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RESUMO

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

As leishmanioses representam uma das sete doencas tropicais mais
importantes, sendo um grave problema de saude mundial. As terapias
disponiveis sdo problematicas, tornando-se de grande interesse a identificagcao
e validac&o 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 proteinas SR (fatores de
splicing). Diante disto, este trabalho teve como objetivo identificar possiveis
SRPKs e proteinas SR em Leishmania braziliensis através de analises
bioinforméticas, clonar as sequéncias que codificam tais proteinas, expressar e
purificar as proteinas recombinantes, bem como avaliar o efeito leishmanicida de
compostos desenhados para atuarem como inibidores de SRPKs. As andlises
de bioinformatica identificaram pelo menos uma possivel SRPK e uma possivel
proteina SR em L. braziliensis. As sequéncias que codificam as proteinas foram
clonadas em vetor pET-28a para expressao em Escherichia coli e tiveram sua
expressdo padronizada. Com a purificagdo por afinidade, as proteinas 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 proteina no seu sitio
de ligacao de ATP e, embora ndo apresentem os maiores valores de docking
score, algumas caracteristicas fisico-quimicas ajudam a explicar sua melhor
atividade in vitro. Quando utilizados em conjunto os compostos nao foram toéxicos
para os macrofagos e foram capazes de reduzir a infec¢do, in vitro, de
macrofagos por L. braziliensis. O tratamento com o composto SRVIC32 ou com
a combinacdo dos compostos (SRVIC22+SRVIC32) também levaram a uma
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alteracdo no nivel de expresséo da possivel SRPK. A avaliacdo da toxicidade
dos compostos in vivo mostrou que, embora as analises bioquimicas do sangue
nao apresentassem alteracdo, na maior dose utilizada foram observadas
algumas alteracGes histolégicas no figado. A obtencédo das proteinas purificadas
permitira a realizacdo de ensaios para caracterizacdo bioquimica, que poderéo
confirmar se sdo uma SRPK e uma proteina SR genuinas, e para a validacdo da
SRPK como alvo terapéutico. Dentre os compostos, o SRVIC32 se mostrou um
candidato mais promissor, podendo ser melhor explorado na busca por novas

terapias contra a leishmaniose.



ABSTRACT

TEIXEIRA, Leilane Ferreira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, 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 technigues 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. Introducao

As leishmanioses, doencas difundidas em areas tropicais e subtropicais,
sdo encontradas em cerca de 98 paises da Europa, Africa, Asia e América.
Entretanto, mais de 90% dos novos casos ocorrem em apenas 13 paises
(Afeganistdo, Argélia, Bangladesh, Bolivia, Brasil, Coldombia, Etidpia, india, Ira,
Peru, Sudao do Sul, Sudao e Siria) (Steverding, 2017). Dentre estes, o0 Brasil se
destaca como um dos paises com maior numero de novos casos reportados,
anualmente, das duas formas principais da doenca, a leishmaniose cutanea e a
visceral (World Health, 2015).

Causadas por diferentes espécies de Leishmania, um parasito
intracelular, as leishmanioses representam uma das sete doencas tropicais mais
importantes e sdo consideradas um grave problema de satde mundial, devido
ao seu amplo espectro de manifestacdes clinicas (Torres-Guerrero et al., 2017).
A forma mais severa da doenca, a leishmaniose visceral, € potencialmente fatal
quando nao tratada, o que depende também do estado imunolégico do individuo,
ja que esta forma da doenca tem sido comumente encontrada associada a
diferentes condicBes imunossupressoras, como na co-infeccdo com o virus HIV
e em individuos transplantados, com problemas reumatolégicos, hematologicos

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

As leishmanioses apresentam algumas opcdes de tratamento, como
antimoniais pentavalentes (Pentostam® e Glucantime®), anfotericina B em
formulacdes lipidicas ou néo, 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 disponiveis estao distantes de serem ideais,
isto por causa de suas toxicidades extensas, 0 que leva a uma série de efeitos
colaterais, como arritmias cardiacas, taquicardia e fibrilacdo ventricular, mialgia,
artralgia, dentre outros. Além disto, apresentam baixa eficacia, via de
administracdo parenteral, altos custos e necessidade de grande numero de
doses, 0 que torna o tratamento muito longo (Zulfigar et al., 2017). Um outro
problema é a incidéncia crescente de resisténcia dos parasitos aos farmacos

utilizados no tratamento (Sundar et al., 2015; Sundar et al., 2016; Zulfigar et al.,



2017). Diante disto, € de essencial importancia o desenvolvimento de novos
medicamentos, que possam substituir ou complementar as terapias disponiveis
atualmente, despertando o interesse na identificacao e validacao de novos alvos
para os farmacos (Naula et al., 2005; Tiuman et al., 2011; Negrao et al., 2017).

As proteinas cinases representam alvos promissores de farmacos, uma
vez que participam da regulacao de diferentes processos celulares importantes,
como controle da transcricdo, progressdo do ciclo celular e diferenciacéo,
despertando grande interesse como alvo para o tratamento de doencas como
Alzheimer, doencas cardiovasculares e diversos tipos de cancer (Naula et al.,
2005). Dentro desta classe de enzimas, a familia das serine-arginine protein
kinases (SRPKs) atuam fosforilando proteinas SR, fatores de splicing
importantes para o correto processamento do prée-mRNA. Desta forma, elas tém
sido associadas a fungdes chave, como regulagéo do processamento do RNA e
do processo de importacdo nuclear. Além disto, em eucariotos superiores, as
SRPKs tém sido relacionadas a diversos outros processos, €oOmo
espermiogénese, progressao do ciclo celular e reorganizacdo da cromatina
(Ghosh et al., 2011; Giannakouros et al., 2011).

Embora o processamento do RNA em tripanossomatideos seja realizado,
principalmente, por meio de trans-splicing enquanto eucariotos superiores
realizam cis-splicing, alguns elementos importantes sdo conservados, como as
proteinas SR. Ja foram identificadas em Trypanosoma cruzi e Trypanosoma
brucei proteinas SR e estas se mostraram capazes de promover reacdes de cis-
splicing in vitro, confirmando a existéncia de similaridades funcionais entre as
proteinas dos tripanossomatideos e de organismos eucarioticos superiores
(Ismaili et al., 1999; Portal et al., 2003a). Além disto, no trans-splicing, as
proteinas SR estdo envolvidas na comunicacdo entre os sitios 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 proteinas SR é
modulada por meio da sua fosforilacdo, sendo observada a presenca de
proteinas SRPKs que desempenham este papel. Os ciclos de

fosforilacdo/desfosforilacdo das proteinas SR sdo cruciais para o correto



recrutamento da maquinaria de splicing e ocorréncia do processamento do
MRNA (Portal et al., 2003b; Parsons et al., 2005).

Dados nao publicados do nosso grupo de pesquisa, apresentados na tese
de Onofre (2017), mostraram a avaliagdo da atividade leishmanicida de uma
série de analogos (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 analogos, 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 infeccdo de macréfagos por L. braziliensis. Apds o tratamento da
infecgdo com os compostos, foi observada uma sobrevivéncia 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 presenca de
SRPKs e proteinas SR em L. braziliensis, parasito pertencente a mesma familia
do Trypanosoma, bem como clonar as sequéncias que codificam tais proteinas,
expressar e purificar as proteinas recombinantes, visando a realizacao de futuros
ensaios de caracterizacdo bioquimica. Buscamos, também, avaliar a SRPK
como possivel alvo dos compostos SRVIC22 e SRVIC32 assim como testar o
efeito leishmanicida destes compostos quando utilizados em conjunto.



2. Revisao de literatura

2.1. Leishmanioses

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as
leishmanioses sdo umas das principais doencgas negligenciadas, com cerca de
350 milhdes de pessoas residindo em areas consideradas de risco de contagio.
Estima-se que cerca de 700 mil a 1 milh&o 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 cutanea (World Health, 2018).
Embora esteja concentrada em paises pobres e em desenvolvimento, como 0s
pertencentes & América Latina, sudeste da Asia e leste da Africa, também é
considerada endémica em paises da Europa Mediterranea (World Health, 2010;
Pace, 2014).

As leishmanioses visceral, cutdnea e muco-cutanea tém se tornado um
problema crescente no estado de Minas Gerais. Dados do DATASUS de 2017
mostram que nos ultimos 3 anos foram 1713 casos de internacdo por
leishmanioses, sendo Belo Horizonte e Montes Claros as cidades que
registraram o maior numero de internacoes, 391 e 435, respectivamente. Nesse
periodo o Governo de Minas Gerais gastou mais de um milhdo de reais no
atendimento a esses pacientes. Dados do DATASUS também mostram que,
somente em Minas Gerais, 0s casos de leishmanioses aumentaram 49% de julho
de 2015 a julho de 2017. Essas informacfes destacam a importancia de medidas
mais eficazes no controle e tratamento das leishmanioses (Ministério da Saude,
2017).

As leishmanioses compdem a terceira doenca parasitaria mais comum,
ficando atras apenas da toxoplasmose e da criptosporidiose. Além disso, a
doenca pode ser agravada pela co-infeccdo com o virus HIV, se destacando
como uma infeccdo oportunista nas regibes onde as duas doencas sado
endémicas (Shafiei et al., 2014; Akbari et al., 2017).

As doencas sao causada por protozoarios pertencentes a familia
Trypanosomatidae, mesma familia a qual pertence o Trypanosoma cruzi,

causador da Doenca de Chagas, outra doenca considerada negligenciada
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(World Health, 2010). Os parasitos do género Leishmania sao transmitidos aos
humanos por meio da picada de fémeas infectadas de fleb6tomos pertencentes
aos géneros Phlebotomus, no Velho Mundo, e Lutzomyia, no Novo Mundo (Pace,
2014; Steverding, 2017; Torres-Guerrero et al., 2017). O género Leishmania é,
ainda, dividido em dois subgéneros, Leishmania e Viannia, de acordo com as
diferencas nos sitios de desenvolvimento dos parasitos no intestino do inseto
vetor (World Health, 2010; Pace, 2014). Dentro de cada subgénero séao
encontradas diferentes espécies do parasito, patogénicas ou nao-patogénicas

aos humanos (Figura 1, pag. 7).

A infeccdo parasitaria apresenta uma ampla gama de manifestacdes
clinicas com diferentes graus de severidade que dependem tanto da espécie de
Leishmania envolvida (Tabela 1, padg. 8) quanto da resposta imune do
hospedeiro (Pace, 2014; Torres-Guerrero et al., 2017).

As leishmanioses cutanea e visceral sdo as duas formas principais da
doenca, dependendo do tipo de célula fagocitaria invadida. Na leishmaniose
cutdnea os parasitos infectam, principalmente, macréfagos presentes na pele,
mas podem também infectar mondcitos, células dendriticas e neutrofilos
recrutados para o local da infeccéo. Ja na leishmaniose visceral, 0s parasitos se
difundem pela corrente sanguinea e infectam células do sistema
reticuloendotelial (sistema fagocitario mononuclear) do figado, bagco, medula
0ssea, linfonodos e intestino (Scott et al., 2016; Akbari et al., 2017; Steverding,
2017).

A forma cutanea da leishmaniose é a mais comum, apresentando um
maior niumero de novos casos anualmente. A doenca pode estar localizada em
um unico local na pele ou produzir lesdes difusas, passando a receber o nome
de leishmaniose cutanea difusa. Além disto, apds a lesdo inicial na pele, a
doenca pode se difundir, atingindo regides de mucosa, como boca, nariz e
orelha, sendo chamada de leishmaniose mucocutanea (Akbari et al., 2017;
Steverding, 2017). A leishmaniose visceral ou calazar é a forma mais severa da
doenca, sendo fatal em mais de 95% dos casos quando ndo é tratada. Seus
sintomas incluem febre irregular, perda de peso, hepatomegalia,
esplenomegalia, algumas vezes hepatoesplenomegalia e anemia (Steverding,
2017). Ha ainda uma outra forma, a leishmaniose dérmica pés-calazar, que é
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considerada uma complicacéo da leishmaniose visceral. Geralmente aparece de
seis meses a 1 ano apds uma aparente cura da leishmaniose visceral, podendo
ocorrer também mais cedo ou até mesmo simultaneamente a visceral e é
caracterizada pela ocorréncia de lesdes maculares, papulares, nodulares ou
uma mistura destes tipos por todo o corpo, sendo a face o sitio mais comum de
ocorréncia (Zijlstra et al., 2003; Rabi Das et al., 2017).



Family Trypanosomatidae

Genus  Crithidia Leptomonas Herpetormmonas Blastocrithidia Leishmania Sauroleishmania Trypanosoma Phytomonas Endotrypanum
Subgenus Leishmania Viannia
Species , Y , i ! - e | .
complex L. donovani L. tropica L.major L. aethiopica L. mexicana ! L. braziliensis i L. guyanensis
| i
| : :
Spedies L. chagasi* L. killicki* L. major L. aethiopica L.amazonensis :_I:It;l_;;a_tﬁt;g_e_ngr; l_c_i‘;u_rae;r;s_:i L. braziﬁensfs:rilﬁa_agsriéﬂéd_:: L. guyanensis
L. donovani L. tropica L.garmhami * . Old World: ' L. peruviana 1 L. lainsoni \ L. panamensis
L. infantum L. mexicana \ L. arabica | | !
L. pifanoi* ' L. gerbilli | : !
L. venezuelensis + New World: : ! ;
\ L. aristidesi ! : :
L. enriettil ! | [
| L. deanei : i ;
' L. hertigi 5 o |

Figura 1. Taxonomia da familia Trypanosomatidae. Espécies com * estdo com status sob discussao (L. chagasi no Novo Mundo é a mesma
espécie que L. infantum, por exemplo). As linhas pontilhadas demarcam espécies ndo patogénicas aos seres humanos e a caixa de linhas

pontilhadas uma espécie de Leishmania que nao foi atribuida a nenhum complexo de espécies (World Health, 2010).



Tabela 1. Espécies de Leishmania que causam doenc¢as em humanos. Adaptado e modificado de: (Steverding, 2017).

Subgénero Espécie Velho/Novo Mundo Forma da doenca Distribuicéo
Leishmania L. aethiopica VM LC, LCD Leste da Africa
L. amazonensis NM LC, LCD, LMC América do Sul
L. donovani VM LV, LDPK Africa Central, Sul da Asia, india, China, Oriente
Médio
L. infantum VM, NM LV, LC Paises Mediterraneos, Sudeste da Europa, Asia
Central, Américas, Oriente Médio
L. major VM LC Regibes Norte e Central da Africa, Oriente
Médio, Asia Central
L. mexicana NM LC, LCD EUA, Equador, Venezuela, Peru
L. tropica VM LC, LV Regibes Norte e Central da Africa, Oriente
Médio, Asia Central, india
L. venezuelensis NM LC Norte da América do Sul, Venezuela
L. waltoni NM LCD Republica Dominicana
Viannia L. braziliensis NM LC, LMC América do Sul, Bacia Ocidental da Amazénia
L. guyanensis NM LC, LMC Norte da América do Sul
L. lainsoni NM LC Brasil, Bolivia, 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, Bolivia
L. shawi NM LC Brasil

Siglas: VM = Velho Mundo; NM = Novo Mundo; LC = Leishmaniose cuténea; LCD = Leishmaniose cutanea difusa; LMC = Leishmaniose
mucocutanea; LV = Leishmaniose visceral; LDPK = Leishmaniose dérmica pds-calazar.



O Brasil se destaca tanto no cenario da leishmaniose cutdnea quanto da
visceral (Figura 2), sendo um dos paises com maior nimero de novos casos
reportados, anualmente, das duas formas da doenca (World Health, 2015).

B No autochthonous cases reported
No data

7 Not appiicable

0008

Number of new VL cases
reported, 2015

. =100
Wl 500999
B 100-409 B Noautochthonous cases regorted
=
" < Yoo
[ Not applicable
o

Figura 2. Distribuicdo mundial da leishmaniose. Grafico superior: Status da
endemicidade mundial da leishmaniose cutanea em 2015. Grafico inferior: Status da
endemicidade mundial da leishmaniose visceral em 2015 (World Health, 2015).



Mais de 90% dos casos globais reportados de leishmaniose visceral
ocorrem em apenas seis paises: india, Bangladesh, Sud&o, Sud&o do Sul, Brasil
e Etiopia (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
notificacdes oficiais e mais de 3.800 mortes foram registradas nas ultimas trés
décadas (Martins-Melo et al., 2014; Lara-Silva Fde et al., 2015). A leishmaniose
cutanea é distribuida de forma mais ampla, com aproximadamente um tergco dos
casos reportados ocorrendo em cada uma destas trés regides — Américas, bacia
Mediterranea e do Oriente Médio até a Asia Central. Os dez paises com maior
estimativa de casos, o Afeganistédo, a Argélia, a Coldmbia, o Brasil, o Ird, a Siria,
a Etiopia, o Sudéo do Norte, a Costa Rica e o Peru, representam entre 70 e 75%
da incidéncia global estimada desta forma da doencga (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 (flebotomineos). Desta forma, durante seu
desenvolvimento, o parasito deve se adaptar aos diferentes ambientes dos
hospedeiros, o que inclui a adaptacéo a diferentes temperaturas e pH, bem como
ao ambiente citotoxico dos hospedeiros. Para isto, 0 parasito sofre uma série de
modificacdes tanto morfologicas (Figura 3, pag. 11 ) quanto bioquimicas,
garantindo sua sobrevivéncia intracelular (Leta et al., 2014; Veras et al., 2016).

O ciclo (Figura 4, pag. 12 ) se inicia quando o flebotominio injeta a forma
infecciosa (promastigota metaciclica) de sua probdscide em um vertebrado néo
infectado durante o repasto sanguineo. Estas formas promastigotas séo, entao,
fagocitadas por macréfagos do hospedeiro ou outros tipos de células fagociticas
mononucleares. Dentro destas células, as formas promastigotas se diferenciam
em amastigotas, que podem sobreviver e replicar dentro dos fagolisossomos via
fissdo binaria. Esta replicacdo causa a ruptura da célula hospedeira seguida da
infeccdo de outros fagocitos (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 sao alongadas e possuem flagelo, que é usado para propulséo
do parasito e sua fixagdo aos microvilos no intestino do flebotomineo. Ja as formas
amastigotas séo arredondadas e ndo possuem flagelo (Zulfigar et al., 2017).

Os fagodcitos infectados podem ser, entdo, ingeridos por outros
flebotomineos durante o repasto sanguineo e, dentro deles, se diferenciam em
promastigotas prociclicas, que se replicam dentro do intestino médio do inseto.
As formas prociclicas se diferenciam, posteriormente, em promastigotas
metaciclicas (forma infecciosa) e migram para a probdscide do flebotomineo,
gue reinicia o ciclo ao picar um novo hospedeiro vertebrado (Leta et al., 2014;
Veras et al., 2016).

A transmissado da doenca pode ser zoonotica, de animais como cachorros
e roedores para humanos, ou antroponoética, de humanos infectados para
humanos nédo-infectados (Leta et al.,, 2014). A transmissdo antroponoética é
menos comum, sendo descrita apenas para algumas espécies de Leishmania,
como a L. tropica e L. donovani, e em alguns paises do Oriente Médio, como
Paquist&o, Afeganistdo, Ird e Siria, e na India (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. Representacdo esquematica do ciclo de vida digenético da Leishmania (Veras
et al., 2016).

2.3. Formas de tratamento

Os tratamentos disponiveis para as leishmanioses estdo, ainda, muito
distantes do ideal, principalmente por causa da extensa toxicidade dos farmacos,
eficacia reduzida, via de administracdo (parenteral), necessidade de grande
namero de doses, altos custos e incidéncia de resisténcia (Akbari et al., 2017;
Zulfigar et al., 2017). Além disso, a eficacia de algumas das substancias que
apresentam atividade leishmanicida depende da espécie, dos sintomas

causados e da regido geografica do parasito (Zulfigar et al., 2017).

Por mais de 60 anos, a primeira linha de farmacos contra as
leishmanioses, cutanea e visceral, foram o0s antimoniais pentavalentes
(estibogluconato de sddio, 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 susceptivel aos antimoniais pentavalentes, estes sao considerados

pro-farmacos, que serdo convertidos, posteriormente, em antimoniais trivalentes
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(forma ativa do farmaco). Nao se sabe ao certo as rotas de entrada dos
antimoniais tanto em Leishmania quanto em macrofagos, mas supfe-se que 0
transportador de aquaporina 1 seja o0 responsavel pelo transporte em
amastigotas e, em adi¢do, ocorre a entrada via transportadores de fosfato.
Ambas as formas de antimoniais levam a fragmentacdo do DNA do parasito,
interferem na glicolise e B-oxidacdo de acidos graxos (levando a deplecéo do
ATP intracelular) e aumentam o efluxo de tidis intracelulares (Cruz et al., 2009;
Singh et al., 2012).

Apesar de ser eficaz, na maioria dos casos, contra 0 parasito, esses
farmacos causam diversos efeitos colaterais ao paciente, como arritmias
cardiacas, intervalo QTc — parametro que representa a duracdo da contracao
cardiaca — prolongado no eletrocardiograma (prolongamento >0,5s é indicativo
de arritmias cardiacas graves e fatais), batimentos ventriculares prematuros,
taquicardia ventricular e fibrilagcdo ventricular. Outros efeitos comuns sao mialgia,
artralgia e elevacao dos niveis de enzimas hepéaticas e pancreéticas. Além disso,
recentemente, tem-se observado uma crescente incidéncia de resisténcia em

regibes endémicas da india e Nepal (Sundar et al., 2015; Sundar et al., 2016).

A anfotericina B, usada predominantemente na terapia antifungica para o
tratamento de infeccBes sistémicas, tem sido utilizada como a segunda linha de
farmacos contra as leishmanioses desde a década de 60, quando teve sua
atividade leishmanicida demonstrada para o tratamento da leishmaniose
mucocutanea (Cruz et al.,, 2009; Negrao et al., 2017). O crescimento da
incidéncia de resisténcia aos antimoniais pentavalentes resultou no aumento do
interesse pela anfotericina B (Cruz et al., 2009). O farmaco tem sido comumente
usado para o tratamento da leishmaniose visceral refrataria na india, com doses
de 0,75 a 1,0 mg/Kg por 15 a 20 infus@es intravenosas e também é recomendada
para o tratamento da leishmaniose dérmica pds-calazar no subcontinente
indiano, com doses de 1,0 mg/Kg/dia, sendo necessarias 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 mamiferos. A toxicidade deste medicamento esta associada a sua
capacidade de se ligar a estes esteroides e induzir a formacao de poros aquosos
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na membrana celular interrompendo a integridade osmética e provocando a lise
da célula (Cruz et al., 2009; Singh et al., 2012; Negrao et al., 2017). Entretanto,
estd associada a diversos efeitos adversos, incluindo nefrotoxicidade,
hipocalemia e miocardite, necessitando, assim, de monitoramento e
hospitalizagéo por 4 a 5 semanas, 0 que aumenta o custo da terapia (Sundar et
al., 2015). Além disso, a utilizacdo da anfotericina B livre é dificultada devido a
sua baixa solubilidade em &agua, absorcéo reduzida no trato gastrointestinal e
baixa biodisponibilidade (Cruz et al., 2009).

Para minimizar os efeitos adversos da anfotericina B, diferentes
formulacgdes lipidicas tém sido utilizadas como veiculo de entrega, possibilitando
uma menor exposi¢cao do farmaco livre aos 6rgdos (Sundar et al., 2015). Trés
formulacbes tém sido extensivamente testadas, sendo elas a anfotericina B
lipossomal, complexo lipidico de anfotericina B e anfotericina B em disperséo
coloidal (Singh et al., 2012; Sundar et al., 2015). A tolerancia ao medicamento é
melhorada e os efeitos adversos, incluindo a nefrotoxicidade, s&o minimizados,
permitindo a entrega de maiores doses em periodos de tempo mais curtos
(Sundar et al., 2015). Entretanto, a producdo em escala industrial € complexa,

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

No caso das primeiras linhas de defesa falharem, outros farmacos estao
disponiveis para o tratamento das doengas, como cetoconazol e fluconazol, que
assim como a anfotericina B s&o antifingicos, paromicina e pentamidina,
descritos também como antibiéticos e miltefosina, originalmente desenvolvida
como agente anticancer (Cruz et al., 2009; Kedzierski et al., 2009; Singh et al.,
2012; Sundar et al., 2015).

2.4. Terapia combinada ou multidrogas

A resisténcia crescente dos parasitos aos farmacos utilizados no
tratamento da doencga 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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duracéo do tratamento e menor quantidade de doses, diminuindo, assim, o custo,
as chances de efeitos colaterais toxicos e prevenindo a emergéncia de
resisténcia (Sundar et al., 2015; Sundar et al., 2016). Outro fator importante para
protecdo mutua usando a terapia combinada € o tempo de meia-vida dos
farmacos. O ideal é a utilizacdo de um farmaco muito potente com um tempo de
meia-vida curto em combinag&o com um segundo que tenha uma meia-vida mais

extensa, para remover 0s parasitos restantes (Zulfigar et al., 2017).

O uso do estibogluconato de sédio combinado com a paromicina foi
implementado pela OMS como forma de tratamento padréo, no leste da Africa,
apos um estudo multicéntrico randomizado bem-sucedido (Zulfigar et al., 2017).
Neste estudo foi feita uma comparacédo entre a eficacia dos tratamentos com o0s
farmacos individuais e com uma combinacdo deles (20 mg/Kg/dia de
estibugluconato de sédio mais 15 mg/Kg/dia de paromicina durante 17 dias),
onde mostrou-se que o tratamento combinado € mais eficaz que o tratamento
individual com paromicina por 28 dias e tem eficacia similar ao tratamento
individual com estibugluconato de soédio por 30 dias, demonstrando, assim, a

adequacdao 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 india (Zulfigar
et al., 2017). O tratamento com uma uUnica dose de anfotericina B lipossomal
seguida da miltefosina por 10 dias mostrou uma eficacia de 98% enquanto a da
anfotericina individual foi de 91%. Desta forma, se usadas sequencialmente,
contribuem para a reducdo do tempo de tratamento com miltefosina e/ou
diminuicdo da dose necessaria de anfotericina B lipossomal, sendo uma terapia

mais viavel (Sundar et al., 2008).

Combinacdes entre anfotericina B lipossomal, paromicina e miltefosina
também vem sendo testadas. O tratamento padrdo com anfotericina B
lipossomal foi comparado com trés combinacdes dos farmacos: 1) inje¢ao Unica
de 5 mg/Kg de anfotericina B lipossomal + 50 mg de miltefosina durante 7 dias;
2) injecdo Unica 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 combinacdes resultaram em aproximadamente 97%
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de eficacia, superando o tratamento padrdo com a anfotericina B lipossomal
(91%) (Sundar et al., 2011; Rahman et al., 2017; Zulfigar et al., 2017).

De um modo geral, as terapias combinadas sdo opc¢des bem toleradas e
eficazes no tratamento das doencas e, estdo associadas a um menor tempo de
hospitalizacéo, tornando o tratamento mais viavel e acessivel (Sundar et al.,
2016).

2.5. SRPK como potencial alvo de farmacos em Leishmania

Uma vez que o tratamento das leishmanioses € um problema crescente,
principalmente devido a incidéncia de resisténcia, o desenvolvimento de novos
medicamentos que possam substituir ou complementar as alternativas
terapéuticas disponiveis atualmente é de grande importancia (Tiuman et al.,
2011; Negrao et al., 2017). Diante disto, vem crescendo o niumero de pesquisas
voltadas para a identificacéo e validacdo de novos alvos de farmacos (Naula et
al., 2005). Uma classe de enzimas que vem se destacando como alvo promissor
€ a das proteinas cinases (Naula et al., 2005; de Azevedo et al., 2009; Sinha et
al., 2016). Estas proteinas regulam diversos processos celulares, como controle
da transcricdo, progressao do ciclo celular e diferenciacéo e, por causa disto,
despertaram bastante atencdo como potenciais alvos de farmacos para o
tratamento de uma ampla gama de doencas e sindromes, como a doenca de

Alzheimer, doencas cardiovasculares e o cancer (Naula et al., 2005).

Andlises do genoma de trés tripanossomatideos (Leishmania major,
Trypanosoma brucei e Trypanosoma cruzi) mostraram que eles codificam,
respectivamente, 179, 156 e 171 proteinas cinases, bem como possuem 17, 20
e 19 genes que codificam proteinas atipicas (Berriman et al., 2005; El-Sayed et
al., 2005; Ivens et al., 2005; Parsons et al., 2005). Muitas destas proteinas
cinases tém se mostrado importantes para proliferagdo e/ou viabilidade do
parasito em estagios do seu ciclo de vida que sao relevantes clinicamente. Além
disto, as proteinas dos tripanossomatideos apresentam diferencas significantes

de sequéncia em relacdo as suas homologas de mamiferos, o que as tornam
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alvos potenciais para desenvolvimento de farmacos seletivos (Naula et al.,
2005).

Dentro do genoma dos tripanossomatideos, o grupo de cinases CMGC é
um dos melhores representados em comparacao com seres humanos (45 em L.
major e 61 em seres humanos). Duas familias de proteinas pertencentes a este
grupo, as SRPKs e CLKs (cinases semelhantes a CDC — proteinas do ciclo
celular), atuam fosforilando motivos ricos em serina/arginina em proteinas SR,
que atuam no processamento do RNA e splicing em muitos organismos
superiores, sendo de grande interesse no estudo da regulacdo génica dos

parasitos (Parsons et al., 2005).

O splicing do pré-mRNA, em mamiferos, ocorre no spliceossomo,
complexo macromolecular composto das cinco pequenas ribonucleoproteinas
nucleares (snRNPs) Ul, U2, U4, U5 e U6 e mais de 100 proteinas auxiliares
(Schellenberg et al., 2008; Ghosh et al., 2011). Dentre essas proteinas a familia
das proteinas SR, fatores de splicing ndo-snRNP, € essencial para o controle de
varios aspectos do splicing bem como de outros eventos do processamento do
RNA. Elas interagem com componentes da maquinaria de splicing no inicio da
montagem do spliceossomo, ajudam a estabelecer os locais de juncédo 5’ e 3’,
atuam no recrutamento de U4/U5-U6 e estimulam a segunda etapa catalitica do
splicing (Wahl et al., 2009; Ghosh et al., 2011). Além disto, tem sido mostrado
que as proteinas SR desempenham papéis em eventos pas-splicing, como
exportacdo do mRNA, regulacéo da traducao e estabilidade genémica (Huang et
al., 2004; Sanford et al., 2004; Xiao et al., 2007).

As proteinas SR contém um ou dois motivos de reconhecimento ao RNA
e uma regido rica em repeticdes serina/arginina, o dominio SR (Risso et al.,
2012; Jeong, 2017). A fosforilagdo de residuos de serina do dominio SR
desempenha um papel fundamental na atividade e localizagédo das proteinas SR,
e é regulada, principalmente, pela familia das SRPKs, proteinas cinase que
atuam fosforilando, especificamente, repeticdes SR conservadas (Ghosh et al.,
2011; Chan et al.,, 2013; Howard et al., 2015). Esta fosforilagdo aumenta a
especificidade de ligacdo ao RNA, é importante para interacdes especificas

proteina-proteina dentro do pré-spliceossomo, previne a auto agregagdo das
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proteinas SR e promove a dissociagdo das proteinas 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 tém
sido implicadas em varias funcfes chave, como regulacéo do processamento do
RNA e importacdo nuclear. Elas tém sido relacionadas, ainda, a varios outros
processos, como espermiogénese, progressao do ciclo celular e reorganizacao

da cromatina (Giannakouros et al., 2011).

O processamento do pré-mRNA em tripanossomatideos difere dos
eucariotos superiores. Em eucariotos superiores a remocao dos introns seguida
da juncéo de éxons, dentro de uma mesma sequéncia, se d4 com a remocgao de
uma estrutura em forma de laco através de duas reacdes de transesterificacao,
sendo o processo conhecido como cis-splicing (De Conti et al., 2013; Pan et al.,
2015). Ja em tripanossomatideos, os transcritos de pré-mRNA policistrénicos
sdo processados em mMRNAsS maduros monocistrbnicos num processo
conhecido por trans-splicing. Neste processo, um pequeno éxon (chamado SL)
€ doado de uma molécula de RNA especializada e conectado na extremidade 5’
do pré-mRNA, se tornando o primeiro éxon da sequéncia em questdo. Havera a
liberacdo de uma estrutura em formato de Y, envolvendo, assim como no cis-
splicing, duas reacgfes de transesterificacdo (Gunzl, 2010; Lasda et al., 2011).
Os éxons SL serdo unidos a varios pré-mRNAs, e, consequentemente, havera a
producdo de diferentes mMRNAs maduros contendo uma sequéncia comum na
extremidade 5’ (Lasda et al., 2011).

Embora existam tais diferencas, alguns elementos sdo conservados entre
estes organismos. Tripanossomatideos também possuem as cinco snRNPs U1,
U2, U4, U5 e U6 que participam da montagem do spliceossomo, bem como
proteinas auxiliares (Liang et al., 2003). Além disto, componentes ndo-snRNPs
importantes, como as proteinas SR, sdo encontradas em organismos que
realizam trans-splicing. As proteinas SR sdo necesséarias em pelo menos duas
etapas da reacédo de trans-splicing, sendo importantes tanto antes quanto depois
da associacdo da snRNP U2 ao sitio de splicing 3. A fosforilagdo do dominio SR
€ importante nesta etapa de associacdo, visto que a desfosforilagdo deste
dominio leva ao bloqueio da associacdo de U2 ao sitio de splicing 3’ do pré-

MRNA. Esta fosforilacdo €, ainda, importante para o prosseguimento da reacao
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de splicing, apos a associacdo de U2, auxiliando no recrutamento do sitio de
splicing 5’, presente no SL RNP. Desta forma, no trans-splicing, as proteinas SR
estédo envolvidas na comunicacgao entre os sitios 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).

Proteinas SR ja foram descritas em Trypanosoma cruzi e Trypanosoma
brucei, sendo chamadas de TcSR e TSR1, respectivamente (Ismaili et al., 1999;
Portal et al., 2003a). As proteinas SR de Trypanosoma sdo, também, capazes
de promover reacfes de cis-splicing in vitro, confirmando a existéncia de
similaridades funcionais entre as proteinas dos tripanossomatideos e de
organismos eucarioticos superiores (Portal et al., 2003a). Assim como em
eucariotos superiores as proteinas SR em tripanossomatideos tém sua atividade
regulada por ciclos de fosforilagdo/desfosforilacdo, que s&o cruciais para o
correto recrutamento da maquinaria de splicing e ocorréncia de tal processo. Ja
foi identificada, em T. cruzi, a presenca de uma SRPK, chamada de TcSRPK, e
demonstrado que ela interage com TcSR e outros fatores de splicing da familia
SR, como ASF/SF2 (Homo sapiens), modulando a atividade destas proteinas

atraves da fosforilagao.

A SRPK de T. cruzi apresenta um alto nivel de conservacgéo funcional
com as demais proteinas desta familia, 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 possivel SRPK e uma possivel proteina SR em L. braziliensis bem
como avaliar a atividade leishmanicida de compostos sintéticos analogos ao
SRPIN340, um inibidor conhecido de SRPKSs.

3.2. Objetivos Especificos

o Buscar em bancos de dados sequéncias, em L. braziliensis, homélogas
as SRPKs e as proteinas SR ja conhecidas;

o Clonar em vetor de expressdo pET-28a as sequéncias génicas que
codificam a possivel SRPK e a possivel proteina SR de L. braziliensis;

o Expressar as proteinas recombinantes e desenvolver protocolos de
purificagéo para as mesmas;

o Construir o modelo tridimensional das proteinas e realizar ensaios de
docking da possivel SRPK de L. braziliensis com os provaveis inibidores;

o Analisar propriedades fisico-quimicas dos compostos;

o Determinar o ICso dos compostos SRVIC22 e SRVIC32 em macréfagos e
em L. braziliensis;

o Avaliar possivel sinergismo entre os compostos SRVIC22 e SRVIC32
através da analise da citotoxicidade em macrofagos e do potencial
leishmanicida em promastigotas e em ensaio de infec¢ao in vitro;

o Verificar alteragbes no nivel de expressao da possivel SRPK nas formas
promastigotas e amastigotas de L. braziliensis e no tratamento da
infeccdo de macrofagos por L. braziliensis com 0os 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 proteinas SR em Leishmania

braziliensis

As sequéncias 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 referéncias para
busca de possiveis SRPKs em L. braziliensis. As sequéncias de trés das
proteinas 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 proteinas 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 referéncias para a busca de possiveis proteinas 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 sequéncias preditas como SRPKs foram validadas utilizando o Pfam
(Finn et al., 2016), programa que permite a identificacdo dos dominios presentes
nas proteinas. Apenas as sequéncias que continham duas regiées de dominio
cinase (Pfam ID: PF00069.23) separadas por uma regido espacadora, que € uma
caracteristica desta familia de proteinas cinase (Ding et al., 2006; Ghosh et al.,
2011; Giannakouros et al., 2011), foram mantidas para prosseguimento das
analises. Posteriormente, as sequéncias mantidas foram alinhadas, utilizando o
Clustal Omega, com as sequéncias usadas como referéncia, para verificacéo de
regides conservadas e variaveis, uma vez que as SRPKs sdo caracterizadas por
possuirem um dominio cinase bem conservado enquanto a regido espacadora é
variavel (Ghosh et al., 2011). As sequéncias preditas como proteinas SR também
foram validadas utilizando o Pfam, no qual foram selecionadas apenas as
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proteinas que possuiam a porcéo C-terminal rica em repeticdes Ser/Arg (dominio
RS) e que continham motivos de reconhecimento de RNA (Pfam ID:
PF00076.21), que séo caracteristicas das proteinas 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. Macréfagos muri no da
linhagem RAW 264.7 foram cultivados em meio RPMI 1640 (Sigma®)
suplementado com bicarbonato de sodio (2 mg/mL), HEPES (25 mM), glutamina
(2 mM), penicilina (0,02 mg/mL), gentamicina (20 pg/mL) e soro fetal bovino
(10%), pH 7,2, e mantidos em estufa Umida a 37 € com 5% de CO 2.

4.3. Curva de crescimento de L. braziliensis M2904

Para avaliacdo do crescimento dos parasitos, no dia 0 foram colocados
em trés garrafas de cultivo 10 mL de meio Grace’s suplementado e 1x10°
células/mL, sendo as garrafas mantidas em estufa a 25 °C. As trés garrafas
foram entdo contadas 3 vezes por dia durante um periodo de 10 dias. Para
realizar a contagem, as células foram homogeneizadas, na prépria garrafa, e
uma aliquota foi coletada e diluida em formalina 4% (v/v) para contagem em

camara de Neubauer.

4.4. Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

Para extracdo do RNA total de L. braziliensis foram utilizadas 5-10x108

células crescidas em suspensdo, em fase estacionaria de crescimento. A
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extracdo do RNA total foi realizada com o reagente TRIzol™ (Invitrogen™) de

acordo com as recomendacdes do fabricante.

A sintese do cDNA foi realizada utilizando 1 ug de RNA total em um
volume final de reac&o de 20 uL com o primer oligo (dT) nas condi¢des de reacao
recomendadas pelo FIREScript RT cDNA synthesis KIT (Solis Biodyne). Ap6s o
término da sintese, a concentracdo e a qualidade do cDNA obtido foram
avaliadas usando NanoDrop (Thermo Scientific™).

4.5. Clonagem das sequéncias génicas que codificam a possivel SRPK
(LbSRPK) e a possivel proteina SR (LbSR) de L. braziliensis em vetor de

expressao

A partir do cDNA obtido as sequéncias de interesse foram amplificadas
via PCR utilizando o GoTag® Green Master Mix (Promega) e primers especificos
(Tabela 2) para as sequéncias. Para cada reacao foram utilizados 1 ug 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 regifes codificantes da LbSRPK e da
LbSR.

LbSRPK LbSR
Foward Primer 5’ catatggggaagtcaaagaagcac 3’ 5’ catatgccggcctcggega 3’
Reverse Primer 5’ gaattcctagtcagtgccgtcgtc 3° &’ ctcgagttagtctcttttgctttccttt 3°

Os fragmentos de interesse foram, inicialmente, inseridos no vetor de
clonagem pGEM-T easy (Promega) seguindo as condicdes de reacéo
recomendadas. Para subclonagem em vetor de expressao, os fragmentos de

interesse foram removidos do pGEM-T easy utilizando as enzimas de restricao
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Ndel e EcoRI (Fermentas) para a LbSRPK e Ndel e Xhol (Fermentas) para a
LbSR, sendo o vetor pET-28a também digerido com as mesmas enzimas. As
reacoes de digestdo foram incubadas a 37 T por 2 horas e 30 minutos para
clivagem e, posteriormente, a 80 T por 20 minutos para inativacdo das en zimas
de restricdo. Em seguida, todo o volume das reacdes 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, entéo,
inseridos no vetor pET-28a utilizando o Rapid DNA Ligation Kit® (Thermo
Scientific), seguindo as condi¢cbes de reacdo recomendadas. Este vetor foi
responsavel por inserir nas proteinas uma cauda constituida de seis residuos de

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

A confirmacao das clonagens foi feita por digestéo, utilizando as enzimas
de restricdo acima citadas, por PCR usando os primers especificos para as

sequéncias de interesse e por sequenciamento.

4.6. Expresséao das proteinas recombinantes em Escherichia coli

Os plasmideos recombinantes foram inseridos na cepa de E. coli BL21
(DE3) RIL por transformacdo utilizando o método de choque térmico. As
bactérias transformadas foram cultivadas em 6 mL de meio LB liquido contendo
o antibiético canamicina (50 ug/mL) a 37 T e rotacdo de 180 rpm por 16 horas.
Em seguida, o pré-indculo de 6 mL foi vertido em 300 mL de meio LB liquido e
cultivado a 37 /180 rpm até atingir densidade Optica no comprimento de onda
de 600 nm (DO600) entre 0,6-0,8. Para inducdo da expressao das proteinas foi
adicionado o isopropil-B-D-tiogalactosideo - IPTG (Sigma®), sendo testadas
diferentes concentracdes deste indutor (0,10 e 0,25 mM), temperaturas (30 C e
37 C) e tempos de indugdo (0 a 5 h), a fim de se obter os melhores parametros
para a producdo das proteinas. Aliquotas de 50 mL foram coletadas de cada
condicéo testada e centrifugadas a 4 T e 2.000 x g por 10 minu tos. Os pellets

resultantes foram armazenados a -80 T para posterior uso.
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Os pellets foram entédo ressuspendidos em 1 mL de tampéao de lise (50
mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 20 mM imidazol e 5% glicerol, pH 7,5) contendo 1
ug/mL dos inibidores de protease leupeptina, aprotinina e pepstatina além de 30
ug/mL de lisozima. Apds banho de gelo de 30 minutos cada lisado foi submetido
a sonicacdo por 5 minutos (10 pulsos de 30 segundos com amplitude 20 e
intervalos de 30 segundos entre 0s pulsos). Em seguida foram centrifugados a
4T e 12 .500 x g por 30 minutos, levando a separacdo das fragdes soluvel e
insolavel. A fracdo soluvel foi coletada e os pellets correspondentes as fracdes
insoltveis foram ressuspendidos com o tampédo 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 fra¢des insolluveis ao final do

processo.

As fracdes soluveis e insoluveis foram, entdo, avaliadas por SDS-PAGE
10% para a LbSRPK e 12% para a LbSR e western blotting (usando anticorpo
primério anti-cauda de histidina) para se comprovar a producdo das proteinas e
avaliar em qual fracdo elas se encontram e quais parametros geraram um maior

rendimento.

4.7. Purificacdo das proteinas

As proteinas foram produzidas em maior escala utilizando os melhores
parametros de temperatura, tempo e concentracdo de IPTG pré-estabelecidos.
As bactérias foram lisadas, como descrito anteriormente, e as fracdes sollveis
filtradas em membrana de 0,45 um. Posteriormente, cada filtrado foi aplicado em
uma coluna de cromatografia de afinidade HiTrap® Chelating (GE Healthcare)
acoplada ao sistema cromatografico AKTA™ Purifier (GE Healthcare Life
Sciences). As colunas foram pré-equilibradas com o tampéo A (50 mM Tris-HCI,
100 mM NaCl, 20 mM imidazol e 5% glicerol, pH 7,5) antes da aplicacédo das
amostras. As amostras foram aplicadas e as colunas lavadas com o tampao A
até que a medida da absorbancia a 280 nm estabilizasse. A eluicdo das proteinas

de interesse foi feita utilizando um gradiente de 0-100% do tampéo B (50 mM
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Tris-HCI, 100 mM NaCl, 300 mM imidazol e 5% glicerol, pH 7,5). As fracdes
coletadas para cada proteina foram analisadas por SDS-PAGE 10% para a
LbSRPK e 12% para a LbSR e western blotting (usando anticorpo primario anti-

cauda de histidina).

A partir da primeira purificagdo realizando a eluigdo num gradiente do
tampdo B foi possivel determinar com quais concentracdes de imidazol as
proteinas permaneciam retidas na coluna ou eram eluidas, permitindo assim,
que nas purificacdes posteriores a eluicdo das proteinas fosse feita em steps.
Para eluicdo da LbSRPK um step de 30% do tampé&o B e depois 100% do tampéao
B. E para a LbSR um step de 50% e posteriormente 100% do tampao B para
eluicdo. As fracdes coletadas para cada proteina foram analisadas por SDS-
PAGE 10% para a LbSRPK e 12% para a LbSR. As principais fracdes, que
continham as proteinas, foram dialisadas e quantificadas pelo método de
Bradford (Bradford, 1976).

Para a proteina SR foi feito, ainda, um western blotting utilizando o
anticorpo primario anti-proteinas SR (1H4) (Thermo Scientific). Foram

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

4.8. Construcdo dos modelos tridimensionais das proteinas e ensaios de docking

molecular com a LbSRPK truncada

A predicdo das estruturas tridimensionais das proteinas foi feita com o
programa Phyre? (Protein Homology/analogY Recognition Engine V 2.0),
utilizando o modo intensivo, que cria um modelo tridimensional completo para a
sequéncia através da combinacdo dos multiplos modelos gerados pela
comparacao com diferentes proteinas do banco de dados (Kelley et al., 2015).
Posteriormente, foi feita a minimizacdo de energia dos modelos obtidos
utiizando o YASARA Energy Minimization Server, programa que executa
simulagbes de dinamica molecular dos modelos em um solvente explicito
(Krieger et al., 2009). A minimizacdo de energia é feita para suavizar as

diferencas estruturais existentes entre o modelo gerado e os moldes utilizados
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para predicdo, o que pode envolver ndo apenas o rearranjo de loops como
também desvios de elementos de estrutura secundéaria e reempacotamento de

residuos (Krieger et al., 2009).

Os modelos finais foram validados utilizando diferentes programas. O
RAMPAGE - Ramachandran Plot Assessment avalia a qualidade do grafico de
Ramachandram, definindo a porcentagem dos residuos que se encontram nas

regides energeticamente mais favoraveis e desfavoraveis (Lovell et al., 2003).

O Procheck avalia os parametros estereoquimicos do modelo, analisando
caracteristicas como comprimento de ligacdo, angulo de ligacdo, angulos de
torcdo 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 grafico com os z-
scores de proteinas com estrutura determinada e depositada no PDB (Protein
Data Bank) e que possuem um tamanho similar a proteina modelada e verifica
se 0 z-score apresentado pelo modelo esta dentro da faixa de z-scores
encontrados para as demais proteinas. Além disto, avalia a qualidade do modelo
de acordo com as energias dos residuos em funcdo de suas posicdes na
sequéncia de aminoacidos, sendo que, em geral, 0s valores positivos
correspondem a partes problematicas ou errbneas 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 prépria sequéncia de
aminoécidos (1D), baseado na localizacdo e ambiente de cada residuo. Através
da comparacdo com um banco de dados, cada residuo recebe uma pontuacao
média no perfil 3D-1D, com os scores variando de -1, considerada uma
pontuacao ruim e +1, uma boa pontuacgéo, sendo que mais de 80% dos residuos
deve apresentar score maior ou igual a 0,2 no perfil 3D-1D (Bowie et al., 1991;
Luthy et al., 1992).

O ERRAT analisa regibes das estruturas das proteinas que foram
determinadas correta ou incorretamente com base em caracteristicas de

interacdo atdmica. Diferentes tipos de atomos estdo distribuidos de forma néo
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randémica em relacdo uns aos outros em proteinas, e desta forma, erros na
construcéo dos modelos podem levar & uma distribuicdo mais randémica desses
atomos, o que pode ser distinguido da forma de distribuic&o correta por métodos
estatisticos. Os atomos séo classificados em trés categorias, gerando seis
combinacgdes diferentes de interacdes pareadas ndo-covalentes e uma funcéo
de erro quadratica é usada para caracterizar o conjunto das interagdes par a par.
Com isto, o programa identifica regides de erro na estrutura da proteina atraves
da analise da estatistica das interagfes atdmicas par a par (Colovos et al., 1993).

Para a realizacdo dos dockings moleculares foi construido um modelo
tridimensional para a proteina LbSRPK, no qual foram removidas da sequéncia
da proteina as regides mais desordenadas, que interferiam na andlise dos
ligantes. Foram removidos os residuos de aminoacidos de 1-123, 311-348 e 558-
742, que correspondem as regides N-terminal, espacadora e C-terminal,
respectivamente. O modelo da proteina truncada (LbSRPKt) foi construido e

validado conforme descrito acima.

O modelo tridimensional da LbSRPKt foi utilizado para os dockings
moleculares com o SRPIN340 e uma série de analogos (SRVIC15 a SRVIC36)
deste composto, sintetizados e cedidos, gentilmente, pelo professor Rébson
Ricardo Teixeira, do Departamento de Quimica 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 visualizacédo das
estruturas e analise dos sitios de ligacdo foi utilizado o PyMOL Molecular
Graphics System, Version 2.0 Schrddinger, LLC (Seeliger et al., 2010).

4.9. Andlise de propriedades fisico-quimicas dos compostos

A polarizabilidade e a area de superficie de Van der Waals do SRPIN340
e seus analogos foram analisadas utilizando o MarvinSketch 18.13.0
(ChemAxon), seguindo os parametros pré-estabelecidos pelo programa. A
polarizabilidade representa a capacidade que um atomo ou molécula possui de

ter sua distribuicéo eletronica distorcida por um campo elétrico externo. Quanto
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maior a polarizabilidade maior a tendéncia em alterar a densidade eletronica,
gerando dipolos momentaneos, o que torna esta propriedade molecular
importante para ocorréncia de interacdes intermoleculares. O célculo da
polarizabilidade é feito pelo programa utilizando dois métodos, um baseado nos
parametros atdmicos de Miller et al. (1979) e o outro nos parametros de Jensen
(2002) (Miller et al., 1979; Jensen, L., 2002).

O método de calculo da superficie de Van der Waals é baseado em
Ferrara et al. (2001). A andlise se baseia no método probabilistico de Wodak e
Janin, com modificacdes. Este método expressa a area de superficie acessivel
como uma funcéo das distancias entre pares de atomos ou residuos na estrutura
proteica assumindo que esses atomos ou residuos sao distribuidos
randomicamente no espago, mas ndo penetram um no outro (Wodak et al.,
1980). As modificacdes permitem aplica-lo ao célculo de areas de superficie
atdbmicas, sendo o calculo uma funcéo do emparelhamento de posi¢des atbmicas

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

4.10. Deteccéao da viabilidade celular

A viabilidade celular foi quantificada a partir da reducdo da resazurina
(Alamar Blue) (Mikus et al., 2000; O'Brien et al., 2000; Rampersad, 2012;
Kulshrestha et al., 2013). Apés o tratamento com o0s compostos foram
adicionados 20 pL da resazurina por po¢o na placa de 96 pocos e esta foi
novamente incubada na condicdo experimental em questdo. A cada hora,
durante 3 horas foram realizadas leituras colorimétricas nos comprimentos de
onda de 570 e 600 nm. A reducdo da resazurina foi, entédo, calculada com a

seguinte férmula:
Reducgéo = [As70 — (Asoo X RO)]

As7o representa a absorbancia da resazurina em 570 nm, Aeoo representa a
absorbancia da resazurina em 600 nm e RO é um fator de correcédo obtido da

seguinte férmula:

RO = Meios7o/ Meiosoo
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Meios7o representa a absorbancia da resazurina em 570 nm de pogcos que
contém apenas meio de cultura e Meiosoo @ absorbancia em 600 nm dos mesmos

POGOS.

Pocos com células sem tratamento foram considerados como tendo
viabilidade méxima (100%) e os demais foram transformados em porcentagem

baseado nos valores obtidos para estes pocos controle.

4.11. ICs0 dos compostos SRVIC22 e SRVIC32 em macrofagos RAW 264.7 e

em promastigotas

Dados ainda ndo publicados do nosso grupo de pesquisa mostraram que
dois compostos, dentre uma série de 22 analogos do SRPIN340 (N-(2-(piperidin-
1-il)-5-(trifluorometil)fenil)isonicotinamida), possuem atividade leishmanicida em
modelos de infeccdo de macrofagos 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

Rdébson Ricardo Teixeira, do Departamento de Quimica da UFV.

Para a determinacdo do ICso dos compostos em macrofagos foram
adicionadas 0,5x10° células de macréfagos em 92 dos 96 pocos de uma
microplaca e nos 4 pocgos restantes foi adicionado apenas meio RPMI
suplementado, em um volume final de 200 uL. A microplaca foi incubada por 24
horas em estufa Umida a 37 T com 5% de CO 2, para permitir a adesdo das
células. Apés o tempo de incubacéo todo o meio foi removido e os pocos foram
lavados por trés vezes com 100 uL de RPMI base (sem soro fetal bovino) para a
remocao das células que ndo se aderiram. Os 4 pocos nos quais nao foram
adicionadas células foram mantidos com apenas o meio de cultura. Em outros 4
pocos, que continham células, também foi adicionado apenas o meio de cultura,
para manter células sem tratamento. Nos demais poc¢os foram adicionados, em
triplicata, os compostos em diferentes concentracdes, variando de 0 a 200 uM,

sendo as diluicdbes dos compostos realizadas previamente de forma seriada.
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ApoOs a adicdo dos compostos, a placa foi incubada em estufa iumida a 37 T
com 5% de CO2 por 48 horas. Apés 47 horas de incubacado foi adicionada a
resazurina em todos 0s poc¢os e determinada a viabilidade celular como descrito

no item 4.10. Foram feitas trés repeticdes do referido ensaio.

Para a determinacdo do ICso dos compostos em promastigotas, 4x106
células, em fase log de crescimento, foram adicionadas em 92 pocos da
microplaca, sendo nos 4 restantes adicionado apenas meio de cultura, 0 meio
Grace’s suplementado. Em 4 pogos, que continham células, foi adicionado meio
de cultura, mantendo células sem tratamento e, nos demais pogos foram
adicionados, em triplicata, os compostos em diferentes concentracdes, variando
de 0 a 200 uM, com as diluicdes dos compostos realizadas previamente de forma
seriada. Apos adicdo dos compostos, a placa foi incubada em estufa a 25 <C por
48 horas. Apo6s 47 horas de incubacéo foi adicionada a resazurina em todos 0s
pocos e determinada a viabilidade celular como descrito no item 4.10. Trés

repeticdes do ensaio foram feitas.

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

4.12.1. Avaliacdo da citotoxicidade em macréfagos

Em 92 dos 96 pocos de uma microplaca foram adicionadas 0,5x10°
células de macrofagos e nos 4 restantes adicionado apenas meio RPMI
completo, em um volume final de 200 uL. A placa foi incubada em estufa tmida
a 37 € com 5% de CO 2 por 24 horas. Ap0s a incubacao e adesdo das células a
placa, todo o meio de cultura foi removido e foram feitas 3 lavagens com 100 pL
de meio RPMI base (sem adic&o de soro fetal bovino) para remocéo de células

nao aderidas.

Foram feitos quatro tipos de controle: 1) os 4 pocos da microplaca de 96
pocos nos quais nao foram adicionadas células foram mantidos com apenas
meio de cultura; 2) em 4 pocos foi adicionada anfotericina B (3,125 ug/mL —

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

completo, para manter células sem tratamento.

Nos pocos restantes foram adicionados os compostos, em triplicata.
Foram testadas diferentes combinagdes dos compostos SRVIC22 e SRVIC32,
utilizando diferentes propor¢cées dos mesmos, em uma concentragdo maxima
total de 10 uM. Apds a adicdo dos compostos, a placa foi incubada em estufa
Umida a 37 T com 5% de CO 2 por 48 horas. ApGs 47 horas de incubacao foi
adicionada a resazurina em todos 0s pocos e determinada a viabilidade celular

como descrito no item 4.10. O ensaio foi realizado com trés repeticdes.

4.12.2. Avaliagao da atividade leishmanicida em promastigotas

Em 92 dos 96 pocos de uma microplaca foram adicionadas 4x10° células,
em fase log de crescimento, e nos 4 pocos restantes foi adicionado apenas meio
Grace’s suplementado, em um volume final de 200 uL. Dos poc¢os que continham
células, em 4 deles foi adicionado meio de cultura, mantendo células sem
tratamento, em outros 4 foi adicionado DMSO, na mesma concentracao utilizada
nos compostos (1%) e em mais outros 4 pocos foi adicionada anfotericina B
(3,125 ug/mL — Sigma®). Nos pocos restantes foram adicionados os compostos,
em triplicata. Foram testadas diferentes combinac¢des dos compostos SRVIC22
e SRVIC32, utilizando diferentes propor¢cdes dos mesmos, em uma
concentracdo maxima total de 10 uM. Apds a adicdo dos compostos, a placa foi
incubada em estufa a 25 T por 48 horas. Apos 47 horas de incubaca o foi
adicionada a resazurina em todos 0s pocos e determinada a viabilidade celular,

como descrito no item 4.10. Foram feitas trés repeticdes do ensaio.

4.12.3. Avaliagdo da atividade leishmanicida em ensaios de infecg&o in vitro

Em microplacas de 24 pocos foi colocada uma laminula circular por poco.

Posteriormente, foram adicionadas 5x10° células de macréfagos em cada poco,
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em um volume final de 200 pL. A microplaca foi incubada por 24 horas em estufa
Uumida a 37 T com 5% de CO 2, para permitir a adesao das células. Apds o tempo
de incubacéo todo o meio foi removido e os poc¢os foram lavados por trés vezes
com 100 pL de RPMI base (sem soro fetal bovino) para a remoc¢éao das células
que ndo se aderiram. 7,5x10° células de L. braziliensis, em fase estacionaria de
crescimento, foram adicionadas em cada poco e a placa foi incubada por mais
24 h na estufa imida, a 37 °C com 5% de CO2. Ap0s esta incubacéo, todo o meio
foi removido e foram feitas trés lavagens com 100 puL de meio RPMI base, para
remocao das células de Leishmania que néo infectaram os macrofagos. Foram
adicionados 200 pL de meio RPMI suplementado em todos os pogos e feita uma
nova incubacao por mais 24 h, para o estabelecimento da infeccdo. Apés o

periodo de incubacéo, todo o meio foi removido.

Dos pocos infectados, em 2 deles foi adicionado apenas meio de cultura,
mantendo células sem tratamento, em outros 2 pocos foi adicionada anfotericina
B (3,125 pg/mL — Sigma®) e em mais 2 pocos foi adicionado DMSO, na mesma
concentracdo utilizada nos compostos (1%). Nos pocos restantes foram
adicionados os compostos, em duplicata. Foram testados o composto SRVIC22
na concentracdo de 10 pM, o composto SRVIC32 também na concentracado de
10 uM e a combinacdo destes dois compostos na propor¢cdo de 1:1
(concentracdo final de 5 uM de cada composto). Apés a adicdo dos compostos,
a placa foi incubada em estufa imida a 37 C com 5% de CO 2 por 48 horas. Ao
final do periodo de incubacédo o meio foi removido e os pocos foram lavados com
RPMI base, para remocao de qualquer resquicio dos compostos testados. As
laminulas foram, entdo, removidas da placa e as células foram coradas usando

panotico rapido (Laborclin), de acordo com as recomendac¢des do fabricante.

Para avaliacdo da atividade leishmanicida, 300 células para cada laminula
foram avaliadas randomicamente, determinando-se a porcentagem de células
infectadas e o numero de parasitos intracelulares. O ensaio foi realizado com

trés repeticoes.
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4.13. Analise da expressédo da possivel SRPK em L. braziliensis por gPCR

Amostras de L. braziliensis em diferentes formas e fases de crescimento
(formas promastigotas em fase log, formas promastigotas em fase estacionaria
e formas amastigotas) e dos tratamentos da infeccdo de macréfagos por L.
braziliensis com DMSO (1%), AnfB (3,125 pg/mL), SRVIC22 (10 uM), SRVIC32
(10 uM) e com a combinacdo usando a proporcédo de 1:1 de cada composto
(concentracgao final de 5 uM do SRVIC22 e 5 uM do SRVIC32) foram utilizadas
para extracdo de RNA total e sintese de cDNA. A concentracdo e a qualidade
dos cDNAs obtidos foram avaliadas usando NanoDrop (Thermo Scientific™). Os
cDNAs foram utilizados, inicialmente, para a analise da eficiéncia dos primers
(Tabela 3) para genes enddégenos (GAPDH e G6PD) e para o gene da possivel
SRPK e, em seguida, foram utilizados para a anélise da expressdo da possivel

SRPK nas diferentes amostras acima citadas.

Tabela 3. Primers utilizados no qPCR.

Foward Primer Reverse Primer
GAPDH 5’ ggagatagacaaggccatcaag 3’ 5’ tgtcgttgatgaagtcagagce 3’
G6PD 5’ gtccgaggctatgtatgtcaag 3’ 5’ catcgtaccgagtgtggtatg 3’
SRPK 5’ gactctgagaagccagtigag 3’ 5’ cgtcgtcactctcttcatcttc 3’

Todas as reacdes de gPCR foram realizadas utilizando o Maxima SYBR
Green gPCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific), o qual inclui o fluor6foro SYBR
Green, Taq DNA polimerase e dNTPs em um tampé&o otimizado, sendo
necessario 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 AACT comparativo.

Para andlise da eficiéncia foram testadas, em duplicata, trés
concentracOes diferentes dos pares de primers - 100 nM, 200 nM e 400 nM, e
trés diferentes quantidades de um pool de cDNA (contendo uma aliquota de cada
amostra citada acima) - 25 ng, 75 ng e 225 ng. A especificidade da amplificagéo

foi verificada pela curva de dissociacéo ou curva de melting. A presenca de um
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anico pico na curva demonstra a especificidade, assim como confirma a auséncia
de dimeros de primers e produtos inespecificos. A condicdo que apresentou a
maior eficiéncia da reacdo, para cada par de primer, foi selecionada para
prosseguimento dos ensaios. Para a analise da expressdo génica as reacoes
foram montadas utilizando as diferentes amostras de cDNA citadas acima e as
condicbes definidas de concentracdo de primer e quantidade de cDNA. As
reacOes foram feitas em duplicata, sendo que também houve uma duplicata

bioldgica.

4.14. Andlises estatisticas

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa
GraphPad Prism (versao 6.01).

4.15. Experimento in vivo

4.15.1. Modelo animal

Para avaliagcdo da toxicidade dos compostos, in vivo, foram utilizados
camundongos BALB/c fémeas (4 a 8 semanas de idade) provenientes do Biotério
Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal
de Vicosa. Os animais, provenientes do Biotério Central — CCB/UFV, foram
transportados, no menor tempo possivel, dentro de contéineres seguros,
confortaveis e a prova de fuga, com fornecimento de agua e comida adequados
e acondicionados no biotério do setor de Imunologia e Virologia do Departamento
de Biologia Geral, na Universidade Federal de Vigosa, sob condigbes ambientais
controladas (temperatura ambiente de 22-25C, 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 dimensdes 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 solugcéo de
hipoclorito de sodio e, em seguida, colocada uma nova maravalha, previamente
autoclavada). Os animais receberam agua e comida a vontade durante todo o
experimento e foram submetidos a um periodo de adaptacdo antes do comeco
das atividades. A racéo oferecida foi do tipo comercial apropriada para ratos,
camundongos e hamsters e a agua obtida do sistema de abastecimento da
Universidade Federal de Vigcosa, sendo autoclavada antes de ser dada aos
animais. Os experimentos foram realizados em conformidade com a Comisséo
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Vigcosa (CEUA-UFV) —
certificado numero 30/2018 (Anexo 1) — e respeitando 0s principios éticos do

Cadigo de Etica Profissional do Médico Veterinario.

4.15.2. Grupos experimentais e andlise estatistica

Para avaliacdo 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 célculo do nimero de animais por grupo foi feito utilizando o software
Minitab 14®, levando em conta a forca e o tamanho da amostra. Para o célculo

foram adotados os seguintes valores: poder do teste de hip6tese igual a 0,95;

36



diferenca a ser detectada pelo teste igual a 1,17; valor de alfa igual a 0,05; e

desvio padréo de 0,5.

4.15.3. Avaliacéo da toxicidade dos compostos

Os animais receberam diferentes doses dos compostos por via
intravenosa, em dias alternados, durante um periodo de 15 dias. Para uma
melhor visualizacdo das veias, as caudas dos camundongos foram imersas em
agua quente a 40-50 T por alguns segundos e, os animais foram contidos dentro

de um pequeno recipiente para a administracdo das doses.

Apbs esse periodo de 15 dias, os animais foram eutanasiados, por
pessoal devidamente treinado, utilizando a técnica de deslocamento cervical em
substituicdo a utilizacdo de barbitdricos ou outros anestésicos gerais injetaveis
recomendados pela resolu¢cdo numero 1000, de 11 de maio de 2012, do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria. 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 figado e os rins coletados. Fragmentos destes 6rgaos foram
processados histologicamente para andalise do efeito dos compostos em sua
arquitetura. Além disto, o sangue dos animais foi coletado por puncao cardiaca
e, em seguida, centrifugado para separacdo do soro. Este, foi utilizado nas

dosagens de enzimas hepaticas, para avaliacdo dos efeitos dos tratamentos.

Foram feitas as dosagens das enzimas alanina aminotransferase (ALT),
fosfatase alcalina e gama glutamil transferase (GGT) através da utilizacdo 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). AlteragBes nos niveis de alanina aminotransferase (ALT), fosfatase
alcalina e gama glutamil transferase (GGT) permitem avaliar a presenca de
danos no tecido hepatico e alteracdes nos niveis de creatinina danos no tecido

renal.
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5. Resultados e discussao

5.1. Busca em bancos de dados

A busca por possiveis SRPKs através do Blastp, dentro do banco de
dados do NCBI e do TritrypDB, utilizando como referéncia sequéncias de SRPKs
ja descritas, permitiu a identificacdo de uma possivel SRPK (NCBI ID:
XP_001566984.1; TritryipDB ID: LbrM.30.3610) em L. braziliensis. Esta proteina
possui duas regides de dominio cinase separadas por uma regido espacadora,
0 que € uma caracteristica desta familia de proteinas cinase (Figura 5). Além
disto, o alinhamento da sequéncia encontrada com as sequéncias de SRPKs ja
descritas na literatura mostrou que essas regides de dominio cinase sao

7z

conservadas, enquanto a regido espacadora é variavel, outra caracteristica

comum a essas cinases (Ding et al., 2006; Ghosh et al., 2011; Giannakouros et
al., 2011) (Figura 6).

We found 2 Pfam-A matches to your search sequence (all significant)
-’Ek’h’ns;:i r:Fi‘kiurse;;
Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.
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Pkinase Protein kinase domain Domain CLO016 383 551 388 546 136 260 264 65.0 6.2e-18
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Figura 5. Andlise da sequéncia da SRPK encontrada no Pfam, mostrando a presenca
de duas regifes de dominio cinase.
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Figura 6. Alinhamento da sequéncia encontrada para a SRPK com sequéncias de
SRPKSs ja descritas na literatura utilizando o Clustal Omega, mostrando a presenca das
regibes de dominio cinase conservadas e a regido espacadora variavel. Residuos
idénticos estdo marcados em preto e residuos similares em cinza.
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As regides espacadoras das SRPKs humanas apresentam tamanho
variavel, de 160 a 280 residuos de aminoacidos, e regulam a localizac¢éo celular
destas proteinas (Ghosh et al.,, 2011; Giannakouros et al., 2011). Para a
TcSRPK, SRPK identificada em T. cruzi, foi observada uma regido espagadora
com cerca de 86 residuos de aminoacidos. Embora seja menor, quando
comparada as regides espacadoras das SRPKs humanas, possui um sinal de
exportacao nuclear, o que sugere uma possivel conservacao no mecanismo de
localizacé@o celular (Portal et al., 2003b). A possivel SRPK encontrada em L.
braziliensis, assim como a TcSRPK, apresenta uma regido espagcadora menor,
de 77 residuos de aminoacidos. Dessa forma, por ser um mecanismo
possivelmente conservado, pode ser que a regido espacadora da possivel SRPK

também apresente sinais que regulem sua localizacéo celular.

Adicionalmente, a possivel SRPK apresenta cerca de 31,08% de
identidade de sequéncia em relagdo a SRPK de P. falciparum e 40% de
identidade em relacdo as SRPKs humanas (SRPK1 - 40,49%, SRPK2 - 39,10%
e SRPK3 - 39,95%) enquanto para a TcSRPK a identidade €& de
aproximadamente 57% (Anexo 2). Isto indica que, além da regido de dominio
cinase, estas proteinas podem apresentar outras regibes conservadas,
reforcando a hipdtese de sinais de localizagdo celular conservados entre a
proteina de T. cruzi e a suposta proteina de L. braziliensis. A andlise da
sequéncia da possivel SRPK no NetNES 1.1 Server, ferramenta para predicao
de sinal de exportacdo nuclear (NES) (la Cour et al., 2004) mostrou a presenca
de trés residuos de aminoacidos com pontuacdo NES acima da linha de corte, o
qgue indica que esses residuos, possivelmente, participam de um sinal de

exportacao nuclear (Anexo 3).

A busca por possiveis proteinas SR através do Blastp, dentro do banco
de dados do NCBI e do TritrypDB, utilizando como referéncia sequéncias de
proteinas SR ja descritas, também permitiu a identificacdo de uma possivel
proteina SR (NCBI ID: XP_001565981.2; TritryipDB ID: LbrM.27.2280). A
sequéncia também foi avaliada através do Pfam, com o qual foi possivel observar
a presenca de motivos de reconhecimento de RNA, que sdo caracteristicos

destas proteinas. Além disto, também observamos a presenca de repeticoes SR
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na por¢cdo C-terminal, outra caracteristica destas proteinas (Zhou et al., 2013;
Howard et al., 2015) (Figura 7).

A sequéncia da possivel proteina SR quando comparada com as
sequéncias utilizadas como referéncia € um pouco maior. Possui 418 residuos
de aminoacidos enquanto as proteinas SR humanas utilizadas na busca tinham
tamanho variavel, de 221 a 344 residuos, a de T. cruzi 256 e a de P. falciparum
298. Uma outra diferenca observada diz respeito a quantidade de repeticdes SR
identificadas na regido C-terminal das proteinas. Enquanto as proteinas SR
humanas e a de P. falciparum possuem maior niumero de repeti¢cdes, poucas sdo
observadas para T. cruzi e a possivel proteina SR de L. braziliensis. Embora
possua estas diferencas, apresenta em sua sequéncia 0s elementos
caracteristicos das proteinas SR, que sao a presenca de pelo menos um motivo
de reconhecimento de RNA e a presenca de repeticbes SR, mesmo que em

pequeno numero.

We found 2 Pfam-A matches to your search sequence (all significant)
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PTAAAMREPEALAKTTAADAVGDTNGNATAAAAPAEPGTSLPVRRSAETERTSKNKILVTSIFPHTTRAQLRDAFGACGAICDLHLI
PARHMAFVGYVTDEAYKKALKLDGTNVNGSPVVVRPCPPRDDASAPASRRDASRHGNDGAGASGPKRRALDVRVVVHGVPSDVTKEA
LRAFFSPDCGPITDVYVKPEIGVAFVAFTSAENAKRAISKSGETFMGTRVKVEQRLPLICRRCDKEGHVAAQCKEHSRDSQRYSSER
HRRRRSSSSSSDRDRRRRRRSDSLDCDRRRRSDSLDCDRRRHSRSRSPPRRRRHSRSPSRHRRQKESKRD

Figura 7. Andlise da sequéncia da proteina SR encontrada, mostrando a presenca dos
motivos de reconhecimento de RNA, através do Pfam, e a presenca de repeticdes SR.

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

sequéncias para uma possivel SRPK e uma proteina SR, foram desenhados
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primers especificos para estas sequéncias, o que possibilitou a realizacdo dos

experimentos de clonagem, descritos adiante.

5.2. Curva de crescimento de L. braziliensis M2904

Para a determinacao do perfil de crescimento do parasito foi feita a curva
de crescimento em meio Grace’'s suplementado, iniciando-se com 1x10°
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 5° dia de
cultivo, alcancando a fase estacionaria de crescimento no 6°dia.

N° de cél./mL (10°)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dias

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 sao
observados na cultura, promastigotas prociclicas e promastigotas metaciclicas.
As formas prociclicas sdo mais alongadas, ndo infecciosas e se replicam
ativamente, sendo predominantes na fase log de crescimento. Ja as formas
metaciclicas sdo pequenas, delgadas, apresentam um flagelo relativamente
mais longo e sé&o infecciosas, sendo observadas na fase estacionaria de

crescimento (Cysne-Finkelstein et al., 1998). Essas diferentes fases de

42



crescimento sdo utilizadas em experimentos posteriores, como a avaliacao do
potencial leishmanicida em promastigotas totais, onde s&o utilizados parasitos
em fase log, e os ensaios de infeccao in vitro, onde se utiliza parasitos em fase

estacionaria.

A partir da curva de crescimento, determinou-se que no 6°dia € ob servada
a maior densidade de células. Este dia foi, entdo, definido para a coleta das
células, de forma a obter um maior rendimento na extracao de RNA total, que foi

utilizado nos experimentos seguintes de clonagem.

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

expresséo

O cDNA, sintetizado a partir do RNA extraido de L. braziliensis, foi
utilizado para amplificagéo, via PCR, das sequéncias de interesse, responsaveis
por codificar as proteinas 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 reacao de
ligacdo, seguindo as condi¢cbes recomendadas pelo fabricante. Foram obtidos
clones contendo as sequéncias de interesse, 3 clones para a LbSRPK e 2 clones
para a LbSR. Estes clones foram utilizados para 0s experimentos de
subclonagem em vetor de expressao. Os clones do pGEM, assim como o vetor
pET-28a, foram digeridos com as enzimas de restricdo e os fragmentos de
interesse foram inseridos no pET-28a por meio de uma reacgéao de ligacdo. Apos
a transformacéo de E. coli DH5a com os materiais provenientes das reacdes de
ligagdo do vetor pET-28a com as sequéncias de interesse foram obtidos 14
possiveis clones para a LbSRPK e 6 para a LbSR. Estes clones tiveram, entao,
seu DNA plasmidial extraido, para serem utilizados na confirmacdo da

subclonagem por PCR e ensaios de digestao usando enzimas de restri¢ao.

A regido correspondente a 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
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banda amplificada para os clones ficou na mesma altura da banda do controle
positivo, na qual foi utilizado para amplificacdo o cDNA obtido de L. braziliensis,
material que foi utilizado para a clonagem no pGEM e, na reacdo do controle
negativo, na qual foi adicionada agua ao invés de material genético, ndo houve
nenhuma amplificacdo, demonstrando que ndo houve contaminacéo durante o
processo. Ainda, a digestdo com as enzimas de restricdo, Ndel e EcoRI, liberou
um fragmento correspondente ao tamanho esperado, sendo observada uma
banda entre 2.000 e 3.000 pb.

A Possiveis clones

|

pETvazio 2.1 22 23 24 25 26 27 28 29 210 211 212 213 214

PM  C- C+ 29 212 PM 2.9 2.12

5000 pb

2229 pb 4000 pb
3000 pb

~5300 pb

2000 pb 2229 pb

1500 pb

1000 pb
850 pb
650 pb

500 pb
400 pb
300 pb
200 pb
100 pb

Figura 9. Subclonagem da LbSRPK em vetor de expressao pET-28a. A) DNA plasmidial
dos clones obtidos. B) PCR dos clones selecionados com os primers especificos e C)
Digestéo dos clones selecionados com as enzimas de restricdo Ndel e EcoRI. Todas as
amostras foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 1%. PM = padréo de
peso molecular; C- = controle negativo (dgua); C+ = controle positivo (cDNA de L.
braziliensis); e os nimeros representam os possiveis clones obtidos.
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Ja a regido correspondente a 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. Ndo houve amplificacdo no controle negativo, no qual
foi adicionada agua ao invés de material genético, demonstrando que n&do houve
contaminagao 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 amplificacdo o cDNA obtido de L. braziliensis, material
utilizado para a clonagem no pGEM. Além disto, a digestéo utilizando as enzimas
de restricdo, Ndel e Xhol, liberou um fragmento correspondente ao tamanho

esperado, sendo observada uma banda entre 1.000 e 1.500 pb.

A Possiveis clones

pETvazio 1 2 3 4 5 6

B PCR Clivagem

M C c+ 1 3 5 6 1 3 5 6

5000 pb
4000 pb
3000 pb

<+ ~5300 pb

2000 pb

1500 pb 1257 pb

1000 pb
850 pb

650 pb
500 pb
400 pb
300 pb
200 pb
100 pb

Figura 10 . Subclonagem da LbSR em vetor de expressdo pET-28a. A) DNA plasmidial
dos clones obtidos. B) PCR dos clones selecionados com os primers especificos e
digestdo dos clones selecionados com as enzimas de restricdo Ndel e Xhol. Todas as
amostras foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 1%. PM = padréo de
peso molecular; C- = controle negativo (dgua); C+ = controle positivo (cDNA de L.
braziliensis); e os nimeros representam os possiveis clones obtidos.
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Os clones confirmados por PCR e ensaios de digestdo também foram
sequenciados, confirmando que apresentavam as sequéncias corretas inseridas

no DNA plasmidial e que estas se encontravam no quadro de leitura correto.

5.4. Expresséao das proteinas recombinantes em E. coli

Os plasmideos recombinantes foram, entdo, inseridos em E. coli BL21
(DES3) RIL por transformacéo e as bactérias transformadas foram cultivadas em
meio LB liquido. A inducdo da expressdo das proteinas foi feita sob diferentes
condicBes de temperatura (30 T e 37 ), tempo (0 h a5 h) e concentracdo de
IPTG (0,10 mM e 0,25 mM). As fracdes sollveis e insoluveis da LbSRPK e da
LbSR obtidas para cada condicdo testada, de temperatura, tempo e
concentracdo de IPTG, foram avaliadas por SDS-PAGE e Western blotting para
comprovar a producdo das proteinas, avaliar em qual fracdo elas se
encontravam e quais parametros geraram um maior rendimento. Todas as
amostras foram previamente quantificadas pelo método de Bradford (Bradford,

1976), sendo aplicadas 10 ug de cada amostra nos géis.

Como mostrado na Figura 11, podemos observar que a expressdo da
LbSRPK a 37T foi maior quando comparada a expressao a 30C, entretanto na
temperatura de 30C a proteina se encontrava predominantemente na fraca o
soltvel enquanto na temperatura de 37<C verificamos o contrario, a proteina se
encontrava na fracdo insoltvel. A reducéo da temperatura leva a uma diminuicédo
na velocidade de sintese das proteinas, com isso, a maquinaria de enovelamento
consegue atuar por mais tempo nas proteinas produzidas. Dessa forma, o
dobramento correto evita que elas se agreguem e precipitem, permanecendo na
fracdo soluvel. Entre as concentracdes de IPTG testadas, 0,10 mM e 0,25 mM
nao foram observadas diferencas no nivel de expressdo. Quando comparados
0s tempos, podemos ver que a expressao com 1h de indu¢do € um pouco menor,
passando a ndo apresentar diferenca apos 2h de indugdo. A diferenca que
podemos observar é com relacdo a fracdo onde se encontra a proteina. Com o
passar do tempo, na temperatura de 30C, a quantidade de protein a encontrada

na fracdo insoluvel aumenta. A medida que aumenta o tempo de inducdo
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aumenta a quantidade de proteina produzida, o que favorece a ocorréncia de
agregados proteicos, que precipitam, e a proteina passa a ser encontrada na
fracdo insoluvel. Ja& na temperatura de 37C, passamos a encontrar uma

pequena quantidade da proteina na fracdo solavel.

SDS-PAGE Western blotting

A Oh Oh 1h 1h 2h 2h 3h 3h 4h 4h Sh Sh B Oh Oh 1h 1h 2h 2h 3h 3h 4h 4h Sh Sh
BSA FS C FS O FS C FS O Fs O FS C

PM BSA FS €1 FS C FS cI FS CI FS CI_Fs C

30°C

0,10 mM IPTG

C Oh Oh 1h 1h 2h 2h 3h 3h 4h 4h Sh Sh D Oh Oh 1h 1h 2h 2h 3h 3h 4h 4h Sh Sh
BSA FS CI_FS C _FS Cl_FS C_FS _C _FS C PM BSA FS CI FS C _FS c Fs C FS O 5

66,5 KDa=—|

0,25 mM IPTG
30°C

E Oh Oh 1h 1h 2h 2h 3h 3h 4h 4h Sh Sh F oh Oh 1h 1h 2h 2h 3h 3h 4h 4h Sh Sh
a O FS O FS O Fs O _Fs_Cl PM BSA F 3

s
B
B

R

0,10 mM IPTG

Oh Oh 1h 1h 2h 2h 3h 3h 4h 4h Sh Sh

PM BSAFS C FS C FS C FS C FS C FS C

0,25 mM IPTG

Figura 11. Andlise da expressao da LbSRPK por SDS-PAGE 10% e Western blotting.
A e B) 0,10 mM de IPTG e 30C; C e D) 0,25 mM de IPTG e 30C; E e F) 0,10 MM de
IPTG e 37C; G e H) 0,25 mM de IPTG e 37C. PM = padréo de peso molecular; B SA =
albumina sérica bovina — utilizada como controle negativo para o Western blotting; FS =
frac@o soluvel e CI = corpo de incluséo, fracéo insoluvel. As setas indicam as bandas
de interesse. Foram utilizados os anticorpos anti-his monoclonal produzido em
camundongo (Cusabio), diluicdo 1:3.000 e anti-lgG de camundongo conjugado com
peroxidase (Sigma), diluicdo 1:10.000.
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Para a proteina LbSR podemos observar, através da Figura 12, que a
quantidade de proteina produzida, na temperatura de 30<C, foi um p ouco maior
quando utilizou-se a concentracdo de 0,10 mM de IPTG. Em ambas as
concentracdes de indutor, 0,10 e 0,25 mM, a expressao da proteina aumenta
com o decorrer do tempo, sendo que, na concentracdo de 0,10 mM, a partir de
4h de inducgédo a proteina também passa a ser encontrada na fragao insoluvel, o
que ndo €é observado na concentracao de 0,25 mM. Na temperatura de 37<C, as
quantidades de proteina induzidas foram equivalentes em ambas as
concentracfes de IPTG testadas, com a expressdo aumentando ao longo do
tempo de inducéo. Entretanto, observamos diferencas quanto as fracdes onde a
proteina se encontra. Para a concentracéo de 0,10 mM de IPTG a proteina pode
ser encontrada em ambas as fracdes, estando predominantemente na fracdo
insoltvel até 3h de inducdo. Nos tempos de 4h e 5h se encontra em maior parte
na fracdo sollvel. J& para a concentracdo de 0,25 mM de IPTG a proteina é
encontrada predominantemente na fracdo soluvel até 2h de inducéo, na fracdo
insolivel com 3h e 4h e volta a estar em maior quantidade na fracdo solavel no

tempo de 5h de inducéo.

Diante do exposto, foram selecionadas as melhores condi¢cbes para a
producdo das proteinas em maior escala, sendo escolhidos os parametros que
permitiram obter uma maior quantidade de proteina na fracao sollvel. Assim,
foram escolhidos para a LbSRPK as seguintes condi¢des: temperatura de 30C,
concentracéo de IPTG de 0,10 mM e tempo de inducéo de 2 horas. Ja para a
LbSR foram as seguintes condicfes: temperatura de 30C, concentracdo de
IPTG de 0,10 mM e tempo de inducdo de 3 horas.
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SDS-PAGE Western blotting
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Figura 12. Andlise da expresséo da LbSR por SDS-PAGE 12% e Western blotting. A e
B) 0,10 mM de IPTG e 30C; C e D) 0,25 mM de IPTG e 30C; Ee F ) 0,10 mM de IPTG
e 37C; G e H) 0,25 mM de IPTG e 37C. PM = padrdo de peso molecular; B SA =
albumina sérica bovina — utilizada como controle negativo para o Western blotting; FS =
fracao soltvel e Cl = corpo de inclusao, fracdo insolavel. As setas indicam as bandas
de interesse. Foram utilizados os anticorpos anti-his monoclonal produzido em
camundongo (Cusabio), diluicdo 1:3.000 e anti-lgG de camundongo conjugado com
peroxidase (Sigma), diluicdo 1:10.000.
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5.5. Purificacao das proteinas

Com as condicfes de expressao definidas as proteinas foram induzidas
em um maior volume de meio. Os pellets formados pelas células de E. coli
cultivadas foram lisados e o0s extratos brutos proteicos presentes nas fracoes
soluveis foram utilizados para purificacdo da LbSRPK e LbSR por cromatografia
de afinidade, uma vez que as proteinas possuem uma cauda constituida de seis
residuos de histidina na sua porcédo N-terminal. Na primeira purificacéo realizada
para cada proteina a eluicao foi feita utilizando um gradiente de 0-100% do
tampao de eluicdo (50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 300 mM imidazol e 5%
glicerol, pH 7,5). As fracfes obtidas para cada proteina foram, entéo, analisadas
por SDS-PAGE e Western blotting.

Através da andlise das fracdes obtidas para a LbSRPK (Figura 13),
podemos ver que as primeiras fracdes eluidas ndo contém a proteina de
interesse, mas possuem outras proteinas de diferentes tamanhos. A partir da
fracdo de numero 4 é encontrada uma banda do tamanho de interesse,
confirmada como sendo a LbSRPK através do Western blotting. Embora a
LbSRPK esteja em maior concentracdo podemos observar a presenca de outras

proteinas junto com a de interesse.
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Figura 13. Purificacdo da LbSRPK por cromatografia de afinidade com eluigcdo por
gradiente. A) Representacgéo grafica do perfil de eluicdo da proteina, na qual os nimeros
em vermelho indicam as fragdes coletadas; B) SDS-PAGE 10% e C) Western blotting
das frac6es obtidas. PM = padrdo de peso molecular; BSA = albumina sérica bovina —
utilizada como controle negativo para o Western blotting; Lis. = lisado, fragdo soluvel;
VNL = volume néo ligado a coluna. Foram utilizados os anticorpos anti-his monoclonal
produzido em camundongo (Cusabio), diluicdo 1:3.000 e anti-lgG de camundongo
conjugado com peroxidase (Sigma), diluicdo 1:10.000.

Como mostrado na Figura 14 , uma por¢éo da LbSR néo se ligou a coluna,
sendo observada no volume nédo ligado. Isto ocorreu, provavelmente, devido a
presenca de uma maior quantidade da proteina, o que levou a saturagéo da
coluna. Podemos ver que as primeiras fracdes eluidas ou ndo possuem a
proteina de interesse ou possuem em pequena quantidade, apresentando mais
proteinas de tamanhos diferentes. Através do Western blotting confirmamos a
presenca da LbSR a partir da fragdo 3, sendo encontrada em maior quantidade
nas fracdes 6, 7 e 8. Embora a LbSR esteja em maior concentra¢do, também
podemos observar a presenca de outras proteinas junto com a de interesse.
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Figura 14 . Purificacdo da LbSR por cromatografia de afinidade com eluicdo por
gradiente. A) Representagéo grafica do perfil de eluicdo da proteina, na qual os numeros
em vermelho indicam as fracdes coletadas; B) SDS-PAGE 12% e C) Western blotting
das frac6es obtidas. PM = padrdo de peso molecular; BSA = albumina sérica bovina —
utilizada como controle negativo para o Western blotting; Lis. = lisado, fragdo soluvel;
VNL = volume néo ligado a coluna. Foram utilizados os anticorpos anti-his monoclonal
produzido em camundongo (Cusabio), diluicdo 1:3.000 e anti-lgG de camundongo
conjugado com peroxidase (Sigma), diluicdo 1:10.000.

Como dispunhamos de um anticorpo primario anti-proteinas SR (1H4)
(Thermo Scientific), para confirmar a presenca da LbSR foi feito um Western
blotting utilizando tal anticorpo. Foram analisadas amostras de lisado de L.
braziliensis, para mostrar a presenca das proteinas SR nos parasitos, bem como
da LbSR purificada (Figura 15). Verificamos que houve a marcacao tanto da
proteina purificada quanto de proteinas presentes no lisado de L. braziliensis,
sendo uma delas de tamanho préximo ao da proteina recombinante. Como este
anticorpo é especifico para epitopos fosforilados das proteinas SR, € possivel
que as duas bandas apresentadas pela proteina purificada representem
diferentes estados de fosforilacdo da LbSR. Este padrdao de bandas em doublet
ja foi observado para proteinas SR, representando estados hipo e
hiperfosforilados destas proteinas. Foi mostrado, ainda, que a presenca das

fosforilacbes 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 fosforilacdo tem emergido como uma das
principais modificacdes poés-traducionais em bactérias, estando envolvida na
regulacdo de diversos processos fisioloégicos. eSTKs (cinases bacterianas
semelhantes as cinases Ser/Thr eucaridticas) ja foram identificadas, estando
relacionadas com a fosforilacdo de diferentes substratos em residuos de serina
ou treonina (Kobir et al., 2011; Cousin et al., 2013; Dworkin, 2015; Mijakovic et
al., 2016). E possivel que algumas destas cinases, presentes na bactéria,
tenham reconhecido sitios de fosforilacdo na proteina recombinante, levando a

observacéo da proteina em diferentes estados de fosforilagao.

A A B
C+ LbSR Lis PM  BSA C+ LbSR Lis.

116 KDa— 140 KDa—
100 KDa—
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-
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18,4 KDa— - F =% 15 KDa=—

Figura 15. Analise da LbSR e de lisado de Leishmania utilizando anticorpo anti-
proteinas SR (1H4). A) SDS-PAGE 12% e B) Western blotting das amostras. PM =
padrdo 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-
proteinas SR (1H4) (Thermo Scientific), diluicdo 1:5.000 e anti-lgG de camundongo
conjugado com peroxidase (Sigma), diluicdo 1:10.000.

Com a eluicho em gradiente foi possivel determinar com quais
concentracdes de imidazol as proteinas permanecem retidas na coluna e a partir
de quais sdo eluidas, permitindo assim, que nas purificacdes posteriores a
eluicdo das proteinas fosse feita em steps. Para eluicdo da LbSRPK foi utilizado
um step de 30% do tampéo B e depois 100% do tampéo B (Figura 16). E para
a LbSR um step de 50% e posteriormente 100% do tampéo B para eluicdo

(Figura 17). As principais fragfes obtidas, contendo as proteinas de interesse,

53



foram dialisadas utilizando membrana de celulose que retém proteinas de peso
molecular maior que 12 KDa.

Podemos observar (Figura 16) que apos a utilizacdo de 30% do tampéao
de eluicdo uma pequena quantidade da LbSRPK foi eluida junto com proteinas
de tamanhos diferentes, fragdes estas que representam o primeiro pico no perfil
de eluicdo. Com 100% do tampé&o foram observados mais dois picos no perfil de
eluicdo, sendo que as fracdes coletadas destes picos contém a quase totalidade
da LbSRPK. Assim como na eluicdo por gradiente, embora a LbSRPK se
encontre em maior concentragdo podemos encontrar outras proteinas, de
tamanhos diferentes, junto com a proteina de interesse. Para aumentar a pureza
da proteina outras técnicas podem vir a ser utilizadas, como por exemplo, uma

cromatografia por exclusdo molecular.
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Figura 16. Purificagdo por cromatografia de afinidade da LbSRPK com eluigdo por
steps. A) Representacao grafica do perfil de eluicdo da proteina; B) SDS-PAGE 10%
das fracdes obtidas e C) SDS-PAGE 10% das principais fra¢cdes (as quatro primeiras
fracOes do pico 2 e 3) apods didlise. PM = padrédo de peso molecular; BSA = albumina
sérica bovina; Lis. = lisado, fracdo soltvel; VNL = volume néo ligado a coluna.
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Para a purificacdo por steps da LbSR (Figura 17), vemos que apos a
utilizacdo de 50% do tampao de eluicdo uma pequena fracdo da proteina de
interesse foi eluida junto com proteinas de tamanhos diferentes - fragcdes do
primeiro pico no perfil de eluicdo. Com 100% do tampao foi observado apenas
mais um pico no perfil de eluicdo, com as fracdes coletadas contendo a maior
parte da proteina de interesse. Embora a LbSR esteja em maior concentracéo
podemos observar a presenca de outras proteinas junto com a de interesse,
podendo vir a ser utilizadas outras técnicas a fim de se aumentar o grau de

pureza.
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Figura 17. Purificacdo por cromatografia de afinidade da LbSR com elui¢do por steps.
A) Representagdo gréafica do perfil de eluicdo da proteina; B) SDS-PAGE 12% das
fracGes obtidas e C) SDS-PAGE 12% das principais fracdes (as duas primeiras fracdes
do pico 2) apoés dialise. PM = padrao de peso molecular; BSA = albumina sérica bovina;
Lis. = lisado, fra¢éo soltuvel; VNL = volume néo ligado a coluna.
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A obtencao das proteinas purificadas permitira a realizacéo de ensaios de
caracterizagédo bioquimica das mesmas, bem como a realizacdo de testes com

inibidores, selecionando compostos de forma mais especifica para a LbSRPK.

5.6. Construgéo dos modelos tridimensionais das proteinas

Foram construidos trés modelos (Figura 18), um para a LbSR,
abrangendo a sequéncia completa da proteina, e dois para a LbSRPK, sendo
gue um também abrange toda a sequéncia da proteina e o outro contém apenas
as regibes de dominio cinase. As regides mais desordenadas e flexiveis da
proteina foram removidas - residuos de aminoacidos de 1-123, 311-388 e 558-
742, que correspondem as regides N-terminal, espacadora e C-terminal,
respectivamente - construindo um modelo da proteina truncada (LbSRPKt),

contendo apenas as duas regides de dominio cinase (Anexo 4).

Figura 18. Modelos tridimensionais das proteinas. Modelos construidos para as
sequéncias completas A) da LbSR e B) da LbSRPK; C) Modelo da LbSRPK truncada,
contendo apenas os residuos pertencentes ao dominio cinase. D) Sobreposi¢cdo dos
dois modelos gerados para a LbSRPK, mostrando que o nicleo catalitico foi mantido na
proteina truncada.

Todos os modelos construidos foram validados utilizando os programas
RAMPAGE (Ramachandran Plot Assessment), Procheck, Errat, Verify3D e
ProSA-web (Protein Structure Analysis) (Anexo 5). Apenas o modelo da proteina
LbSRPK truncada foi aprovado em todos os parametros avaliados pelos
programas. Os outros modelos, por conterem a sequéncia completa das
proteinas, apresentam regides mais flexiveis e desordenadas, o que dificulta a
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modelagem. Por causa disto, ndo foram aprovados em todos os parametros
analisados. Ambos os modelos, da LbSRPK e da LbSR, ndo foram aprovados
na andlise do Verify3D, apresentando menos de 80% dos residuos de
aminoacidos com score maior ou igual a 0,2 (ponto de corte do programa). O
modelo da LbSR apresentou, ainda, mais de 5% do seu numero de residuos em
areas ndo permitidas, de acordo com a analise no RAMPAGE e, apresentou
algumas regides probleméticas no N- e C-terminal, segundo a analise no ProSA.

Uma vez que as estruturas cristalograficas das proteinas humanas
SRPK1 (PDB ID: 1WAK) e SRPK2 (PDB ID: 2X7G) truncadas podem ser
encontradas no PDB foi avaliado se o0 modelo da LbSRPKt se aproxima das
estruturas apresentadas pelas proteinas 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 quadratico (RMSD)
de 1,26 A e com o cristal da SRPK2 humana de 1,327 A. O alinhamento das
proteinas humanas entre si gerou um RMSD de 0,449 A. Este pequeno desvio
apresentado entre as estruturas confirma a proximidade existente entre elas.
Através da comparacgéao entre as estruturas truncadas, observamos na LbSRPKt,
assim como nas SRPKs humanas, a presenca de um enovelamento bilobular,
no qual o I6bulo menor é composto, principalmente, de folhas- e possui o sitio
de ligacao de ATP, e o I6ébulo maior € composto, predominantemente, de a-

hélices e apresenta residuos importantes para a ligacao 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 cristalogréficas 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 andlises fisico-quimicas

dos compostos

O modelo da LbSRPKt foi utilizado para realizacdo dos dockings com o
SRPIN340 e uma série de analogos (SRVIC15 a SRVIC36) deste composto
(Figura 20 ). Também foi feito o docking com a molécula de ATP, uma vez que o
SRPIN340 € um inibidor ATP-competitivo, bloqueando a atividade de cinase das
SRPKs por impedir a ligacdo do ATP no sitio ativo das enzimas (Fukuhara et al.,
2006).

SRPIN340 SRVIC15 SRVIC16 SRVIC17 SRVIC18 SRVIC19
SRVICZO SRVIC21 SRVIC22 SRVIC23 SRVIC24 SRVIC25

CH CHy CF;

% % » % % %

A Qe

SRVICZG SRVIC27 SRVIC28 SRVIC29 SRVIC30 SRVIC31
SRVIC32 SRVIC33 SRVIC34 SRVIC35 SRVIC36

Figura 20. Estrutura quimica dos compostos. A primeira estrutura corresponde ao
SRPIN340 e as demais estruturas representam analogos deste.

Dos 22 anélogos apenas um interage com uma regido diferente da
proteina, sendo ele o SRVIC17. Todos 0os demais compostos interagem com a
mesma regido de ligacdo do ATP e do SRPIN340, incluindo os anélogos

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 for¢ca de interacdo com a
proteina. 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 pontuac¢des enquanto
0o SRVIC32 apresentou uma das melhores, sendo, inclusive, maior que a
apresentada pelo SRPIN340. Podemos observar também que outros analogos
obtiveram melhores pontuac¢fes, quando comparados aos analogos SRVIC22 e
SRVIC32. Entretanto, como mostrado por Onofre (2017) estes analogos ndo
apresentaram atividade leishmanicida e, ainda, o SRVIC30, que apresentou o
maior valor de docking score foi toxico para macrofagos, sendo descartado.
Desta forma, foi observado que os valores de docking score ndo se
correlacionaram com o dado biolégico obtido anteriormente, por meio de ensaio
de infecgéo utilizando o parasito. Como 0 ensaio ndo foi realizado utilizando a
proteina purificada, a atividade leishmanicida apresentada pelos compostos
pode ser resultante da atuacdo destes sobre outros alvos no parasito ou na

célula hospedeira (macrofagos).

Figura 21. Docking dos compostos com a LbSRPK truncada. Dockings com A) ATP; B)
SRPIN340; C) os 22 analogos do SRPIN340; D) SRVIC22 e E) SRVIC32.
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Tabela 3. Valores de docking score para cada molécula avaliada.

: Dockin . Dockin . Dockin
Ligante scoreg Ligante scoreg Ligante score (K(?al)

ATP -9,0 SRVIC21 -85 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

J& se sabe que o SRPIN340 interage com o sitio de ligacdo de ATP da
SRPK1 humana e forma extensas interacdes hidrofébicas com os residuos L86,
V94, F165, L168, L220, Y227 e L231. O atomo de oxigénio do grupo carbonila
do SRPIN340 fixa a posicdo do ligante pela formacdo de uma ligacdo de
hidrogénio com a amida da cadeia principal da L168. Essa ligagdo aproxima o
grupo trifluorometil do peptideo L168-G169, provocando a inversdo deste
peptideo. Apés a inversdo, o oxigénio da cadeia principal da L168 forma uma
ligagdo de hidrogénio com o nitrogénio da cadeia principal da V223,
potencialmente estabilizando a estrutura. Esta inversdo é provavelmente o fator
necessario para a inibicao potente da SRPK1 (Morooka et al., 2015). Embora o
SRPIN340 apresente um maior valor de docking score quando comparado ao
SRVIC22, indicando uma melhor interagdo com a LbSRPK, ele ndo apresentou
atividade leishmanicida. Como mostrado anteriormente, existem diferencas entre
as sequéncias das SRPKs. Quando comparadas as regides de interacdo com o
SRPIN340 das duas proteinas, a LbSRPK nao possui este peptideo importante
(L168-G169) em posicdes similares, ndo possibilitando a ocorréncia da inverséo
e, consequentemente, levando a n&o inibicao. Por outro lado, as alteracdes feitas
nos analogos SRVIC22 e SRVIC32 alteram a hidrofobicidade das moléculas,
possibilitando a ocorréncia de novas interagbes, o que levaria a inibicdo da
LbSRPK.

Como os analogos SRVIC22 e SRVIC32 ndo foram aqueles que
apresentaram os maiores valores de docking score, o que explicaria a atividade

leishmanicida apresentada por estes compostos e nao pelos demais, foram
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analisadas algumas propriedades fisico-quimicas dos compostos, a fim de
compreender a melhor atividade apresentada por eles. Foram analisadas a
polarizabilidade e a area de superficie de Van de Waals dos analogos SRVIC22
e SRVIC32, do SRPIN340 e dos demais analogos que apresentaram um maior

valor de docking score (Tabela 4).

Tabela 4. Andlise de propriedades fisico-quimicas dos compostos com maior docking
score e dos compostos que possuem atividade leishmanicida in vitro.

Polarizabilidade Area de superficie 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 atomo ou molécula
possui de ter sua distribuicéo eletrénica distorcida por um campo elétrico externo.
Desta forma, quanto maior a polarizabilidade maior a tendéncia em alterar a
densidade eletrbnica, gerando dipolos momentaneos, facilitando, assim, a
ocorréncia de interacdes intermoleculares (Miller et al., 1979; Jensen, L., 2002).
Podemos ver (Tabela 4) que embora essa propriedade seja importante para uma
melhor interacdo do composto com a proteina néao foi um fator determinante para
gue o composto apresentasse atividade leishmanicida, uma vez que compostos
que ndo apresentaram atividade apresentaram valores de polarizabilidade
maiores que os analogos SRVIC22 e SRVIC32. A analise da area de superficie
de Van der Waals, também apresentada na Tabela 4, representa a area de
superficie acessivel dos compostos, desta forma, quanto maior o valor
apresentado maior a possibilidade de interacdo com outras moléculas. Foi
observado que os analogos SRVIC22 e SRVIC32, para esta propriedade, foram
0S que apresentaram 0s maiores valores, indicando que este fator pode ter sido
determinante para que apresentassem atividade leishmanicida nos

experimentos de infeccao.
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De acordo com Onofre (2017), ambos os analogos, SRVIC22 e SRVIC32,
apresentaram atividade, entretanto, o0 SRVIC32 apresentou melhores resultados.
Isto pode ser devido ao fato de que, quando comparados entre si, além de
apresentar uma maior area de superficie de Van der Waals, o SRVIC32 ainda

apresenta uma maior polarizabilidade e um maior docking score (Tabela 3).

Diante de tudo que foi exposto, ha indicios de que os analogos possam
estar atuando sobre a LbSRPK, levando a sua inibicdo. Entretanto, essa hipotese
ainda nao foi confirmada experimentalmente, por isso ndo podemos descartar a

possibilidade de que estes analogos atuem de outras formas sobre o parasito.

5.8. IC50 dos analogos SRVIC22 e SRVIC32 em macrofagos RAW 264.7 e
promastigotas

Foi determinada a concentracdo de cada composto capaz de inibir 50%

do crescimento (IC50) de macréfagos e promastigotas (Figura 22).
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Figura 22. 1C50 dos anélogos SRVIC22 e SRVIC32 em A) Macréfagos RAW 264.7 e B)
Promastigotas.

Os valores de IC50 para o SRVIC32, tanto em macréfagos quanto em
promastigotas, foram menores que os observados para o SRVIC22. O analogo

SRVIC32 apresenta uma pior solubilidade no meio de cultura utilizado nos
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macrofagos, precipitando quando utilizado em maiores concentragdes. Isto levou

a uma reducao no valor de R2.

5.9. Avaliagéo, in vitro, do efeito dos compostos combinados

Inicialmente, para a determinacédo do efeito dos compostos SRVIC22 e
SRVIC32 combinados, as propor¢cdes de cada composto a serem utilizadas
foram definidas com base nos valores de ICso apresentados em macrofagos e
em promastigotas (Figura 22 ), sendo utilizadas diferentes porcentagens do valor
do ICso0. Entretanto, todas as combinacdes testadas se mostraram toxicas para
os macréfagos (dados ndo mostrados), e, desta forma, ndo puderam ser

utilizadas para o prosseguimento dos experimentos.

Como mostrado por Onofre (2017), os compostos quando utilizados na
concentracdo de 10 uM nao foram toxicos para os macréfagos e apresentaram
atividade leishmanicida. Assim, para a determinacdo do efeito dos compostos
combinados foram utilizadas diferentes propor¢cdes dos mesmos, com uma
concentracdo maxima total de 10 uM. As diferentes combinac¢des foram testadas
em macrofagos e em promastigotas (Figura 23 ). Nenhuma das combinacdes
foram toxicas para os macréfagos, que apresentaram para todas uma taxa de
sobrevivéncia maior que 80%. Este ponto de corte foi definido pois representa o
minimo de sobrevivéncia ja observado para os macréfagos quando tratados com
a anfotericina B em todos os experimentos realizados pelo nosso grupo de
pesquisa. Além disto, as combinacdes testadas ndo apresentaram atividade
leishmanicida sobre as formas promastigotas, que apresentaram taxa de
sobrevivéncia de aproximadamente 100%. O ponto de referéncia de 20% foi
definido pois representa o0 maximo de sobrevivéncia ja 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. Analise do efeito dos compostos na concentracdo de 10 uM e quando
combinados em diferentes propor¢ées. A) Efeito em macréfagos RAW 264.7 e B) Efeito
em promastigotas. DMSO (1%) e Anf B (3,125 ug/mL) foram utilizados como controle.

Entretanto, nos experimentos de infeccdo de macréfagos por L.
braziliensis, in vitro, foi observada atividade leishmanicida dos compostos
(Figura 24). O tratamento com o0s analogos levou a uma reducado tanto na
porcentagem de células infectadas quanto no numero de amastigotas
intracelulares. O SRVIC22, na concentracéo de 10 uM, levou a uma reducao de
40% na taxa de infeccéo e de 44% no numero de amastigotas intracelulares. Ja
o SRVIC32, também na concentracdo de 10 uM, reduziu 55% da taxa de
infeccdo e 60% do numero de amastigotas intracelulares. A combinacdo dos
compostos testada, utilizando 5 uM de cada composto obteve os mesmos
percentuais de reducdo apresentados pelo SRVIC32 sozinho, quando este foi
utilizado na concentracdo de 10 uM.
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Figura 24. Analise do efeito dos compostos na concentracdo de 10 uM e quando
combinados na proporgdo de 1:1 (concentragéo final de 5 uM de cada composto). A)
Porcentagem de macroéfagos infectados e B) NUmero 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 pg/mL). Os asteriscos logo acima
das colunas representam as diferencas obtidas com relacdo ao controle de células
infectadas sem tratamento e os acima das barras com relagdo aos compostos quando
comparados entre si. * representa diferenca significativa com p<0,05; ** com p<0,01;
*** com p<0,001 e *** com p<0,0001.

5.10. Andlise da expresséo da LbSRPK por gPCR

Inicialmente, para a padronizacdo das reacdes foram testadas trés
concentracbes dos pares de primers e trés quantidades de cDNA, sendo
escolhidas as condigbes que forneceram a maior eficiéncia de reagao (mais
proxima de 1) (Tabela 5). As reacdes padronizadas apresentaram uma eficiéncia
semelhante, o que possibilitou a utilizagdo do método do AACT comparativo,
para a quantificacdo relativa da expressdo génica (Livak et al.,, 2001). A
expressao da LbSRPK foi, entdo, analisada em promastigotas em fases log e
estacionaria de crescimento, em amastigotas e, ainda, apds o tratamento da
infecgdo com DMSO (1%), Anf B (3,125 pg/mL), SRVIC22 (10 uM), SRVIC32 (10
HM) e a combinacdo dos compostos na proporgao de 1:1 (concentracéo final de

5 UM de cada composto) (Figura 25).
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Tabela 5. Par@metros escolhidos para as reagoes.

Concentracdo dos pares Quantidade de Eficiéncia
de primers cDNA

SRPK 200 nM 225 ng 0,992
GAPDH 200 nM 225 ng 0,972

G6PD 400 nM 225 ng 0,994
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Figura 25. Andlise da quantidade de mRNA da LbSRPK por qPCR. A) Analise da
quantidade em promastigotas em fase log de crescimento (Prom. log) e em fase
estacionaria (Prom. est) e em amastigotas, provenientes da infec¢do de macréfagos por
L. braziliensis (Amast.). B) Analise da quantidade ap0s o tratamento da infeccdo com
DMSO (1%), Anf B (3,125 pg/mL), SRVIC22 (10 puM), SRVIC32 (10 uM) e a combinacéo
dos analogos na proporcao de 1:1 (concentracédo final de 5 uM de cada composto). Os
asteriscos logo acima das colunas, em B, representam as diferencas obtidas com
relagé@o ao tratamento com DMSO 1% (controle) e os acima das barras com relagéo aos
compostos quando comparados entre si. * representa diferenca 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 estacionaria. Nao ha
diferenca entre as quantidades de mRNA em promastigotas em fase estacionaria
e amastigotas. Visto que a quantidade de mRNA é maior em uma fase de
crescimento em que ha predominancia de formas promastigotas metaciclicas
(infecciosas) e em formas amastigotas (formas intracelulares, também
infecciosas) é possivel que a LbSRPK desempenhe funcdes relacionadas a

infecgdo e/ou manutencéo da mesma.
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Como observado na Figura 23 o tratamento das formas promastigotas
(fase log) com os analogos ndo apresentou atividade leishmanicida, por outro
lado, foi detectada atividade sobre as amastigotas, na infeccao (Figura 24 ). Em
relacdo ao mRNA da LbSRPK (Figura 25) observou-se maior quantidade nas
formas amastigotas do que nas promastigotas. Portanto, os analogos teriam

maior atividade inibitéria sobre as formas amastigotas.

Ademais, durante o tratamento da infeccdo, ndo houve alteracdo na
quantidade de mRNA quando foi utilizado o SRVIC22 sozinho. Apenas
verificamos alteracdo quando o SRVIC32 est& presente no tratamento, seja em
maior concentracéo (10 uM) ou menor (5 uM). Diante disto, pode-se pensar que
0 SRVIC32 realmente atue inibindo a LbSRPK e o parasito, para compensar a
auséncia da atividade da cinase, aumenta a estabilidade do mRNA responsavel

por codificar a LbSRPK, garantindo uma maior producéo da proteina.

5.11. Avaliacéo da toxicidade dos analogos SRVIC22 e SRVIC32 in vivo

Para avaliacdo da toxicidade dos analogos in vivo foram testadas trés
diferentes concentragcdes de cada composto — 0,5; 1,0 e 2,0 mg/Kg/dia do
SRVIC32e1,0; 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). Apds receberem as dosagens, durante
15 dias alternados, os camundongos foram eutanasiados e foram coletados
figado e rins dos animais. Fragmentos destes o6rgdos foram processados
histologicamente para andlise do efeito dos compostos em sua arquitetura
(Figuras 26 e 27 ). A andlise das laminas histoldgicas foi feita sob a orientacéo
da professora Mariana Machado Neves, do Departamento de Biologia Geral da
UFV.

Nenhuma alteragdo foi observada na arquitetura dos 6rgdos. Podemos
ver, nos rins (Figura 26), a presenca das duas regides, cortical e medular,
apresentando sua organizacao normal. Na zona cortical observou-se a presenca
dos corpusculos renais, formados pelos glomérulos e pelas capsulas de

Bowman, tubulos contorcidos proximais, com parede composta por epitélio
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cubico simples e células apresentando grande quantidade de microvilosidades e
tubulos contorcidos distais, também revestidos por epitélio cubico simples e com
microvilos mais curtos e esparsos. Uma regido mais rica em tubulos contorcidos
distais delimita a area de transicao entre a zona cortical e a medular. Nesta zona
observamos uma maior presenca de ductos coletores e dos segmentos delgado

e espesso da alca de Henle.

No figado (Figura 27 ) também observamos uma organiza¢do normal das
células. Podemos notar I6bulos hepaticos compostos por corddes de hepatdcitos
dispostos de forma radial em relacdo a veia central e a presenca de capilares
sinusoides entre os corddes, também dispostos radialmente, convergindo para
a veia central. Os hepatdcitos apresentavam um ou dois nucleos arredondados
e presenca de vesiculas lipidicas no citoplasma. Além disto, também
observamos a presenca de ductos biliares, com epitélio cubico simples e células
de Kupffer nos sinuséides. Embora a arquitetura do 6rgdo ndo apresentou
nenhuma alteracdo foram observadas regides focais contendo pequenos
aglomerados de células e em alguns pontos infiltrados leucocitarios nos figados
dos animais que receberam a maior dose dos compostos — 2 mg/Kg/dia do
SRVIC32 e 5 mg/Kg/dia do SRVIC22 — indicando presenca de pequenas regioes
inflamatérias. Como o0s compostos apresentam problemas em sua completa
solubilizacdo, nas maiores doses, de ambos os compostos, foi observada a
presenca de precipitado, o que pode ter contribuido para o surgimento dos

pequenos focos de inflamacéo.
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Figura 26 . Andlise histolégica do rim. A regido medular é representada em A, B e C e aregido cortical em D, E e F. Como nao foram encontradas
alteracdes na arquitetura do 6rgdo, A e D representam todos os controles testados, assim como B e E representam as menores doses dos
analogos testadas e C e F representam as maiores doses. Hematoxilina-Eosina; Aumento de 40x.
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Figura 27. Andlise histologica do figado. Como n&o foram encontradas alteracdes na
arquitetura do o6rgdo, A representa todos o0s controles testados, assim como B
representa as menores doses dos analogos testadas e C representa as maiores doses.
D representa as pequenas regides inflamatorias encontradas para a maior dose de
ambos os analogos. Hematoxilina-Eosina; Aumento de 40x.

Além das analises histoldgicas foram feitas as dosagens de creatinina e
das enzimas alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA) e gama
glutamil transferase (GGT), onde n&o foram observadas alteragbes frente aos
tratamentos com os compostos quando comparados com os controles (Tabela
6). A avaliagdo dos niveis de creatinina e das enzimas ALT, FA e GGT permite
identificar possiveis danos no tecido hepético e tecido renal.

Em condi¢cbes normais, a creatinina, originada do metabolismo da
creatina, € produzida, filtrada nos rins e excretada em ritmo constante. Desta
forma, indices elevados de creatinina no sangue indicam faléncia da funcao
renal, visto que sua filtragdo estard comprometida. A alanina aminotransferase,
enzima citoplasmatica, é liberada no sangue em grandes quantidades quando
ha dano na membrana do hepatécito, aumentando sua permeabilidade e,
indicando, assim, danos no tecido hepatico. As dosagens de fosfatase alcalina e
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gama glutamil transferase também permitem a avaliacdo de possiveis danos no

tecido hepético. Sdo encontradas, principalmente, no figado e nas células que

compdem a parede de ductos biliares, sendo o aumento no nivel sanguineo

indicativo de obstrucdo dos ductos biliares.

Tabela 6. Analises bioquimicas 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 (x0,11) 166,00 (£38,47) 42,50 (+x13,69) 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 niveis 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 o0s

compostos ndo levou a alteracdes nos niveis de creatinina e das enzimas

avaliadas, indicando que, a nivel de dosagens sanguineas, nao foram

observados danos nos tecidos hepético e renal. As amostras de sangue

coletadas apresentaram hemodlise, o que pode ter contribuido para os altos

desvios observados nas dosagens.
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6. Conclusodes
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SRVIC32, sozinho ou combinado, houve aumento de expressao da
LbSRPK.
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7. Perspectivas

O presente trabalho identificou uma possivel SRPK bem como um de
seus possiveis substratos, uma proteina SR. A partir da caracterizagdo
bioquimica destas proteinas sera possivel confirmar suas identidades e validar

a SRPK como alvo terapéutico.

Como a combinacdo dos andlogos SRVIC22 e SRVIC32 mostrou
resultados promissores pode, agora, ser testada in vivo, quanto a toxicidade e

ao potencial leishmanicida.

Uma vez que, dentre os analogos, o SRVIC32 apresentou melhores
resultados, pode vir a ser utilizado como base para a construcdo de novos

compostos, visando potencializar a atividade leishmanicida.
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Anexo 1

Certificado da Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
de Vicosa (CEUA-UFV) aprovando a realizacdo do experimento descrito no
trabalho.

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV certifica que o
processo n° 30/2018, intitulado “Serine-arginine protein kinases (SRPKs)
como potencial alvo de firmacos em Leishmania brazilienses”, coordenado
pelo professor Raphael de Souza Vasconcellos do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular, esta de acordo com a Legislagéo vigente (Lei N° 11.794, de
08 de outubro de 2008), as Resolucdes Normativas editadas pelo
CONCEA/MCTI, a DBCA (Diretriz Brasileira de Prética para o Cuidado ¢ a
Utilizagdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos) e as Diretrizes da
Pratica de Eutanasia preconizadas pelo CONCEA/MCTI, portanto sendo
aprovado por esta Comissdo em 26/06/2018, com validade de 12 meses.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process number
30/2018, named “Serine-arginine protein kinases (SRPKs) as potential target
drugs in Brazilian Leishmania", is in agreement with the an actual Brazilian
legislation ( Lei N°® 11.794, 2008), Normative Resolutions edited by
CONCEA/MCTI, the DBCA (Brazilian Practice Guideline for the Care and Use
of Animals for Scientific Purposes and Teaching) and the Guidelines of Practice
the Euthanasia recommended by CONCEA/MCTI therefore being approved by
the Committee on June 26, 2018 valid for 12 months.
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Presidente
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Anexo 2

Arvore filogenética construida utilizando o método Neighbor-Joining (Saitou et
al., 1987), com teste de bootstrap com 10.000 réplicas (Felsenstein, 1985),
através da analise de 6 sequéncias (as 5 sequéncias usadas como referéncia na
busca em banco de dados e a sequéncia da possivel SRPK de L. braziliensis).
As distancias evolutivas foram computadas usando o método de correcao de
Poisson (Zuckerkandl, 1965) e a taxa de variacdo entre os sitios de substituicdo
de aminoacidos modelada com distribuicdo gama (parametro de shape = 4). As

analises foram realizadas no MEGAY versao 7.0.21 (Kumar et al., 2016).
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Anexo 3

Andlise da sequéncia da LbSRPK no NetNES 1.1 Server, para predicao de

sinal de exportacao nuclear.

CENTERFO
RBIOLOGI
CALSEQU
;; N , L AN f\

E Technical University of Denmark
LYSIS CBS

NetNES 1.1 Server - prediction results

>LbSRPK - NetNES 1.1 prediction

HetNES 1.1: Predicted NES signals in LbSRPK
1 1 1 1 1 1 1
2 1 Threshold i
NN
HMHM
HES Score
o
.
5 1 - -
w
I :
o J 1 , . i .I\I . i Jﬁ 5 ”{ = . _rh .
a 188 2ee 286 488 Sea £08 708
Sequence Position
#Seq-Pos-Residue ANN HMM NES  Predicted
L R S,
LbSRPK-460-D 9.091 0.912 0.000 -
LbSRPK-461-H 9.130 0.912 0.000 -
LbSRPK-462-L 9.103 0.208 0.000 -
LbSRPK-463-A 0.082 0.208 0.000 -
LbSRPK-464-L 9.153 0.220 0.000 -
LbSRPK-465-M 0.895 0.229 0.000 -
LbSRPK-466-S 9.212 0.229 0.000 -
LbSRPK-467-E 0.146 ©.229 ©.000 -
LbSRPK-468-L 0.421 0.282 0.504 Yes
LbSRPK-469-L 0.567 0.296 0.626 Yes
LbSRPK-478-G 9.155 19:.:222. 8:152 -
LbSRPK-471-D 0.142 0.222 0.162 -
LbSRPK-472-L 0.309 0.225 0.184 -
LbSRPK-473-P 0.112 ©0.192 0.144 -
LbSRPK-474-E 9.469 0.192 0.554 Yes
LbSRPK-475-5 9.072 0.192 0.044 -
LbSRPK-476-M 0.182 0.192 0.833 -
LbSRPK-477-R 0.167 0.182 0.828 -
LbSRPK-478-L 0.395 0.182 0.045 -
LbSRPK-479-G 0.0881 0.000 0.000 -
LbSRPK-480-D 0.877 0.000 0.000 -
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Anexo 4

Predic&o do perfil de desordem da LbSRPK utilizando o DISOPRED (Buchan et
al., 2013), programa que identifica os residuos que, provavelmente, s&o

nativamente desordenados. A remocdo das regides N- e C-terminal e

espacadora diminui a probabilidade de desordem da proteina.
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Andlise dos dominios presentes nas SRPKs de Homo sapiens (hSRPK1,
hSRPK2 e hSRPK3), Trypanosoma cruzi (TcSRPK), Plasmodium falciparum
(PISRPK1) e da possivel SRPK de Leishmanis braziliensis (LbSRPK) utilizando
o Pfam (Finn et al., 2016). O esquema presente na figura mostra a sequéncia
com que sao representadas as regides e dominios das SRPKs no resultado

obtido com o Pfam.

Esquema das regides presentes nas SRPKs”

Regido Dominio Regido Dominio Regido
N-terminal cinase espacadora cinase C-terminal

* Os tamanhos das regides N- e C-terminais e da regido espacadora sdo varidveis.

Representagao dos dominios e regides das SRPKs, de acordo com o esquema acima

LbSRPK (742aa)
{ePkinaseun ‘-Pkiuase-‘
TcSRPK (716aa)
fwPKinase e Pkinase s
hSRPK1 (655aa)
{Pkinases. * I Pkinase
hSRPK2 (699aa)
{wePkinasepu - * WPkinase s
hSRPK3 (567aa)
{Bkinasey’ SPkinase

PfSRPK1 (1.338aa)

s PEinasemn : swrPkinase
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Anexo 5
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ERRAT

Program: ERRAT2 Program: ERRAT2
File: /nome/saves/Jobs/4136806/qq_aaaa.pdb_errat.logf File: /home/saves/Jobs/4136806/qq_aaaa.pdb_errat.logf
Overall quality factor**: 90.237 Overall quality factor**: 90.237
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ERRAT

Program: ERRAT2
File: /home/saves/Jobs/8954567/qq_aaaa pdb_emat logf

Overall quality factor**: 83 861

$

Ermor value*

5

Program: ERRAT2 Program: ERRAT2
File: /home/saves/Jobs/8954567/qq_aaaa.pdb_emat logf File: /home/saves/Jobs/8954567/qq_aaaa.pdb_ermat logf
Overall quality factor**: 83.861 Overall quality factor**: 83.861

.
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& >

S 1 5
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E 340 3 400 420 440 450 430 520 540 560 0 640 660 630 700
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Verify3D

Completed at 10:57 am | View Structure

64.56% of the residues have
averaged 3D-1D score >= 0.2

Fail

Fewer than 80% of the amino acids have scored >= 0.2 in the 3D/1D profile

Verify3D: SRPK_LbrM2904_yasara.pdb
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PROCHECK

Check of stereochemical quality - PROCHECK v.3.5.4 (Feb 2001)

Coordinates file: [ /var/www/PROCHECK/J0bs/7359103/7359183.pdb ]
Resolution: 1.5
Program directory: /var /wwi/PROCHECK/procheck

Running clean-up on file: /var/www/PROCHECK/Jobs/7359183/73591@3.pdb

* side chain atoms swapped for residues:

* PHE 13 PHE 14 G 22 AsSP 53 PHE 65 TYR 72 GW 8s
* PHE 152 AsP 160 TYR 174 ASP 177 ASP 205 ASP 215 ASP 235
* e 255 TYR 267 PHE 279 GLU 384 GLU 326 ARG 329 ASP 330
.

Program completed

Secondary structure assignment

* Program completed

Non-bonded interactions

* Program completed

calculation of bond lengths and bond angles

* Program completed

ERRAT

Program: ERRAT2
File: /nome/saves/Jobs/3388304/qq_aaaa.pdb_emat logf

Overall quality factor**: 72.544

Phi-psi and chil-chi2 distributions

Main Ramachandran plot
All-residue Ramachandran plots
All-residue chil-chi2 plots

* Program complete

* File: 7359103_61.ps
* File: 7359103_02.ps
* File: 7359103_03.ps

Stereochemical quality plots and residue-by-residue listing

Main-chain parameters

Side-chain parameters

Residue properties plot
* cis-peptide: PRO 202
* cis-peptide: SER 328
* cis-peptide: PRO 386
* cis-peptide: PRO 387

* File: 7359103_04.ps
* File: 7359103_05.ps
* File: 7359103_06.ps

Detailed listing: 7359103.out

 a e

Program complete

Main-chain bond-lengths and angles, and planar groups

Main-chain bond lengths * File: 7359103_07.ps
Main-chain bond angles * File: 7359103_08.ps
RMS distances from planarity * File: 7359103_09.ps
Distorted geometry * File: 7359103_10.ps

* Distorted main-chain bonds: )

* Distorted main-chain angles: 32

* pistorted planar groups: 11

Program complete

Summary page: 7359103.sum

Program: ERRAT2
File: /home/saves/Jobs/3388304/qq_aaaa pdb_emat logf

Overall quality factor™: 72.544
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Verify3D

60.29% of the residues have
averaged 3D-1D score >= 0.2
Fail

Fewer than 80% of the amino acids have scored >= 0.2 in the 3D/1D profile

Verify3D: PtnSR_yasara.pdb
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which 5 possible 1 reject regions that exceed that eror value.
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Overall model quality

2Z-Score:
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Local model quality

3.0 f’

Knowledge-based energy

I winoow size 10

Wl vonoow size 40

Sequence position

99



