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Resumo 

A enzima desoxi-hipusina sintase (DHS) catalisa a primeira etapa da modificação pós-

traducional do fator de tradução de eucariotos 5A (eIF5A), que é a única proteína 

conhecida a conter o aminoácido hipusina, proveniente dessa modificação. Ambos 

eIF5A e DHS são essenciais para a viabilidade celular em eucariotos e a inibição de 

DHS poderia ser uma estratégia promissora para o desenvolvimento de novas 

alternativas terapêuticas contra doenças tropicais negligenciadas (DTNs). Nesse 

trabalho, nós buscamos por inibidores das enzimas DHS de Leishmania major e 

Plasmodium vivax, organismos causadores de leishmaniose cutânea e malária, 

respectivamente. Primeiramente foi realizada a triagem virtual da biblioteca de 

compostos do banco de dados ChEMBL- NTD. Foram selecionados 9 candidatos, que 

foram testados em um ensaio automatizado usando linhagens de Saccharomyces 

cerevisiae geneticamente modificadas, contendo o gene DHS endógeno substituído 

pelos genes DHS de H. sapiens (HsDHS), L. major (LmDHS) ou P. vivax (PvDHS). 

Dos 9 compostos, três apresentaram resultados promissores in vivo a uma 

concentração de 100 µM, sendo que o composto GNF-Pf-744 reduziu 65% do 

crescimento da linhagem dys1Δ::PvDHS, ChEMBL1081521 inibiu 37% 

dys1Δ::LmDHS e GNF-Pf-3738 inibiu 27% de crescimento de dys1Δ::PvDHS e 33% 

de dys1Δ::LmDHS, nessa concentração. A citotoxicidade geral desses compostos foi 

analisada nas linhagens de mamífero MCF7 e HepG2 e apenas o composto GNF-Pf-

3738 foi tóxico em concentrações de até 100 µM. Além disso, foi realizado um 

rastreamento de 400 compostos da coleção The Pathogen box em S. cerevisiae, do 

qual o composto, MMV676584 reduziu o crescimento da levedura dys1Δ 

complementada por PvDHS. Um ensaio bioquímico in vitro, baseado em 

fluorescência, foi padronizado para a confirmação da enzima DHS como alvo, no 

entanto a maioria dos compostos foram fluorescentes no comprimento de onda 

testado e não puderam ser testados por esse ensaio. Assim, um ensaio de detecção 

da hipusinação por western blot foi padronizado para confirmação dos hits, no qual os 

compostos GNF-Pf-744 e MMV676584 a 100 µM reduziram significativamente em 60 

e 70% a taxa de eIF5A hipusinado por PvDHS. Os novos ligantes de DHS encontrados 

nesse trabalho, GNF-Pf-744 e MMV676584, podem ser pontos de partida para o 

desenvolvimento de novos inibidores para a proteína DHS dos parasitas estudados. 

Palavras-chave: desoxi-hipusina sintase; eIF5A; descoberta de drogas; DTNs. 



 

 

Abstract 

 

The enzyme deoxyhypusine synthase (DHS) catalyzes the first step in the post-

translational modification of eukaryotic translation factor 5A (eIF5A), which is the only 

known protein to contain the amino acid hypusine prevenient from this modification. 

Both eIF5A and DHS are essential for cell viability in eukaryotes and DHS inhibition 

could be a promising strategy for the development of new therapeutic alternatives 

against neglected tropical diseases (NTDs). In this work, we searched for DHS enzyme 

inhibitors from Leishmania major and Plasmodium vivax, organisms that cause 

cutaneous leishmaniasis and malaria, respectively. First, the virtual screening of the 

compounds library from the ChEMBL-NTD database was performed. Nine candidates 

were selected and tested in a robotized assay using genetically modified 

Saccharomyces cerevisiae strains containing the endogenous DHS gene replaced by 

the DHS genes from H. sapiens (HsDHS), L. major (LmDHS) or P. vivax (PvDHS). Of 

the nine compounds, three showed promising results in vivo, reducing the cell growth 

from the complemented strains at a concentration of 100 µM, with the compound GNF-

Pf-744 reducing 65% of the growth of the dys1Δ::PvDHS strain, ChEMBL1081521 

inhibiting 37% dys1Δ::LmDHS and GNF-Pf-3738 inhibited 27% growth of 

dys1Δ::PvDHS and 33% of dys1Δ::LmDHS at this concentration. The general 

cytotoxicity of these compounds was analyzed in the mammalian strains MCF7 and 

HepG2 and only the compound GNF-Pf-3738 was toxic at concentrations up to 100 

µM. In addition, a screening of 400 compounds from The Pathogen box collection in 

S. cerevisiae was performed, of which the compound, MMV676584 reduced the growth 

of dys1Δ yeast complemented by PvDHS. An in vitro biochemical assay, based on 

fluorescence, was standardized in order to confirm the DHS enzyme as a target, 

however, most of the compounds were fluorescent at the tested wavelength and could 

not be analyzed by this assay. Thus, a western blot detection assay was standardized 

to confirm the hits, in which the compounds GNF-Pf-744 and MMV676584 at 100 µM 

significantly reduced by 60 and 70%, respectively, the rate of eIF5A hypusinated by 

PvDHS. The new DHS ligands found in this work, GNF-Pf-744 and MMV676584, can 

be starting points for the development of new inhibitors for the DHS protein of the 

studied parasites. 

Keywords: deoxyhypusine synthase; eIF5A; drug discovery; NTDs. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Doenças Tropicais Negligenciadas (DTNs)  

O termo Doenças Tropicais Negligenciadas (DTNs) é utilizado para classificar 

um grupo de doenças que são causadas por agentes infecciosos ou parasitas e são 

predominantes em regiões de clima tropical e subtropical. A incidência dessas 

doenças ocorre principalmente em regiões de países subdesenvolvidos e em 

desenvolvimento onde há escassez de saneamento básico e assistência de serviços 

de saúde (ÁLVAREZ-HERNÁNDEZ et al., 2020; ENGELS; ZHOU, 2020).  

DTNs afetam mais de um bilhão de pessoas no mundo (ENGELS; ZHOU, 2020; 

HEALTH, 2020) e pelo menos 149 países são endêmicos para pelo menos uma DTN 

(HEALTH, 2020). Para a maioria dessas doenças não existem estratégias de controles 

e tratamentos efetivos, uma vez que não há vacina para a maioria e grande parte dos 

patógenos apresenta resistência às drogas disponíveis (FAIRLAMB et al., 2016; 

HOERAUF et al., 2011). Além disso, a maioria dos medicamentos disponíveis para o 

tratamento de DTNs são obsoletos, tóxicos e de eficácia questionável, o que evidencia 

a necessidade da busca por novas terapias que sejam eficazes e acessíveis 

(ALTAMURA et al., 2022; GIAROLLA; FERREIRA, 2015).   

Atualmente a Organização Mundial de Saúde (OMS) classifica 20 doenças 

como DTNs, dentre essas 19 são doenças infecciosas, como por exemplo, doença de 

chagas, tripanossomíases, dengue e leishmanioses (MITRA; MAWSON, 2017). 

Apesar de a malária ser tradicionalmente uma doença tropical, essa doença foi 

removida da lista de DTNs da OMS no final da década de 90, ao ser agrupada, 

juntamente com tuberculose e AIDS, em uma lista de prioridade (priority “poverty-

related” killing diseases) de condições que deveriam imediatamente receber maior 

investimento em pesquisa e controle (ENGELS; HUANG; ZHOU, 2021).  

Apesar de receber maior investimento em comparação às DTNs, em 2021 

existiam aproximadamente 247 milhões de casos de malária e 619.000 mortes devido 

à essa doença (WHO, 2023a).  Não obstante, a malária é uma doença endêmica no 

Brasil, suas taxas de transmissão tem se mantido constantes, principalmente na 

região Norte do país (LANA et al., 2021). Em 2018, mais de 5 milhões de casos de 

malária foram notificados no Brasil, dentre eles 81% eram causados pelo parasita 

Plasmodium vivax (BARROS et al., 2022; LANA et al., 2021). P. vivax é conhecido por 
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causar um tipo de malária supostamente mais branda e raramente letal, no entanto P. 

vivax se aloja por mais tempo no fígado do infectado, o que dificulta o tratamento e 

eliminação da doença e aumenta o índice de morbidade pela doença (BARROS et al., 

2022).  

Por outro lado, para leishmaniose é difícil falar de uma estimativa geral de 

pessoas acometidas, uma vez que há uma grande discrepância entre o número real 

de ocorrência e o número reportado às organizações de saúde (WHO, 2023b). Estima-

se que entre 700.000 e 1 milhão de novos casos ocorrem anualmente e as formas 

predominantes da doença são a leishmaniose visceral, cutânea e mucocutânea 

(WHO, 2023b).   

 

1.2. Fator de tradução de eucariotos 5A (eIF5A) 

Assim como a maioria dos fatores de tradução, a proteína fator de tradução de 

eucariotos 5A (eIF5A) é altamente conservada em eucariotos e arqueias (WOLFF et 

al., 2007) e é essencial para a viabilidade celular de todos os organismos em que foi 

estudada até o momento (NISHIMURA et al., 2012; PADGETT et al., 2021; WOLFF et 

al., 2007). Além disso, eIF5A é essencial para o desenvolvimento embrionário em 

camundongos (NISHIMURA et al., 2012).   

Grande parte do interesse em se estudar eIF5A se dá pelo fato de sua 

modificação pós-traducional exclusiva (TAUC et al., 2021). Essa modificação, 

conhecida como hipusinação, é catalisada por duas enzimas, desoxi-hipusina sintase 

(DHS) e desoxi-hipusina hidroxilase (DOHH). Primeiramente, DHS catalisa a 

transferência NAD+-dependente da porção 4-aminobutil da poliamina espermidina 

para um resíduo de lisina específico (K50 em humanos) em eIF5A (PARK; WOLFF, 

2018). A lisina previamente modificada é hidroxilada pela desoxi-hipusina hidroxilase 

(DOHH), finalizando a maturação de eIF5A (Figura 1A). Essa modificação pós-

traducional gera um aminoácido exclusivo chamado hipusina. eIF5A é a única proteína 

conhecida a conter esse aminoácido (PARK; WOLFF, 2018). Além disso, é conhecido 

que a reação catalisada por DHS acontece em duas etapas: na primeira etapa da 

reação catalisada pelo DHS, o substrato espermidina é oxidado a desidrospermidina, 

de forma dependente de NAD+ e um resíduo de lisina conservado ataca a espermidina 

oxidada formando um aduto covalente enzima-butilimina e liberando propano-1,3-
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diamina (Figura 1B); em seguida, o grupo butilimina é transferido para um resíduo de 

lisina conservado de eIF5A e o NAD+ é regenerado dentro do sítio ativo DHS. 

 

 

Figura 1. Representação da modificação pós-traducional de eIF5A em humanos, 
catalisada pelas enzimas desoxi-hipusina sintase (DHS) e desoxi-hipusina 
hidroxilase (DOHH). (A) DHS transfere o grupo 4-aminobutil da molécula de 
espermidina para K50 (lisina 50) de eIF5A. DOOH finaliza a modificação realizando 
uma hidroxilação na porção aminobutil em K50. Fonte: Adaptado de (D’AGOSTINO 
et al., 2020). (B) Etapas da reação completa catalisada por DHS, em que a reação 
ocorre em 4 etapas (I até IV) para formação de desoxi-hipusina-eIF5A (IV): o 
substrato espermidina é oxidado a desidrospermidina, de forma dependente de 
NAD+ (I); um resíduo de lisina conservado ataca a espermidina oxidada formando 
um aduto covalente enzima-butilimina e liberando propano-1,3-diamina (II); o grupo 
butilimina é transferido para um resíduo de lisina (III); desoxi-hipusina-eIF5A é 
formado e o NAD+ é regenerado dentro do sítio ativo DHS (IV). Fonte: Adaptado de 
(PARK; WOLFF, 2018b)  
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eIF5A foi inicialmente caracterizado como fator de início da tradução (eIF5A, 

fator de iniciação da tradução de eucariotos 5A) (KANG; HERSHEY, 1994), no 

entanto, vários estudos subsequentes não confirmaram seu papel como um fator geral 

de iniciação da tradução (MANDAL; MANDAL; PARK, 2016; PELECHANO; ALEPUZ, 

2017). Embora eIF5A hipusinado atue na etapa de iniciação da tradução, mantendo a 

fidelidade de seleção do start codon (IVANOV et al., 2018; MANJUNATH et al., 2019) 

e na terminação, elevando a taxa de hidrólise da ligação aminoacil-tRNA mediada por 

eRF1 (fator de liberação de eucariotos 1) (SCHULLER et al., 2017); o seu papel crucial 

na síntese proteica ocorre na etapa de elongação (Figura 2) (TAUC et al., 2021). Na 

elongação, eIF5A facilita o trânsito de sequências consecutivas de prolinas que 

tendem a induzir uma parada ribossomal (PELECHANO; ALEPUZ, 2017; TAUC et al., 

2021).  

 

 

Figura 2. Atuação de eIF5A na etapa de elongação da tradução. Esquerda: stalling 
ribossomal induzido por sequências repetitivas de poliprolina. Direita: eIF5A se liga 
no sítio E do ribossomo pausado e interage com o peptidil-tRNA situado no sítio P 
ajudando a promover a formação de ligações peptídicas com o aminoácido situado 
no sítio A. Fonte: Adaptado de (TAUC et al., 2021). 

 

Até o momento não há estudos mostrando associação entre o papel de eIF5A 

na síntese proteica e os efeitos fisiológicos fenotípicos em que essa proteína está 

implicada. Apesar de não completamente elucidado o mecanismo pelo qual isso 

ocorre, eIF5A está envolvido em diversas condições patológicas, como diabetes 

(MAIER; TERSEY; MIRMIRA, 2010) e na replicação do vírus HIV-1 (HOQUE et al., 

2009). Em adição, diversos estudos destacam a relevância do estudo de eIF5A como 

alvo terapêutico, principalmente para câncer (CONI et al., 2020; SFAKIANOS; 

RAVEN; WILLIS, 2022; WU; XU; LAU, 2020), uma vez que eIF5A é altamente 

expresso durante a tumorigênese de vários tipos de câncer e metástases 

(NAKANISHI; CLEVELAND, 2016; TAUC et al., 2021). eIF5A foi recentemente 
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proposto como possível biomarcador para o diagnóstico de hepatocarcinoma (LI et al., 

2021).   

1.3. Desoxi-hipusina sintase (DHS) 

 Assim como eIF5A, experimentos de nocaute genético mostraram que a 

enzima alvo de estudo nesse projeto, desoxi-hipusina sintase (DHS), também é 

essencial para todos os organismos testados (NISHIMURA et al., 2012; PARK; JOE; 

KANG, 1998), incluindo organismos eucariotos patogênicos, como: Fusarium 

graminearum (MARTINEZ-ROCHA et al., 2016), P. falciparum (AROONSRI et al., 

2019) e Trypanosoma brucei (NGUYEN et al., 2013).  

A maior parte dos organismos com genoma conhecido possui apenas um gene 

codificando a enzima DHS. No entanto, tripanossomatídeos como, T. brucei 

(AFANADOR; TOMCHICK; PHILLIPS, 2018) e Leishmania major apresentam dois 

genes parálogos que codificam DHS (Figura 3).  
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Figura 3. Alinhamento global das proteínas DHS de Homo sapiens, Plasmodium vivax, 
Leishmania major e Trypanosoma brucei. Destacados com fundo preto e letras 
brancas estão os resíduos idênticos. Os resíduos de ligação ao substrato estão 
marcados com fundo amarelo. O resíduo de lisina essencial para a atividade 
catalítica de DHS está marcado por uma estrela vermelha. As sequências de 
proteínas usadas no alinhamento foram: HsDHS (UniProt ID P49366), PvDHS 
(UniProt ID Q0KHM1), LmDHSc/LmDHSp (UniProt IDs Q4Q3H5 e Q4QD19) 
eTbDHSc/TbDHSp (UniProt IDs Q38BX0 e Q4GZD1).   

 

Em T. brucei e L. major, observa-se ainda, que apenas um dos polipeptídeos 

(TbDHSc, LmDHSc, respectivamente – Figura 3) possui o resíduo de lisina essencial 

para a atividade catalítica de DHS (identificado por estrela vermelha, Figura 3) e a 

maioria dos demais resíduos de interação com o substrato conservados (Figura 3), 

sendo assim denominadas subunidades catalíticas. Os polipepetídeos parálogos 

(TbDHSp e LmDHSp – Figura 3) são classificados como subunidades regulatórias. 

Recentemente foi descrito que o protozoário Entamoeba hystolitica também possui 

dois genes que codificam DHS, sendo que apenas um apresenta o resíduo de lisina 

catalítica (JEELANI; NOZAKI, 2021).  

A estrutura cristalográfica de T. brucei (PDB 6DFT) (AFANADOR; TOMCHICK; 

PHILLIPS, 2018) mostra a associação dos polipeptídeos parálogos para a formação 

de uma proteína heterotetramérica funcional (AFANADOR; TOMCHICK; PHILLIPS, 

2018). Separadamente, ambas as pseudoenzimas TbDHSc e TbDHSp carecem de 

resíduos necessários para ligação ao substrato ou ao cofator, no entanto a formação 

do heterotetrâmero da combinação das enzimas parálogas resulta em um sítio 

catalítico compartilhado na interface das subunidades (AFANADOR; TOMCHICK; 
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PHILLIPS, 2018). No decorrer deste projeto de doutorado, demonstramos, a partir de 

ensaios funcionais em Saccharomyces cerevisiae, que a DHS de L. major também 

requer ambos polipeptídeos parálagos para a formação de uma proteína funcional 

(SILVA et al., 2020) (descrito adiante em Resultados e Discussão).  

Outra diferença marcante em L. major é que LmDHSc possui longas inserções 

de função desconhecida em sua sequência, as quais fazem com que esta tenha uma 

extensão de 601 resíduos, enquanto a enzima DHS de H. sapiens possui 369 

aminoácidos e as unidades catalíticas e regulatórias de T. brucei são compostas de 

461 e 342 aminoácidos, respectivamente (Figura 3). A enzima DHS de P. vivax 

também apresenta inserções em relação à enzima de H. sapiens, possuindo uma 

extensão total de 455 aminoácidos (Figura 3). As diferenças estruturais encontradas 

entre as enzimas DHS dos organismos patogênicos aqui estudados, L. major e P. 

vivax, em relação à enzima de H. sapiens poderão ser utilizadas para o futuro desenho 

de inibidores seletivos aos patógenos. 

Um importante fator a se considerar para a progressão de uma proteína em 

estratégias de desenvolvimento de novos inibidores direcionados ao alvo é a 

capacidade de modulação da atividade dessa proteína por pequenas moléculas 

(CHENG et al., 2007; HOPKINS; GROOM, 2002). Neste contexto, diversos estudos 

mostram a inibição da atividade de DHS por compostos químicos (JAKUS et al., 1993; 

SCHROEDER et al., 2014; TANAKA et al., 2020b), o que é um ponto de partida para 

a busca de novos inibidores para DHS. Ainda mais importante é o fato de que a 

inibição de DHS é continuamente estudada como relevante alternativa terapêutica, 

principalmente em relação a desordens hiperproliferativas e processos inflamatórios 

(LIU et al., 2021; PADGETT et al., 2021; SCHROEDER et al., 2014).  

Um dos primeiros inibidores da DHS descritos em literatura, GC7 (N1-guanil-

1,7-diaminoheptano), é um análogo estrutural do substrato espermidina. Esse potente 

composto apresenta uma constante de inibição (Ki) de 10 nM para a enzima DHS de 

Homo sapiens (JAKUS et al., 1993) e, além disso, demonstrou potencial 

antiproliferativo em diversas culturas de células de câncer (CHEN et al., 1996; 

JASIULIONIS et al., 2007). Apesar disso, até o momento não foram realizados ensaios 

clínicos com essa molécula, provavelmente devido ao fato de que GC7 não interage 

seletivamente com DHS. Uma das atuações de GC7, independente da ligação a DHS, 
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se dá na modulação da biossíntese de poliaminas (LANDAU et al., 2010; OLIVERIO 

et al., 2014).  

Outro inibidor da DHS, a guanilhidrazona CNI-1493, foi capaz de suprimir a 

replicação do vírus HIV (HAUBER et al., 2005), tendo em vista que eIF5A é um cofator 

celular da proteína HIV-1- Rev (LIU et al., 2011). Após essa descoberta, triagens 

virtuais foram realizadas para a descoberta de análogos de CNI-1493 que se liguem 

à DHS in silico  (SCHRÖDER et al., 2016).  

Uma nova série de inibidores alostéricos da DHS de H. sapiens foi desenvolvida 

por um grupo de pesquisadores ao executarem otimização de moléculas encontradas 

por rastreamentos em larga escala (TANAKA et al., 2020a, 2020b). Dois novos 

potentes inibidores, 11g (IC50 = 0,062 μM) e 26d (IC50 = 0,0092 μM), foram 

desenvolvidos, o que ressalta a importância das campanhas de rastreamento em larga 

escala seguidas de etapas de otimização de moléculas e também da descoberta de 

novos de sítios de ligação para DHS (TANAKA et al., 2020a, 2020b).   

Baseando-se no sítio alostérico descrito para a DHS de H. sapiens (TANAKA 

et al., 2020a), uma outra série de inibidores alostéricos foram sintetizados (LIU et al., 

2021). O inibidor 8m apresentou potente inibição in vitro da atividade enzimática da 

DHS de H. sapiens (IC50 = 0,014 μM) e também foi capaz de inibir células de 

melanoma in vitro (LIU et al., 2021).       

Em contraste com a vasta quantidade de estudos da inibição da enzima DHS 

de H. sapiens, visando o tratamento de câncer e diabetes (LIU et al., 2021; MAIER; 

TERSEY; MIRMIRA, 2010; SFAKIANOS; RAVEN; WILLIS, 2022), por exemplo, 

existem menos projetos voltados para a enzima DHS de organismos patogênicos. Isso 

ocorre provavelmente devido à falta de informação estrutural e celular para esses 

organismos (ALTAMURA et al., 2022), além da ausência de inibidores específicos às 

enzimas DHS de agentes patogênicos.  

No entanto, existem na literatura trabalhos demonstrando que GC7 inibiu a 

atividade enzimática in vitro da DHS de alguns organismos patogênicos, como por 

exemplo: P. falciparum (AROONSRI et al., 2019), T. brucei (NGUYEN et al., 2013) e 

Trichomonas vaginalis (QUINTAS-GRANADOS et al., 2016). GC7 também inibiu 

significativamente o crescimento de linhagens transgênicas de P. falciparum 

derivadas da linhagem 3D7 (AROONSRI et al., 2019). 
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O composto 11g, ligante do sítio alostérico da DHS de H. sapiens (TANAKA et 

al., 2020a), foi investigado quanto ao seu potencial antimalárico em P. falciparum 

(AROONSRI et al., 2022). O composto apresentou um IC50 de 46,1 μM na linhagem 

Dd2 e de 51,5 μM na linhagem de P. falciparum 3D7, porém, experimentos de perfil 

quimiogenômico mostraram que DHS não foi o alvo primário ao qual se pode atribuir 

a inibição do parasita por esse composto (AROONSRI et al., 2022). 

 

1.4. Estratégias de descoberta de drogas específicas ao alvo 

Estratégias de descoberta de drogas alvo-específicas (target-based drug 

discovery) tem sido utilizadas para ajudar a desenvolver medicamentos mais seguros 

e eficazes para DTNs e malária (ALTAMURA et al., 2022; FREARSON et al., 2007). 

Nesse contexto, a enzima desoxi-hipusina sintase (DHS) pode ser explorada como 

um potencial alvo. 

Como aqui descrito ao longo dos parágrafos anteriores, a busca por novos 

inibidores utilizando rastreamentos virtuais e rastreamento de coleções de pequenas 

moléculas em plataformas de ensaios em larga escala tem sido utilizada para a 

descoberta de novas moléculas que sejam pontos de partida para o desenvolvimento 

de potentes inibidores para a proteína DHS (SCHROEDER et al., 2014; TANAKA et 

al., 2020a, 2020b). Essas técnicas também constituem importantes estratégias para a 

descoberta de novos inibidores específicos contra agentes causadores de DTNs 

(BARBOSA et al., 2022; RAMOS et al., 2022).  

As plataformas mais comumente utilizadas em projetos de descoberta de 

drogas contra agentes causadores de DTNs são os ensaios bioquímicos in vitro ou 

ensaios fenotípicos em células. Ambas as abordagens possuem algumas 

desvantagens; por exemplo, as metodologias in vitro carecem de um contexto celular 

e geralmente requerem a purificação de proteínas, já as células podem ser de difícil 

cultivo e as triagens nem sempre revelam os alvos atingidos (DENNY; STEEL, 2015).  

Nesse contexto, a geração de sistemas usando linhagens de S. cerevisiae 

geneticamente modificadas pode superar alguns desses problemas e oferecer uma 

plataforma econômica para o rastreamento alvo-direcionado dentro de um contexto 

celular eucariótico (DENNY, 2018). O organismo modelo S. cerevisiae apresenta 

diversas vias conservadas em comparação a outros eucariotos, como humanos e 

protozoários, o que permite a expressão de proteínas ortológas, complementação 
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funcional e análises funcionais em um sistema simplificado (NORCLIFFE et al., 2014). 

Além disso, já existem métodos avançadas para a modificação genética em levedura 

(DUINA; MILLER; KEENEY, 2014).   

Um dos sistemas utilizados para geração de plataformas de descoberta de 

drogas em levedura é o sistema de substituição de genes essenciais pelo gene 

ortólogo de interesse para buscar inibidores através da inibição diferencial de 

crescimento (BILSLAND et al., 2016a; FRAME et al., 2015; TAVELLA et al., 2021b). 

Já foi demonstrado, em ensaios utilizando essas linhagens complementadas 

funcionalmente, a capacidade de diferenciação da suscetibilidade de enzimas 

ortólogas a um mesmo inibidor (BILSLAND et al., 2016a; TAVELLA et al., 2021b). 

Tendo em vista a relevância de DHS como alvo para estudos em campanhas 

de descoberta de fármacos e a possibilidade do desenvolvimento de plataformas de 

testes de compostos usando S. cerevisiae, o objetivo inicial desse projeto consistia na 

busca de inibidores seletivos, usando S. cerevisiae, para as enzimas DHS de cinco 

espécies causadoras de DTNs: Brugia malayi, Histoplasma capsulatum, L. major, 

Paracoccidioides brasiliensis e P. vivax. No entanto, devido à redução da capacidade 

de trabalho durante a pandemia e tentando reduzir o impacto negativo da redução de 

resultados neste projeto de doutorado, o projeto obteve mais enfoque na busca de 

inibidores apenas para as enzimas que apresentam mais diferenças estruturais em 

relação a enzima de humano: L. major e P. vivax.     
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5. CONCLUSÃO 

 
Foram geradas construções dos genes DHS de B. Malayi (BmDHS), L. major 

(LmDHS), P. vivax (PvDHS) e H. sapiens (HsDHS) utilizando o vetor de expressão em 

levedura pCM188 (Tabela 1) e construções das DHSs de L. major , P. vivax e 

H.sapiens também em uma versão do vetor pCM188 modificada para conter o 

promotor de MET3, pCM188-MET3 (Tabela 1). Usando essas construções, 

desenvolveu-se duas versões de sistemas de linhagens nocautes para o gene DHS 

de S. cerevisiae (dys1) substituídas pelos genes DHS dos organismos patogênicos e 

de humano (Tabela 2). Na primeira versão, o nocaute de dys1 foi complementado pelo 

genes DHS ortólogos que estavam nos plasmídeos pCM188, gerando assim as 

linhagens complementadas por BmDHS (VZL1400, Tabela 2), LmDHS (VZL1474, 

Tabela 2), PvDHS (VZL1472, Tabela 2) e HsDHS (VZL1464, Tabela 2). Através de 

ensaios usando essa plataforma de substituição, as proteínas DHS de L. major só 

foram capazes de complementar funcionalmente dys1 quando expressas 

concomitantemente, sugerindo que a enzima LmDHS é funcional como 

heterocomplexo, assim como a proteína DHS de T. Brucei, confirmando uma 

arquitetura incomum para essa proteína em relação à proteína de H. Sapiens (SILVA 

et al., 2020).  

Na segunda versão da plataforma de S. cerevisiae gerada, modificações 

genéticas utilizando o sistema CRISPR-Cas9 foram realizadas. Primeiramente partiu-

se de uma linhagem com deleção dos genes PDR1, PDR3 e SNQ2, que afetam a 

resposta pleiotrópica a moléculas pequenas, deixando as linhagens mais sensíveis 

para a entrada de compostos. Nessa linhagem foram integradas diferentes proteínas 

fluorescentes: Sapphire (SFS02, Tabela 2), mCherry (SFS01, Tabela 2) e Venus 

(SFS03, Tabela 2), e a partir dessas novas linhagens o gene DYS1 foi deletado e 

substituído pelos genes de HsDHS, PvDHS e LmDHS, gerando as linhagens SFS04, 

SFS05 e SFS06, respectivamente (Tabela 2). As duas versões de linhagens geradas 

foram capazes de realizar a modificação pós traducional de eIF5A de levedura, 

hipusinação, e foram usadas para o rastreamento de pequenas moléculas que sejam 

ativas contra DHS de L. major e P. vivax. Além disso, em testes de curva de 

crescimento utilizando o inibidor da DHS de humano, GC7, as linhagens se mostraram 

capazes de identificar inibidores da DHS, uma vez que o crescimento das linhagens 

foi reduzido.  
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 Para a busca de inibidores com enfoque nas enzimas DHS de L. major e P. 

vivax, seguiu-se três abordagens principais: 1) Triagem virtual das coleções de 

compostos do banco de dados ChEMBL-NTDs; 2) Verificação do crescimento 

diferencial das linhagens mutantes geradas, na presença dos compostos 

selecionados por triagem virtual e 3) Rastreamento da coleção Pathogen box em 

ensaios de curva de crescimento na linhagem mutante complementada por PvDHS.  

Através do rastreamento in silico, foram selecionados nove compostos dentre 

as coleções do banco de dados ChEMBL-NTDs: GNF-Pf-3680, CHEMBL1081521, 

GNF-Pf-744, CHEMBL3493253, TCMDC-124630, ZINC518875, GNF-Pf-4241, GNF-

Pf-3738, CHEMBL1305755 (Tabela 7), que apresentaram um maior número de 

interações fortes para as enzimas dos parasitas em relação a enzima de humano. 

Esses compostos foram testados, em ensaios de curva de crescimento na plataforma 

de S. cerevisiae e três candidatos mostraram uma redução de crescimento maior para 

uma das linhagens complementadas por PvDHS ou LmDHS (SFS05 e VZL1474, 

Tabela 2) em comparação com as linhagens selvagem (SFS01, Tabela 2) e HsDHS 

(SFS04, Tabela 2). Dentre esses, a molécula GNF-Pf-744 apresentou dose-resposta 

para a inibição de PvDHS, reduzindo 95% do crescimento a 200 µM, 65% a 100 µM, 

30% a 50 µM e 13% usando 25 µM do composto (Figura 23A). A redução do 

crescimento de HsDHS por essa molécula não foi estatisticamente significativa (p > 

0,05) (Figura 23A) e, por fim, GNF-Pf-744 reduziu apenas 17% do crescimento da 

linhagem selvagem usando 200 µM do composto (Figura 23A). GNF-Pf-3738 inibiu 

ambos PvDHS e LmDHS (Figuras 19 e 20, respectivamente) e, por fim, o composto 

CHEMBL1081521 reduziu o crescimento da cepa substituída pela DHS de L. major 

(Figuras 20 e 24). Em teste de citotoxicidade em células de humano, apenas o 

composto GNF-Pf-3738 foi citotóxico (Figura 35).  

O rastreamento da coleção Pathogen box ainda necessita de ajustes, mas dos 

resultados obtidos até o momento, encontramos 3 inibidores específicos para PvDHS: 

MMV676409, MMV676584 e MMV688991, entre os quais MMV676584 foi confirmado 

para a inibição do crescimento de PvDHS em S. cerevisiae, por ensaios de dose-

resposta in vivo, utilizando novo lote do reagente (Figura 29).    

Um ensaio bioquímico in vitro por fluorescência foi padronizado para LmDHS 

(Figuras 38 e 39) e PvDHS (Figuras 40 a 42), com o intuito de realizar a confirmação 

da inibição da enzima DHS in vitro, no entanto a maioria dos compostos foram 
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fluorescentes e não puderam ser testados por esse ensaio. O composto GNF-Pf-744 

foi testado através desse ensaio e inibiu a enzima DHS de P. vivax apenas a 

concentrações acima de 62,5 µM e obteve baixa afinidade com a enzima (Figura 43). 

Assim, um ensaio de detecção da hipusinação por western blot foi padronizado 

para confirmação dos hits, no qual se nota que os compostos GNF-Pf-744 e 

MMV676584 reduziram significativamente a taxa de eIF5A hipusinado em PvDHS 

(Figura 33). Reportamos aqui novos compostos com potencial inibitório para DHS de 

P. vivax e L. major, que poderão ser pontos de partida para o desenvolvimento de 

novos inibidores específicos para a proteína DHS de P. vivax e/ ou L. major. No 

entanto, para confirmar os dados aqui obtidos da inibição da DHS no sistema de 

substituição em levedura, através da redução do crescimento das linhagens 

complementadas e da redução nos níveis de hipusina, ainda temos como perspectiva 

futura, a realização dos seguintes experimentos: teste de citotoxicidade do composto 

MMV676584 em cultura de células de humano; e a padronização de um ensaio 

enzimático in vitro englobando a reação enzimática completa de DHS para teste dos 

hits.  
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