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RESUMO

SOUZA, Michele Midori Koyama de. Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2024.
Potencial inibitorio e leishmanicida de derivados do eugenol sobre a cinase Serine
Arginine Protein Kinase de Leishmania braziliensis (LbSRPK). Orientador: Raphael
de Souza Vasconcellos. Coorientadores: Juliana Lopes Rangel Fietto; Christiane
Mariotini-Moura Vasconcellos e Joice de Melo Agripino.

Leishmanioses sdo doencas tropicais negligenciadas que afetam milhares de pessoas no
Brasil ¢ no mundo. Causadas por parasitas do género Leishmania, manifestam-se
principalmente como Leishmaniose Cutanea (LC), Mucocutinea (LMC) e Visceral
(LV). No Brasil, LC e LV s3o endémicas, causadas predominantemente pela espécie
Leishmania braziliensis e Leishmania infantum. Nao ha vacinas disponiveis, € 0s
tratamentos existentes sao caros, inespecificos e apresentam efeitos colaterais, além de
casos de resisténcia parasitaria. Novos alvos farmacoldgicos estdao sendo estudados, e as
Serine Arginine Protein Kinases (SRPKs) mostraram-se promissoras, pois estdo
envolvidas em processos celulares essenciais. Estudos mostraram a presenga de SRPK
em tripanossomatideos, € nosso grupo de pesquisa ¢ pioneiro nos estudos envolvendo
SRPK em L. braziliensis bem como dos inibidores dessa proteina e seu potencial
leishmanicida. O eugenol ¢ um composto natural do grupo dos fendis que ¢ conhecido
por possuir propriedades anti-inflamatorias, analgésicas, antimutagénicas e
antialérgicas. Ha relatos na literatura de sua eficicia na inibicdo do crescimento de
promastigotas e amastigotas de varias espécies de Leishmania. Sendo assim, este
trabalho avaliou o potencial de oito compostos derivados do eugenol, da classe das
amidas aromaticas com diferentes substituintes no anel benzénico, como agentes
leishmanicidas, seu potencial citotoxico e a capacidade de agir como inibidores de
LbSRPK. Para os experimentos de CCs,, células de macréfagos (RAW 264.7) e células
de promastigotas de L. braziliensis (M2904) foram cultivadas para avaliar a atividade
dos compostos. Os compostos nido foram toxicos as células de leishmania na
concentragdo testada e apresentaram valores de CCs, variados em macrofago (295,2
uM; 217,9 uM; ~2775,8 uM; ~241,1 uM; ~267,7 uM; 575,3 uM; 159,0 uM e 759,3
UM respectivamente para compostos numerados de 1 a 8). Para testar o potencial
inibitorio dos compostos, eles foram projetados na plataforma do Avogadro e avaliados
por docking molecular no software GOLD, usando a proteina LbSRPK previamente
modelada e validada pelo grupo de pesquisa. As melhores poses foram analisadas no

PyMOL e Discovery Studio e ranqueados pelo servidor online Pose & Rank. Todos os



compostos demonstraram interagdo com residuos presentes no sitio ativo da proteina,
sugerindo seu potencial como inibidores, embora mais estudos sejam necessarios para
confirmar esses achados. Para complementar os estudos, a proteina recombinante
LbSRPK foi expressa em sistema bacteriano E. coli BL21(DE3) para posterior teste de
atividade e inibi¢do pelos compostos. Esses estudos visam ampliar o conhecimento
sobre o papel da LbSRPK em L. braziliensis e explorar esses compostos derivados do

eugenol da classe das amidas aromaticas como possiveis inibidores dessa proteina.

Palavras-chaves: Leishmanioses, Leishmania braziliensis, LbSRPPK, derivados do
eugenol, docking molecular



ABSTRACT

SOUZA, Michele Midori Koyama de. Universidade Federal de Vicosa, august de 2024.
Inhibitory and leishmanicidal potential of eugenol derivatives on the Leishmania
braziliensis Serine Arginine Protein Kinase (LbSRPK).. Advisor Raphael de Souza
Vasconcellos. Co-advisor: Juliana Lopes Rangel Fietto; Christiane Mariotini-Moura
Vasconcellos and Joice de Melo Agripino.

Leishmaniasis are neglected tropical diseases that affect thousands of people in Brazil
and worldwide. Caused by parasites of the Leishmania genus, they primarily manifest
as Cutaneous Leishmaniasis (CL), Mucocutaneous Leishmaniasis (MCL), and Visceral
Leishmaniasis (VL). In Brazil, CL and VL are endemic, predominantly caused by the
species Leishmania braziliensis and Leishmania infantum. There are no available
vaccines, and current treatments are expensive, nonspecific, and have side effects, as
well as cases of parasite resistance. New pharmacological targets are being studied, and
Serine Arginine Protein Kinases (SRPKs) have shown promise as they are involved in
essential cellular processes. Studies have shown the presence of SRPKs in
trypanosomatids, and our research group is a pioneer in studying SRPKs in L.
braziliensis as well as inhibitors of this protein and its leishmanicidal potential. Eugenol
is a natural compound from the phenol group that is known to possess
anti-inflammatory, analgesic, antimutagenic, and antiallergic properties. There are
reports in the literature of its efficacy in inhibiting the growth of promastigotes and
amastigotes of various Leishmania species. Therefore, this study evaluated the potential
of eight eugenol-derived compounds, from the aromatic amide class with different
substituents on the benzene ring, as leishmanicidal agents, their cytotoxic potential, and
their ability to act as LbSRPK inhibitors. For CCy, experiments, macrophage cells
(RAW 264.7) and L. braziliensis promastigote cells (M2904) were cultured to assess the
activity of the compounds. The compounds were non-toxic to Leishmania cells at the
tested concentration and presented varying CCs, values in macrophages (295.2 uM;
217.9 uM; ~2775.8 uM; ~241.1 uM; ~267.7 uM; 575.3 uM; 159.0 uM and 759.3 pM
respectively for compounds numbered 1 to 8). To test the inhibitory potential of the
compounds, they were designed on the Avogadro platform and evaluated through
molecular docking using GOLD software, with the LbSRPK protein previously
modeled and validated by the research group. The best poses were analyzed in PyMOL



and Discovery Studio and ranked by the Pose & Rank online server. All compounds
demonstrated interaction with residues present in the protein’s active site, suggesting
their potential as inhibitors, although further studies are needed to confirm these
findings. To complement the studies, the recombinant LbSRPK protein was expressed
in the bacterial system E. coli BL21(DE3) for subsequent activity testing and inhibition
by the compounds. These studies aim to expand knowledge on the role of LbSRPK in L.
braziliensis and explore these eugenol-derived compounds from the aromatic amide
class as potential inhibitors of this protein.

Keywords: Leishmaniasis, Leishmania braziliensis, LbSRPPK, eugenol derivatives,
molecular docking
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1. INTRODUCAO

Leishmanioses sdo doencas tropicais negligenciadas causadas por parasitos do
género Leishmania que afetam diversos paises no mundo, especialmente na Africa,
América do Sul e sudeste asiatico (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014; VERMA et al.,
2022, OMS 2024). Sao transmitidos aos seres humanos e outros mamiferos hospedeiros
pela picada do flebotomineo, artrépode sugador de sangue, infectado quando a fémea se
alimenta de sangue (CECILIO; CORDEIRO-DA-SILVA; OLIVEIRA, 2022). O parasito
apresenta um ciclo de vida complexo, envolvendo duas formas principais: amastigota
(forma infecciosa que se desenvolve no interior dos macrofagos) e promastigota (forma
infecciosa que ¢ transmitida pela picada do flebotomineo) (AKBARI; ORYAN;
HATAM, 2021).

A doenca apresenta varias formas clinicas, entre elas a Leishmaniose Cutanea (LC),
a Leishmaniose Mocucutanea (LMC) e a Leishmaniose Visceral (LV ou Calazar). A
Leishmaniose Cutanea se manifesta por lesdes ulcerativas, muitas vezes
autocicatrizantes, sendo a forma mais simples da doenca. A Leishmaniose Mucocutanea
pode evoluir da forma cutianea, sendo caracterizada por lesdes desfigurantes nas
mucosas do nariz, boca, nasofaringe, palpebras e outras regides, prejudicando a
respiragdo e a nutricao (ABADiAS-GRANADO etal.,2021; MCGWIRE; SATOSKAR,
2014). A Leishmaniose Visceral, por sua vez, ¢ a forma mais grave da doenga devido ao
seu carater sist€émico, com proliferagdo do parasito em macréfagos do figado, bago e
medula 6ssea, levando ao comprometimento desses orgaos e sendo fatal em 90% dos

casos nao tratados (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).

O tratamento de Leishmanioses ¢ complexo, a maioria dos medicamentos sdo caros,
inespecificos, causam muitos efeitos colaterais (alta toxicidade) e a administragdo ¢
complicada porque normalmente ¢ feita de forma parenteral, o que dificulta ainda mais
o tratamento por ser doloroso e precisar do deslocamento do paciente até uma unidade
de saude, além de casos de resisténcia parasitaria ja relatados (AKBARI; ORYAN;
HATAM, 2021). As principais drogas antiparasitarias incluem Antimoniais
Pentavalentes, Anfotericina B, Miltefosina, Paromomicina, Pentamidina e Sitamaquina

(MCGWIRE; SATOSKAR, 2014; ROATT et al., 2020; SEIFERT, 2011)
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Nesse cenario, o desenvolvimento de medicamentos melhores e mais baratos
para o tratamento de Leishmanioses ¢ uma necessidade a ser considerada e a busca por
novos alvos farmacologicos tem crescido. As proteinas cinases sdo proteinas que
exercem um papel fundamental no metabolismo e ciclo celular da maioria dos
organismos e estudos ja mostraram sua presenga e importancia em tripanossomatideos e
em Leishmanias (BORBA et al., 2019; EFSTATHIOU; SMIRLIS, 2021). Nosso grupo
de pesquisa ¢ pioneiro nos estudos relacionados as proteinas Serine-Arginine Protein
Kinases (SRPKs) como possiveis alvos terap€uticos para o tratamento de

Leishmanioses (PIMENTEL et al., 2023, LEOPOLDO, 2022, TEIXEIRA 2018).

As SRPKs sdo proteinas que fosforilam residuos especificos de serina e arginina
em proteinas SR que apresentam esse motivo dipeptideo (GIANNAKOUROS et al.,
2011; ZHENG, K.; REN; WANG, 2023). As proteinas SR estdo associadas ao
processamento do RNAm como maturagdo do spliceossomo e splicing alternativo e
assim acabam atuando em fung¢des importantes relacionadas ao ciclo celular. Nao se
conhece muito sobre a funcdo da SRPK em Leishmania, uma vez que essas proteinas
estdo relacionas ao processo de cis-splicing e em organismos C€Omo o0s

tripanossomatideos os RNAms sao processados por trans-splicing (MICHAELIL, 2011).

Nos estudos desenvolvidos pelo grupo de pesquisa, inibidores classicos de
SRPK  como 340N-(2-(piperidin-1-il)-5-  (trifluorometil)fenil) isonicotinamida
(SRPIN340) e analogos desses compostos como os pertencentes ao grupo SRVIC
demonstraram uma atividade leishmanicida promissora, o que mostra seu potencial
como alvo farmacologico (PIMENTEL et al., 2023, LEOPOLDO, 2022, TEIXEIRA
2018). Mais estudos precisam ser feitos para entender melhor sobre as caracteristicas

dessa proteina e estudar o efeito de possiveis inibidores na viabilidade dos parasitos.

Estudos mostraram que parece existir mecanismos patoldégicos em comum entre
algumas manifestagdes de leishmanioses e alguns tipos de cancer, o que pode levar a
semelhancas nos sintomas e confusdo no diagnostico, e também parece haver uma
correlagdo onde a presenca de um pode favorecer o aparecimento do outro
.(KOPTERIDES et al., 2007; RASHIDI et al., 2021) Esses estudos sugerem que ambas
as doencgas podem ter alvos moleculares em comum e que os mecanismos relacionados
tanto ao desenvolvimento dos parasitos quanto ao crescimento desordenado das células

tumorais podem ser parecidos (SCHWING et al., 2019).
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Considerando também que alguns compostos antitumorais demonstraram
atividade leishmanicida como os selenocompostos, derivados de naftilamida, além de
medicamentos ja usados no tratamento de cancer como a cisplatina, miltefosina e
tamoxifeno e que também se mostraram eficazes contra leishmanioses (RASHIDI et al.,
2021). Torna-se relevante avaliar compostos que demonstraram potencial inibitério no
crescimento de células cancerigenas quanto a uma possivel atividade leishmanicida

(RASHIDI et al., 2021).

Muitos compostos naturais t€ém se mostrado promissores na prevencao € no
tratamento de vdrios tipos de cancer, sendo que alguns estudos t€m sido feitos com o
eugenol, um composto aromatico, que pertence a classe dos fendis e pode ser extraido
de wvarias plantas aromaticas como Ocimum gratissimum ¢ tém propriedades
antioxidantes, analgésicas, antimutagénicas, antiplaquetarias, antialérgicas, anti-inchaco
e anti-inflamatérias bem descritas na literatura (ULANOWSKA; OLAS, 2021). Além
dessas propriedades, ha estudos testando o 6leo essencial rico em eugenol e compostos
derivados do eugenol da classe dos triazois que mostraram atividade leishmanicida
contra promastigota ¢ amastigotas de varias espécies de Leishmania (EVANGELISTA
et al., 2023; ISLAMUDDIN; SAHAL; AFRIN, 2013; OCHOA et al., 2021; TEIXEIRA
Retal, 2018,2022; UEDA-NAKAMURA et al., 2006).

Assim, testar compostos derivados do eugenol contendo diversos grupos
funcionais para avaliar seu potencial leishmanicida pode ser uma estratégia efetiva na

busca por compostos que ndo sejam toxicos para a célula hospedeira.

Neste trabalho, oito compostos derivados do eugenol da classe das amidas
aromaticas com diferentes substituintes no anel aromadtico, sintetizados pelo grupo de
pesquisa chefiado pela professora Patricia Fontes Pinheiro do departamento de Quimica
Geral da Universidade Federal de Vigosa foram testados quanto a toxicidade em células
de macrofago murino tipo RAW 264.7 e quanto a atividade leishmanicida em
promastigota de Leishmania braziliensis. Foram realizados também estudos de
ancoragem molecular desses compostos frente a proteina LbSRPK para avaliar o
potencial desses compostos em interagir e possivelmente atuar como inibidores dessa
proteina. Espera-se com esses estudos entender melhor sobre o papel da LbBSRPK como

alvo farmacoldgico no combate a Leishmaniose Cutinea causada pela Leishmania
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braziliensis além de estudar compostos derivados do eugenol da classe N-fenil amidas

como possiveis inibidores e seu potencial efeito leishmanicida.

14



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Leishmanioses: transmissio e manifesta¢oes clinicas

As Leishmanioses sdo um grupo de doengas zoonoticas infecciosas causadas por
parasitos protozoarios do género Leishmania, da familia Trypanosomatidae (VERMA et
al., 2022). Existem varias espécies que sdo patogénicas para os seres humanos, estando
agrupadas no subgénero Leishmania e Viannia (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2024).

No cenario mundial, as leishmanioses sao endémicas em paises da Asia, Africa,
América e no mediterraneo (ARENAS et al., 2017), afetando principalmente regides
mais pobres € com menos acesso a saneamento basico e servicos de saude (PAN, 2022),
(Figura 1 A e B). Na América, leishmanioses sdo consideradas um problema de saude
publica pela Organizacdo Mundial de Saude, afetando milhares de pessoas com sua alta

taxa de morbidade e mortalidade (PAN, 2022; OMS, 2024).

Figura 1 A: Status da endemicidade da Leishmaniose Cutanea (LC) no mundo em

2022.

Countnes r\apomny |mpomd CL cases, 2022 Number of new CL cases, 2022
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ol AR B 1oco-4388 Mo aats
Swaden - 14 % =
. -5000 [ Mot appicatis

Fonte: Adaptado de Organiza¢do Mundial da Satde
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B: Status da endemicidade da Leishmaniose Visceral (LV) no mundo em 2022.

Countries reporting imported VL cases, 2022 Mumber of new VL cases, 2022
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Fonte: Adaptado de Organizagdo Mundial da Satide

As manifestagdes clinicas da Leishmaniose variam de acordo com a espécie de
Leishmania envolvida na infec¢do e com a resposta imune do hospedeiro, mas em geral
as trés principais formas sdo a Leishmaniose Cutinea (LC), Leishmaniose
Mucocutinea (LMC) e Leishmaniose Visceral (LV), sendo a ultima a forma mais
grave da doenga por ser fatal em 90% dos casos nado tratados (ARENAS et al., 2017,
PRADHAN et al., 2021; PAN 2022).

O Brasil ¢ um dos mais afetados pela Leishmaniose na América, sendo, com
Colombia e Peru, um dos 9 paises com maior indice de leishmaniose cutanea do mundo
(OPAS 2023). Com maior nimero de novos casos de Leishmaniose Mucocutanea na
América em 2023 e, apesar da grande reducdo de casos de 2021 para 2022, houveram
mais de 12.000 novos caso de Leishmaniose Cutdnea e Mucocutanea no pais em 2022
(OPAS 2023), a Figura 2 mostra o indice de LC no Brasil de 2020 a 2022. Além disso,

tanto a Leishmaniose Cutanea quanto a Visceral sdo endémicas no Brasil (OPAS 2023).
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Figura 2: Indice de Leishmaniose Cutinea no Brasil de 2020 a 2022.
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Fonte: Adaptado de Informe Epidemiologico das Américas, OPAS, 2023.

De modo geral, as Leishmanioses sdo transmitidas principalmente pela picada das
fémeas infectadas dos flebotomineos durante o repasto sanguineo (VERMA et al.,
2022). Flebotomineos sdo artropodes e insetos incluidos na ordem Diptera cuja as
fémeas se alimentam de agucares vegetais - para energia de voo e longevidade; e de
sangue para postura de ovos e se desenvolver (CECILIO; CORDEIRO-DA-SILVA;
OLIVEIRA, 2022) . Existem 6 géneros de flebotomineos, dos quais Phlebotomus e
Lutzomyia incluem espécies que se alimentam de sangue humano e estdo envolvidos em
transmissao de doengas.

No Velho Mundo (Africa e Asia), sdo transmitidas pelos géneros Phlebotomus ¢ no
Novo Mundo (Africa e América) pelo género Lutzomyia, sendo que ha mais de 30
espécies diferentes de flebotomineos que servem como vetores para as mais diversas

espécies de Leishmania (Tabela 1) (CECILIO; CORDEIRO-DA-SILVA).
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Tabela 1: Dados sobre espécies de Leishmanias, as manifestagoes clinicas causadas por essas

espécies, os principais vetores flebotomineos e as principais regides afetadas.

Espécie de Manifestagao ‘ Pais/Regido de
} ) ) Vetor de transmissdo o )
Leishmania clinica incidéncia
Lutzomyia wellcomei,
Leishmania
LC,LMCe Lutzomyia migonei,
(Viannia) América do Sul
LCD Lutzomyia neivai,
braziliensis
Lutzomyia carrerai
Phlebotomus
Leishmania argentipes, india, Bangladesh,
(Leishmania) LV e LDPK Phlebotomus orientalis, | Etiopia, Sudao e
donovani Phlebotomus martini, Sudao do Sul
Phlebotomus alexandri
Phlebotomus papatasi, | 11z Arabia Saudita,
Leishmania Phlebotomus duboscqi, norte da Africa,
(Leishmania) LC Phlebotomus salehi, Oriente Médio,
major Phlebotomus Asia Central e
caucasicus Africa Ocidental
Phlebotomus China, sul da
LaI”VOLlSSiuS Subgenus Europa’ Brasil e
Leishmania o
. (e.g., P. ariasi, P, América do Sul
(Leishmania) LCe LV
Perniciosus), Lutzomyia para LV e CL;
infantum .
longipalpis, Lutzomyia | América Central
cruzi para CL
Leishmania
LC,LCDe Lutzomyia olmeca, )
(Leishmania) América do Sul
LCDs Lutzomyia ayacuchensis
mexicana
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Leishmania
LC,LCDe Lutzomyia )
(Leishmania) América do Sul
LCDs flaviscutellata
amazonensis
Leishmania
LC,LCDe Lutzomyia
(Leishmania) América do Sul
LCDs flaviscutellata
amazonensis

LC - Leishmaniose Cutianea; LCD — Leishmaniose Cutdnea Difusa; LMC — Leishmaniose
Mucocutanea; LV — Leishmaniose Visceral; LDPK — Leishmaniose Dérmica Pos-Calazar; LCDs

— Leishmaniose Cutanea Disseminada.

Fonte: Adaptada de Cecilio 2022

Quanto as manifestacdes clinicas, a LC ¢ caracterizada pela formacgao de papulas no
local da inoculagdo, que sdo ulceras arredondadas com bordas pontiagudas e ocorrem
geralmente em dreas expostas do corpo como rosto e extremidades
(ABADIAS-GRANADO et al., 2021; ARENAS et al., 2017). Essas papulas podem
durar de poucos meses até anos, nao sao dolorosas, podem ser solitarias ou multiplas, se
espalhando para locais perto de onde ocorreu a picada (difusa); ndo ¢ comum febre
(ABADIAS-GRANADO et al., 2021), Em muitos casos as feridas podem se curar
espontaneamente, deixando uma cicatriz no lugar ou podem também reabrir apds um
tempo (ARENAS et al., 2017). A LC também pode se desenvolver para formas mais
graves como a LMC, a Leishmaniose Difusa (LCD) e Leishmaniose Disseminada (LD)

a depender da espécie causadora (REIMAO et al., 2020).

LD ¢ uma forma mais grave da LC caracterizada pela presenca de varias lesdes
cutineas polimorficas distribuidas por regides do corpo ndo contiguas, podendo também
afetar a mucosa nasal. Ainda ndo se sabe o que leva ao seu aparecimento, estando
relacionada a véarios fatores como ambiente e resposta imune tanto do hospedeiro
quanto do parasito, além disso, o tratamento ¢ dificil e tem baixa taxa de cura
(MACHADO; PRATES; MACHADO, 2019). A LCD, por sua vez, ¢ caracterizada por
lesdes cutaneas difusas que podem se espalhar por todo o corpo do paciente, sendo
também considerada uma forma mais rara e mais grave da doenca. Esta associada a uma

resposta imune inadequada do hospedeiro e seu tratamento também ¢ um desafio por
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causa das constantes recidivas ou da ndo resposta do paciente aos tratamentos

(SAMPAIO et al., 2021; SOARES et al., 2020).

A LMC geralmente ¢ associada com a LC ou pode ocorrer quando as lesdes
cutaneas ja foram resolvidas. Em muitos casos, a infec¢do se espalha pelo sangue ou
linfa e chega até as mucosas, sendo a nasal e a oral as mais afetadas. Entretanto ha casos
onde a orofaringe e a laringe sdo afetadas, no qual as lesdes também sao ulceradas e
podem causar desfiguracdo, causando assim grandes problemas para a respiracao,

nutri¢io e o convivio social do paciente (ABADIAS-GRANADO et al., 2021).

Na LV, por sua vez, os parasitos se espalham pelo organismo e chegam a medula
Ossea, bago e figado; os sintomas incluem febre, perda de peso, hepatoesplenomegalia
(aumento do figado e baco) e aumento dos linfonodos, alguns casos podem ter o
desenvolvimento de lesdes cutdneas que podem ser papulas ou apresentar
hiperpigmentacdo levando a Leishmaniose dérmica pds-Calazar (LDPK).
(ABADIAS-GRANADO et al, 2021). A LDPK ndo é uma condigdo fatal e é
considerada uma complicagdo dermatoldgica da LV observada em pacientes as vezes

muitos anos apo6s o tratamento para LV (VOLPEDO et al., 2021).

2.2.Ciclo de vida do parasito

O ciclo de vida dos parasitos do género Leishmania ¢ complexo e envolve duas
formas genéticas principais (Figura 3), ocorrendo uma parte no hospedeiro vertebrado
como caes, ser humano e outros mamiferos (forma amastigota) e outra parte no vetor
invertebrado, isto €, no flebotomineo (forma promastigota) (ROUTARAY et al., 2022;
VERMA et al., 2022). A diferenciacdo do estdgio de promastigota para amastigota ¢é
uma etapa crucial para a sobrevivéncia do parasito (ROUTARAY et al., 2022).
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Figura 3: Diferenga morfoldgica entre as duas formas digenéticas observadas em
leishmanias Em A forma promastigota e em B forma amastigota com algumas estruturas

destacadas.
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Fonte:Adaptado de Besteiro 2007.

Apesar de apresentar principalmente as formas citadas, existem outras variagdes de
promastigota, resultado da diferenciacao do parasito ao longo do ciclo de vida dentro do
flebotomineo (Figura 4) (CECILIO; CORDEIRO-DA-SILVA; OLIVEIRA, 2022). De
forma simplificada, o ciclo de Leishmania comega quando as fémeas dos flebotomineos
se alimentam de sangue onde os macrofagos estdo contaminados com a forma
amastigota do parasito (DOSTALOVA; VOLF, 2012). A mudanca brusca nas condigdes

ambientais desencadeiam alteragdes morfoldgicas no parasito e este se diferencia para a
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forma promastigota pré-ciclicas (Figura 4(1)), nessa etapa, o parasito precisa
sobreviver nas condi¢des hostis do intestino do flebotomineo e se replicar
(DOSTALOVA; VOLE, 2012). Para isso, o parasito precisa romper a estrutura da
matriz peritrofica (estrutura presente no intestino dos flebotomineo que envolve o bolo
sanguineo durante a digestdo do sangue) e se fixar no intestino para ndo ser eliminado
por defecacdo com os restos do repasto sanguineo, para isso, 0s promastigota
pro-ciclicos se diferenciam numa forma conhecida como promastigota nectomona

(Figura 4 (2)) (CECILIO; CORDEIRO-DA-SILVA; OLIVEIRA, 2022).

Essas formas do parasito migram para o intestino anterior do flebotomineo e se
diferenciam em promastigota leptomonas (Figura 4 (3a)) que ¢ uma forma mais curta,
replicativa e que € responsavel pela produg¢ao do PSG (promastigote secretory gel) que
¢ essencial no processo de transmissdo do parasito (TOM et al., 2024). As leptomonas
passam por um processo de metaciclogénese e se diferenciam em promastigota
metaciclica (Figura 4 (5)) que ¢ a forma infecciosa do parasito para hospedeiros
vertebrados. Fora essas formas citadas, ha outras como as haptomonas e
retroleptomonas (Figura 4 (3b e 4)) que sdo importantes para a sobrevivéncia e
replicacio do parasito (CECILIO; CORDEIRO-DA-SILVA; OLIVEIRA, 2022; TOM et
al., 2024).
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Figura 4: Diferentes formas de promastigota que ocorrem dentro do vetor

flebotomineo.

Resisténcia ao ataque proteolitico e aos
produtos toxicos da digestdo do sangue

Fuga da matriz
% peritrofica

FixacSo ao intestino médio para
evitar & expulsido por defecacSo,
populacdo do intestine médio
toracicoesecrecSodo PSG

Diferenciacdo, desdiferenciacdo,
re-diferenciacdo e aumento da
competéncia do vetor

1 — Amastigotas se diferenciando em promastigotas prociclicas no intestino do flebotomineo; 2

— Diferenciacdo de prociclicas em nectomonas para escapar da matriz peritrofica; 3a —

Diferenciacdo em leptomonas, que se fixam no intestino do flebotomineo, se replicam e

produzem PSG; 3b — Haptomonas fixadas na valvula estomodeal do flebotomineo; 4 —

Dinamica de diferenciacdo e desdiferenciagdo de metaciclica para leptomonas (retroleptomonas)

e novamente para metaciclicas; 5 — promastigota metaciclica sendo transmitida para novo

hospedeiro .

Fonte: Adaptado de Cecilio, 2022.
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Durante a alimentagdo sanguinea do flebotomineo infectado com Leishmania, as
formas metaciclicas serdo depositadas na pele do hospedeiro por regurgitacdo, esse
processo ¢ facilitado por uma série de mecanismos, entre eles o gel PSG que age como
um tampao atrapalhando o fluxo do sangue para o intestino médio; € os danos que os
parasitos causam na valvula estomodeal do flebotomineo (TOM et al., 2024) .Como o
PSG atrapalha a alimentagdo, o flebotomineo infectado com Leishmania pica mais
vezes o hospedeiro vertebrado tentando se alimentar; o gel facilita também a

regurgitacdo, aumentando assim a possibilidade dos parasitos serem transmitidos.

Como leishmanias sdo parasitos intracelulares obrigatorios, apos transmissao ao
hospedeiro vertebrado, eles precisam invadir a célula hospedeira. Em mamiferos
leishmanias residem principalmente nos macrofagos, onde se diferenciam de
promastigota para amastigotas imoéveis (EFSTATHIOU; SMIRLIS, 2021; ROSSI;
FASEL, 2018). Algumas espécies de leishmanias precisam do recrutamento de outras
células do sistema imune como mondcitos inflamatérios e neutrofilos no local da
infeccdo para estabelecerem uma infeccao eficiente (ROSSI; FASEL, 2018). Quando
um novo flebotomineo ingerir esse sangue contaminado, o ciclo da doenca sera

reiniciado (Figura 5) (EFSTATHIOU; SMIRLIS, 2021; TOM et al., 2024)).
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Figura 5: Esquema simplificado do ciclo de vida de Leishmania, passando pelo vetor

flebotomineo e o vetor vertebrado.
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Fonte: Feito pela autora, baseado e adaptado de Lipoldova, 2006

2.3. Diagnoéstico e tratamentos

Um diagnoéstico precoce, preciso e eficiente pode contribuir para a eficacia do
tratamento da doenca (THAKUR; JOSHI; KAUR, 2020). O diagnéstico para
Leishmanioses envolve inumeros desafios como as diversas formas de manifestacao,
casos assintomaticos ou co-infec¢do com outros parasitos, identificagdo imprecisa da
espécie causadora (KUMARI et al., 2021), e sintomas semelhantes a outras doencas
como tuberculose, febre tifoide e maldria (THAKUR; JOSHI; KAUR, 2020). Os
principais métodos diagnosticos incluem os exames parasitarios, imunoldgicos e

moleculares (REIMAO et al., 2020; THAKUR; JOSHI; KAUR, 2020).

Os métodos parasitologicos sdo baseados na deteccdo e visualizacdo das formas
promastigota e amastigota em tecidos infectados que, embora seja bastante especifica

para identificar a doenga ndo ¢ sensivel o suficiente e ndo consegue discriminar entre as
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espécies de Leishmania (REIMAO et al., 2020). Basicamente, as amostras sio
adquiridas por bidpsia ou raspagem da lesdo e coradas com Giemsa para o exame
histopatologico. Ha também a técnica de press-imprint-smear, onde o tecido recolhido
para analise ¢ prensado entre duas laminas de vidro por pressdo, em seguida esses
esfregagos sdo corados com Giemsa e avaliados no microscopio, onde ¢ possivel
identificar as formas amastigotas como corpos redondos ou ovoides dentro das células
do tecido (KUMARI er al., 2021). Essa técnica € considerada o padrdo ouro para o
diagnostico de LV por ser possivel a observagao de amastigotas em tecidos da medula
Ossea. O exame microscopico também ndo permite a identificacdo de espécies de
Leishmania, o material obtido a partir das lesdes ¢é cortado e observado em microscépio,

também s6 ¢ possivel a visualizagdo de amastigotas (REIMAO et al., 2020).

Uma técnica interessante, mas raramente usada € o cultivo do material biopsado
em um meio de cultura in vitro, esse método permite o isolamento e o desenvolvimento
das formas promastigota e, apesar de ndo permitir a identificagdo de espécie, ¢ uma
técnica que pode facilitar essa identificagdo posteriormente por métodos moleculares
(REIMAO et al., 2020). A desvantagem é que esse é um método demorado (7-21 dias
de incubacdo), com consideravel risco de contaminagdo da cultura e requer um

laboratério sofisticado e mao de obra técnica (KUMARI et al., 2021)

Os métodos moleculares sao baseados em PCR e sdo os principais métodos para
o diagnostico molecular de leishmanioses, permitindo a deteccao e tipagem de espécies;
¢ uma metodologia interessante por sua viabilidade, seguranga, sensibilidade e
possibilidade de andlise de varias amostras simultaneamente (KUMARI et al., 2021;
REIMAO et al., 2020). Como ¢ possivel fazer PCR a partir de amostras de sangue, é
uma metodologia mais facil do que a extracdo de amostras de tecido para a bidpsia
também (KUMARI et al.,, 2021). As principais desvantagens desse método sdo a
necessidade de equipamentos para biologia molecular, mdo de obra especializada, risco
de contaminacdo e incapacidade de diferenciar infec¢do atual e recidiva, além da
dificuldade de diferenciar espécies cujos genomas sejam muito parecidos (KUMARI et
al., 2021). Além do PCR convencional, PCR em tempo real e PCR multiplex também
podem ser usadas (REIMAO et al., 2020)

Outras formas de diagnostico incluem os métodos imunoldgicos, baseados na

deteccao de antigenos ou anticorpos de Leishmania, tais como teste de anticorpos
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fluorescente indireto (RIFI), ensaio imunoenzimaticos (ELISA), Western blot, teste de
aglutinagdo indireta, teste de aglutinagdo em latex e outros (REIMAO et al., 2020). Tais
testes sdo interessantes por serem rapidos e nao invasivos e os principais desafios dessas
técnicas sao a reagdo cruzada com outras doencas infecciosas, falsos-positivos em
regides endémicas e possibilidade de falsos-negativos em individuos co-infectados com
HIV que apresentaram baixa contagem de anticorpos (KUMARI et al., 2021; REIMAO
et al., 2020). Cada uma das técnicas citadas apresenta diferentes niveis de sensibilidade,
aplicacdo e faixas de especificidade que sdao proprias das caracteristicas de cada

metodologia (KUMARI et al., 2021).

Apesar dos métodos citados, ainda hd uma necessidade de desenvolver um teste
que seja rapido, simples, preciso, com alta sensibilidade e que ndo precise de mao de
obra especializada nem uma estrutura robusta, visto que em regides endémicas em
paises mais pobres essas condigdes dificilmente seriam satisfeitas (REIMAO et al.,

2020).

Quanto ao tratamento, as op¢des sdo limitadas, com vérios efeitos adversos,
custo elevado, dificuldade de administracao (grande parte ¢ por via parenteral, o que
dificulta a adesdo) e por serem usados ha muito tempo, ha varios relatos de cepas
resistentes a eles (EFSTATHIOU; SMIRLIS, 2021; PRADHAN et al., 2022; ROATT et
al., 2020). Também ndo existem vacinas eficientes comercialmente disponiveis para
nenhum tipo de leishmaniose (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2021). Entre os
medicamentos convencionais estdo os Antimoniais Pentavalentes, a Anfotericina B, a
Miltefosina, Paromomicina e Pentamidina (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014,
PRADHAN et al., 2022; ROATT et al., 2020). A Figura 6 apresenta a estrutura

quimica desses medicamentos.

Os Antimoniais Pentavalentes foram historicamente os primeiros a serem
utilizados, podendo ser administrados por via muscular, intravenosa ou intralesional. As
principais vantagens incluem facil disponibilidade e baixo custo, porém, as injecdes do
medicamento sdo dolorosas € o mesmo apresenta efeitos adversos graves como
cardiotoxicidade, pancreatite, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade e alguns casos de
resisténcia parasitaria ja foram relatados (TEIXEIRA et al., 2018; PRADHAN et al.,
2022) O antifungico Anfotericina B, junto com suas formulagdes lipidicas, comegaram

a ser utilizados posteriormente como tratamento de segunda escolha e sua
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administragdo ocorre por via intravenosa, o que exige que o paciente seja internado. Ha
casos de resisténcia parasitiria e efeitos adversos que incluem toxicidade renal

(TEIXEIRA et al., 2018; PRADHAN et al., 2022.).

A Miltefosina, ¢ um analogo de fosfocolina administrado por via oral, o que facilita
a administracdo, sendo bastante usado em LV e LC. Sua eficacia ¢ considerada boa,
porém, ¢ um medicamento de alto custo e seus efeitos adversos incluem
teratogenicidade, toxicidade renal e hepdtica, e também foram encontrados casos de
resisténcia parasitdria (TEIXEIRA et al., 2018; PRADHAN et al, 2022.). A
Paromicina, antibiotico da classe dos aminoglicosideos, por sua vez, mostrou um efeito
interessante em LV na India, mas ndo foi tdo bem sucedida em outras regioes, assim,
sua eficacia precisa ser mais investigada. E um medicamento administrado por via
intramuscular ou topica; € relativamente barata, mas os efeitos adversos também
incluem toxicidade renal, além da auditiva e hepatica (TEIXEIRA et al., 2018;
PRADHAN et al., 2022.). Por fim, a Pentamidina, antifungico utilizado no tratamento
de pneumonia, ¢ administrada por via intramuscular e apresenta uma eficacia razoavel
que depende da espécie de Leishmania, porém, apresenta alta toxicidade e efeitos
adversos como hiperglicemia; hipotensdo; taquicardia e alteracdes eletrocardiograficas

(TEIXEIRA et al., 2018; PRADHAN et al., 2022.).
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Figura 6: Estrutura dos principais medicamentos usados no tratamento de

leishmanioses.
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Fonte: Adaptado de Teixeira, R 2018

Considerando todas essas desvantagens dos medicamentos existentes para o
tratamento das Leishmanioses, fica evidente a necessidade de estudos visando uma
terapia mais eficaz, mais barata e menos danosa aos pacientes. Entre esses estudos, esta
a busca por componentes de vias metabolicas que sao essenciais para a sobrevivéncia ou
estabelecimento da infec¢do do parasito no hospedeiro e que podem servir como alvo

farmacoldgico, seguidos por experimentos que visam a validacdo desses compostos
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como alvos, sendo que um dos alvos mais utilizados sdo as proteinas cinases

(EFSTATHIOU; SMIRLIS, 2021)

2.4. Proteinas cinases como alvos farmacologicos

As proteinas cinases sdo proteinas que catalisam a transferéncia de um ATP para um
residuo de serina, treonina ou tirosina em proteinas substratos com dominios contendo
esses aminoacidos (EFSTATHIOU; SMIRLIS, 2021). As cinases exercem um papel
fundamental em diversos processos celulares em praticamente todos os organismos
eucaridticos, e estudos em Leishmania mostraram que essas proteinas estao envolvidas
em processos como progressao do ciclo celular, diferenciagdo e viruléncia
(EFSTATHIOU; SMIRLIS, 2021), com base nisso, supde-se que sua inibi¢do afete a

sobrevivéncia do parasito.

O estudo do kinoma de Leishmania ¢ uma ferramenta muito usada para
identificar proteinas cinases presentes no parasito e que podem servir como alvo
farmacoldgico. As proteinas cinases eucarioticas (ePk) encontradas em Leishmania
foram divididas em seis grupos de acordo com a conservagdo do grupo catalitico:
CMGC, AGC, CAMK, STE, NEK e CK1, outras proteinas cinases como Aurora, Polo e
AMP cinases também estdo presentes nesses organismos (BAKER et al., 2021). Dentre
essas proteinas, o grupo CMGC ¢ o mais estudando englobando, entre outras, as cinases
dependentes de ciclina (CDKs), cinases ativadas por mitdgenos (MAPKSs), glicogénios
sintase 3 (GSK-3), quinases reguladas por tirosina de dupla especificidade (DYRKSs) e
outras (BAKER et al., 2021; EFSTATHIOU; SMIRLIS, 2021).

Algumas dessas proteinas cinases sdo tdo essenciais para a sobrevivéncia do
parasito, que a dele¢@o de seus genes ndo pode ser observados em promastigotas, entre
elas as proteinas CRKI1, CRK3, CRKI12, MPK4, TOR1 e TOR2, corroborando a
hipétese de que a inibicdo de proteinas cinases deve afetar drasticamente a

sobrevivéncia dos parasitos (BAKER et al., 2021).

Nosso  grupo de pesquisa vem estudando as SRPKs de Leishmania
(Serine/Arginine Protein Kinase) (TEIXEIRA 2018; LEOPOLDO 2022; PIMENTEL et

al., 2023), proteinas que chamam a atencao por causa da sua importancia na regulagao
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de processos relacionados ao Splicing (EFSTATHIOU; SMIRLIS, 2021;
GIANNAKOUROS ef al., 2011). As SRPKs sao cinases que fosforilam proteinas SR,
que sdo um grupo de fatores de Splicing altamente conservados. As SRPKs regulam
processos relacionados a maturacdo do spliceossomo, Splicing alternativo e

processamento do RNA mensageiro, afetando assim processo celulares essenciais do

metabolismo de organismos eucariotos (ZHENG; REN; WANG, 2023).

Alguns estudos identificaram a presenca de SRPK em tripanossomatideos, como
o estudo de Portal e colaboradores (2003), que identificaram pela primeira vez a
presenca de SRPK no protozoario Trypanossoma cruzi (TcSRPK) (PORTAL et al.,
2003). Estudo esse que mostrou a presenca de uma rede de SR em protozodrios. Outro
estudo, envolvendo SRPK em Plasmodium falciparum (PfSRPK1), mostrou que a
inibicao desta proteina afetou o desenvolvimento sexuado desse protozodrio levando ao
bloqueio do desenvolvimento dos gametocitos e prejudicando a transmissdao (KUMAR

etal., 2022).

Um dado importante ¢ que em tripanossomatideos os RNAs sdo processados de
forma diferente de outros eucariotos, nesses organismos, os RNAms sofrem
trans-splicing, possuindo uma sequéncia lider de Splicing (SL) que, em conjunto com a
poliadenilacdo, serdo usados para o processamento do RNAm (MICHAELI, 2011). O
processo de trans-splicing € um processo de transesterificacdo em duas etapas, onde um
intermediario em Y ¢ formado, diferente do cis-Splicing que forma uma espécie de lago
(Figura.7 ) (MICHAELLIL, 2011). Considerando que SRPKs e SRs estdo envolvidas em

cis-Splicing, sua fun¢do em Leishmania ndo seria totalmente conhecida.
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Figura 7: Diferengas do processamento de RNAm quando esse ocorre via cis-Splicing

(A) ou trans-Splicing (B).
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Entre os estudos desenvolvidos pelo grupo de pesquisa estdo as evidéncias da
presenga de uma SRPK em Leishmania braziliensis (LbSRPK) via andlise de
bioinformatica e comparacdo da conservacdo de dominios com outras SRPKs
conhecidas como TcSRPK, FpSRPK, SRPK1 e SRPK2 de humano e SRPK de
Saccharomyces cerevisiae (DIXIT et al., 2010; MOROOKA et al., 2015; PIMENTEL et
al., 2023; PORTAL et al., 2003) (PIMENTEL et al., 2023). Além disso, houve também
o estudo de alguns inibidores de SRPK como o 340N-(2-(piperidin-1-il)-5-
(trifluorometil)fenil) isonicotinamida (SRPIN340) - que ja havia sido demonstrado
como um inibidor de SRPK em células leucémicas (MOROOKA et al., 2015;
SIQUEIRA et al., 2015) — e outros analogos do grupo SRVIC para avaliar a toxicidade
em macrofago e efeito leishmanicida em L. braziliensis (PIMENTEL et al., 2023).
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Os resultados observados em macrofagos infectados com L. braziliensis e
tratados com SRVIC22 e 32 foram promissores, pois foi observado uma redugdo da
taxa de infeccdo e no nimero de amastigotas intracelulares (PIMENTEL et al., 2023).
Esse efeito leishmanicida poderia estar relacionado a inibigdo da LbSRPK, uma vez que
os niveis de expressdo da enzima aumentaram, podendo estar relacionado com uma
tentativa de compensar o efeito de inibicdo através de um up regulation. Porém, mais
estudos sdo necessarios para avaliar tanto se a inibi¢gdo da LbSRPK levou a essa reducao

no numero de parasitos e por isso seria um alvo farmacoldgico interessante.

2.5. Atividade leishmanicida de Eugenol e derivados

O eugenol (C,(H,,0,; fenilpropanoide - Figura 8) ¢ um composto aromatico,
natural, pertencente ao grupo dos fendis, que foi identificado em varias plantas
aromaticas como Myristica fragrans - noz moscada; Syzygium aromaticum - cravo da
india; plantas da familia Lauraceae como Cinnamomum verum - caneleira verdadeira e
Cinnamomum Loureiroi - canela de saigon; da familia Lamiaceae tem as espécies
Ocimum gratissimum - manjericdo-aniz € Ocimum basilicum - manjericao; além de ser
o componente mais importante do o6leo de cravo (TEIXEIRA et al., 2018;
ULANOWSKA; OLAS, 2021).

Figura 8: Estrutura quimica do eugenol.
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Fonte: Elaborado pela autora baseado em Ulanowska 2021.
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O eugenol possui varias propriedades antioxidantes, analgésicas,
antimutagénicas, antiplaquetarias, antialérgicas, anti-edematogénica e anti-inflamatorias
(ULANOWSKA; OLAS, 2021). Alguns estudos relataram a atividade leishmanicida do
6leo essencial rico em eugenol: o estudo desenvolvido por Ueda-Nakamura e
colaboradores (2006), por exemplo, observou que o 6leo essencial rico em eugenol
oriundo de O. gratissimum inibiu o crescimento tanto de amastigotas quanto de
promastigotas em L. amazonensis (UEDA-NAKAMURA et al., 2006); Islamuddin e
colaboradores (2013) observaram que o O6leo essencial rico em eugenol da S.

aromaticum teve efeito contra promastigotas e amastigotas de L. donovani

(ISLAMUDDIN; SAHAL; AFRIN, 2013).

Teixeira e colaboradores (2018) investigaram a atividade leishmanicida de 26
compostos derivados do eugenol com funcionalidade 1,2,3-triazol para as formas
promastigotas e amastigotas de L. amazonesis sendo que um dos compostos
(4-(3-(4-alil-2-metoxifenoxi)propil)-1-(4-metilbenzil)-1 H -1,2,3-triazol teve uma
atividade leishmanicida significativa (TEIXEIRA et al., 2018). Um outro estudou testou
esses mesmos compostos 1,2,3-triazol contra Leishmania braziliensis, que € a principal
espécie relacionada a Leishmaniose Tegumentar no novo mundo, € os compostos
4-((2-alil-6-metoxi)fenoximetil)-1-(4-clorobenzil)-1 H -1,2,3-triazol (8c) e
4-((2-alil-6-metoxi)fenoximetil)-1-(4-trifluoro-metoxibenzil)-1 H -1,2,3-triazol  (8h)
foram os que demonstraram melhor atividade e uma baixa toxicidade (EVANGELISTA

et al., 2023).

Todos esses resultados citados corroboram o potencial do eugenol e seus
derivados como agente leishmanicida. Apesar dos efeitos observados, o mecanismo de
acdo do eugenol em Leishmania ainda nao foi elucidado, sendo que mais estudos serdo
necessarios para entender a nivel molecular e metabdlico o efeito que o eugenol e seus

derivados causam em células de Leishmania. (HUGHES et al., 2023).

Embora esse mecanismo de acdo ndo seja totalmente esclarecido, os estudos
sobre mecanismos moleculares e celulares do eugenol relacionados a prevengdo e
terapia do cancer mostraram que eugenol induz citotoxicidade, inibe fases dos ciclos

celulares, morte celular programada e autofagocitose em linhagens de células tumorais,
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sendo que os mecanismos variam de acordo com o tipo de cancer, dose e tempo

(OCHOA et al., 2021).

Ha algumas semelhangas entre as manifestacdes clinicas de alguns tipos de
cancer e certas formas de Leishmanioses, como a LC e a LMC, que podem ser
diagnosticadas incorretamente como carcinoma de células escamosas, ou a LV, que
possui sintomas semelhantes a leucemia infantil, como anemia, esplenomegalia
(aumento do bago), febre e perda de peso (ABADIAS-GRANADO et al., 2021;
RASHIDI et al., 2021). Além disso, muitos medicamentos usados no tratamento do
cancer possuem ag¢do leishmanicida como agentes antineoplasicos alquilantes como a
cisplatina, que induz morte celular em células tumorais e em células do parasito, e a
miltefosina, que originalmente ¢ utilizada no tratamento de cancer de mama e a0 mesmo
tempo ¢ um dos medicamentos mais usados para o tratamento da Leishmaniose. Tudo
isso sdo evidéncias que apontam para a existéncia de mecanismos semelhantes de
patogenicidade e alvos terap€uticos em comum entre células cancerosas e células do
parasito (RASHIDI et al, 2021). Considerando essas semelhancas mencionadas,
consideramos promissor avaliar compostos que demonstraram atividade contra o cancer
quanto a sua possivel atividade leishmanicida, como ¢ o caso do eugenol (OCHOA et

al., 2021).

Considerando também o estudo de Abdullah e colaboradores que investigaram o
efeito do eugenol em células de cancer de mama e encontraram que as células tratadas
com eugenol apresentaram um aumento na expressao da proteina AKT (Proteina Cinase
B) que ¢ uma proteina relacionada principalmente ao crescimento e proliferagao celular,
sugerindo assim, que o eugenol e derivados podem agir como inibidores de proteinas
cinases (ABDULLAH et al., 2021). Assim, esse trabalho também tem o interesse de
investigar o potencial do eugenol como inhibidor de LbSRPK e ferramentas de

bioinformatica relacionadas a ancoragem molecular serdo utilizadas para isso.

2.6. Bioinformatica no desenho racional de farmacos

Em geral, o desenvolvimento de um novo medicamento ¢ bastante custoso e
demorado, estima-se que pode levar até 13 anos e custar cerca de US$ 1,8 bilhdo. Além

disso, problemas como toxicidade inesperada, falta de eficécia clinica e outros podem
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surgir durante o desenvolvimento e impedir que um novo medicamento seja produzido
(WOOLLER et al., 2017). Nesse cendrio, as ferramentas relacionadas a bioinformatica
podem ser uma grande ajuda. Bioinformatica ¢ um termo que se refere ao uso de
técnicas computacionais para coletar e avaliar dados biologicos como genes e diversas

moléculas, por meio de bancos de dados e softwares. (BEHL et al., 2021).

Entre as abordagens feitas através da bioinformatica para o desenvolvimento de
novos farmacos estd a avaliagdo da “drogabilidade” de um alvo, isto €, se determinada
proteina, que € o alvo, pode se ligar a pequenas moléculas semelhantes a farmacos com
alta afinidade (WOOLLER et al., 2017). Esse estudo citado utiliza informagdes sobre a
estrutura tridimensional da proteina e da estrutura de pequenas moléculas para realizar
uma série de estudos como triagem in silico de encaixe de possiveis inibidores de
proteinas nos seus sitios ativos, investigagao dos sitios cataliticos das proteinas através
de estudos de energia ou dindmica molecular dessas regides quanto a especificidade e
estabilizacdo de ligagdes. Também podem ser feitos estudo das propriedades quimicas e
dos parametros de bioatividade das moléculas testadas além de redes de interacao
molécula-molécula; proteina-proteina e molécula-proteina que podem ser usadas, entre
outras coisas, no aprendizado de mdaquinas visando reposicionamento de farmacos.

(WOOLLER et al., 2017).

Um estudo que exemplifica a utilidade de algumas dessas ferramentas citadas é o
trabalho de Durieu e colaboradores (2016), onde os pesquisadores selecionaram mais de
5000 compostos numa biblioteca virtual tendenciosa para cinases de Leishmania. Apés
encontrarem compostos com potencial para interagir in silico, os compostos foram
testados quanto a atividade in vitro. Uma segunda triagem in silico foi realizada para
identificar compostos mais especificos e mais potentes onde foi feita uma nova pesquisa
num banco de dados de compostos por estruturas semelhantes as ja encontradas, essas
novas estruturas também foram avaliadas quanto a especificidade e capacidade de inibir
a proteina in vitro (DURIEU et al, 2016). Ao final do estudo, os pesquisadores
conseguiram selecionar dois compostos que apresentaram caracteristicas interessantes
de inibigdo, especificidade e baixa toxicidade as células de macrofago (DURIEU et al.,
2016). Esse estudo exemplifica como uma triagem in silico pode ajudar a selecionar
bons candidatos para os experimentos em bancada, economizando assim, tempo,

material e ajudando a ter resultados mais positivos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o potencial de interacdo de oito compostos derivados do eugenol com Serine
Arginine Protein Kinase de Leishmania braziliensis (LbSRPK), seu potencial
leishmanicida em promastigotas e toxicidade em células de macrofago, além da

padronizagdo da expressdo da LbSRPK para andlises futuras.

3.2.0bjetivos especificos

e Cultivar as células de macrofago RAW 264.7 e Leishmania braziliensis da cepa
M2904 que serdo utilizados nos experimentos;

e Avaliar citotoxicidade dos compostos em macréofagos;

e Determinar CCs, dos compostos em macrofagos;

e Avaliar potencial leishmanicida dos compostos em promastigotas de L.
braziliensis;

e Realizar analises in silico das interagdes dos compostos com a LbSRPK;

e Sele¢do de dominios cataliticos da LbSRPK para constru¢dao do vetor adequado
para expressao

e Expressar e otimizar a expressdo da LbSRPK em cepa bacteriana (Escherichia

coli BL21(DE3));
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4. METODOLOGIA

4.1. Cultivo de células

Macrofagos murinos do tipo RAW 264.7 foram cultivados em meio RPMI -
1640 (Gibco) pH 7.2 suplementado com L-glutamina (2 mM), Penicilina (100 ug/mL),
HEPES (25mM) e bicarbonato de sédio (2 g/L) e 10% de Soro Fetal Bovino, em estufa
a37°C e 5% de CO,.

As células de Leishmania braziliensis cepa M2904 foram cultivadas em meio
Grace’s (Sigma) pH 6.5, suplementado com L-glutamina (2 mM), Penicilina (100
ng/mL) e Soro Fetal Bovino a 10%, e incubadas em estufa a 25°C.

As células bacterianas de Escherichia coli tanto da cepa DHS5a quanto da BL21
(DE3) foram cultivadas em meio Luria Bertani (Triptona 10 g/L; Extrato de levedura 5
g/L e cloreto de sodio 10 g/L), acrescido de agar 15 g/L quanto o meio for sélido
(SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 2012) e colocadas em estufa a 37°C para

crescimento tanto em meio liquido quanto soélido.

4.2. Curva de Crescimento

A curva de crescimento da L. braziliensis foi feita a partir de um repique de 1 x
10° células/mL em Grace’s suplementado com 10% de soro fetal bovino, sendo o dia do
repique o dia 0 da curva. A partir do dia 1, as células foram contadas na Camara de
Neubauer todos os dias aproximadamente no mesmo horario. Para a contagem, as
células foram homogeneizadas e diluidas em formalina 4% e 10 uL foram aplicados na
camara. Foram contadas trés garrafas (triplicata biologica) e feita uma média da

quantidade de células presentes nas garrafas.

4.3 Deteccao de viabilidade celular

A deteccao da viabilidade celular ¢ feita pelo método de redugdo da resazurina
(ou Alamar Blue): na célula viva, a resazurina ¢ reduzida a resofurina e ha uma
mudanga na coloracdo de azul para violeta/rosa, sendo que o grau da reducdo esta

relacionado com a atividade metabolica da célula (MIKUS; STEVERDING, 2000).
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Para esse teste, 20 pL de resazurina foram adicionados 47 horas apos a adi¢do dos
compostos na placa de 96 pogos, em seguida a placa foi incubada a 37°C e foram feitas
leituras de absorbancias nos comprimentos de onda de 570 e 600 nm apo6s 1,2 e 3 horas

de incubacao.

Essas leituras foram usadas para o calculo de redugdo da resazurina (GOEGAN;

JOHNSON; VINCENT, 1995) seguindo a féormula:

ARsg7p= {ﬂ‘ﬁ?ﬂ - AEDD Rn}

ARy, € a reducao da resazurina
As € Ago s20 as absorbancias nesses respectivos comprimentos de onda
R, ¢ um fator de correcdo que consiste na razdo da absorbancia do meio a 570 pela

absorbancia do meio a 600 nm

Como controle, é considerado o meio com as células sem nenhum tratamento,
considerado como 100% de viabilidade, a partir disso, o calculo da viabilidade celular ¢

considerado:

%Viabilidade = (ARg;oT/ ARg,oST) *100

AR T ¢ a redugdo da resazurina com tratamento, isto €, controles ou compostos

AR;,ST ¢ a reducao da resazurina sem nenhum tratamento

4.4 Compostos

Os compostos usados neste trabalho sdo derivados do eugenol e foram
sintetizados por um estudante do grupo de pesquisa chefiado pela professora Patricia
Fontes Pinheiro do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Vigosa e

podem ser visualizados na Figura 9.

Os compostos foram diluidos inicialmente em 100% de DMSO estéril de modo
a terem concentracdo de 10mM sendo esse o estoque de armazenamento; partindo desse
estoque foram feitas as diluicdes de trabalho de 25 mM em 100% de DMSO e de 0.5
mM em DMSO 51% (RPMI incompleto e DMSO 100%).
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Pinheiro. Os compostos foram numerados de 1 a 8 de acordo com o que esta representado na

figura

4.5 Citotoxicidade em macréfago

Os ensaios de citotoxicidade dos compostos em macrofagos foram feitos
adicionando 1x10° células de macrofagos com 80 a 100% de confluéncia e alta
viabilidade em cada poco de uma placa de 96 pocos. Como controle foram usados pocos
apenas com meio RPMI, macréfagos tratados com DMSO 1%, macrofagos tratados
com Anfotericina B a 3,125 puM (medicamento ja usado para tratamento de
Leishmanioses) e macréfagos sem tratamento. A placa foi colocada na estufa a 37°C e

5% de CO,, e esperado 4 horas para a aderéncia das células na placa. Apos esse tempo,
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os oito compostos foram adicionados na placa de 96 de modo que sua concentracio
final foi de 10 mM em cada pogo. A placa foi novamente incubada a 37°C e 5% de CO,

durante 48 horas para que os compostos pudessem agir.

A revelagdo da placa ocorreu com adi¢do de 20 pL de resazurina 1 mM por
poco, apods a adigdo, a placa é incubada por 1 hora a 37°C e depois ¢ feita a leitura do
espectrofotometro nos comprimentos de onda de 570 e 600 nm. A leitura ¢ repetida
depois de duas e trés horas e o calculo da viabilidade celular ¢ feito como descrito no

item 4.3.

4.6 CC50 dos compostos

Para a deteccdo do CC50 (Concentration for 50% Cytotoxicity) dos compostos
foram adicionadas 1 x 10° células de macrofagos em cada pogo de uma placa de 96
pogos, a placa foi incubada a 37°C e 5% de CO, por 4 horas para adesao das células.
Apos esse tempo, foi feita uma dilui¢ao seriada dos compostos partindo da dilui¢ao de 1

mM até 15,625 uM e adicionado nos macrofagos, sendo essa adicao feita em triplicata.

Como controle foram usados RPMI, macrofagos tratados com Anfotericina B
(3,125 pM), macréfagos tratados com DMSO (1%) e macréfagos sem tratamento,

também em triplicata.

4.7 Triagem em promastigota

Para avaliar a atividade leishmanicida dos oito compostos derivados do eugenol
nas formas promastigotas da L. braziliensis foi feita uma placa de 96 pogos contendo 4
x 10° células de leishmania na fase log por poco. Em seguida, foram adicionados os
compostos de forma que sua concentragdo final fosse de 10 uM por pogo e a
concentragdo de DMSO nao passasse de 1% (DMSO ¢ toxico para a leishmania acima
dessa concentragdo), a placa foi colocada na estufa a 25°C e apos 48 horas foi feita a

revelacao por resazurina e o calculo de viabilidade celular como ja mencionado.
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4.8 Analise de bioinformatica

4.8.1. Estrutura tridimensional da proteina

A predi¢cdo da estrutura tridimensional da LbSRPK foi feita como descrita por
Pimentel e colaboradores (2023) onde a sequéncia da proteina foi obtida no banco de
dados de tripanossomatideos 7TritrypBD - The Kinetoplastid Genomics Resource (ID:
LbrM.30.3610) e, em seguida, foi modelada por homologia a partir estrutura cristalizada
da SRPK1 humana, cuja estrutura estd depositada no PDB- Protein Data Bank (ID:
4WUA), sendo que a SRPK1 humana foi escolhida por apresentar mais de 40% de
identidade com a sequéncia da LbSRPK. A estrutura da LbSRPK foi truncada, sendo a
porcao N-terminal e a regido espacadora removidas por serem partes flexiveis e que nao
sdao resolvidas na estrutura cristalizada (MOROOKA et al., 2015). A predi¢ao da
estrutura foi feita usando o Alphafold2, o modelo em seguida teve a energia minimizada
no Yasara e a qualidade do modelo foi avaliada pelos servidores online Procheck,
ERRAT, Verify3D, E PROSA-WEB (VERLI 2014) (PIMENTEL et al, 2023,
CARVALHO 2024)

4.8.2. Padronizacao do protocolo de ancoragem molecular

O GOLD (Genetic Optimisation for Ligand Docking) foi o programa escolhido
para realizar a ancoragem molecular dos oito compostos derivados do eugenol no sitio

ativo da LbSRPK (JONES et al., 1997).

Primeiramente foi feito o re-docking entre a SRPK1 humana e o ligante
SPIN340 - ligante cristalizado com a proteina (MOROOKA et al., 2015). Foram
testadas as 4 fungdes de pontuacdo: ASP, ChemScore, GOLDScore e Chemplp; e o
nimero de GA de 10, 50, 100, 150 e 200 poses. Em seguida foi usado o servidor
LigRMSD para analise das melhores posi¢des fornecidas pelo GOLD e o ligante
co-cristalizado com a proteina. A partir disso, a posi¢do com o melhor RMSD foi
determinada pelo LigRMSD e o melhor protocolo encontrado, isto €, aquele no qual o
ligante teve a posi¢dao mais proxima da que ele possui na estrutura cristalizada, foi usado

como referéncia tanto para a funcao de pontuacdao quanto o nimero de GA para todas as
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analises posteriores envolvendo a proteina de interesse (LbSRPK) e os compostos de

interesse (derivados do eugenol).

4.8.3. Ancoragem molecular dos compostos com a LbSRPK

Os oito compostos ja citados foram avaliados quanto a ancoragem molecular no
sitio ativo de LbSRPK, partindo do residuo tirosina 98, que corresponde na SRPK
humana ao residuo de leucina 168, aminoacidos que sdo importantes no sitio ativo
dessas proteinas. Essas entradas sdo exigéncias do programa GOLD para realizar a
ancoragem. Seguindo esse protocolo a melhor pose dos ligantes foi definida pelo GOLD
e as interacdes entre os aminoacidos do sitio ativo da enzima e grupos funcionais do
ligante foram avaliados usando softwares PyMOL - Molecular Graphics System, Version

3.0) e Discovery Studio Visualizer e os dados foram anotados para posterior discussao.

4.9. Expressio, padronizacao e purificacdo da LbSRPK

4.9.1 Clonagem no vetor de expressao

A sequéncia usada para expressao LbSRPK foi a mesma utilizada para a
modelagem, obtida no site 7ri7rypDB (ID: LbrM.30.3610) e para obter a sequéncia
truncada, foi usada como base a sequéncia génica da SRPK1 de Homo sapiens obtida no
NCBI e sua estrutura cristalizada obtida no PDB (ID: 4WUA). As duas sequéncias
foram alinhadas no Clustal Omega e podem ser visualizadas no anexo A, as regioes
diferem principalmente no inicio das regides C e N-terminal e uma regido entre os
dominios cinases. Assim, foi truncada a regido que pega a primeira glicina (G) até a
tirosina (Y) na posicdo 143 na regido N-terminal, a regido entre os dois dominios
cinases foi da lisina (K) 296 até acido glutamico 382 (E), e na regido C-terminal foi

deletado da fenilalanina 564 (F) até acido aspartico 742 (D).

Ap0s editar a sequéncia do gene para LbSRPK para expressar apenas os dominios
cinases sitios para enzimas de restrigdo Ndel e Xhol foram adicionados em suas
extremidades; a sequéncia foi otimizada para expressdao em bactéria e clonada no vetor

pET-28a (Fast Bio) que possui resisténcia ao antibidtico canamicina, o vetor possui
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também uma cauda de histidina que serd usada tanto para purificagdo quanto para

confirmagdo da identidade, o mapa dele por ser visualizado na Figura 10.

Figura 10: Mapa do vetor pET-28a
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Fonte: FastBio

4.9.2 Transformacido das cepas bacterianas e inducio da expressio com
IPTG

O plasmideo comercial foi tratado de acordo com as instru¢des do fabricante e
transformado na cepa de E. coli DH5a por choque térmico, seguindo o protocolo
descrito em Sambrook (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 2012). Um tubo
ependorf contendo 200 pL da célula bacteriana previamente tratada com cloreto de
calcio, foi adicionado cerca de 50 ng do plasmideo e deixado num banho de gelo por 30
minutos. Para o choque térmico, a célula foi colocada em banho maria a 42 °C por cerca
de 90 segundos e rapidamente transferida para o gelo por 5 cinco minutos, foi
adicionados 800uL de meio LB e a célula foi colocada para crescer a 37 °C num
shaker por cerca de uma hora, por fim, 200 puL da célula transformada foi plaqueados
com o auxilio de uma alca de Drigalski numa placa de Petri com LB soélido e

canamicina e deixado na estufa a 37°C overnight.
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Das coldnias isoladas obtidas nas placas, foram feitos pré-indculos que tiveram
seu DNA plasmidial extraido usando o kit PureLink™ Quick Plasmid Miniprep
(Invitrogen - K210010) seguindo o protocolo do fabricante. Com o DNA plasmidial foi
feita uma reagdo de PCR usando os primers T7 promotor e T7 terminador cuja
sequéncia estd na Tabela 2; seguindo o programa de ciclagem: 94°C por 1 minuto, 35
ciclos de 94°C 40 segundos, 56°C 40 segundos, 72°C por 1 minuto ¢ 30 segundos e
extensao final a 72°por 5 minutos, para confirmar a presenga do gene correspondente a
proteina recombinante. O produto de PCR foi aplicado num gel de agarose 1% com
brometo de etidio e as bandas correspondentes aos fragmentos de DNA foram

observadas num fotodocumentador.

Tabela 2: sequéncia dos primers utilizados

T7Promotor TAATACGACTCACTATAGGG

T7Terminador GCTAGTTATTGCTCAGCGG

Fonte: Addgene - Sequencing Primers.

Para expressio da proteina recombinante, o plasmideo comercial foi
transformado por choque térmico na cepa E. coli BL21 (DE3), usando a variagao de trés
choques térmicos para aumentar a eficiéncia da transformagdo, onde a célula junto com
o DNA foi deixada no banho a 42°C por 45 segundos e em seguida transferida para o
gelo por 5 minutos, esse procedimento foi repetido trés vezes e na terceira vez a célula
ficou no gelo por 15 minutos, o resto do protocolo ¢ semelhante ao de apenas um
choque térmico e a célula também foi plaqueada em LB so6lido com Canamicina (30

pg/mL).

Clones isolados obtidos a partir da placa de petri foram cultivados em meio LB com
Canamicina (30 pg/mL) a 37° C e 180 RPM em shaker por cerca de 12-14 horas. Apds
esse tempo, esse pré-indculo foi adicionado em um indculo com um volume maior de
LB com Canamicina (30 pg/mL) e deixado crescer até¢ atingir a densidade Optica

(DOgyy) entre 0.6 — 0.8. Atingida a DO foi adicionado IPTG - isopropil
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B-D-Tiogalactopiranosideo (Sigma®) como indutor para iniciar a expressao da proteina

recombinante.

4.9.3 Testes para padronizar as condicoes de expressao

Para os testes de padronizagdo das condigdes de expressdo da proteina
recombinante uma colonia transformada foi isolada e cultivada em LB com Canamicina
(30 pg/mL) a 37°C, 180 RPM de rotagdo por cerca de 16 horas. Em seguida o
pré-indculo vertido em volume maior de LB com Canamicina (30 pg/mL) e cultivado

em 37°C, 180 RPM até atingir DO, 0.6..

Para testar as diferentes condigdes de expressao foram testadas as temperaturas
de 30°C e 20°C com 0.10 mM e 0,25 mM de concentracao de IPTG, e nos tempos de
indugdo de 0 a 5 horas ¢ 18 horas. Os inoculos foram sedimentados e armazenados a

-20°C para uso posterior.

Os sedimentos foram ressuspedidos em tampao A, tampao de lise - 50 mM
Tris-HCI; 100 mM NaCl; 20 mM Imidazol e 5% de glicerol - mais 1 pg/mL de
inibidores de protease leupeptina, aprotinina e pepstatina e 30 pg/mL de lisozima e
deixado no gelo por 30 minutos. Depois foram lisadas no sonicador CV18 (Vibra Cell™
- Sonics) por 5 minutos (20% de amplitude, 30 segundos de pulso e 30 segundos de
intervalo) e centrifugados a 4°C por 15 minutos a 12000 RPM. A fragao solavel (FS) foi
coletada e o pellet correspondente a fracdo insoluvel (FI) foi ressuspendido em tampao
A com 8 M de uréia, vortexada por 30 segundos e centrifugado novamente a 4°C, por
15 minutos a 12000 RPM e coletado num novo tubo. As duas fragdes foram

armazenadas no freezer a -20°C para posterior avaliacdo em gel de SDS-PAGE.

4.9.4 Purificacao da proteina com coluna em FPLC

A purificagdo da proteina recombinante foi feita por cromatografia de afinidade.
As fracdes soluveis e insoluveis foram filtradas e injetadas no FPLC (Fast Protein
Liquid Chromatography) modelo AKTA PURIFIER UPC10 (GE Healtcare) e coluna

HisTrap™ Crude FF, o fluxo no aparelho foi de 0.5 mL/min e as fragdes
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correspondentes ao volume ndo ligado, lavagem e elui¢do foram coletadas para

posterior avaliacdo no gel de SDS-PAGE.

4.9.5 - Avaliacdo da expressao por SDS e confirmacio da especificidade por

Western blot

Para avaliar a expressdo da proteina recombinante as amostras correspondentes
ao extrato bruto, fracdo soluvel e fracdo insoluvel foram corridas num gel de
poliacrilamida com Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) a 12% seguindo o metodologia
descrita por Sambrook (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 2012). As amostras
foram preparadas com Laemmli buffer (tampao de amostra contendo B-mercapto),
fervidas por 5 minutos e aplicadas nas canaletas do gel, o marcador de peso molecular
de proteinas Amersham Low Molecular Weigght Calibration kit for SDS Electrophoresis
(GE Healthcare - codigo 17.0446-01) ou o marcador TrueColor High Range Protein
Marker S2600 (Sinapse) também foi aplicado junto. A corrida ocorreu a 120 V por 90
minutos ou até¢ a amostra chegar ao final do gel. Apds a corrida, o gel foi corado com
uma solu¢do de Coomassie brilhante blue R-250 em constante agitagao por pelo menos
30 minutos e depois descorado com solugdo descorante com etanol e 4cido acético até o

aparecimento das bandas correspondentes as proteinas.

Foi feito um Western Blot para confirmagdo da presenca da proteina
recombinante, que possui cauda de histidina. O protocolo também estd descrito em
Sambrook (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 2012). Foi usado uma membrana de
nitrocelulose em um sistema umido no equipamento West-i10 (Loccus) e a corrida
ocorreu a 400mA por cerca de uma hora e meia. O anticorpo primario usado é o anti-his
(6x-His Tag Monoclonal Antibody (HIS.H8), MA1-21315, Invitrogen) produzido em
camundongo na dilui¢do de 1:5000 e o anticorpo secunddrio (Anti-Mouse IgG (whole
molecule)—Peroxidase antibody produced in rabbit, A9044 Sigma) anti-camundongo
conjugado com peroxidase diluido 1:10000 e revelado com 3,3’-diaminobenzidina

(DAB) e peréxido de hidrogénio (H,0,).
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4.10 Analises estatisticas

Os experimentos de curva de crescimento foram realizados em triplicata
bioldgica e os testes de Cc50 foram feitos em triplicata bioldgica e triplicata técnica. As

analises estatisticas foram feitas usando o programa Graphpad Prism 8.0
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Curva de Crescimento

O perfil de crescimento da L. braziliensis foi obtido a partir da contagem diaria
das células do parasito durante 12 dias (Figura 11) sendo que no dia 0 foi feito um
repique com 1 x 10° células/mL.

Figura 11: Curva de crescimento da L. braziliensis em meio Grace’s suplementado com
SFB
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Fonte: Elaborado pela autora

Pela curva obtida pode-se perceber que a fase /ag vai dos dias 1 ao 3, a fase log
entre os dias 4 ¢ 6, sendo que no 6°dia a célula ja comeca a entrar na fase estacionaria/
fase de morte celular, assim, definiu-se os melhores dias para se fazer experimento com

acélulaosdias4 e 5.

Promastigotas de fase /og sdo diferentes de promastigotas de fase estacionaria
(GROGL et al., 1987), assim, a fase log em promastigotas em geral é usada para
experimentos em cultura in vitro de leishmanias porque essa ¢ a fase onde as células

estdo em crescimento ativo o que torna metabolicamente mais interessantes para os
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estudos com drogas, além da populagdo ser mais homogénea e por isso a

reprodutibilidade dos experimentos sdo melhores.

5.2. Ensaio de citotoxicidade

Inicialmente foi feita uma triagem para avaliar a citotoxicidade dos compostos
em macrofagos na concentragdo de 10 uM apods 48 horas de tratamento, como descrito
anteriormente. O resultado pode ser visualizado na Figura 12 e mostra que nao houve
morte celular causada por nenhum dos oito compostos testados nessa concentragao.
Como controles foram usadas células sem tratamento, a anfotericina B (3,125 uM)e o
DMSO (1%). A Anfotericina ¢ usada como controle por ser um medicamento usado
comumente no tratamento de leishmaniose ¢ o DMSO por ser o solvente onde os

compostos sao diluidos.

Figura 12: Triagem de citotoxicidade em macréfagos, a concentragdo de 10 uM dos

compostos nao foi toxica para a célula.
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5.3. CC50 dos compostos

Para a avaliar a citotoxicidade dos macrdéfagos foi determinado o CCs,
(Concentration for 50% Cytotoxicity), assim, foi estimada a concentracdo de cada um
dos compostos capaz de matar 50% das células dos macrofagos RAW 264.7 nas

condicdes testadas.

O experimento foi realizado em placas de 96 pocos contendo 1 x 10° células de
macrofagos em cada poco e foram adicionados concentracdes dos compostos
equivalentes a 1000uM, 500uM, 250uM, 125uM, 62.5uM, 31.25uM e 15.525uM, além
dos controles do meio, Anfotericina B (3,125 uM), DMSO (1%) e célula sem
tratamento. Apos adi¢ao dos compostos foram esperadas 48 horas para os compostos
fazerem efeitos e em seguida foram feitas leituras com resazurina para analise da
viabilidade, a célula sem tratamento foi considerada com 100% de viabilidade e a
viabilidade das células tratadas com os compostos foi considerada em relacdo a ela. A
Figura 13 mostra esse resultado, os graficos foram feitos no Graphpad Prisma 8.0 e o

proprio programa calculou o CCsyy,.

Figura 13: CCs, dos compostos derivados do eugenol em macrofagos tipo RAW 264.7.
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No eixo x esta representada a concentracdo dos compostos em escala logaritmica e no
eixo Y a sobrevivéncia em porcentagem. A composto 3-Br; B composto 3-Cl, C
composto 3-F; D composto 3-NO,; E composto 4-Br; F composto 4-Cl; G composto
4-F e em H composto 4-NO,.

Fonte: Elaborado pela autora

Em relagdao ao CCs,, 0 composto que apresentar o menor valor € o mais toxico,
pois € necessario uma menor quantidade dele para que a célula seja afetada e morta,
assim, pelos graficos da Figura 13 pode-se perceber que o composto mais que teve o
menor CCs, foi 3-NO, com 159 uM, seguido por 4-Cl (232.9 uM); 4-Br (261.0 uM), 3-F
(267.7 uM), 3-Br (296.4 uM), 4-F (575.3 uM), 4-NO, (759.3 uM) e o composto que se
mostrou menos toxico foi o 3-Cl com CCjy, estimado em 926.3 uM. Apesar dos valores
estimados, seria interessante realizar mais experimentos com concentragdes
intermediarias, especialmente para aqueles que apresentaram um R? abaixo de 0.9 para

determinar o CCs, com mais precisao

52



E valido destacar que alguns compostos ndo solubilizam muito bem em
concentragdes muito altas, foi o caso do 4-Cl, que formou muitos cristais nas
concentragdes de 1000 uM e alguns cristais em 500 uM, e dos compostos 3-NO, e
4-NO2 que formaram pequenos cristais na concentragdo 1000 uM, isso pode afetar na

forma como o composto interage com os macrofagos e levar a R* mais baixos.

Um estudo descrito na literatura com compostos derivados do eugenol com
funcionalidade 1,2,3-triazol e cuja diferenca também era a presenga de diferentes
atomos de halogénio e do grupo nitro em diferentes posi¢des na molécula, testaram
esses compostos quanto ao CCs, em macrofagos e encontraram valores variados, sendo
que de forma geral, os compostos com F foram mais téxicos (CCs, abaixo de 100uM),
seguido pelos compostos com grupo NO, (CCs, entre 100-200 uM), e os compostos
com Cl e Br apresentaram toxicidades variando muito dependendo da posi¢do: Br na
posicao para apresentou CCs, de aproximadamente 993 puM, enquanto na posi¢cdo meta
teve 155.8uM, o CI teve um resultado parecido, na posi¢cdo para apresentou CCs, de
1780 uM e em meta 817 uM (TEIXEIRA et al., 2022). Esses resultados descritos na
literatura diferem um pouco dos descritos nesse trabalho, demonstrando que a
toxicidade dos compostos parece estar associada ndo sé ao tipo de substituinte (o CCs,
do 3-F foi bastante proxima do 4-Cl apesar de serem atomos diferentes), mas também a
posi¢do que o grupo substituinte ocupa na molécula (se para ou meta), pois 0 grupo
3-Cl foi o menos toxico enquanto o 4-Cl aparentemente apresentou o segundo menor

CCs.

Dutra e colaboradores testaram o efeito citotoxico do eugenol em macrofagos
murinos e encontraram o CCs, de aproximadamente 300 pg/mL (DUTRA et al., 2016) ,
considerando a massa molar dos compostos usados (3-Br — 376.25; 3-C1 — 331.80; 3-F —
315.34; 3-NO, - 342.35 ; 4-Br —376.25 ; 4-Cl1 — 331.80; 4-F — 315.34 ¢ 4-NO, - 342.35)
0s compostos apresentaram, respectivamente, os CCs, de 111.52 pg/mL; 307.35 ug/mL;
84.41 pg/mL; 54.43 pg/mL; 98.20 pn g/mL; 77.27 pg/mL; 181.41 ng/mL e 259.94
pg/mL. Com base nisso, ¢ possivel perceber que, com exce¢ao do composto 3-CI que
apresentou o CCsy, de 307.35ug/mL, os demais compostos apresentaram toxicidade mais
alta do que o eugenol puro, sugerindo que as modificagdes feitas foram toxicas para as

células de macrofagos.
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5.4. Toxicidade dos compostos em promastigotas

Foi testada a atividade leishmanicida dos compostos contra promastigotas de L.
braziliensis na concentragdo de 10 uM. Na Figura 12 ¢ possivel visualizar a toxicidade
deles, como controles foram usados Anfotericina B (3,125 uM), célula sem tratamento

e DMSO (0.04%).

Figura 14: Toxicidade dos compostos frente & promastigota de L. braziliensis.
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CST - célula sem tratamento. O experimento de toxicidade foi feito em triplicata técnica
e biologica, a célula tratada com DMSO foi usada como referéncia para o calculo da
sobrevivéncia em relacdo aos compostos. O desvio padrdo € mostrado na figura como a
linha em cima das barras, foi calculado pelo software ja mencionado considerando as
triplicadas e quanto maior a linha, maior o desvio. A linha tracejada indica 80% de

sobrevivéncia.

Fonte: Elaborado pela autora

Pelo grafico mostrado na Figura 14, ¢ possivel perceber que nessa concentragao
ndo foi identificado nenhuma atividade leishmanicida em nenhum dos compostos

testados.

O ciclo de vida do parasito Leishmania envolve duas formas principais, a

promastigota presente no vetor e a amastigota presente nos macrofagos de vertebrados
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infectados (ROUTARAY et al., 2022). Assim, a promastigota ¢ mais facil de ser
cultivada in vitro do que as formas amastigotas, que precisa que os parasitos sejam
isolados de lesdes ou cultivados in vitro em macréfagos ou outras células adequadas,
procedimento esse que ¢ demorado e trabalhoso, além do risco de contaminacao
(SIQUEIRA-NETO et al., 2010). O cultivo de amastigotas axénicas ainda ¢ um desafio
por conta da dificuldade de estabilizagdo e manutencdo da célula. Sendo assim, ¢
relativamente frequente que os experimentos de triagem de compostos em Leishmania,
em geral, comecem com uma triagem primaria nas formas promastigota e
posteriormente fagam uma triagem secundaria em amastigotas (DE ALMEIDA
RODRIGUES et al., 2010, DE MUYLDER et al., 2011; SIQUEIRA-NETO et al.,
2010).

Apesar da facilidade de cultivo, como a forma promastigota ¢ presente no
inseto-vetor, ela acaba ndo sendo necessariamente o alvo de um composto
leishmanicida. Por isso, é necessario realizar estudos envolvendo também a forma
amastigota, pois um composto pode ter a¢do sobre apenas uma das formas (DE

MUYLDER et al., 2011).

Neste trabalho, foi testado apenas uma concentragdo dos composto (10 uM) e
seu efeito em promastigota, Dutra e colaboradores observaram uma atividade
leishmanicida do eugenol contra promastigota de L. infantum em concentragdes de 550
ug/mL (~3350 uM), que ¢ bastante superior a concentracdo testada, sugerindo que
algum efeito leishmanicida pode ser observado em concentracdes maiores (DUTRA et al.,

2016).

Nosso grupo de pesquisa analisou a expressao de RNAm de LbSRPK nas formas
promastigota e amastigotas de L. braziliensis e observou que hd um aumento da
expressao de SRPK em promastigota que estdo na fase logaritmica indo para a fase
estacionaria; e que as formas amastigotas expressam significativamente maiores
quantidades de LbSRPK do que os promastigota da fase logaritmica (PIMENTEL et al.,
2023).

Considerando o estudo onde o eugenol levou a uma maior expressao da proteina
cinase AKT (ABDULLAH et al., 2021) e a hipdtese de que os compostos testados

podem atuar como inibidores de cinases, especificamente como inibidores de SRPK, o
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efeito leishmanicida que os compostos podem causar seria mais efetivo nas formas
amastigotas do que nas promastigota. Para testar essa possivel inibi¢do, estudos de
ancoragem molecular foram realizados entre os residuos de aminoécidos presentes no

sitio ativo da enzima e os compostos.

5.5. Bioinformatica

5.5.1 Estrutura tridimensional da proteina

A predi¢dao estrutural 3D da LbSRPK foi feita anteriormente pelo grupo de
pesquisa, usando o Alphafold2 (AF2), um sistema de inteligéncia artificial baseado no
aprendizado de maquinas, desenvolvido pela DeepMind capaz de prever estruturas
tridimensionais de proteinas. A estrutura tridimensional de um proteina ¢ determinada
por sua sequéncia de aminoacidos e muitos algoritmos foram criados para fazer
predicdes das estruturas 3D. Eles se baseiam geralmente em Modelagem por
Homologia, Modelagem de Novo e Aprendizado de Maquina (ML) (YANG et al.,
2023).

A Modelagem por Homologia se baseia no principio de que a estrutura
tridimensional ¢ determinada por sua sequéncia de aminoacidos e que sequéncias
semelhantes devem ter estruturas 3D semelhantes, isto €, a estrutura é mais conservada
do que a sequéncia primaria (MUHAMMED; AKI-YALCIN, 2019). E feito um
alinhamento de sequéncias seguido por modelagem molecular, as vantagens sdo os
algoritmos simples, velocidade rapida e alta precisdo para proteinas que t€ém homologos,
a principal desvantagem ¢ a impossibilidade de prever estruturas de proteinas que nao

possuam homologos determinados (MUHAMMED; AKI-YALCIN, 2019).

A Modelagem de Novo ¢ baseada na modelagem de uma proteina a partir de sua
sequéncia primdria, sem se basear em uma estrutura homoéloga conhecida (BENDER et
al., 2016). Guiada por funcdes de energia projetadas considerando as posi¢des atdmicas
dos aminoacidos como varidveis, a projecao que possuir menor energia ¢ escolhida. As
vantagens desse método sao nao depender de uma estrutura conhecida e poder encontrar
novos tipos de estruturas proteicas, porém, ¢ uma abordagem que exige um algoritmo
mais complexo e um poder computacional maior, esses dois fatores levam a necessidade

de aproximagoes (YANG et al., 2023).
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Os Modelos Baseados em ML utilizam algoritmos de ML, como o deep learning
(aprendizado profundo), e estruturas conhecidas de proteinas na predi¢do. Também ¢
uma técnica que precisa de grande poder computacional. O AF2 ¢ baseado nesse
principio e utiliza uma rede neural que ¢ treinada para gerar estruturas de proteinas
partindo de sua sequéncia de aminoacidos usando informagdes de proteinas homoélogas
e alinhamento de sequéncia (HE et al., 2023). Partindo do principio da conservagdo da
estrutura da proteina, isto ¢, que mutagdes na sequéncia ndo vao afetar a fungdo da
proteina, mesmo que a sequéncia de proteinas possa ser diferentes a estrutura 3D pode
permanecer a mesma; o AF2 também ¢é capaz de tratar cada residuo de aminoécido
como um objeto Unico e preveé rotagdes e translagdes no espaco para acomoda-lo melhor
na estrutura. Apesar de tudo, o AF2 ndo consegue prever a dinamica das proteinas (ele
fornece um modelo estatico) e possui uma limitagdo na previsao de proteinas com

multiplos dominios ou com regides intrinsecamente desordenadas (YANG et al., 2023).

Apesar disso, o AF2 ¢ o algoritmo que tem tido o melhor desempenho nas
Avaliacdes Critica de Predicao de Estruturas (CASP), uma competi¢do realizada a cada
dois anos para avaliar os algoritmos de previsdo de estruturas, nela sdo liberadas
sequéncias de proteinas cujas estruturas resolvidas ndo sdo conhecidas e os participantes
enviam para o comité a estrutura prevista por seus algoritmos e elas sdo comparadas

com a resolvida experimentalmente (YANG et al., 2023).

ApoOs a modelagem no AF, a energia do modelo foi minimizada no servidor
YASARA. Ele é um programa que executa simulacdes de dindmica molecular em
solventes explicito, otimizando as fun¢des de energia para que os modelos de proteinas
de baixa energia tenham mais probabilidade de estarem corretamente dobradas; para
isso ele combina equagdo de campo de forca de todos os atomos AMBER com
potenciais de tor¢do multidimensionais como se houvesse um campo de for¢a que tem
minimos de energia mais proximos das estruturas nativas e esse campo de forca vai
guiando o modelo para mais perto da estrutura nativa durante a simulagao (KRIEGER et

al., 2009).

Depois de ter sua energia minimizadas ¢ necessario avaliar a qualidade do
modelo tridimensional da proteina, para isso sdo analisados alguns fatores como o
comprimento das ligagdes, planaridade das ligagdes peptidicas, planaridade de anéis e

angulos de tor¢do nas cadeias principais e laterais, quiralidade, impedimento estérico,
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energia e fun¢do, além da andlise do valor de RMSD (Root Mean Square Deviation)

entre o modelo gerado e a estrutura molde (VERLI 2014).

Entre as ferramentas escolhidas para realizar essa validacdo estdo o
Prosa-WEB, que identifica erros potenciais em modelos de proteinas e faz
comparagdes com proteinas conhecidas, fornecendo um resultado em Z-score, uma
medida da qualidade da estrutura que mede o desvio da energia, o programa fornece
uma faixa para proteinas nativas daquele tipo, onde valores fora da faixa sugerem

estruturas erradas (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007).

Também utilizou-se do PROCHECK, para avaliar a estereoquimica (a
estabilidade conformacional dos dtomos) a geometria e angulos de tor¢do, foi usado

para isso o grafico de Ramachandran (VERLI 2014).

O resultado da qualidade do modelo nos servidores citados foi: Verify 3D -
aprovado com 90.31% de residuos pontuados >2; PROCHECK - o grafico de
Ramachandran mostrou 90.2% dos residuos estio em regides energeticamente
favoraveis; ProSa-Web - pontuagdo -8,22; ERRAT - fator de qualidade de 93.878,
indicando que os residuos estdo nas regioes corretas. Pontuagdes negativas indicam a

auséncia de regides mal estruturadas (PIMENTEL et al., 2023, CARVALHO 2024).

A estrutura prevista para LbSRPK e a estrutura cristalizada da SRPK1 humana
podem ser visualizadas no visualizador de macromoléculas PyMOL (Molecular
Graphics System, Version 3.0) e a sobreposicao pode ser vista na Figura 15, podemos
ver que a predigdo da estrutura da LbSRPK e o modelo cristalografico da SRPK1 de
humano se sobrepde muito bem com um RMSD de 0.499 previsto pelo PYMOL.
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Figura 15: Alinhamento da estrutura modelada da LbSRPK e a estrutura cristalografica

da SRPK1 humana.

Em verde, o cristal da SRPK1 humana (PDB ID: 4WUA), em bege a estrutura prevista
para LbSRPK e a sobreposi¢do das duas estruturas.

Fonte: Elaborado pela autora

5.5.2. Padroniza¢io da ancoragem molecular

GOLD (Genetic Optimisation for Ligand Docking) ¢ um programa baseado num
algoritmo GA, que realiza encaixe automatizado com flexibilidade parcial em ligantes
ciclicos e total em ligantes aciclicos no sitio ativo de proteinas, considerando a
vizinhan¢a com flexibilidade parcial, satisfazendo o principio de que o ligante precisa
deslocar a dgua da ligacdo antes que uma nova ligagdo seja feita (JONES et al., 1997).
O GA precisa, como entrada, do tamanho e a localizagdo aproximada do sitio ativo da
proteina, bem como as coordenadas da proteina e uma conformacao do ligante, como
saida, o programa fornece o ligante e quais conformacdes ele poderia assumir no sitio
da proteina, sendo que o programa realiza um numero de execugdes de GA ¢
estabelecido e testado pelo usuario e usa esse nimero de poses para fornecer a pose com

maior pontuagdo (JONES et al., 1997).

A melhor funcdo de pontuagdo encontrada para o re-docking do SPIN340 com
SRPK1 humana usando o programa GOLD foi ASP com 200 poses (0.56) e esses

valores foram usados para o docking entre LbSRPK e os compostos estudados, o
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programa faz um rankeamento das melhores poses e elas foram visualizadas e

analisadas no PyMOL.

5.5.3. Ancoragem dos compostos com LbSRPK

Como descrito no topico de materiais e métodos, para avaliar a ancoragem dos
oito compostos no sitio ativo da LbSRPK, foi feito o re-docking com o SRPIN340 ¢ a
SRPK1 humana para padronizar o protocolo no programa GOLD e em seguida esse
protocolo foi usado para a ancoragem dos compostos no sitio ativo. Para entrada no
GOLD foi necessario fornecer a localizacdo aproximada do sitio ativo da enzima, foi
escolhido o aminodcido tirosina 98 na LbSRPK, que ¢, no alinhamento das duas
estruturas, o aminodacido correspondente a leucina 168 na SRPK 1, que ¢ um aminoécido
central nessa regido (MOROOKA et al., 2015). O programa forneceu 200 poses usando
o protocolo selecionado e ele ranqueou a melhor posicao para cada ligante. Para estudar
e entender melhor como ¢ essa interacdo proteina-ligante, as posi¢coes foram
visualizadas e analisadas quanto aos tipos de ligagdo que estdo ocorrendo entre os

aminodcidos do sitio ativo e os &tomos dos compostos.

Os compostos que foram usados como ligantes para a proteina, como ja
mencionado, sdo derivados do eugenol e possuem estruturas bastante similares como
pode ser observado na Figura 16, variando o substituinte de um dos anéis aromaticos
(Br, CL F ou NO,) e sua posi¢do no mesmo (meta, quando na posi¢ao 3, ou para quando
na posi¢do 4 do anel). Esses grupos variantes possuem volumes e caracteristicas
diferentes que devem influenciar no seu encaixe no sitio ativo e consequentemente levar
a uma variacdo em suas interagdes com residuos proximos a essas regides. A partir do

docking € possivel analisar essas interagdes.
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Figura 16 : Estrutura quimica dos ligantes

Fonte: Elaborado pela autora a partir das estruturas fornecidas pela professora Patricia Fontes

Pinheiro

Em relagdo ao docking, a melhor conformagdo do composto 3-Br no sitio ativo
da LbSRPk, pode ser visualizado na Figura 17, foram identificados uma ligacdo de
hidrogénio convencional entre Tyr98 e um atomo de oxigénio presente no ligante; uma
ligacdo do tipo pi-pi entre os anéis da Tyr98 e o anel aromatico, uma ligacdo do tipo
pi-sigma entre Leul8 e o anel aromatico, duas ligagcdes do tipo carbono-hidrogénio -
sdo ligacdes de hidrogénio ndo convencionais, envolvendo os residuos Leul8 e Val97,
interagdes do tipo alquil e pi-alquil entre os residuos Leul49, Ala39, Val26, Leul60 e

His170 e o composto, além dos residuos que ndo estdo interagindo diretamente com o
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ligante, mas ajudam na estabilizacdo por meio de interagdes de Van der Waals, sdo esses

residuos Lys41, Phe95, Gly19, Glul00 e Thr 152.

Figura 17 A: Representagdo em esferas do ligante 3-Br no sitio ativo da LbSRPK, B:

tipos de ligagdo entre os residuos da proteina e o ligante pelo diagrama 2D.
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Fonte: Elaborado pela autora

LYS
X4l

PHE
X95 ey
ALA X:149
:39

Na melhor conformacgdo de 3-Cl com LbSRPK ¢ possivel visualizar uma ligagao

de hidrogénio convencional entre o residuo Tyr98 e um atomo de oxigénio presente no

ligante, uma ligagdo do tipo pi-pi também envolvendo Tyr98 e dessa vez o anel

aromatico ligado ao atomo de Cl, uma ligacdo carbono-hidrogénio entre Val97 e um

atomo de oxigénio, uma ligagdo do tipo pi-sigma entre Leul8 e o anel aromatico,

ligagdes do tipo alquil e pi-alquil envolvendo os residuos Leul49, Ala39, Val26,

Leul60 e His170, e interagdes de van der Waals envolvendo os residuos Lys41, Phe95,

Lys16, Glul00 e Gly19 (Figura 18)
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Figura 18 A: Representagdo em esferas do ligante 3-Cl no sitio ativo da LbSRPK, B:

tipos de ligagdo entre os residuos da proteina e o ligante pelo diagrama 2D.
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Fonte: Elaborado pela autora

3-F apresentou uma ligacdo de hidrogénio convencional entre o residuo Tyr98 e
um atomo de oxigénio presente no ligante, uma ligacdo do tipo pi-pi entre Tyr98 e o
anel aromatico ligado ao atomo de F, uma ligagdo carbono-hidrogénio entre Val97 e um
atomo de oxigénio, uma ligacdo do tipo pi-sigma entre Leul8 e o anel aromatico,
ligagdes do tipo alquil e pi-alquil envolvendo os residuos Val26, Ala39, Leul60 e
His170, e interacdes de van der Waals envolvendo os residuos Lys41, Phe95, Leul49,

Lys16, Glul00 e Gly19, as ligacdes podem ser visualizadas na Figura 19.
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Figura 19 A: Representagdo em esferas do ligante 3-F no sitio ativo da LbSRPK, B:

tipos de ligacdo entre os residuos da proteina e o ligante pelo diagrama 2D
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Fonte: Elaborado pela autora

As interagdes entre a melhor pose de 3-NO, podem ser visualizadas na Figura
20, o composto apresentou uma ligacdo de hidrogénio convencional entre o residuo
Tyr9 e um atomo de oxigénio presente no ligante, duas ligacdes carbono-hidrogénio
sendo uma entre Val97 e um atomo de oxigénio e a outra entre Glul00 e o hidrogénio
ligado ao carbono do éter ligado ao anel aromatico; uma liga¢do do tipo pi-sigma
envolvendo o anel do residuo de His170, ligagdes do tipo alquil e pi-alquil envolvendo
os residuos Val26, Leul49, Leul60 ¢ Leul8, além das interagdes de van der Waals

envolvendo os residuos Lys41, Ala39, Ile157, Thr152, Ser156 e Glu100.
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Figura 20 A: Representagdo em esferas do ligante 3-F no sitio ativo da LbSRPK, B:

tipos de ligacdo entre os residuos da proteina e o ligante pelo diagrama 2D
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Fonte: Elaborado pela autora

Na melhor pose, 4-Br apresentou uma ligacdo de hidrogénio convencional entre
o residuo Tyr98 e um atomo de oxigé€nio presente no ligante, uma ligagdo do tipo pi-pi
entre Tyr98 e o anel aromatico ligado ao Br, uma ligacao pi-sigma entre Leul8 e o anel
aromatico, duas ligacdes carbono-hidrogénio sendo uma entre Val97 e um atomo de
oxigénio e a outra entre Leul8 e o hidrogénio ligado ao carbono do éter ligado ao anel
aromatico, ligagdes do tipo alquil e pi-alquil envolvendo os residuos Lys41, Phe95,
Ala39, Val26, Leul60 e His170, além das interacdes de van der Waals envolvendo os
residuos Lys16, Glul00, Glyl9 e Leul49. As ligagdes podem ser visualizadas na
Figura 21.
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Figura 21 A: Representagdo em esferas do ligante 3-F no sitio ativo da LbSRPK, B:

tipos de ligacdo entre os residuos da proteina e o ligante pelo diagrama 2D
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Fonte: Elaborado pela autora

As interagdes de 4-Cl podem ser visualizadas na Figura 22 e apresentou uma
ligacdo de hidrogénio convencional entre o residuo Tyr98 e um atomo de oxigénio
presente no ligante, uma ligagao do tipo pi-pi entre Tyr98 e o anel aromatico ligado ao
Cl, duas ligagdes carbono-hidrogénio sendo uma entre Val97 e um atomo de oxigénio e
a outra entre Leul8 e o hidrogénio da hidroxila ligado carbono do éter ligado ao anel
aromatico, uma ligacdo do tipo pi-sigma entre Leul8 e o anel aromadtico, liga¢des do
tipo alquil epi-alquil envolvendo os residuos Lys41, Phe95, Ala39, Val26, Leul60 e
His170, e interacdes de van der Waals com os residuos Lys16, Glu100, Gly19 e Leul49.
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Figura 22 A: Representagdo em esferas do ligante 3-F no sitio ativo da LbSRPK, B:

tipos de ligacdo entre os residuos da proteina e o ligante pelo diagrama 2D
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Fonte: Elaborado pela autora

4-F por sua vez fez apresentou uma ligacdo de hidrogénio convencional entre o
residuo Tyr98 e um atomo de oxigénio presente no ligante, uma ligagdo do tipo pi-pi
entre Tyr98 e o anel aromatico ligado ao F, trés ligagdes do tipo carbono-hidrogénio
uma entre Val97 e um 4tomo de oxigénio e duas entre Leul8 e os hidrogénios do
carbono do éter que esta ligado ao anel aromatico, uma ligacdo do tipo pi-sigma entre
Leul8 e o anel aromatico, ligagdes do tipo alquil e pi-alquil envolvendo os residuos
Ala39, Val26, Leul60 e His170, também as interagoes de van der Waals envolvendo os
residuos Lys41, Phe95, Lys16, Glul00, Lgy19 e Leul49, as interagdes estdo na Figura
23).
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Figura 23 A: Representagdo em esferas do ligante 3-F no sitio ativo da LbSRPK, B:

tipos de ligacdo entre os residuos da proteina e o ligante pelo diagrama 2D
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Fonte: Elaborado pela autora

As interagdes do composto 4-NO, estdo representadas na Figura 24 e é possivel
visualizar uma ligacdo de hidrogénio convencional entre o residuo Tyr98 e um atomo de
oxigénio presente no ligante, uma ligacao do tipo pi-pi entre Tyr98 e o anel aromatico
ligado ao NO2, duas ligagdes do tipo carbono-hidrogénio sendo uma entre Val97 e um
atomo de oxigénio e a outra entre Leul8 e o hidrogénio do carbono do eter ligado ao
anel aromatico, uma ligagdo do tipo pi-amida entre o residuo de Gly99 e o anel
aromatico, ligagcdes do tipo pi-alquil envolvendo os residuos Ala39, Val96, Leul8 e
His170, além das interagdes de van der Waals envolvendo os residuos Lys41, Phe95,

Leu28, Gly19, Glul10, Thr152, Ile157 e Leul49.
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Figura 24 A: Representagdo em esferas do ligante 3-F no sitio ativo da LbSRPK, B:

tipos de ligacdo entre os residuos da proteina e o ligante pelo diagrama 2D
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Fonte: Elaborado pela autora

Para que um complexo proteina-ligante seja formado, € necessario que haja uma
complementaridade de caracteristicas fisico-quimicas e estruturais entre o ligante ¢ a
proteina, isso esta relacionado as propriedades fisico-quimicas de ambos e o arranjo
espacial molecular de seus componentes, permitindo que haja essa interagdo, sendo esse

processo de reconhecimento dirigido por efeitos entalpicos e entropicos (VERLI 2014).

Assim, ligante e proteina vao interagir entre si através de interacoes
intermoleculares, das quais as principais sdo ligacdes de hidrogénio, interagdes
hidrofobicas, interacdes de van der Waals, interacdes idnicas, interacdes do tipo
cation-m, interacdes envolvendo anéis aromaticos do tipo n-n e empilhamentos-T (ou em
forma de T) (VERLI 2014). As interagdes citadas sdo ligagdes nao covalentes, que sao
mais fracas do que as ligacdes covalentes e por ndo conferirem muita rigidez aos atomos
envolvidos, além de serem faceis de serem formadas e quebradas, geram uma
dinamicidade essencial para as macromoléculas que ¢é essencial para suas fungdes

bioquimicas (ADHAV; SAIKRISHNAN, 2023).

As ligacdes de hidrogénio desempenham um papel significativo em sistemas de

biomoléculas em solugdo aquosa, sdao interacdoes mais fracas que a ligacdo covalente,
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porém sdo mais fortes do que as interacdes de van der Waals. (BULUSU; DESIRAJU,
2020). As ligagdes de hidrogénio abrangem uma faixa de energia de 40 a 1 kcal/mol,
dependendo de quem sdo os atomos envolvidos, o que leva a uma distingdo entre
ligagdes de hidrogénio muito fortes, fortes e fracas, o que afeta na estabilidade da
interacdo e consequentemente na dinamicidade da interacdo (BULUSU; DESIRAJU,
2020). Em proteinas, as ligagdes de hidrogénio C — H...O formadas principalmente

pelos residuos de Gly, Phe e Tyr sdo bastante relevantes (BULUSU; DESIRAJU, 2020).

Assim, embora os compostos sO tenham apresentado uma interacdo de
hidrogénio, essa interacdo foi do tipo N — H... O = C e ocorreu entre um residuo de
Tyr98 e um oxigénio que estd em dupla ligagdo com o carbono na estrutura do ligante,
sendo classificada como uma ligagdo de hidrogénio forte (BULUSU; DESIRAJU,

2020). Essas interacdes podem ser visualizadas no Apéndice A.

Além disso, 0 aminodcido Tyr98 ¢ o aminoacido que corresponde ao residuo Leu
168 na SRPK1 humana quando o alinhamento das duas proteinas ¢ realizado, e esse
residuo também faz uma ligagdo de hidrogénio do tipo N — H...O = C com o ligante
SRPIN 340, um inibidor conhecido dessa proteina (MOROOKA et al., 2015), sugerindo

que essa interagdo ¢ importante para a inibi¢do da atividade da enzima.

As ligagdes descritas como carbono-hidrogénio sao ligacdes de hidrogénio nao
convencionais ocorrendo na forma C — H...O = C, apesar de serem consideradas uma
ligagdo de hidrogénio fraca, elas normalmente atuam como suporte e sdo comuns em
proteinas (ADHAV; SAIKRISHNAN, 2023; BULUSU; DESIRAJU, 2020). Os oito
ligantes apresentaram uma ligacdo desse tipo entre o residuo Val97 da LbSRPK e o
oxigénio envolvido em dupla ligagdo com o carbono na estrutura do ligante (imagens no
apéndice B). Como essa ¢ uma ligacdo proxima a ligagdo de hidrogénio convencional
formada pela Tyr98 citada acima, provavelmente ela estd agindo como estabilizadora,

contribuindo para a interacao proteina-ligante nesta regido.

Além dessa ligacao citadas para o residuo Val97, outras interagdes desse tipo sao
encontradas em alguns compostos: em 3-NO, hd um interacdo entre o oxigénio da
carbonila do residuo Glul10 e o hidrogénio ligado ao carbono do éter ligado ao anel
aromatico; nos composto 3-Br, 4-Br, 4-Cl, 4-F ¢ 4- NO, ha uma interag¢do desse tipo
entre o oxigénio fazendo uma dupla ligacdo com carbono no residuo Leul8 e o H do

carbono do éter ligado ao anel aromatico, sendo que em 4-F foram identificados duas
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interagdes entre Leul8 e esses hidrogénios. Todas essas interagdes provavelmente estdo
contribuindo para a estabilidade da interacdo proteina-ligante e também podem estar

contribuindo para a a¢do inibidora desses complexos.

Além disso, interagdes de empilhamento do tipo m-n também desempenham um
papel importante na estabilidade de estruturas secunddrias e tercidrias de proteinas e
podem ser fundamentais para garantir a ligacdo de ligantes dentro do sitio ativo de
proteinas (VAN LOMMEL et al., 2022). Sao ligagdes ndo covalentes tipicas envolvendo
sistemas aromaticos m-eletronicos (PAIK et al., 2022). Os compostos 3-Br, 3-Cl, 3-F,
4-Br, 4-Cl, 4-F e 4-NO, apresentaram uma ligagdo desse tipo, mais especificamente
uma interacdo do tipo m-m empilhamento-T entre o residuo de Tyr 98, que possui um
anel aromatico em sua estrutura, € o anel aromatico ligado ao substituinte na molécula
dos compostos (as ligacdes podem ser visualizadas no apéndice C). O composto 3-NO,
ndo apresentou esse tipo de interagdo, ¢ possivel visualizar na Figura 20 A que mostra
o ligante em esferas e a proteina em superficie, que esse composto fica posicionado um
pouco diferente dos outros no sitio ativo, essa diferenga provavelmente devido a
presenca do grupo volumoso do NO, nessa posi¢do parece levar a uma distancia entre

os atomos de tal forma que essa interagdo ndo acontece.

As interagdes descritas como do tipo pi-sigma sdo interacdo do tipo C-H...w, sdo
interagdes fracas que também podem ser caracterizadas como ligacdes de hidrogénio
fracas e ocorrem em praticamente todas as proteinas, principalmente envolvendo
doadores C-H alifaticos e m -aceitadores aromaticos e entre doadores CH aromaticos e
n-aceitadores aromaticos (BRANDL et al., 2001), Apesar de serem ligacdes fracas, elas
afetam a energética de interacdes proteina-ligante e podem contribuir para sua
estabilizagdo (FANFRLIK et al., 2023). Os compostos 3-Br, 3-Cl, 3-F, 4-Br, 4-Cl ¢ 4-F
apresentaram esse tipo de interagdo entre o grupo C-H do residuo Leul8 e o anel
aromatico (figura pode ser visualizada no apéndice D) e o composto 4-NO, apresentou
uma interagdo desse tipo entre o anel do residuo His170 e C-H do ligante. O residuo de
Leul8 presente na LbSRPK se alinha com o residuo Leu86 na estrutura da SRPK1 que
por sua vez ¢ um residuo que faz interagdes hidrofobicas com o inibidor SRPIN 340 na
fenda de ligacdo ao ATP nessa proteina (MOROOKA et al., 2015). Esse dado também
sugere que essa interagdo pode estar contribuindo para uma inibi¢do da atividade da

LbSRPK.
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As ligagdes do tipo alquil e pi-alquil também foram encontradas em grande
quantidade entre os residuos de aminoécidos do sitio ativo e os dtomos dos ligantes
como pode ser visualizado nas Figuras 17 a 24 B. Essas ligagdes sdo uma das
interacdes mais fracas que sdo importantes a nivel bioldgico e quimico e ocorrem entre
grupos alquil ou entre grupos envolvidos em interagdes do tipo m aromaticos e ligacdes
duplas entre carbonos; ocorrem principalmente através de forcas de van der Waals e
interacoes hidrofobicas. Essas interacdes podem ser visualizadas no apéndice E
(GIESE; ALBRECHT, 2020). Todos os ligantes tiveram residuos envolvidos nesse tipo
de interacdo que provavelmente estdo contribuindo para que os compostos interajam

com a proteina.

Uma interagdo do tipo amida-pi foi encontrada entre o residuo Gly99 e o
composto 4-NO,, esse tipo de interagdo empilhamento amida... T esta relacionados ao
empilhamento © aromatico onde a superficie © da ligagdo amida se empilha contra a
superficie m do anel aromatico, os residuos mais comuns para esse tipo de interagdo sao
a Gly e Trp, e podem desempenhar um papel importante na ligacao do ligante a proteina
(FERREIRA DE FREITAS; SCHAPIRA, 2017), essa interacao pode ser visualizada no

apéndice F.

As interagdes de Van der Waals ocorrem quando 4atomos ndo carregados estdo
proximos e suas nuvens eletronicas exercem efeito uma sobre a outra de tal forma que
dipolos elétricos transitorios sdo formados e levam a formacao de outros dipolos de
cargas oposta em atomos proximos e esses dipolos passam a se atrair (NELSON; COX,
2014). Apesar de serem consideradas interacdes fracas, a formacdo dessas interagdes
contribui para a diminui¢do da energia livre do sistema e consequentemente contribuem

para a estabilidade do sistema (NELSON; COX, 2014).

E possivel visualizar varios residuos envolvidos em interagdes de van der Waals
no sitio ativo da LbSRPK com os ligantes (item B das Figuras 17 a 24) que devem
estar contribuindo para a estabilizagdo deles no sitio ativo. Em relacdo a quantidade
dessas interacdes, o composto 4-NO, apresentou 8 residuos envolvidos em interagdes
de van der Waals, os compostos 3-Br, 3-F, 3-NO, e 4-F apresentaram 6, o composto 3-Cl

apresentou 5 e os compostos 4-Br e 4-Cl apresentaram 4 interacdes de van der Waals.
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Fazendo uma comparacdo entre as interacdes encontradas entre os compostos

derivados do eugenol testados e a LbSRPK e as interagdes que existem entre os residuos

do sitio ativo da SRPK1 humana e seu ligante o SRPIN 340, ¢ possivel encontrar

semelhancas entre os tipos de ligacao (ligagcdo de hidrogénio, ligacdes alquil e pi-alquil)

e os residuos correspondentes quando ¢ feito o alinhamento entre as duas estruturas

(Tyr98 da LbSRPK alinha com Leul68 da SRPKI1, por exemplo). Algumas dessas

ligacdes podem ser visualizadas na Figura 25.

Figura 25: Comparagdo entre as interagdes entre 4-NO, e LbSRPK (A) e as interagdes

entre SRPIN 340 e a SRPK 1 humana (B).
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Destaque para a ligacdo de hidrogénio convencional que existe entre Leul68 SRPKI

humana e o residuo de aminoacido que alinha com ele na LbSRPK, Tyr98. Essas

interacdes também podem ser observadas para outros residuos como His170 — Glu100;

Leu86 - Leul8; Vall67 — Val97 ; Leu220 — Leul49 e Alal07 — Ala37, respectivamente.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Quando se estd estudando proteina-ligante, ¢ interessante conseguir classificar
essas diferentes moléculas por sua complementaridade no sitio ativo da proteina. O
Pose & Rank ¢ um servigo gratuito que fornece pontuagdes para complexos
proteina-ligante usando teoria da probabilidade, ele usa duas func¢des de pontuagdo
estatistica dependentes de distancia entre os 4&tomos, o PoseScore e o RankScore (FAN
et al., 2011). O PoseScore ¢ usado para prever a pose de ligacdo de um ligante
conhecido e o RankScore ¢ usado para identificar ligantes de ndo ligantes por meio de

triagem virtual (FAN et al., 2011).

Como arquivos de entrada, foi fornecido a estrutura modelada da LbSRPK e os
oito compostos em suas melhores poses determinadas pelo docking. A funcdo
RankScore foi escolhida para as andlises uma vez que o objetivo era avaliar a
capacidade dos compostos de agirem como ligantes no sitio ativo da proteina, sendo que
quanto mais negativo a pontuacdo, maior a for¢a de interagdao do ligante com a proteina.
O Pose & Rank forneceu um score para cada um deles e o resultado pode ser

visualizado na Tabela 3.

Tabela 3: Score fornecido pela fun¢ao RankScore.

Composto Score
3-Br -4.62
3-Cl -2.93
3-F -2.27

3-NO, -6.18
4-Br 1.56
4-Cl -5.67

4-F -4.97
4-NO, -6.09

Fonte: Elaborado pela autora
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Pelos scores das interagdes fornecidos pela fungdo RankScore do Pose & Rank,
o composto que interage melhor com a LbSRPK ¢ o 3-NO,, seguido pelo 4-NO,, em

sequéncia 4-Cl, 4-F, 3-Br, 3Cl, 3-F e o que apresentou menor pontuacao foi 4-Br.

Essas diferengas podem ser explicadas, por exemplo, pelos tipos e quantidades
de interacdo que existem entre os residuos presente no sitio ativo da LbSRPK e os
atomos dos ligantes, interacdes essas que estdo relacionadas a pose que os ligantes
assumem no sitio ativo. A Figura 26 mostra a sobreposicao dos ligantes em suas
melhores poses determinadas pela ancoragem molecular, no sitio ativo da LbSRPK. E
possivel observar que os compostos 3-Br, 3-Cl, 3-F, 4-Br, 4-Cl e 4-F se sobrepdem,
enquanto que os compostos 3-NO, e 4-NO, ndo se sobrepdem com os ja citados e nem

entre si.

Figura 26: Sobreposicao dos ligantes no sitio ativo da LbSRPK

Em A: sobreposi¢do dos ligantes 3-Br (vermelho), 3-Cl (azul), 3-F (rosa), 4-Br (roxo),
4-ClI (azul claro) e 4-F (verde escuro). B: sobreposi¢ao do composto 3-Br (vermelho) e
3-NO,(verde claro). C: sobreposicdo do composto 3-Br (vermelho) e do 4-NO,
(marrom). D: sobreposi¢cdo dos compostos 3-NO, (verde claro) e 4-NO, (marrom). Foi
usado apenas o composto 3-Br para sobreposi¢do com 3-NO, e 4-NO, para facilitar a

visualizagao.

Fonte: Elaborado pela autora
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Entre os compostos 3-NO, e 4-NO, a diferenca de pontua¢ao encontrada para
eles pelo Pose & Rank foi pequena, sendo necessarios mais estudos para investigar qual

deles teria uma interacao melhor com a LbSRPK.

Para aprofundar os estudos e confirmar se ha realmente essa interagao entre os
compostos e a proteina LbSRPK que foi sugerido pela ancoragem molecular, avaliar
qual a magnitude dessas interagdes e confirmar qual composto se liga melhor a proteina,
foi realizada a clonagem génica para expressar e purificar a LbSRPK e posteriormente
realizar estudo de interagcdo proteina-compostos e avaliar o potencial efeito inibidor

desses compostos sobre a proteina.

5.6. Expressao e purificacio da proteina recombinante LbSRPK em E. coli BL21
(DE3)

A bactéria Escherichia coli BL21 e o sistema de expressao pET sdo um dos
sistemas mais utilizados para a producao de proteinas recombinantes. Nesse sistema, o
gene que codifica T7RNAP ¢ controlado pelo promotor LacUV5 que ¢ induzido por
IPTG (DU et al., 2021). O plasmideo recombinante para a expressio da LbSRPK
truncada foi o pET-28a, que possui como marca de sele¢do a resisténcia ao antibidtico
Canamicina, além dos sitios de restricdo para as enzimas de restricao Ndel e Xhol e uma
cauda de histidina, esse plasmideo foi comprado comercialmente da SYNBIO

TECHNOLOGIES.

A regido truncada da proteina foi definida como a partir da primeira glicina (G)
até a tirosina (Y) na posicdo 143 na regido N-terminal, a regido entre os dois dominios
cinases que pegou a lisina (K) 296 até¢ acido glutdmico 382 (E), e a regido C-terminal
foi deletado da fenilalanina 564 (F) até acido aspartico 742 (D). Essa regido pode ser

visualizada no anexo B quando comparada com a sequéncia ndo truncada da LbSRPK.

Esse plasmideo foi transformado em E. coli BI21(DE3) por choque térmico e as
bactérias transformadas foram cultivadas em LB liquido na presenca de Canamicina
para selecao dos clones transformados. Esses clones foram cultivados até atingir DO

0.6-0.8 e nessa condi¢do foi adicionado o IPTG para inducdo da expressdo da LbSRPK.

76



Essas indugdes ocorreram em diferentes temperaturas (20°C, 30°C e 37°C),
foram retiradas aliquotas em diferentes tempos (3, 4, 5, 6 e 18 - dependendo do teste) e
foram testadas duas concentragdes de IPTG (0.25mM e 0.10mM). As fragdes
correspondentes ao extrato bruto, fracdo soluvel e fragdo insolivel (ou corpo de
inclusdo) nas condicdes citadas, foram avaliadas por SDS-PAGE e um Western blot
também foi feito para avaliar a identidade da proteina. As amostras foram quantificadas
por Bradford (BRADFORD, 1976) e aproximadamente a mesma quantidade de amostra

foi aplicada em cada pogo.

A primeira indugdo foi feita a 37°C, 0.25mM de IPTG e 2 horas de indugdo,
baseado no protocolo descrito no trabalho de Teixeira (2018). Apds a indugdo as fragcdes
soluveis e insoluveis foram separadas e tratadas como descrito no topico 4.9.3 de
metodologia. As duas fragdes foram purificadas no FPLC e tiveram as amostras
correspondentes ao Volume ndo ligado (VNL), Eluicdo com 100% do tampao B (Elu) e
Lavagem (L) coletadas e avaliadas para se investigar onde a proteina recombinante
estava sendo mais expressas e se era possivel obter a proteina purificada por meio do

protocolo testado, a expressao pode ser visualizadas na Figura 27 a seguir

Figura 27: Expressao da proteina LbSRPK a 37°C, 0.25mM de IPTG apo6s o tempo de
indugdo de 2 horas. A: gel de SDS corado com corante Coomassie brilhante blue R-250.

B: membrana de WB revelada com DAB e peroxido
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M- marcador de peso molecular de proteinas; C+ ¢ uma proteina de aproximadamente
45 kDa que foi usada para controle do gel de SDS. EB - extrato bruto; ES_SP - fracao
solivel sem purificar, FS VNL - fra¢do soltivel volume ndo ligado; FS_Elu - fracao

soluvel eluida apds adicdo de 100% do tampao B; FI SP- fracdo insoluvel sem
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purificar, FI VNL - fracdo insolivel volume ndo ligado; FI-Elu - fracdo insoluvel

eluida apds adigdo de 100% do tampao B.

Fonte: Elaborado pela autora

Pela Figura 27 A ¢ possivel perceber que a LbSRPK esta presente na fragao
insoluvel e quase ndo foi detectada na fragdo soluvel. Durante a superexpressdao de
proteinas recombinantes pode acontecer das proteinas ndo se dobrarem corretamente e
se agregarem formando os corpos de inclusdo (FALAK; SAJED; RASHID, 2022). Pela
figura ¢ possivel perceber também que a purificagdo foi eficiente, assim, apds conseguir
uma quantidade maior de proteina na fragdo soluvel, a purificagdo sera realizada e a

testes futuros com a proteina serdo realizados.

Apesar da estabilidade e facil manipulacdo dos corpos de inclusdo, as proteinas
ali presentes, por estarem mal dobradas, também estdo inativas, e o redobramento de
proteinas in vitro ainda ¢ um desafio (KACHHAWAHA et al., 2023). Como o alvo
desse trabalho ¢ avaliar a atividade e especificidade da LbSRPK frente a inibidores, ¢
necessario que a mesma se encontre em sua forma nativa e, portanto, a alta presenc¢a da
proteina nos corpos de inclusao nao ¢ interessante. Para aumentar a concentragdo de
proteina na fra¢ao soluvel alguns pardmetros da indu¢do serdo testados como diminuir
a temperatura da inducdo, alterar a concentragdo de indutor, aumentar o tempo de
expressao ou mesmo adicionar algum composto que favorecam a expressao da proteina

na fracdo soltiivel ao invés do corpo de inclusdao(KAUR; KUMAR; KAUR, 2018).

Apds a primeira purificagdo, foi feito também o Western blot com anticorpo
primario anti-his de mouse e anticorpo secundario anti-mouse ligado a peroxidase; e na
Figura 27 B ¢ possivel ver a proteina marcada com anticorpo na altura estimada de 39
kDa, indicando que a proteina que esta sendo expressa ¢ a LbBSRPK. Apos essa primeira
confirmagdo, ndo foram mais feitos Western blots e nem purificagdes em FPLC até que
se conseguisse padronizar a expressao para maiores quantidades da proteina serem
produzidas na fracdo soliivel do que na insoluvel, tal metodologia foi adotada para
simplificagdo dos experimentos, porém, sem o Western blot ndo ¢ possivel afirmar que a
proteina que estd sendo visualizada na marca de 39 kDa ¢ realmente a LbSRPK, apenas
supor com base no primeiro Western blot, assim, novos Western blots antes da

purificagao serdo realizados para confirmar novamente a identidade da proteina.
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Com o objetivo de aumentar a expressdo da proteina recombinante na fragao
soluvel, outras inducdes foram feitas, a Figura 28 mostra a indu¢ao a 30°C, 0.25mM
de IPTG e ap6s o tempo de 3, 4, 5 ¢ 18 horas de indugdo. Nessa condi¢do a maior parte
da proteina ainda ¢ visualizada nos corpos de inclusdo, sendo que no tempo de 4 horas

foi o que mais teve expressdo da proteina na fragao solavel.

Figura 28: Gel de SDS mostrando a expressdao da LbSRPK a 30°C, 0.25mM de IPTG

nos tempos 3, 4, 5 ¢ 18 horas.
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M - marcador de peso molecular de proteinas da Sinapse, EB- extrato bruto; FS- fragdo
soluvel e FI- fracdao insoluvel, 1 corresponde as aliquotas retiradas apds 3 horas de

indugdo, 2 apds 4 horas, 3 apds 5 horas e 4 corresponde a 18 horas de indugao.

Fonte: Elaborado pela autora

A outra condicao testada foi 20°C nas concentragdes de IPTG de 0.10 mM e de
0.25 mM dessa vez nos tempos de 4, 5, 6 ¢ 18 horas de inducdo. Pela Figura 29
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pode-se perceber que com houve uma maior expressdo das proteinas do que nas

condi¢cdes anteriores e apesar da proteina ainda se encontrar em maior quantidade nos

corpos de inclusdo, bandas mais fortes passaram a serem visualizadas na fragao soluvel,

indicando que a temperatura de 20°C ¢ melhor para a proteina recombinantes ir para a

fragdo soluvel do que as temperaturas de 30°C e 37°C, e de fato, na literatura

temperaturas mais baixas favorecem a expressao de proteinas recombinantes na fragcdo

soluvel (FALAK; SAJED; RASHID, 2022).

Figura 29: Gel de SDS mostrando a expressao a 20°C, em A com 0.10mM de IPTG e
em B com 0.25mM de IPTG, nos tempos de 4, 5, 6 e 18 horas de indugao.
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M - marcador de peso molecular de proteinas da GE Healthcare, EB- extrato bruto; FS-
fragdo soluvel e FI- fracdo insoluvel, 1 corresponde as aliquotas retiradas apos 4 horas
de inducdo, 2 apds 5 horas, 3 apds 6 horas e 4 corresponde a 18 horas de indugdo. Os
circulos vermelhos destacam a presenga da LbSRPK nas fragdes soluveis nos tempos de
6 e 18 horas de indug@o. Nao foram corridos os extratos brutos para a condi¢do de 0.25

mM de IPTG.

Fonte: Elaborado pela autora

Além das estratégias mencionadas de otimizacdo de temperatura e concentragao
do indutor, a adicao de aditivos pode ajudar na solubilizacao da proteina, como a adi¢do
de glicose (0.5-1.0 %), que por ser um repressor do operon /ac quando adicionado no
meio vai inibir a expressdo basal da proteina, ¢ uma estratégia muito usada quando a
proteina recombinante que estd sendo expressa ¢ toxica para a E. coli. (KAUR;
KUMAR; KAUR, 2018). Alguns aditivos podem ajudar a aumentar o rendimento das
proteinas soliiveis por aumentar a pressao osmotica no meio e levar a producdo de
osmoprotetores na célula o que indiretamente ajuda na estabilizagdo da proteina nativa,
¢ o caso de compostos como sorbitol, sacarose e glicerol (KAUR; KUMAR; KAUR,
2018). Outro aditivo interessante € o etanol, que geralmente causa estresse oxidativo nas
células de e. coli e induz a produgdo de proteinas de choque térmico que atuam no
dobramento de proteinas, essas proteinas por sua vez, podem ajudar no dobramento da
proteina recombinante a aumentar sua concentracdo na fracdo soluvel (KAUR;
KUMAR; KAUR, 2018; ZHENG et al., 2019). Algumas dessas estratégias serdo

testadas para tentar aumentar a producdo de LbSRPK na fragao soluvel.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Como os compostos derivados do eugenol, da classe das amidas aromaticas,
testados neste trabalho nao demonstraram ser toxicos para as células de macroéfagos em
concentragdes baixas, os oito compostos foram testados quanto a sua atividade
leishmanicida em promastigotas de L. braziliensis. Apesar de nao terem sido capazes de
inibir o crescimento do parasito nas condi¢des testadas, estudos do seu potencial
leishmanicida em amastigotas podem ser interessantes, pois pode acontecer dos
compostos serem capazes de inibir o crescimento e/ou viabilidade de uma forma de
leishmania e outra ndo por conta das diferengas de expressdo génica que existem entre
esses dois estagios da vida em leishmanias. Além disso, como os compostos sdao
possiveis inibidores de LbSRPK e foi encontrado maior expressdao dessa proteina na
forma amastigota em comparagdo com a promastigota, estudar o potencial

leishmanicida dos compostos em amastigotas pode ser promissor.

O docking molecular entre os compostos ¢ a proteina LbSRPK mostrou que
existem interacdes, de varios tipos tais como ligagdo de hidrogénio, ligacdo
carbono-hidrogénio, interagdes do tipo m-m, m-sigma, interagdes alquil e m-alquil, além
de interacOes de van der Waals, entre os residuos de aminodcidos presentes no sitio
ativo da LbSRPK e os compostos testados, apesar de em sua maioria serem ligacdes
fracas, sdo interagdes que contribuem para a estabilidade proteina-ligante, além disso,
muitas das interagdes observadas, também estdo presentes entre o SRPIN 340 e a
SRPK1 humana, contribuindo para a sugestdo de que as interagdes encontradas podem
ser significativas em termos de atividade. Esses resultados sugerem que os compostos

podem agir como inibidores de LbSRPK.

A partir da melhor pose fornecida pelo docking foi possivel determinar qual
seria o melhor ligante a partir de um servidor que usa func¢des de pontuagdo estatistica
dependentes de distancia entre os atomos, o Pose & Rank, por meio dele foi possivel
determinar que os compostos 3-NO, e 4-NO, parecem ser os melhores candidatos entre
os compostos testados. Considerando também, que pelo ensaio de citotoxicidade o

composto 4-NO, apresentou um alto CCs,, isto €, € necessario uma quantidade alta
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desse composto para matar 50% das células, ele parece ser o mais promissor entre 0s

compostos testados. Mais estudos sdo necessarios para validar os dados obtidos.

Nao se tem muitas informagdes na literatura sobre o papel e importancia de
SRPKs em Leishmanias, assim, estudar as propriedades dessa proteina cinase pode ser
uma ferramenta util para entender melhor o metabolismo do parasito e a validagao dessa
proteina como alvo farmacologico pode abrir portas para o desenvolvimento de novos
farmacos. Nesse sentido, a proteina LbSRPK esta sendo expressa em sistema bacteriano
E. coli BL21(DE3) para posteriores estudos de caracterizagdo enzimatica e também
estudos de inibidores, apds conseguir altas concentracdes desta proteina’na fracdo
soluvel, serdo feitos estudos de inibicdo com os oito composto derivados do eugenol
para confirmar os dados obtidos pelo docking. A obtengdo da proteina abre portas para
diversos estudos de funcdo, estrutura e inibicdo da atividade enzimatica, que, além de
contribuir para entender um pouco melhor uma parte do metabolismo do parasito,

podem ajudar a validar essa proteina como um alvo farmacologico interessante.
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8. ANEXOS

Anexo A: Alinhamento no Clustal Omega entre a LbSRPK e a 4WUA (SRPK1 humana
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Anexo B: Alinhamento entre a LbSRPK truncada e a ndo truncada para destacar as
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APENDICE A - Iustracées dos tipos de interacao encontradas entre os ligantes e a
LbSRPK - Ligacdes de hidrogénio




Representacao das ligacdes de hidrogénio encontradas entre os compostos e o residuo
Tyr 98 e suas distancias em armstrong. Em vermelho estd o composto 3-Br; em azul o
3-Cl, em rosa o composto 3-F; em verde claro o composto 4-NO, . em roxo o composto
4-Br, em azul claro estd o composto 4-Cl, em verde escuro o composto 4-F e em
marrom o composto 4-NO,
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APENDICE B - Ilustracées dos tipos de interaciio encontradas entre os ligantes e a
LbSRPK - Ligacdes carbono-hidrogénio

o
VAL 97
)e o
I=df

GLU 100
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LEU 18

Representacdo  das  ligacdes carbono-hidrogénio  (ligagdes de  hidrogénio
ndo-convencionais) encontradas entre os compostos e os residuos Val 97, Leul8 e
Glul00 e suas distancias em armstrong. Em vermelho estd o composto 3-Br; em azul o
3-Cl, em rosa o composto 3-F; em verde claro o composto 3-NO,, em roxo o composto
4-Br, em azul claro estd o composto 4-Cl, em verde escuro o composto 4-F e em
marrom o composto 4-NO,
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APENDICE C - Tlustragdes dos tipos de interacio encontradas entre os ligantes e a
LbSRPK - Ligagoes tipo n-mr empilhamento-T

99



Representacdo das ligagdes do tipo pi-pi encontradas entre os compostos e o residuo
Tyr98 e suas distancias em armstrong. Em vermelho estd o composto 3-Br; em azul o
3-Cl, em rosa o composto 3-F;, em roxo o composto 4-Br, em azul claro estd o
composto 4-Cl, em verde escuro o composto 4-F e em marrom o composto 4-NO,
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APENDICE D - Tlustragdes dos tipos de interacio encontradas entre os ligantes e a
LbSRPK - Ligagdes tipo m-sigma

’ LEU18




Representacdo das ligagdes pi-sigma encontradas entre os compostos e os residuos
Leul8 e Hisl170 e suas distdncias em armstrong. Em vermelho estd o composto 3-Br;
em azul o 3-Cl, em rosa o composto 3-F; em verde claro o composto 3-NO,, em roxo o
composto 4-Br, em azul claro estd o composto 4-Cl e em verde escuro o composto 4-F.
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APENDICE E - Ilustracées dos tipos de interaciio encontradas entre os ligantes e a
LbSRPK - Ligacdes tipo alquil e w-alquil
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LEU 149

LEU 160

LEU 160

104



HIS 170
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Representacdo das ligagdes alquil e pi-alquil encontradas entre os compostos € 0s
residuos Leul8, His170, Val26, Ala39, Leul60, Lys41l, Phe95, Leul49 e suas
distancias em armstrong, os residuos variam de composto para composto. Em vermelho
estd o composto 3-Br; em azul o 3-Cl, em rosa o composto 3-F; em verde claro o
composto 3-NO,, em roxo o composto 4-Br, em azul claro o composto 4-Cl, em verde
escuro o composto 4-F e em marrom o composto 4-NO, . Alguns compostos possuem
mais de uma figura mostrando as interagdes para facilitar a visualizagdo das mesmas.
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APENDICE F - Tlustragdes dos tipos de interacio encontradas entre os ligantes e a
LbSRPK - pi-amida

GLY 99

Representacdo da ligacdo pi-amida entre o residuo Gly99 e o composto 4-NO, e sua
distancia em armstrong.
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