Nos poços restantes foram 

adicionados os compostos, em duplicata. Foram testados o composto SRVIC22 

na concentração de 10 µM, o composto SRVIC32 também na concentração de 

10 µM e a combinação destes dois compostos na proporção de 1:1 

(concentração final de 5 µM de cada composto). Após a adição dos compostos, 

a placa foi incubada em estufa úmida a 37 °C com 5% de CO 2 por 48 horas. Ao 

final do período de incubação o meio foi removido e os poços foram lavados com 

RPMI base, para remoção de qualquer resquício dos compostos testados. As 

lamínulas foram, então, removidas da placa e as células foram coradas usando 

panótico rápido (Laborclin), de acordo com as recomendações do fabricante.  

 Para avaliação da atividade leishmanicida, 300 células para cada lamínula 

foram avaliadas randomicamente, determinando-se a porcentagem de células 

infectadas e o número de parasitos intracelulares. O ensaio foi realizado com 

três repetições. 

       



  

34 

 

4.13. Análise da expressão da possível SRPK em L. braziliensis por qPCR 

 

 Amostras de L. braziliensis em diferentes formas e fases de crescimento 

(formas promastigotas em fase log, formas promastigotas em fase estacionária 

e formas amastigotas) e dos tratamentos da infecção de macrófagos por L. 

braziliensis com DMSO (1%), AnfB (3,125 μg/mL), SRVIC22 (10 µM), SRVIC32 

(10 µM) e com a combinação usando a proporção de 1:1 de cada composto 

(concentração final de 5 µM do SRVIC22 e 5 µM do SRVIC32) foram utilizadas 

para extração de RNA total e síntese de cDNA. A concentração e a qualidade 

dos cDNAs obtidos foram avaliadas usando NanoDrop (Thermo Scientific™). Os 

cDNAs foram utilizados, inicialmente, para a análise da eficiência dos primers 

(Tabela 3 ) para genes endógenos (GAPDH e G6PD) e para o gene da possível 

SRPK e, em seguida, foram utilizados para a análise da expressão da possível 

SRPK nas diferentes amostras acima citadas.  

 

Tabela 3. Primers utilizados no qPCR. 

 Foward Primer Reverse Primer 
GAPDH 5’ ggagatagacaaggccatcaag 3’ 5’ tgtcgttgatgaagtcagagc 3’ 
G6PD 5’ gtccgaggctatgtatgtcaag 3’ 5’ catcgtaccgagtgtggtatg 3’ 
SRPK 5’ gactctgagaagccagttgag 3’ 5’ cgtcgtcactctcttcatcttc 3’ 

 

 

 Todas as reações de qPCR foram realizadas utilizando o Maxima SYBR 

Green qPCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific), o qual inclui o fluoróforo SYBR 

Green, Taq DNA polimerase e dNTPs em um tampão otimizado, sendo 

necessário acrescentar apenas o template (cDNA) e os primers. Os ensaios 

foram realizados no termociclador 7500 Real-Time PCR System® (Applied 

Biosystems), utilizando-se o método do ΔΔCT comparativo.  

 Para análise da eficiência foram testadas, em duplicata, três 

concentrações diferentes dos pares de primers - 100 nM, 200 nM e 400 nM, e 

três diferentes quantidades de um pool de cDNA (contendo uma alíquota de cada 

amostra citada acima) - 25 ng, 75 ng e 225 ng. A especificidade da amplificação 

foi verificada pela curva de dissociação ou curva de melting. A presença de um 
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único pico na curva demonstra a especificidade, assim como confirma a ausência 

de dímeros de primers e produtos inespecíficos. A condição que apresentou a 

maior eficiência da reação, para cada par de primer, foi selecionada para 

prosseguimento dos ensaios. Para a análise da expressão gênica as reações 

foram montadas utilizando as diferentes amostras de cDNA citadas acima e as 

condições definidas de concentração de primer e quantidade de cDNA. As 

reações foram feitas em duplicata, sendo que também houve uma duplicata 

biológica.    

 

4.14. Análises estatísticas  
 

 Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa 

GraphPad Prism (versão 6.01). 

 

4.15. Experimento in vivo 

4.15.1. Modelo animal 

 

 Para avaliação da toxicidade dos compostos, in vivo, foram utilizados 

camundongos BALB/c fêmeas (4 a 8 semanas de idade) provenientes do Biotério 

Central do Centro de Ciências Biológicas e da Saúde da Universidade Federal 

de Viçosa. Os animais, provenientes do Biotério Central – CCB/UFV, foram 

transportados, no menor tempo possível, dentro de contêineres seguros, 

confortáveis e à prova de fuga, com fornecimento de água e comida adequados 

e acondicionados no biotério do setor de Imunologia e Virologia do Departamento 

de Biologia Geral, na Universidade Federal de Viçosa, sob condições ambientais 

controladas (temperatura ambiente de 22-25°C, umidade relativa de 60-6 5% e 

ciclos de luminosidade de 10h de luz-14h de escuro (Sifontes-Rodriguez et al., 

2015)).  

 Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno com dimensões de 

49 cm x 34 cm x 16 cm forradas com maravalha previamente autoclavada, com 
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6 animais em cada caixa. As gaiolas foram higienizadas a cada dois dias (as 

caixas foram totalmente esvaziadas, lavadas e desinfetadas com solução de 

hipoclorito de sódio e, em seguida, colocada uma nova maravalha, previamente 

autoclavada). Os animais receberam água e comida à vontade durante todo o 

experimento e foram submetidos a um período de adaptação antes do começo 

das atividades. A ração oferecida foi do tipo comercial apropriada para ratos, 

camundongos e hamsters e a água obtida do sistema de abastecimento da 

Universidade Federal de Viçosa, sendo autoclavada antes de ser dada aos 

animais. Os experimentos foram realizados em conformidade com a Comissão 

de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal de Viçosa (CEUA-UFV) – 

certificado número 30/2018 (Anexo 1 ) – e respeitando os princípios éticos do 

Código de Ética Profissional do Médico Veterinário. 

 

4.15.2. Grupos experimentais e análise estatística 
 

 Para avaliação da toxicidade dos compostos foram utilizados 6 animais 

por grupo, em um total de 9 grupos experimentais: 

- Grupo 1: tratado com PBS; 

- Grupo 2: tratado com DMSO; 

- Grupo 3: tratado com anfotericina B; 

- Grupo 4: tratado com o composto SRVIC22 em dose de 1,0 mg/Kg/dia; 

- Grupo 5: tratado com o composto SRVIC22 em dose de 2,5 mg/Kg/dia; 

- Grupo 6: tratado com o composto SRVIC22 em dose de 5 mg/Kg/dia; 

- Grupo 7: tratado com o composto SRVIC32 em dose de 0,5 mg/Kg/dia; 

- Grupo 8: tratado com o composto SRVIC32 em dose de 1,0 mg/Kg/dia; 

- Grupo 9: tratado com o composto SRVIC32 em dose de 2,0 mg/Kg/dia. 

 O cálculo do número de animais por grupo foi feito utilizando o software 

Minitab 14®, levando em conta a força e o tamanho da amostra. Para o cálculo 

foram adotados os seguintes valores: poder do teste de hipótese igual a 0,95; 
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diferença a ser detectada pelo teste igual a 1,17; valor de alfa igual a 0,05; e 

desvio padrão de 0,5.  

 

4.15.3. Avaliação da toxicidade dos compostos 

  

 Os animais receberam diferentes doses dos compostos por via 

intravenosa, em dias alternados, durante um período de 15 dias. Para uma 

melhor visualização das veias, as caudas dos camundongos foram imersas em 

água quente a 40-50 °C por alguns segundos e, os animais foram contidos dentro 

de um pequeno recipiente para a administração das doses.  

 Após esse período de 15 dias, os animais foram eutanasiados, por 

pessoal devidamente treinado, utilizando a técnica de deslocamento cervical em 

substituição à utilização de barbitúricos ou outros anestésicos gerais injetáveis 

recomendados pela resolução número 1000, de 11 de maio de 2012, do 

Conselho Federal de Medicina Veterinária. O uso de anestésicos pode interferir 

na resposta imune (Markovic et al., 1990; Thompson et al., 2002), 

comprometendo os resultados obtidos. Em seguida, a cavidade abdominal foi 

aberta e o fígado e os rins coletados. Fragmentos destes órgãos foram 

processados histologicamente para análise do efeito dos compostos em sua 

arquitetura. Além disto, o sangue dos animais foi coletado por punção cardíaca 

e, em seguida, centrifugado para separação do soro. Este, foi utilizado nas 

dosagens de enzimas hepáticas, para avaliação dos efeitos dos tratamentos.  

 Foram feitas as dosagens das enzimas alanina aminotransferase (ALT), 

fosfatase alcalina e gama glutamil transferase (GGT) através da utilização dos 

kits comerciais Transaminase ALT (TGP) cinética (Bioclin), Fosfatase alcalina 

(Bioclin) e Gama GT cinético (Bioclin), respectivamente. Além disto, também foi 

feita a dosagem da creatinina, utilizando o kit comercial Creatinina cinética 

(Bioclin). Alterações nos níveis de alanina aminotransferase (ALT), fosfatase 

alcalina e gama glutamil transferase (GGT) permitem avaliar a presença de 

danos no tecido hepático e alterações nos níveis de creatinina danos no tecido 

renal.  
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5. Resultados e discussão 

 

5.1. Busca em bancos de dados 

 

 A busca por possíveis SRPKs através do Blastp, dentro do banco de 

dados do NCBI e do TritrypDB, utilizando como referência sequências de SRPKs 

já descritas, permitiu a identificação de uma possível SRPK (NCBI ID: 

XP_001566984.1; TritryipDB ID: LbrM.30.3610) em L. braziliensis. Esta proteína 

possui duas regiões de domínio cinase separadas por uma região espaçadora, 

o que é uma característica desta família de proteínas cinase (Figura 5 ). Além 

disto, o alinhamento da sequência encontrada com as sequências de SRPKs já 

descritas na literatura mostrou que essas regiões de domínio cinase são 

conservadas, enquanto a região espaçadora é variável, outra característica 

comum a essas cinases (Ding et al., 2006; Ghosh et al., 2011; Giannakouros et 

al., 2011) (Figura 6 ).  

 

 

Figura 5.  Análise da sequência da SRPK encontrada no Pfam, mostrando a presença 
de duas regiões de domínio cinase. 
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Figura 6.  Alinhamento da sequência encontrada para a SRPK com sequências de 
SRPKs já descritas na literatura utilizando o Clustal Omega, mostrando a presença das 
regiões de domínio cinase conservadas e a região espaçadora variável. Resíduos 
idênticos estão marcados em preto e resíduos similares em cinza. 
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 As regiões espaçadoras das SRPKs humanas apresentam tamanho 

variável, de 160 a 280 resíduos de aminoácidos, e regulam a localização celular 

destas proteínas (Ghosh et al., 2011; Giannakouros et al., 2011). Para a 

TcSRPK, SRPK identificada em T. cruzi, foi observada uma região espaçadora 

com cerca de 86 resíduos de aminoácidos. Embora seja menor, quando 

comparada às regiões espaçadoras das SRPKs humanas, possui um sinal de 

exportação nuclear, o que sugere uma possível conservação no mecanismo de 

localização celular (Portal et al., 2003b). A possível SRPK encontrada em L. 

braziliensis, assim como a TcSRPK, apresenta uma região espaçadora menor, 

de 77 resíduos de aminoácidos. Dessa forma, por ser um mecanismo 

possivelmente conservado, pode ser que a região espaçadora da possível SRPK 

também apresente sinais que regulem sua localização celular.  

 Adicionalmente, a possível SRPK apresenta cerca de 31,08% de 

identidade de sequência em relação à SRPK de P. falciparum e 40% de 

identidade em relação às SRPKs humanas (SRPK1 - 40,49%, SRPK2 - 39,10% 

e SRPK3 - 39,95%) enquanto para a TcSRPK a identidade é de 

aproximadamente 57% (Anexo 2 ). Isto indica que, além da região de domínio 

cinase, estas proteínas podem apresentar outras regiões conservadas, 

reforçando a hipótese de sinais de localização celular conservados entre a 

proteína de T. cruzi e a suposta proteína de L. braziliensis. A análise da 

sequência da possível SRPK no NetNES 1.1 Server, ferramenta para predição 

de sinal de exportação nuclear (NES) (la Cour et al., 2004) mostrou a presença 

de três resíduos de aminoácidos com pontuação NES acima da linha de corte, o 

que indica que esses resíduos, possivelmente, participam de um sinal de 

exportação nuclear (Anexo 3 ).  

 A busca por possíveis proteínas SR através do Blastp, dentro do banco 

de dados do NCBI e do TritrypDB, utilizando como referência sequências de 

proteínas SR já descritas, também permitiu a identificação de uma possível 

proteína SR (NCBI ID: XP_001565981.2; TritryipDB ID: LbrM.27.2280). A 

sequência também foi avaliada através do Pfam, com o qual foi possível observar 

a presença de motivos de reconhecimento de RNA, que são característicos 

destas proteínas. Além disto, também observamos a presença de repetições SR 
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na porção C-terminal, outra característica destas proteínas (Zhou et al., 2013; 

Howard et al., 2015) (Figura 7 ).  

 A sequência da possível proteína SR quando comparada com as 

sequências utilizadas como referência é um pouco maior. Possui 418 resíduos 

de aminoácidos enquanto as proteínas SR humanas utilizadas na busca tinham 

tamanho variável, de 221 a 344 resíduos, a de T. cruzi 256 e a de P. falciparum 

298. Uma outra diferença observada diz respeito à quantidade de repetições SR 

identificadas na região C-terminal das proteínas. Enquanto as proteínas SR 

humanas e a de P. falciparum possuem maior número de repetições, poucas são 

observadas para T. cruzi e a possível proteína SR de L. braziliensis. Embora 

possua estas diferenças, apresenta em sua sequência os elementos 

característicos das proteínas SR, que são a presença de pelo menos um motivo 

de reconhecimento de RNA e a presença de repetições SR, mesmo que em 

pequeno número.  

 

 

Figura 7.  Análise da sequência da proteína SR encontrada, mostrando a presença dos 
motivos de reconhecimento de RNA, através do Pfam, e a presença de repetições SR.  

 

 Uma vez que foram encontradas, através da análise nos bancos de dados, 

sequências para uma possível SRPK e uma proteína SR, foram desenhados 
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primers específicos para estas sequências, o que possibilitou a realização dos 

experimentos de clonagem, descritos adiante. 

 

5.2. Curva de crescimento de L. braziliensis M2904 

 

 Para a determinação do perfil de crescimento do parasito foi feita a curva 

de crescimento em meio Grace’s suplementado, iniciando-se com 1x105 

células/mL. De acordo com o resultado obtido (Figura 8 ) foi observado que o 

parasito se encontra em fase log, de crescimento exponencial, até o 5º dia de 

cultivo, alcançando a fase estacionária de crescimento no 6° dia. 

 

 

Figura 8.  Curva de crescimento de L. braziliensis, cepa M2904, em meio Grace’s 
suplementado a 25°C.  

 

 Durante o cultivo in vitro dois tipos principais de promastigotas são 

observados na cultura, promastigotas procíclicas e promastigotas metacíclicas. 

As formas procíclicas são mais alongadas, não infecciosas e se replicam 

ativamente, sendo predominantes na fase log de crescimento. Já as formas 

metacíclicas são pequenas, delgadas, apresentam um flagelo relativamente 

mais longo e são infecciosas, sendo observadas na fase estacionária de 

crescimento (Cysne-Finkelstein et al., 1998). Essas diferentes fases de 
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crescimento são utilizadas em experimentos posteriores, como a avaliação do 

potencial leishmanicida em promastigotas totais, onde são utilizados parasitos 

em fase log, e os ensaios de infecção in vitro, onde se utiliza parasitos em fase 

estacionária. 

 A partir da curva de crescimento, determinou-se que no 6° dia é ob servada 

a maior densidade de células. Este dia foi, então, definido para a coleta das 

células, de forma a obter um maior rendimento na extração de RNA total, que foi 

utilizado nos experimentos seguintes de clonagem.  

 

5.3. Clonagem das sequências que codificam a LbSRPK e a LbSR em vetor de 

expressão 

 

 O cDNA, sintetizado a partir do RNA extraído de L. braziliensis, foi 

utilizado para amplificação, via PCR, das sequências de interesse, responsáveis 

por codificar as proteínas LbSRPK e LbSR.   

 Inicialmente, os produtos de PCR obtidos foram purificados e inseridos 

em vetor de clonagem pGEM-T easy (Promega), por meio de uma reação de 

ligação, seguindo as condições recomendadas pelo fabricante. Foram obtidos 

clones contendo as sequências de interesse, 3 clones para a LbSRPK e 2 clones 

para a LbSR. Estes clones foram utilizados para os experimentos de 

subclonagem em vetor de expressão. Os clones do pGEM, assim como o vetor 

pET-28a, foram digeridos com as enzimas de restrição e os fragmentos de 

interesse foram inseridos no pET-28a por meio de uma reação de ligação. Após 

a transformação de E. coli DH5α com os materiais provenientes das reações de 

ligação do vetor pET-28a com as sequências de interesse foram obtidos 14 

possíveis clones para a LbSRPK e 6 para a LbSR. Estes clones tiveram, então, 

seu DNA plasmidial extraído, para serem utilizados na confirmação da 

subclonagem por PCR e ensaios de digestão usando enzimas de restrição.  

 A região correspondente à LbSRPK possui 2.229 pb. Como mostrado na 

Figura 9 , a PCR utilizando o DNA plasmidial dos dois clones, 2.9 e 2.12, 

amplificou um fragmento do tamanho esperado para o inserto. Além disto, a 



  

44 

 

banda amplificada para os clones ficou na mesma altura da banda do controle 

positivo, na qual foi utilizado para amplificação o cDNA obtido de L. braziliensis, 

material que foi utilizado para a clonagem no pGEM e, na reação do controle 

negativo, na qual foi adicionada água ao invés de material genético, não houve 

nenhuma amplificação, demonstrando que não houve contaminação durante o 

processo. Ainda, a digestão com as enzimas de restrição, NdeI e EcoRI, liberou 

um fragmento correspondente ao tamanho esperado, sendo observada uma 

banda entre 2.000 e 3.000 pb. 

 

 

Figura 9.  Subclonagem da LbSRPK em vetor de expressão pET-28a. A) DNA plasmidial 
dos clones obtidos. B) PCR dos clones selecionados com os primers específicos e C) 
Digestão dos clones selecionados com as enzimas de restrição NdeI e EcoRI. Todas as 
amostras foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 1%. PM = padrão de 
peso molecular; C- = controle negativo (água); C+ = controle positivo (cDNA de L. 
braziliensis); e os números representam os possíveis clones obtidos.  
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 Já a região correspondente à LbSR possui 1.257 pb. Como demonstrado 

na Figura 10 , a PCR feita a partir do DNA plasmidial dos quatro clones 

selecionados - 1, 3, 5 e 6 - também amplificou um fragmento do tamanho 

esperado para o inserto. Não houve amplificação no controle negativo, no qual 

foi adicionada água ao invés de material genético, demonstrando que não houve 

contaminação durante o processo e, a banda amplificada para os clones se 

apresentou do mesmo tamanho que a banda amplificada no controle positivo, na 

qual foi utilizado para amplificação o cDNA obtido de L. braziliensis, material 

utilizado para a clonagem no pGEM. Além disto, a digestão utilizando as enzimas 

de restrição, NdeI e XhoI, liberou um fragmento correspondente ao tamanho 

esperado, sendo observada uma banda entre 1.000 e 1.500 pb. 

 

 

Figura 10 . Subclonagem da LbSR em vetor de expressão pET-28a. A) DNA plasmidial 
dos clones obtidos. B) PCR dos clones selecionados com os primers específicos e 
digestão dos clones selecionados com as enzimas de restrição NdeI e XhoI. Todas as 
amostras foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 1%. PM = padrão de 
peso molecular; C- = controle negativo (água); C+ = controle positivo (cDNA de L. 
braziliensis); e os números representam os possíveis clones obtidos. 
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 Os clones confirmados por PCR e ensaios de digestão também foram 

sequenciados, confirmando que apresentavam as sequências corretas inseridas 

no DNA plasmidial e que estas se encontravam no quadro de leitura correto.  

 

5.4. Expressão das proteínas recombinantes em E. coli 

 

 Os plasmídeos recombinantes foram, então, inseridos em E. coli BL21 

(DE3) RIL por transformação e as bactérias transformadas foram cultivadas em 

meio LB líquido. A indução da expressão das proteínas foi feita sob diferentes 

condições de temperatura (30 °C e 37 °C), tempo (0 h a 5 h) e concentração  de 

IPTG (0,10 mM e 0,25 mM). As frações solúveis e insolúveis da LbSRPK e da 

LbSR obtidas para cada condição testada, de temperatura, tempo e 

concentração de IPTG, foram avaliadas por SDS-PAGE e Western blotting para 

comprovar a produção das proteínas, avaliar em qual fração elas se 

encontravam e quais parâmetros geraram um maior rendimento. Todas as 

amostras foram previamente quantificadas pelo método de Bradford (Bradford, 

1976), sendo aplicadas 10 µg de cada amostra nos géis.  

 Como mostrado na Figura 11 , podemos observar que a expressão da 

LbSRPK a 37°C foi maior quando comparada à expressão a 30°C, entretanto  na 

temperatura de 30°C a proteína se encontrava predominantemente na fraçã o 

solúvel enquanto na temperatura de 37°C verificamos o contrário, a proteína se 

encontrava na fração insolúvel. A redução da temperatura leva a uma diminuição 

na velocidade de síntese das proteínas, com isso, a maquinaria de enovelamento 

consegue atuar por mais tempo nas proteínas produzidas. Dessa forma, o 

dobramento correto evita que elas se agreguem e precipitem, permanecendo na 

fração solúvel. Entre as concentrações de IPTG testadas, 0,10 mM e 0,25 mM 

não foram observadas diferenças no nível de expressão. Quando comparados 

os tempos, podemos ver que a expressão com 1h de indução é um pouco menor, 

passando a não apresentar diferença após 2h de indução. A diferença que 

podemos observar é com relação à fração onde se encontra a proteína. Com o 

passar do tempo, na temperatura de 30°C, a quantidade de proteín a encontrada 

na fração insolúvel aumenta. A medida que aumenta o tempo de indução 
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aumenta a quantidade de proteína produzida, o que favorece a ocorrência de 

agregados proteicos, que precipitam, e a proteína passa a ser encontrada na 

fração insolúvel. Já na temperatura de 37°C, passamos a encontrar uma 

pequena quantidade da proteína na fração solúvel.  

 

       

Figura 11.  Análise da expressão da LbSRPK por SDS-PAGE 10% e Western blotting. 
A e B) 0,10 mM de IPTG e 30°C; C e D) 0,25 mM de IPTG e 30°C; E e F) 0,10 mM  de 
IPTG e 37°C; G e H) 0,25 mM de IPTG e 37°C. PM = padrão de peso molecular; B SA = 
albumina sérica bovina – utilizada como controle negativo para o Western blotting; FS = 
fração solúvel e CI = corpo de inclusão, fração insolúvel. As setas indicam as bandas 
de interesse. Foram utilizados os anticorpos anti-his monoclonal produzido em 
camundongo (Cusabio), diluição 1:3.000 e anti-IgG de camundongo conjugado com 
peroxidase (Sigma), diluição 1:10.000. 
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 Para a proteína LbSR podemos observar, através da Figura 12 , que a 

quantidade de proteína produzida, na temperatura de 30°C, foi um p ouco maior 

quando utilizou-se a concentração de 0,10 mM de IPTG. Em ambas as 

concentrações de indutor, 0,10 e 0,25 mM, a expressão da proteína aumenta 

com o decorrer do tempo, sendo que, na concentração de 0,10 mM, a partir de 

4h de indução a proteína também passa a ser encontrada na fração insolúvel, o 

que não é observado na concentração de 0,25 mM. Na temperatura de 37°C, as 

quantidades de proteína induzidas foram equivalentes em ambas as 

concentrações de IPTG testadas, com a expressão aumentando ao longo do 

tempo de indução. Entretanto, observamos diferenças quanto às frações onde a 

proteína se encontra. Para a concentração de 0,10 mM de IPTG a proteína pode 

ser encontrada em ambas as frações, estando predominantemente na fração 

insolúvel até 3h de indução. Nos tempos de 4h e 5h se encontra em maior parte 

na fração solúvel. Já para a concentração de 0,25 mM de IPTG a proteína é 

encontrada predominantemente na fração solúvel até 2h de indução, na fração 

insolúvel com 3h e 4h e volta a estar em maior quantidade na fração solúvel no 

tempo de 5h de indução.  

 Diante do exposto, foram selecionadas as melhores condições para a 

produção das proteínas em maior escala, sendo escolhidos os parâmetros que 

permitiram obter uma maior quantidade de proteína na fração solúvel. Assim, 

foram escolhidos para a LbSRPK as seguintes condições: temperatura de 30°C, 

concentração de IPTG de 0,10 mM e tempo de indução de 2 horas. Já para a 

LbSR foram as seguintes condições: temperatura de 30°C, concentração de 

IPTG de 0,10 mM e tempo de indução de 3 horas. 
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Figura 12.  Análise da expressão da LbSR por SDS-PAGE 12% e Western blotting. A e 
B) 0,10 mM de IPTG e 30°C; C e D) 0,25 mM de IPTG e 30°C; E e F ) 0,10 mM de IPTG 
e 37°C; G e H) 0,25 mM de IPTG e 37°C. PM = padrão de peso molecular; B SA = 
albumina sérica bovina – utilizada como controle negativo para o Western blotting; FS = 
fração solúvel e CI = corpo de inclusão, fração insolúvel. As setas indicam as bandas 
de interesse. Foram utilizados os anticorpos anti-his monoclonal produzido em 
camundongo (Cusabio), diluição 1:3.000 e anti-IgG de camundongo conjugado com 
peroxidase (Sigma), diluição 1:10.000.  
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5.5. Purificação das proteínas 

 

 Com as condições de expressão definidas as proteínas foram induzidas 

em um maior volume de meio. Os pellets formados pelas células de E. coli 

cultivadas foram lisados e os extratos brutos proteicos presentes nas frações 

solúveis foram utilizados para purificação da LbSRPK e LbSR por cromatografia 

de afinidade, uma vez que as proteínas possuem uma cauda constituída de seis 

resíduos de histidina na sua porção N-terminal. Na primeira purificação realizada 

para cada proteína a eluição foi feita utilizando um gradiente de 0-100% do 

tampão de eluição (50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 300 mM imidazol e 5% 

glicerol, pH 7,5). As frações obtidas para cada proteína foram, então, analisadas 

por SDS-PAGE e Western blotting. 

 Através da análise das frações obtidas para a LbSRPK (Figura 13) , 

podemos ver que as primeiras frações eluídas não contêm a proteína de 

interesse, mas possuem outras proteínas de diferentes tamanhos. A partir da 

fração de número 4 é encontrada uma banda do tamanho de interesse, 

confirmada como sendo a LbSRPK através do Western blotting. Embora a 

LbSRPK esteja em maior concentração podemos observar a presença de outras 

proteínas junto com a de interesse.     
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Figura 13.  Purificação da LbSRPK por cromatografia de afinidade com eluição por 
gradiente. A) Representação gráfica do perfil de eluição da proteína, na qual os números 
em vermelho indicam as frações coletadas; B) SDS-PAGE 10% e C) Western blotting 
das frações obtidas. PM = padrão de peso molecular; BSA = albumina sérica bovina – 
utilizada como controle negativo para o Western blotting; Lis. = lisado, fração solúvel; 
VNL = volume não ligado à coluna. Foram utilizados os anticorpos anti-his monoclonal 
produzido em camundongo (Cusabio), diluição 1:3.000 e anti-IgG de camundongo 
conjugado com peroxidase (Sigma), diluição 1:10.000. 

 

 

 Como mostrado na Figura 14 , uma porção da LbSR não se ligou à coluna, 

sendo observada no volume não ligado. Isto ocorreu, provavelmente, devido à 

presença de uma maior quantidade da proteína, o que levou à saturação da 

coluna. Podemos ver que as primeiras frações eluídas ou não possuem a 

proteína de interesse ou possuem em pequena quantidade, apresentando mais 

proteínas de tamanhos diferentes. Através do Western blotting confirmamos a 

presença da LbSR a partir da fração 3, sendo encontrada em maior quantidade 

nas frações 6, 7 e 8. Embora a LbSR esteja em maior concentração, também 

podemos observar a presença de outras proteínas junto com a de interesse.   



  

52 

 

 

Figura 14 . Purificação da LbSR por cromatografia de afinidade com eluição por 
gradiente. A) Representação gráfica do perfil de eluição da proteína, na qual os números 
em vermelho indicam as frações coletadas; B) SDS-PAGE 12% e C) Western blotting 
das frações obtidas. PM = padrão de peso molecular; BSA = albumina sérica bovina – 
utilizada como controle negativo para o Western blotting; Lis. = lisado, fração solúvel; 
VNL = volume não ligado à coluna. Foram utilizados os anticorpos anti-his monoclonal 
produzido em camundongo (Cusabio), diluição 1:3.000 e anti-IgG de camundongo 
conjugado com peroxidase (Sigma), diluição 1:10.000. 

  

   

 Como dispúnhamos de um anticorpo primário anti-proteínas SR (1H4) 

(Thermo Scientific), para confirmar a presença da LbSR foi feito um Western 

blotting utilizando tal anticorpo. Foram analisadas amostras de lisado de L. 

braziliensis, para mostrar a presença das proteínas SR nos parasitos, bem como 

da LbSR purificada (Figura 15 ). Verificamos que houve a marcação tanto da 

proteína purificada quanto de proteínas presentes no lisado de L. braziliensis, 

sendo uma delas de tamanho próximo ao da proteína recombinante. Como este 

anticorpo é específico para epítopos fosforilados das proteínas SR, é possível 

que as duas bandas apresentadas pela proteína purificada representem 

diferentes estados de fosforilação da LbSR. Este padrão de bandas em doublet 

já foi observado para proteínas SR, representando estados hipo e 

hiperfosforilados destas proteínas. Foi mostrado, ainda, que a presença das 

fosforilações altera o peso molecular aparente, sendo observado um aumento 
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no peso molecular de 35 para até 70 KDa (Screaton et al., 1995; Ma et al., 2009; 

Keshwani et al., 2015). Além disto, a fosforilação tem emergido como uma das 

principais modificações pós-traducionais em bactérias, estando envolvida na 

regulação de diversos processos fisiológicos. eSTKs (cinases bacterianas 

semelhantes às cinases Ser/Thr eucarióticas) já foram identificadas, estando 

relacionadas com a fosforilação de diferentes substratos em resíduos de serina 

ou treonina (Kobir et al., 2011; Cousin et al., 2013; Dworkin, 2015; Mijakovic et 

al., 2016). É possível que algumas destas cinases, presentes na bactéria, 

tenham reconhecido sítios de fosforilação na proteína recombinante, levando à 

observação da proteína em diferentes estados de fosforilação.  

 

           

Figura 15 . Análise da LbSR e de lisado de Leishmania utilizando anticorpo anti-
proteínas SR (1H4). A) SDS-PAGE 12% e B) Western blotting das amostras. PM = 
padrão de peso molecular; BSA = albumina sérica bovina – utilizada como controle 
negativo para o Western blotting; C+ = controle positivo, lisado de células humanas 
(linhagem HEK293T); Lis. = lisado de L. braziliensis. Foram utilizados os anticorpos anti-
proteínas SR (1H4) (Thermo Scientific), diluição 1:5.000 e anti-IgG de camundongo 
conjugado com peroxidase (Sigma), diluição 1:10.000.   

  

 Com a eluição em gradiente foi possível determinar com quais 

concentrações de imidazol as proteínas permanecem retidas na coluna e a partir 

de quais são eluídas, permitindo assim, que nas purificações posteriores a 

eluição das proteínas fosse feita em steps. Para eluição da LbSRPK foi utilizado 

um step de 30% do tampão B e depois 100% do tampão B (Figura 16). E para 

a LbSR um step de 50% e posteriormente 100% do tampão B para eluição 

(Figura 17 ). As principais frações obtidas, contendo as proteínas de interesse, 
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foram dialisadas utilizando membrana de celulose que retém proteínas de peso 

molecular maior que 12 KDa. 

 Podemos observar (Figura 16)  que após a utilização de 30% do tampão 

de eluição uma pequena quantidade da LbSRPK foi eluída junto com proteínas 

de tamanhos diferentes, frações estas que representam o primeiro pico no perfil 

de eluição. Com 100% do tampão foram observados mais dois picos no perfil de 

eluição, sendo que as frações coletadas destes picos contêm a quase totalidade 

da LbSRPK. Assim como na eluição por gradiente, embora a LbSRPK se 

encontre em maior concentração podemos encontrar outras proteínas, de 

tamanhos diferentes, junto com a proteína de interesse. Para aumentar a pureza 

da proteína outras técnicas podem vir a ser utilizadas, como por exemplo, uma 

cromatografia por exclusão molecular.  

 

Figura 16.  Purificação por cromatografia de afinidade da LbSRPK com eluição por 
steps. A) Representação gráfica do perfil de eluição da proteína; B) SDS-PAGE 10% 
das frações obtidas e C) SDS-PAGE 10% das principais frações (as quatro primeiras 
frações do pico 2 e 3) após diálise. PM = padrão de peso molecular; BSA = albumina 
sérica bovina; Lis. = lisado, fração solúvel; VNL = volume não ligado à coluna. 
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 Para a purificação por steps da LbSR (Figura 17 ), vemos que após a 

utilização de 50% do tampão de eluição uma pequena fração da proteína de 

interesse foi eluída junto com proteínas de tamanhos diferentes - frações do 

primeiro pico no perfil de eluição. Com 100% do tampão foi observado apenas 

mais um pico no perfil de eluição, com as frações coletadas contendo a maior 

parte da proteína de interesse. Embora a LbSR esteja em maior concentração 

podemos observar a presença de outras proteínas junto com a de interesse, 

podendo vir a ser utilizadas outras técnicas a fim de se aumentar o grau de 

pureza.  

 

 

Figura 17.  Purificação por cromatografia de afinidade da LbSR com eluição por steps. 
A) Representação gráfica do perfil de eluição da proteína; B) SDS-PAGE 12% das 
frações obtidas e C) SDS-PAGE 12% das principais frações (as duas primeiras frações 
do pico 2) após diálise. PM = padrão de peso molecular; BSA = albumina sérica bovina; 
Lis. = lisado, fração solúvel; VNL = volume não ligado à coluna. 
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 A obtenção das proteínas purificadas permitirá a realização de ensaios de 

caracterização bioquímica das mesmas, bem como a realização de testes com 

inibidores, selecionando compostos de forma mais específica para a LbSRPK.  

 

5.6. Construção dos modelos tridimensionais das proteínas 

 

 Foram construídos três modelos (Figura 18 ), um para a LbSR, 

abrangendo a sequência completa da proteína, e dois para a LbSRPK, sendo 

que um também abrange toda a sequência da proteína e o outro contém apenas 

as regiões de domínio cinase. As regiões mais desordenadas e flexíveis da 

proteína foram removidas - resíduos de aminoácidos de 1-123, 311-388 e 558-

742, que correspondem às regiões N-terminal, espaçadora e C-terminal, 

respectivamente - construindo um modelo da proteína truncada (LbSRPKt), 

contendo apenas as duas regiões de domínio cinase (Anexo 4 ).   

 

 

Figura 18.  Modelos tridimensionais das proteínas. Modelos construídos para as 
sequências completas A) da LbSR e B) da LbSRPK; C) Modelo da LbSRPK truncada, 
contendo apenas os resíduos pertencentes ao domínio cinase. D) Sobreposição dos 
dois modelos gerados para a LbSRPK, mostrando que o núcleo catalítico foi mantido na 
proteína truncada.  

  

 Todos os modelos construídos foram validados utilizando os programas 

RAMPAGE (Ramachandran Plot Assessment), Procheck, Errat, Verify3D e 

ProSA-web (Protein Structure Analysis) (Anexo 5 ). Apenas o modelo da proteína 

LbSRPK truncada foi aprovado em todos os parâmetros avaliados pelos 

programas. Os outros modelos, por conterem a sequência completa das 

proteínas, apresentam regiões mais flexíveis e desordenadas, o que dificulta a 
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modelagem. Por causa disto, não foram aprovados em todos os parâmetros 

analisados. Ambos os modelos, da LbSRPK e da LbSR, não foram aprovados 

na análise do Verify3D, apresentando menos de 80% dos resíduos de 

aminoácidos com score maior ou igual a 0,2 (ponto de corte do programa). O 

modelo da LbSR apresentou, ainda, mais de 5% do seu número de resíduos em 

áreas não permitidas, de acordo com a análise no RAMPAGE e, apresentou 

algumas regiões problemáticas no N- e C-terminal, segundo a análise no ProSA.   

 Uma vez que as estruturas cristalográficas das proteínas humanas 

SRPK1 (PDB ID: 1WAK) e SRPK2 (PDB ID: 2X7G) truncadas podem ser 

encontradas no PDB foi avaliado se o modelo da LbSRPKt se aproxima das 

estruturas apresentadas pelas proteínas humanas, através do alinhamento das 

estruturas (Figura 19 ). O alinhamento do modelo da LbSRPK truncada com o 

cristal da SRPK1 humana gerou um valor de desvio médio quadrático (RMSD) 

de 1,26 Å e com o cristal da SRPK2 humana de 1,327 Å. O alinhamento das 

proteínas humanas entre si gerou um RMSD de 0,449 Å. Este pequeno desvio 

apresentado entre as estruturas confirma a proximidade existente entre elas. 

Através da comparação entre as estruturas truncadas, observamos na LbSRPKt, 

assim como nas SRPKs humanas, a presença de um enovelamento bilobular, 

no qual o lóbulo menor é composto, principalmente, de folhas-β e possui o sítio 

de ligação de ATP, e o lóbulo maior é composto, predominantemente, de α-

hélices e apresenta resíduos importantes para a ligação do substrato.   

 

 

Figura 19 . Alinhamento estrutural das SRPKs. A) Alinhamento da LbSRPKt com o cristal 
da SRPK1; B) Alinhamento da LbSRPKt com o cristal da SRPK2 e C) Alinhamento entre 
as estruturas cristalográficas da SRPK1 e SRPK2 humanas. LbSRPKt: representada na 
cor laranja; SRPK1: cor azul e SRPK2: cor verde. 
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5.7. Ensaios de docking molecular com a LbSRPKt e análises físico-químicas 

dos compostos 

 

 O modelo da LbSRPKt foi utilizado para realização dos dockings com o 

SRPIN340 e uma série de análogos (SRVIC15 a SRVIC36) deste composto 

(Figura 20 ). Também foi feito o docking com a molécula de ATP, uma vez que o 

SRPIN340 é um inibidor ATP-competitivo, bloqueando a atividade de cinase das 

SRPKs por impedir a ligação do ATP no sítio ativo das enzimas (Fukuhara et al., 

2006).  

Figura 20.  Estrutura química dos compostos. A primeira estrutura corresponde ao 
SRPIN340 e as demais estruturas representam análogos deste.    

  

 Dos 22 análogos apenas um interage com uma região diferente da 

proteína, sendo ele o SRVIC17. Todos os demais compostos interagem com a 

mesma região de ligação do ATP e do SRPIN340, incluindo os análogos 

SRVIC22 e SRVIC32, para os quais foi mostrado, anteriormente, possuir 
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atividade leishmanicida em experimentos in vitro (Onofre, 2017) (Figura 21 ). A 

Tabela 3 representa os valores de docking score apresentados para cada 

molécula. Quanto mais negativo o valor maior a força de interação com a 

proteína. Podemos observar que o SRVIC22 e o SRVIC32, que apresentaram 

atividade leishmanicida, obtiveram docking score de -7,2 e -8,7, 

respectivamente. O SRVIC22 apresentou uma das piores pontuações enquanto 

o SRVIC32 apresentou uma das melhores, sendo, inclusive, maior que a 

apresentada pelo SRPIN340. Podemos observar também que outros análogos 

obtiveram melhores pontuações, quando comparados aos análogos SRVIC22 e 

SRVIC32. Entretanto, como mostrado por Onofre (2017) estes análogos não 

apresentaram atividade leishmanicida e, ainda, o SRVIC30, que apresentou o 

maior valor de docking score foi tóxico para macrófagos, sendo descartado. 

Desta forma, foi observado que os valores de docking score não se 

correlacionaram com o dado biológico obtido anteriormente, por meio de ensaio 

de infecção utilizando o parasito. Como o ensaio não foi realizado utilizando a 

proteína purificada, a atividade leishmanicida apresentada pelos compostos 

pode ser resultante da atuação destes sobre outros alvos no parasito ou na 

célula hospedeira (macrófagos). 

 

      

Figura 21.  Docking dos compostos com a LbSRPK truncada. Dockings com A) ATP; B) 
SRPIN340; C) os 22 análogos do SRPIN340; D) SRVIC22 e E) SRVIC32. 
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Tabela 3.  Valores de docking score para cada molécula avaliada. 

Ligante Docking 
score Ligante Docking 

score Ligante Docking 
score (Kcal) 

ATP - 9,0 SRVIC21 - 8,5 SRVIC29 - 7,5 
SRPIN340 - 8,2 SRVIC22 - 7,2 SRVIC30 - 9,3 
SRVIC15 - 8,2 SRVIC23 - 7,8 SRVIC31 - 7,5 
SRVIC16 - 8,8 SRVIC24 - 8,8 SRVIC32 - 8,7 
SRVIC17 - 6,7 SRVIC25 - 7,6 SRVIC33 - 9,1 
SRVIC18 - 8,5 SRVIC26 - 8,1 SRVIC34 - 8,3 
SRVIC19 - 8,8 SRVIC27 - 7,7 SRVIC35 - 8,8 
SRVIC20 - 8,0 SRVIC28 - 6,7 SRVIC36 - 8,1 

 

 

 Já se sabe que o SRPIN340 interage com o sítio de ligação de ATP da 

SRPK1 humana e forma extensas interações hidrofóbicas com os resíduos L86, 

V94, F165, L168, L220, Y227 e L231. O átomo de oxigênio do grupo carbonila 

do SRPIN340 fixa a posição do ligante pela formação de uma ligação de 

hidrogênio com a amida da cadeia principal da L168. Essa ligação aproxima o 

grupo trifluorometil do peptídeo L168-G169, provocando a inversão deste 

peptídeo. Após a inversão, o oxigênio da cadeia principal da L168 forma uma 

ligação de hidrogênio com o nitrogênio da cadeia principal da V223, 

potencialmente estabilizando a estrutura. Esta inversão é provavelmente o fator 

necessário para a inibição potente da SRPK1 (Morooka et al., 2015). Embora o 

SRPIN340 apresente um maior valor de docking score quando comparado ao 

SRVIC22, indicando uma melhor interação com a LbSRPK, ele não apresentou 

atividade leishmanicida. Como mostrado anteriormente, existem diferenças entre 

as sequências das SRPKs. Quando comparadas as regiões de interação com o 

SRPIN340 das duas proteínas, a LbSRPK não possui este peptídeo importante 

(L168-G169) em posições similares, não possibilitando a ocorrência da inversão 

e, consequentemente, levando a não inibição. Por outro lado, as alterações feitas 

nos análogos SRVIC22 e SRVIC32 alteram a hidrofobicidade das moléculas, 

possibilitando a ocorrência de novas interações, o que levaria à inibição da 

LbSRPK.   

 Como os análogos SRVIC22 e SRVIC32 não foram aqueles que 

apresentaram os maiores valores de docking score, o que explicaria a atividade 

leishmanicida apresentada por estes compostos e não pelos demais, foram 
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analisadas algumas propriedades físico-químicas dos compostos, a fim de 

compreender a melhor atividade apresentada por eles. Foram analisadas a 

polarizabilidade e a área de superfície de Van de Waals dos análogos SRVIC22 

e SRVIC32, do SRPIN340 e dos demais análogos que apresentaram um maior 

valor de docking score (Tabela 4 ). 

 
 
Tabela 4.  Análise de propriedades físico-químicas dos compostos com maior docking 
score e dos compostos que possuem atividade leishmanicida in vitro. 

 Polarizabilidade Área de superfície de Van der Waals 
SRVIC22 33,62 491,60 
SRVIC32 35,38 510,32 
SRPIN340 32,71 477,76 
SRVIC16 30,89 450,63 
SRVIC19 36,72 474,38 
SRVIC24 38,77 472,07 
SRVIC30 36,72 476,02 
SRVIC33 31,73 457,09 
SRVIC35 32,47 470,22 

 

 A polarizabilidade representa a capacidade que um átomo ou molécula 

possui de ter sua distribuição eletrônica distorcida por um campo elétrico externo. 

Desta forma, quanto maior a polarizabilidade maior a tendência em alterar a 

densidade eletrônica, gerando dipolos momentâneos, facilitando, assim, a 

ocorrência de interações intermoleculares (Miller et al., 1979; Jensen, L., 2002). 

Podemos ver (Tabela 4 ) que embora essa propriedade seja importante para uma 

melhor interação do composto com a proteína não foi um fator determinante para 

que o composto apresentasse atividade leishmanicida, uma vez que compostos 

que não apresentaram atividade apresentaram valores de polarizabilidade 

maiores que os análogos SRVIC22 e SRVIC32. A análise da área de superfície 

de Van der Waals, também apresentada na Tabela 4 , representa a área de 

superfície acessível dos compostos, desta forma, quanto maior o valor 

apresentado maior a possibilidade de interação com outras moléculas. Foi 

observado que os análogos SRVIC22 e SRVIC32, para esta propriedade, foram 

os que apresentaram os maiores valores, indicando que este fator pode ter sido 

determinante para que apresentassem atividade leishmanicida nos 

experimentos de infecção.  
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 De acordo com Onofre (2017), ambos os análogos, SRVIC22 e SRVIC32, 

apresentaram atividade, entretanto, o SRVIC32 apresentou melhores resultados. 

Isto pode ser devido ao fato de que, quando comparados entre si, além de 

apresentar uma maior área de superfície de Van der Waals, o SRVIC32 ainda 

apresenta uma maior polarizabilidade e um maior docking score (Tabela 3 ).  

 Diante de tudo que foi exposto, há indícios de que os análogos possam 

estar atuando sobre a LbSRPK, levando à sua inibição. Entretanto, essa hipótese 

ainda não foi confirmada experimentalmente, por isso não podemos descartar a 

possibilidade de que estes análogos atuem de outras formas sobre o parasito. 

 

5.8. IC50 dos análogos SRVIC22 e SRVIC32 em macrófagos RAW 264.7 e 

promastigotas  

 

 Foi determinada a concentração de cada composto capaz de inibir 50% 

do crescimento (IC50) de macrófagos e promastigotas (Figura 22 ). 

 

 

Figura 22.  IC50 dos análogos SRVIC22 e SRVIC32 em A) Macrófagos RAW 264.7 e B) 
Promastigotas. 

 

 Os valores de IC50 para o SRVIC32, tanto em macrófagos quanto em 

promastigotas, foram menores que os observados para o SRVIC22. O análogo 

SRVIC32 apresenta uma pior solubilidade no meio de cultura utilizado nos 
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macrófagos, precipitando quando utilizado em maiores concentrações. Isto levou 

a uma redução no valor de R².   

 

5.9. Avaliação, in vitro, do efeito dos compostos combinados 

 

 Inicialmente, para a determinação do efeito dos compostos SRVIC22 e 

SRVIC32 combinados, as proporções de cada composto a serem utilizadas 

foram definidas com base nos valores de IC50 apresentados em macrófagos e 

em promastigotas (Figura 22 ), sendo utilizadas diferentes porcentagens do valor 

do IC50. Entretanto, todas as combinações testadas se mostraram tóxicas para 

os macrófagos (dados não mostrados), e, desta forma, não puderam ser 

utilizadas para o prosseguimento dos experimentos. 

 Como mostrado por Onofre (2017), os compostos quando utilizados na 

concentração de 10 µM não foram tóxicos para os macrófagos e apresentaram 

atividade leishmanicida. Assim, para a determinação do efeito dos compostos 

combinados foram utilizadas diferentes proporções dos mesmos, com uma 

concentração máxima total de 10 µM. As diferentes combinações foram testadas 

em macrófagos e em promastigotas (Figura 23 ). Nenhuma das combinações 

foram tóxicas para os macrófagos, que apresentaram para todas uma taxa de 

sobrevivência maior que 80%. Este ponto de corte foi definido pois representa o 

mínimo de sobrevivência já observado para os macrófagos quando tratados com 

a anfotericina B em todos os experimentos realizados pelo nosso grupo de 

pesquisa. Além disto, as combinações testadas não apresentaram atividade 

leishmanicida sobre as formas promastigotas, que apresentaram taxa de 

sobrevivência de aproximadamente 100%. O ponto de referência de 20% foi 

definido pois representa o máximo de sobrevivência já observado para as 

promastigotas quando tratadas com a anfotericina B em todos os experimentos 

realizados pelo nosso grupo de pesquisa.  
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Figura 23.  Análise do efeito dos compostos na concentração de 10 µM e quando 
combinados em diferentes proporções. A) Efeito em macrófagos RAW 264.7 e B) Efeito 
em promastigotas. DMSO (1%) e Anf B (3,125 μg/mL) foram utilizados como controle. 

 

 

 Entretanto, nos experimentos de infecção de macrófagos por L. 

braziliensis, in vitro, foi observada atividade leishmanicida dos compostos 

(Figura 24 ). O tratamento com os análogos levou a uma redução tanto na 

porcentagem de células infectadas quanto no número de amastigotas 

intracelulares. O SRVIC22, na concentração de 10 µM, levou a uma redução de 

40% na taxa de infecção e de 44% no número de amastigotas intracelulares. Já 

o SRVIC32, também na concentração de 10 µM, reduziu 55% da taxa de 

infecção e 60% do número de amastigotas intracelulares. A combinação dos 

compostos testada, utilizando 5 µM de cada composto obteve os mesmos 

percentuais de redução apresentados pelo SRVIC32 sozinho, quando este foi 

utilizado na concentração de 10 µM. 
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Figura 24.  Análise do efeito dos compostos na concentração de 10 µM e quando 
combinados na proporção de 1:1 (concentração final de 5 µM de cada composto). A) 
Porcentagem de macrófagos infectados e B) Número de amastigotas para cada 100 
células. Foram utilizados como controles células infectadas mantidas sem tratamento 
(S/Trat.), tratadas com DMSO (1%) e Anf B (3,125 μg/mL). Os asteriscos logo acima 
das colunas representam as diferenças obtidas com relação ao controle de células 
infectadas sem tratamento e os acima das barras com relação aos compostos quando 
comparados entre si.  * representa diferença significativa com p<0,05; ** com p<0,01; 
*** com p<0,001 e **** com p<0,0001. 

 

 

5.10. Análise da expressão da LbSRPK por qPCR 

 

 Inicialmente, para a padronização das reações foram testadas três 

concentrações dos pares de primers e três quantidades de cDNA, sendo 

escolhidas as condições que forneceram a maior eficiência de reação (mais 

próxima de 1) (Tabela 5 ). As reações padronizadas apresentaram uma eficiência 

semelhante, o que possibilitou a utilização do método do ΔΔCT comparativo, 

para a quantificação relativa da expressão gênica (Livak et al., 2001). A 

expressão da LbSRPK foi, então, analisada em promastigotas em fases log e 

estacionária de crescimento, em amastigotas e, ainda, após o tratamento da 

infecção com DMSO (1%), Anf B (3,125 μg/mL), SRVIC22 (10 µM), SRVIC32 (10 

µM) e a combinação dos compostos na proporção de 1:1 (concentração final de 

5 µM de cada composto) (Figura 25 ).   
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Tabela 5. Parâmetros escolhidos para as reações. 

 
Concentração dos pares 

de primers 
Quantidade de 

cDNA 
Eficiência 

SRPK 200 nM 225 ng 0,992 
GAPDH 200 nM 225 ng 0,972 
G6PD 400 nM 225 ng 0,994 

 

Figura 25 . Análise da quantidade de mRNA da LbSRPK por qPCR. A) Análise da 
quantidade em promastigotas em fase log de crescimento (Prom. log) e em fase 
estacionária (Prom. est) e em amastigotas, provenientes da infecção de macrófagos por 
L. braziliensis (Amast.). B) Análise da quantidade após o tratamento da infecção com 
DMSO (1%), Anf B (3,125 μg/mL), SRVIC22 (10 µM), SRVIC32 (10 µM) e a combinação 
dos análogos na proporção de 1:1 (concentração final de 5 µM de cada composto). Os 
asteriscos logo acima das colunas, em B, representam as diferenças obtidas com 
relação ao tratamento com DMSO 1% (controle) e os acima das barras com relação aos 
compostos quando comparados entre si. * representa diferença significativa com 
p<0,05; ** com p<0,01; e **** com p<0,0001. 

 

 

 Foi observada (Figura 25 ) uma menor quantidade de mRNA da LbSRPK 

em promastigotas em fase log de crescimento, apresentando um aumento de 

aproximadamente 50% quando se encontram em fase estacionária. Não há 

diferença entre as quantidades de mRNA em promastigotas em fase estacionária 

e amastigotas. Visto que a quantidade de mRNA é maior em uma fase de 

crescimento em que há predominância de formas promastigotas metacíclicas 

(infecciosas) e em formas amastigotas (formas intracelulares, também 

infecciosas) é possível que a LbSRPK desempenhe funções relacionadas à 

infecção e/ou manutenção da mesma.    
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 Como observado na Figura 23  o tratamento das formas promastigotas 

(fase log) com os análogos não apresentou atividade leishmanicida, por outro 

lado, foi detectada atividade sobre as amastigotas, na infecção (Figura 24 ). Em 

relação ao mRNA da LbSRPK (Figura 25 ) observou-se maior quantidade nas 

formas amastigotas do que nas promastigotas. Portanto, os análogos teriam 

maior atividade inibitória sobre as formas amastigotas.   

 Ademais, durante o tratamento da infecção, não houve alteração na 

quantidade de mRNA quando foi utilizado o SRVIC22 sozinho. Apenas 

verificamos alteração quando o SRVIC32 está presente no tratamento, seja em 

maior concentração (10 µM) ou menor (5 µM). Diante disto, pode-se pensar que 

o SRVIC32 realmente atue inibindo a LbSRPK e o parasito, para compensar a 

ausência da atividade da cinase, aumenta a estabilidade do mRNA responsável 

por codificar a LbSRPK, garantindo uma maior produção da proteína.  

 

5.11. Avaliação da toxicidade dos análogos SRVIC22 e SRVIC32 in vivo 

 

 Para avaliação da toxicidade dos análogos in vivo foram testadas três 

diferentes concentrações de cada composto – 0,5; 1,0 e 2,0 mg/Kg/dia do 

SRVIC32 e 1,0; 2,5 e 5,0 mg/Kg/dia do SRVIC22. Foram utilizados como controle 

PBS, DMSO 1% e Anf B (1,0 mg/Kg/dia). Após receberem as dosagens, durante 

15 dias alternados, os camundongos foram eutanasiados e foram coletados 

fígado e rins dos animais. Fragmentos destes órgãos foram processados 

histologicamente para análise do efeito dos compostos em sua arquitetura 

(Figuras 26 e 27 ). A análise das lâminas histológicas foi feita sob a orientação 

da professora Mariana Machado Neves, do Departamento de Biologia Geral da 

UFV.  

 Nenhuma alteração foi observada na arquitetura dos órgãos. Podemos 

ver, nos rins (Figura 26 ), a presença das duas regiões, cortical e medular, 

apresentando sua organização normal. Na zona cortical observou-se a presença 

dos corpúsculos renais, formados pelos glomérulos e pelas cápsulas de 

Bowman, túbulos contorcidos proximais, com parede composta por epitélio 
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cúbico simples e células apresentando grande quantidade de microvilosidades e 

túbulos contorcidos distais, também revestidos por epitélio cúbico simples e com 

microvilos mais curtos e esparsos. Uma região mais rica em túbulos contorcidos 

distais delimita a área de transição entre a zona cortical e a medular. Nesta zona 

observamos uma maior presença de ductos coletores e dos segmentos delgado 

e espesso da alça de Henle. 

 No fígado (Figura 27 ) também observamos uma organização normal das 

células. Podemos notar lóbulos hepáticos compostos por cordões de hepatócitos 

dispostos de forma radial em relação à veia central e a presença de capilares 

sinusóides entre os cordões, também dispostos radialmente, convergindo para 

a veia central. Os hepatócitos apresentavam um ou dois núcleos arredondados 

e presença de vesículas lipídicas no citoplasma. Além disto, também 

observamos a presença de ductos biliares, com epitélio cúbico simples e células 

de Kupffer nos sinusóides. Embora a arquitetura do órgão não apresentou 

nenhuma alteração foram observadas regiões focais contendo pequenos 

aglomerados de células e em alguns pontos infiltrados leucocitários nos fígados 

dos animais que receberam a maior dose dos compostos – 2 mg/Kg/dia do 

SRVIC32 e 5 mg/Kg/dia do SRVIC22 – indicando presença de pequenas regiões 

inflamatórias. Como os compostos apresentam problemas em sua completa 

solubilização, nas maiores doses, de ambos os compostos, foi observada a 

presença de precipitado, o que pode ter contribuído para o surgimento dos 

pequenos focos de inflamação.



  

69 

 

 

Figura 26 . Análise histológica do rim. A região medular é representada em A, B e C e a região cortical em D, E e F. Como não foram encontradas 
alterações na arquitetura do órgão, A e D representam todos os controles testados, assim como B e E representam as menores doses dos 
análogos testadas e C e F representam as maiores doses. Hematoxilina-Eosina; Aumento de 40x. 



  

70 

 

 

Figura 27. Análise histológica do fígado. Como não foram encontradas alterações na 
arquitetura do órgão, A representa todos os controles testados, assim como B 
representa as menores doses dos análogos testadas e C representa as maiores doses. 
D representa as pequenas regiões inflamatórias encontradas para a maior dose de 
ambos os análogos.  Hematoxilina-Eosina; Aumento de 40x. 

  

 Além das análises histológicas foram feitas as dosagens de creatinina e 

das enzimas alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA) e gama 

glutamil transferase (GGT), onde não foram observadas alterações frente aos 

tratamentos com os compostos quando comparados com os controles (Tabela 

6). A avaliação dos níveis de creatinina e das enzimas ALT, FA e GGT permite 

identificar possíveis danos no tecido hepático e tecido renal.  

 Em condições normais, a creatinina, originada do metabolismo da 

creatina, é produzida, filtrada nos rins e excretada em ritmo constante.  Desta 

forma, índices elevados de creatinina no sangue indicam falência da função 

renal, visto que sua filtração estará comprometida. A alanina aminotransferase, 

enzima citoplasmática, é liberada no sangue em grandes quantidades quando 

há dano na membrana do hepatócito, aumentando sua permeabilidade e, 

indicando, assim, danos no tecido hepático. As dosagens de fosfatase alcalina e 
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gama glutamil transferase também permitem a avaliação de possíveis danos no 

tecido hepático. São encontradas, principalmente, no fígado e nas células que 

compõem a parede de ductos biliares, sendo o aumento no nível sanguíneo 

indicativo de obstrução dos ductos biliares.  

 

 

Tabela 6.  Análises bioquímicas do sangue. 

Tratamento  CR (mg/dL)  FA (U/L)  GGT (U/L) ALT (U/L)  
PBS 0,5 (+0,19) 119 (+36,81) 36,25 (+10,30) 58,75 (+9,46) 

DMSO 0,42(+0,20) 119,16 (+60,61) 48,33 (+16,02) 51,25 (+32,26) 
Anf B 0,44 (+0,17) 130,83 (+49,84) 33,00 (+18,90) 68,33 (+33,29) 

SRVIC22 - 1 mg 0,4 (+0,16) 137,00 (+49,57) 45,83 (+11,14) 46,00 (+15,57) 
SRVIC22 - 2,5 mg 0,35 (±0,11) 129,00 (±40,06) 43,33 (±14,02) 50,00 (±24,08) 
SRVIC22 - 5 mg 0,30 (± 0,11) 166,00 (±38,47) 42,50 (±13,69) 36,66 (±25,81) 

SRVIC32 - 0,5 mg 0,40 (±0,07) 151,66 (±58,79) 53,33 (±14,02) 38,33 (±12,90) 
SRVIC32 - 1 mg 0,38 (±0,07) 163,33 (±58,79) 47,50 (±6,89) 57,00 (± 21,67) 
SRVIC32 - 2 mg 0,30 (+0,12) 135,00 (±55,56) 55,00 (±9,35) 60,00 (±42,19) 

 

CR = creatinina; FA = fosfatase alcalina; GGT = gama glutamil transferase; ALT = 
alanina aminotransferase. 

 

 

 Os valores obtidos para os níveis de creatinina e das enzimas ALT, FA e 

GGT para o tratamento com os compostos, bem como o tratamento com DMSO 

e Anf B, foram comparados com os valores obtidos para o controle negativo 

(PBS). Quando comparados os valores, vemos que o tratamento com os 

compostos não levou a alterações nos níveis de creatinina e das enzimas 

avaliadas, indicando que, a nível de dosagens sanguíneas, não foram 

observados danos nos tecidos hepático e renal. As amostras de sangue 

coletadas apresentaram hemólise, o que pode ter contribuído para os altos 

desvios observados nas dosagens.  
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6. Conclusões  
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SRVIC32, sozinho ou combinado, houve aumento de expressão da 

LbSRPK. 
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7. Perspectivas 
     

 O presente trabalho identificou uma possível SRPK bem como um de 

seus possíveis substratos, uma proteína SR. A partir da caracterização 

bioquímica destas proteínas será possível confirmar suas identidades e validar 

a SRPK como alvo terapêutico.  

 Como a combinação dos análogos SRVIC22 e SRVIC32 mostrou 

resultados promissores pode, agora, ser testada in vivo, quanto à toxicidade e 

ao potencial leishmanicida.  

 Uma vez que, dentre os análogos, o SRVIC32 apresentou melhores 

resultados, pode vir a ser utilizado como base para a construção de novos 

compostos, visando potencializar a atividade leishmanicida.  
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Anexo 1 
 

 

Certificado da Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal 

de Viçosa (CEUA-UFV) aprovando a realização do experimento descrito no 

trabalho. 
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Anexo 2 
 

Árvore filogenética construída utilizando o método Neighbor-Joining (Saitou et 

al., 1987), com teste de bootstrap com 10.000 réplicas (Felsenstein, 1985), 

através da análise de 6 sequências (as 5 sequências usadas como referência na 

busca em banco de dados e a sequência da possível SRPK de L. braziliensis). 

As distâncias evolutivas foram computadas usando o método de correção de 

Poisson (Zuckerkandl, 1965) e a taxa de variação entre os sítios de substituição 

de aminoácidos modelada com distribuição gama (parâmetro de shape = 4). As 

análises foram realizadas no MEGA7 versão 7.0.21 (Kumar et al., 2016).   
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Anexo 3 

 

Análise da sequência da LbSRPK no NetNES 1.1 Server, para predição de 

sinal de exportação nuclear.  
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Anexo 4 

 

Predição do perfil de desordem da LbSRPK utilizando o DISOPRED (Buchan et 

al., 2013), programa que identifica os resíduos que, provavelmente, são 

nativamente desordenados. A remoção das regiões N- e C-terminal e 

espaçadora diminui a probabilidade de desordem da proteína. 
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Análise dos domínios presentes nas SRPKs de Homo sapiens (hSRPK1, 

hSRPK2 e hSRPK3), Trypanosoma cruzi (TcSRPK), Plasmodium falciparum 

(PfSRPK1) e da possível SRPK de Leishmanis braziliensis (LbSRPK) utilizando 

o Pfam (Finn et al., 2016). O esquema presente na figura mostra a sequência 

com que são representadas as regiões e domínios das SRPKs no resultado 

obtido com o Pfam. 
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Anexo 5 
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