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RESUMO

CARVALHO, Rayane Luiza, M.Sc.. Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2024.
COMPOSTOS DERIVADOS DO TIMOL E CARVACROL: AVALIA(;AO E
CARACTERIZACAO DA ATIVIDADE ANTILEISHMANIA IN SILICO E IN VITRO.
Orientador: Raphael de Souza Vasconcellos. Coorientadores: Christiane Mariotini-Moura
Vasconcellos, Joice de Melo Agripino, Juliana Lopes Rangel Fietto.

Leishmanioses sdo doengas provocadas por protozodrios do género Leishmania e transmitida
por flebotomineos, é prevalente em paises subdesenvolvidos. O relatério mundial mais
recente da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), de 2022, registrou entre 700 mil e 1 milhdo
de novos casos globalmente das diversas formas da doenga. Ocorrendo em trés formas
principais: cutdnea, a mais comum, mucocutinea e visceral, sendo esta tltima potencialmente
letal se ndo tratada. Os atuais tratamentos, como antimoniais pentavalentes, enfrentam
desafios de toxicidade e eficdcia limitada. Por isso, a pesquisa por novos tratamentos € tao
importante. O uso de moléculas derivadas de fontes naturais tem crescido fortemente nos
ultimos anos. Moléculas como carvacrol e timol se destacam por exibir potencial terapéutico
contra diversas doencas. Como cancer e a propria leishmaniose, agindo sobre proteinas
cinases, atuando na inibicdo da atividade dos parasitos, induzindo a morte. A escolha de
proteinas cinases como alvos terapé€uticos baseia-se na complexidade do ciclo de vida dos
parasitos Leishmania e Trypanosoma. Proteinas como AKT-like cinase e caseina cinase (CK)
foram identificadas como potenciais alvos leishmanicidas O presente estudo teve por objetivo
o teste da atividade leishmanicida de compostos semissintéticos derivados de carvacrol e
timol e avaliacdo da interacdo dos compostos com atividade antileishmania através de andlises
de bioinformdtica estrutural. O estudo testou in vitro da atividade citotéxica em macréfago
dos 19 compostos derivados, nomeados de AC, Al a All para os derivados do carvacrol e
M1 a M7 para os derivados do timol. Com testes da atividade antileishmania nas espécies L.
braziliensis e L. amazonensis, € selecdo daqueles que apresentaram atividade para realizagao
de docking molecular da interacdo proteina ligante, com as proteinas CKI, CRK3, GSK,
MAPK, AKT-like (PKA) e SRPK. Além da andlise filogenética de sequéncias de
Arabidopsis, Plasmodium, mamiferos e a familia de tripanossomatideos. Dos resultados
obtidos, todos os compostos apresentaram CCso > 200 puM, com maior atividade
antileishmania apresentando aproximadamente 60% na triagem nos compostos A6 e AS,
definindo valores de ICso de 11,43 e 11,77 uM, com baixissima citotoxicidade definida por

CCso acima de 1 mM, nestes dois compostos. Direcionando somente os compostos A6 e A8



para as andlises de bioinformética, apresentada pela melhor interacio do composto A8 com a
maioria das protefnas analisadas. As andlises filogenéticas de todas as proteinas mostraram
uma distancia evolutiva clara entre tripanossomatideos e mamiferos indicando oportunidade
Unica para o desenvolvimento de farmacos altamente especificos. A compreensdo desses
mecanismos pode contribuir para o desenvolvimento de tratamentos mais eficazes e com

menor toxicidade, abrindo perspectivas promissoras para o combate a leishmaniose.

Palavras-chave: Leishmaniose, Citotoxicidade, Carvacrol, Timol, Interacdo Proteina-ligante



ABSTRACT

CARVALHO, Rayane Luiza, M.Sc. Federal University of Vicosa, August 2024.
CHARACTERIZATION OF SYNTHETIC COMPOUNDS WITH
ANTILEISHMANIAL POTENTIAL: IN SILICO AND IN VITRO APPROACHES.
Advisor: Raphael de Souza Vasconcellos. Co-advisors: Christiane Mariotini-Moura
Vasconcellos, Joice de Melo Agripino, Juliana Lopes Rangel Fietto.

Leishmaniasis is a disease caused by protozoa of the genus Leishmania, transmitted by
sandflies, and is prevalent in underdeveloped countries. The latest global report from the
World Health Organization (WHO) in 2022 recorded between 700,000 and 1 million new
cases of various forms of the disease globally. It manifests in three main forms: cutaneous,
which is the most common, mucocutaneous, and visceral, the latter being potentially lethal if
untreated. Current treatments, such as pentavalent antimonials, face challenges related to
toxicity and limited efficacy. Therefore, research into new treatments is crucial. The use of
molecules derived from natural sources has gained significant momentum in recent years.
Molecules such as carvacrol and thymol have shown therapeutic potential against various
diseases, including cancer and leishmaniasis itself, by acting on protein kinases, inhibiting
parasite activity, and inducing cell death. The selection of protein kinases as therapeutic
targets is based on the complexity of the life cycles of Leishmania and Trypanosoma
parasites. Proteins such as AKT-like kinase and casein kinase (CK) have been identified as
potential leishmanicidal targets. The present study aimed to test the leishmanicidal activity of
semi-synthetic compounds derived from carvacrol and thymol and evaluate the interaction of
these compounds with antileishmanial activity through structural bioinformatics analyses. The
study involved in vitro testing of the cytotoxic activity in macrophages of 19 derived
compounds, named AC, Al to All for carvacrol derivatives, and M1 to M7 for thymol
derivatives. The antileishmanial activity was tested against L. braziliensis and L.
amazonensis, and those exhibiting activity were selected for molecular docking analyses of
ligand-protein interactions with CKI, CRK3, GSK, MAPK, AKT-like (PKA), and SRPK
proteins. Additionally, phylogenetic analysis of sequences from Arabidopsis, Plasmodium,
mammals, and the trypanosomatid family was conducted. From the results obtained, all
compounds presented CCso > 200 uM, with the greatest antileishmanial activity shown by
compounds A6 and A8, which exhibited approximately 60% inhibition in the screening, and
ICso values of 11.43 and 11.77 uM, with very low cytotoxicity defined by CCso above 1 mM

in these two compounds. Therefore, only compounds A6 and A8 were directed for



bioinformatics analysis, with compound A8 showing the best interaction with most of the
proteins analyzed. Phylogenetic analysis of all proteins revealed a clear evolutionary distance
between trypanosomatids and mammals, indicating a unique opportunity for the development
of highly specific drugs. Understanding these mechanisms could contribute to the
development of more effective treatments with lower toxicity, opening promising perspectives

for combating leishmaniasis.

Keywords: Leishmaniasis, Cytotoxicity, Carvacrol, Thymol, Protein-Ligand Interaction
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1. INTRODUCAO

Leishmanioses sdo doencas negligenciadas, antropozoondticas, causadas por
protozodrios da familia Trypanosomatidae, pertencentes a diferentes espécies do género
Leishmania, cuja transmissd@o ocorrem por meio da picada de inseto flebotomineo fémeas
infectadas dos géneros Lutzomyia e Phlebotomus, vetores nas Américas e nos demais
continentes, respectivamente (BRUNI et al,, 2017). Com maior ocorréncia em paises
subdesenvolvidos, nas populacdes com caréncia de saneamento bdsico e baixos recursos
financeiros, em 2022 foi relatado pela Organizacao Mundial da Saude (OMS) entre 700 mil e
1 milhdo de novos casos em todo o mundo.

Existem 3 principais formas de desenvolvimento da doenca. Leishmaniose cutanea,
responsavel por causar lesdes ulcerativas na pele no local da picada com cicatrizes
permanentes, € a forma mais comum e com maior incidéncia da doen¢a. Quando ndo tratada,
pode evoluir para a forma mucocutianea, que ird ocasionar lesdes na regido das mucosas,
como nariz, boca e garganta, podendo destruir as membranas mucosas total ou parcialmente.
Essas duas formas s@o as principais responsdveis pelo estigma das populacdes afetadas, visto
que as lesdes irdo causar deformagdes e cicatrizes permanentes na pele dos individuos.
Leishmaniose visceral ¢ a forma mais letal da doenca, afetando os 6rgdos internos,
principalmente bacgo e figado; se ndo tratada, pode levar a morte em 90% dos casos (PAHO,
2022; WHO, 2023).

Além dos sintomas da doenca serem um grande problema, também hd obsticulos
quanto as formas de tratamento atuais. Como primeira linha comumente utiliza-se antimoniais
pentavalentes, como Pentostam, Glucantime, Isetionato de Pentamidina. Outros tratamentos
também sdo utilizados, variando quanto a evolucdo da doenca, espécie do parasito e
caracteristicas 1individuais do hospedeiro. Além disso, incluem-se a Anfotericina B
(Fungizone), Anfotericina B Lipossomal (AmBisome), Miltefosina, € a combinacdo de
diferentes tratamentos (ARONSON et al., 2017; PAHO, 2022). Todos os diferentes farmacos
representam barreiras para o efetivo tratamento da leishmaniose, devido a ocorréncia de alta
toxicidade dos mesmos, afetando figado, coragdo e rins. Além da baixa eficdcia de cerca de
50%, que gera incapacidade de promover a morte de 100% dos parasitos presentes no
individuo e desta forma fazendo com que haja possibilidade de uma recaida no quadro devido
a uma queda na imunidade do hospedeiro (BRUNI et al., 2017, CARDONA-ARIAS et al.,
2017; PAHO, 2022; PINK et al., 2005; WHO, 2023). Por isso hd uma grande relevancia na

pesquisa de novos farmacos que poderiam agir como possiveis novos tratamentos para a
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leishmaniose.

Na busca pelo desenvolvimento de potenciais farmacos de sintese facilitada e custo
acessivel, hd uma crescente utilizacdo de compostos sintéticos derivados de substancias
naturais, tais como plantas e O6leos essenciais. Outra abordagem envolve a selecdo de
compostos sintéticos provenientes de classes que apresentem robustas evidéncias de eficicia
como alvos farmacoldgicos, além de serem de sintese facilitada. Entre essas classes, os
compostos derivados do carvacrol e do timol tém demonstrado um promissor potencial
comprovado de atividade antimicrobiana, anticancer, entre outras (CHEN et al., 2017;
MACZKA et al., 2023; SAMPAIO et al., 2021; ZIELINSKA-BLAJET; PIETRUSIAK;
FEDER-KUBIS, 2021). Por isso a utilizacio de compostos sintéticos a partir de material
natural tem sido cada vez mais frequente como novas formas de tratamento, incluindo
moléculas como derivados de monoterpeno de carvacrol ou timol (COSTA et al., 2023;
GALVAO et al., 2020; MACZKA et al., 2023; SAMPAIO et al., 2021).

Tendo como base revisdes de literatura quanto ao funcionamento do organismo dos
parasitos e possiveis funcOes de proteinas, evidenciou-se a grande relevancia da escolha de
proteinas cinases como possiveis alvos para novos tratamentos para a leishmaniose. Estudos
tém sido conduzidos para analisar as mudangas na expressdao de proteinas cinase em parasitos
como Leishmania e Trypanosoma (KAUR et al., 2017; KUHN; WIESE, 2005; MEIJIA et al.,
2020; PARSONS et al., 2005). Esses parasitos apresentam um ciclo de vida complexo, com
transicdes entre vetores insetos e hospedeiros mamiferos, envolvendo diferenciacdes
morfologicas ao longo do processo. Essas andlises visam compreender as adaptacdes desses
parasitos a diferentes ambientes e condi¢cdes ao longo de seus ciclos de vida (BAKER et al.,
2021; PARSONS et al., 2005). A fosforilagdo € crucial para processos celulares, e a inibi¢ao
de proteinas cinases pode impactar a regulacio do metabolismo desempenhando papel
fundamental como reguladores em processos celulares, incluindo controle transcricional,
progressdo e diferenciacdo do ciclo celular (NAULA; PARSONS; MOTTRAM, 2005;
RACHIDI et al., 2014; TIRADO-DUARTE et al., 2018).

Dentre as 195 proteinas cinases identificadas em Leishmania (NAULA; PARSONS;
MOTTRAM, 2005; PARSONS et al., 2005), 6 foram escolhidas baseado na sua funcdo e
possivel potencial de acdo fundamental para a sobrevivéncia do parasito. Sendo elas AKT-like
cinase (PKA), caseina cinase (CKI), proteina cinase relacionada a ciclina (CRK3), glicogénio
sintase cinase (GSK), proteina cinase ativada por mitégeno (MAPK), serina arginina proteina
cinase (SRPK).

AKT-like cinase (PKA), uma proteina citoplasmatica ort6loga do grupo da serine-
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threonine kinase B, responsdvel pela manutencdo da sobrevivéncia dos parasitos. Em testes
com inibidores especificos de AKT foi comprovado atividade leishmanicida, agindo com
processos semelhantes a apoptose, que ocasionaram na morte do parasito (TIRADO-
DUARTE et al., 2018).

A caseina cinase I (CKI) também foi utilizada como alvo de acdo de compostos
leishmanicidas. As CKs, assim como AKT, fazem parte de uma familia de proteinas serine-
threonine kinase multifuncionais que sdo caracterizadas por um dominio cinase altamente
conservado e um dominio C-terminal especifico implicado na sua regulacio e localizacdo.
Foram identificadas como altamente conservadas em diferentes espécies de Leishmania
demonstrando que possivelmente atuam em processos fisiolégicos fundamentais, o que as
caracteriza como bons alvos em potencial para acdo de compostos leishmanicidas (KROBER-
BONCARDO et al., 2020; RACHIDI et al., 2014).

As vias de sinalizacdo de AKT e MAPK ja foram diretamente relacionadas e foi
comprovado que a acdo de compostos inibidores destas vias de sinaliza¢do inibiu o
crescimento celular de células tumorais. A proteina AKT, como ja foi anteriormente citado,
possui funcdo fundamental para a sobrevivéncia do parasito, enquanto a MAPK esté presente
em diversas vias de sinalizacdo, regulando atividades celulares criticas, como proliferaciao
celular, diferenciacdo, mortalidade, resposta ao estresse e apoptose (KAUR et al., 2017;
MANNING et al., 2002).

Proteina Serina-arginina cinase (SRPK) € uma proteina cinase com grande foco de
estudo do nosso grupo de pesquisa, pertencente a familia de proteinas serine-threonine kinase,
crucial em diversos organismos e desempenha um papel essencial no splicing do pré-mRNA.
E conhecido que a agio das SRPKs ocorre pelo processamento do RNA por cis-splicing em
humanos, processo este que ndo ocorre em tripanossomatideos, que no caso seria através de
trans-splicing, indicando conservagdo funcional (PORTAL et al., 2003). Em Leishmania,
PIMENTEL et al., (2023) mostraram que inibidores de SRPK, como derivados do SRPIN340,
tém agdo leishmanicida, contra L. braziliensis, sugerindo que a inibicdo da SRPK pode levar a
morte do parasito.

Desta forma o presente estudo teve como interesse a andlise de compostos
semissintéticos derivados de carvacrol e timol, como potenciais agentes leishmanicidas.
Analisando o potencial citotoxico em células de macréfago RAW 264.7 e verificacdo da
atividade leishmanicida in vitro através de ensaio de infecg¢do. Por se tratar de compostos
inéditos ndo tendo estabelecido o mecanismo de acdo, foi realizada andlise de bioinformética

estrutural através de docking molecular proteina-ligante no software GOLD das proteinas
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LbCKI, LbCRK3, LbGSK, LbMAPK, LbPKA e LbSRPK com os compostos A6 e A8, os
quais apresentaram melhor atividade leishmanicida, o que contribui para entender melhor a

possibilidade de interacdo dos compostos com proteinas do parasito.



19

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

e Analisar a atividade leishmanicida de compostos semissintéticos derivados de
carvacrol e timol e avaliar a interacdo dos compostos com atividade antileishmania

através de analises de bioinformatica estrutural.
2.2. Objetivos Especificos

e Realizar triagem dos compostos semissintéticos através de teste de citotoxicidade em
macréfago RAW 264.7;

e Realizar triagem dos compostos na infeccio in vitro de L. braziliensis em linhagem de
macréfagos RAW 264.7;

e Determinar o CCso dos compostos em estudos em macréfago RAW 264.7;

e Determinar o ICso dos compostos avaliados na infeccao in vitro de L. braziliensis em
macrofago RAW 264.7;

e Realizar modelagem in silico das proteinas LbCKI, LbCRK3, LbGSK, LbMAPK,
LbPKA e LbSRPK frente a interacdo proteina-ligante dos compostos que
apresentaram atividade leishmanicida;

e Construir uma arvore filogenética para cada proteina utilizando sequéncias de

proteinas de tripanossomatideos, mamiferos, planta e levedura.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Leishmanioses

Leishmanioses sdo doencas da classe das antropozoonoses, sendo transmitida do
animal para o homem através da picada de um inseto flebotomineo fémea infectado com o
protozodrio do género Leishmania. Assim como existem diferentes espécies deste gé€nero, a
doenca se manifesta de diferentes formas baseadas em qual espécie o individuo ou animal esta
infectado. Em geral € relatado entre 700 mil a 1 milhdo de novos casos por ano em todo o
mundo, tendo maior incidéncia nos paises menos desenvolvidos, carentes de saneamento
basico, com menores recursos financeiros e em populagdes subnutridas (WHO, 2023).

Outro problema relacionado as leishmanioses, € que em muitos casos € causador de
quadro graves e complexos da doenga, sdo ocorréncias de coinfeccdo em individuos
imunossuprimidos, como € o caso de individuos soropositivos para o HIV. Devido a maior
debilidade do sistema imune, estes individuos sdo altamente susceptiveis a infec¢des e casos
de recaidas de seus quadros de saide. Em 2021, a OMS relatou casos de coinfeccao
Leishmania-HIV em 45 paises, sendo pafses como Brasil, Etiépia e India, responsdveis por
altas taxas de casos (WHO, 2023).

Existem trés formas principais de desenvolvimento da doenca. A forma cutinea € a
mais predominante, sendo responsdvel por causar tlceras na pele, no local da picada, podendo
progredir para estdgios mais graves se nao tratada. A forma mucocutinea também ird afetar a
superficie da pele, mas direciona-se para regido das mucosas, como boca, nariz e garganta,
causando lesdes deformantes nos individuos infectados, sendo responsavel por um grande
estigma social. A forma mais letal e agressiva € a leishmaniose visceral ou calazar, que afeta
os 6rgdos internos, principalmente figado e baco, levando a morte se nao tratada de forma
adequada.

Em 2022 dados levantados pela Organizacdo Mundial de Saude, indicaram que a
leishmaniose cutanea encontra-se endémica em 90 paises (Figura 1), dentre eles: Brasil,
Venezuela, México, Ira, além de diversos paises do Continente Africano, sendo o Afeganistdo
0 pais com maior numero de casos reportados, mais de 58 mil. A OMS estima que ha
ocorréncia de cerca de 600 mil a 1 milhdo de novos casos anualmente, porém com a
subnotificacdo, somente 200 mil sdo relatados. A forma mucocutianea ndo € tao prevalecente e
nao hd tantos relatos e andlises, porém estima-se que 90% dos casos estdo presentes na

Bolivia, Brasil, Etiépia e Peru (WHO, 2023)
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Figura 1 — Distribuicdo global do status de endemicidade da leishmaniose cutanea.
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Fonte: https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/Leishmaniasis.

Em relacdo a leishmaniose visceral, dados de 2022, da OMS, revelaram que ha
endemicidade da doenga em 80 paises (Figura 2), dentre eles: Brasil, Bolivia, Quénia, Etidpia,
India, dentre outros, com um nimero total de novos casos anuais em torno de 50 a 90 mil. O
Sudao foi relatado como o pais com maior nimero de casos reportados em 2022, com mais de
4 mil casos, enquanto o Brasil fica apenas no segundo lugar com mais de 1600 novos casos.
Ha muita subnotificacdo, estimando-se que apenas 25 a 45% dos casos sejam relatados,
devido a dificuldade no diagndstico e identificacdo correta da doenca. O que devido a sua

letalidade aumenta o risco de surto epidémico e de mortalidade (WHO, 2023).

Figura 2 - Distribuicao global do status de endemicidade da leishmaniose visceral.
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Fonte: https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/Leishmaniasis.

Além das formas principais da doenca, existem algumas complicacdes que podem
surgir apds o tratamento fazendo com que estes individuos infectados permanecam como
potenciais transmissores. Este é o caso da leishmaniose dérmica pds-calazar ou pds-
leishmaniose visceral, que ¢ definida como lesdes ou pustulas causadas por erupg¢des cutaneas
na regido da face, bracos e tronco, que ocorrem em individuos que passaram pelo tratamento
para a leishmaniose visceral aproximadamente 6 meses apds o término do tratamento, o que
indicaria que possivelmente o individuo estaria “curado” da doenca. Porém, os sintomas
foram tratados, mas os parasitos permaneceram vivos e replicando no organismo do
individuo, que se encontra assintomatico. E relatado que estes individuos apresentariam uma
carga parasitdria muito superior os tornando “super transmissores” e, portanto, seriam

responsaveis pela transmissao de formas mais graves da doenca (COURTENAY et al., 2017)
3.2. Ciclo de vida do parasito

Dentre as principais espécies transmissoras das leishmanioses, temos: L. donovani e L.
infantum chagasi causadoras da leishmaniose visceral; L. braziliensis, L. amazonensis, L.
major e L. mexicana, causadoras da leishmaniose cutdnea. A transmissdo destes parasitos
ocorre através da picada de insetos da familia Psychodidae, com variacdo das espécies dos
vetores para cada espécie de Leishmania e para os diferentes continentes, em que estdo
localizados. Os principais géneros de vetores transmissores do parasito e consequentemente
da doenca, sdo os géneros Phlebotomine e Lutzomyia (Tabela 1), que se diferenciam pela
presenca no Velho Mundo (Asia, Africa e Europa) e no Novo Mundo (América do Sul, Norte
e Central), respectivamente (CECfLIO; CORDEIRO-DA-SILVA; OLIVEIRA, 2022; WHO,
2023).

Tabela 1 - Relacdo flebotomineo x Leishmania de algumas espécies de Leishmania, com abreviagcdo do género
do flebotomineo de acordo com Marcondes (2007).

Flebotomineo Parasito Tipo de Leishmaniose Presenca
Lu. longipalpis, Lu. cruzi L. infantum chagasi Visceral Novo Mundo
Lu. wellcomei, Lu. migonei, Lu. L. braziliensis Cutanea Novo Mundo

neivai, Lu. carrera

Lu. flaviscutellata L. amazonensis Cutanea Novo Mundo

Lu. olmeca, Lu. ayacuchensis L. mexicana Cutanea Novo Mundo

Ph. papatasi, Ph. duboscqi L. major Cutanea Velho Mundo
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Ph. argentipes L. donovani Visceral Velho Mundo

Ph. perniciosus, L. infantum Visceral Velho Mundo

Fonte: (CECILIO; CORDEIRO-DA-SILVA; OLIVEIRA, 2022)

O ciclo de vida do parasito inicia-se ap6s a picada de um flebotomineo fémea em um
hospedeiro contaminado, ocorre a ingestdo do parasito na sua forma amastigota, que ¢é
caracterizada pela morfologia mais arredondada com auséncia de flagelo e pouca ou nenhuma
motilidade. In vivo essa forma é encontrada somente no hospedeiro. As caracteristicas do
organismo e a ocorréncia da infeccdo promovem um ambiente ideal para o seu
estabelecimento.

ApOs a alimentagdo os parasitos serdo transportados pelo sistema digestivo do vetor
como mostrado na Figura 3, ficando armazenados no intestino médio (IM), internamente na
matriz peritréfica, juntamente com o repasto sanguineo. Neste ambiente ocorrerd
diferenciagdes que tém como objetivo a replicacdo, adaptabilidade e sobrevivéncia do
parasito. Ao estar armazenada no espago endoperitréfico o parasito na forma amastigota ird se
diferenciar para a forma promastigota prociclica (Figura 3 (1)), forma em que h4 o surgimento
de um flagelo curto e corpo mais esférico, que se replica rapidamente. Este processo ocorrera
por vérios dias apds a alimentacdo sanguinea. Haverd entdo o deslocamento da matriz
peritrofica do epitélio intestinal, promovendo o desenvolvimento do parasito e fazendo com
que haja diferenciagdo para a forma nectomona, caracterizado por um corpo alongado e
flagelo de maior ou igual tamanho. A funcdo desta forma serd perfurar a matriz peritréfica e
aderir-se as microvilosidades do epitélio intestinal para evitar a elimina¢do juntamente com o
bolo alimentar (Figura 3 (2)). Para replicar e aumentar o nimero de parasitos, 0 mesmo ird
diferenciar-se no espago exoperitrofico, para a forma leptomona (Figura 3 (3a)), corpo mais
curto e largo, com flagelo de mesmo tamanho. A préxima forma de diferenciacdo sdo as
haptomonas, que sdo caracterizadas por corpo mais largo e curto e flagelo curto (Figura 3
(3b)), facilitando a adesdo as vilosidades da vdlvula estomodeal, promovendo uma pressao e
obstruindo a valvula o que permite a regurgitacdo. A forma final de infeccao serd determinada
através da metaciclogénese com a diferenciagdo para a promastigota metaciclica (Figura 3
(4)) que é caracterizada por um corpo curto e fino e flagelo alongado, estando presente no
intestino médio toracico na valvula estomodeal (CECfLIO; CORDEIRO-DA-SILVA;
OLIVEIRA, 2022; MARQUARDT et al., 2004).

Ap6s todos os passos de diferenciacdo e metaciclogénese o parasito ja estara na forma
final e infectiva, que serd transmitida para um novo hospedeiro quando houver uma nova

alimentacdo. No entanto, estudos evidenciam que haverd uma nova etapa de modificagdes na
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morfologia do parasito, que serd definido quando hd uma alimentacio subsequente a primeira.
Este fato ocorre devido a renovacdo dos nutrientes do bolo alimentar, que promoverd uma
desdiferenciacao das formas metaciclicas para a forma retroleptomona, a funcdo desta
desdiferenciagao serd a replicacdo do nimero de parasitos, com a rediferenciagdo subsequente
para promastigota metaciclica (Figura 3 (4)). Esses passos fardo com que a carga parasitdria
aumente, promovendo uma transmissao para o hospedeiro vertebrado da forma mais aguda da
doenca (Figura 3 (5)) (CECILIO; CORDEIRO-DA-SILVA; OLIVEIRA, 2022;
COURTENAY et al., 2017).Quando transmitida para um hospedeiro vertebrado, haverd a
internalizacdo dos parasitos nas células de defesa, como os macréfagos, com diferenciacdao
para a fase amastigota, em que ird se replicar internamente nas células do hospedeiro,
promovendo a lise destas células e posterior migracao para uma nova (BATES, 2018).

No entanto, quando cultivada in vitro o ciclo de vida do parasito ndo passara por tantas
diferenciagdes, estando presente em apenas 4: amastigota axénica, amastigota, promastigota
prociclica, promastigota metaciclica. A fase amastigota axénica ocorrerd com manipulacdo do
meio de cultivo, quanto a temperatura, composi¢do e pH, simulando a infec¢io, promovendo
assim um ambiente proprio para a diferenciacdo forcada, sem que haja uma infeccdo. O
parasito estard na fase promastigota prociclica quando mantida em cultura em meio de cultura
caracteristico para a fase e manutencdo comumente definida a 25° C (+/- 1° C), no
correspondente a fase log ou exponencial, replicativa e com alta densidade celular. Com o
passar dos dias, esta cultura ird alcancar um pico de crescimento e estagnard, definido pela
fase estaciondria, identificado pela diferenciacdo do parasito para a forma promastigota
metaciclica, infectiva. A fase amastigota internalizada, se dard quando aplicada em testes de
infeccdo em macréfago in vitro, em que o parasito ird se diferenciar devido ao ambiente
apresentado, partindo da fase promastigota metaciclica na infeccao e diferenciando para a fase

amastigota internalizada no macro6fago.



25

Figura 3 - Ciclo de vida do parasito.
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Legenda: A imagem retrata as fases de diferenciagdo do parasito desde a alimentacdo do flebotomineo de sangue
infectado com formas amastigotas do parasito, formando o repasto sanguineo no intestino médio abdominal
havendo diferenciag@o para a forma promastigota prociclica replicativa (1), apds alguns de dias de alimentagdo
havera rompimento da matriz peritréfica e diferenciacdo para a fase nectomona, que ird aderir-se as
microvilosidades do epitélio intestinal (2), com fun¢do de replicacdio o parasito ird se diferenciar no espago
exoperitréfico para a forma leptomona (3a), enquanto alguns parasitos irdo aderir as vilosidades da valvula
estomodeal através da diferenciag@o para a fase haptomona (3b) aumentando a pressio e permitindo a
regurgitacdo. A fase final da diferenciagdo sera através da metaciclogénese, com a diferenciagdo para a
promastigota metaciclica (4). Em alguns casos, quando o flebotomineo ingere uma segunda alimentacdo antes de
regurgitar os parasitos diferenciados, a presenca do novo sangue fard com que haja a desdiferenciacéo
modificando os parasitos para a fase replicativa retroleptomona que se rediferenciard novamente para a
promastigota metaciclica e infectando um novo hospedeiro através de uma nova alimentagéo do vetor (5).
Imagem adaptado de (CECfLIO; CORDEIRO-DA-SILVA; OLIVEIRA, 2022).
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3.3. Formas de Tratamento

De acordo com a Organizacdo Pan-Americana de Satde, os tratamentos existentes
para leishmanioses irdo variar na escolha do farmaco dependendo da apresentacao clinica, da
espécie causadora da doenga, da faixa etdria do paciente e da andlise do histérico médico.
Além de ser necessdrio estar atento quanto a eficicia do tratamento, desenvolver um bom
esquema terapé€utico, conferir a toxicidade, que é um dos principais problemas quanto a
utilizacdo dos tratamentos atuais, custo e aceitabilidade pelo paciente, visto a forma de
aplicacdo do medicamento. A leishmaniose é uma doenga trativel e com chance de cura,
porém requer que o individuo esteja imunocompetente, pois os medicamentos nao eliminam o
parasita do organismo completamente, dessa forma aumenta o risco de recaida caso ocorra
imunossupressao (PAHO, 2022; WHO, 2023).

Atualmente as formas de tratamento mais utilizadas sdo Antimoniais Pentavalentes
(Pentostam, Glucantime, Isetionato de Pentamidina), Anfotericina B (Fungizone),
Anfotericina B Lipossomal (AmBisome), Miltefosina, e Tratamentos
Combinados.(ARONSON et al., 2017; PAHO, 2022). Alguns dos grandes problemas destes
tratamentos sdo a forma de administragdo destes que em sua maioria necessitam ser aplicados
de forma parenteral, além do tratamento ter uma longa duracdo e possuir baixa eficicia. Além
das diversas comprovacdes de ocorréncia de resisténcia dos farmacos pelos parasitos
(PONTE-SUCRE et al., 2017). Outro problema que contribui para a principal causa para
interrupcao do tratamento € a alta toxicidade, responsavel pelo aparecimento de multiplos
efeitos adversos com hepatotoxicidade, insuficiéncia renal e cardiaca, nefrotoxicidade, efeitos
gastrointestinais, dentre varios outros (PAHO, 2022; PONTE-SUCRE et al., 2017).

Diversas sdo as reclamacdes dos pacientes quanto a realizacao dos tratamentos, muitos
estdo sujeitos a gastos, devido ao seu deslocamento frequente para hospitais para recebimento
do tratamento, visto que os casos de leishmaniose ocorrem em regido mais carentes e que
muitas vezes o hospital mais préoximo fica a quilometros de distdncia. Além disso, os
tratamentos necessitam ser realizados exclusivamente em ambiente hospitalar. Outra
reclamagdo é quanto ao longo periodo de tratamento, pacientes afetados pela LC, devido ao
grande estigma causado pelas lesdes e deformacdes na pele, relatam grande incidéncia de
sensacdo de baixa autoestima, preferindo grande parte das vezes por tratamentos mais curtos
ou até recorrendo a tratamentos com curandeiros ou terapias holisticas (CARDONA-ARIAS
et al., 2017; PAHO, 2022).

Observa-se frequentemente que, a0 mencionar a elevada despesa de determinado
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tratamento, o custo associado ndo estd estritamente relacionado ao proprio valor do
medicamento, ja que em vdrios paises ele € disponibilizado de maneira gratuita. Contudo, é
crucial considerar os custos adicionais suportados tanto pelo paciente quanto pela instituicao
hospitalar, necessarios para lidar com os efeitos adversos decorrentes do tratamento para
leishmaniose (CARDONA-ARIAS et al., 2017).

Portanto, torna-se evidente a relevancia substancial e a imperativa necessidade de
pesquisa direcionada a descoberta de novos farmacos, compostos ativos e abordagens
terapéuticas que possuam maior eficicia, menor toxicidade, aplicagdo ou uso mais facilitados,
e que verdadeiramente eliminem o parasito, contribuindo efetivamente para a erradicacdo da
doenca. Estas caracteristicas na busca por novos farmacos visam reduzir ou até mesmo
impedir a ocorréncia de recaidas ou casos de reincidéncia (BRUNI et al., 2017; CARDONA-
ARIAS et al., 2017; PAHO, 2022; PINK et al., 2005; WHO, 2023).

3.4. Carvacrol

O carvacrol (Figura 4) ¢ um dlcool monoterpendide, quimicamente nomeado de 5-
isopropil-2-metilfenol com caracteristicas fisico-quimicas de baixa solubilidade em solucdo
aquosa, rapida oxidagdo e volatilizagdo, encontrado nos 6leos essenciais de diversas plantas
como cominho preto (Nigella sativa), orégano (Origanum compactum), alecrim (Lippia
sidoides), dentre outras. Na natureza ja foram identificados diversos mecanismos de sintese,

capazes de definir diferentes teores da sua composi¢ao no dleo essencial.

Figura 4 - Férmula quimica estrutural da molécula de Carvacrol.
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Em laboratério a sua reproducao € possivel e muito requerida, visto a ampla gama de
utilizagdes em que o mesmo pode ser empregado, como propriedades antimicrobianas, cardio,

reno e neuroprotetora, modulador da resposta imune, antioxidante, anti-inflamatério,
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anticancer, analgésico, anticonvulsivante, antidiabético; hepatoprotetor e propriedades anti-
obesidade (CHEN et al., 2017; MACZKA et al., 2023; SAMPAIO et al., 2021; ZIELINSKA -
BLAJET; PIETRUSIAK; FEDER-KUBIS, 2021).

Em estudos anteriores esta molécula mostrou capacidade de ac¢do sobre diversas vias
de sinalizacdo, atuando em proteinas cinase como MAPKs e PI3K/AKT/mTOR, CDK em
células de cancer, reduzindo a viabilidade celular, proliferacdo e induzindo apoptose
(SAMPAIO et al., 2021; ZIELINSKA-BLAJET; PIETRUSIAK; FEDER-KUBIS, 2021).

Em estudo realizado por Galvao (2020), foi extraido 6leo essencial de Chenopodium
que possui em sua composi¢cdo o carvacrol como um dos principais componentes. Para andlise
da atividade leishmanicida fez-se o teste com diferentes formas, amastigota internalizada e
promastigota da L. amazonensis e tanto o Oleo essencial, quanto o préprio carvacrol
comercial, foram capazes de agir contra o parasito. Assim como outros estudos que mostram
que o carvacrol puro utilizado em teste de citotoxicidade tanto na infeccdo quanto na forma
promastigota apresentou redugdo consideravel na sobrevivéncia do parasito (COSTA et al.,
2023). Devido a insolubilidade do carvacrol puro, diversos estudos realizam técnicas de
encapsulamento com nanoparticulas ou micelas, para garantir que o composto seja
internalizado no macréfago, possua acdo leishmanicida, porém com reducdo da toxicidade
devido a protecao destas barreiras fisicas (BRUNI et al.,, 2017; COSTA et al., 2023;
MACZKA et al., 2023). Por isso, o design de derivados dessas moléculas s@o tdo importantes,
como possibilidades de se obter formas que possam ser mais soltiveis, menos toxicas, mas que

apresentem o mesmo potencial leishmanicida do original.
3.5. Timol

O timol (Figura 5) é um isémero planar do carvacrol. Um monoterpeno, quimicamente
nomeado de 2-isopropil-5-metilfenol, constituinte principal do tomilho (gé€nero Thymus),
possui caracteristicas fisico-quimica se ser solivel em dalcoois, solugdes alcalinas e outros
solventes organicos, enquanto apresenta ser levemente solivel em solucdes aquosas
(NAGOOR MEERAN et al., 2017). Este composto ja € a séculos fortemente utilizado pela
medicina tradicional no tratamento de diversas afeccdes a satide e no tratamento de doengas.
Assim como o carvacrol, o timol também possui diversas atividades biologicas comprovadas,
como antimicrobiano, anti-inflamatério, antioxidantes, eliminadoras de radicais livres,
analgésicas, antiespasmodicas, antifingicas, antissépticas e antitumorais (MORSELLI et al.,

2020; NAGOOR MEERAN et al., 2017; SAMPAIO et al., 2021).
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Figura 5 - Férmula quimica estrutural da molécula de Timol.
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Em 2015, Armas e colaboradores realizaram uma pesquisa com 6leo essencial de
Thymus vulgaris (tomilho) e timol comercial, com aplicagdo por meio de tubo intragéstrico
em camundongo Balb/c infectado com Trypanosoma cruzi no 8° dia de infec¢do. Apds 28 dias
de infeccdo e tratamento, foi detectado uma reducdo significativa no nimero de amastigotas
internalizadas no tecido cardiaco. Na doenca de Chagas a invasdo e dano no tecido do
hospedeiro € a indicacdo inicial da progressao da doenga, e com o tratamento realizado foi
identificado uma modulacdo na atividade dos macréfagos com o aumento significativo da
proliferagcdo dos esplendcitos. A inflamag¢do do tecido cardiaco € a caracteristica chave para a
patologia da doenga de Chagas, portanto a reducdo dos infiltrados inflamatdrios no tecido do
coracdo que foi relatado como estando diretamente relacionado com a utilizacdo do 6leo
essencial de Thymus vulgaris, assim como o uso isolado do seu ingrediente timol, torna o uso
do timol muito promissor para o tratamento da doenga de Chagas (ARMAS; AGUERO;
PACHECO, 2015).

Dessa forma, tem-se evidéncias que comprovem a grande importancia e relevancia na

sintese de compostos derivados do timol para andlise de potencial atividade leishmanicida.
3.6. Utilizacao de proteinas cinase como alvos de tratamento

Visto que parasitos do género Leishmania, assim como 0s outros tripanossomatideos,
estdo classificados filogeneticamente como organismos que surgiram com a evolucdo dos
eucariotos, e devido a sua localizacdo filogenética, esses parasitos possuem uma série de
caracteristicas muito semelhantes aos eucariotos, tanto na organizacdo como na expressao de
genes (BARRAL; COSTA, 2011).

Devido ao complexo ciclo de vida de parasitos como Leishmania, Plasmodium e
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Trypanosoma, que possuem uma intricada transi¢do entre vetor inseto e hospedeiro mamifero,
com diferenciacdes em sua morfologia ao longo do processo. Diversos estudos ja foram
realizados analisando alteragdes quanto a expressdo de proteinas em determinados momentos
do ciclo de vida, que seriam possivelmente responsaveis pela adaptacdo aos diferentes
ambientes e condi¢des, como por exemplo MAPK e CRK3 (BAKER et al., 2021; PARSONS
et al., 2005). Em estudos de 2013, TSIGANKOV et al., identificaram que a transducdo de
sinal mediada por fosforilacdo pode ser um fator chave para regulacdo da fungdo proteica,
podendo agir diretamente na diferenciacdo de parasitos do género Leishmania. Como a
fosforilacdo € essencial para diversos processos celulares, a inibicdo das proteinas cinases,
poderia levar a uma alteracdo na regulacdo do metabolismo. As proteinas cinase sdo tipos de
proteinas que atuam como reguladores importantes de muitos processos celulares diferentes,
como controle transcricional, progressdao e diferenciacio do ciclo celular (NAULA;
PARSONS; MOTTRAM, 2005; RACHIDI et al., 2014; TIRADO-DUARTE et al., 2018).
Foram identificadas 195 proteinas cinases presentes em Leishmania, que foram
divididas em 6 grupos: CMGC, AGC, CAMK, STE, NEK, CKI; estes foram selecionados
devido a conservacdo do dominio catalitico das proteinas, além de um sétimo grupo
identificado como Outros, contendo proteinas eucariticas importantes com fungdes de
transducdo de sinal (BAKER et al., 2021). Diversas proteinas cinase desses grupos ja foram
comprovadas como responsaveis pela manutengdo da sobrevivéncia do parasito, sendo assim
de grande importancia o estudo das mesmas como possiveis alvos para tratamento, visto que
ha comprovacdo que, por exemplo, poderiam interferir na diferenciacdo para a forma
amastigota que estard presente no hospedeiro mamifero, ou mesmo participando da regulacio
da sobrevivéncia desta forma quando ja presente na infeccao, internalizadas em macréfagos.
Por i1sso fez-se uma selecdo baseada na literatura de 6 proteinas cinases que poderiam atuar

como potenciais alvos de tratamento.
3.6.1. AKT-like cinase - PKA

A cinase AKT-like presente no género Leishmania spp. € uma proteina citoplasmatica
ortéloga do grupo da serine-treonine kinase B, responsdvel pela manutengdo da sobrevivéncia
dos parasitos. Tirado-Duarte et al. (2018) comprovou através de testes com inibidores
especificos da AKT cinase que a inibi¢do do dominio PH da cinase em L. panamensis
promovia o bloqueio da fosforilagio da mesma, levando o parasito a morte em um processo
semelhante a apoptose. O grupo de pesquisa ainda confirmou por meio de andlise de

sequéncia por alinhamento no software Clustal Omega, de 4 espécies de Leishmania que
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havia alta conservacdo na sequéncia da proteina em todas as espécies, indicando que
provavelmente esta cinase poderia atuar como um forte alvo em todas as espécies (TIRADO-
DUARTE et al., 2018).

Em T. cruzi foi identificada uma proteina semelhante a AKT, que poderia estar
relacionada com a via de sinalizacdo PI3K/AKT/mTOR, que j4 foi identificada como uma via
de sinalizacdo muito importante para diversos processos bioldgicos responsdveis pela
sobrevivéncia celular, proliferacao e diferenciagao, além de apresentarem diferencas
significativas para a AKT humana, podendo ser desta forma, um alvo muito promissor para o
tratamento da doenca de chagas (OCHOA et al., 2018).

No tratamento de doencas, as proteinas cinase AKT, ji foram diversas vezes
relacionadas como alvo de farmacos com resultados positivos. Em uma revisao sistemadtica foi
encontrado diversas pesquisas envolvendo o tratamento de cancer, confirmando que
compostos derivados do carvacrol e timol foram responséveis pela reduciao da proliferagao,
migracdo e invasdo de células cancerigenas através da modulacdo da via de sinalizacdo de
PI3K/AKT e MAPK. Testes em linhagens tumorais diferentes comprovaram que a acdo destes
compostos sobre a via de sinalizacdo PI3K/AKT e MAPK foi muito positiva, e capaz de

impedir a progressdo e desenvolvimento das células (SAMPAIO et al., 2021).
3.6.2. CRKS3 - Cinase relacionada a ciclina

Dentre as diferentes familias, temos as cinases dependentes de ciclina (CDK)
pertencentes as serine-treonine kinase, nos eucariotos superiores a familia de proteina CDK
age nos limites entre a diferenciacdo do ciclo celular e na prevencdo de transicdo prematura
ou inapropriada. Sua regulacdo é feita através da ligacdo com ciclina e fosforilacio (NAULA;
PARSONS; MOTTRAM, 2005; PARSONS et al., 2005).

Esta € uma familia relativamente grande de proteinas em tripanossomatideos, com 12
proteinas CDKs, o que pode refletir a complexidade da divisdo celular do parasito e também a
necessidade de integragdo ao desenvolvimento do ciclo de vida em que o parasito oscila entre
a fase proliferativa e a fase infectiva. O entendimento da biologia celular de parasitos
protozodrios do género Leishmania relativamente quanto ao ciclo celular permanece
particularmente inexplorado. Fundamentalmente o ciclo celular do parasito é o mesmo em
todos os eucariotos quanto ao crescimento, replicacio de DNA, mitose e citocinese.
Organismos do género Leishmania possuem diversos ortélogos de proteinas cinases que t€ém
sido mostradas como pecgas essenciais no controle do ciclo celular eucaridtico incluindo a

familia CDK (GRANT et al., 1998; HASSAN et al., 2001).



32

Apesar do grande numero de proteinas, denominadas CRK (cinase relacionada a
ciclina), apenas 2 demonstraram ser essenciais para progressio do ciclo celular, dentre elas a
CRK3 que apresenta diferentes fungdes quanto a progressdo em diferentes fases da mitose
quando ligada a ciclinas como CYC6 e CYC2. Dentre essas a CRK3 é a melhor descrita da
familia da CDKs, possuindo uma regulacdo com mecanismos similares a outras CDKs visto
que possui um dominio de ligacdo a ciclina conservado e 3 sitios de fosforilagdo regulatério
quando se comparado a CDK de humano. Dessa forma pode-se concluir que € uma proteina
cinase de fundamental importdncia no funcionamento do organismo do parasito, sendo
também um possivel importante alvo para mecanismo de acdo de fiarmacos antileishmania
(GRANT et al., 1998, 2004; HASSAN et al., 2001; XINGI et al., 2009).

HASSAN et al. (2001), comprovaram que a CRK3 € essencial para replicagdo e
sobrevivéncia do parasito L. mexicana através da delecio do gene da proteina, porém de
apenas um alelo, pois a delecio de ambos causava mudancgas significativas quanto a
mudancas de ploidia nas células transfectadas. Eles concluiram que o gene € essencial para o
pleno funcionamento do ciclo celular do parasito. Apenas os parasitos que possuiam ao menos
uma copia do gene sobreviveram, pois quando foi adicionado CRK3 extracromossdmico no
parasito antes da interrupcdo do segundo alelo de CRK3 nativo, ndo houve alteracdo de
ploidia, mostrando que o problema seria da auséncia de ao menos uma cépia do gene e nao do
produto da transfeccdao. Para testar se a CRK3 atuava como essencial para o parasito,
HASSAN et al., (2001) ainda testaram como seria a rea¢do do parasito quando exposto a um
inibidor de CDK, o Flavopiridol, um farmaco ja utilizado em testes clinicos como droga anti-
cancer. Nos testes in vitro o Flavopiridol foi capaz de inibir a atividade da proteina CRK3
purificada e impedir o crescimento do parasito. Através de ensaios de citometria foi capaz de
identificar que a a¢do do farmaco sobre o parasito foi através da paralisacio do mesmo na fase
G2/M do ciclo celular (HASSAN et al., 2001).

GRANT et al. (2004) também comprovaram que a a¢do dos inibidores contra a CRK3
foram muito bem-sucedidos quanto a inibi¢do do crescimento do parasito, inclusive
demonstrando que a inibi¢do da CRK3 pode induzir a redugdo da viabilidade do parasito
internalizado no macréfago, fazendo com haja reducdo da infeccdo, sendo extremamente
promissor o estudo de inibidor seletivos. Desta forma pode-se concluir que a CRK3 € um
excelente alvo para se estudar quanto possivel acdo de compostos com atividade

leishmanicida, visto sua fundamental importancia no ciclo celular do parasito.
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3.6.3. Caseina cinase (CK)

As caseina cinases fazem parte de uma familia de proteinas cinases Ser/Thr
multifuncionais que s@o caracterizadas por um dominio cinase altamente conservado e um
dominio C-terminal especifico implicado na sua regulacdo e localizagio (KROBER-
BONCARDO et al., 2020; RACHIDI et al., 2014). A isoforma CK 1.2 é a mais abundante em
Leishmania e a mais estudada. Rachidi et al. (2014) realizaram a comparagdo das sequéncias
da isoforma CK 1.2 entre as espécies de L. major, L. infantum, L. donovani, L. mexicana e L.
braziliensis que apresentam 99% de identidade entre si, o que foi relatado de que h4 uma alta
conservacdo na sequéncia de aminodcidos, apresentando uma maior sensibilidade contra
mutacdes neste gene para manutencdo da funcionalidade, que poderia indicar uma funcdo
fisiolégica essencial para a sobrevivéncia do parasito (ALLOCCO et al., 2006; RACHIDI et
al., 2014).

A utilizacdo de inibidores especificos contra a CK1 testados nas formas amastigota e
promastigota, apresentou atividade citotdxica e citostdtica, nas respectivas formas
(ALLOCCO et al., 2006). Porém em andlise quanto a morfologia e densidade celular,
evidenciou-se que a CK1 nio € tio relevante no estdgio de vida da forma promastigota, mas
em relacdo a forma amastigota, a acdo contra a proteina CK1 possivelmente estd relacionada
com uma relevancia crucial no estdgio de diferenciacdo para a forma amastigota, o que se
mantém ao longo do processo (RACHIDI et al., 2014).

Em testes realizados por (HOMBACH et al., 2014) com a delecdo do gene de HSP23™
uma pequena proteina de choque térmico, comprovada como substrato da proteina CK1, foi
identificado que os parasitos sofreram perda da viabilidade na temperatura de 37° C, reducdo
da tolerancia ao estresse quimico e crescimento reduzido, mostrando que esta proteina € um
requisito crucial para a sobrevivéncia do parasito nas condicdes de temperatura do hospedeiro
mamifero. KROBER-BONCARDO et al., em 2020, testou como a superexpressio da CK1.2
poderia alterar o comportamento das cepas de Leishmania mutante com HSP23” e foi
identificado uma reversdo espontanea do fenétipo sensivel a temperatura, mostrando que a
HSP23 age como substrato da CK1.2, mostrando uma ligacdo entre a sinalizagdo mediada
pela proteina cinase e a maquinaria de chaperonas de Leishmania.

Estes dados comprovam a importancia da proteina caseina cinase no ciclo de vida e
sobrevivéncia do parasito, sendo desta forma, de extrema importancia a anélise de compostos

com atividade leishmanicida com alvo nesta cinase.
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3.6.4. Glicogénio sintase cinase (GSK)

A proteina Glicogénio sintase cinase é uma proteina da classe Serine-threonine kinase
que foi identificada como uma proteina cinase que inativa a glicogénio sintase, além desta
funcionalidade, ela também atua com um importante papel nas vias de sinalizacio Wnt e
Hedgehog e regulam o ciclo de divisdo celular, renovacdo e diferenciacdo de células-tronco,
apoptose, ritmo circadiano, transcri¢do e acdo da insulina em eucariotos superiores, sendo
utilizada como alvo de diversas doencas como diabetes melittus e Alzheimer (MEIJER;
FLAJOLET; GREENGARD, 2004; OJO et al., 2008; STAMBOLIC; WOODGETT, 1994).

0OJO et al. (2008) mostraram que o parasito 7. brucei, causador da Tripanossomiase
africana, possui duas formas da proteina GSK, divididas em gene curto e gene longo, a por¢cdo
do gene curto foi validado genética e quimicamente como um bom possivel alvo para
tratamento da doenca. Experimentos realizados pela equipe com a utilizacio de RNAi
demostraram significava inibicdo de crescimento do parasito na forma sanguinea, o que
representa uma interferéncia quanto a infec¢do. O estudo ainda apresentou que uma série de
inibidores de cinase direcionados contra GSK3 tiveram resultado positivo quanto a atividade
celular anti formas sanguineas de 7. brucei, porém ndo podiam afirmar com total certeza se a
acdo estaria sendo direcionada apenas a GSK, visto que possui evidéncias de acdo contra
CDK, por estes mesmos inibidores. (GRANT et al., 2004; OJO et al, 2008;
POLYCHRONOPOULOS et al., 2004; TU; WANG, 2005)

XINGI et al. (2009) mostraram que para L. donovani também hd evidéncias que
inibidores de GSK promoveram a morte do parasito induzido por mecanismo semelhante a
apoptose, sendo responsdvel pela inibicdo do crescimento tanto de formas promastigotas,
quanto nas formas amastigota intracelular. Este estudo apresentou ainda que os inibidores de
GSK também atuaram sobre a proteina CRK3, evidenciado pelo acimulo dos parasitos nas
fases G2/M do ciclo celular, mostrando a possibilidade de participagdo da proteina GSK na
progressdo do ciclo celular, e que a maior acdo sobre a fase amastigota internalizada
comprova a proteina GSK como um excelente alvo para um possivel tratamento para a

leishmaniose.
3.6.5. Mitogen-activated protein cinase (MAPK)

Proteina cinase ativada por mitégeno, sdo proteinas membros da familia de serina-
treonina cinase comum em todos os eucariotos com fun¢do de mediador da transducdo de

sinal de estimulos externos, como mitdgenos, citocinas pré-inflamatérias, choque térmico.
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Estando presente em diversas vias de sinalizacdo, regulando atividades celulares criticas,
como proliferacdo celular, diferencia¢do, mortalidade, resposta ao estresse e apoptose (KAUR
et al., 2017; MANNING et al., 2002).

Em Leishmania 15 genes de MAPK ja foram identificadas, porém somente algumas
delas foram associadas a fungdes especificas no ciclo de vida do parasito. Na espécie L.
mexicana encontraram formas de MAPK apresentando diferentes tipos de fungdes como:
manuten¢do da sobrevivéncia de amastigotas dentro de macr6fagos de mamiferos, regulacao
do comprimento do flagelo, além de participar da resisténcia ao antimonio, controle da
diferenciacdo e nivel de viruléncia, dentre outros (ASHUTOSH et al., 2012; ERDMANN et
al., 2006; KAUR et al., 2017; KUHN; WIESE, 2005). Porém nao havia informagdes sobre os
possiveis substratos destas enzimas. KAUR et al. (2017), analisaram a proteina MAPK1 de L.
donovani que possivelmente age na regulacdo de proteinas de choque térmico, e identificaram
pela primeira vez que HSP70 e HSP90 agem como substratos da MAPK.

AIEBCHUN e associados, (2023) mostraram que drogas anticancer apresentaram
atividade inibitéria contra a MAPK3 de L. donovani, que € uma proteina essencial na
regulacdo do tamanho do flagelo, com fundamental importancia na transmissao da doenca. As
duas drogas utilizadas no estudo conseguiram inibir a atividade in vitro tanto de L. donovani,
quanto da L. martiniquensis em ambos os estdgios do ciclo de vida, promastigota e
amastigota. O estudo ainda realizou a andlise in silico da interacdo da proteina MAPK3 com
os farmacos afatinib e lapanitinib mostrando que ambos apresentavam fortes interacdes, o que
foi comprovado através da expressdo da MAPK3 de L. donovani com teste da atividade de
inibicdo relativa da proteina expressa na presenca das drogas, o que comprova que a MAPK3

¢ fundamental para a sobrevivéncia do parasito, sendo um excelente alvo farmacoldgico.
3.6.6. Proteina Serina-arginina cinase (SRPK)

SRPK ¢é uma importante proteina presente em diferentes organismos, pertencente a
familia das proteinas serina treonina cinase. Essa classe de enzimas possui a funcdo de
fosforilar residuos de serina e arginina em proteinas-alvo, proteinas SR, desempenhando um
papel crucial na regulacdo do processo de splicing do pré-mRNA. E conhecido que a acdo das
SRPKs ocorre pelo processamento do RNA por cis-splicing em humanos, processo este que
ndo ocorre em tripanossomatideos, que ocorre através de trans-splicing. No entanto,
PORTAL et al. (2003) comprovaram pela primeira vez a presenca de proteina SRPK em
T.cruzi, altamente conservada com a SRPK de Homo sapiens, inclusive sendo homdlogas

funcionalmente comprovado através de testes in vitro. O que poderia indicar que ndao ha
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diferengas entre qualquer outra SRPK, e que a fungdo foi conservada através da evolugdo
apesar das diferencas do tipo de splicing desempenhado pelos organismos. (PORTAL et al.,
2003)

Apesar de ndo ser da familia dos tripanossomatideos, o estudo de proteinas SRPK de
Plasmodium evidencia que esta proteina seria responsdvel pelo controle do processamento do
mRNA do parasito, com funcdo conservada também da PfSRPKI1 na participacdo no
processo, assim como em Homo sapiens (DIXIT et al., 2010). Em 2012, ESHAR et al.
comprovaram que a PfSR era responsavel pela replicacao do parasito em hemacias humanas e
que a superexpressdo desta proteina poderia estar relacionada com um splicing alternativo,
além de levar a uma forte inibicdo do crescimento do parasito, mostrando que hd a
necessidade de uma forte regulacdo da proteina para o correto funcionamento.

Em Leishmania ndo se possui informacdes de como poderia ser a acdo das SRPKs,
porém PIMENTEL et al., (2023) apresentaram as primeiras evidéncias de que a SRPK
poderia ser uma proteina fundamental para a sobrevivéncia do parasito, pois em testes
utilizando compostos sintéticos derivados do SRPIN340, um inibidor conhecido de SRPK,
mostraram acao leishmanicida, sugerindo que a possivel inibicio de SRPK poderia levar a
morte do parasito. Sendo assim, o estudo do padrio de expressio da SRPK em novos
compostos com possivel atividade leishmanicida poderia reforcar o conhecimento quanto a

relevancia destas proteinas para a sobrevivéncia do parasito.

3.7. Anailise de bioinformatica na modelagem de moléculas para utilizacdo como

possiveis farmacos

A utilizac@o da bioinformdtica como ferramenta de busca e design de novos farmacos
tem crescido cada vez mais na inddstria, devido as inimeras vantagens oferecidas e ao
continuo avango da tecnologia. Softwares e servidores cada vez mais precisos estdo sendo
desenvolvidos e aprimorados. Para garantir a maior precisdo dos dados gerados € utilizada a
classificacdo Critical Assessment of Structure Prediction (CASP) para andlise estrutural in
silico de proteinas. CASP, traduzido para Avaliacdo Critica da Predicdo de Estrutura ¢ uma
competicdo que ocorre a cada 2 anos em que desenvolvedores de softwares e grupos de
pesquisa serdo responsaveis por fornecer a predi¢io da estrutura de uma proteina inédita, que
estd prestes a ser revelada a estrutura cristalizada. Realizando a comparacdo da maior
proximidade entre a estrutura cristalizada e a estrutura predita, classificando a predi¢ao
através da andlise de diversos critérios a fim de definir o rank dos melhores softwares.

Aqueles que se classificarem como os melhores serdao identificados com o nimero da CASP
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em que se classificaram, informando que possuem a capacidade de predi¢do seguindo as
tecnologias e inovagdes estipuladas no tltimo CASP em que se classificaram.

Alguns softwares se destacam pela sua atuacdo nas edi¢des anteriores, dentre eles:
Alphafold2, classificado com CASP14, edi¢do de 2020, como top 1 e CASP15, edigao 2022,
dentre os melhores. Zhang group, servidor do iTASSER, até a edicio CASP 12 encontrava-se
sempre dentre os primeiros e era utilizado como referéncia na modelagem de proteinas, porém
ndo conseguiram evoluir com as inovacdes das edi¢des posteriores. Servidores responsdveis
por refinamento e predi¢do de interacdo também participam das edi¢cdes, como o DeepRefiner
e o Yasara. (KRIEGER et al., 2009; MIRDITA et al., 2022)

A triagem in silico de uma série de compostos contra uma proteina alvo é uma das
etapas cruciais no desenvolvimento de farmacos da atualidade. Esta forma de andlise
possibilita a predi¢do de possiveis interagdes entre proteina e ligante, permitindo assim que
compostos promissores possam ser destacados dos demais, agilizando de forma consideravel
futuros estudos, e de maneira cada vez mais confidvel e reprodutivel. As vantagens desta
forma de triagem se dao ndo apenas pela agilidade do processo, que permite testar inimeros
compostos de uma s6 vez, mas também pelo ponto de vista econdmico, que facilitard com que
compostos sem potencial ndo sejam testados inutilmente, apenas gerando gastos financeiros,
que podem ser entdo direcionados para alvos mais promissores (BITENCOURT-FERREIRA;
VEIT-ACOSTA; DE AZEVEDO, 2019; BULUSU; DESIRAJU, 2020; HOPKINS; GROOM,;
ALEX, 2004; KITCHEN et al., 2004; KUMAR; MADISON, 2005; SCRUTTON; RAINE,
1996).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Cultura celular

A cepa modificada de Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904-GFP utilizada
foi produzida por BASTOS et al., (2017) por meio da inser¢do do gene da proteina
fluorescente verde (GFP) através do sistema pLEXSY-eGFP. A expressao do gene ocorre de
maneira constitutiva, desta forma nao h4 necessidade de induzir a florescéncia. Os parasitos
foram gentilmente cedidos pela Prof*. Dra. Juliana Lopes Rangel Fietto da Universidade
Federal de Vigosa, e foram mantidos em nitrogénio, com andlise de viabilidade a cada 6
meses.

A linhagem RAW 264.7 de macréfago foi utilizada e mantida em estoque em

nitrogénio com andlise de viabilidade a cada 6 meses.
4.2. Manutencao dos parasitos in vitro

Os parasitos L. braziliensis M2904-GFP foram mantidos em garrafa de cultura
contendo meio Grace’s completo pH 6,5 (Grace’s Insect Medium, Sigma) suplementado com
L-glutamina 2 mM e Penicilina 100 ug/mL com 10 % de Soro Fetal Bovino (SFB) Inativado,
esterilizado em membrana de nitrocelulose de 0,22 uM. Os parasitos foram incubados em
estufa B.O.D a 25° C.

Para congelamento os parasitos foram cultivados até a fase exponencial de
crescimento, transferindo todo o volume da garrafa de cultivo para um tubo de fundo coénico
novo estéril de 15 mL e centrifugado a 1600 g por 10 min. O pellet foi ressuspendido em SmL
de meio Grace’s incompleto (sem SFB) e contados em camara de Neubauer (dilui¢do de 50x
em formalina 4 %), para determinacdo da concentracdo de parasito/mL. Apds contagem,
1x107 parasitos/mL.  foram adicionados em criotubo contendo 15 % SFB e 10 %
dimetilsulféxido (DMSO) estéril. Para congelamento rapido os criotubo foram armazenados
30 min em -20° C e overnight em -80° C, com armazenamento permanente em nitrogénio
liquido.

Para o descongelamento o criotubo armazenado em nitrogénio foi incubado a 37° C
por 2 min, para descongelamento rapido. Em seguida, foi diluido por gotejamento, em cabine
de seguranca bioldgica, na propor¢do de 10:1 em meio Grace’s incompleto e centrifugado em
1600 g por 10 min para remoc¢do do DMSO. O pellet foi ressuspendido em meio Grace’s
completo com 20 % de SFB para melhor recuperagdo dos parasitos e transferido para garrafa

de cultivo estéril de 25 cm?, incubado em estufa B.O.D a 25° C. Apo6s 5 a 8 dias de
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recuperacdo dos parasitos foram realizadas novas contagens em camara de Neubauer para

realizacdo de subculturas a cada 4 a 5 dias com concentracdo inicial de 1x10° parasitos/mL.
4.3. Manutenc¢ao dos macrofagos RAW 264.7

A linhagem de macréfago RAW 264.7 foi mantida em garrafas de cultivo contendo
meio RPMI completo (RPMI-1640, Sigma-Aldrich), suplementado com Bicarbonato de Sédio
2 g/L, L-glutamina 2 mM, Hepes 25 mM e Penicilina 100 pg/mL, com 10 % de Soro Fetal
Bovino (SFB) Inativado, esterilizado em membrana de nitrocelulose de 0,22 uM. As células
foram incubadas em estufa de CO2 a 37° C.

Para congelamento as células foram cultivadas até atingir de 80 a 100 % de
confluéncia na garrafa de cultivo, o meio metabolizado foi removido e realizado a lavagem
com PBS estéril para remocdo das células ndo aderidas, em seguida foi adicionado meio
RPMI incompleto e realizado a raspagem das células com Cell Scraper (rodinho). As células
em solucdo dentro da garrafa foram transferidas para um tubo de fundo coénico de 15 mL e
contados em camara de Neubauer (diluicio de 20x em PBS estéril e azul de tripan para
coloragdo vital, propor¢ao 180:10:10) para determinacdo da concentracio de células/ mL.

Ap6s contagem, 5x10° células/mL foram adicionadas em criotubo contendo 15 % SFB
e 10 % DMSO estéril. Para congelamento rdpido os criotubo foram armazenados 30 min em -
20° C e overnight em -80° C, com armazenamento permanente em nitrogénio liquido.

Para o descongelamento o criotubo armazenado em nitrogénio foi incubado a 37° C
por 2 min, para descongelamento rdpido. Em seguida, foi diluido por gotejamento, em cabine
de seguranga bioldgica, na propor¢do de 10:1 em meio RPMI incompleto e centrifugado em
700 g por 10 min para remocdo do DMSO. O pellet foi ressuspendido em meio RPMI
completo com 20 % de SFB para melhor recuperacao das células, transferindo para garrafa de
cultivo estéril de 75 cm?, e incubado em estufa a 5 % de CO? a 37° C. A recuperagio das
células foi observada através de visualizacdo de microscopio Optico invertido da camada de
células aderidas na parede da garrafa, trocando o meio quando o mesmo ja se apresentar

metabolizado, e realizando o repique ao se observar confluéncia entre 80 a 100 %.
4.4. Curva de crescimento da L. braziliensis GFP

Para identificacdo das fases de desenvolvimento dos parasitos em cultura, trés garrafas
de cultivo foram preparadas, partindo do repique de uma garrafa com 4 dias de cultura,

estando os parasitos na fase log, com concentragio inicial de 1x10° céls/mL em meio Grace’s
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completo. Durante o periodo de 10 dias foi realizado contagem em cdmara de Neubauer em
triplicata de cada garrafa, com utilizagdo de solucdo de formalina 4% estéril, diariamente,
realizados sempre no mesmo hordrio. As garrafas foram incubadas a 25°C em estufa B.O.D..
A curva foi entdo analisada e definida quanto as fases de desenvolvimento: Fase lag, log e
estaciondria. Sendo escolhida a fase log para manuten¢do de cultura e a fase Estaciondria para

os experimentos de infeccao.
4.5. Deteccao da viabilidade celular em macréfago

A viabilidade celular foi definida com utilizacio do método de resazurina para os
testes de citotoxicidade em macréfagos. A solugdo de resazurina foi preparada na
concentracdo de 1 mM, dissolvida em PBS e esterilizada por filtragdo em membrana de 0,22
uM (LAVOGINA et al., 2022), mantendo armazenada em geladeira 4°C com protec¢do da luz.
Ap0s o tratamento com os compostos foi aplicado o correspondente a 10% do volume total do
poco, faltando 1 h para finaliza¢do do tempo do tratamento. A placa permaneceu incubada em
estufa 37° C a 5% CO> durante 1 h, a revelacdo da placa foi realizada em espectrofotdmetro
Spectramax M5 com intervalos de 1 em 1 hr durante 3 h, com leituras simultineas nos
comprimentos de onda de 570 nm e 600 nm. As absorbancias obtidas foram empregadas nas
equacoes:

Primeiro calculou-se a reducao de resazurina:

Redugdo = [As70 — (Agoo X Ro)]

Com As7o correspondendo a absorbancia no comprimento de onda de 570nm e Aeoo a
absorbancia no comprimento de onda de 600 nm. Ro corresponde a média da divisdo das
absorbancias do branco nos diferentes comprimentos de onda:

_ Aso

R, =
0 A600

Para cédlculo da porcentagem de células vidveis, foi empregado os valores de reducao
tanto da média das células ndo tratadas, quanto do célculo de reducao individual de cada pogo
de tratamento e o valor de Ro na seguinte férmula:

Reducgao Tratamento * 100

% Células Viaveis = Reducao nao tratado

4.6. Preparacao dos compostos

Os compostos semissintéticos utilizados no presente estudo, foram sintetizados e

cedidos pela Prof*. Patricia Fontes do Departamento de Quimica da Universidade Federal de
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Vicosa, identificados nas Figura 6 e Figura 7.

Figura 6 - Férmulas quimicas estruturais dos compostos classe A.
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Legenda: Moléculas derivadas do Carvacrol, abaixo de cada férmula consta c6digo correspondente do composto.

Figura 7 - Férmulas quimicas estruturais dos compostos classe M.
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Legenda: Moléculas derivadas do Timol, abaixo de cada férmula consta c6digo correspondente do composto.

Os compostos foram recebidos na forma de cristal, e sua massa molar e a massa
pesada foram informadas. Todos eles foram direcionados para diluicdo com o solvente polar
Dimetilsulféxido (DMSO) para a concentracao de estoque de 100 mM, e realizou-se dilui¢des
subsequentes nas concentragdes de 50 mM e 25 mM, em todas estas concentracdes o DMSO
apresentava-se em 100%. Porém devido a alta insolubilidade em dgua ou meio de cultivo dos
compostos, a solucdo de trabalho precisou ser calculada de forma a manter uma maior
concentracdo de DMSO possivel para reduzir a probabilidade de precipitacdo dos compostos
na solucdo de trabalho de 0,5 mM. Para isso, preparou-se uma solugdo de 51% de DMSO em
meio RPMI incompleto, aplicando 196 pL desta solugdo com 4 pL do composto na
concentracdo de 25 mM, colocou-se esta solucdo em vortex por 2 min, e deixou armazenada
em freezer -20° C. A concentracdo maxima de DMSO usada nos testes de citotoxicidade foi
de 1%, reduzindo a medida que se era realizado as diluicdes seriadas. Porém para o
experimento de infec¢do a concentracdo de DMSO foi reduzida, uma vez que a concentragdo
de 1% de DMSO apresenta toxicidade ao parasito, sendo, portanto, utilizado 0,04% de
DMSO, como a menor concentragdo possivel no poco, para que houvesse solubilizacdo dos
compostos na concentragdo maxima de 10 uM. O ¢6leo essencial (OE) de carvacrol comercial
foi preparado em questdo da sua massa, com concentracdo inicial de 10 mg/mL em 100% de
DMSO, passando para diluicdes subsequentes terminando em 100 ug/mL do 6leo com 1% de

DMSO.
4.7. Ensaio de citotoxicidade em macré6fago RAW 264.7

Partindo de uma garrafa de cultivo com 80 a 100% de confluéncia e viabilidade acima
de 75 % verificada por contagem em camara de Neubauer com aplicacdo de azul de Tripan
para coloracdo vital. Cultivou-se 5x10* macréfagos por poco, em placa de 96 pogos, com
volume total de 200 puL por pogo, contendo meio RPMI pH 7,2 completo com 10% SFB, e
mantido em estufa 37° C com 5 % CO- por 24 h. Ap6s este periodo a placa foi lavada 3 vezes
com 100uL de PBS estéril pH 7,4, para remocao das células que ndo estivessem aderidas. Em
seguida, foi aplicado os tratamentos na placa, sendo os compostos definidos no item 4.6,
tendo separado em quadruplicata pocos de controle de: meio RPMI completo (branco);
macrofago sem tratamento; macrofago tratado com DMSO 1%; macrofago tratado com
Anfotericina B (3,125 pg). Os compostos foram testados na triagem na concentracdo de 10

UM e nos testes de defini¢do da concentracdo citotoxica de 50% (CCsp) as concentracdes
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testadas foram por dilui¢do seriada a partir de 200 uM até 1,56 uM, o OE de carvacrol, foi
utilizado na triagem a 100 pg/mL, com diluicdo seriada partindo de 200 pg/mL até 6,10
ng/mL. A placa foi lacrada com parafilme e incubada por 48 h, em estufa 37° C a 5 % COa.
Ap6s 47 h de tratamento fez-se aplicagao de 20 uL de resazurina 1 mM e deixou incubada em
estufa 37° C por 1 h, em seguida realizou-se a leitura em espectrofotdmetro de hora em hora,

durante 3 h. Os dados foram analisados de acordo com o item 4.5.
4.8. Ensaio de infec¢io in vitro de macréfago RAW 264.7 por L. braziliensis-GFP

Seguindo o protocolo modificado, definido por BASTOS et al., (2017), a partir de uma
garrafa de cultivo de macréfago com 80 a 100 % de confluéncia e viabilidade acima de 75 %
verificada por contagem em camara de Neubauer com aplicacdo de azul de Tripan para
coloragdo vital. Foi cultivado 1x10° macréfagos por pogo, em placa de 96 pogos, com volume
total de 200 puL por pogo, contendo meio RPMI pH 7,2 completo com 10 % SFB, e incubando
em estufa 37° C — 5 % CO; por 4 h para adesdo das células. Enquanto isto, uma garrafa de
cultura de L. braziliensis GFP no 7° dia de cultivo, estando na fase estacionaria foi
centrifugada para remo¢do do meio Grace’s por 1600 x g por 10 min, e o pellet foi
ressuspendido com meio RPMI completo e feito a contagem com dilui¢do em formalina 4 %.
Ap6s o tempo para adesdo dos macréfagos, o meio metabolizado foi removido e substituido
com 200 pL de meio RPMI completo, novo, contendo 2,0x10° Leishmania por pogo, fazendo
a proporcao de 20:1 de Leishmania por macréfago para garantir que a infeccdo ocorra de
forma mais efetiva. A infec¢do ocorreu por 24 h, incubada em estufa 5 % CO> — 37° C. Apés
este periodo lavou-se a placa 3 vezes com 100 uL de PBS estéril pH 7,4, para remocao das
células e parasitos que nio aderiram. Apds lavagem, foi adicionado meio RPMI completo em
todos os pogos e incubada por 24 h em estufa 37° C — 5% CO>. Em seguida, o meio
metabolizado foi descartado e realizou-se a aplicacdo dos compostos, definido no item 4.6, na
concentracdo de 10 uM por poco no ensaio de triagem, € com 0s compostos que apresentaram
atividade antileishmania foi realizado a dilui¢do seriada a partir da maior concentracao
permitida de 50,0 uM a 2,93 uM para defini¢cdo da concentracdo inibitéria de 50% (ICso),
tendo realizado todos os testes em triplicata técnica e triplicata bioldgica. Foi aplicado em
quadruplicata técnica pocos de controle de: meio RPMI completo (branco); macréfago
infectado por Leishmania sem tratamento; macréfago infectado por Leishmania tratado com
DMSO 0,04 %; macréfago infectado por Leishmania tratado com Anfotericina B (3,125ug);
macréfago nao infectado sem tratamento e macréfago nao infectado tratado com Anfotericina.

A placa foi lacrada com parafilme e incubada por 48 h, em estufa 37° C — 5% CO». Ap6s 48 h
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de tratamento, a placa foi lavada 3 vezes para garantir a remo¢do completa dos compostos
utilizados para o tratamento. Em seguida adicionou-se 50 uL. de meio de lise, composto por
meio RPMI pH 7,4 ndo suplementado, incompleto e com 0,1% de SDS, a lise ocorreu por 40
min, o tempo necessdrio para lise de aproximadamente 95-100% dos macréfagos. Com
interrupcdo da lise com a aplicagdo de 150 pL de meio Grace’s completo com 10% de SFB. A
placa foi transferida para a B.O.D a 25° C, que € a temperatura 6tima de diferenciacdo dos
parasitos para a forma promastigota, permanecendo incubada durante 5 dias. A revelacdo da
placa foi realizada com leitura de fluorescéncia no equipamento Spectramax M5, com

excitacdo em 490 nm e emissao em 520 nm.
4.9. Analise in silico

Baseando nas sequéncias pré-selecionadas definidas na Tabela 2, as proteinas foram
preditas e modeladas com utilizagdo do software Colabfold (MIRDITA et al., 2022), que
realiza a predi¢do através da andlise rdpida de homologia através da pesquisa utilizando
Alphafold2, com alinhamento de sequéncia sendo gerada utilizando MMseq2. O Alphafold?2
foi escolhido por ser um software online gratuito de referéncia na modelagem proteica. Em
seguida o resultado obtido foi empregado no software Yasara para minimizacido de energia
livre, com a finalidade de se encontrar a estrutura mais estdvel energeticamente, que ¢é
importante para garantir a correta estereoquimica da proteina, a conformacdo correta,
semelhante a conformacdo nativa e permitindo que a molécula esteja preparada para
realizacdo de interagdes, estando com a energia o mais proximo possivel da proteina nativa e
entdo seja realizado o docking molecular (KRIEGER et al., 2009).

Tabela 2 - Proteinas de Leishmania braziliensis selecionadas no banco de dados de tripanossomatideos
TritrypDB para andlises in silico.

Proteina Codigo TriTrypDB
LbCKI LbrM.34.1000
LbCRK3 LbrM.35.0660
LbGSK LbrM.18.0290
LbMAPK LbrM.10.0620
LbPKA LbrM.18.1180
LbSRPK LbrM.30.3610

Antes da realiza¢do do docking é necessario a validacdo da modelagem e minimizacao

de energia, para garantir que o modelo criado e as andlises realizadas estejam o mais proximas
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possivel da realidade. Para isso as proteinas minimizadas pelo software Yasara foram
empregadas em 4 servidores online, que analisaram diferentes parametros para se garantir a
maior compatibilidade da estrutura tridimensional modelada, com as estruturas
tridimensionais das proteinas cristalizadas, obtendo uma visao da qualidade e confiabilidade
dos modelos obtidos. Sendo estes os servidores:

e ERRAT - este servidor é responsdvel por diferenciar como correta ou incorreta
determinadas regides da proteina com base nas interacdes atdmicas, em uma proteina
ha a distribui¢do ndo aleatdria dos dtomos, o servidor ird analisar de forma estatistica
possiveis erros na distribuicdo dos atomos durante a modelagem, que podem ocorrer
de forma mais aleatoria. Estabelecendo uma tabela de erro quadrética, com linha de
corte em que o minimo da porcentagem de erro deve ser de 90%. (COLOVOS;
YEATES, 1993)

e PROSA-web — faz a andlise por determinagdo de Z-score, que é representado pela
qualidade geral do modelo medida pelo desvio da energia total da estrutura com
relacdo a uma distribuicdo de energia derivada de conformacgdes aleatdrias, sendo
extremamente utilizado como base para validacdo de estruturas depositadas no PDB
(WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007)

e PROCHECK - andlise da estereoquimica da proteina por meio de andlise dos
comprimentos de ligacdo, angulos, além de outros parametros relevantes para a
estrutura tridimensional, gerando grafico de Ramachandran do posicionamento dos
residuos de aminodcido, identificando porcentagem de residuos em cada regido,
classificando como favorecida, permitidas e ndo permitida. E realizado a andlise com
minimo de presenca de 90% dos residuos em regides mais favorecidas.
(LASKOWSKI et al., 1993)

e Verify3D — realiza a comparacdo da sequéncia primdria de aminodcidos de uma
proteina, com a sua estrutura tridimensional predita, avaliando o correto enovelamento
da mesma, em comparacdo com outras proteinas molde, a avaliacio € realizada através
do calculo da relagio 1D/3D com score > 0,1 (LUTHY; BOWIE; EISENBERG,
1992).

Para a ancoragem molecular foi realizado a padronizacdo do protocolo através do
redocking, que € a ancoragem molecular de uma proteina j4 cristalizada contendo um ligante
co-cristalizado, que apresenta semelhanca de no minimo 40%, comparado por Blastp, com a

proteina modelada que se pretende analisar. Este procedimento € realizado para se determinar
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o melhor protocolo responsdvel por conseguir realizar a re-ancoragem do ligante na proteina
cristalizada e quando se comparado a melhor pose encontrada com o ligante extraido estando
na mesma conformacio de quando estava ligada a proteina, deve-se observar o menor valor
possivel do Root-Mean-Square Deviation (RMSD), raiz quadrada do desvio quadratico
médio, obtido através do cdlculo da distancia medida em angstrons do alinhamento das duas
estruturas.

Para realizacdo do protocolo de redocking as sequéncias das proteinas escolhidas,
apresentadas na Tabela 2, foram empregadas para andlise de Blastp com foco no banco de
dados do PDB de proteinas cristalizadas. As melhores proteinas encontradas com similaridade
de no minimo 40% foram selecionadas e analisado a presenca da co-cristalizagdo com um
ligante. Para definicao se haveria possivel compatibilidade de fun¢do entre as proteinas, apds
extracdo dos ligantes, foi realizado o alinhamento das estruturas no software Pymol, com
andlise do RMSD do alinhamento, tendo como referéncia que deveriam ser inferior a 1,0 A.

Devido a similaridade estrutural, foi realizado a revisdo de literatura quanto a
possiveis relatos de residuos de aminoacidos alvo, componentes do sitio ativo de cada
proteina, para defini¢do do centro de interacdo para o processo de redocking. Antes da
ancoragem os ligantes extraidos foram zerados quanto a energia pelo software Avogadro, para
remog¢ao de quaisquer conformacdes que pudessem interferir no redocking. O software para
redocking foi o GOLD empregando todas as quatro funcdes de pontuagcdo, ChemPLP,
ChemScore, GoldScore e Astex Statistical Potential (ASP), testando cada uma delas com os
cinco diferentes numeros de poses: 10, 50, 100, 150 e 200. Os demais parametros utilizados
para o redocking foram os padrdes definidos pelo préprio software. Apds finalizacdo do
processo, o software GOLD define a classificacdo das melhores poses (melhor conformagao
do ligante para interacdo com a proteina, através de rank definido com base nos principios de
cada funcdo de pontuacio). Dos arquivos gerados das poses de cada andlise foi selecionado
apenas o rank 1, de cada interacdo proteina-ligante de cada fun¢do de pontuagcdo com o seu
determinado ndmero de poses, estes arquivos foram reunidos e feita a comparagdo com a
estrutura do ligante extraido da proteina cristalizada, na mesma conformacdo em que se
encontrava quando ligado a proteina através do servidor online LigRMSD. Este servidor
realizou o alinhamento entre as estruturas e determinou a distdncia em angstrons deste
alinhamento, a selecao do melhor protocolo foi realizado pela comparacao do menor valor de
RMSD encontrado para a melhor fun¢do de pontuagdo realizada com o determinado nimero
de poses, e este mesmo protocolo foi utilizado para o processo de docking.

(LIEBESCHUETZ; COLE; KORB, 2012)



47

Para a execugdo do docking inicialmente foi realizado o alinhamento das estruturas
cristalizadas e modeladas através do software Pymol para defini¢do do residuo de aminodcido
que seria o alvo central da ancoragem molecular, tendo como referéncia as informacdes da
literatura de cada proteina cristalizada utilizada como referéncia. Apés finalizagao do docking
a interacao proteina-ligante foi analisada através do software Discovery Studio, com produgdo
de diagrama 2D de cada uma das interacdes dos ligantes A6 e A8 com cada uma das proteinas

de Leishmania e realizada as imagens 3D das ligacdes com suas respectivas distincias.
4.10. Arvore Filogenética

A andlise filogenética é muito importante para se conhecer a relacdo evolutiva e
origem entre diferentes espécies, como o presente estudo tem como alvo a descoberta de
novos possiveis alvos para tratamento de leishmaniose, foi realizado uma arvore filogenética
para cada proteina escolhida para andlise, tendo como comparacdo espécies do gé€nero
Leishmania, Trypanosoma, Plasmodium falciparum, Saccharomyces cerevisiae, Homo
sapiens, Rattus norvegicus, Mus musculus, Arabidopsis thaliana, Felis catus e Canis
Jamiliaris. As sequéncias utilizadas para cada arvore foram selecionadas dos bancos de dados
TritrypDB para as sequéncias dos tripanossomatideos, géneros Leishmania e Trypanosoma,
enquanto os demais foram sequéncias provenientes do banco de dados Uniprot. As sequéncias
utilizadas foram:

o CKI: L. braziliensis (LbrM.34.1000); L. tarentolae (LtaP35.1130); L. mexicana
(LmxM.34.1010); L. major (LmjF.35.1010); L. infantum (LINF_350014800); L.
panamensis (LPAL13_340015100); L. donovani (LABPK_351030.1); L. amazonensis
(LAMAPHS_000827400); T. cruzi (C4B63_111g42); T. theileri (TM35_000421030);,
T. brucei (Tb927.5.800); T. vivax (TvY486_0500400), P. falciparum (Q8IHZ9), S.
cerevisiae (ScCKIl: P23291, ScCKI2: P23292, ScCKI3: P39962); H. sapiens
(HsCKIA: P48729, HsCKID: P48730, HsCKIE: P49674, HsCKIG1: Q9HCPO,
HsCKIG2: P78368, HsCKIG3: Q9Y6M4); R. norvegicus (RtCKIA: P97633, RtCKID:
Q06486, RtCKIG1: Q62761, RtCKIG2: Q62762, RtCKIG3: Q62763); M. musculus
(MmCKIA: Q8BK63, MmCKID: Q9DC28, MmCKIE: Q9JMK2, MmCKIGI:
Q8BTHS, MmCKIG2: Q8BVP5, MmCKIG3: Q8C4X2); A. thaliana (AtCKII:
P42158, AtCKI2: QO9CAIS, AtCKI3: Q93Z18, AtCIPK7: Q9XIWO0); F. catus
(FcCKIA: M3WUYS, FcCKID: A0A2I2UFUS8, FcCKIG1: M3WI1Q7, FcCKIG3:
AOA2I2UACS) e C. familiaris (CfCKID: AOASI3N1W2, CfCKIE: AOASPON4LO,
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CfCKIG1: AOASCONRC3, CfCKIG3: AOAZC0Q7S6).

CRK3: L. braziliensis (LbrM.35.0660), L. tarentolae (LtaP36.0560); L. mexicana
(LmxM.36.0550);, L. major (LmjF.36.0550); L. infantum (LINF_360011000), L.
panamensis (LPAL13_350010800); L. donovani (LABPK_360600.1); L. amazonensis
(LAMAPHS_000319000); T. cruzi (C4B63_13g190); T. theileri (TM35_000024800),
T. brucei (Tb927.10.4990); T. vivax (TvY486_1005040), P. falciparum (P61075), S.
cerevisiae (ScCDK1 P00546);, H. sapiens (HsCDKI1: P06493, HsCDK2: P24941,
HsCDK3: Q00526, HsCDK4: P11802, HsCDKS: Q00535, HsCDK6: Q00534,
HsCDK7: P50613, HsCDKS: P49336, HsCDK9: P50750, HsCDKI10: Q15131,
HsCDKI11A: QUQS88, HsCDK14: 094921, HsCDK15: Q96Q40, HsCDK16: Q00536,
HsCDK17: QO00537, HsCDK18: Q07002, HsCDKI19: Q9BWUI, HsCDK20:
Q8IZL9); R. norvegicus (RnCDK1: P39951, RnCDK2: Q63699, RnCDK4: P35426,
RnCDKS5: QO03114, RnCDK7: P51952, RnCDK9: Q6317Z4, RnCDK10: Q4KM47,
RnCDKI11B: P46892, RnCDKI14: D3ZSZ0, RnCDKI15: MOR7D0, RnCDK16:
Q63686, RnCDK17: 035831, RnCDK18: 035832, RnCDK19: D3ZDM6, RnCDK?20:
Q4KM34); M. musculus (MmCDKI1: P11440, MmCDK?2: P97377, MmCDK3:
Q80YPO, MmCDK4: P30285, MmCDKS: P49615, MmCDK6: Q64261, MmCDK?7:
Q03147, MmCDKS8: QS8R3L8, MmCDK9: Q99J95, MmCDKI10: Q3UMMA4,
MmCDKI11B: P24788, MmCDK14: 035495, MmCDKI15: Q3V3A1l, MmCDK16:
Q04735, MmCDKI17: Q8KOD0O, MmCDKI18: Q04899, MmCDKI19: Q8BWD?Y,
MmCDK20: Q9JHU3); A. thaliana (AtCDKC1 QILFTS8, AtCDKC2 Q8W4Pl,
AtCDKD1 Q9C9U2, AtCIPK7: Q9XIWO0); F. catus (FcCDK1: M3WLP7, FcCDK2:
M3WJU6, FcCDK3: M3W4N5, FcCDK4: M3WUQI, FcCDKS5: M3X3E1, FcCDK6:
A0A337ST42, FcCDK7: M3W2X7, FcCDK8: M3WW64, FcCDK9: AOA212U8H4,
FcCDK10: M3WS27, FcCDK14: M3WT99, FcCDKI15: M3VUXS, FcCDKI16:
M3VWK4, FcCDK17: M3WXZ5, FcCDK18: M3W6D9, FcCDK19: AOA337S3H9,
FcCDK20: M3X769) e C. familiaris (CfCDK1: AOA8COPV66, CfCDK2:
AOASCONEG2, CfCDK3: AOASI3PLDS, CfCDK4: AOA8COTI1I9, CfCDKS5:
AOA8COPMCI1, CfCDK6: AO0A8COTA97, CfCDK7: AO0A8COM946, CfCDKS:
AOABCONY66, CfCDK9: AOASCONOA9, CfCDK10: AO0A8CONOJ1, CfCDKI11:
AOAB8I3NWZ4, CfCDK14: AOA8COSUP7, CfCDKI15: AOA8COTQA9, CfCDKI17:
AOA8I3PY17, CfCDKI18: AO0AS8I3Q0QS8, CfCDKI19: AOAS8I3NZB9, CfCDK20:
AOASCORBS9).

GSK: L. braziliensis (LbrM.18.0290), L. tarentolae (LtaP18.0290); L. mexicana
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(LmxM.18.0270);, L. major (LmjF.18.0270); L. infantum (LINF_180007700); L.
panamensis (LPAL13_180007600); L. donovani (LABPK_180270.1); L. amazonensis
(LAMAPHS8_000280400); T. cruzi (C4B63_4g350); T. theileri (TM35_000033680),
T. brucei (Tb927.10.13780), T. vivax (TvY486_1013940); P. falciparum (O77344); S.
cerevisiae (Q12222); H. sapiens (HsGSKI1: P49840, HsGSKI1: P49841); R.
norvegicus (RnGSK1: P18265, RnGSKl1: P18266); M. musculus (MmGSKI:
Q2NL51, MmGSK2: Q9WV60); A. thaliana (AtGSK9: Q39012, AtCIPK7:
QI9XIWO0); F. catus (FcGSK1: M3X6U4, FcGSK2: A0A337S9S1) e C. familiaris
(CfGSK1: AOASCOMIC6, CfFGSK2: AOASCOMPEF2).

MAPK: L. braziliensis (LbrM.10.0620); L. tarentolae (LtaP10.0900); L. mexicana
(LmxM.10.0490); L. major (LmjF.10.0490); L. infantum (LINF_100011600); L.
panamensis (LPAL13_100010700), L. donovani (LdABPK_100540.1), L. amazonensis
(LAMAPHS_000154000); T. cruzi (C4B63_21g282), T. theileri (TM35_000251490),
T. brucei (Tb927.8.3550), T. vivax (TvY486_0802980), P. falciparum (Q7KQK?7); S.
cerevisiae (Q00772); H. sapiens (HsMAPKI1: P28482, HsMAPK3: P27361,
HsMAPK4: P31152, HsSMAPK6: Q16659, HSMAPK7: Q13164, HsMAPKS: P45983,
HsMAPK9: P45984, HsMAPKI10: P53779, HsMAPKI11: Q15759, HsMAPK12:
P53778, HsMAPK13: 015264, HsMAPK14: Q16539, HsMAPK15: Q8TDO08); R.
norvegicus (RnMAPKI1: P63086, RnMAPK3: P21708, RnMAPK4: Q63454,
RnMAPKG6: P27704, RnMAPK7: POC865, RnMAPKS: P49185, RnMAPKO: P49186,
RnMAPKI10: P49187, RnMAPK12: Q63538, RnMAPK13: QOWTY9, RnMAPK14:
P70618, RnMAPK15: Q9Z2A6); M. musculus (MmMAPK1: P63085, MmMAPK3:
Q63844, MmMAPK4: Q6P5G0, MmMAPK6: Q61532, MmMAPK7: Q9WVSS,
MmMAPKS: Q91Y86, MmMAPK9: Q9WTU6, MmMAPKI10: Q61831,
MmMAPKI11: Q9WUIl, MmMAPKI12: 008911, MmMAPKI13: Q9Z1B7,
MmMAPK14: P47811, MmMAPKI15: Q80Y86); A. thaliana (AtMAPK1: Q39021,
AtMAPK?2: Q39022, AtMAPK3: Q39023, AtCIPK7: Q9XIWO), F. catus (FEMAPK3:
M3WK78, FcMAPK4: M3WGF3, FcMAPK6: M3WH68, FcMAPK7: M3WAB?7,
FcMAPK13: AOA337S1L5, FcMAPK14: AOA337S6R4, FEeMAPK15: AOASFSY3FS)
e C. familiaris (CIMAPK1: AOA8COTL2, CIMAPK3: AOA8COLYL1, CIMAPK®6:
AOA8COTRN7, CIMAPK7: AOASCOMKS2, CIMAPK13: AOASI3NKIJ3, CIMAPK14:
002812, CIMAPK15: AOASCOPFP2).

PKA: L. braziliensis (LbrM.18.1180); L. tarentolae (LtaP18.1070); L. mexicana
(LmxM.18.1080); L. major (LmjPKA LmxM.18.1080);, L. infantum
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(LINF_180016200);, L. panamensis (LPAL13_180014100); L. donovani

(LABPK_181090.1); L. amazonensis (LAMAPHS8_000289400);, T. cruzi

(C4AB63_4g242); T. theileri (TM35_000034560);, T. brucei (Tb927.10.13010), T.

vivax (TVY486_1012660); P. falciparum (Q7KQKO);, S. cerevisiae (ScPKAI:

P06244, ScPKA2: P06245, ScPKA3: P05986); H. sapiens (HsSPRKACA: P17612,

HsPRKACB: P22694, HsSPRAKACG: P22612); R. norvegicus (RnPRKACA: P27791,

RnPRKAB: P68182); M. musculus (MmPRAKACA: P05132, MmPRAKACB:

P68181), A. thaliana (AtPKA1: P42818, AtPKA2: Q39030 , AtCIPK7: Q9XIWO0); F.

catus (FCPRKACA: M3WWLS, FcPRKACB: M3X610) e C. familiaris (CfPRKACA:

Q8MJ44, CfPRKACB: AOASCONGV3).

o SRPK: L. braziliensis (LbrM.30.3610), L. tarentolae (LtaP30.3620); L. mexicana
(LmxM.29.3580), L. major (LmjF.30.3580); L. infantum (LINF_300041600); L.
panamensis (LPAL13_300040300); L. donovani (LABPK_303640.1),; L. amazonensis
(LAMAPHS8_000651200); T. cruzi (C4B63_18g170), T. theileri (TM35_000071190),
T. brucei (Tb927.6.4970); T. vivax (TvY486_0604290); P. falciparum (O77306); S.
cerevisiae (Q03656); H. sapiens (HsSRPKI1: Q96SB4.2, HsSRPK2: P78362.3,
HsSRPK3: QOUPEL.2); R. norvegicus (RnSRPKI1: AOAOUIRRUO, RnSRPK2:
B1WBT4, RnSRPK3: AO0AO0OG2KAH6); M. musculus (MmSRPK1 O70551,
MmSRPK2 054781, MmSRPK3 Q9Z0G2); A. thaliana ( AtSRPK4: F4J982,
AtCIPK7: Q9XIWO0); F. catus (FcSRPK1: M3XD27, FcSRPK2: A0A212UJJ4,
FcSRPK3: M3XB20) e C. familiaris (CfSRPK1: A0A8COSVC4, CfSRPK2:
AOASI3QGO1, CfSRPK3: AOA8COT3N1).

Ap6s coleta das sequéncias de proteinas nos bancos de dados, as mesmas foram
inseridas no software MEGAL11, realizado o alinhamento por ClustalW e construida as
arvores individuais de cada tipo de proteina utilizando o teste Neighbor-Joining, com os
parametros de andlise filogenética por método Bootstrap, com 10000 replica¢des e modelo de

substituicdo Poisson.
4.11. Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados empregando os valores em software GraphPad
Prism 8.0, realizando a producdo dos gréficos e andlises estatisticas. A andlise estatistica foi
realizada no software GraphPad Prism 8, com analise por ANOVA e teste estatistico para

defini¢dao do p-valor por teste de Dunnett’s de comparacao multipla.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Curva de Crescimento

Para inicio de todos os ensaios foi definida a curva de crescimento (Figura 8) dos
parasitos, realizado através da contagem das células em triplicata bioldgica. Tendo definido
como dias de fase lag, até o dia 2, como fase de adaptacdo. Entre os dias 2 e 5, encontra-se a
fase log definida como a fase de crescimento exponencial, esta fase foi utilizada para
realizacdo das sub-culturas, pois nesta fase os parasitos estavam na fase promastigota
prociclica. A partir do 6° dia, os parasitos jad haviam evoluido para a fase estaciondria, o que
inclui a diferenciacdo para a forma promastigota metaciclica do parasito, que define-se como
a modificacdo da estrutura do parasito, para tornar mais propicio a infec¢ao de células. Sendo

assim escolhido o 7° dia para realiza¢do dos experimentos de infec¢do.

Figura 8 - Curva de crescimento de L. braziliensis M2904-GFP
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Legenda: Dados apresentados com erro padrdo analisado com intervalo de confianca de 95%.

5.2. Ensaios in vitro

Foi realizado a triagem dos compostos em macréfago RAW 264.7 na concentracio
unica de 10 puM, cada um dos testes foram empregados em triplicata técnica e bioldgica, e os
controles foram empregados em quadruplicata técnica e triplicata bioldgica.

Os resultados do presente estudo foram obtidos de acordo com o determinado no item
4.7 e os dados de absorbancia foram empregados sobre a férmula da resazurina descrita no
item 4.5 e a andlise de estatistica foi realizada no software GraphPad Prism 8.0, empregou-se

o teste ANOVA de um parametro, com utiliza¢ao do teste de Dunnet de comparagao maultipla,
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tendo como referéncia as células sem tratamento, com intervalo de confianca de 95% e o p-
valor de cada uma das comparagdes multiplas foi calculado, ilustrado e descrito o significado
de cada simbolo na legenda na Figura 9.

Dos compostos testados apenas o Al, All, M5, M6, M7, M8, M9 e MI0,
apresentaram diferenca significativa em comparacdo com o controle, sendo assim, pode-se
concluir que nestes compostos a concentracdo de 10 uM possui maior toxicidade as células de
macréfago, porém ndo ultrapassando o limite de 80% de sobrevivéncia. Os precursores dos
compostos analisados também foram testados, o AC, que refere-se ao acido carvacroxiacético,
que é o precursor direto dos compostos classe A, ndo apresentou nenhuma toxicidade na
concentracdo de 10 uM, com estatistica ndo significativa para a célula sem tratamento, assim
como o Timol, que é o precursor dos compostos classe M. Enquanto o Carvacrol, o dleo
essencial precursor da sintese dos compostos, foi altamente toxico na concentracdo de 100
pg/mL (665,78 uM), ficando em torno de 20% de viabilidade, necessitando o teste da
concentracdo citotoxica para comparacdo da toxicidade do precursor com 0s compostos em
questao.

Sendo os demais compostos testados atdoxicos nas concentragdes testadas, visto que a
andlise estatistica determinou através do p-valor que ndo houve diferenca significativa entre o
tratamento e o controle. Dessa forma, todos os compostos foram encaminhados para testes de
CCso, responsavel por definir a concentragdo citotoxica responsdvel pela morte de 50% das

células.

Figura 9 - Triagem dos compostos no experimento de citotoxicidade em macréfago RAW 264.7.
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Legenda: CST - macréfago sem tratamento, ANFB - macréfago tratado com Anfotericina B (3,125 ug/mL),
DMSO - macréfago tratado com DMSO 1%, demais compostos foram utilizados na concentragdo de 10 uM. AC
— 4cido carvacroxiacético. Estatistica representada por: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001.

Ap6s finalizacdo da triagem, os compostos que apresentaram sobrevivéncia igual ou
superior a 80% foram encaminhados para a determinag@o da concentragdo citotoxica de 50%
(CC50). Inicialmente, fez-se o ensaio partindo da maior concentragdo de 200 uM de cada
composto em dilui¢do seriada até a menor concentragdo de 1,56 uM, diluido em 1% DMSO.
Os resultados dos tratamentos com os compostos da classe A sdo apresentados na Figura 10 e

com os compostos da classe M, estdo apresentados na Figura 11.

Figura 10 - Perfil de citotoxicidade em macr6fago RAW 264.7 com tratamento com compostos classe A.
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Legenda: Controle - macréfago sem tratamento, ANFB - macréfago tratado com Anfotericina B (3,125 pug/mL),
DMSO - macréfago tratado com DMSO (1%), demais compostos foram utilizados nas concentra¢des indicadas
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no eixo inferior. Cada gréfico foi definido para cada um dos compostos utilizados representados por A) Al; B)
A2;C) A3; D) A4;E) AS; F) A6; G) A7; H) A8; 1) A9;J) A10 e K) All. Estatistica representada por: * p <
0,05, *¥* p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001.

Figura 11 - Perfil de citotoxicidade em macréfago RAW 264.7 com tratamento com compostos classe M.
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Legenda: Controle - macréfago sem tratamento, ANFB - macréfago tratado com Anfotericina B (3,125 ug/mL),
DMSO - macréfago tratado com DMSO (1%), demais compostos foram utilizados nas concentragdes indicadas
no eixo inferior. Cada grafico foi definido para cada um dos compostos utilizados representados por A) M1; B)
M2; C) M3; D) M4; E) M5; F) M6; G) M7. Estatistica representada por: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001,
*#REE p <0,0001.

Os resultados obtidos com os testes de CCsp tanto dos compostos classe A (Figura 10),
quanto classe M (Figura 11), sdo condizentes, visto que todos apresentaram CCsp > 200 uM,
que é um valor semelhante aos encontrados em testes utilizando o préprio carvacrol presentes
na literatura. Os ensaios realizados com o Oleo essencial de Carvacrol (Figura 12)
apresentaram CCso = 62,49 ug/mL (416,04 uM), que se assemelham aos encontrados em
pesquisas anteriores. De acordo com estudos realizados por COSTA et al., (2023) a utiliza¢do
de carvacrol nos testes de citotoxicidade em macréfago peritoneal de murino tiveram alta
toxicidade de valores de CCso= 75,91 ug/mL, que corresponde a 505,3 uM, com tratamento
de 24 h e CCs50=40,23 pg/mL, correspondente a 267,8 uM, com tratamento de 72 h.

GALVAO et al., (2020) testaram a citotoxicidade do carvacrol em linhagem celular de
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mondcito humano o valor de CCso= 64,10 ug/mL, correspondente a 426,8 uM foi apresentado
com tratamento de 48 h. Estes valores encontrados sdo considerados de alta toxicidade, além
de ser relatado que havia ainda problemas de solubilidade do composto testado, para isso
GALVAO et al., (2020), testaram se a citotoxicidade do carvacrol reduziria utilizando o
método de encapsulamento em nanocédpsula lipidica e o valor obtido foi de apenas
CCs0=73,50 ug/mL, correspondendo a 489,5 uM com tratamento de 48 h, o que continua
sendo baixo, indicando alta toxicidade, mesmo quando encapsulado.

Figura 12 - Perfil de citotoxicidade em macr6fago RAW 264.7 com tratamento com 6leo essencial comercial de
Carvacrol.
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Legenda: Controle - macréfago sem tratamento, ANFB - macréfago tratado com Anfotericina B (3,125 ug/mL),
DMSO - macréfago tratado com DMSO (1%), demais compostos foram utilizados nas concentragdes indicadas

no eixo inferior. Cada grafico foi definido para cada um dos compostos utilizados representados por A) M1; B)

M2; C) M3; D) M4; E) M5; F) M6; G) M7. Estatistica representada por: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001,
*EFE p <0,0001.

Devido a impossibilidade do cdlculo do valor de CCsy dos compostos na concentracao
maxima de 200 uM, houve necessidade da andlise em novas concentracdes que fossem
superiores as anteriormente testadas, e inclusive superiores aos dados relatados pela literatura.
Portanto com os resultados obtidos no ensaio de triagem e CCso todos os compostos foram
encaminhados para o ensaio de infeccao em macréfago RAW 264.7 por L. braziliensis.

A utilizacdo da cepa GFP em compara¢do com a cepa selvagem foi escolhida devido a
comprovagoes realizadas por BASTOS et al., (2017), mostrando que apesar da utilizacdo de
Resazurina como método de andlise de viabilidade ser amplamente utilizado e apresentar
diversas vantagens quando se comparado aos demais, como MTT, por exemplo. Devido a ser

um método mais sensivel e preciso, com menor risco de interacdo dos grupamentos quimicos
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dos compostos utilizados no teste, reduzindo o risco de falso positivo. A utilizacdo destes
métodos de viabilidade comumente utilizados apresenta algumas falhas quando se trata da
andlise de viabilidade dos parasitos. Desta forma BASTOS et al. (2017) mostraram que a
andlise de viabilidade por fluorescéncia foi capaz de detectar concentragdes de 8-16 vezes
menor de Leishmania quando se comparado com a resazurina, comprovando assim, ser um
teste muito mais sensivel e confidvel.

Devido a ser um experimento que para revelagdo do resultado € necessério a lise dos
macréfagos para liberagdo dos parasitos, e que esta lise muitas vezes ndo é homogénea, os
desvios do experimento sdo sempre superiores ao desejado, como observado na Figura 13, o
experimento foi realizado em triplicata técnica e bioldgica. Os compostos A6, A8 e M2
apresentaram os melhores resultados quando testados na concentracdo de 10 uM, com anélise
estatistica de p-valor significativo, dos compostos A6 € A8 menor que 0,01 e do composto
M2 inferior a 0,05. O Manual do DNDi (LOSET et al., 2009) define como regra que o valor
de ICso dos compostos deve ser < 10 uM, com célculo do indice de seletividade > 10,
portanto, visto que no ensaio de citotoxicidade, como apresentado nas Figura 10 e Figura 11,
a maior concentragdo testada de 200 uM nao foi capaz de ser toxico a 50% das células. Dessa
forma, como o valor de CCs estaria como sendo definido acima de 200 uM, mesmo que o
valor de ICso fosse acima de 10 uM, o indice de seletividade ainda seria alto, acima da regra
pré-definida, permitindo assim que fosse testado concentragdes superiores a 10 uM, para

definicao do ICso.

Figura 13 - Triagem da Infec¢ido de macréfago RAW 264.7 por L. braziliensis.
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Legenda: Controle - macréfago sem tratamento, ANFB - macréfago tratado com Anfotericina B (3,125 pug/mL),
DMSO - macréfago tratado com DMSO (0,04%), compostos foram utilizados na concentracdo de 10 uM.
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Estatistica representada por: * p < 0,05, ** p < 0,01, **** p < 0,0001.

Os compostos que apresentaram atividade antileishmania nos testes de infec¢io, foram
reanalisados quanto a concentragdes superiores no ensaio de CCso. Partindo de 1 mM, como a
maior concentragdo possivel testada in vitro, os compostos A6 e A8 ainda assim foram pouco
toxicos nas concentracdes testadas como evidenciado na Figura 14. Mesmo com o aumento
significativo da concentracdo dos compostos, ainda foi impossivel realizar o calculo do CCsg
de ambos os compostos, tendo definido como > ImM, permanecendo com média entre 75 a
90% de sobrevivéncia na maior concentracao testada. Devido a observagcdo que o composto
M2, apesar de ter apresentado atividade antileishmania, mostrou maior toxicidade no ensaio
de CCso (Figura 11B) com média de sobrevivéncia proxima de 55% em 200 uM, enquanto os
compostos A6 e A8 permaneceram em torno de 76 a 89% de sobrevivéncia mesmo em 1000
uM. Através de comparagdo estatistica dos resultados obtidos na triagem da infec¢do (Figura
13) foi evidenciado que ndo houve diferenca significativa, com andlise de p-valor superior a
0,05, entre os compostos A6, A8 e M2, ficando ambos em torno de 55 a 60% de viabilidade,
portanto, como a reducdo do valor da citotoxicidade € significativo entre os compostos, 0 M2,
foi descartado para as demais andlises. Pois esta reducdo indicaria uma menor seletividade

para o parasito.

Figura 14 - Gréfico de Citotoxicidade compostos A6 e AS.

[A] B

1259 125=
—~ 1
=2 1004 * 3= 1004 l l l
£ =
g 75= g 75+
2 2
E 50 E 50
2 2
o 257 2 254
0- T T T T T T 0= T T T T T
FLL I IS LSS FELISS LSS
00(\ QQ & "‘:’ N [ ﬂ;\:" ‘)\6"“ /\‘P oO(‘ ¥ 9 ,& & "1?’ N v n;\« ﬁi;b J\?
N N

Legenda: Controle - macréfago sem tratamento, ANFB - macréfago infectado tratado com Anfotericina B (3,125
pg/mL), DMSO — macréfago infectado tratado com DMSO (0,04%), compostos foram utilizados na
concentragdo de 10 uM. Em A) esta representado o resultado do CCsy do tratamento do composto A6 e em B) o
tratamento com o composto A8. Estatistica representada por: * p < 0,05, *** p < 0,001.

Para testar se haveria acdo leishmanicida dos compostos contra outra espécie além da
L. braziliensis foi realizado o mesmo ensaio com infeccao de macréfago RAW 264.7 por L.
amazonensis PH8 do tipo selvagem (WT), com realizacdo de triplicata técnica e bioldgica e

mantido as condi¢Oes utilizadas para o teste com a L. braziliensis. Como na literatura



58

(COSTA et al., 2023; GALVAO et al., 2020) Jé se esperava que o carvacrol e seus derivados
apresentassem atividade leishmanicida contra Leishmania amazonensis, dada a abundancia de
estudos sobre o tema. No entanto, todos os compostos avaliados nesta pesquisa, na
concentracdo de 10 pM, mostraram-se atéxicos para L. amazonensis (Figura 15). Esse
resultado € interessante, visto que os compostos A6, A8 e M2 demonstraram toxicidade para
Leishmania braziliensis, sugerindo uma maior especificidade dos compostos testados para

essa espécie.

Figura 15 - Triagem da Infec¢do de macréfago RAW 264.7 por L. amazonensis PHS.
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Legenda: Controle - macréfago sem tratamento, ANFB — macréfago infectado tratado com Anfotericina B
(3,125 pg/mL), DMSO - macréfago infectado tratado com DMSO (0,04%), compostos foram utilizados na
concentragdo de 10 uM. Estatistica representada por: * p < 0,05, **** p <0,0001.

Devido a possibilidade de aumento da concentragdo dos compostos no teste in vitro de
infec¢do foi realizado o teste partindo da maior concentragdo de 50 uM. O ensaio foi
realizado apenas com duplicata técnica. Os derivados de carvacrol A6 e A8 demonstraram
potente atividade leishmanicida contra Leishmania braziliensis (Tabela 3), com valores de
ICso de 11,77 uM e 11,43 uM, respectivamente. Os valores de ICso apresentados foram muito
promissores, pois na literatura os valores encontrados em ensaio com L. amazonensis sao em
torno de 27,40 pg/mL (182,4 uM) e 19,65 pg/mL (130,8 uM) para o carvacrol puro e
encapsulado em tratamento de 48 h de parasitos na fase amastigota (GALVAO et al., 2020);
em outro estudo também utilizando L. amazonensis, o ICso encontrado foi entre 37 pg/mL
(246,4 uM) a 58 pg/mL (386,2 uM) de hidrogel contendo carvacrol com tratamentos de 24hrs
em macrofagos peritoneal murino infectados por Leishmania e 29 ng/mL (193,1 uM) a 42
pg/mL (279,7) com tratamentos de 72 h (COSTA et al., 2023). Desta forma, os compostos em

estudo foram altamente promissores, devido aos valores obtidos terem sido 10 x menores do
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que os da literatura, apresentando uma maior seletividade para a espécie L. braziliensis. A alta
seletividade dos compostos foi evidenciada pelos elevados indices de seletividade (IS),
estimados em >85 para o A6 e >87 para o A8. Esses valores sdo consideravelmente superiores
aos relatados na literatura para o carvacrol puro e encapsulado, bem como para a anfotericina
B (GALVAO et al., 2020). Em outro estudo (COSTA et al., 2023), o carvacrol complexado
em hidrogel apresentou IS mais baixos, variando de 1,37 a 9,5, dependendo das condi¢des
experimentais. Devido a maior prevaléncia de casos envolvendo a espécie L. braziliensis nas
regides endémicas das leishmanioses no Brasil, a maior seletividade dos compostos
analisados para a espécie em comparagdo a espécie L. amazonensis, torna o resultado
consideravelmente promissor para estudos posteriores.

Tabela 3 - Concentracdo inibitéria de 50% (ICso) da Leishmania braziliensis, e Concentragio Citotdxica de 50%
(CCsp) dos macréfagos RAW 264.7. Calculo do indice de seletividade (IS).

Tratamento ICso L. braziliensis CCso Macrofago Indice de seletividade
amastigota RAW 264.7 (uM) (CCs/ICs0)
internalizada (uM)
A6 11,77 > 1000 > 85
A8 11,43 > 1000 > 87

Portanto pode-se estabelecer que os compostos A6 e A8 sdo potenciais candidatos
como possiveis farmacos pois superam a regra minima definida pelo DNDi (LOSET et al.,
2009) que determina que o indice de seletividade de um composto analisado como possivel
tratamento para a leishmaniose como devendo ser superior a 10. Além disso o valor de CCsp
encontrado também apresenta-se superior a regra, visto que € estipulado como devendo ser

maior que 200 uM.

5.3. Analise in silico

Ap6s modelagem das proteinas no software Alphafold2 e minimizacido no Yasara foi
observado que algumas proteinas continham regides ndao enoveladas. Para analisar a
possibilidade de truncar essas proteinas, foi realizado o alinhamento das sequéncias das
proteinas modeladas com a sequéncia da proteina cristalizada semelhante (Tabela 4)
correspondente, no ClustalOmega (Apéndice A). As proteinas que necessitaram de serem
truncadas foram: CKI: exclusdo de 56 residuos de aminodcidos na por¢do terminal, CRK3
exclusdao de 20 residuos na por¢do inicial; GSK e PKA ndo foi necessario truncar devido a

alta similaridade com as proteinas de Leishmania, além de terem sido completamente
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enoveladas, MAPK: exclusdo de 25 residuos na por¢do terminal e SRPK exclusdao de 391

residuos em diferentes por¢des da proteina. A modelagem e exclusdo de residuos da SRPK

foram realizados por PIMENTEL et al.,( 2023) e revalidada da mesma forma que as demais.

Tabela 4 - Andlise da compara¢do de similaridade de sequéncia entre proteina de L. braziliensis modelada por
Alphafold? e proteinas cristalizadas armazenada no banco de dados PDB.

Proteina Original Truncada Cédigo NCBI Espécie

69,52% 69,52% 3UZP — Hs Homo sapiens
CKI

58,48% 58,48% 8UVO0 - Hs Homo sapiens
CRK3

93,52% | ——meee- 7S6V — Li L. infantum
GSK

94,49% 94,49% 4027 - Ld L. donovani
MAPK

51,24% | - 7Y1G - Hs Homo sapiens
PKA

40,86% 43,47% 4WUA — Hs Homo sapiens
SRPK

Apés a minimizacdo de energia pelo software Yasara foi necessdrio realizar a

validacdo da estereoquimica,

conformagdo da proteina estrutura tridimensional e

posicionamento dos aminodcidos. Os resultados estdo distribuidos na Tabela 5:

Tabela 5 - Validagdo das modelagens realizada nos 4 servidores.

PROSA- ERRAT | Verify

Ramachandran plot web 3D

Residuos Residuos Residuos em | Residuos | Z -score | Overall | % dos
Proteinas em regides | em regides regides em quality | residuos
analisadas favorecidas | adicionais generosamente | regides fator com

(%) permitidas TS (%) pontuacao

(%) permitidas (%) 3D-1D =
o 0,1
permitidas
(%)

92,6 7,0 0,4 0,0 -7,71 95,139 92,64
CKIt

89,5 8,6 1,2 0,8 -7,65 90,441 76,98
CRK3t

91,7 8,0 0,0 0,3 -9,09 94,864 | 77,18
GSK

91,5 6,9 1,3 0,3 -9,77 84,726 81,54
MAPKt

92,5 7,2 0,3 0,0 -8.,8 92,163 80,72
PKA

90,2 8,2 0,9 0,6 -8,22 93,878 72,36
SRPK
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O resultado apresentado na Tabela 5, mostra que no grifico de Ramachandran
somente a proteina LbCRK3 apresentou menor porcentagem de residuos localizados em
regides favorecidas, equivalente a 89,5%, tendo regra de no minimo 90% (LASKOWSKI et
al., 1993). A andlise feita pelo servidor PROSA-web faz andlise por difragdes de raio X da
proteina, a regra que ird determinar a relacdo das proteinas e classificar como uma boa
validacdo ou ndo. O Z-score do PROSA-web € definido como devendo estar entre -4,00 e -
10,00, valores abaixo e acima deste limite € considerado reprovado na etapa de validagao,
dessa forma, todas as proteinas foram aprovadas nesta validacio (WIEDERSTEIN; SIPPL,
2007). O ERRAT ird realizar a avaliacio da correcdo conformacdo dos residuos de
aminodcidos através da realizacdo estatistica de erro quadrético, impondo como uma estrutura
de alta resolucdo aquelas que ficarem abaixo da linha de 95% de limite de rejei¢do, enquanto
as proteinas de baixa resolucdo precisam ficar abaixo de 91%, nas predi¢des realizadas a
proteina MAPK ficou pouco abaixo do limite estipulado, juntamente com a CRK3 que ficou
bem abaixo do esperado, enquanto as demais foram aprovadas (COLOVOS; YEATES, 1993).
Por ultimo foi realizado a verificacdo através do servidor Verify3D que analisa a relagdo
sequéncia de aminodcidos 1D, com a estrutura tridimensional com pontuacio de porcentagem
dessa relagcdo precisando estar acima de 80%. Avaliamos a consisténcia entre as sequéncias de
aminodcidos e as estruturas tridimensionais das proteinas GSK e CRK3 utilizando o servidor
Verify3D. Ambas as proteinas apresentaram pontuacdes inferiores a 80%, o que indica uma
possivel discrepancia entre a sequéncia e a estrutura. No entanto, ao submeter a estrutura
homoéloga da HsCRK3 ao Verify3D, obtivemos um resultado similar. Considerando que a
andlise realizada pelo servidor PROSA-web ndo indicou problemas significativos na estrutura
da LbCRK3, decidimos prosseguir com as andlises subsequentes para ambas as proteinas
(LbGSK e LbCRK3).

A estrutura tridimensional de uma proteina € um fator de fundamental importancia na
definicdo de sua funcdo bioldgica, portanto para visualizacdo se haveria a possibilidade de
manuten¢do da fun¢do da proteina modelada em compara¢do com as proteinas cristalizadas,
em que ja se € conhecido o funcionamento, foi realizado o alinhamento das estruturas no
software Pymol e cadlculo do RMSD deste alinhamento, como mostrado na Figura 16. Quanto
mais proximo de 0, melhor € o alinhamento e, por consequéncia, maior é a similaridade entre
as estruturas analisadas, o que foi observado em todos os alinhamentos foi que a distancia do

alinhamento entre as estruturas, foi sempre inferior a 1,0 A.
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Figura 16 - Comparagdo de similaridade estrutural entre as proteinas de Leishmania que foram modeladas e as

proteinas cristalizadas que apresentaram similaridade de sequéncia por Blastp.

MAPK: 0,735 PKA: 0,867 SRPK: 0,499

Legenda: A) CKI, em cinza LbCKI e em azul HsCKI; B) CRK3 em bege HsCDK?2 e em azul claro LbCRK3; C)
GSK, em rosa LiGSK e em verde LbGSK; D) MAPK, em salmao LAMAPK e em azul turquesa LbMAPK; E)
PKA, em amarelo HsPKA e em lilds LbPKA; F) SRPK, em dourado HsSRPK1 e em verde claro LbSRPK.
Abaixo de cada imagem € informado o valor do RMSD do alinhamento das proteinas, obtido através do software
Pymol.

Dessa forma, fez-se o redocking das proteinas cristalizadas, todas contendo um ligante
co-cristalizado, o que permite criar um protocolo de ancoragem a fim de se encontrar a
melhor funcdo de pontuagdo com a determinacdo do nimero de poses ideal (Tabela 6) para o
melhor docking molecular (LIEBESCHUETZ; COLE; KORB, 2012). Todos os valores de
RMSD encontrados nas melhores poses estipuladas pelo protocolo foram abaixo de 2,0 A,
como orienta a literatura, com exce¢do da proteina LiGSK que apresentou uma distancia um
pouco maior, de 3,51 A, com base na literatura. Isso pode ser explicado, pois o ligante co-
cristalizado utilizado era maior que os demais, o que poderia interferir fortemente na re-

ancoragem, talvez necessitando de um refinamento pds redocking, que nao foi realizado, mas
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que ndo inviabiliza a utilizacdo do protocolo utilizado (HEVENER et al., 2009). Devido a
similaridade estrutural entre as proteinas, o protocolo definido no redocking foi utilizado para
realizacdo do docking molecular proteina-ligante entre as proteinas modeladas e os ligantes
A6 e A8 desenhados no Avogadro (Figura 17).

Como forma de comparagdo para poder garantir que a interacdo dos derivados com as
proteinas poderia representar uma maior afinidade quando se comparado com o precursor,
carvacrol. Foi realizado o docking molecular utilizando as mesmas fun¢des de pontuagdo,
ndmero de poses € 0 mesmo residuo de aminoécido central de interagdo, para se garantir que
todas as condi¢Oes seriam as mesmas. Realizando uma comparagdo da interacdo proteina-

ligante entre os compostos A6 e A8 e o precursor Carvacrol (Figura 17).

Tabela 6 - Dados do redocking das 6 proteinas.

Proteina Funcdo de | N° de poses | Menor RMSD | Residuo da
Cristalizada | Pontuacao interacao
HsCKI ASP 150 1,46 MET80
HsCRK3 GoldScore 50 0,75 LEUR3
LiGSK ChemScore 150 3,51 THR106
LdMAPK ASP 50 0,77 GLU%
HsPKA GoldScore 150 1,11 VALI123
HsSRPK ASP 200 0,56 LEU168

Legenda: Tabela informa a melhor fung¢do de pontuacido e nimero de poses ideal, o que significa, o protocolo
responsavel por oferecer as melhores condi¢des para obtencdo do menor valor de RMSD quando comparado

com o ligante extraido da proteina cristalizada.
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Figura 17 — Representa¢do 3D dos compostos A6, A8 e Carvacrol utilizados para o docking molecular

Carvacrol

Legenda: Em vinho estd representado os dtomos de Oxigénio, em azul os dtomos de Nitrogénio e em branco os
atomos de Hidrogénio. Cada ligante é representado em uma cor tnica nas cadeias carbonicas, sendo: vermelho

para o A6, marsala para A8 e rosa para o carvacrol.

Para definicdo do residuo de aminoédcido que comporia o centro do sitio ativo para
realizacdo do docking molecular, foi realizado o alinhamento das estruturas da proteina de
Leishmania com a proteina cristalizada para escolha do aminodcido da proteina modelada
correspondente ao residuo escolhido da cristalizada para o protocolo de redocking, ou no caso
de incompatibilidade dos ligantes analisados e co-cristalizados, fez-se a anédlise dos residuos
presentes no sitio ativo, para defini¢do do melhor alvo de interacao.

Na interacdo proteina-ligante existem diversos tipos de ligagdes que irdo realizar a
formacdo do complexo, estas interagdes ocorrem através de ligacdes fracas, quando
comparadas com as ligacdes covalentes. Porém hd uma diferenca na forca entre cada tipo de
ligacdo, ligagdes de hidrogénio sdo de forca moderada a intermedidria, com papel
fundamental na estabilizagdo do complexo; ligacOes eletrostaticas, do tipo pi-cdtion e pi-
anion, sdo ligagdes de for¢ca moderada a forte, sendo a do tipo pi-cdtion a mais forte, devido a
repulsdo que ocorre nas ligagdes pi-anion; ligagdes hidrofébicas sdo o tipo mais fraco. Ja é
conhecido a importancia e relevancia da forca das ligacdes de hidrogénio nas interacdes
proteina-ligante, apresentando diferentes formas de ligacdo, entre nitrogénio, oxigénio e flior
com o hidrogénio, sendo os tipos mais fortes, € o mais fraco entre carbono e hidrogénio
(BULUSU; DESIRAJU, 2020; DU et al., 2016).

Outros tipos de ligacdes sdao consideradas altamente relevantes para for¢a da interacao
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proteina-ligante, aumento da afinidade do ligante ao alvo e para a estabilizacdo do complexo,
como ligacOes eletrostatica pi-cdtion e pi-anion, além das ligacdo hidrofébicas envolvendo
anel aromdtico, como pi-pi stacked, pi-pi T-shaped e amida pi-stacked. Estes tipos de
interacdes ja foram relatados em estudos anteriores que apresentavam importincia
fundamental para a arquitetura das proteinas, e por apresentarem menor forca de ligacdo sdo
consideradas dinamicas pela facilidade de serem formadas e destruidas constantemente, o que
reduz a energia de ligacdo favorecendo a reducdo da energia de ativagdo. A maior for¢a de
interacdo promovida pelas ligacdes eletrostdticas aumenta a afinidade da interagdo proteina-
ligante. As interacOes de van der Waals sdo consideravelmente mais fracas quando se
comparadas as demais interacdes intermoleculares, porém quando se observado o nimero de
residuos que interagem por van der Waals quanto maior o nimero maior serd a forca que o
conjunto exerce sobre o complexo. Estudos indicam que de 5 a 20 residuos interagindo por
van der Waals quando se comparado a ligacdes convencionais de hidrogénio, estes
apresentardo em conjunto uma forca superior, sendo assim uma interacdo mais forte, visto
como critério de comparacdo entre diferentes interacdoes proteina-ligante (BULUSU;
DESIRAJU, 2020; NELSON; COX, 2014; OKIYAMA et al., 2020; PANIGRAHI, 2008;
SCRUTTON; RAINE, 1996).

5.3.1. LbCKI

Através da padronizagdo realizada pelo redocking com a proteina cristalizada HsCKI,
codigo de acesso do PDB: 3UZP, representado os melhores parametros na Tabela 6, foi
realizado o docking molecular com a proteina modelada LbCKI no software GOLD, na
funcdo de pontuagdao ASP com 150 poses com ambos os ligantes A6 e A8. Na Figura 18 esta
representada a melhor pose do ligante A6, mostrando que o composto estd encaixado na
regido do sitio ativo. Diferentemente das outras proteinas a LbCKI nao houve possibilidade de
selecdo do residuo de aminoécido central para docking através do alinhamento das estruturas
pelo Pymol e selecdo do residuo correspondente da proteina cristalizada, devido a diferenca
da estrutura dos ligantes analisados em comparacdo com o co-cristalizado. Portanto foi
necessario a andlise dos residuos componentes do sitio ativo e o que apresentou a melhor
possibilidade de interagdo foi selecionado, neste caso foi a Asparagina 138, com centraliza¢do

do docking concentrado no dtomo de oxigénio.
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Figura 18 - LbCKI + A6.
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Legenda: Em A) representacdo em esferas do composto A6 ligado no sitio ativo da enzima LbCKI representada
em superficie. B) Diagrama 2D das intera¢des proteina-ligante do sitio ativo.

A andlise das interacdes no sitio ativo da proteina com o ligante, apresentada nas
Figuras 18 e 19, revela um cendrio interessante. Embora a ligacdo de hidrogénio ndo
convencional identificada na Figura 19 seja considerada fraca, com uma distincia de 2,66 A,
estudos anteriores BULUSU & DESIRAJU, (2020), demonstraram que essas interacdes
podem ser dindmicas e contribuirem para a estabilidade do complexo.

A auséncia de ligacdes de hidrogénio convencionais mais fortes € compensada pela
presenca de muitas interacdes de van der Waals e ligacOes hidrofébicas, como detalhado no
Apéndice C. Essas interagdes, embora individuais sejam fracas, contribuem de forma
significativa para a afinidade global do complexo proteina-ligante, como descrito por diversos
autores (BITENCOURT-FERREIRA; VEIT-ACOSTA; DE AZEVEDO, (2019); BULUSU;
DESIRAIJU, (2020) e PANIGRAHI, (2008)).

Figura 19 - LbCKI + A6
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Legenda: liga¢do ndo convencional de hidrogénio com o residuo Prolina (PRO) 92

A andlise da interacdo entre a proteina LbCKI e o composto A8, apresentada nas
Figuras 20 e 21, revela um perfil de ligacao significativamente mais favoravel em comparagdao
com o composto A6. A Figura 21 destaca a presenga de uma variedade de interagdes fortes e
estabilizantes, incluindo ligacdes de hidrogénio convencionais e ndo convencionais, além de
uma importante intera¢do eletrostitica do tipo pi-anion. Essa ultima interagdo, conforme
descrito por Bulusu e Desiraju (2020), contribui significativamente para a estabilidade e
especificidade do complexo proteina-ligante.

Além das ligacdes especificas, a presenca de um nimero considerdvel de interacdes
de van der Waals e ligacdes hidrofébicas, como alquil-alquil e pi-alquil, reforca a afinidade
entre as moléculas. Essa combinacdo de interacdes, que atende aos critérios descritos por
Bulusu e Desiraju (2020) para uma interacdo forte e estdavel, confere ao composto A8 uma

maior afinidade pela proteina LbCKI.

Figura 20 - LbCKI + A8.
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Legenda: Em A) representacdo em esferas do composto A8 ligado no sitio ativo da enzima LbCKI representada
em superficie. B) Diagrama 2D das interagdes proteina-ligante do sitio ativo.
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Figura 21 - LbCKI + A8.

Legenda: A) ligacdo de hidrogénio convencional com o residuo Serina (SER) 21; B) ligagdo de ndo
convencional de hidrogénio com o residuo Glicina (GLY) 23; C) ligagao i6nica pi-anion com o residuo de
Glutamato (GLU) 54.

Diferentemente dos derivados A6 e A8, o precursor carvacrol, apesar de possuir
ancoragem no sitio ativo corretamente, os nimeros de interagcdes por for¢as de van der Waals,
exibidas na Figura 22, foram consideravelmente inferiores aos apresentados pelos compostos
A6 e A8, na interacdo com a proteina LbCKI. Representando que a interagdo com o precursor
possuiria menor afinidade do que se comparada com os seus derivados. Evidenciada através
da observacgdo do score obtido no docking molecular, utilizando a funcdo de pontuacdo ASP,
confirma a superioridade da interacdo com o composto A8, corroborando os resultados da
andlise visual das interacOes. A maior pontuacao obtida para o composto A8 indica uma maior
energia de ligacdo e, consequentemente, uma interacdo mais favoravel, com o menor score
observado tendo sido da interacdo com o carvacrol, apresentado na Tabela 7

(LIEBESCHUETZ; COLE; KORB, 2012).
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Figura 22 - LbCKI + Carvacrol.
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Legenda: Em A) representacdo em esferas do composto carvacrol ligado no sitio ativo da enzima LbCKI
representada em superficie. B) Diagrama 2D das interagdes proteina-ligante do sitio ativo.

5.3.2. LbCRK3

Para validar o protocolo de docking utilizado neste estudo, realizamos um docking de
validacdo utilizando a proteina CRK3 como alvo e a estrutura cristalizada da proteina
HsCDK?2 (cédigo PDB: 8UV0) como referéncia. A escolha da HSCDK?2 se justifica pela alta
similaridade estrutural entre as duas proteinas, especialmente na regido do sitio ativo. A
funcdo de pontuacdo Goldscore foi empregada, gerando 50 poses para cada composto.

Antes do docking, as estruturas cristalizada e modelada da CRK3 foram alinhadas,
com foco na superposicao do residuo de valina 82 da LbCRK3 com a leucina 83 da HsCDK2.
A escolha desse residuo foi baseada nos resultados de HUMMEL et al.,, (2024) que
identificaram a leucina 83 como um residuo chave na interacdo com inibidores de CDK2.

A Figura 23 apresenta a pose mais favordvel do composto A6 no sitio ativo da enzima
LbCRKS3, obtida através do docking. A validagcdo do protocolo de docking e a identificacdo do
residuo de valina 82 como um ponto de ancoragem importante para os ligantes corroboram a

confiabilidade dos resultados obtidos neste estudo.
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Figura 23 - LbCRK3 + A6 .
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Legenda: Em A) representacdo em esferas do composto A6 ligado no sitio ativo da enzima LbCRK3
representada em superficie. B) Diagrama 2D das interagdes proteina-ligante do sitio ativo.

O diagrama 2D apresentado na Figura 23B mostra todas as intera¢des proteina-ligante,
tendo apenas interagdes fortes como, ligacdes eletrostaticas (Figura 24) do tipo pi-cition com
o residuo de Lisina 32 e do tipo pi-anion com o Aspartato 143. De acordo com SCRUTTON;
RAINE, (1996) essas sdo ligacdes importantes para a arquitetura e estabilidade da proteina,
além de relatarem que muitas aminas biologicamente ativas apresentam ligacdes pi-cétion,
representando a capacidade de interagdo dos compostos com proteinas, 0 que mostra que este
tipo de interacdo € recomendada para o design de farmacos. Refor¢cando ainda mais essa
interacdo tem-se a presenga de diversas interagdes do tipo van der Waals por toda a estrutura
do composto, além de ligacdo hidrofébicas do tipo alquil e pi-alquil na regido do anel
aromdtico sem presenca de halogénio, estabilizando a ligacdo do restante da estrutura do
composto. Essas interacOes sdo fundamentais para a estabilidade de complexos proteina-

ligante e sdo frequentemente encontradas em compostos biologicamente ativos.
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Figura 24 — LbCRK3 + A6.

Legenda: Ligagao pi-cation com o residuo Lisina (LYS) 32, e ligacdo pi-anion com o residuo Aspartato (ASP)
143.

O composto A8, por sua vez, apresenta um perfil de interacdo mais diversificado
(Figura 25). Além das interagcdes eletrostdticas, observam-se ligacdes de halogénio entre o
atomo de flior do composto e o residuo de asparagina da proteina, essas principais interagdes
sdo representadas na Figura 26. Essas interacdes, juntamente com as ligacdes de hidrogénio e
as forcas de van der Waals, contribuem para uma forte e especifica interagdo entre o
composto A8 e a proteina LbCRK3. Em ambos os casos, as interagdes hidrofébicas, como as
ligacdes alquil-alquil e pi-alquil, desempenham um papel importante na estabilizacdo do
complexo, contribuindo para a complementaridade estrutural entre o ligante e o sitio ativo da

proteina (BULUSU; DESIRAJU, 2020; OKIYAMA et al., 2020).

Figura 25 - LbCRK3 + AS8.
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Legenda: Em A) representag@o em esferas do composto A8 ligado no sitio ativo da enzima LbCRK3
representada em superficie. B) Diagrama 2D das interagdes proteina-ligante do sitio ativo.
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Figura 26 - LbCRK3 + AS8.
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Legenda: Em A) ligacdo de halogénio com o residuo Asparagina 130; B) ligagdo pi-dnion com o residuo
Aspartato 143

Em resumo, os resultados indicam que tanto o composto A6 quanto o composto A8
formam interacdes estdveis com a proteina LbCRK3. No entanto, o composto A8 apresenta
um perfil de interacio mais diversificado e robusto, com destaque para as ligacdes de
halogénio e as interacdes hidrofobicas. Essa combinagdo de interagdes sugere que 0 composto
A8 possui uma maior afinidade e seletividade pela proteina. Enquanto a interacdo com o
precursor carvacrol (Figura 27), foi mais fraca, com poucas interagdes por forcas de van der
Waals e maior predominancia por ligagdes mais fracas, reduzindo a afinidade e seletividade
da proteina pelo ligante. A fungdo de pontuacdo utilizada para o docking da LbCRK3 (Tabela
7) foi o GoldScore, que classifica o melhor score gerado através do docking como aquele que
for maior, e a comparacdo entre o melhor score da melhor pose dos compostos A6 e A8, foi
definido como o A8, novamente como o melhor, indicando que este composto, seria
possivelmente um melhor ligante para a proteina LbCRK3 do que o A6, sendo ambos os
derivados sendo consideravelmente melhor que o carvacrol, com score obtido de quase

metade do valor dos derivados (LIEBESCHUETZ; COLE; KORB, 2012).
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Figura 27 - LbCRK3 + Carvacrol.
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Legenda: Em A) representacdo em esferas do composto carvacrol ligado no sitio ativo da enzima LbCRK3
representada em superficie. B) Diagrama 2D das intera¢des proteina-ligante do sitio ativo.

5.3.3. LbGSK

A padronizacio do redocking para a proteina GSK foi realizada utilizando a LiGSK,
codigo de acesso PDB: 7S6V. Sendo a melhor fungdo de pontuagdo utilizada para o protocolo
de docking o ChemScore, com 150 poses, para ambos os ligantes. Devido a padronizagdo ter
sido realizada com uma proteina cristalizada de Leishmania infantum ha uma enorme
conservagdo tanto de estrutura, quanto de sequéncia, portanto nos dois casos, redocking e
docking, foi utilizado o residuo de Treonina 106 como centro da interacdo no software
GOLD. Na Figura 28A, temos a representacdo do composto A6 encaixado no sitio ativo da
enzima LbGSK, pela imagem pode-se observar que o ligante estd bem encaixado, com
comprovacao através de B, que € apresentado o diagrama 2D de todas as interagcdes proteina-

ligante.
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Figura 28 - LbGSK + A6.
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Legenda: Em A) representacdo em esferas do composto A6 ligado no sitio ativo da enzima LbGSK representada
em superficie. B) Diagrama 2D das interagdes proteina-ligante do sitio ativo.

Diferentemente das proteinas anteriores hé interacdo pi-sulfur com o residuo de
Metionina 100, que € um tipo de ligacdo que ja foi comprovada em estudos anteriores ser
muito importante a ser considerada no design de farmacos, como no exemplo de um potencial
farmaco anti-maldria, testado contra Plasmodium falciparum, que apresentou um intera¢ao
importante com residuo de cisteina que também possui o dtomo de enxofre realizando ligacao
pi-sulfur MACDONALD; BOYD, 2015; OKIYAMA et al., 2020). A presenca de ligacdes de
hidrogénio convencionais e ndo convencionais com um mesmo residuo de aminoacido, como
no caso da Histidina 155 mostrado na Figura 29 A e B, aumentam a forca de interagdo do
ligante, apesar que a distancia de ligacdo apresentada em A por ser uma ligacdo de hidrogénio
ndo convencional estd acima do ideal, tendo como parametro que um boa geometria desse tipo
de ligacdo é relatado como até 2,0 A, enquanto a ligacdo convencional em B, com 2,13 A estd
excelente, representando uma ligacdo forte, estdvel e com geometria correta de acordo com

BULUSU; DESIRAJU, (2020) e OKIYAMA et al., (2020).
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Figura 29 - LbGSK + A6.
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Legenda: Em A) ligacdo ndo convencional de carbono hidrogénio com o residuo de Histidina (HIS) 155; B)
ligagcdo convencional de hidrogénio com o residuo Histidina (HIS) 155; C) ligacdo pi-sulfur com o residuo
Metionina (MET) 100.

Na Figura 30 € apresentado o composto A8 representado em esferas encaixado no sitio
ativo da LbGSK, com o diagrama 2D das interacdes em B, comparando a interacdo com 0s
dois compostos, a enzima LbGSK, possui praticamente as mesmas ligacdes com ambos,
porém aparentando possuir maior afinidade pelo AS8. A razao para essa possivel vantagem do
composto A8, pode ser mostrada na Figura 31, que mostra que a distancia de ligagdo de
hidrogénio convencional € inferior a apresentada com o composto A6, o que indicaria uma
maior forca de ligacdo, além de que o composto A8 apresenta duas interacdes de hidrogénio
nio convencional, em comparacdo com apenas uma, do composto A6 (BULUSU;
DESIRAJU, 2020). Porém, ndo apenas as ligacOes mais fortes sdo fundamentais para a
predi¢do de interacdo entre proteinas e ligantes, ligacdes fracas como ligagdes hidrofébicas e
interacoes de van der Waals, podem ser de suma importancia para definicdo da melhor
possivel interacdo, o que € analisado pelo score apresentado pds docking molecular. Portanto
com a anélise do score das duas interagdes, apesar de apresentar um cendrio, que parecia ser
mais estdvel e melhor, a predi¢do da interagcdo LbGSK-A6 se sobressaiu em relagdo ao ligante

A8 (Tabela 7).



Figura 30 - LbGSK + AS8.

76

AMIEJO
A7 s
: VAL A:49
s A:34
A:169
LEU / ASP
A:158 / A:170
\/ .
ALA il \ /
A47 — —X
L \,
7 .H..
GLU 1vs
A:101 P A:153
A203  ASS
o ASN
ALA A:156 GLY
A26 TYR 29
A:102 THR
A:106 THR
A:30
Interactions
[T7] van der wioais [ Prsufr
I Conventional Hydrogen Bond ] st
:] Carbon Hydrogen Bond :] Pi-Akyl

Legenda: Em A) representacdo em esferas do composto A8 ligado no sitio ativo da enzima LbGSK representada
em superficie. B) Diagrama 2D das intera¢des proteina-ligante do sitio ativo.

Figura 31 - LbGSK + AS8.

MET100

Legenda: Em A) ligacdo ndo convencional de carbono hidrogénio com o residuo de Histidina (HIS) 155; B)
ligagdo convencional de hidrogénio com o residuo Histidina (HIS) 155; C) ligacdo pi-sulfur com o residuo

Metionina (MET) 100.

De acordo com o score (Tabela 7) gerado apds o docking e devido a funcdo de

pontuacdo utilizada ter sido ChemScore, que define como a melhor ancoragem € aquela que

apresentar 0 maior score, o composto A6 se sobressaiu em comparacdo com o A8

(LIEBESCHUETZ; COLE; KORB, 2012). A interacio LbGSK-Carvacrol (Figura 32),

apresentou o menor score, portanto predizendo que poderia haver menor afinidade da proteina
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pelo precursor do que pelos derivados. Os tipos de interacdes que sdo demonstrados no
diagrama 2D na Figura 32, sdo predominantemente mais fracas, com o tunico tipo de liga¢ao
mais forte sendo a ligacdo convencional de hidrogénio com a Valina, enquanto os demais

compostos apresentaram além dessa, intera¢des do tipo pi-sulfur.

Figura 32 - LbGSK + Carvacrol

ALA
A26

VAL LEU
A34 A158

ALA
A47

\Q ........ VAL
...... 'A103
GLU TYR
MET A:101 A:102
A:100
CYS
A169 A
ASP
A170
LYS
A:49
Interactions
[] vanderwaals [ At
I Conventonal Hydrogen Bond [ pi-akvt

[] carbonHydrogen Bond

5.3.4. LbMAPK

A proteina LbLMAPK assim como a anterior LbGSK, possui maior similaridade com
uma proteina cristalizada do mesmo género, porém neste caso foi com a LAMAPK, cédigo de
acesso PDB: 402Z. A melhor funcdo de pontuacdo definida no redocking foi ASP, com 50
poses. Por ter como referéncia a proteina de outra espécie do parasito, do mesmo género ha
uma certa conservagdo de sequéncia entre as proteinas, e apds o alinhamento foi definido
como o residuo Glutamato 80, como centro da ancoragem molecular. Apesar da representagao
do composto A6 em esferas (Figura 33) aparentar estar bem encaixado no sitio ativo da
enzima LbMAPK, como apresentado no diagrama 2D de interacdo a direita, a interacdo
proteina-ligante embora apresente ligacOes fortes, possui poucas interacoes do tipo van der
Waals, e poucas ligacOes estabilizantes hidrofébicas do tipo alquil e pi-alquil. O que no
contexto geral é caracterizado por uma interacdo mais fraca, pouco estidvel e com baixa
afinidade.

As interacOes mais fortes sdo apresentadas na Figura 34, a distancia de ligacdo
mostrada em A é favoravel e dentro do limite com o residuo de Lisina, mostrando que € uma
ligacdo muito forte, porém devido a interacdio com o Aspartato apresentar ligacdo com

distancia de 2,79 A, este valor € superior ao determinado, de 2,30 A, e portanto apesar de ser
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uma ligacdo convencional de hidrogénio, apresenta forca de ligacdo consideravelmente menor
(BULUSU; DESIRAIJU, 2020; OKIYAMA et al., 2020). A ligacdo apresentada em C, é uma
ligacdo hidrofébica mais forte e relevante que as demais, a liga¢do do tipo pi-pi stacked é um
tipo de ligacdo altamente recomendada como alvo no desenvolvimento de farmacos, sendo
um tipo de interacdo muito atrativa, por questao da importancia na estabilizacdo da ligacdo e
estando dentre uma das principais ligagdes responsdveis pelo aumento da afinidade proteina-

ligante (OKIYAMA et al., 2020).

Figura 33 - LbMAPK + A6.
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Legenda: Em A) representag@o em esferas do composto A6 ligado no sitio ativo da enzima LbMAPK
representada em superficie. B) Diagrama 2D das interagdes proteina-ligante do sitio ativo.

Figura 34 - LOLMAPK + A6.
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Legenda: Em A) ligacdo convencional de hidrogénio com o residuo Lisina 62 e com a Aspartato 179; B) ligacao
pi-cétion com o residuo Lisina 62; C) ligag@o pi-pi stacked com o residuo Tirosina 44.

A interacdo LbMAPK com o composto A8 comprova a importancia que se da pelo
ndmero de interacdes de van der Waals apresentada no diagrama 2D na Figura 35. E possivel
perceber que por toda extensdo da estrutura do composto A8 hd uma distribuicdo das
interacdes moleculares. Comparando o score (Tabela 7) obtido pelo software GOLD, a
intera¢do com o ligante A8 foi o melhor, mostrando maior afinidade do que o composto A6.
Sendo resultado da maior presenga das interacdes mais fracas de van der Waals que
aumentaram a estabilidade da interacdo e também a presenca das ligacdes pi-pi stacked e T-
shaped (Figura 36) que sdo responsdveis por promover a maior afinidade entre proteina e

ligante (OKIYAMA et al., 2020; SCRUTTON; RAINE, 1996).

Figura 35 - LOLMAPK + A8.
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Legenda: Em A) representag@o em esferas do composto A8 ligado no sitio ativo da enzima LbMAPK
representada em superficie. B) Diagrama 2D das interagdes proteina-ligante do sitio ativo.

Figura 36 - LbMAPK + AS.
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Legenda: Em A) ligagdo pi-anion com o residuo Aspartato 179; B) ligag@o pi-pi stacked entre o residuo Tirosina
44 com distancia 4,024 e ligag@o pi-pi T-shaped com o residuo Tirosina 44 com distincia 4,41 A.
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A interacdo da proteina LbMAPK com o precursor carvacrol (Figura 37) , como
apresentado pelo diagrama 2D na Figura 37B, foi consideravelmente pior do que a interagdo
da proteina com os derivados. Pois apresentou redu¢do em nimeros de interagcdes do tipo van
der Waals em comparag@o com o composto A8, o que promove uma menor afinidade com a
proteina. Apesar da manuten¢do das interagdes do tipo eletrostatica — pi-anion e hidrofébica
do tipo pi, a interagdo com o precursor carvacrol prediz a interacdo desfavordvel do tipo
doador-doador, que faz com que a interacdo fosse instdvel, e portanto com menor chance de
ocorrer idealmente. Dessa forma, ao obsevar o score (Tabela 7) obtido pés docking, como ja

se era esperado, o valor obtido da interagdo com o carvacrol foi bem menor que os derivados.

Figura 37 - LbLMAPK + Carvacrol
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5.3.5. LbPKA

A proteina LbPKA apresentou maior similaridade com a proteina HsPKA, cédigo de
acesso PDB: 7Y1G. E o protocolo de redocking definido foi com a func¢do de pontuacio
Goldscore, 150 poses, o residuo de aminoacido escolhido como centro da interagdo foi a
Valina 123, de acordo com o determinado por (TOYOTA et al., 2022) , ap6s alinhamento
com a estrutura da LbPKA o residuo correspondente foi a Asparagina 112, que, portanto, foi o
alvo para o docking molecular. Na Figura 38 temos a representacio do composto A6 em
esferas encaixado perfeitamente no sitio ativo da enzima, em B, € apresentado o diagrama 2D

das interagdes proteina-ligante, mostrando boa distribui¢do por toda superficie do composto.
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Figura 38 - LbPKA + A6.
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Legenda: Em A) representacido em esferas do composto A6 ligado no sitio ativo da enzima LbPKA representada
em superficie. B) Diagrama 2D das interagdes proteina-ligante do sitio ativo.

Na Figura 39 é mostrado as ligacOes mais fortes e relevantes para a interacdo, a
ligacdo do tipo halogénio que ocorre com o residuo de Aspartato possui distancia inferior a
3,0A, 0 que representa uma ligacdo mais forte, aumentando a especificidade da proteina pelo
ligante (OKIYAMA et al., 2020). Além da ligag@o pi-anion na extremidade oposta do mesmo
anel em que ha interacdo com o halogénio, o que representa uma maior estabilizacdo da
interacdo. As interagdes do tipo ligacdo de hidrogénio ndo convencional que ocorre com 0s
residuos de Glicina e Valina, devido a maior distancia de ligacdo sdo caracterizadas com
ligacdes mais fracas, auxiliando na estabilidade e contribuindo para a afinidade proteina-
ligante (BULUSU; DESIRAJU, 2020). O nimero de residuos com interagdes por forcas de
van der Waals foi visto como comum, quando comparado com a interagdo com outras
proteinas deste mesmo estudo, e as ligagdes alquil, pi-alquil que ocorrem apenas no anel
aromatico com as ramificacdes auxiliam na afinidade da interacdo (representacdo em 3D no

Apéndice C -).
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Figura 39 - LbPKA + A6.

Legenda: Em A) ligacao de halogénio com o residuo Aspartato 300; B) ligacdo pi-anion com o residuo
Glutamato 99; C) ligac@o ndo convencional de hidrogénio com os residuos Glicina 22 e Valina 21

A analise das interacOes entre os ligantes A6 e A8 com a proteina LbPKA revela um
perfil de ligacdo similar, com a presenca de ligagdes de hidrogénio ndo convencionais,
ligacGes de halogénio e interagdes de van der Waals. No entanto, existem diferencgas
importantes entre os dois complexos.

O ligante A8 (Figura 40) apresenta um maior nimero de ligacdes de hidrogénio ndo
convencionais e uma ligacio de halogénio com uma distdncia de 1,90 A (Figura 41),
indicando uma interacdo mais forte (OKIYAMA et al., 2020). Essas interacdes contribuem
para uma maior especificidade e afinidade do ligante A8 pela proteina (BITENCOURT-
FERREIRA; VEIT-ACOSTA; DE AZEVEDO, 2019; BULUSU; DESIRAJU, 2020). Apesar
dessas caracteristicas favordveis do ligante A8, o composto A6 demonstra uma maior
afinidade pela proteina LbPKA, conforme indicado pelo score de docking. Essa aparente
contradicdo pode ser explicada pela conformacao do ligante A6, que resulta em um arranjo
espacial mais favordvel das interacOes, levando a uma maior energia de ligagao.

Em resumo, ambos os ligantes apresentam interagdes significativas com a proteina
LbPKA, no entanto, o ligante A6 demonstra uma maior afinidade, sugerindo que a
conformagdo do ligante e o arranjo espacial das interacdes desempenham um papel crucial na

determinagdo da forca de ligagao (LIEBESCHUETZ; COLE; KORB, 2012).
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Figura 40 - LbPKA + A8.
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Legenda: Em A) representacdo em esferas do composto A8 ligado no sitio ativo da enzima LbPKA representada
em superficie. B) Diagrama 2D das interag¢des proteina-ligante do sitio ativo.

Figura 41 - LbPKA + A8.

Legenda: Em A) ligacdo de halogénio com duas ligagdes com o residuo de Glicina 98 ;B) liga¢@o pi-anion com o
residuo Glutamato 99; C) ligacao ndo convencioal de hidrogénio com os residuos Glicina 98, Valina 21 e duas
ligagdes com a Glicina 22.

Diferentemente da interacdo com os derivados, o docking com o precursor carvacrol

praticamente ndo apresentou predicdo de possiveis interacdes com diversas ligacgoes,
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apresentando apenas possibilidade de 6 ligacdes distribuidas entre ligagdes de hidrogénio,
eletrostdticas e hidrofébicas, com 7 interacdes do tipo van der Waals, enquanto ambos os
derivados apresentaram a predicdo de 11 ligacdes do tipo eletrostdticas, hidrofébicas e de
hidrogénio convencional ou de halogénio, com 10 interacdes do tipo van der Waals. Dessa
forma, o precursor apresentou a menor possibilidade de interacdo, com menor afinidade e
estabilidade, o que também foi representado através da andlise dos valores de score, que

também foi inferior em comparagdo com os derivados.

Figura 42 - LbPKA + Carvacrol.
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5.3.6. LbSRPK

A alta similaridade estrutural entre a proteina LbSRPK e a HsSRPK1 (PDB: 4WUA)
permitiu a identificagdo do residuo de tirosina 98 da LbSRPK como um ponto chave para a
interacdo com o ligante A6, conforme sugerido por PIMENTEL et al., (2023). A Figura 43
mostra o encaixe do composto A6 no sitio ativo da LbSRPK, com o ligante bem internalizado
na cavidade.

As principais ligagdes sdo representadas em 3D na Figura 44, a interacdo que ocorre
com o residuo de Glicina através da ligacdo amida pi-stacked é muito relevante para a
estrutura da proteina e para a for¢a da interacdo, visto que é um tipo de ligacdo que ja foi
relatado como fundamental em inibidores de proteinas como relatado no SCRUTTON;
RAINE, (1996) em um inibidor de Tripsina. SCRUTTON; RAINE, (1996) evidenciam que a
distancia recomendada da intera¢do deve ser entre 3,4 e 6,0 A, e a distancia encontrada no
presente estudo foi de 4,32 A, o que representa uma interacio dentro dos parimetros
necessarios, sendo fundamental para a afinidade da interagcdo proteina-ligante. As ligacdes de

hidrogénio presentes na interacdo apresentam distancias acima do ideal, definindo como
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ligacdes de menor forgca, com exce¢do com o residuo Tirosina 98, que apresenta distincia de
ligagio de 1,80 A, tendo como uma ligacio mais forte, exercendo maior estabilidade
(BITENCOURT-FERREIRA; VEIT-ACOSTA; DE AZEVEDO, 2019; BULUSU;
DESIRAJU, 2020). O ntimero de ligagdes e interacdes mais fracas como van der Waals e
ligagdes hidrofébicas sdo essenciais para estabilizacdo da interagcdo e contribuem em niimero

com a afinidade com o ligante.

Figura 43 - LbSRPK + A6 .
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Legenda: Em A) representacdo em esferas do composto A6 ligado no sitio ativo da enzima LbSRPK
representada em superficie. B) Diagrama 2D das interagdes proteina-ligante do sitio ativo.

Figura 44 - LbSRPK + A6.
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Legenda: Em A) ligacdo amida pi-stacked com o residuo Glicina 99; B) liga¢do ndo convencional com o residuo
Valina 97; C) ligacdo convencional de hidrogénio com os residuos de Glicina 99 e Tirosina 98

Diferentemente da interacdo com o ligante A6, a interacdo LbSRPK-AS8 (Figura 45)
possui uma melhor distribuicdo de suas principais ligacdes entre os 2 anéis aromaticos o que
faz com que a interacdo com o ligante seja mais especifica por toda a sua superficie,
aumentando assim a sua afinidade. As ligacdes do tipo pi, que ocorrem entre os residuos
Glicina 99 e Tirosina 98 e o composto A8 formam uma espécie de ponte, que fortalece a
interacdo, estando ambas dentro das distancias de ligacdo corretas (Figura 46) e apresentando
maior for¢ca de ligacdo, estabilizacdo, afinidade e contribuicdo para a arquitetura da proteina

(OKIYAMA et al., 2020; SCRUTTON; RAINE, 1996).

Figura 45 - LbSRPK + A8 .
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Legenda: Em A) representacdo em esferas do composto A8 ligado no sitio ativo da enzima LbSRPK
representada em superficie. B) Diagrama 2D das interagdes proteina-ligante do sitio ativo.
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Figura 46 - LbSRPK + AS.

VAL97

Legenda: Em A) ligacao amida pi-stacked com o residuo Glicina 99 e ligacdo pi-pi T-shaped com o residuo de
Tirosina 98; B) ligacdo convencional de hidrogénio com o residuo Tirosina 98; C) ligacdo ndo convencional de
hidrogénio com o residuo Valina 97.

A interacdo LbSRPK-Carvacrol apresentou apenas ligacdes mais fracas do tipo
hidrofébica, alquil, pi-alquil e pi-sigma, que representam menor estabilidade de interacdo, e
sendo menos possivel a interacdo, do que quando se comparado com a interagdo da proteina
com os derivados. O mesmo € observado e comprovado através da andlise dos scores obtidos
pelo docking (Tabela 7), que apresentou um valor inferior do precursor em relagdo a ambos os

derivados.

Figura 47 - LbSRPK + Carvacrol.
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Devido ao uso de diferentes fun¢des de pontuacdo nos dockings das diversas proteinas,
a comparacdo direta dos scores € limitada. No entanto, ao analisar as proteinas que utilizaram
a mesma funcao de pontuagdo, € possivel identificar tendéncias.

Entre as proteinas para as quais a fung¢do de pontuacdo ASP foi utilizada (LbCKI,
LbMAPK e LbSRPK), a LbSRPK apresentou os maiores scores (Tabela 7) para ambos os
compostos A6 e A8, indicando uma maior afinidade. E em todas essas proteinas o score da
interacdo das mesmas com o precursor carvacrol foi inferior aos derivados. Similarmente,
entre as proteinas que utilizaram a funcdo GoldScore (LbCRK3 e LbPKA), a LbCRK3
apresentou os maiores scores, com o composto A8 apresentando a melhor interacao.

Considerando as limitagdes da comparacdo entre diferentes fungdes de pontuacio,
pode-se concluir que, de forma geral, o composto A8 apresenta uma maior afinidade pelas
proteinas estudadas. No entanto, é importante ressaltar que a comparagdo direta dos scores
entre as diferentes funcdes de pontuagdo deve ser feita com cautela, devido as diferencas nas

escalas e nos parametros utilizados por cada funcéo.
Tabela 7 - Relagdo de scores dos ligantes A6, A8 e Carvacrol de cada proteina com as respectivas funcdes de

pontuacio utilizadas no docking.

Funcio de Pontuaciao | Proteinas | Score Carvacrol | Score A6 | Score A8
ASP CKI 16,39 20,72 27,62
GoldScore CRK3 38,17 60,87 62,25
ChemScore GSK 22,87 27,04 26,23
ASP MAPK 19,61 28,18 28,70
GoldScore PKA 33,91 52,00 50,97
ASP SRPK 19,31 31,66 32,00

5.4. Arvore Filogenética
54.1. CKI

A arvore filogenética construida para a proteina CKI (Figura 48), utilizando 43
sequéncias de 20 espécies diferentes, revelou uma clara separacdo entre os clados de
tripanossomatideos (Leishmania e Trypanosoma) € mamiferos. A alta confianca nas relagdes
filogenéticas € evidenciada pelos valores de bootstrap superiores a 70% na maioria dos nos.

As espécies de Leishmania formam um clado distinto, mais préximo
filogeneticamente do clado dos Trypanosoma do que do clado dos mamiferos, corroborando

as relacoes filogenéticas conhecidas entre esses grupos. De forma interessante, as sequéncias
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de Plasmodium, Arabidopsis e Saccharomyces foram agrupadas com as sequéncias de
mamiferos, indicando uma maior similaridade e possivelmente uma origem evolutiva comum
para essas proteinas. Essa observacdo estd em concordancia com os resultados de DAN-
GOOR et al., (2013), que também encontraram uma maior similaridade entre as proteinas de
Plasmodium e mamiferos.

Em resumo, a andlise filogenética da proteina CKI revelou padrdes de relacionamento
evolutivo complexos, com uma clara separacdo entre os tripanossomatideos e os mamiferos,
como mostrado na Figura 48, e um agrupamento de Plasmodium, Arabidopsis e
Saccharomyces com os mamiferos ja havia sido relatado anteriormente. Esses resultados
contribuem para a compreensao da evolucao e diversificacdo da proteina CKI em diferentes

grupos de organismos.
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Figura 48 - Arvore filogenética de sequéncias da proteina Casefna cinase I (CKI) de protozodrios, planta e

mamiferos.
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Legenda: Em rosa representado as sequéncias de mamiferos, em lilds as sequéncias de Arabidopsis, em bege
representa as sequéncias de levedura, em azul representado a sequéncia de Plasmodium e em verde representado
as sequéncias da familia de tripanossomatideos. Descritos nas pontas dos ramos com a abrevia¢do do nome da
espécie, seguido do nome da proteina, com indicag@o do cédigo de acesso. Leishmania braziliensis (LbrCKI),
Leishmania tarentolae (LtaCKI), L. mexicana (LmxCKI), Leishmania major (LmaCKl), Leishmania infantum
(LinCKY), Leishmania panamensis (LpaCKIl), Leishmania donovani (LdoCKI), Leishmania amazonensis
(LamCKIl), Trypanosoma cruzi (TcCKI), Trypanosoma theileri (TtCKI), Trypanosoma brucei (TbCKI),
Trypanosoma vivax (TvCKl), Plasmodium falciparum (PfCKI), Saccharomyces cerevisiae (ScCKI1, ScCKI2,
ScCKI13), Homo sapiens (HsCKIA, HsCKID, HsCKIG1, HsCKIG2, HsCKIG3), Rattus norvegicus (RnCKIA,
RnCKID, RnCKIG1, RnCKIG2, RnCKIG3), Mus musculus (MmCKIA, MmCKID, MmCKIE, MmCKIGI,
MmCKI2, MmCKI3), Arabidopsis thaliana (AtCKI1, AtCKI2 AtCKI3, AtCIPK7), Felis catus (FcCKIA,

FcCKID, FcCKIG1, FecCKIG3) e Canis familiaris (CfCKID, CfCKIE, CfCKIG1, CfCKI3).
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54.2. CRK3

A arvore filogenética da proteina CRK3 (Figura 49), construida a partir de 101
sequéncias de 20 espécies, revela uma clara separacdo entre os clados de tripanossomatideos e
mamiferos, com valores de bootstrap robustos nos nds internos, indicando alta confianga
nessas divisdes. No entanto, os nds centrais da drvore apresentam valores de bootstrap mais
baixos, sugerindo incertezas nas relacdes filogenéticas mais antigas. Essa menor confianca
pode ser atribuida a eventos de divergéncia antiga, taxas de evolucdo varidveis ou falta de
informacdo filogenética em algumas regides do alinhamento (EFRON; HALLORAN;
HOLMES, 1996).

A andlise da diversidade de isoformas revela uma grande proximidade evolutiva entre
as isoformas de cada espécie, com cada isoforma formando um clado distinto. Essa
diversificacio pode ser resultado de processos como duplicacido génica, splicing alternativo e
mutacdo, e sugere que as diferentes isoformas desempenham fun¢des especializadas.

A presenga de S. cerevisiae e A. thaliana nos clados de mamiferos, foi condizente
com andlises filogenéticas realizadas anteriormente, como observado por HUGHES; DA
SILVA; FRIEDMAN, (2001).

Em conclusdo, a arvore filogenética da proteina CRK3 revela padrdes de evolucao
complexos, com uma clara separacdo entre os tripanossomatideos e os mamiferos, e uma
diversificacao significativa das isoformas dentro de cada espécie. A compreensdo da evolucao
dessa proteina € fundamental para elucidar suas funcOes bioldgicas e suas relacdes com a

evolucgdo dos organismos.
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Figura 49 - Arvore filogenética de sequéncias da proteina Cinase Relacionada a Ciclina/ Cinase Dependente de

Ciclina (CRK/CDK) de protozoarios, planta e mamiferos.
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Legenda: Em rosa representado as sequéncias de mamiferos, em lilds as sequéncias de Arabidopsis, em bege
representa as sequéncias de levedura, em azul representado a sequéncia de Plasmodium e em verde representado
as sequéncias da familia de tripanossomatideos. Descritos nas pontas dos ramos com a abreviagdo do nome da
espécie, seguido do nome da proteina, com indicag@o do cdédigo de acesso. Leishmania braziliensis (LbrCRK3),
Leishmania tarentolae (LtaCRK3), L. mexicana (LmxCRK3), Leishmania major (LmaCRK3), Leishmania
infantum (LinCRK3), Leishmania panamensis (LpaCRK3), Leishmania donovani (LdoCRK3), Leishmania
amazonensis (LamCRK3), Trypanosoma cruzi (TcCRK3), Trypanosoma theileri (TtCRK3), Trypanosoma
brucei (TbCRK3), Trypanosoma vivax (TvCRK3), Plasmodium falciparum (PfCRK2), Saccharomyces
cerevisiae (ScCCDK1), Homo sapiens (HsCDK1, HsCDK2, HsCDK3, HsCDK4, HsCDKS5, HsCDK6, HsCDK?7,
HsCDKS, HsCDK9, HsCDK11A, HsCDK15, HsCDK16, HsCDK17, HsCDK18, HsCDK19, HsCDK?20), Rattus
norvegicus (RnCDK1, RnCDK2, RnCDK4, RnCDKS5, RnCDK7, RnCDK9, RnCDK 10, RnCDK11B,
RnCDK14, RnCDK15, RnCDK16, RnCDK17, RnCDK18, RnCDK19, RnCDK?20), Mus musculus (MmCDK1,
MmCDK3, MmCDK4, MmCDKS5, MmCDK7, MmCDKS8, MmCDK9, MmCDK10, MmCDK11B, MmCDK14,
MmCDK15, MmCDK16, MmCDK17, MmCDK18, MmCDK19, MmCDK?20), Arabidopsis thaliana
(AtCDKC1, AtCDKC2 AtCDKDI1, AtCIPK?7), Felis catus (FcCDK1, FcCDK2, FcCDK3, FcCDK4, FcCDKS,
FcCDKG6, FcCDK?7, FcCDKS8, FcCDK9, FcCDK10, FcCDK 14, FcCDK 15, FcCDK16, FcCDK17, FcCDK 18,
FcCDK19, FcCDK20) e Canis familiaris (CfCDK1, CfCDK2, CfCDK3, CfCDK4, CfCDKS5, CfCDKG6,
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CfCDK?7, CfCDKS8, CfCDK9, CfCDK10, CfCDK11, CfCDK14, CfCDK15, CfCDK16, CfCDK17, CfCDK18,
CfCDK19, CfCDK20).

5.4.3. GSK

A arvore filogenética da proteina GSK € composta por um ndimero bem menor de
tdxons, tendo sido realizada a andlise com apenas 26 sequéncias de 20 espécies diferentes,
divididas entre mamiferos e protozodrios. Na Figura 50 é apresentado a drvore da proteina
GSK, assim como as proteinas anteriores, hd uma clara definicdo entre os clados de
tripanossomatideos e mamiferos, indicando a menor similaridade entre eles, e apresentando
grupamentos externos bem delineados. Todos os valores de bootstrap ficaram acima dos 60%
indicando maior confianca nas divisdes representadas.

Figura 50 - Arvore filogenética de sequéncias da proteina Glicogénio sintase cinase (GSK) de protozodrios,

planta e mamiferos.
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Legenda: Em rosa representado as sequéncias de mamiferos, em lilds as sequéncias de Arabidopsis, em bege
representa as sequéncias de levedura, em azul representado a sequéncia de Plasmodium e em verde representado
as sequéncias da familia de tripanossomatideos. Descritos nas pontas dos ramos com a abrevia¢do do nome da
espécie, seguido do nome da proteina, com indicag@o do codigo de acesso. Leishmania braziliensis (LbrGSK),
Leishmania tarentolae (LtaGSK), L. mexicana (LmxGSK), Leishmania major (LmaGSK), Leishmania infantum
(LinGSK), Leishmania panamensis (LpaGSK), Leishmania donovani (LdoGSK), Leishmania amazonensis
(LamGSK), Trypanosoma cruzi (TcGSK), Trypanosoma theileri (TtGSK), Trypanosoma brucei (TbGSK),
Trypanosoma vivax (TvGSK), Plasmodium falciparum (PfGSK), Saccharomyces cerevisiae (ScGSK), Homo
sapiens (HsGSK1, HsGSK?2), Rattus norvegicus (RnGSK1, RnGSK2), Mus musculus MmGSK1, MmGSK?2),
Arabidopsis thaliana (AtGSK9, AtCIPK?7), Felis catus (FcGSK1, FcGSK2) e Canis familiaris (CfGSK1,
CfGSK2).

5.4.4. MAPK

A arvore filogenética da MAPK, construida a partir de 70 sequéncias de proteinas,
revela a separacdo entre os clados de mamiferos e tripanossomatideos, com valores de
bootstrap superiores a 70% em muitos nos internos, indicando alta confianca nessas divisoes
(Figura 51). Dentro de cada espécie, as diferentes isoformas da MAPK formam clados
distintos, sugerindo uma alta conservagado evolutiva e, possivelmente, funcdes especializadas.

A proximidade entre as MAPKs de S. cerevisiae e as MAPKs de mamiferos €
intrigante e pode ser explicada por eventos de transferéncia horizontal de genes ou por
convergéncia evolutiva devido a pressdes seletivas semelhantes. Estudos adicionais sdo
necessarios para elucidar os mecanismos que levaram a essa similaridade.

A alta conservacao das isoformas da MAPK dentro de cada espécie sugere que essas
proteinas desempenham funcdes essenciais e conservadas. A divergéncia entre as espécies
pode estar relacionada a adaptacdo a diferentes ambientes e estilos de vida.

Em resumo, a andlise filogenética da MAPK revela padroes de evolugdo complexos,
com uma clara separacdo entre os eucariotos unicelulares e os mamiferos, e uma
diversificacdo das isoformas dentro de cada espécie. Esses resultados contribuem para a

compreensdo da evolugdo e da fungdo da MAPK em diferentes organismos.
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Figura 51 - Arvore filogenética de sequéncias da proteina MAPK de protozodrios, planta e mamiferos.
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Legenda: Em rosa representado as sequéncias de mamiferos, em lilds as sequéncias de Arabidopsis, em bege
representa as sequéncias de levedura, em azul representado a sequéncia de Plasmodium e em verde representado
as sequéncias da familia de tripanossomatideos. Descritos nas pontas dos ramos com a abrevia¢do do nome da
espécie, seguido do nome da proteina, com indicag@o do cdédigo de acesso. Leishmania braziliensis (LbrMAPK),
Leishmania tarentolae (LtaMAPK), L. mexicana (LmxMAPK), Leishmania major (LmaMAPK), Leishmania
infantum (LinMAPK), Leishmania panamensis (LpaMAPK), Leishmania donovani (LdAoOMAPK), Leishmania
amazonensis (LamMAPK), Trypanosoma cruzi (TcMAPK), Trypanosoma theileri (TtIMAPK), Trypanosoma
brucei (TbMAPK), Trypanosoma vivax (TvMAPK), Plasmodium falciparum (PIMAPK), Saccharomyces
cerevisiae (SCMAPK), Homo sapiens (HsMAPK1, HSMAPK3, HsSMAPK4, HsMAPK6, HsMAPK7,
HsMAPKS8, HsMAPK9, HsSMAPK10, HsSMAPK11, HsMAPK12, HsMAPK14, HsMAPK15), Rattus norvegicus
(RnMAPK1, RnMAPK3, RnMAPK4, RnMAPK6, RnMAPK7, RnMAPK 8, RnMAPK9, RnMAPK10,
RnMAPK12, RnMAPK13, RnMAPK 14, RanMAPK15), Mus musculus MmMAPK1, MmMAPK3, MmMAPK4,
MmMAPK6, MmMAPK7, MmMAPKS8, MmMAPK9, MmMAPK10, MmMAPK11, MmMAPK12,
MmMAPK13, MmMAPK14, MmMAPKI15), Arabidopsis thaliana (AtMAPK1, AIMAPK2 AtMAPK3,
AtCIPK7), Felis catus (FEMAPK3, FcMAPK4, FcMAPK6, FeMAPK7, FEeMAPK 13, FeMAPK 14, FEeMAPK15)
e Canis familiaris (CfMAPK1, CFMAPK3, CEIMAPK6, CEIMAPK7, CIMAPK 13, CEMAPK 14, CEIMAPK15).
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5.4.5. PKA

A arvore filogenética da PKA (Figura 52), foi composta de apenas 30 taxons de 20
espécies diferentes. E possivel perceber que hd uma maior divisdo dos ramos quanto aos
géneros Leishmania e Trypanosoma, porém ainda inclusos em um mesmo clado,
separadamente dos mamiferos. As sequéncias da levedura também ficaram separado em um
clado diferente dos demais, o que mostra que a semelhanca entre os diferentes géneros é
menor evolutivamente do que nas proteinas anteriores, tendo uma maior semelhanca os tdxons

da classe dos mamiferos.

Figura 52 - Arvore filogenética de sequéncias da Proteina Cinase A (PKA) de protozodrios, planta e mamiferos.
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Legenda: Em rosa representado as sequéncias de mamiferos, em lilds as sequéncias de Arabidopsis, em bege
representa as sequéncias de levedura, em azul representado a sequéncia de Plasmodium e em verde representado
as sequéncias da familia de tripanossomatideos. Descritos nas pontas dos ramos com a abrevia¢do do nome da
espécie, seguido do nome da proteina, com indicag@o do codigo de acesso. Leishmania braziliensis (LbrPKA),
Leishmania tarentolae (LtaPKA), L. mexicana (LmxPKA), Leishmania major (LmaPKA), Leishmania infantum
(LinPKA), Leishmania panamensis (LpaPKA), Leishmania donovani (LdoPKA), Leishmania amazonensis
(LamPKA), Trypanosoma cruzi (TcPKA), Trypanosoma theileri (TtPKA), Trypanosoma brucei (TbPKA),
Trypanosoma vivax (TvPKA), Plasmodium falciparum (PfPKA), Saccharomyces cerevisiae (SCPKA1, SCPKA2,
ScPKA3), Homo sapiens (HSPRKACA, HsSPRKACB, HsPRKACG), Rattus norvegicus (RnPRKACA,
RnPRKACB), Mus musculus MmPRKACA, MmPRKACB), Arabidopsis thaliana (AtPKA1, AtPKA?2,
AtCIPK?7), Felis catus (FCPRKACA, FcPRKACB) e Canis familiaris (CfPRKACA, CfPRKACB).

5.4.6. SRPK

Para a construcdo da arvore filogenética da proteina SRPK foram utilizadas 31
sequéncias de proteinas de 20 espécies diferentes, divididas entre mamiferos, protozoarios e
planta. Como podemos observar na Figura 53, os clados dos mamiferos e dos protozoarios
ficaram bem separados indicando que a arvore foi construida corretamente e indicando menor
similaridade entre as sequéncias, apresentando nos nés valores de bootstrap acima de 70%
indicando maior confianca na divisdo representada. Todas as espécies de Leishmania
analisadas foram inseridas em um mesmo clado, mais proximas filogeneticamente das
espécies de Trypanosoma do que em comparacdo com as sequéncias de proteina dos
mamiferos. A drvore filogenética criada ficou semelhante a realizada por PIMENTEL et al.,
(2023), com diferencas apenas na nao inser¢ao de algumas espécies na andlise do presente

estudo, que constavam no estudo de referéncia.
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Figura 53 - Arvore filogenética de sequéncias da proteina SRPK de protozodrios, planta e mamiferos.

Legenda: Em rosa representado as sequéncias de mamiferos, em lilds as sequéncias de Arabidopsis, em bege
representa as sequéncias de levedura, em azul representado a sequéncia de Plasmodium e em verde representado
as sequéncias da familia de tripanossomatideos. Descritos na drvore com a abreviacdo do nome da espécie,
seguido do nome da proteina, com indica¢do do cédigo de acesso. Leishmania braziliensis (LbrSRPK),
Leishmania tarentolae (LtaSRPK), L. mexicana (LmxSRPK), Leishmania major (LmaSRPK), Leishmania
infantum (LinSRPK), Leishmania panamensis (LpaSRPK), Leishmania donovani (LdoSRPK), Leishmania
amazonensis (LamSRPK), Trypanosoma cruzi (TcSRPK), Trypanosoma theileri (TtSRPK), Trypanosoma brucei
(TbSRPK), Trypanosoma vivax (TvSRPK), Plasmodium falciparum (PfSRPK), Saccharomyces cerevisiae
(ScSRPK), Homo sapiens (HsSRPK1, HsSRPK2, HsSRPK3), Rattus norvegicus (RnSRPK1, RnSRPK?2,
RnSRPK3), Mus musculus (MmSRPK1, MmSRPK?2, MmSRPK3), Arabidopsis thaliana (AtSRPK4, AtCIPK7),
Felis catus (FCSRPK1, FcSRPK2, FcSRPK3) e Canis familiaris (CfSRPK1, CfSRPK2, CfSRPK3).
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6. CONCLUSAO

Pode-se concluir que o presente estudo descobriu compostos promissores, que poderao
prosseguir para demais andlises como possiveis farmacos, visto a reduzida toxicidade
apresentada nas condicdes testadas. Os valores de CCso encontrados em todos 0s compostos
testados foram acima de 200 uM mostrando o potencial dos mesmos para outros estudos.
Sendo todos os analisados melhores que o precursor carvacrol, devida a alta toxicidade com
CCso = 62,49 pg/mL (416 uM), enquanto os compostos A6 e A8, que foram testados quanto a
concentracdes superiores , apresentaram CCso > 1000 uM,

Os compostos A6 e A8 apresentaram atividade antileishmania importante contra L.
braziliensis, com valores de ICsp muito inferiores aos encontrados na literatura com a
utilizacdo do Carvacrol e derivados e com indice de seletividade superior aos encontrados em
estudos com Anfotericina B (firmaco de referéncia). E que foram consideravelmente
superiores ao seu precursor dcido carvacroxiacético (AC) que ndo apresentou nenhuma
atividade antileishmania, tanto contra L. braziliensis, quanto contra L. amazonensis.

A andlise de docking comparou diferentes proteinas utilizando distintas funcdes de
pontuacdo, o que impede uma comparacdo direta entre todas as proteinas. No entanto,
comparacdes entre proteinas que usaram a mesma funcio de pontuagdo sdo vélidas. A funcdo
ASP foi utilizada para LbCKI, LbLMAPK e LbSRPK, com SRPK apresentando o maior score,
especialmente na interagdo com o ligante A8. A funcdo GoldScore, aplicada em LbCRK3 e
LbPKA, destacou LbCRK3 com a melhor interacdo também com o composto A8. De forma
geral, o composto A8 mostrou maior afinidade com todas as proteinas testadas, exceto
LbPKA e LbGSK que apresentaram melhor score na interacdo com o composto A6. De todas
as proteinas testadas nenhuma apresentou maior afinidade com o precursor carvacrol, o que
poderia apresentar uma maior possibilidade de relevancia dessas proteinas na sobrevivéncia
do parasito. Visto que os compostos que apresentaram atividade antileishmania possuiram
maior afinidade no docking do que em comparagdo com o precursor que foi atdxico para os
parasitos nas concentragdes testadas in vitro.

As arvores filogenéticas de diversas proteinas (CKI, CRK3, GSK, MAPK, PKA e
SRPK) foram construidas utilizando sequéncias de proteinas de 20 espécies diferentes,
incluindo mamiferos, protozodrios, plantas e leveduras. Em geral, os clados de
tripanossomatideos e mamiferos ficaram bem separados, indicando menor similaridade entre
as sequéncias. Os valores de bootstrap, em sua maioria acima de 70%, garantem maior

confianca nas divisdes representadas.
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Especificamente, espécies do género Leishmania e Trypanosoma se agruparam
corretamente, mostrando proximidade evolutiva, enquanto outros organismos, como S.
cerevisiae e A. thaliana, apresentaram proximidade com mamiferos em algumas &arvores
filogenéticas, o que estd de acordo com estudos anteriores. As proteinas analisadas mostraram
graus variados de similaridade entre espécies. A estrutura das arvores filogenéticas sugere
uma clara distin¢@o evolutiva entre os diferentes grupos de organismos analisados.

A andlise filogenética das seis proteinas demonstra um claro distanciamento evolutivo
entre as sequéncias de Leishmania e mamiferos. Essa divergéncia representa uma
oportunidade tnica para o desenvolvimento de farmacos altamente especificos. Ao direcionar
compostos para as proteinas exclusivas ou significativamente diferentes do parasito, €
possivel criar terapias mais eficazes contra leishmaniose, com menor probabilidade de causar

efeitos adversos nos hospedeiros humanos.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Devido aos resultados apresentados quanto a citotoxicidade, potencial antileishmania,
e predicao de possiveis interacdes com proteinas cinase, estima-se realizar estudos posteriores
de andlise do padrao de expressdo por meio da técnica de RT-qPCR para verificar se os
compostos poderiam afetar a expressdo do mRNA das proteinas estudadas.

O encapsulamento dos compostos ou a utilizagdao de surfactantes, como lipopeptideos,
poder4 facilitar a entrega das moléculas, ampliando o potencial antileishmania.

A Confirmacao da interagao dos compostos A6 e A8 com as proteinas-alvo podera ser
feita através do ensaio de thermal shift, onde poderd ser verificado a interacdo direta dos
compostos com as proteinas.

Como o indice de seletividade foi alto, seria vélido a andlise do potencial

antileishmania para outras espécies de Leishmania, além de L. braziliensis e L. amazonensis.
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9. Apéndice A — Alinhamento das sequéncias de proteina com representacao das

regioes truncadas
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Figura 54 - Alinhamento no ClustalOmega das sequéncias da LbCKI (LbrM.34.1000) com a HsCKI (3UZP). A
marcagdo em vermelho refere-se a regido truncada da LbCKI
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Figura 55 - Alinhamento no ClustalOmega das sequéncias da LbCRK3 (LbrM.35.0660) com a HsCRK3 (8UV0).
A marcagdo em vermelho refere-se a regido truncada da LbCRK3
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Figura 56 - Alinhamento no ClustalOmega das sequéncias da LbMAPK (LbrM.10.0620) com a LAIMAPK
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10. Apéndice B — Validacao da estrutura tridimensional das proteinas

10.1. CKI
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10.2.

CRK3
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10.3.

LbGSK
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11. Apéndice C — Representacao das Ligacoes Hidrofobicas
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Figura 57 - Representacao 3D - ligacdes alquil e pi-alquil da interacdo da proteina LbCKI com os compostos A6

em vermelho e A8 em vinho
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Figura 58 - Representacdo 3D - ligagdes alquil e pi-alquil da intera¢do da proteina LbCRK3 com os compostos

A6 em vermelho e A8 em vinho
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Figura 59 - Representacao 3D - ligacdes alquil e pi-alquil da interacdo da proteina LbGSK com os compostos A6
em vermelho e A8 em vinho

Figura 60 - Representacdo 3D - ligagdes alquil e pi-alquil da intera¢do da proteina LbLMAPK com os compostos
A6 em vermelho e A8 em vinho
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Figura 61 - Representacdo 3D - ligacdes alquil e pi-alquil da interagdo da proteina LbPKA com os compostos A6

em vermelho e A8 em vinho

e

Figura 62 - Representagdo 3D - ligacdes alquil e pi-alquil da interagdo da proteina LbSRPK com os compostos

A6 em vermelho e A8 em vinho



