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RESUMO

O fator de traducéo de eucariotos 5A (elF5A) € altamente conservado em eucariotos
e essencial para a proliferacdo celular. elF5A é modificado pos-traducionalmente
através de uma reacdo muito especifica, chamada hipusinacéo, a qual € necessaria
para sua fungcdo. A hipusinagdo ocorre em duas etapas, envolvendo as enzimas
desoxi-hipusina sintase (DHPS) e desoxi-hipusina hidroxilase (DOOH). Considerando
a essencialidade da hipusinacéo e de elF5A, a DHPS e a DOOH correspondem a
alvos interessantes para o desenvolvimento de farmacos para inibir a proliferacdo de
varios organismos. Neste contexto, o objetivo deste trabalho é determinar a estrutura
tridimensional e buscar inibidores para as DHPSs dos seguintes organismos
causadores de doencgas tropicais negligenciadas: Paracoccidioides brasiliensis (Pb),
Histoplasma capsulatum (Hc), Brugia malayi (Bm) e Leishmania sp. (duas isoformas:
A e B). Para tanto, foram padronizadas as condi¢cdes de clonagem, producdo em
Escherichia coli e purificacdo dessas proteinas. I1sso possibilitou o estabelecimento de
um ensaio bioquimico fécil de ser miniaturizado para a HcDHPSA, BmDHPSA e
PbDHPSA, e a determinacdo da estrutura cristalografica da BmDHPSA e da
HcDHPSA. No entanto, essas estruturas apresentam uma arquitetura muito similar a
da enzima humana (HsDHPS), o que dificulta o desenvolvimento de inibidores
seletivos para as DHPSs desses patdégenos. Portanto, novos esforgcos foram
direcionados para a obtencao das Leishmania sp. DHPSs na forma soluvel a partir de
E. coli, visto que essas enzimas provavelmente formam um heterocomplexo,
diferentemente da HsDHPS. Apds combinar uma série de estratégias, as DHPSs de
L. donovani (LADHPSAB) e de L. major (LmDHPSAB) foram produzidas na forma
soluvel e ativa a partir de E. coli, o que permitiu a realizacdo de um high-throughput
drug screening in vitro com a LADHPSAB, empregando a reacédo parcial das DHPSs
acoplada ao ensaio NAD*/NADH-Glo™. Dos 26771 compostos testados inicialmente
a 10 uM, 44 compostos (hits) inibiram a atividade da LADHPSAB em mais de 60%.
Uma triagem secundéria confirmou que 24 (57%) dos hits exibiram efeitos inibitorios
consistentes (maior do que 60%) sobre a atividade da LADHPSAB. Depois de excluir
os hits que também inibiram a atividade das enzimas do ensaio NAD*/NADH-Glo™,
os 13 compostos restantes foram analisados quanto a concentracdo-resposta
empregando o0 mesmo ensaio acoplado. Nove desses 13 compostos apresentaram
um ICso contra a atividade da LADHPSAB na faixa micromolar baixa. Dentre esses, 0s
compostos MMV1674024 e MMV904563 apresentaram um maior potencial para
futuras otimiza¢Bes com o intuito de melhorar a poténcia de inibicdo sobre a atividade
das Leishmania sp. DHPSs. Além disso, os dados de inibi¢cao in vitro sugerem que a
inibicdo das Leishmania sp. DHPSs sem afetar a atividade da HsDHPS corresponde
a uma tarefa viavel, confirmando a hipétese de que a DHPS é um alvo interessante
para ser explorado em Leishmania sp. Ainda, empregando o ensaio baseado na
deteccdo da fluorescéncia do NADH, foi possivel determinar que o composto
MMV1674024 exerce uma inibigdo sobre a atividade da LmDHPSAB do tipo mista em
relacdo ao NAD* e a espermidina. Finalmente, foram obtidos cristais para a
LmMDHPSAB preparada na presenca de NAD® e do composto MMV1674024.
Entetanto, esses cristais nao difrataram durante a coleta de dados de difracdo por
raios X, mesmo apos tentativas de otimizagéo das condi¢cfes de cristalizacao.

Palavras-chave: elF5A; desoxi-hipusina sintase; doencas tropicais negligenciadas;
leishmaniose; descoberta de farmacos.



ABSTRACT

The eukaryotic translation factor 5A (elF5A) is highly conserved in eukaryotes and is
essential for cell proliferation. elF5A undergoes an extremely specific post-translational
modification, called hypusination, required for elF5A function. Hypusination occurs in two
steps that involve the enzymes deoxyhypusine synthase (DHPS) and deoxyhypusine
hydroxylase (DOOH). Considering the essentiality of hypusination for elF5A function,
DHPS and DOHH are promising targets for developing new drugs to stop cell proliferation
in various organisms. In this context, the aim of this work is to determine the three-
dimensional structure and search for DHPS inhibitors of the following organisms that cause
neglected tropical diseases: Paracoccidioides brasiliensis (Pb), Histoplasma capsulatum
(Hc), Brugia malayi (Bm) and Leishmania sp. (two isoforms: A and B). For this purpose,
the conditions for cloning, production in Escherichia coli and purification of these proteins
were established. This enabled the adaptation of an easy-to-miniaturize biochemical assay
for HCDHPSA, BmDHPSA and PbDHPSA, and the determination of the crystallographic
structure of BmDHPSA and HCDHPSA. However, these structures present a very similar
architecture to the human enzyme (HsDHPS), which hinders the development of selective
inhibitors for the DHPSs from those pathogens. Therefore, all the efforts were directed
towards obtaining Leishmania sp. DHPSs in a soluble form from E.coli, as these enzymes
probably form a heterocomplex, unlike HSDHPS. After combining a series of strategies, it
was possible to produce recombinant L. donovani (LdDHPSAB) and L. major
(LmDHPSAB) DHPSs in a soluble and active form from E. coli. A high-throughput
screening assay was established in vitro with the LADHPSAB, in which the LADHPSAB
activity was quantified using NAD*/NADH-Glo™ assay coupled with the partial reaction of
the DHPSs. Of the 26771 compounds initially screened at 10 pyM, 44 compounds (hits)
inhibited LADHPSAB activity by over 60%. The secondary screening confirmed that 24
(57%) hits exhibited consistent inhibitory effects (inhibition above 60%) on LdADHPSAB
activity. Then, 11 hit compounds that also inhibited the enzymes from the NAD*/NADH-
Glo™ assay were excluded from further analysis. The remaining 13 hit compounds were
analyzed for dose-response using the same coupled assay. Nine out of those 13
compounds presented ICso against LADHPSAB in the lower micromolar range. Among
these, the compounds MMV1674024 and MMV904563 showed increased potential for
future optimizations to improve the inhibition potency against Leishmania sp. DHPSs
activity. Furthermore, the in vitro data suggested that inhibiting Leishmania sp. DHPS
targets without inhibiting the human counterpart is a feasible task, confirming the
hypothesis that DHPS is an interesting target to be explored in Leishmania sp. Also, using
the assay based on the detection of NADH fluorescence, it was possible to determine that
the compound MMV1674024 exerts a mixed-type inhibition on the activity of the
LmDHPSAB in relation to NAD* and spermidine. Finally, crystals were obtained for
LmMDHPSAB prepared in the presence of NAD* and the compound MMV1674024.
However, these crystals did not diffract during x-ray diffraction data collection, even after
attempts to optimize the crystallization conditions.

Keywords: elF5A; deoxyhypusine synthase; neglected tropical diseases; leishmaniasis;
drug discovery.
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1. INTRODUCAO
1.1. Viséo geral da tradugc&o em eucariotos

A traducdo da informacdo genética codificada em uma molécula de RNA
mensageiro (MRNA) para a sequéncia de aminoacidos de uma proteina corresponde
a um processo fundamental em todas as formas de vida. A sintese proteica permite
gue as células e tecidos mantenham a homeostase e reajam a sinais externos, sendo
que a sua desregulacao esta relacionada a varias doencas, representando assim uma
etapa critica da expressdo génica (HERSHEY; SONENBERG; MATHEWS, 2019;
JANI; PAPPACHAN, 2022; LU, 2022; NEELAGANDAN et al., 2020).

A sintese proteica é catalisada por uma maquina macromolecular chamada
ribossomo. Os ribossomos de eucariotos sdo formados por quatro tipos de RNA
ribossomal (rRNA) e mais de 80 proteinas ribossomais (HERSHEY; SONENBERG;
MATHEWS, 2019). Cada ribossomo consiste em duas subunidades que devem ser
montadas para que a sintese proteica ocorra. A subunidade menor (40S) liga-se ao
MRNA e contém o sitio onde o anticédon do RNA transportador (tRNA) é combinado
com a sequéncia complementar no mRNA. A subunidade maior (60S) contém o local
onde sao formadas as ligacdes peptidicas entre os aminoacidos trazidos pelos tRNAs
ao ribossomo (HERSHEY; SONENBERG; MATHEWS, 2019; MARCHINGO;
CANTRELL, 2022; SCHULLER; GREEN, 2018). Os tRNAs transitam entre trés sitios
dentro do ribossomo: sitio E (exit ou de saida), que se liga ao tRNA desacilado
(descarregado) antes que este se dissocie do ribossomo; sitio P (peptidil), que
sustenta a cadeia nascente covalentemente ligada ao tRNA; e sitio A (aminoacil), que
corresponde a entrada para os tRNAs carregados no ribossomo (SCHULLER;
GREEN, 2018).

A traducdo € um processo altamente dinamico e ciclico composto por quatro
etapas principais: iniciagdo, alongamento, terminacéo e reciclagem de ribossomos
(Figura 1) (HERSHEY; SONENBERG; MATHEWS, 2019; NEELAGANDAN et al.,
2020; XU; LIU; SONG, 2022). Na iniciacao da traducao, varias proteinas chamadas
fatores de iniciagdo eucaridticos (elFs) facilitam a montagem adequada das
subunidades 40S e 60S ribossémicas para formar o complexo 80S no cddon de inicio

do mRNA com o Met-tRNAMet iniciador posicionado no sitio P do ribossomo. Durante
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o alongamento da traducdo, o complexo 80S se move ao longo do mRNA, trés
nucleotideos por vez, estendendo a proteina codificada, em coordenagdo com varios
fatores de alongamento eucarioticos (eEFs) e aminoacil-tRNAs (aa-tRNAs). Quando
o complexo 80S atinge o cdédon de parada, proteinas chamadas fatores de liberacéo
eucarioticos (eRFs) sdo empregadas para facilitar a liberacdo do peptideo nascente.
Finalmente, apo6s a terminacdo, as subunidades 40S e 60S do ribossomo sé&o
recicladas para que possam participar de um novo ciclo de traducédo (Figura 1)
(HERSHEY; SONENBERG; MATHEWS, 2019; MATEYAK; KINZY, 2017;
NEELAGANDAN et al., 2020; SCHULLER; GREEN, 2018).
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Figura 1. Visdo geral da traducdo em eucariotos. A traducdo comeca com a iniciacdo, onde as subunidades 40S e 60S do ribossomo sao
posicionadas no cédon de inicio com o tRNA iniciador ligado a metionina (Met-tRNAMeY no sitio P do ribossomo, através da acdo de uma
série de proteinas denominadas fatores de iniciagdo eucariéticos (elFs). Em seguida, o alongamento envolve a sintese da cadeia
polipeptidica através das ac¢des coordenadas de fatores de alongamento eucaridticos (eEFs) e aminoacil-tRNAs (aa-tRNAs), até que o
ribossomo atinja o cédon de parada. Nesta fase de terminacéo, a cadeia polipeptidica é liberada através das a¢des dos fatores de liberacéo
eucarioticos (eRFs). Finalmente, as subunidades do ribossomo séo recicladas pela ATPase ABCEL para que ocorra um novo ciclo da

traducdo.
/\»/\ ; = €
Q ' O s
Amino acid
80S ribosome — ‘ - |
tRNA \& A 405
7G L AAAAAAAAA
m
PPP Start Stop
Phase: Initiation Elongation Termination Recycling
Factors: elFs eEFs eRFs ABCE1
Met-tRNAMet aa-tRNAs

Fonte: Adaptado de SCHULLER; GREEN, 2018.
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1.2. Fator de traducéo de eucariotos 5A (elF5A)

O processo de traducao apresenta componentes muito conservados ao longo da
evolugdo (OLSEN; WOESE, 1997; OUZOUNIS; KYRPIDES, 1996). O fator de
traducdo de eucariotos 5A (eukaryotic translation initiation factor 5A; elF5A)
corresponde a um exemplo desse fato, pois esta presente em eucariotos e em arqueas
(BENNE; HERSHEY, 1978; KYRPIDES; WOESE, 1998; WOLFF et al., 2007). Apesar
de ndo ser encontrado em eubactérias (KLIER et al., 1993; PARK; LEE; JOE, 1997;
PARK; WOLFF; FOLK, 1993), elF5A possui um homologo estrutural e funcional
nesses organismos, o fator de alongamento P (EF-P) (BLAHA; STANLEY; STEITZ,
2009; DEVER; GUTIERREZ; SHIN, 2014; ROSSI et al., 2014a). Além do fato de ser
conservado, elF5A mostrou-se essencial para a viabilidade celular em todos os
organismos testados até o momento (DEVER; GUTIERREZ; SHIN, 2014; NGUYEN
et al., 2015; NISHIMURA et al., 2012; PARK et al., 2010; ROSSI et al., 2014a).

Na maioria dos eucariotos, elF5A apresenta duas isoformas, como por exemplo,
elF5A1 e elF5A2 em humanos. Essas isoformas compartiiham uma identidade de
sequéncia de aminoacidos de mais de 90% e séo produzidas em diferentes condi¢cdes
(BARBA-ALIAGA; ALEPUZ, 2022). elF5A1 € a principal isoforma, sendo produzido em
praticamente todos os tecidos, enquanto elF5A2 é produzido principalmente nos
testiculos, cérebro e células tumorais (CLEMENT et al., 2006; JENKINS; HAAG;
JOHANSSON, 2001; MATHEWS; HERSHEY, 2015).

elF5A foi isolado pela primeira vez a partir de ribossomos extraidos de lisados
de reticuldcitos de coelho, em 1976, e foi inicialmente classificado como um fator de
iniciacdo da traducdo, com base na sua atividade estimuladora da sintese de metionil-
puromicina in vitro (BENNE; HERSHEY, 1978; KEMPER; BERRY; MERRICK, 1976;
SCHREIER; ERNI; STAEHELIN, 1977). Este experimento corresponde a um ensaio
modelo para se testar a influéncia de moléculas na formacdo da primeira ligacéo
peptidica, onde se mede a transferéncia de metionina radioativa do tRNAMet iniciador
para o aceptor puromicina (PARK et al., 2022). No entanto, com o passar do tempo o
papel de elF5A no alongamento de sequéncias especificas, ricas em prolina, foi
desvendado (GUTIERREZ et al., 2013; LI et al., 2014). Estudos mais recentes
demonstraram que elF5A afeta a traducéo de uma forma mais geral, sendo que essa

proteina é capaz de se ligar ao ribossomo com o sitio E vazio, podendo patrticipar da
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iniciacdo, alongamento e terminacdo da traducdo (DEVER; IVANOV, 2018;
MELNIKOV et al., 2016; PELECHANO; ALEPUZ, 2017; SCHMIDT et al., 2016;
SCHULLER et al., 2017).

Na etapa de iniciacdo, a supressdo da pausa ribossomal causada por elF5A é
necessaria para manter a fidelidade da selecéo do codon de inicio, pois esse evento
mantém a varredura eficiente do mMRNA promovida pelos ribossomos e a iniciacao da
traducdo no local apropriado (Figura 2). Na auséncia de elF5A, a pausa dos
ribossomos leva a utilizacdo de cédons de inicio ndo ideais e ao aumento da producéo
de proteinas com extensao na regido N-terminal (IVANQV et al., 2018; MANJUNATH
et al., 2019). Durante o alongamento da traducao, elF5A alivia o stalling (atraso ou
parada) dos ribossomos (Figura 2) em varios motifs peptidicos além das poliprolinas,
facilitando a formacao de ligacBes peptidicas que sdo mais dificeis para serem
formadas pelo centro peptidiltransferase do ribossomo (PTC), tais como prolinas
consecutivas ou combinagcdes de prolinas, glicinas e aminoacidos carregados. Na
terminacdo da traducéo, elF5A estimula a hidrolise da ligacdo peptidil-tRNA mediada
por eRF1 (Figura 2). Portanto, esses papéis expandidos para elF5A na traducéo
ajudam a explicar sua natureza essencial e a abundancia em eucariotos
(PELECHANO; ALEPUZ, 2017; SCHULLER et al., 2017).

O interesse em pesquisas relacionadas a elF5A vem crescendo devido a essa
proteina ser altamente produzida em diferentes tipos de cancer, sendo indispensavel
para o crescimento tumoral e estando intimamente relacionada com a agressividade
do tumor (HAO et al., 2020; KAISER; AGOSTINELLI, 2022; KIM et al., 2022; LI et al.,
2022; MATHEWS; HERSHEY, 2015; NAKANISHI; CLEVELAND, 2016; ZHENG et al.,
2020). Além disso, elF5A tem sido associado a varias outras condi¢des patologicas
humanas, incluindo diabetes (IMAM et al., 2019; KULKARNI et al., 2022; MAIER;
TERSEY; MIRMIRA, 2010; PADGETT et al., 2021), sindromes neurolégicas raras
(FAUNDES et al.,, 2021; PARK et al.,, 2022), infec¢cbes virais pelo virus da
imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1), ebola e herpes virus associado ao Sarcoma
de Kaposi (FICHES et al., 2022; MANCONE et al., 2017; OLSEN et al., 2018; OLSEN;
CONNOR, 2017; SEOANE et al., 2022).
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Figura 2. Papéis de elF5A durante a sintese proteica. elF5A se liga a ribossomos com o
sitio E vazio, podendo assim participar da iniciagdo, alongamento e terminacéo da
traducéo. Na etapa de iniciac&do da traducgéo, a supresséo da pausa ribossémica por
elF5A é necessaria para manter a fidelidade da selecdo do cédon de inicio. A
supressédo da pausa ribossémica por elF5A mantém a varredura eficiente do mRNA
pelos ribossomos e a iniciagdo da traducdo no local apropriado (direita). Na
auséncia de elF5A, os ribossomos pausados impedem a varredura apropriada do
MRNA, aumentam o tempo de permanéncia e a iniciacdo a montante, levando a
utilizacdo de cdédons de inicio ndo ideais (esquerda). elF5A é crucial na etapa de
alongamento da traducao, pois facilita a formacao de ligacdes peptidicas que séo
mais dificeis para serem formadas pelo PTC do ribossomo, recuperando o stalling
do mesmo. Finalmente, elF5A participa da terminagéo da traducdo estimulando a
hidrélise da ligagcéo peptidil-tRNA mediada por eRF1 (RF).
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Fonte: adaptado de TAUC et al., 2021.
A deplecao de elF5A resulta em fenotipos pleiotrépicos relacionados a maltiplos

processos celulares, como, por exemplo, progressao do ciclo celular (CHATTERJEE
et al., 2006; PARK et al.,, 2010; ZANELLI; VALENTINI, 2005), translocacdo de
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proteinas para o reticulo endoplasmatico (ROSSI et al., 2014b), ativacdo da resposta
a proteinas mal enoveladas no reticulo endoplasmatico (MANDAL; MANDAL; PARK,
2016), apoptose (BARBA-ALIAGA; ALEPUZ, 2022; MARTELLA et al., 2020; YAO et
al., 2022b), migracao celular e metastase (LIU et al., 2021b; NING et al., 2020; ZHENG
et al., 2020), senescéncia celular (JIANG; LOAYZA-PUCH, 2022), autofagia (LUBAS
et al., 2018; ZHANG et al., 2019), resposta antimicrobiana de macréfagos (GOBERT
et al., 2020) e modulacdo da fungdo mitocondrial (BARBA-ALIAGA; ALEPUZ, 2022;
PULESTON et al., 2019). Entretanto, ainda ndo estd completamente claro se elF5A

atua direta ou indiretamente por meio da traducéo para afetar esses processos.
1.3. Hipusinacéao de elF5A

Para desempenhar corretamente sua funcdo na traducédo, elF5A deve passar
por uma modificagdo pds-traducional Unica chamada hipusinacéo (Figura 3) (CHEN;
LIU, 1997; PARK, 2006, p. 200; PARK; LEE; JOE, 1997; PARK; WOLFF, 2018). Na
primeira etapa da hipusinacédo, a enzima desoxi-hipusina sintase (DHPS) catalisa a
transferéncia do grupo aminobutil da poliamina espermidina para uma lisina particular
(Lys50 em humanos) de elF5A precursor (Figura 3). Em eucariotos, a hidroxilagao
deste grupo, pela enzima desoxi-hipusina hidroxilase (DOHH), termina a maturacéo
de elF5A com a formacdo do aminoacido hipusina (Ne-(4-amino-2-hidroxibutil)-
lisina) (Figura 3) (PARK, 2006; PARK et al., 2010; PARK; WOLFF, 2018).

Estudos estruturais envolvendo elF5A ligado ao ribossomo 80S de
Saccharomyces cerevisiae foram essenciais para desvendar o mecanismo da
regulacdo da traducdo por elF5A hipusinado (Figura 4) (MELNIKOV et al., 2016;
SCHMIDT et al., 2016). Essas estruturas revelaram que elF5A se liga ao sitio E do
ribossomo, adjacentemente ao tRNA localizado no sitio P do ribossomo (P-tRNA)
(Figura 4B), com a cadeia lateral da hipusina alcangando o PTC do ribossomo. A
cadeia lateral da hipusina interage com a extremidade do P-tRNA através de uma
ligacdo de hidrogénio (Figura 4C). Esta interagdo estabiliza e orienta a alca peptidil
para facilitar o ataque nucleofilico pelo tRNA localizado no sitio A do ribossomo (A-
tRNA) (Figura 4C) (PARK et al.,, 2022; SCHMIDT et al., 2016). Embora esse
reposicionamento do P-tRNA tenha potencial de auxiliar na sintese de todas as

ligacOes peptidicas, alguns residuos de aminoécidos, como prolinas consecutivas ou
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combinac¢des de prolinas, glicinas e aminoacidos carregados, que sao conhecidos por
serem substratos pobres para a formacdo da ligacdo peptidica, apresentam uma
necessidade maior da atuacdo de elF5A (BARBA-ALIAGA; ALEPUZ, 2022,
GUTIERREZ et al., 2013).

Figura 3. Esquema simplificado da modificagdo pdés-traducional de elF5A. A DHPS
catalisa a primeira etapa da hipusinacdo, transferindo a por¢do aminobutil da
espermidina para um residuo de lisina especifico do elF5A precursor (elF5A prec)
para formar a desoxi-hipusina (elF5A(Dhp)) e 1,3-diaminopropano. A segunda
etapa da hipusinacao € catalisada pela DOHH e envolve a hidroxilacdo da desoxi-
hipusina ligada a proteina, formando assim a hipusina (elF5A(Hpu)).

HoN elF5
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H
Spermidine
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HoN~_-NH
1,3-Diaminopropane \
H
HoN S elF5A (Dhp)
Deoxyhypusine
0,
OH \ %
H
H2N/\/kN\/\/\®
Hypusine

Fonte: Adaptado de KALTENEGGER et al., 2021.
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Figura 4. Modelo para a acdo de elF5A hipusinado no ribossomo. (A) Certas cadeias polipeptidicas nascentes desestabilizam o tRNA
localizado no sitio P do ribossomo (P-tRNA) (verde) e impedem a formacéo de ligacbes peptidicas com o tRNA localizado no sitio A
do ribossomo (A-tRNA) (azul). (B) Os ribossomos paralisados s@o reconhecidos por elF5A, que se liga no sitio E vazio de tal forma
que o residuo de hipusina (Hyp51 em S. cerevisiae) interaja com a extremidade do P-tRNA. Essa interacdo estabiliza o P-tRNA na
geometria ideal para a formacao de ligacdes peptidicas de forma mais eficiente. (C) A formacao de ligacBes peptidicas resulta em um
tRNA desacilado no sitio P e a um A-tRNA contendo a cadeia polipeptidica nascente estendida em um aminoécido.

elF-5A
peptide bond
formation

Fonte: SCHMIDT et al., 2016.
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A caracteristica mais notavel da hipusinacdo € a estrita especificidade em
relacdo ao seu substrato elF5A, como evidenciado pela marcacao radioativa exclusiva
das isoformas de elF5A apoés a cultura de células de mamifero na presenca de
espermidina radioativa. As interacées macromoleculares entre elF5A(Lys) e DHPS, e
aguelas entre elF5A(Dhp) e DOHH, podem ser a base para essa especificidade
(PARK et al., 2022). Adicionalmente, a hipusina € formada apenas pos-
traducionalmente em elF5A e ndo h&d nenhuma via conhecida para a sua sintese como
um aminodcido livre (PARK et al., 2022). Apdés décadas de pesquisa, os reflexos
bioldgicos da hipusinacéo e sua regulacdo em eucariotos e na saude humana ainda
estdo sendo desvendados (PARK et al., 2022).

A sintese da hipusina exclusivamente em uma Unica proteina representa uma
das modificagbes poés-traducionais mais especificas conhecidas até o momento.
(PARK et al., 2022; PARK; WOLFF, 2018). O alto grau de conservacéao dos residuos
flanqueadores do sitio de hipusinacdo de elF5A em diferentes espécies atestam a
importancia vital deste aminoacido incomum (CHEN; LIU, 1997; MAGDOLEN et al.,
1994; PARK et al., 2022). Além disso, ambas enzimas modificadoras de elF5A sdo
também conservadas evolutiva e funcionalmente (CHEN; LIU, 1997; PARK et al.,
2010, 2022; WOLFF et al., 2007).

Vale destacar ainda que a hipusina parece ser essencial para a funcéo de elF5A,
sendo que as duas enzimas responsaveis por essa modificacdo sao dedicadas a esta
via, correspondendo assim a interessantes alvos para intervencdes terapéuticas
(KAISER; AGOSTINELLI, 2022; MATHEWS; HERSHEY, 2015; NAKANISHI;
CLEVELAND, 2016; PARK et al., 2017, 2022; PARK; WOLFF, 2018; TAUC et al.,
2021). Nas células de mamiferos, os inibidores das enzimas biossintéticas da hipusina
exercem efeitos antiproliferativos (JAKUS et al., 1993; NISHIMURA et al., 2005; PARK
et al., 1994), inclusive em linhagens celulares tumorais, levando a parada da
progressao do ciclo celular (HANAUSKE-ABEL et al., 1994).

1.4. Desoxi-hipusina sintase (DHPS)

Os genes que codificam a DHPS estdo presentes em todas as espécies
verificadas de arqueas e eucariotos. Além disso, essa enzima, assim como elF5A,

mostrou-se essencial em todos os organismos estudados até o momento (AROONSRI
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et al., 2019; KERSTING et al., 2016; NGUYEN et al., 2013, 2015; NISHIMURA et al.,
2012; PARK et al., 2010; PARK; LEE; JOE, 1997; SASAKI; ABID; MIYAZAKI, 1996;
SCHNIER et al., 1991; WOLFF et al., 2007). Por outro lado, arqueas nao possuem
homologos evidentes para a DOHH (PARK, 2006; WOLFF et al., 2007). Ainda, a
DOHH né&o é essencial para S. cerevisiae, € essencial apenas em algumas condicdes
de crescimento para Schizosaccharomyces pombe e é essencial nos eucariotos
multicelulares testados, o que evidencia um aumento da importancia da segunda
etapa da hipusinacao ao longo da evolucéao (PARK et al., 2010, 2022; PARK; WOLFF,
2018; PEGG, 2018). A progressao evolutiva da essencialidade e da estringéncia
estrutural de elF5A e sua modificacdo pos-traducional pode ter sido ditada por um
aumento na demanda para traduzir proteinas complexas com maior fidelidade e
eficiéncia em eucariotos superiores (PARK et al., 2022; WOLFF et al., 2007).

Quanto ao mecanismo de acéo, a DHPS utiliza NAD* como cofator e a reacéo
pode ser dividida em duas reacdes parciais (Figura 5) (PARK et al., 2003). Na primeira
reacdo parcial, um hidrogénio da espermidina é transferido para o NAD* para gerar
desidroespermidina e NADH; em seguida, um residuo de lisina conservado (Lys329
na HsDHPS) ataca a espermidina oxidada, formando um aduto covalente enzima-
butilimina e liberando 1,3-diaminopropano (Figura 5) (WOLFF; FOLK; PARK, 1997,
WOLFF; WOLFF; PARK, 2000). Na segunda parte da reacéo, elF5A precursor liga-se
a DHPS e a fragao butilimina é entao transferida para o grupo e-amino de um residuo
de lisina especifico de elF5A (Lys50 em humanos) e em seguida reduzido em desoxi-
hipusina pela regeneracdo do NAD™* (Figura 5) (KALTENEGGER et al., 2021; PARK
et al., 2017). Aparentemente apenas um unico elF5A precursor (elF5A prec) se liga a

DHPS (tetramero, apresentado adiante no texto) a cada ciclo da reacao (Figura 5).



31

Figura 5. Mecanismo proposto para a reacdo da DHPS. Primeiro, a espermidina € clivada pela reducdo do NAD*, a sua por¢ao butilamina é
transferida para um residuo de lisina especifico da DHPS (Lys329 em humanos) para formar um intermediario enzima-butilimina e o
1,3-diaminopropano é liberado (stage 1). Em seguida, elF5A precursor liga-se a DHPS e a fragcdo butilimina € transferida para um
residuo de lisina especifico no elF5A precursor antes de ser reduzido para desoxi-hipusina pela regeneracdo do NAD* (elF5A (Dhp))
(stage 2).
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Fonte: adaptado de KALTENEGGER et al., 2021.
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1.5. Potencial da DHPS como alvo terapéutico

O envolvimento em varias doencgas, juntamente com a alta especificidade e
relevancia funcional da hipusinacéo, levaram varios pesquisadores a considerar elF5A
e sua via de modificacdo como um alvo terapéutico importante e promissor,
estimulando o desenvolvimento de inibidores direcionados a hipusinacéo (KAISER,;
AGOSTINELLI, 2022; OLSEN; CONNOR, 2017; PARK; WOLFF, 2018; TAUC et al.,
2021; TURPAEYV, 2018).

Diferentes inibidores ja foram descritos para a DHPS (JAKUS et al., 1993; LIU et
al., 2021a; NAKANISHI; CLEVELAND, 2016; TANAKA et al., 2020a, 2020b) e para a
DOHH (HOQUE et al., 2009; OLSEN; CONNOR, 2017). Entretanto, os inibidores
direcionados a DHPS séao os mais bem caracterizados. Além disso, a DOHH necessita
de ferro como cofator. Assim sendo, os inibidores para a DOHH disponiveis
atualmente sdo quelantes de ferro (KAISER; AGOSTINELLI, 2022; KIM et al., 2006;
VU et al., 2009), que acabam afetando a atividade de outras enzimas (CLEMENT et
al., 2002) e a sua utilizacédo induz a véarios efeitos colaterais (CLEMENT et al., 2002;
TURPAEV, 2018). Até o momento, nenhum inibidor direcionado a formacdo do
complexo DHPS/elF5A foi desenvolvido (D’AGOSTINO et al., 2020).

A inibicdo da DHPS tem sido apontada em diversos estudos como um alvo
promissor para intervengfes farmacologicas, principalmente voltadas ao tratamento
de cancer (BANDINO et al., 2014; CONI et al., 2020; KAISER; AGOSTINELLI, 2022;
KIM et al.,, 2022; LIU et al., 2021a; NAKANISHI; CLEVELAND, 2016), diabetes
(COUGNON et al., 2021; MAIER; TERSEY; MIRMIRA, 2010; ROBBINS et al., 2010;
TERSEY et al., 2014; TURPAEV, 2018), doencas isquémicas (BOUROUROU et al.,
2021; MELIS et al., 2017), terapia antirretroviral (OLSEN et al., 2018; OLSEN;
CONNOR, 2017; SCHRODER et al., 2016; SCHROEDER et al., 2014) e no tratamento
de infec¢bes causadas por organismos eucarioticos patogénicos, como por exemplo,
Trypanosoma brucei (AFANADOR; TOMCHICK; PHILLIPS, 2018; NGUYEN et al.,
2015), Leishmania donovani (CHAWLA et al., 2010), Leishmania major (SILVA et al.,
2020), Plasmodium vivax (KERSTING et al., 2016), Plasmodium falciparum
(AROONSRI et al., 2019) e Entamoeba histolytica (JEELANI; NOZAKI, 2021).



33

1.6. Inibidores da DHPS

O desenvolvimento de inibidores para a DHPS de humano (HsDHPS) € uma
atividade em andamento para novas terapias anticancer (LIU et al., 2021a; TANAKA
et al., 2020a, 2020b). Esforcos semelhantes para desenvolver inibidores para as
DHPSs de organismos patogénicos sao dificultados pela falta de informacoes
estruturais e ensaios para a triagem de compostos. Além disso, as fun¢des celulares
e 0S mecanismos reguladores das DHPSs nesses organismos nao sao
completamente compreendidos (SILVA et al., 2020).

Vérios analogos da espermidina, que corresponde ao substrato da HsDHPS,
foram caracterizados como inibidores dessa enzima. Dentre estes inibidores
competitivos, 0 composto mais potente in vitro foi o N1-guanil-1,7-diaminoheptano
(GC7), com um valor de Ki em torno de 10 nM, que é 400 vezes menor do que o valor
do Km da HsDHPS para a espermidina (JAKUS et al., 1993; PARK et al., 1994). Além
disso, dados de cocristalizacdo confirmaram a ligacéo especifica do GC7 ao sitio ativo
da HsDHPS (TANAKA et al., 2020a; UMLAND et al., 2004).

O GC7 é amplamente utilizado para inibir a hipusinacéo de elF5A em células de
mamiferos (BANDINO et al.,, 2014; LOU et al., 2013) e mostra um efeito
antiproliferativo em varias linhagens de células tumorais em cultura (CHEN et al.,
1996; JASIULIONIS et al., 2007; SHI et al., 1996). No entanto, o uso terapéutico do
GCY7 é limitado, pois seus efeitos celulares ndo séo restritos a atuacéo sobre a DHPS,
podendo inibir diferentes enzimas que utilizam a espermidina como substrato,
resultando assim em efeitos colaterais (KAISER; AGOSTINELLI, 2022; LIU et al.,
2021a; OLIVERIO et al., 2014; TANAKA et al., 2020b; TAUC et al., 2021; TURPAEV,
2018). Além disso, a biodisponibilidade desse composto € restringida pelas poliaminas
oxidases fisiol6gicas presentes no sangue. Por esses motivos 0 CG7 nao é utilizado
em ensaios clinicos (D’AGOSTINO et al., 2020; LIU et al., 2021a; TAUC et al., 2021;
TURPAEYV, 2018).

A guanilhidrazona CNI-1493 foi identificada como um inibidor eficiente da
HsDHPS, sendo capaz de suprimir o ciclo de replicagdao do HIV-1 em culturas de
células (HAUBER et al., 2005). Posteriormente foi descrito que analogos do CNI-1493
suprimem a replicacdo do HIV-1 de maneira dose-dependente, sem efeitos colaterais
toxicos (SCHRODER et al., 2016). Ainda, o CNI-1493 foi testado como um inibidor de
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proteinas quinases ativadas por mitdbgenos (MAPKs) em um ensaio clinico em
pacientes com a doenc¢a de Crohn, sendo que uma resposta clinica foi observada em
67% dos pacientes ap0s quatro semanas de tratamento (HOMMES et al., 2002).
Entretanto, resta determinar se esses efeitos clinicos foram em parte relacionados ao
efeito inibitério do CNI-1493 sobre a hipusinacdo de elF5A, uma vez que esse
composto foi descrito posteriormente como um inibidor da HsDHPS (SOMMER et al.,
2004). Contudo, uma desvantagem do CNI-1493 é sua instabilidade em solucdo
(SCHRODER et al., 2016).

Com base na estrutura de inibidores conhecidos da HsDHPS, Ziegler e
colaboradores conceberam 20 compostos, incluindo o DHSI-15, que foi capaz de inibir
a sintese de hipusina no ensaio in vitro (ZIEGLER et al., 2012). DHSI-15 exerce um
efeito antiproliferativo forte em células BCR-ABL, incluindo mutantes resistentes ao
Imatinib. Apesar disso, este inibidor ndo se encontra atualmente em uso clinico (TAUC
et al., 2021).

Para obter inibidores da HsDHPS mais eficazes na prevencao da ativacao de
elF5A em células tumorais em proliferacdo, uma nova série de potentes inibidores
alostéricos foi desenvolvida recentemente, a partir da otimizacao da estrutura de um
composto hit obtido por meio de um ensaio de high-throughput screening (HTS)
(TANAKA et al., 2020a). O inibidor mais potente da série foi 0 bromobenzotiofeno YT-
119, apresentando um ICso de 62 nM. A analise por cristalografia de raios X desse
composto ligado a HsDHPS revelou uma mudanca conformacional nessa enzima,
sugerindo a presenca de um novo sitio alostérico (TANAKA et al., 2020a). Embora a
atividade anticancerigena do YT-11g precise ser melhor avaliada, a descoberta desse
sitio alostérico abriu novos caminhos para projetar inibidores alostéricos para a
HsDHPS (TANAKA et al., 2020a; TAUC et al., 2021).

Outro trabalho recente descreveu uma nova classe de inibidores alostéricos
potentes para a HsSDHPS (TANAKA et al., 2020b), no qual foram empregados estudos
de relacao estrutura-atividade, explorando os scaffolds biciclicos dos hits provenientes
de um ensaio HTS, que foram sugeridos como grupo farmacoforico (TANAKA et al.,
2020b). Esses compostos foram caracterizados como inibidores competitivos de NAD*
e, dentre estes, o derivado de 5,6-dihidrotieno[2,3-c]piridina (26d) apresentou um ICso
de 9,2 nM. Adicionalmente, a analise por cristalografia de raios X do complexo

HsDHPS/26d demonstrou um modo de ligacao distinto ao sitio alostérico da HsDHPS,
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em comparacéao com o inibidor YT-11g relatado anteriormente (TANAKA et al., 2020b).
Portanto, esse fato demonstra a versatilidade do sitio alostérico da HsDHPS como um
sitio drogavel, que pode ser utilizado para o desenvolvimento de inibidores para essa
enzima (TANAKA et al., 2020Db).

Também explorando o novo sitio alostérico da HsDHPS, derivados da 5-(2-
metoxifenoxi)-2-fenilpirimidin-4-amina foram projetados e sintetizados (LIU et al.,
2021a). Dentre eles, o composto 8m foi 0 mais potente (ICso = 14 nM) e apresentou
excelente inibicdo contra células de melanoma, superior a do GC7. Além disso, este
composto foi capaz de inibir a migracao de células de melanoma e inibiu efetivamente
o desenvolvimento de melanoma em um estudo in vivo, apresentando baixa toxicidade
(LIU et al., 2021a).

1.7. Estrutura tridimensional da DHPS

Outro fato que torna a DHPS um melhor alvo de estudo, em comparacédo com a
DOHH, é que existem mais informacBes a respeito de sua estrutura, incluindo a
estrutura cristalogréfica da HsDHPS ligada ao seu cofator NAD* (LIAO et al., 1998), a
inibidores (TANAKA et al.,, 2020a, 2020b; UMLAND et al., 2004) e a algumas
poliaminas, incluindo seu substrato, a espermidina (WATOR; WILK; GRUDNIK, 2020).

Com relacao a estrutura tridimensional, a HsDHPS se organiza na forma de um
homotetramero que consiste em quatro monémeros idénticos de aproximadamente 40
kDa (LIAO et al., 1998; UMLAND et al., 2004). As estruturas cristalograficas desta
enzima em complexo com NAD* (PDB: 1DHS) (LIAO et al., 1998) e em complexo com
NAD* e GC7(PDB: 1RQD) (Figura 6A) (UMLAND et al., 2004), revelaram que 0s
mondmeros se associam em dois pares de dimeros, totalizando quatro sitios ativos
por molécula, localizados nas interfaces dos dimeros (LIAO et al., 1998; UMLAND et
al., 2004). A espermidina se liga a HsSDHPS em uma cavidade estreita composta por
aminoacidos com propriedades fisico-quimicas especificas capazes de estabelecer
uma rede caracteristica de interagdo com o ligante, ancorando-a no sitio de ligacao
(Figura 6B) (LEE; UM; PARK, 2001; WATOR; WILK; GRUDNIK, 2020).
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Figura 6. Estruturada DHPS humana ligadaao NAD* e ao GC7. (A) Tetramero da HsDHPS
ligada ao NAD* (PDB ID: 1RLZ), com cada mondmero indicado por uma cor
diferente, sendo o NAD" representado em vermelho. Os diamantes pretos indicam
a localizacdo dos sitios ativos da enzima. (B) O inibidor GC7 (em amarelo) ligado
ao sitio ativo da HsDHPS. As interacdes entre 0 GC7 e a DHPS séo indicadas pelas
linhas pontilhadas pretas (PDB ID: 1RQD).

Fonte: adaptado de UMLAND et al., 2004.

Ao contrario dos demais eucariotos, os genomas dos tripanossomatideos e
Entamoeba sp. codificam dois genes paralogos da DHPS (NGUYEN et al., 2013). No
caso de Trypanosoma sp. e Leishmania sp., uma dessas isoformas parece estar
desativada cataliticamente, ou seja, ndo possui alguns residuos de aminoacidos
essenciais para a sua atividade (Figura 7) (NGUYEN et al., 2013; PHILLIPS, 2018).

Figura 7. Alinhamento multiplo de sequéncias baseado na estrutura da BmDHPS, HsDHPS,
LmDHPSB, LmDHPSA, TbDHPSp e TbDHPSc (préxima péagina). Os residuos
destacados em amarelo participam da ligagdo ao NAD*, em azul a espermidina ou ao
GC7 (mesma regido) e, em verde, da ligagdo a ambos. Os residuos destacados em preto
ou emoldurados em uma caixa sao conservados em todas as DHPSs analisadas. A lisina
catalitica encontra-se marcada com uma estrela vermelha. As lacunas séo indicadas por
pontos pretos. Para maior clareza, as inser¢des grandes da LmDHPSA foram omitidas
e seus comprimentos estdo indicados entre parénteses destacados em roxo. A estrutura
secundaria (a-hélices e folhas 3) e a numeragao mostrada na linha superior séo relativas
a estrutura da BmDHPSA. As sequéncias e estruturas das proteinas utilizadas no
alinhamento foram: BmDHPSA (UniProt ID AOA0J9XTC4; PDB ID 6W3Z2); HsDHPS
(UniProt ID P49366, PDB ID 1DHS); LmDHPSB/DHPSA (UniProt IDs Q4QD19 /
Q4Q3H5); e TbDHPSp/DHPSc (UniProt IDs Q4GZD1 / Q38BX0, PDB ID 6DFT). O
alinhamento estrutural foi realizado através do programa PROMALS3D (PEI; GRISHIN,
2007).
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Fonte: SILVA et al., 2020.

Diferentemente da HsDHPS, a DHPS de T. brucei corresponde a um

heterotetramero (dimero de heterodimeros) formado por uma isoforma cataliticamente

deficiente (TbDHPSc; c para catalitica) e outra inativa (TbDHPSp; p para proenzima),
sendo a DHPSc homodloga da HsDHPS (AFANADOR; TOMCHICK; PHILLIPS, 2018).
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Cada heterodimero contém dois sitios de ligacdo ao NAD™*, um localizado no sitio
catalitico funcional enquanto o outro esta localizado em um sitio remanescente inativo,
devido ao fato de ndo possuir alguns residuos cataliticos chave (Figura 7), incluindo a
lisina catalitica essencial para a realizacdo da hipusinagéo (Lys329 para HsDHPS;
Lys418 para TbDHPSc) (AFANADOR; TOMCHICK; PHILLIPS, 2018). A
oligomerizacdo entre a DHPSc e a DHPSp resulta em um aumento de mais de 1000
vezes na atividade catalitica em comparagdo com a atividade da DHPSc sozinha
(AFANADOR; TOMCHICK; PHILLIPS, 2018; NGUYEN et al., 2013). Uma arquitetura
heterotetramérica semelhante € sugerida para as DHPSs paralogas de Leishmania
major (SILVA et al., 2020).

Figura 8. Estruturada DHPS de T. brucei (TbDHPSc:DHPSp). (A) Representagdo da DHPS
humana (HsDHPS) e de T. brucei (TbDHPSc:DHPSp). A HsDHPS (cinza) forma
dois sitios ativos funcionais equivalentes em cada uma das duas interfaces dos
dimeros do homotetrametro. No caso da TbDHPSc:DHPSp, um sitio catalitico e um
sitio inativo séo formados entre a DHPSc (laranja) e a DHPSp (verde) na interface
do dimero; o tetrdmero é composto por um dimero de heterodimeros. (B) Estrutura
heterotetramérica da TbDHPSc:DHPSp com os quatro moléculas de NAD* ligadas
mostradas como esferas.

A
Human DHPS TbDHPS
(homotetramer) (heterotetramer)
A B DHPSp DHPSc
e V2 TN

\

A B DHPSc DHPSp
© Catalytic site O Dead sité

© Catalytic site

Fonte: adaptado de AFANADOR; TOMCHICK; PHILLIPS, 2018.

Sendo assim, estas diferencas estruturais significativas entre a DHPS de
agentes patogénicos e a enzima humana podem ser exploradas para o
desenvolvimento de moléculas que interajam especificamente com a enzima do
parasita, ndo gerando efeitos toxicos ao hospedeiro (AFANADOR; TOMCHICK;
PHILLIPS, 2018; AROONSRI et al., 2022; BILSLAND et al., 2016; CHAWLA et al.,
2010; PEGG, 2018; SILVA et al., 2020).
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Um exemplo de que a inibicdo seletiva da hipusinacdo em agentes patogénicos
€ possivel foi descrita para Fusarium graminearum, onde ha estudos mostrando que
a inibicdo da DHPS nesse fungo durante a infeccdo do trigo promoveu uma acao
especifica sobre o patégeno sem gerar interferéncia no desenvolvimento dos graos
(MARTINEZ-ROCHA et al., 2016; WORIEDH et al., 2011).

1.8. Descoberta de farmacos baseada na estrutura do alvo

A determinacao da estrutura tridimensional de uma proteina fornece pistas sobre
sua funcéo, mecanismo pelo qual essa funcéo ocorre e, em alguns casos, até mesmo
como esta é regulada (BROWN; SHOTTON, 2015; BURLEY, 2021; SWARBRICK et
al., 2020). A ideia de utilizar informacdes sobre a estrutura de uma proteina para
orientar a concepg¢ao de novos agentes terapéuticos teve origem entre os anos 1950
e 1960, quando as primeiras estruturas das proteinas mioglobina e hemoglobina foram
elucidadas por cristalografia de raios X (JASKOLSKI; DAUTER; WLODAWER, 2014,
THOMAS et al., 2017). Esse evento culminou com a determinacéo das propriedades
de transporte e armazenamento do oxigénio dessas proteinas, esclareceu as bases
moleculares da anemia falciforme e potenciais tratamentos para esta doenca
(PERUTZ; ROSA; SCHECHTER, 1978).

Similarmente, a determinacdo da sequéncia de aminoacidos e da estrutura
tridimensional da insulina foi empregada para projetar insulinas sintéticas de acéo
lenta para o tratamento do diabetes (THOMAS et al., 2017). Esses estudos inovadores
exemplificam como a exploracdo terapéutica sempre esteve intimamente ligada ao
entendimento da estrutura e funcédo das proteinas. E importante ressaltar que a
disponibilidade das estruturas tridimensionais de proteinas relevantes
terapeuticamente também permitiu a identificacdo e caracterizacdo de sitios
potenciais para a ligacdo de inibidores, fornecendo assim a base para o
desenvolvimento de farmacos baseadas em estruturas (VAN MONTFORT;
WORKMAN, 2017).

O planejamento de farmacos baseado na estrutura do alvo tornou-se uma
ferramenta muito util para o desenvolvimento de novos medicamentos (ANDERSON,
2003; BURLEY, 2021; MAVEYRAUD; MOUREY, 2020; ROBERTSON;
MEYEROWITZ; SKINIOTIS, 2022; TARI, 2012; THOMAS et al., 2017), sendo que 0s
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primeiros exemplos dessa abordagem foram o uso da estrutura da renina para projetar
anti-hipertensivos e da estrutura da protease do HIV-1 no planejamento de antivirais
contra a AIDS. Atualmente, essa técnica tem sido muito empregada para o
desenvolvimento de farmacos para o tratamento de cancer e de agentes infecciosos,
incluindo os direcionados ao SARS-CoV-2 e a organismos causadores de doencas
negligenciadas (AMELIA et al., 2022; BURLEY, 2021; DAI et al., 2020; FERREIRA,;
DE MORAES; ANDRICOPULO, 2022; JIN et al., 2020; SONI; PRATAP, 2022;
THOMAS et al., 2017; YAO et al., 2022a).

E importante ressaltar que a disponibilidade das estruturas tridimensionais de
proteinas também permite uma inspecao da topologia do sitio de ligacdo do farmaco
(BURLEY, 2021). Além disso, as propriedades eletrostaticas, como distribuicdo de
carga, podem ser cuidadosamente examinadas (BLANEY, 2012; CONS et al., 2022;
MANDAL; MOUDGIL; MANDAL, 2009). O uso dessas informacdes facilita o processo
de aprimoramento da molécula do farmaco, destacando as possiveis interacdes
existentes no sitio de ligacdo, sendo que esse conhecimento é empregado na tentativa
de gerar aumentos de poténcia e seletividade das moléculas (BROWN; SHOTTON,
2015; BURLEY, 2021; CONS et al., 2022; MAVEYRAUD; MOUREY, 2020; NERO;
PARKER; MORTON, 2018; ROBERTSON; MEYEROWITZ; SKINIOTIS, 2022). Essa
modulacao seletiva de um alvo por ligantes de alta afinidade gera uma interferéncia
em processos celulares especificos, conduzindo assim aos efeitos terapéuticos
desejados (BURLEY, 2021; PHILLIPS; RATHOD, 2010; URWYLER, 2011; VAN
MONTFORT; WORKMAN, 2017).

1.9. Doencas tropicais negligenciadas (DTNSs)

No ambito da necessidade de melhoria na seletividade dos farmacos disponiveis,
as doencas tropicais negligenciadas (DTNs) se destacam. Estas doencas sao
consideradas negligenciadas por ndo serem economicamente atrativas para o
desenvolvimento de medicamentos (DA CONCEICAO et al., 2022; EISENSTEIN,
2021; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

O plano estratégico da OMS voltado ao controle das DTNs para o periodo de
2021 a 2030 reconhece um conjunto heterogéneo de 20 condi¢des infecciosas que

devem ser priorizadas: (1) ulcera de Buruli, (2) doenca de Chagas, (3) dengue e
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chikungunya, (4) dracunculiase, (5) equinococose, (6) leishmaniose, (7) hanseniase,
(8) filariose linfatica, (9) oncocercose, (10) raiva, (11) esquistossomose, (12)
helmintoses transmitidos pelo solo (ascaridiase, ancilostomiase e tricuriase), (13)
teniase e cisticercose, (14) tracoma, (15) trematodiases alimentares, (16)
tripanossomiase africana, (17) bouba (treponematoses endémicas), (18) micoses
sistémicas, (19) sarna e outras ectoparasitoses e (20) envenenamento por picada de
serpentes (DA CONCEICAO et al., 2022; JACOBSEN et al., 2022; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021).

As DTNs ocorrem predominantemente em paises tropicais e subtropicais,
afetando pessoas vulneraveis que vivem na pobreza e em contato com organismos
infecciosos, além de diversos tipos de vetores (HOTEZ et al., 2020). Essas doencas
afetam cerca de 1,5 bilhdo de pessoas e causam até 500000 mortes por ano
(BANGERT et al., 2017; KLOHE et al., 2019; SRIPA et al., 2022; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021). Apesar do grande numero de pessoas acometidas, existem
poucas opcdes terapéuticas para o tratamento das DTNs. Além disso, tais
medicamentos apresentam efeitos colaterais graves nos pacientes e o surgimento de
organismos infecciosos resistentes ao medicamentos disponiveis tem sido relatado
(FIORAVANTI et al., 2020; PHILLIPS, 2018; SCARIOT et al., 2022; WENG; CHEN;
WANG, 2018). Ainda, a escassez de alvos validados é uma grande desvantagem no
contexto das DTNs (FERREIRA; DE MORAES; ANDRICOPULO, 2022).

A falta de atencdo para essas doencas é desproporcional a sua importancia
global (WENG; CHEN; WANG, 2018), sendo que as DTNs foram ignoradas por
fabricantes de medicamentos e formuladores de politicas publicas por décadas (AL
JALALI; ZEITLINGER, 2020; EL-SAYED; KAMEL, 2020; HOTEZ; PECOUL, 2010).
Coordenados pela OMS, organizag0es filantropicas, governos nacionais e a industria
farmacéutica tem feito esfor¢cos para melhorar esse cenario, mas o controle das DTNs
ainda é inadequado e dificil, sendo que a falta de medicamentos seguros, eficazes e
acessiveis é um fator determinante para tal situacdo (AL JALALI; ZEITLINGER, 2020;
DA CONCEICAO et al., 2022; LAGO; DOMINGUES PASSERO, 2022; WENG; CHEN;
WANG, 2018). As necessidades de tratamento n&o atendidas causam alta
mortalidade e incapacidade, impondo assim consequéncias sociais e econbmicas
severas para as pessoas afetadas (BANGERT et al., 2017; WENG; CHEN; WANG,
2018).
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Para complicar ainda mais a situacdo das DTNs, a pandemia da COVID-19
afetou gravemente os sistemas de saude e as economias em todo o mundo e resultou
na suspensao de muitos servigcos e programas de saude, incluindo aqueles voltados
para a mitigagdo das DTNs (BROOKER et al., 2021). Diversos estudos recentes
demonstram extrema preocupacdo com o controle das DTNs durante e apos a
pandemia da COVID-19 (AKINOKUN et al., 2021; EHRENBERG et al., 2020, 2021;
EISENSTEIN, 2021; HOTEZ; FENWICK; MOLYNEUX, 2021; MARTINEZ-JUAREZ et
al., 2020; MCKAY et al., 2021; MIGUEL et al., 2021; PAUL; SINGH, 2022). A previséo
€ que a COVID-19 continuard a desviar os recursos financeiros e humanos
necessarios para o combate das DTNs, podendo até reverter o progresso alcancado
até o momento no controle e eliminacdo das mesmas (EHRENBERG et al., 2020,
2021; ELPHICK-POOLEY; ENGELS, 2022; MIGUEL et al., 2021; PAUL; SINGH,
2022). Ainda, o impacto econémico negativo que a COVID-19 tem gerado esta
levando uma grande parcela da populacdo mundial a pobreza extrema, o que € um
agravante para a ocorréncia das DTNs (AKINOKUN et al., 2021; EHRENBERG et al.,
2020, 2021; HOTEZ; FENWICK; MOLYNEUX, 2021; PAUL; SINGH, 2022).

Nesse contexto, considerando a natureza altamente especifica da hipusinacéo,
as enzimas biosintéticas da hipusina, principalmente a DHPS, apresentam-se como
alvos potenciais para intervencgdes terapéuticas, incluindo as voltadas para patégenos
eucariotos causadores de DTNs. Esse fato € de extrema importancia, pois ha uma
grande necessidade da descoberta de novas moléculas seguras, eficazes e
acessiveis para o tratamento dessas doencas. Além disso, ja foram descritas
diferencas estruturais significativas entre a HsSDHPS e a DHPS de alguns parasitas
causadores de DTNSs, o que pode favorecer a descoberta de inibidores seletivos para
esses organismos (AFANADOR; TOMCHICK; PHILLIPS, 2018; AROONSRI et al.,
2022; CHAWLA et al.,, 2010; PHILLIPS, 2018; SILVA et al., 2020) através da
caracterizacao da estrutura tridimensional da DHPS dos mesmos e da triagem de

inibidores em larga escala.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Determinar a estrutura tridimensional da enzima DHPS (primeira etapa da
hipusinacao) de diferentes organismos patogénicos causadores de doencgas tropicais
negligenciadas e buscar inibidores para essas enzimas por meio de um ensaio de
high-throughput drug screening in vitro. Para tanto, foram escolhidas as DHPSs dos
seguintes organismos patogénicos: Paracoccidioides brasiliensis, Histoplasma
capsulatum, Brugia malayi e Leishmania sp. (duas isoformas).

2.2. Objetivos Especificos

¢ Producédo das DHPSs dos patdgenos escolhidos em Escherichia coli, apés a
clonagem de varias porcdes dos genes de interesse, além do gene completo,
através da metodologia de clonagem independente de ligacdo (Ligation
Independent Cloning; LIC);

e Purificacdo das DHPSs produzidas de forma soluvel em E. coli;

¢ Rastreamento automatizado para obtencédo de cristais das proteinas purificadas;

e Determinacédo da estrutura cristalogréafica por difracao de raios X das DHPSs das
quais se obtenham cristais de tamanho e organizacdo suficientes para a
determinac&o de uma estrutura de alta resolucéo (em torno de 2 A);

e Padronizacdo e aumento de escala do ensaio enzimatico in vitro com as DHPSs
de interesse para buscar inibidores direcionados as DHPSs desses patdgenos

através do ensaio de high-throughput drug screening in vitro.
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3. MATERIAIS E METODOS

As informagfes sobres as linhagens de Escherichia coli, os plasmideos e os
materiais utilizados para a clonagem das DHPSs de interesse estao listados nas

Tabelas 1, 2 e 3, respectivamente.

Tabela 1. Linhagens de E. coli empregadas neste trabalho.

Linhagens Genotipo Origem
F- @80(lacZ)AM15 AlacX74 hsdR(rK-mK+) ArecA1398 .
Machl™ Invitrogen
endAl tonA

F- 80(lacZ)AM15 A (lacZYAargF)U169 endAl recAl

GC5™ relAl gyrA96 hsdR17 (rK—, mK+) phoA supE44 thi-1 |- Sigma-Aldrich
T1R
BL21(DE3)-R3- (GILEADI et
F- ompT hsdSg(rs- mg’) gal decm (DE3) pRARE2 (ChlorR)
pRARE2 al., 2008)

BL21 - pGKJES8

F-, ompT, hsdSB(rB - mB -), gal, dcm pGKJE8 (ChlorR) Takara Bio
(groES-groEL)

Fonte: autoria propria.

Tabela 2. Plasmideos empregados neste trabalho.

Plasmideo Caracteristicas Origem
Vetor de expresséo pET; tag Hiss no N-terminal; sitio de SGC-Oxford
pNIC28-Bsa4 clivagem por protease TEV; sitios para clonagem LIC; gene (STOLS et al.,
sacB como “stuffer” e selegéo negativa; kan®; T7pr 2002)

Vetor de expressao pET; tag Hiss no C-terminal; sitio de

pNIC-CTHO clivagem por protease TEV; sitios para clonagem LIC; gene SGC-Oxford
sacB como “stuffer” e selecdo negativa; kanR; T7pr
) i . SGC-Oxford
Vetor de expressao pET; tags Hiss e SUMO no N-terminal; sitio (WEEKS;
pSUMO-LIC de clivagem por protease de SUMO,; sitios para clonagem LIC; DRINKER"
gene sacB como “stuffer” e selegdo negativa; kan®; T7pr '
LOLL, 2007)

Vetor de expresséo pET; tags Hiss e Z-basic (ZB) no N-terminal; SGC-Oxford
pNIC-Zb sitio de clivagem por protease TEV; sitios para clonagem LIC; (HEDHAMMAR;

gene sacB como “stuffer” e selegdo negativa; kan®; T7pr HOBER, 2007)
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Vetor de expressao pET com dois sitios de clonagem

multipla para co-expresséao de proteinas; Tag Hiss no N-

pPETDuet-1 ) N . Merck Millipore
terminal do sitio de clonagem mudltipla 1 e S*Tag™ no C-
terminal do sitio de clonagem mudiltipla 2 ; ampR; T7pr
Vetor de expressédo pET; tag Hise no N-terminal; sitio de Wesley Courtlandt
pAVA0421 clivagem por HRV-protease 3C; sitios para clonagem LIC; Van Voorhis
ampR; T7pr
Vetor de expressao pET; tags Hiss € MBP no N-terminal;
» ] . (HEWITT et al.,
pAVA-MBP sitio de clivagem por HRV-protease 3C; sitios para 2011)
clonagem LIC; ampR; T7pr
Vetor de expressao pET; tags Hiss € TrxA no N-terminal; Wesley Courtlandt
PAVA-TRX sitio de clivagem por HRV-protease 3C; sitios para Van Voorhis
clonagem LIC; ampR; T7pr
Vetor de expressao pET; tags Hiss € SUMO no N-terminal; Wesley Courtlandt
pAVA-SUMO sitio de clivagem por protease de SUMO,; sitios para Van Voorhis
clonagem LIC; ampR; T7pr
pPET24b/HsDHPS-Hiss; Vetor de expresséo pET contendo
pVvZ1142 a isoforma A da DHPS de humano; tag Hiss ndo clivavel no John Hershey

C-terminal; kanR; T7pr

Fonte: autoria prépria.
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Tabela 3. Oligonucleotideos, plasmideos e DNA molde para a PCR utilizados na clonagem das DHPSs de interesse.

Oligonucleotideo Plasmideo Sequéncia (5°-3’)? Organismo/ Sigla da DHPS Molde para a PCR
BmDHPSA F1 pNIC28-Bsa4 TACTTCCAATCCATGGACAACGGTAACTGTAAATTCGATGTTC B. malayi (BmMDHPSA) Gene sintético
BmMDHPSA F2 pNIC28-Bsa4 TACTTCCAATCCATGGGTAACTGTAAATTCGATGTTCATATCGCC B. malayi (BmMDHPSA) Gene sintético
BmDHPSA F3 pNIC28-Bsa4 TACTTCCAATCCATGAAATTCGATGTTCATATCGCCGAAATGT B. malayi (BmDHPSA) Gene sintético
BmDHPSA F4 pNIC28-Bsa4 TACTTCCAATCCATGGATGTTCATATCGCCGAAATGTCC B. malayi (BmDHPSA) Gene sintético
HcDHPSA F1 pNIC28-Bsa4 TACTTCCAATCCATGGCAGGCAACGGTGTGGA H. capsulatum (HCDHPSA) Gene sintético
HcDHPSA F2 pNIC28-Bsa4 TACTTCCAATCCATGGGTGTGGACGGGACCTCT H. capsulatum (HCDHPSA) Gene sintético
HcDHPSA F3 pNIC28-Bsa4 TACTTCCAATCCATGTCTGCTGTCCCGTCAGTC H. capsulatum (HCDHPSA) Gene sintético
HcDHPSA F4 pNIC28-Bsa4 TACTTCCAATCCATGCCGTCAGTCTCCACCGCT H. capsulatum (HCDHPSA) Gene sintético
LmDHPSA F1 pNIC28-Bsa4 TACTTCCAATCCATGGCGAATATTGCGGAGTCTGC L. major (LmDHPSA) DNA gendmico
LmDHPSA F2 pNIC-CTHO TTAAGAAGGAGATATACTATGGCCAACATAGCGGAATCGGC L. major (LmDHPSA) Gene sintético
LmDHPSA F3 pSUMO-LIC ACCAGGAGCAAACGGGAGGTATGGCCAACATAGCGGAA L. major (LmDHPSA) Gene sintético
LmDHPSA F4 pN;EIZE-Sz&M TACTTCCAATCCATGGCCAACATAGCGGAATCG L. major (LmDHPSA) Gene sintético
LmDHPSB F1 pNIC28-Bsa4 TACTTCCAATCCATGCTTGCCTCTGCCCCAGC L. major (LmDHPSB) DNA gendmico
LmDHPSB F2 pNIC28-Bsa4 TACTTCCAATCCATGCCGGCCAAGAAGGACTCC L. major (LmDHPSB) DNA gendmico
LmDHPSB F3 pNIC28-Bsa4 TACTTCCAATCCATGTCCGCTGCGTCCCGTAGG L. major (LmDHPSB) DNA gendmico
LmDHPSB F4 pNIC28-Bsa4 TACTTCCAATCCATGAAGGATGACTCATCAGCGAGAGT L. major (LmDHPSB) DNA gendmico
LmDHPSB F5 pNIC-CTHO TTAAGAAGGAGATATACTATGTTAGCGAGTGCACCGGCA L. major (LmDHPSB) Gene sintético
LmDHPSB F6 pNFIJEIZCS:-;S)a4 TACTTCCAATCCATGTTAGCGAGTGCACCGGC L. major (LmDHPSB) Gene sintético
LmDHPSB F7 pSUMO-LIC ACCAGGAGCAAACGGGAGGTATGTTAGCGAGTGCACCG L. major (LmDHPSB) Gene sintético
LmDHPSB F8 pSUMO-LIC ACCAGGAGCAAACGGGAGGTCCAGCCAAGAAAGATTCAGC L. major (LmDHPSB) Gene sintético
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LmDHPSB F9 pNIC-CTHO TTAAGAAGGAGATATACTATGCCAGCCAAGAAAGATTCAGCCG L. major (LmDHPSB) Gene sintético
pNIC28-Bsa4 ] o
LmDHPSB F10 NIC-Zb TACTTCCAATCCATGCCAGCCAAGAAAGATTCAGC L. major (LmDHPSB) Gene sintético
p -
pNIC28-Bsa4 i o
LmDHPSB F11 NIC-Zb TACTTCCAATCCATGTCAGCCGCGAGTCGTAGA L. major (LmDHPSB) Gene sintético
p -
LmDHPSB F12 pSUMO-LIC ACCAGGAGCAAACGGGAGGTTCAGCCGCGAGTCGTAGA L. major (LmDHPSB) Gene sintético
LmDHPSB F13 pNIC-CTHO TTAAGAAGGAGATATACTATGTCAGCCGCGAGTCGTAGAAAGT L. major (LmDHPSB) Gene sintético
LmDHPSB F14 pSUMO-LIC ACCAGGAGCAAACGGGAGGTAAAGATGATTCTTCGGCACG L. major (LmDHPSB) Gene sintético
pNIC28-Bsa4 . o
LmDHPSB F15 NIC-Zb TACTTCCAATCCATGAAAGATGATTCTTCGGCACGGG L. major (LmDHPSB) Gene sintético
p -
LmDHPSB F16 PNIC-CTHO  TTAAGAAGGAGATATACTATGAAAGATGATTCTTCGGCACGGGTTTC L. major (LmDHPSB) Gene sintético
pAVA0421
pAVA-MBP b -
LbDHPSA AVA F DAVA-TRX GGGTCCTGGTTCGATGGCGAGCATTGCGGAG L. brasiliensis (LbDHPSA) DNA gendmico
pPAVA-SUMO
pPAVA0421
LbDHPSB AVA F pAVA-MBP GGGTCCTGGTTCGATGGCTGCCTCTGACTCAGC L. brasiliensis (LbDHPSB) DNA gendmico
PAVA-TRX
pPAVA-SUMO
pPAVA0421
pAVA-MBP . A
LdDHPSA AVA F DAVA-TRX GGGTCCTGGTTCGATGGCGAATATTGCGGAATCTGC L. donovani (LADHPSA) DNA gendmico
pAVA-SUMO
pAVA0421
pAVA-MBP L. donovani (LADHPSB) DNA gendmico
LdDHPSB AVA F DAVA-TRX GGGTCCTGGTTCGATGCTTGCCTCTGTCCCAGC

PAVA-SUMO
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LIDHPSA AVA F

PAVA0421
pAVA-MBP
PAVA-TRX

PAVA-SUMO

GGGTCCTGGTTCGATGGCGAATATTGCGGAATCTGC

L. infantum (LIDHPSA)

DNA gendmico

LIDHPSB AVA F

PAVA0421

pAVA-MBP

PAVA-TRX
PAVA-SUMO

GGGTCCTGGTTCGATGCTTGCCTCTGTCCCAGC

L. infantum (LIDHPSB)

DNA gendmico

LMDHPSA AVA F

PAVA0421
pAVA-MBP
PAVA-TRX

PAVA-SUMO

GGGTCCTGGTTCGATGGCGAATATTGCGGAGTCTG

L. major (LmDHPSA)

DNA gendmico

LmDHPSB AVA F

PAVA0421
pAVA-MBP
PAVA-TRX

PAVA-SUMO

GGGTCCTGGTTCGATGCTTGCCTCTGCCCCA

L. major (LmDHPSB)

DNA gendmico

LmeDHPSA AVA F

PAVA0421
pAVA-MBP
PAVA-TRX

PAVA-SUMO

GGGTCCTGGTTCGATGGCGAATATTGCGGAGTCTG

L. mexicana (LmeDHPSA)

DNA gendmico

LmeDHPSB AVA F

PAVA0421

pAVA-MBP

PAVA-TRX
PAVA-SUMO

GGGTCCTGGTTCGATGCTTACCTCTGCTCCAGCG

L. mexicana (LmeDHPSB)

DNA gendmico

PbDHPSA F1

pNIC28-Bsa4

TACTTCCAATCCATGAATTCACAATCTAAAAGCGCTCCTTCA

P. brasiliensis (PbDHPSA)

cDNA

PbDHPSA F2

pNIC28-Bsa4

TACTTCCAATCCATGTCACAATCTAAAAGCGCTCCTTCA

P. brasiliensis (PbDHPSA)

cDNA

PbDHPSA F3

pNIC28-Bsa4

TACTTCCAATCCATGAGCGCTCCTTCATCGGCA

P. brasiliensis (PbDHPSA)

cDNA

BmDHPSA R1

pNIC28-Bsa4

TATCCACCTTTACTGTCAGGCTTCTTGCAATTCGGA

B. malayi (BmDHPSA)

Gene sintético
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HcDHPSA R1 pNIC28-Bsa4 TATCCACCTTTACTGTCAACAACGGGAACCTTCCGG H. capsulatum (HCDHPSA) Gene sintético
HcDHPSA R2 pNIC28-Bsa4 TATCCACCTTTACTGTCACGGCAACGAAGAACCAGA H. capsulatum (HCDHPSA) Gene sintético
HcDHPSA R3 pNIC28-Bsa4 TATCCACCTTTACTGTCAAGACCAGGGTTGCCGTTT H. capsulatum (HCDHPSA) Gene sintético
HcDHPSA R4 pNIC28-Bsa4 TATCCACCTTTACTGTCAAGGTGCCTCCTTGACCTC H. capsulatum (HCDHPSA) Gene sintético
LmDHPSA R1 pNIC28-Bsa4 TATCCACCTTTACTGTCATTCTCCACGACACAGGTG L. major (LmDHPSA) DNA gendmico
LmDHPSA R2 pNIC28-Bsa4 TATCCACCTTTACTGTCAGGAGACGTCTTGCGGCAG L. major (LmDHPSA) DNA gendmico
LmDHPSA R3 pNIC28-Bsa4 TATCCACCTTTACTGTCACGAGGATTGCCTCCTGCG L. major (LmDHPSA) DNA gendmico
LmDHPSA R4 pNIC28-Bsa4 TATCCACCTTTACTGTCACGGCTGCGCGTCGTCCGT L. major (LmDHPSA) DNA gendmico
LmDHPSA R5 pNIC-CTHO GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCCTCACCGCGACACAAATG L. major (LmDHPSA) Gene sintético
LmDHPSA R6 pSUMO-LIC CAGACCGCCACCGCTTCACTCACCGCGACACAAATG L. major (LmDHPSA) Gene sintético
LmDHPSA R7 pN;EIZCS-Eza4 TATCCACCTTTACTGTCACTCACCGCGACACAAATG L. major (LmDHPSA) Gene sintético
LmDHPSA R8 pNIC-CTHO GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCGGAGACATCCTGAGGTAAAC L. major (LmDHPSA) Gene sintético
LmDHPSA R9 pSUMO-LIC CAGACCGCCACCGCTTCAGGAGACATCCTGAGGTAAAC L. major (LmDHPSA) Gene sintético
LmDHPSA R10 pN;EIZE-SZaAr TATCCACCTTTACTGTCAGGAGACATCCTGAGGTAAACG L. major (LmDHPSA) Gene sintético
LmDHPSA R11 pSUMO-LIC CAGACCGCCACCGCTTCAGGACGATTGGCGTCTGCG L. major (LmDHPSA) Gene sintético
LmDHPSA R12 pNIC-CTHO GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCGGACGATTGGCGTCTGCG L. major (LmDHPSA) Gene sintético
LmDHPSA R13 pN;EIZE-SZaAr TATCCACCTTTACTGTCAGGACGATTGGCGTCTGCG L. major (LmDHPSA) Gene sintético
LmDHPSA R14 pSUMO-LIC CAGACCGCCACCGCTTCAGGGTTGCGCGTCGTCGGT L. major (LmDHPSA) Gene sintético
LmDHPSA R15 pN;EIZE-S:’:M TATCCACCTTTACTGTCAGGGTTGCGCGTCGTCGGT L. major (LmDHPSA) Gene sintético
LmDHPSA R16 pNIC-CTHO GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCGGGTTGCGCGTCGTCGGT L. major (LmDHPSB) Gene sintético
LmDHPSB R1 pNIC28-Bsa4 TATCCACCTTTACTGTCACGCTGCAGCCCCCTCCAG L. major (LmDHPSB) DNA gendmico
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LmDHPSB R2

pSUMO-LIC

CAGACCGCCACCGCTTCAGGCTGCGGCACCCTCTAA

L. major (LmDHPSB)

Gene sintético

LmDHPSB R3

pNIC28-Bsa4
pNIC-Zb

TATCCACCTTTACTGTCAGGCTGCGGCACCCTCTAA

L. major (LmDHPSB)

Gene sintético

LmDHPSB R4

pNIC-CTHO

GATTGGAAGTAGAGGTTCTCTGCGGCTGCGGCACCCTCTAA

L. major (LmDHPSB)

Gene sintético

LbDHPSA AVA R

PAVA0421
pAVA-MBP
PAVA-TRX

PAVA-SUMO

CTTGTTCGTGCTGTTTACTAAACGCCCTTCACCACACTGGTG

L. brasiliensis (LbDHPSA)

DNA gendmico

LbDHPSB AVA R

PAVA0421
pAVA-MBP
PAVA-TRX

PAVA-SUMO

CTTGTTCGTGCTGTTTACTACGCTGCTGCATCCTCCAG

L. brasiliensis (LoDHPSB)

DNA gendmico

LdDHPSA AVAR

PAVA0421

pAVA-MBP

PAVA-TRX
PAVA-SUMO

CTTGTTCGTGCTGTTTATCATTCTCCAAGACACGGGTGGG

L. donovani (LADHPSA)

DNA gendmico

LdDHPSB AVA R

PAVA0421

pAVA-MBP

PAVA-TRX
PAVA-SUMO

CTTGTTCGTGCTGTTTATTACGCTGCGGCCCGC

L. donovani (LdADHPSB)

DNA gendmico

LIDHPSA AVA R

PAVA0421
pAVA-MBP
PAVA-TRX

PAVA-SUMO

CTTGTTCGTGCTGTTTATCATTCTCCAAGACACGGGTGGG

L. infantum (LIDHPSA)

DNA gendmico

LiDHPSB AVA R

PAVA0421
pAVA-MBP
PAVA-TRX

PAVA-SUMO

CTTGTTCGTGCTGTTTATTACGCTGCGGCCCGC

L. infantum (LIiDHPSB)

DNA gendmico
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LmMDHPSA AVA R

PAVA0421
pAVA-MBP
PAVA-TRX

PAVA-SUMO

CTTGTTCGTGCTGTTTATCATTCTCCACGACACAGGTGAG

L. major (LmDHPSA)

DNA gendmico

LmDHPSB AVA R

PAVA0421

pAVA-MBP

PAVA-TRX
PAVA-SUMO

CTTGTTCGTGCTGTTTATTACGCTGCAGCCCCCTC

L. major (LmDHPSB)

DNA gendmico

LmeDHPSA AVA R

PAVA0421
pAVA-MBP
PAVA-TRX

PAVA-SUMO

CTTGTTCGTGCTGTTTATCATTCTCCAGCACACGGGC

L. mexicana (LmeDHPSA)

DNA gendmico

LmeDHPSB AVA R

PAVA0421
pAVA-MBP
PAVA-TRX

PAVA-SUMO

CTTGTTCGTGCTGTTTATTACGCTGCTGCCCTCTCCA

L. mexicana (LmeDHPSB)

DNA gendmico

PbDHPSA R1

pNIC28-Bsa4

TATCCACCTTTACTGTCATTTTTGCAGCTGTTTCTCAGTCC

P. brasiliensis (PbDHPSA)

cDNA

2. Regido destacada em negrito representa a sequéncia para a clonagem independente de ligacdo para cada vetor utilizado.

Fonte: autoria propria.
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Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biologia Celular e
Molecular de Microrganismos da UNESP, no Campus de Araraquara; no Centro de
Quimica Medicinal (CQMED) da UNICAMP; e no grupo de purificacdo de proteinas do
Seattle Structural Genomics Center for Infectious Diseases (SSGCID) do Dr. Wesley
C. Van Voorhis, na Universidade de Washington, Seattle-EUA (BEPE FAPESP
2019/24812-0). As Figuras Suplementares 1 e 2 demonstram o fluxo de trabalho
realizado no CQMED e na Universidade de Washington, respectivamente.

O cultivo das linhagens de E. coli, modo de preparo e composi¢cao dos meios de
cultura e solucbes, bem como as técnicas utilizadas neste trabalho foram realizadas
de acordo com protocolos padrdo (AUSUBEL et al., 2003; BRYAN et al., 2011; CHOI
et al., 2011; STUDIER, 2005).

A Figura Suplementar 3 compreende a representacao das principais construgoes
(porcdes dos genes de interesse) utilizadas neste trabalho e a Figura Suplementar
4 resume quais construcdes foram empregadas durante os principais experimentos

executados neste trabalho.

3.1. Clonagem das DHPSs dos patégenos eucariotos por clonagem

independente de ligacéo (LIC)

Foram desenhados conjuntos de oligonucleotideos que amplificavam as
sequéncias completas (full-length) e sequéncias parciais de cada DHPSs de interesse
(Tabela 3). Essas sequéncias parciais geraram proteinas truncadas, com a remoc¢ao
de trechos possivelmente ndo estruturados, o que poderia favorecer a producao das
DHPSs solaveis em E. coli e a aquisi¢cao de estruturas compactas durantes os ensaios
de cristalizagéo (GILEADI et al., 2008; SAVITSKY et al., 2010). Para determinar quais
seriam 0s segmentos da sequéncia do gene alvo clonados, aqui denominados
construgdes, a melhor correspondéncia para essas proteinas no Protein Data Bank
(PDB) foi identificada, através da ferramenta BLAST (MADDEN; TATUSOV; ZHANG,
1996). Apos esse processo, foi executado um alinhamento multiplo das sequéncias
das DHPSs com a sequéncia de maior correspondéncia no PDB, através do software
de predicdo de estrutura secundéaria GenomeThreader (GREMME et al., 2005) para
determinar quais regides poderiam ser removidas nas diferentes DHPSs.

ApOs esse processo, as regides codificadoras dos genes das DHPSs de P.
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brasiliensis (PbDHPSA, gene ID: 22579983), H. capsulatum (HCDHPSA, gene ID:
5442746), B. malayi (BmDHPSA, gene ID: 6098167) e L. major (duas isoformas:
LmDHPSA, gene ID: 5654787; LmDHPSB, gene 1D:5651301) foram amplificados por
PCR utilizando os oligonucleotideos que continham as sequéncias LIC para cada
vetor utilizado (regides destacadas na Tabela 3).

No caso das LmDHPSs, além da utilizacdo do DNA gendmico como molde para
a PCR, também foram adquiridos genes sintéticos com a otimizacdo de codons para
E. coli para as duas isoformas (Integrated DNA Technologies; IDT), como uma
estratégia para aumentar o rendimento na producédo dessas proteinas. Informacoes
detalhadas sobre sequéncias de oligonucleotideos, DNA molde utilizado para a PCR
e 0s vetores de expressdo em E. coli empregados durante a clonagem estéo
disponiveis na Tabela 3.

As reacdes de PCR para as clonagens foram realizadas nas seguintes
condi¢cbes: tampdo da enzima Phusion Polymerase 1X, 200 uM de cada dNTP, DNA
molde (200 ng no caso de DNA gendmico ou cDNA e 12,5 ng no caso de gene
sintético; Tabela 3), 0,5 uM de cada combinacédo de oligonucleotideos (descrita nos
resultados) e 1 U de Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (NEB), em um volume de
50 yL e utilizando uma ciclagem touch-down PCR (GILEADI et al., 2008). Para
confirmar a amplificacdo do segmento alvo (inserto), os produtos da PCR foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5% (m/V) em TAE (Tris 40 mM, &cido
acético glacial 0,11% e EDTA 1 mM), contendo 1:10000 (V/V) de SYBR Safe DNA Gel
Stain (Thermo Fisher Scientific). O DNA foi visualizado utilizando luz ultravioleta e a
imagem documentada através do fotodocumentador L-PIX EX (Loccus). No caso de
sucesso na amplificacao, os produtos de PCR foram purificados pelo kit Pure link PCR
purification (Invitrogen). Posteriormente, os produtos de PCR purificados foram
clonados no vetor de expressao de proteinas em E. coli pNIC28-Bsa4 (Tabela 2) pela
metodologia de clonagem LIC (SAVITSKY et al., 2010; STOLS et al., 2002; TOSARINI
et al., 2018).

Para realizar a clonagem LIC, o plasmideo pNIC28-Bsa4 foi digerido com a
enzima de restricdo Bsal, sendo em seguida purificado com o kit Pure link PCR
purification (Invitrogen). Apds esse processo, 0s insertos e o vetor linearizado foram
incubados com a enzima DNA polimerase T4, com o intuito de gerar extremidades

complementares de fitas simples entre o inserto e o vetor, através de sua atividade 3'-
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exonuclease, para promover o anelamento entre eles. Para isso, 0s insertos foram
tratados com a DNA polimerase T4 (NEB) na presenca de dCTP 5 mM e o vetor
linearizado foi tratado com a DNA polimerase T4 (NEB) na presenca de dGTP 5 mM,
seguindo as recomendac6es do fabricante. Apés essa etapa, 4 uL dos insertos e 2 pL
do vetor foram incubados por 30 min a temperatura ambiente para promover o
anelamento entre eles.

Apds essa etapa de anelamento, as células quimicamente competentes Machl
de E. coli (Thermo Fisher Scientific; Tabela 1) foram transformadas por choque térmico
com os plasmideos recombinantes. As células foram entdo plagueadas em meio Luria-
Bertani solido (LB-agar; triptona 1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 1% e agar 2%)
suplementado com canamicina 50 pg/mL e sacarose 5%. O meio foi suplementado
com sacarose, pois os sitios LIC nos vetores sao separados por um fragmento stuffer
gue carreia o gene sacB de Bacillus subtilis, que confere sensibilidade a sacarose e
fornece uma selecdo negativa contra o vetor ndo digerido no meio de cultura
suplementado com sacarose (GILEADI et al., 2008). Ainda, os clones positivos foram
rastreados por PCR de coldnia e confirmados por sequenciamento de DNA (dados

nao mostrados).
3.2. Subclonagem da LmDHPSA e da LmDHPSB no vetor pETDuet-1

A sequéncia completa dos genes da LmDHPSA e da LmDHPSB clonados no
vetor pNIC28-Bsa4 (descrito no tépico 3.1) foram subclonados no vetor pETDuet-1
(Tabela 2) com o intuito de realizar a co-expressao dessas proteinas. A clonagem da
LmDHPSA foi realizada no sitio de clonagem multipla 1 (MCS-1) do pETDuet-1,
utilizando as enzimas de restricdo Xbal e Hindlll, enquanto que a clonagem da
LmDHPSB foi realizada no sitio de clonagem multipla 2 (MCS-2) utilizando as enzimas
de restricao Ndel e Xhol.

Na primeira etapa de clonagem, os plasmideos pETDuet-1 e pNIC28-Bsa4
contendo a LmDHPSB (pNIC28-Bsa4/LmDHPSB) foram digeridos separadamente
com as enzimas Ndel-FD (Thermo Fischer Scientific) e Xhol-FD (Thermo Fischer
Scientific), na presenca do tampéo FastDigest Green Buffer 1X (Thermo Fischer
Scientific), totalizando um volume de 100 uL, sendo que esta reagao de digestao foi

incubada a 37 °C por 45 min. Em seguida, o produto da digestédo foi analisado por
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eletroforese em gel de agarose 1,5% e purificado utilizando o kit PureLink Quick Gel
Extraction (Invitrogen).

Na segunda etapa da clonagem, o vetor pNIC28-Bsa4 contendo a LmDHPSA
(pPNIC28-Bsa4/LmDHPSA) e o pETDuet-1 ja contendo a inser¢cdo da LmDHPSB
(PETDuet-1/LmDHPSB), foram digeridos com as enzimas de restricdo Xbal-FD
(Thermo Fischer Scientific) e Hindlll-FD (Thermo Fischer Scientific), na presenca do
tampao FastDigest Green Buffer 1X (Thermo Fischer Scientific), totalizando um
volume de 100 pL, sendo que esta reacédo de digestédo foi incubada a 37 °C por 45
min. Apds esse processo, o produto da digestéo foi analisado por eletroforese em gel
de agarose 1,5% e purificado utilizando o kit PureLink Quick Gel Extraction
(Invitrogen).

As reacdes de ligacédo envolvendo o pETDuet-1 e os insertos eram constituidas
pelo tampéo da ligase 1X, uma proporcdo molar de trés partes de inserto para uma
parte do vetor (40 ng) e 1 U/uL de DNA ligase T4 (Invitrogen), totalizando um volume
de 20 uL. Essas reac¢@es foram incubadas por 16 h a 14 °C e, ap0s esse periodo, 10
ML do produto da ligacdo foram utilizados para transformar as células quimicamente
competentes Machl de E. coli (Thermo Fisher Scientific; Tabela 1) por choque
térmico. Em seguida, essas células foram plaqueadas em meio LB-agar suplementado
com ampicilina 50 yg/mL. A clonagem foi confirmada por diagndstico de restricao,
onde foram empregadas as mesmas enzimas utilizadas para a clonagem, e por
sequenciamento de DNA (dados ndo mostrados).

Duas linhagens de E. coli de expresséao de proteinas, a BL21 (DE3)-R3-pRARE2
e a BL21-pGKJES8 (Tabela 1), foram transformadas por choque térmico com o vetor
pETDuet-1 carreando as LmDHPSs para gerar os clones de expressao, assim como
descrito no topico 3.1.

3.3. Clonagem independente de ligacéo (LIC) das DHPSs de Leishmania sp. em

vetores de expressao alternativos

As construcdes desenhadas inicialmente para a LmDHPSA (gene ID: 5654787)
e LmDHPSB (gene ID: 5651301) também foram clonadas por LIC em trés vetores de
expressao adicionais (pNIC-CTHO, pNIC-Zb e pSUMO-LIC; Tabela 2), utilizando como

DNA molde os genes sintéticos com a otimizacdo de cédons para a producdo de
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proteinas recombinantes em E. coli adquiridos a partir da IDT. Informacdes detalhadas
sobre sequéncias de oligonucleotideos, DNA molde utilizado para a PCR e os vetores
de expressdo de E. coli empregados durante o processo de clonagem estao
disponiveis na Tabela 3.

A amplificacdo dos genes de interesse (insertos) foi realizada por PCR, como
descrito no topico 3.1. Posteriormente, os produtos de PCR purificados foram
clonados nos vetores pNIC-CTHO, pSUMO-LIC e pNIC-Zb (Tabela 2), conforme
descrito anteriormente (SAVITSKY et al., 2010; STOLS et al., 2002; TOSARINI et al.,
2018). Resumidamente, os vetores pSUMO-LIC e pNIC-Zb foram linearizados pela
digestdo com a enzima de restricdo Bsal (NEB), conforme as recomendacdes do
fabricante. No caso do pNIC-CTHO, a digestdo foi realizada com a enzima BfuAl
(NEB). Tanto os insertos purificados quanto os vetores linearizados foram tratados
com a enzima DNA polimerase T4, para gerar regides complementares de fita simples
por meio de sua atividade 3'-exonuclease. Para a clonagem com o pNIC-Zb, o inserto
foi tratado com a DNA polimerase T4 (NEB) na presenca de dCTP 5 mM e o vetor
com a DNA polimerase T4 (NEB) na presenca de dGTP 5 mM, de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Para a clonagem com pNIC-CTHO, o inserto foi tratado
com a DNA polimerase T4 (NEB) na presenca de dGTP 5 mM e o vetor com a DNA
polimerase T4 (NEB) na presenca de dCTP 5mM. Para a clonagem com pSUMO-LIC,
o0 inserto foi tratado com a DNA polimerase T4 (NEB) na presenca de dATP5mM e o
vetor com a DNA polimerase T4 (NEB) na presenca de dTTP 5 mM. Apls esse
tratamento, 4 pL dos insertos e 2 uL dos vetores foram incubados por 30 min a
temperatura ambiente para permitir o anelamento entre eles.

Apés a etapa de anelamento, as células quimicamente competentes Machl de
E. coli (Thermo Fisher Scientific; Tabela 1) foram transformadas com os plasmideos
recombinantes por choque térmico. Na sequéncia, as células foram plaqueadas em
meio LB-agar contendo canamicina 50 ug/mL e sacarose 5% para promover a selecao
dos transformantes. A clonagem foi confirmada por PCR de colbnia e por
sequenciamento de DNA (dados ndo mostrados).

Ainda, as sequéncias full-length das duas isoformas da DHPS de L. braziliensis
(LbDHPSA, gene ID: 5414861; LbDHPSB, gene ID: 12983250), L. donovani
[LADHPSA, ID da sequéncia: LR812654.1 (CDS:119250 a 121055 ); LADHPSB, ID da
sequéncia: CP022635.1 (CDS:89832 a 90971)]; L. infantum [LIDHPSA, ID da
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sequéncia: LR812967.1 (CDS:120219 a 122024); LiDHPSB, gene ID: 5068572]; L.
major (LmDHPSA, gene ID: 5654787; LmDHPSB, gene ID: 5651301) e L. mexicana
(LmeDHPSA, gene ID: 13452225; LmeDHPSB, gene ID: 13448552) foram
amplificados por PCR e clonados nos vetores de expresséo de E. coli da série pAVA
(Tabela 2). Informacdes detalhadas sobre sequéncias de oligonucleotideos, DNA
molde para a PCR e os vetores de expressdo em E. coli usados durante o processo
de clonagem estdo disponiveis na Tabela 3.

A amplificacdo dos insertos foi realizada por PCR, exatamente como foi descrito
no topico 3.1. Os produtos de PCR purificados foram clonados nos vetores de
expressado de E. coli pAVA0421, pAVA-MBP, pAVA-TRX e pAVA-SUMO (Tabela 2),
empregando a metodologia LIC, conforme descrito anteriormente (CHOI et al., 2011).
Resumidamente, esses vetores foram linearizados pela digestdo com as enzimas de
restricdo Pmel e Nrul (NEB), conforme as recomendacdes do fabricante. Tanto os
produtos de PCR purificados quanto os vetores linearizados foram tratados com a
enzima DNA polimerase T4 para gerar regides complementares de fita simples por
meio de sua atividade 3'-exonuclease. Os insertos foram tratados com DNA
polimerase T4 (NEB) na presenca de dTTP 2,5 mM e os vetores com DNA polimerase
T4 (NEB) na presenca de dATP 2,5 mM, de acordo com as recomendacfes do
fabricante. Apés esse tratamento, 4 puL dos insertos e 2 pL dos vetores foram
incubados por 30 min a temperatura ambiente. Apés esse periodo, esse material foi
submetido a transformacéo por choque térmico usando células quimiocompetentes
GC5™ de E. coli (Sigma-Aldrich; Tabela 1). Na sequéncia, as células foram
plagueadas em meio LB-agar suplementado com ampicilina 50 pg/mL e carbenicilina
50 pg/mL. Os clones positivos foram rastreados por PCR de colonia e confirmados
por sequenciamento de DNA (dados ndo mostrados).

3.4. PCR de colbnia

Neste caso, as rea¢des de PCR eram compostas pelo tampéo da enzima GoTaq
DNA Polimerase 1X (Promega), 200 pyM de cada dNTP, 0,5 pM de cada
oligonucleotideo que se anelam aos vetores (pLIC F: 5 TGTGAGCGGATAACAATT
CC 3 e pLIC R: 5 AGCAGCCAACTCAGCTTCC 3’ para os vetores pNIC28-Bsa4,
pPNIC-CTHO, pNIC-Zb e pSUMO-LIC; ou pAVA F: 5 CGAAATTAATACGACTCACTA



58

TAGGG 3' e pAVA R: 5' CTCAAGACCCGTTTAGAGGC 3' para os vetores da série
pAVA), 0,5 U da GoTaq DNA polimerase (Promega), uma colonia derivada da
transformacao servindo como DNA molde, totalizando um volume de 25 L. Apés esse
processo, os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose
1,5% (m/V). As colbnias testadas por PCR foram também inoculadas em meio LB
suplementado com os antibioticos apropriados (dependendo do vetor escolhido; vide
Tabela 2) e cultivados overnight a 37 °C sob agitacdo a 700 rpm. Apds esse periodo,
os plasmideos recombinantes provenientes das colbnias, cuja presenca do inserto foi
confirmada pela PCR, foram purificados utilizando-se o kit PureLink Quick Plasmid

Miniprep (Invitrogen), segundo as instrucdes do fabricante.

3.5. Teste de expressdo em E. coli em pequena escala (volume de cultura =1

mL) com as DHPSs dos patdégenos eucariotos com inducéo por IPTG

Os plasmideos (pNIC28-Bsa4, pNIC-CTHO, pNIC-Zb, pSUMO-LIC e pETDuet-1)
carreando as construcdes das DHPSs foram transformados nas células de E. coli
BL21(DE3)-R3-pRARE2 (Tabela 1). As transformacdes foram realizadas de acordo
com protocolos estabelecidos previamente (CHOI et al., 2011; TOSARINI et al., 2018),
onde, resumidamente, 3 pL de plasmideo recombinante foram adicionados em 50 pL
de células competentes seguidas de uma incubacao em gelo por 30 min e um choque
térmico a 42 °C por 45 s. As células foram incubadas no gelo por mais 1 min e
pipetadas para um bloco de 96 pocos profundos (Costar) contendo 500 uL de meio
LB pré-aquecido. Apés esse processo, as células foram incubadas a 37 °C por 1 h em
um agitador de microplacas (Lab-Line Instruments) sob agitacdo a 400 rpm. As células
foram centrifugadas brevemente a 3000 xg e 500 pL do sobrenadante foram
removidos antes que as células fossem suspensas no meio restante e plaqueadas em
LB-agar pré-aquecido suplementado com canamicina 50 pg/mL e cloranfenicol 34
pg/mL para as células transformadas com pNIC28-Bsa4, pNIC-CTHO, pNIC-Zb,
pSUMO-LIC e com ampicilina 50 pg/mL e cloranfenicol 34 pg/mL para as células
transformadas com pETDuet-1. As placas foram incubadas a 37 °C overnight para
permitir o crescimento das colbnias das linhagens de expresséao.

Os testes de expressdo em pequena escala foram conduzidos como descrito
previamente (BURGESS-BROWN et al., 2014; SAVITSKY et al., 2010; TOSARINI et
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al., 2018). Coldnias das linhagens de expressao recém-transformadas foram usadas
para inocular 1 mL de meio LB suplementado com os antibiéticos apropriados (vide
Tabelas 1 e 2) em um bloco de 96 pocos profundos (Costar) e as células foram
cultivadas a 37 °C overnight em um agitador de microplacas (Titramax 101, Heidolph),
com agitagdo constante a 700 rpm. No dia seguinte, uma aliquota de 20 uL das
culturas overnight foi inoculada em 1 mL de meio Terrific Broth (TB; triptona 1,2%,
extrato de levedura 2,4%, glicerol 0,5%, KH2PO4 0,17 M e KzHPO4 0,72 M)
suplementado com os antibioticos apropriados (vide Tabelas 1 e 2) e incubados a 37
°C, sob agitacdo a 700 rpm, até uma densidade oOptica a 600 nm (DOsoonm) entre 2 e
3. Cabe aqui destacar que foram feitas modificacdes no meio de cultura, assim como
foi utilizada uma outra linhagem de E. coli (BL21 — pGKJES8) durante 0os ensaios com
a LmDHPSA e a LmDHPSB, com o intuito de produzir essas proteinas na forma
soltvel (descrito nos resultados).

A producéo das DHPSs recombinantes foi induzida pela adi¢cdo de IPTG 0,1 mM
ao meio e as culturas foram incubadas a 18 °C overnight, sob agitagdo a 700 rpm. Na
sequéncia, as culturas foram centrifugadas a 3000 xg por 20 min e suspensas em 200
ML de tampao de lise [HEPES 50 mM pH 8,0; NaCl 500 mM; glicerol 10%; imidazol 10
mM; TCEP 1 mM; MgCl2 1 mM; DDM 0,1%; lisozima 0,5 mg/mL (Sigma); benzonase
nuclease 50 U/mL (Sigma) e PMSF 1 mM (Thermo Fisher Scientific)]. As amostras
foram entdo congeladas a -80 °C por 20 min e, em seguida, mantidas a temperatura
ambiente até o descongelamento completo (aproximadamente 20 min). O lisado foi
centrifugado a 3000 xg por 10 min a 4 °C e o sobrenadante clarificado foi pipetado
para uma placa de filtracdo de 96 pocos de 1,2 um (Millipore) contendo 50 uL de resina
Ni Sepharose™ 6 Fast Flow (GE Healthcare) pré-equilibrada em tampao de lise. Essa
placa foi incubada em um agitador de microplacas (Titramax 101, Heidolph) a 18 °C
por 1 h, a 400 rpm. Apds esse periodo, a resina foi lavada com 200 pL de tampéo de
lavagem (HEPES 50 mM pH 8,0; NaCl 500 mM; glicerol 10%; imidazol 30 mM; TCEP
1 mM) e centrifugada a 300 xg por 1 min a 4 °C sendo esse processo de lavagem
realizado quatro vezes. Na sequéncia, 40 puL de tampéo de eluigdo (HEPES 50 mM
pH 8,0; NaCl 500 mM; glicerol 10%; imidazol 300 mM; TCEP 1 mM) foram pipetados
em cada poco, sendo essa placa centrifugada a 300 xg por 3 min a 4 °C para

proporcionar a eluicdo das proteinas.
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Para avaliar a expressdo das DHPSs recombinantes, o lisado total e as fracfes
eluidas foram analisadas por SDS-PAGE utilizando géis Criterion TGXTM precast 8—
16% com um pente de 26 pogos (Bio-Rad). As corridas eletroforéticas foram
executados a 200 V por 50 min. Apos a conclusao da corrida, os geéis foram lavados
com dH20 por duas vezes durante 10 min, sendo em seguida corados por GelCode
Blue protein stain (Thermo Fisher Scientific) por no minimo 2 h. Apds esse processo,
os géis foram descorados com dH20 e fotografadas pelo Gel Doc™ EZ imager (Bio-
Rad).

3.6. Teste de expressdo em E. coli em pequena escala das Leishmania sp.
DHPSs produzidas por autoinducao

Vetores pAVA carreando as Leishmania sp. DHPSs full-length (pAVAO421,
pAVA-MBP, pAVA-TRX e pAVA-SUMO) foram transformados nas células de E. coli
BL21 (DE3)-R3-pRARE2 (Tabela 1) quimicamente competentes para gerar clones de
expressdo. A transformacéo foi realizada conforme descrito no tépico 3.5.

O teste de expressdo em pequena escala foi conduzido como descrito
anteriormente (CHOI et al., 2011): colbnias de células de E. coli recém-transformadas
foram usadas para inocular 820 uL de meio néo indutor PA-0,5G [MgSOs4 1 mM,
mistura de metais 0,1X (estoque 1000X: FeCl3-6H20 50 mM, CaCl: 20 mM,
MnCl2:4H20 10 mM, ZnS0O4-7H20 10 mM, CoCl2.6H20 2 mM, CuCl2:2H20 2 mM,
NiCl2-:6H20 2 mM, NazMoO4-2H20 2 mM, Na2SeO3-5H20 2 mM, HaBO3z 2 mM em 50
mM HCI), glicose 0,5%, NPS 1X (PO4* 100 mM, SO4> 25 mM, NH4* 50 mM, Na* 100
mM, K* 50 mM), L-metionina 100 mg/mL e mistura de 17 aminoacidos 100 mg/mL (1%
de cada um dos seguintes L-aminoacidos: Na*Glu, Asp, Lys—HCI, Arg —HCI, His—HClI,
Ala, Pro, Gly, Thr, Ser, GIn, Asn, Val, Leu, lle, Phe e Trp)] suplementado com
ampicilina 50 pg/mL, carbenicilina 50 pg/mL e cloranfenicol 34 pg/mL em um bloco de
96 pocos profundos (Costar). As culturas foram incubadas overnight a temperatura
ambiente em um agitador de microplacas sob agitacéo a a 700 rpm.

No dia seguinte, as culturas foram incubadas por mais 3 h a 37 °C para garantir
o crescimento adequado de todas as amostras. Uma aliquota de 20 pL das culturas
foi transferida para um bloco de 96 pocos profundos (Costar) contendo 600 pL de meio

de autoinducdo ZYP-5052 [meio ZY (triptona 10 g/L e extrato de levedura 5 g/L),
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MgSO4 1 mM, mix de metais 1X, 5052 1X (glicerol 0,5%, glicose 0,05%, a-lactose
monohidratada 0,2%) e NPS 1X] suplementado com ampicilina 50 pg/mL,
carbenicilina 50 pg/mL e cloranfenicol 34 pg/mL. O bloco foi coberto com um selo
respiravel AirPore MicroPorous Tape Sheets (Qiagen) e incubado em um agitador de
microplacas a 20 °C por aproximadamente 27 h, até que ODsoonm de pelo menos 0,6
fossem atingidas. ApoOs esse processo, as células foram centrifugadas a 4300 xg por
30 min a 4 °C. Apés a centrifugacao, o sobrenadante foi descartado e o bloco com os
pellets celulares foi armazenado a -80 °C.

Posteriormente, esses pellets celulares foram descongelados a temperatura
ambiente por 20 min e 600 pL de tampao de lise [HEPES 50 mM pH 8,0; NaCl 500
mM; glicerol 5%; CHAPS 0,5% (A.G. Scientific); imidazol 10 mM; MgCl2 10 mM;
lisozima 400 pg/mL (Sigma); benzonase nuclease 25 U/mL (Merck Millipore)] foram
transferidos para cada poco. As células foram entdo ressuspendidas por pipetagem e,
apos esse processo, 600 puL de tampéao de lise foram pipetados em cada poco e a
amostra foi novamente homogeneizada por pipetagem. Esse bloco foi selado e
incubado a temperatura ambiente por 1 h em um agitador de microplacas sob agitacéo
a 400 rpm.

Apoés a lise celular, uma amostra de 5 pL do lisado bruto foi preparada para
analise por SDS-PAGE, misturando-a com um volume igual de tampéo de amostra
Pierce™ Lane Marker Reducing Sample Buffer 5X (Thermo Fisher Scientific) e
desnaturada por 5 min a 95 °C. A amostra restante foi clarificada por centrifugacéo a
4300 xg por 30 min. 825 uL do sobrenadante foram transferidos para um bloco de 96
pocos profundos (Costar) contendo 200 L de resina Ni Sepharose™ 6 Fast Flow (GE
Healthcare) pré-equilibrada com o tampdo de lise. A mistura amostra/resina foi
incubada por 30 min a 4 °C sob agitacdo. Essa mistura foi entdo transferida para uma
placa de filtro de 96 pocos de 25 um (Seahorse Labware). A placa de filtro foi acoplada
a uma bomba de vacuo e a resina foi lavada por trés vezes com 1 mL de tampéo de
lavagem (HEPES 50 mM pH 8,0; NaCl 500 mM,; glicerol 10%; imidazol 30 mM). Apos
a lavagem, as proteinas ligadas a resina foram eluidas com 100 yL de tampé&o de
eluicdo (HEPES 50 mM pH 8,0; NaCl 500 mM,; glicerol 10%; imidazol 30 mM). 40 pL
da amostra eluida foram entdo misturados com 10 pL de tampé&o de amostra Pierce™
Lane Marker Reducing Sample Buffer 5X (Thermo Fisher Scientific) e desnaturados

para serem testados por SDS-PAGE.
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Para avaliar a expressado das Leishmania sp. DHPSs recombinantes, o lisado
total e as fracGes eluidas foram analisadas por SDS-PAGE usando géis Criterion
TGXTM precast 8-16% com um pente de 26 pogos (Bio-Rad). As corridas
eletroforéticas foram executados a 200 V por 50 min. Apés a concluséo da corrida, 0s
géis foram lavados com dH20 por duas vezes durantel0 min, sendo em seguida
corados por GelCode Blue protein stain (Thermo Fisher Scientific) por no minimo 2 h.
Apébs esse processo, os géis foram descorados com dH20 e fotografadas pelo Gel
Doc™ EZ imager (Bio-Rad).

3.7. Producao das DHPSs recombinantes em larga escala (volume 21,5 L)

As construgdes que obtiveram os melhores resultados relativos a solubilidade
durante os testes expressdao em E. coli em pequena escala, tiveram sua producéo
escalonada para maiores volumes de cultura (1,5; 3; 6; 12 ou 24 L), sendo que 0s
volumes utilizados para cada construcéo estao descritos nos resultados.

As células BL21(DE3)-R3-pRARE2 transformadas com o0s plasmideos
carreando as melhores construgbes foram inoculadas em 50 mL de meio LB
suplementado com os antibiéticos apropriados para cada vetor (vide Tabela 2) e para
a linhagem de expresséao (vide Tabela 1), e cultivados a 37 °C overnight, agitando-se
a 150 rpm. No dia seguinte, essas células foram inoculadas no meio de cultura que
proporcionou o melhor desempenho no teste de expressdo em pequena escala
(descrito nos resultados) suplementado com os antibiéticos apropriados (vide tabelas
1 e 2). ApOs esse processo, as células foram cultivadas a 37 °C, sob agitacéo, até
alcancar uma DOsoonm de 1,5 a 2,0. Entdo, essas células foram resfriadas a 18 °C por
30 min e, ap06s esse periodo foi adicionado IPTG 0,2 mM ao meio para promover a
inducéo da produgdo das proteinas recombinantes e o crescimento foi retomado a
18 °C por 16 a 18 h sob agitacéo a 150 rpm.

No caso da HsDHPS, as células foram cultivadas a 37 °C overnight em meio LB
suplementado com canamicina 50ug/mL e cloranfenicol 34ug/mL, sob agitacdo a 150
rpm. 50mL dessa cultura inicial foram usados para inocular 3 L de meio TB contendo
canamicina 50ug/mL e cloranfenicol 34ug/mL. As células foram cultivadas a 37 °C até
atingirem uma ODsoonm entre 1,5 e 2,0. Posteriormente, IPTG 0,5 mM foi adicionado

ao meio de cultura e o crescimento foi retomado a 37 °C por mais 4 h.
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ApoOs o periodo adequado de inducao da producéo das proteinas de interesse,
as culturas foram centrifugadas a 4 °C por 15 min a 400 xg e as células foram
suspensas em tampao de lise 2X (HEPES pH 8,0; 0,1 M; NaCl 1M; glicerol 20%;
imidazol 20 mM; TCEP 2 mM) na proporcéo de 1 mL de tampé&o de lise por grama de
pellet celular. Essa suspenséao celular foi suplementada com PMSF 1 mM. Apds esse
processo, os pellets celulares foram congelados em nitrogénio liquido e armazenados
a -80 °C.

3.8. Producéo das DHPSs recombinantes em larga escala usando o biorreator
LEX

As células BL21(DE3)-R3-pRARE2 transformadas com os plasmideos pNIC-
CTHO, pNIC-Zb e pSUMO-LIC carreando as constru¢cbes das LmDHPSs que
produziram proteina sollvel no teste de expressdo em pequena escala foram
cultivadas a 37 °C overnight em meio LB suplementado com canamicina 50 ug/mL e
cloranfenicol 34 ug/mL, sob agitagao a 150 rpm. 50 mL dessa cultura inicial foram
inoculados em 12 L de meio TB (seis frascos de 2 L) suplementado com canamicina
50 ug/mL e cloranfenicol 34 pg/mL. As células foram cultivadas a 37 °C no biorreator
LEX (Epiphyte3) (Figura 9) até atingirem ODsoonm entre 1,5 e 2,0. A cultura celular foi
entao resfriada a 18 °C por 30 min. Em seguida foi adicionado IPTG 0,2 mM ao meio

e o crescimento foi retomado a 18 °C por 16 a 18 h no biorreator LEX.
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Figura 9. O biorreator LEX cultiva até 24 culturas individuais de 2 L. Seu design geral
apresenta um gabinete com linhas de aeragdo removiveis contendo controles
personalizaveis, exaustor de ar acoplados a filtros HEPA, dois circuladores de
agua com regulagéo eficiente das condi¢des de temperatura por banho-maria e
componentes totalmente esterilizaveis.

Fonte: CHOIl et al., 2011.

No caso da HsDHPS, as células BL21(DE3)-R3-pRARE?2 transformadas com o
plasmideo carreando a HsDHPS (pVZ1142; Tabela 2) foram cultivadas a 37 °C
overnight em meio LB suplementado com Canamicina 50 pg/mL e cloranfenicol 34
pg/mL, sob agitacdo a 700 rpm. 50 mL dessa cultura foram utilizados para inocular 2
L de meio TB suplementado com canamicina 50 ug/mL e cloranfenicol 34 ug/mL. As
células foram cultivadas a 37 °C no biorreator LEX até atingirem uma ODsoonm €ntre
1,5 e 2,0. Posteriormente, IPTG 0,5 mM foi adicionado ao meio e o crescimento foi
retomado a 37 °C por 4 h adicionais.

As construcdes das DHPSs de Leishmania sp. full-lenght clonadas nos vetores
pAVA e transformadas em BL21(DE3)-R3-pRAREZ2, que produziram proteina soltvel
no teste de expressdo em pequena escala também foram cultivados no biorreator
LEX. No entanto, o cultivo celular foi modificado conforme descrito anteriormente
(CHOI et al., 2011; STUDIER, 2005): culturas iniciais de 4 mL de meio n&o indutor PA-
0,5G suplementado com ampicilina 50 pg/mL, carbenicilina 50 pg/mL e cloranfenicol
34 pg/mL foram cultivadas overnight a 25 °C, sob agitagdo a 700 rpm. Trés mL desta

cultura inicial foram usados para inocular 2 L de meio de autoindu¢do ZYP-5052
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suplementado com 300 pL de Antifoam 204 (Sigma), ampicilina 50 pg/mL,
carbenicilina 50 pg/mL e cloranfenicol 34 pg/mL. Os frascos de 2 L foram selados com
tampas aspersoras e colocados no biorreator LEX. O fluxo de ar foi ajustado
uniformemente para cada frasco, e eles foram incubados a 18 °C por 48 h.

ApoOs a incubacéo apropriada, as células foram coletadas por centrifugacédo a
4000 xg por 20 min a 4 °C e, em seguida, suspensas em tampao de lise 2X, na
proporcdo de 1 mL de tampéo de lise por grama de pellet celular. Essa suspenséo
celular foi suplementada com PMSF 1 mM. Apos esse processo, 0s pellets celulares
foram congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80 °C.

As vérias tentativas de producao de proteinas em larga escala foram analisadas
qualitativamente por meio da realizagdo de uma triagem para determinar o nivel de
expressao e solubilidade das proteinas, antes de iniciar o processo de purificacdo em
larga escala (CHOI et al., 2011). Esse processo de triagem se baseou em testar 1 mL
da cultura final (ap6s o processo de inducao da producédo das proteinas de interesse),
de forma semelhante ao processo de purificacdo realizado no teste de expressdo em

pequena escala descrito no tépico 3.6.

3.9. Purificacdo em larga escala das DHPSs de organismos patogénicos

eucariotos
3.9.1. Cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC)

As amostras processadas nas etapas anteriores foram descongeladas e diluidas
em mais dois volumes de tampéo de lise 1X (2 mL de tampao por grama de pellet
celular), sendo estas suplementadas com AEBSF 250 ug/mL, lisozima 0,05 ug/mL,
benzonase 25 U/mL, MgCl210 mM; L-arginina 50 mM e L-glutamato 50 mM. As células
foram sonicadas no gelo usando um sonicador Virtis Versonic 600 (SP Scientific)
programado para funcionar por 12 min em intervalos de 15 s a 100 W separados por
15 s de descanso. ApOs esse processo, uma amostra representando a fracdo lisado
total foi coletada para analise subsequente por SDS-PAGE. A clarificacédo do lisado
total foi obtida por centrifugacdo a 10 °C por 60 min a 30000 xg e uma amostra
representando a porgdo soluvel foi coletada para analise subsequente por SDS-
PAGE. O lisado clarificado foi aplicado em uma coluna HisTrap™ FF Crude de 5 mL
(GE Healthcare) equilibrada com tampéao de lise (HEPES 50 mM pH 8,0; NaCl 500
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mM,; glicerol 10%; imidazol 10 mM; TCEP 1 mM) acoplada ao sistema de purificacao
de proteinas AKTA pure (GE Healthcare) programado para um fluxo de 2 mL por min.
A fracao flow-through foi coletada e uma amostra dessa fragéo foi analisada por SDS-
PAGE. Em seguida, a coluna foi lavada com 75 mL (15 volumes de coluna) de tampao
de lavagem (HEPES 50 mM pH 8,0; NaCl 500 mM; glicerol 10%; imidazol 30 mM;
TCEP 1 mM) para remover as proteinas ligadas inespecificamente a coluna. As
proteinas contendo tag Hise foram eluidas com 20 mL (quatro volumes de coluna) de
tampao de eluicdo (HEPES 50 mM pH 8,0; NaCl 500 mM; glicerol 10%; imidazol 300
mM; TCEP 1 mM). O cromatograma de absorbancia a 280 nM foi utilizado para
determinar quais fracGes seriam coletadas e analisadas por SDS-PAGE. A remocéao
dos tags das proteinas de interesse foi realizada overnight a 4 °C empregando a
protease apropriada (vide a Tabela 2) em uma propor¢édo molar de 15:1 de DHPS em
relacdo a protease, durante a didlise contra o excesso de tampéo para cromatografia
de exclusao molecular (SEC) (HEPES 20 mM pH 8,0; NaCl 500 mM; TCEP 1 mM;
glicerol 5%) na membrana de dialise SnakeSkin Dialysis Tubing 10K MWCO (Thermo
Fisher Scientific). Apdés esse processo, a analise qualitativa da digestdo com as
proteases foi realizada por SDS-PAGE.

Uma segunda etapa de IMAC foi realizada com as amostras digeridas pelas
proteases, com o intuito de remover as DHPSs nédo clivadas, os tags clivados, as
proteases e quaisquer proteinas contaminantes de E. coli que se ligam a coluna . Para
isso, a amostra foi carregada em uma coluna HisTrap™ FF Crude de 5 mL (GE
Healthcare) equilibrada com tamp&o de lise e conectada ao AKTA pure (GE
Healthcare) programado para um fluxo de 3 mL por min. A fracdo flow-through foi
coletada e uma amostra foi analisada por SDS-PAGE. Em seguida, a coluna foi lavada
com trés volumes de coluna (15 mL) de tampéo de lavagem (0 mesmo da primeira
IMAC) para remover da resina as proteinas ndo ligadas, sendo essa fracdo de
lavagem também coletada para ser analisada por SDS-PAGE. As proteinas ligadas a
coluna (idealmente, a protease, proteinas contaminantes e as DHPSs néo clivadas)
foram eluidas da coluna ap0s passagem de quatro volumes de coluna (20 mL) de
tampao de eluicdo (0 mesmo da primeira IMAC). As fracdes geradas pela IMAC
reversa foram analisadas por SDS-PAGE, sendo que as fragbes contendo as DHPSs
de interesse foram reunidas e concentradas utilizando os concentradores 30 kDa MW

Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units 30K (Merk Millipore) para um volume de 500
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uL ou 5 mL, dependendo do tipo de coluna utilizada na etapa de purificacdo

sequencial.
3.9.2. Cromatografia de troca idnica

Com o intuito de aumentar a pureza de algumas construgdes das Leishmania sp.
DHPSs, foi realizada uma cromatografia de troca idnica apos a etapa do IMAC reverso
para remover as proteinas contaminantes. Para isso, as amostras foram inicialmente
dialisadas overnight a 4 °C, contra um excesso de tampéao A (Tris-HCI 20 mM pH 9,0;
NaCl 30 mM; glicerol 5%; TCEP 1 mM) utilizando a membrana de dialise SnakeSkin
Dialysis Tubing 10K MWCO (Thermo Fisher Scientific). Em seguida, as amostras
foram injetadas em uma coluna de troca idbnica RESOURCE™ Q de 6 mL (GE
Healthcare) pré-equilibrada com tampdo A e conectada ao sistema AKTA Pure (GE
Healthcare) ajustado para um fluxo de 2 mL por min. A fragéo flow-through foi coletada
e uma amostra foi analisada por SDS-PAGE. Apds este processo, cinco volumes de
coluna (30 mL) do tampéo B (Tris-HCI 20 mM pH 9,0; NaCl 1 M; TCEP 2 mM) foram
injetados na coluna. Uma amostra desta fracdo também foi coletada para anélise por
SDS-PAGE. Na sequéncia, as fragbes contendo as DHPSs de interesse foram
concentradas utilizando os concentradores 30 kDa MW Amicon Ultra-15 Centrifugal
Filter Units 30K (Merk Millipore) para um volume de aproximadamente 500 pL e em

seguida purificadas por SEC.
3.9.3. Cromatografia de exclus&o molecular (SEC)

As amostras originadas no processo de purificacdo por IMAC reverso ou troca
idnica foram centrifugadas a 4 °C por 10 min a 20000 xg e injetadas na coluna Hiload
16/600 Superdex 200 pg (Merck) pré-equilibrada com tampéao de SEC e conectada ao
AKTA pure (GE Healthcare) ajustado para um fluxo de 0,8 mL por min. O eluato foi
coletado em fragbes de 0,5 mL. No caso das Leishmania sp. DHPSs, as amostras
foram injetadas na coluna Superdex 200 10/300 GL (Merck) pré-equilibrada com
tamp&o de SEC conectada ao AKTA pure (GE Healthcare) ajustado para um fluxo de
0,3 mL por min. As fragGes obtidas com a SEC foram analisadas por SDS-PAGE para
confirmar o sucesso da purificacéo e determinar quais fracbes seriam reunidas para

serem submetidas ao processo de concentracgéo final.
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Depois de reunir as fracbes SEC apropriadas, as amostras foram concentradas
utilizando os concentradores 30 kDa MW Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units 30K
(Merk Millipore). A concentracdo de proteina nas amostras purificadas foi estimada
por absorcéo de UV a 280 nm, atraveés de um NanoDrop (Thermo Fisher Scientific) e
a equacao de A = ¢ x ¢ x | (Lambert-Beer), onde ¢ é o coeficiente de extingdo molar
para cada DHPS, c € a concentracdo da proteina em mol/L e | € o comprimento do
caminho Optico em cm. ApOs o processo de concentracao, parte das amostras foi
congelada em nitrogénio liquido e armazenada a -80 °C e a outra parte foi

suplementada com glicerol a uma concentracao final de 50% e armazenada a -20 °C.
3.10. Ensaio enzimatico com a HcCDHPSA, BmDHPSA e PbDHPSA

A atividade das DHPSs foi monitorada através da quantificacéo da fluorescéncia
do NADH gerado pela reducao do cofator NAD* catalizada pelas DHPSs (WOLFF;
WOLFF; PARK, 2000), basenando-se em trabalhos anteriores (PARK et al., 2017,
SILVA et al., 2020). Os ensaios foram realizados a 25 °C, utilizando placas pretas de
384 pocos (Corning) em um volume final de 50 pL. As DHPSs purificadas foram
diluidas no meio reacional, que era composto por glicina/NaOH 0,2 M pH 9,2; glicerol
5%; DTT 1 mM. Cabe aqui ressaltar que esse pH de 9,2 foi utilizado pois foi o que
proporcionou a maior atividade para as DHPSs estudadas (dados ndo mostrados) e,
além disso, esse pH € amplamente utilizado em ensaios enziméticos com DHPSs de
outras espécies (CHAWLA et al., 2010; MITTAL et al., 2014; SILVA et al., 2020;
WOLFF; LEE; PARK, 2011; WOLFF; WOLFF; PARK, 2000).

As leituras foram registradas a cada 50 s ap0s o inicio da reacdo (injecdo de
NAD™* ou espermidina) por um periodo de 40 min (HcDHPS e BmDHPS) ou de 60 min
(PbDHPS) atraves de um leitor de placas CLARIOstar plate reader (BMG Labtech)
empregando o comprimento de onda de 355 + 15 nm e de 445 £ 20 nm para a
excitacao e para a emissao, respectivamente.

Ainda, foram realizados ensaios para determinar as concentragdes das enzimas
e 0s tempos de reagcao necessarios para produzir a cinética linear da reacéo (dados
nao mostrados). Considerando que as concentragcdes das DHPSs, do substrato
espermidina, do cofator NAD* e do inibidor GC7 sofreram variagdes durante 0s

ensaios enzimaticos, a Tabela 4 a seguir resume a concentracdao final desses
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Tabela 4. Concentracdo dos reagentes utilizados nos ensaios enziméticos com a
HcDHPSA, BmDHPSA e PbDHPSA.

o [DHPS]
. ) [NAD*] [Espermidina] [GCT] .
Enzima Experimento (tetramero)
UM UM UM
nM
Titulacdo do NAD* 0,098 a 100 5 - 25
HcDHPSA- Titulacéo da
o 30 0,032 a 500 - 25
cb001 espermidina
Inibicdo pelo GC7 30 5 0,00017 a 10 18,8
Titulacdo do NAD* 0,195 a 400 0,56 - 25
BmDHPSA- Titulacdo da
o 132 0,0005a1 - 25
cb001 espermidina
Inibicdo pelo GC7 132 0,56 0,00017 a 10 18,8
Titulacdo do NAD* 0,39 a 800 50 - 100
PbDHPSA- Titulagéo da
95 0,0006 a 100 - 100
cb001 espermidina
Inibic&o pelo GC7 95 4 0,0003 a 50 75

Fonte: autoria prépria.

Cabe aqui destacar que foi preparada uma condi¢do “branco”, que era
constituida por todos os componentes da reacdo, com excecao da enzima, para cada
um desses ensaios. A média dos valores de fluorescéncia obtidos para o branco foi
subtraida das demais condi¢cdes. Com excec¢do do experimento de titulagcdo da
espermidina, que era iniciado pela injecdo de NAD", as reacdes eram iniciadas pela
injecdo de espermidina, realizada pelo equipamento CLARIOstar. Ainda, no ensaio de
inibicdo pelo GC7, os componentes da reagdo, com exce¢ao da espermidina, eram
incubados por 1 h a temperatura ambiente. Apos esse periodo, a reacao era iniciada
pela injecdo da espermidina.

As velocidades iniciais das reacdes empregando concentracdes variaveis de
NAD* ou de espermidina foram estimadas a partir das curvas de progresso da reacao
pelo ajuste ndo linear por minimos quadrados da fase linear da reacéo. A dependéncia
das velocidades iniciais pela concentracdo do substrato ou do cofator foi ajustada a
uma hipérbole: Y = Vmax*X/(Kobs + X), em que Vmax € a velocidade maxima da enzima,

X é a concentracéo de substrato e Kobs € a concentragéo de substrato necessaria para
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atingir a metade da velocidade enzimatica maxima.

As concentragdes inibibitorias médias (ICso) foram calculadas ajustando os
dados obtidos no ensaio de inibicdo a equagdo: Y = Bottom + (Top-
Bottom)/(1+10”((LogICso-X)*HillSlope), em que Top e Bottom correspondem aos
platbs superiores e inferiores, respectivamente, nas unidades da taxa de reacéo; ICso
€ a concentracao do inibidor que gera uma resposta intermediaria entre Top e Bottom,
X é o logaritmo da concentracdo do inibidor; e HillSlope descreve a inclinacdo das
curvas.

Os experimentos foram conduzidos em duplicata experimental, sendo que todos
0s experimentos foram repetidos pelo menos duas vezes. A andlise dos dados
empregou o programa GraphPad PRISM versdo 8.0 para o sistema operacional
Microsoft Windows e estes foram representados como a média * o erro padréo.

3.11. Triagens de cristalizagdo para PbDHPS, HCDHPS e BmDHPS

Na tentativa de obtencado de cristais para PbDHPS (278,8 uM), HcDHPS (361,2
MM) e BmDHPS (267,8 uM), foram realizados os seguintes procedimentos adaptados
de trabalhos anteriores (COUNAGO et al., 2017; SILVA et al., 2020): uma solucio
contendo quantidades equimolares de NAD* e GC7, diluidos no tampao SEC, foi
adicionada a construcao full-length purificada de cada DHPS, a um excesso molar de
3 vezes e incubados em gelo por 1 h. Apds esse processo, a concentracdo original
das DHPSs foi restabelecida através de um concentrador Amicon Ultra Centrifugal
Filters 10k (Merck Millipore) por centrifugagdo a 12000 xg por 10 min a 4 °C, seguido
do preparo de gotas de 150 nL constituidas por trés proporcdes diferentes (2:1, 1:1 ou
1:2) da mistura DHPS/NAD*/GC7 e da solucéo reservatorio proveniente dos seguintes
kits comerciais de cristalizacdo: JCSG7, LFS6, HIN3, HCS3 e Morpheus (Molecular
Dimensions).

Os experimentos de cristalizagcédo foram realizados em placas de cristalizagéo
SWISSCI 3-well low-profile (Hampton research) a 20 °C para PbDHPS, HcDHPS e
BmDHPS e também a 8 °C para PbDHPS. Os cristais obtidos foram crioprotegidos na
solucéo reservatorio suplementada com 30% de glicerol antes do congelamento em
nitrogénio liquido. Os dados de difracdo foram coletados no Diamond Light Source
(DLS, Didcot OX11 ODE, Reino Unido).
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3.12. Resolucéo da estrutura da BmDHPSA e da HCDHPSA

Os dados de difracédo obtidos através dos cristais da BmDHPSA e da HCDHPS
foram integrados através do programa XDS (KABSCH, 2010) e redimensionados
utilizando o programa AIMLESS do pacote CCP4 (WINN et al., 2011). A substituicéo
molecular foi realizada com o programa Phaser (MCCOQY et al., 2007) utilizando a
HsDHPS como modelo (PDB ID 1DHS) (LIAO et al., 1998). O refinamento foi
realizado no programa REFMAC5 (MURSHUDOV et al., 2011). O programa Coot
(EMSLEY et al., 2010) foi utilizado para construcéo e refinamento manual do modelo.
Os atomos de NAD" ligados & BmDHPS foram refinados com ocupacéo total (1,0). A
validacao da estrutura cristalogréfica foi realizada no programa MolProbity (CHEN et
al., 2010). Fatores estruturais e coordenadas da BmDHPS e da HsDHPS estéo
listados nas Tabelas 5 e 6, respectivamente.

As interfaces das proteinas foram calculadas usando o servidor online Protein
interfaces, surface and assemblies (PISA) (KRISSINEL; HENRICK, 2007). A
estrutura cristalografica da BmDHPSA foi alinhada com as coordenadas da estrutura
da HsDHPS ligada a espermidina (PDB ID 6XXK) (WATOR; WILK; GRUDNIK, 2020)
através do programa Pymol (Schrédinger, Inc). A sobreposicao estrutural foi utilizada
para a comparacéo dos sitios de ligacdo a esperdimina entre a estrutura da HsDHPS
e da BmDHPSA.
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Tabela 5. Dados cristalograficos e estatistica de refinamento para a estrutura da
BmDHPSA.

Coleta de dados?

Cristal Nativo

PDB ID 6W3z

Linha de luz 124 - Diamond Light Source
Comprimento de onda (A) 0,9686

Grupo espacial P12:1

Parametros da cela unitaria

a; b; c (A)

69,753; 136,320; 75,883

a; B; v (°)

90,00; 92,92; 90,00

Faixa de resolucéo (A)

29,41-2,30 (2,36-2,30)

Ndmero de reflexdes Unicas

62547 (4609)

Rmerge (%) 11,2 (75,2)
Média l/al 54(1,1)
Média CC1. 0,99 (0,57)
Completeza (%) 99,6 (99,7)
Redundancia 3,3(3,4)

Refinamento

Faixa de resolucéo (A)

29,41-2,30 (2,36-2,30)

Rwork / Rree (%)

18,8 (29,7) / 21,6 (30,6)

Numero de atomos / Média fator B (A)

Atomos da proteina 10533 /37,7
Atomos do solvente 397/37,4
Atomos de NAD* 132/85,3
Desvio da idealidade

Comprimento da ligagéo 0,0045 A
Angulo da ligacéo 1,26°
Andlise de Ramachandran (%)

Regibes favoraveis 98,5
RegiBes permitidas 15

Regibes proibidas 0

2: Os valores entre parénteses se referem a Ultima faixa de resolugao.

Fonte: autoria propria.
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Tabela 6. Dados cristalograficos e estatistica de refinamento para a estrutura da

HcDHPSA.

Coleta de dados?

Cristal Nativo

Linha de luz 124 - Diamond Light Source
Comprimento de onda (A) 0,9686

Grupo espacial P6s22

Parametros da cela unitaria

a; b; c (A)

85,77, 85,77, 199,45

a; By (°)

90,00; 90,00; 120,00

Faixa de resolucéo (A)

19,86-2,10 (2,16-2,10)

Ndmero de reflexdes Unicas

26213 (2105)

Rumerge (%) 16,7 (45,4)
Média /ol 18,0 (1,3)
Média CCu 0,99 (0,96)
Completeza (%) 99,9 (100,0)
Redundancia 37,9 (39,0)

Refinamento

Faixa de resolucéo (A)

19,86-2,10 (2,16-2,10)

Rwork / Riree (%) 21,1/24,3
Desvio da idealidade

Comprimento da ligagéo 0,0024 A
Angulo da ligacéo 1,17°
Andlise de Ramachandran (%)

Regibes favoraveis 98,1
Regides permitidas 1,9
Regibes proibidas 0

2. Os valores entre parénteses se referem a Gltima faixa de resolucao.

Fonte: autoria prépria.
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3.13. Determinacéo do estado oligomérico da BmDHPSA

O estado oligomérico da BmDHPSA em solucao foi determinado utilizando a
coluna Superdex 200 10/300 GL (Merck) pré-equilibrada com tampao de SEC
conectada ao AKTA pure (GE Healthcare). Foram realizadas trés corridas diferentes
para obter a curva padréo e o volume morto, na qual duas corridas foram realizadas
com uma mistura de proteinas padrdo e a outra continha azul dextrano 2000,
provenientes dos kits Gel Filtration Calibration Low Molecular Weight and High
Molecular Weight (GE Healthcare).

As proteinas foram solubilizadas em tampéo SEC (HEPES 20 mM pH 7,5; NaCl
300 mM; glicerol 5%; TCEP 0,5 mM). O fluxo do AKTA pure (GE Healthcare) foi
ajustado para 0,4 mL por min e 1 mg de cada proteina padréo foi carregado em uma
injecao de 500 yL. Primeiramente, foi aplicado o azul dextran 2000, para obter o
volume morto, seguido pela primeira mistura de proteinas composta pela catalase
(232 kDa), conoalbumina (75 kDa) e anidrase carbonica (29 kDa). A segunda mistura
de proteinas era composta pela aldolase (158 kDa), ovoalbumina (44 kDa) e
Ribonuclease A (13,7 kDa). Apds esse processo, 900 ug da BmDHPSA purificada
foram aplicados na coluna.

Os volumes de eluigdo foram utilizados para calcular os valores dos coeficientes
de particdo (Kav) de cada proteina, de acordo com a seguinte equacédo: Kav = (VE-
V0)/(VC-V0), onde VE, VO e VC séo os volumes de eluicao, volume morto e volume
da coluna, respectivamente. Os valores de Kav foram plotados contra o logaritimo
da massa molecular das proteinas para calcular a equacao da curva e descobrir a
massa da BmDHPSA em solucgéo.

3.14. High-throughput drug screening in vitro com a LADHPSA-cb002+
LdDHPSB-cb002

3.14.1. Colegdes de compostos

Duas cole¢bes de moléculas pequenas, MMV12K BF3 (12691 compostos) e
MMV14K HGL (14080 compostos), foram generosamente fornecidas pela Medicines
for Malaria Venture (MMV) como estoques a 10 mM em DMSO. Esses compostos

foram testados na triagem inicial a uma concentragdo de 10 yM contra a LADHPS
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(LADHPSACcb002+LdDHPSBcb002).
3.14.2. Ensaio enzimatico baseado na fluorescéncia do NADH

A atividade das DHPSs foi monitorada através da quantificacdo da fluorescéncia
do NADH gerado pela reducao do cofator NAD* catalizada pelas DHPSs (WOLFF;
WOLFF; PARK, 2000), basenando-se em trabalhos anteriores (PARK et al., 2017;
SILVA et al., 2020). Durante a padronizacédo do ensaio, as reacdes foram realizadas
a temperatura ambiente em uma microplaca preta de 384 pocos (Corning Low
Volume) em um volume final de 25 pL. As DHPSs recombinantes foram diluidas para
1 UM no meio reacional contendo glicina/NaOH 0,1 M pH 8,8; glicerol 5%; Tween 20
0,025%; DTT 1 mM. Este pH foi escolhido porque forneceu a maior atividade para as
Leishmania sp. DHPSs (dados ndo mostrados).

Além disso, foram realizados ensaios para determinar as concentracbes de
enzima e os tempos de reacao necessarios para produzir cinética linear da reacdo
(dados ndo mostrados). As medicdes foram registradas a cada 50 s apds o inicio da
reacao, por um periodo total de 50 min, utilizando o leitor de placas Envision Plate
Reader (Perkin Elmer) configurado para os seguintes comprimentos de onda:
excitacdo a 340 nm e emissdo a 460 nm.

Considerando que as concentracdes da espermidina e do NAD* variaram ao
longo dos ensaios enzimaticos, a Tabela 7 abaixo resume a concentracéo final desses
componentes em cada experimento realizado.

Depois de estabelecer os Kobs do NAD* e da espermidina para as DHPSs de
interesse (Tabela 7), da mesma forma como descrito em detalhes no tépico 3.10, foi
realizado um high-throughput drug screening in vitro com a LdADHPSA-
cb002+LdDHPSB-cbh002 contra a cole¢cdo de compostos MMV12K BF3. Neste caso,
a composicdo final da reacdo foi: LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002 1 uM
(tetramero) diluida no meio reacional [glicina/NaOH 0,1 M pH 8,8; glicerol 5%; Tween
20 0,025%; DTT 1 mM; NAD* (1,5 x Kobs; Tabela 7)] e 10 uM do candidato a inibidor.
Essa mistura foi incubada por 40 min a temperatura ambiente e a reacéo foi iniciada
adicionando a espermidina (1,5 x Kobs; Tabela 7), completando o volume final da

reacao para 25 pL.
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Tabela 7. Concentracdo dos reagentes utilizados nos ensaios enziméticos com a
LJdDHPSAB, LmDHPSAB e HsDHPS.

. . [NAD] [Espermidina] [DHPS] (tetramero)
Enzima Experimento
(uM) (uM) (M)
LdDHPSA.  Titulagdo do NAD* 2000 a 0,97 1000 1
cb002 i 3
. Z'St;'e?‘rf;‘f‘lglg: 1000 2000 a 0,01 1
LdDHPSB- Drug screening
cb002 (fluorescéncia) 918 51 1
LmDHPSA.  Titulagdo do NAD* 2000 a 0,01 1000 1
ch018 i 5
Titulagao da 1000 2000 a 0,01 1
+ espermidina
LmDHPSB- Drug screening
cb10 (fluorescéncia) 58,1 ar.2 1
Titulagéo do NAD* 2000 a 0,04 1000 1
Titulagéo da
HsDHPS espermidina 45 10002 0,006 1
Drug screening 23 2 1

(fluorescéncia)

Fonte: autoria propria.

O sinal de fluorescéncia foi monitorado em um comprimento de onda de
excitacao de 340 nm e um comprimento de onda de emisséo de 460 nm, no leitor de
microplacas EnVision (PerkinElmer). Como controle de 0% de atividade enzimética, o
inibidor GC7 a 10 uM foi adicionado no lugar dos candidatos a inibidor em 16 pogos
na placa de ensaio (linha 23); e, como controle do efeito do solvente (100% de
atividade enzimatica), foi adicionado DMSO no lugar dos candidatos a inibidor em 16
pocos na placa de ensaio (linha 24). Os valores de fluorescéncia para os controles
nao inibidos (LdADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002 suplementada com DMSO) e
totalmente inibidos (LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002 tratada com GC7 10 uM)
foram determinados e o Z-score foi calculado de acordo com a literatura (ZHANG;
CHUNG; OLDENBURG, 1999). Considerando que a LdDHPSA-cb002+LdDHPSB-
cb002 tratada com o GC7 representava uma inibicdo de 100%, os compostos que
causaram uma inibicdo maior do que 60% sobre a atividade da LADHPSA-

cb002+LdDHPSB-cb002 foram considerados como compostos “hit”.
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3.14.3. Ensaio enziméatico baseado em luminescéncia utilizando a reacdo acoplada
NAD*/NADH-Glo™

O ensaio foi realizado empregando o kit NAD*/NADH-Glo™ (Promega) seguindo
as recomendacdes do fabricante adaptadas de acordo com estudos anteriores
empregando a HsDHPS (LIU et al., 2021a; PARK et al., 2017). Depois de estabelecer
0 Kobs para 0 NAD™" e para a espermidina para cada enzima de interesse (Tabela 7)
pelo ensaio baseado na fluorescéncia do NADH descrito anteriormente, foi realizado
um ensaio HTS com a LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002 em uma microplaca branca
de 384 pocos (Corning Low Volume) contra as colecbes de moléculas pequenas
MMV12K BF3 e MMV14K HGL.

A composicdo da reacdo para o screening primario foi: LdDHPSA-
cb002+LdDHPSB-cb002 65 nM (tetrdmero) diluida no tampdo de ensaio
[glicina/NaOH 0,1 M pH 8,8; glicerol 5%; Tween 20 0,025%; DTT 1 mM; NAD* (1,5 x
Kobs; Tabela 7)] e 10 uM do candidato a inibidor. Essa mistura foi incubada por 40 min
a temperatura ambiente e a reacgao foi iniciada pela adigéo de espermidina (1,5X Kobs;
Tabela 7), completando o volume final da reagéo para 10 pL.

A placa foi coberta e a mistura foi incubada a 37 °C por 2 h, sob agitacdo. As
placas foram removidas da incubadora e equilibradas a temperatura ambiente por 10
min. Apos esse processo, 7 uL do reagente NAD*/NADH-Glo™ foram adicionados a
cada poco e as placas foram incubadas a temperatura ambiente por 10 min. O sinal
de luminescéncia foi medido em um leitor de microplacas EnVision (PerkinElmer).
Como controle de 0% de atividade, a LdDHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002 foi
desnaturada a 95 °C por 5 min e adicionada no lugar da enzima intacta em 16 pocos
na placa do ensaio (linha 23); e, como controle do efeito do solvente, foi adicionado
DMSO no lugar do inibidor em 16 poc¢os na placa do ensaio (linha 24). Os valores de
fluorescéncia para os controles ndo inibidos (LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002
suplementada com DMSO) e totalmente inibidos (LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002
fervida) foram determinados e o Z-score foi calculado de acordo com a literatura
(ZHANG; CHUNG; OLDENBURG, 1999). Considerando que a LdADHPS fervida
representava uma inibicdo de 100%, os compostos que proporcionaram uma inibigao
maior do que 60% sobre a atividade da LdADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002 foram

considerados como compostos “hit”.
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Além disso, foi realizado um contra ensaio com 0s compostos que promoveram
a diminuicéo do sinal de luminescéncia, com o intuito de identificar falsos-positivos, ou
seja, compostos que promoveram a inibicdo da atividade das enzimas do kit
NAD*/NADH-Glo™. Os compostos que inibiram o sinal de luminescéncia em mais de
15% na reacgao contendo NADH 1 uM diluido no tamp&o de ensaio foram considerados
como falsos-positivos ou insuficientemente seletivos para estudos posteriores (CRAIG
et al., 2016). Apdés esta etapa, todos os hits restantes foram testados novamente e
analisados posteriormente por ensaios de concentracao-resposta.

Andlises de regressdo nao linear foram realizadas para calcular os ICso,
ajustando os dados a equacado: Y=100/(1+10"((LogICso-X)*HillSlope))), onde IC=o0 € a
concentracdo do inibidor que gera uma resposta intermedidria entre os platés Top e
Bottom, X € o logaritmo da concentracao do inibidor e HillSlope descreve a inclinacao
das curvas. Os experimentos foram conduzidos em duplicata experimental, sendo que
todos os experimentos foram repetidos duas vezes. A andlise dos dados empregou o
programa GraphPad PRISM verséo 8.0 para o sistema operacional Microsoft Windows

e estes foram representados como a média + erro padréo.
3.15. Ensaio enzimatico com a LmDHPSA-cb018+ LmDHPSB-cb010 e HsDHPS

A atividade das DHPSs foi monitorada através da quantificacdo da fluorescéncia
do NADH gerado pela reducdo do cofator NAD* catalizada pelas DHPSs (WOLFF;
WOLFF; PARK, 2000), basenando-se em trabalhos anteriores (PARK et al., 2017,
SILVA et al., 2020). Os ensaios foram realizados a 25 °C, utilizando placas pretas de
384 pocos (Corning Low Volume). Todas as rea¢des foram realizadas em tampéo
contendo glicina/NaOH 0,2 M pH 8,8; glicerol 5%; e DTT 1 mM em um volume final de
15 L. Cabe aqui ressaltar que esse pH de 8,8 foi utilizado pois foi 0 que proporcionou
a maior atividade para as DHPSs estudadas. Ainda, foram realizados ensaios para
determinar as concentracdes das enzimas e 0s tempos de reacdo necessarios para
produzir a cinética linear da reagédo (dados ndo mostrados).

As leituras foram registradas a cada 45 s ap0s o inicio da reacdo (adicdo de
NAD* ou espermidina) por um periodo de 50 min através de um leitor de placas
CLARIOstar plate reader (BMG Labtech) empregando o comprimento de onda de 355

+ 15 nm e de 445 £ 20 nm para a excitacdo e para a emissao, respectivamente.
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Considerando que as concentracdes do substrato espermidina e do cofator NAD*
sofreram variacdes durante os diferentes ensaios enzimaticos realizados, a Tabela 8

a seguir resume a concentragao final desses componentes em cada experimento.

Tabela 8. Concentracdo dos reagentes utilizados nos ensaios enziméticos com a
LmDHPSAB e a HsDHPS.

] ) [NAD*] [Espermidina] [Inibidores] [DHPS] nM
Enzima Experimento
MM uM MM (tetr@mero)
LmDHPSA- Titulacdo do NAD* 0,97 a 1000 100 - 500
cb218 Titulagdo da espermidina 300 0,06 a 10000 - 500
LmDHPSB- ICso dos inibidores 108 21,5 0,49 a 1000 500
cb010
Titulacdo do NAD* 0,06 a 2000 50 - 500
HsSDHPS Titulagéo da espermidina 60 0,01 a 2000 - 500
ICso dos inibidores 25,5 3,1 0,49 a 1000 500

Fonte: autoria propria.

Cabe aqui destacar que foi preparada uma condi¢do “branco”, que era
constituida por todos os componentes da rea¢do, com excec¢ao da enzima, para cada
um desses ensaios. A média dos valores de fluorescéncia obtidos para o branco foi
subtraida das demais condicdes.

Ainda, no ensaio para a determinagéo dos ICso dos compostos MMV1674024 e
MMV1732934, os componentes da reacdo, com excec¢do da espermidina, foram
incubados por 40 min a temperatura ambiente. ApOs esse periodo, a reacao foi
iniciada pela adicéo da espermidina.

As velocidades iniciais das reacfes empregando concentracdes variaveis de
NAD* ou de espermidina foram estimadas a partir das curvas de progresso da reacao
pelo ajuste ndo linear por minimos quadrados da fase linear da reacédo. A dependéncia
das velocidades iniciais pela concentracdo do substrato ou do cofator foi ajustada a
uma hipérbole: Y = Vmax*X/(Kobs + X), em que Vmax € a velocidade maxima da enzima,
X é a concentracéo de substrato e Kobs € a concentragéo de substrato necessaria para
atingir a metade da velocidade enzimatica maxima.

Os ICso0 foram calculados ajustando os dados obtidos no ensaio de inibicdo a
equacao: Y = Bottom + (Top-Bottom)/(1+107((LoglCso-X)*HillSlope), em que Top e

Bottom correspondem aos platds superiores e inferiores, respectivamente, nas
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unidades da taxa de reacéo; ICso é a concentragéo do inibidor que gera uma resposta
intermediaria entre Top e Bottom; X é o logaritmo da concentracdo dos compostos e
HillSlope descreve a inclinagao das curvas.

Os experimentos foram conduzidos em duplicata experimental, sendo que todos
os experimentos foram repetidos duas vezes. A analise dos dados empregou o
programa GraphPad PRISM versao 8.0 para o Windows e estes foram representados

como a meédia o erro padréo.

3.16. Analise do perfil de inibicdo do composto MMV1674024 sobre a
LmDHPSAB

Para avaliar se 0 ensaio baseado na deteccéo da fluorescéncia do NADH gerado
pela reacdo parcial da LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010 seria capaz de
demonstrar um perfil de inibigdo conhecido, foi realizada a titulagdo da espermidina
na presenca de concentracdes crescentes do GC7 (0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 Mm), que
corresponde a um inibidor competitivo pelo sitio de ligacdo a espermidina nas DHPSs
de mamiferos (JAKUS et al., 1993). A titulacdo da espermidina foi realizada nas
condicdes descritas no tépico 3.15 e na Tabela 8. Os dados foram analisados como
descrito no tépico 3.15.

Para avaliar o tipo de inibicdo que o composto MMV1674024 causa sobre a
atividade da LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010, foi realizada uma titulacdo do
cofator NAD* e do substrato espermidina na presenca de concentragdes crescentes
do composto MMV 1674024 (0, 10, 15, 20 e 30 uM). Essas titulagdes foram realizadas
nas condicdes descritas no topico 3.15 e na Tabela 8. Os dados foram analisados

como descrito no tépico 3.15.
3.17. Triagens de cristalizagdo com a LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010

Na tentativa de obtencédo de cocristais para a LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-
cb010 (338 yM do monémero ou 84,5 uM do tetrdmero) e o composto MMV1674024,
foram realizados os seguintes procedimentos (COUNAGO et al., 2017; SILVA et al.,
2020): solucdes contendo quantidades equimolares de NAD* e do composto
MMV1674024 diluidos no tampao SEC, ou apenas o composto MMV1674024 diluido
no tampédo SEC, foram misturadas com a LMDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010
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purificada, a um excesso molar de 10 vezes e incubados em gelo por 3 h. Apds esse
processo, a concentracdo original da LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010 foi
restabelecida através de um concentrador Amicon Ultra Centrifugal Filters 10k (Merck
Millipore) por centrifugagéao a 12000 xg por 10 min a 4 °C, seguido do preparo de gotas
de 150 nL constituidas por trés proporcoes diferentes (2:1, 1:1 ou 1:2) da mistura
LmMDHPS/NAD*/MMV1674024 ou da mistura LmDHPS/MMV1674024 em relacdo a
solucdo reservatorio proveniente dos seguintes kits comerciais de cristalizacdo:
HCS3, HIN3, JCSG7, LFS6, BCS5, SaltRx2 e Morpheus (Molecular Dimensions).

Os experimentos de cristalizacdo foram realizados em placas de cristalizacéo
SWISSCI 3-well low-profile (Hampton research) a 20 °C. Os cristais obtidos foram
crioprotegidos na solucao reservatério suplementada com etilenoglicol 20% antes do
congelamento em nitrogénio liquido. Os dados de difracdo foram coletados no
Advanced Photon Source (APS; Lemont, lllinois-EUA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Clonagem das DHPSs dos patdgenos eucariotos no vetor de expressao em
E. coli

Foram desenhados conjuntos de oligonucleotideos que amplificavam as
sequéncias full-length e sequéncias parciais de cada DHPSs de interesse (Tabela 3).
Essas sequéncias parciais geram proteinas truncadas, com trechos possivelmente
ndo estruturados removidos, o que pode favorecer a producdo das DHPSs soluveis
em E. coli e a aquisi¢cédo de estruturas compactas durante os ensaios de cristalizacao
(GILEADI et al., 2008; SAVITSKY et al., 2010).

Para o desenho dessas construcdes, foi realizada uma busca pela melhor
correspondéncia no PDB para as DHPSs, através da ferramenta BLAST (MADDEN;
TATUSOV; ZHANG, 1996). Esta pesquisa identificou a HsDHPS (PDB ID: 1RLZ)
(UMLAND et al., 2004) como o homélogo mais proximo presente nesse banco de
dados.

O alinhamento mudultiplo das sequéncias das DHPSs de interesse com a
sequéncia da HsDHPS, através do software de predicdo de estrutura secundaria
GenomeThreader (GREMME et al., 2005), foi empregado para determinar os limites
de dominio nessas proteinas, permitindo assim, a principio, o desenho de 31
construcbes para os quatro patdgenos alvo desse estudo: trés construcdes para a
PbDHPSA; 16 construcdes para a HCDHPSA; quatro constru¢des para a BmDHPSA;
e oito construgdes para a LmDHPS (quatro para cada isoforma) (Tabela 9). A Figura
Suplementar 3 compreende a representacdo das principais constru¢des utilizadas
neste trabalho.

Foram obtidos amplicons para todas as construcfes planejadas. Estes foram
posteriormente clonadas no vetor de expressao em E. coli pNIC28-Bsa4 (Tabela 2)
via LIC. Ainda, as clonagens foram confirmadas por PCR de colbnia e sequenciamento

de DNA (dados né&o mostrados).



Tabela 9. Informacg6es detalhadas sobre as construgdes das DHPSs alvo deste estudo.
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Construcéao

Combinacao de oligonucleotideos

Vetor de expressao

Tamanho do

Massa molecular (Da)

Forward? Reverse® amplicon (pb) com tag sem tag
PbDHPSA-cb001 PbDHPSA F1 (1) PbDHPSA R1 (358) pNIC28-Bsa4 1104 41922.0 39456,3
PbDHPSA-cb002 PbDHPSA F2 (3) PbDHPSA R1 (358) pNIC28-Bsa4 1101 41807,9 39342,2
PbDHPSA-cb003 PbDHPSA F3 (7) PbDHPSA R1 (358) pNIC28-Bsa4d 1089 41377,4 38911,8
HcDHPSA-cb001 HcDHPSA F1 (1) HcDHPSA R1 (381) pNIC28-Bsa4d 1173 43993,5 41527,9
HcDHPSA-cb002 HcDHPSA F1 (1) HcDHPSA R4 (364) pNIC28-Bsa4 1122 421655 39699,9
HcDHPSA-cb003 HcDHPSA F1 (1) HcDHPSA R3 (371) pNIC28-Bsa4 1143 43019,4 40553,8
HcDHPSA-cb004 HcDHPSA F1 (1) HcDHPSA R2 (376) pNIC28-Bsa4 1158 43460,9 40995,3
HcDHPSA-cb005 HcDHPSA F2 (5) HcDHPSA R1 (381) pNIC28-Bsa4 1164 43751,3 41285,6
HcDHPSA-cb006 HcDHPSA F2 (5) HcDHPSA R4 (364) pNIC28-Bsa4 1113 41923,2 39457,6
HcDHPSA-cb007 HcDHPSA F2 (5) HcDHPSA R3 (371) pNIC28-Bsa4 1134 42777,2 40311,6
HcDHPSA-cb008 HcDHPSA F2 (5) HcDHPSA R2 (376) pNIC28-Bsa4 1149 43218,7 40753,1
HcDHPSA-cb009 HcDHPSA F3 (10) HcDHPSA R1 (381) pNIC28-Bsa4 1149 43321,8 40856,2
HcDHPSA-cb010 HcDHPSA F3 (10) HcDHPSA R4 (364) pNIC28-Bsa4 1098 41493,8 39028,2
HcDHPSA-cb011 HcDHPSA F3 (10) HcDHPSA R3 (371) pNIC28-Bsa4 1119 42347,8 39882,2
HcDHPSA-cb012 HcDHPSA F4 (10) HcDHPSA R2 (376) pNIC28-Bsa4 1134 42789,3 40323,6
HcDHPSA-cb013 HcDHPSA F4 (13) HcDHPSA R1 (381) pNIC28-Bsa4 1140 43064,5 40598,9
HcDHPSA-cb014 HcDHPSA F4 (13) HcDHPSA R4 (364) pNIC28-Bsa4 1089 41236,5 38770,9
HcDHPSA-cb015 HcDHPSA F4 (13) HcDHPSA R3 (371) pNIC28-Bsa4 1110 42090,5 39624,9
HcDHPSA-cb016 HcDHPSA F4 (13) HcDHPSA R2 (376) pNIC28-Bsa4 1125 42532,0 40066,4
BmDHPSA-cb001 BmDHPSA F1 (1) BmDHPSA R1 (366) pNIC28-Bsa4 1128 43548,6 41083,0
BmDHPSA-cb002 BmDHPSA F2 (4) BmDHPSA R1 (366) pNIC28-Bsa4 1122 43319,4 40853,8
BmDHPSA-cb003 BmMDHPSA F3 (7) BmDHPSA R1 (366) pNIC28-Bsa4 1113 43045,1 40579,5
BmDHPSA-cb004 BmDHPSA F4 (9) BmDHPSA R1 (366) pNIC28-Bsa4 1107 42769,7 40304,1
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LmDHPSA-cb001 LmDHPSA F1 (1) LmDHPSA R1 (601) pNIC28-Bsa4d 1833 66890,7 64425,1
LmDHPSA-cb002 LmDHPSA F1 (1) LmDHPSA R4 (576) pNIC28-Bsa4d 1758 64062,6 61597,0
LmDHPSA-cb003 LmDHPSA F1 (1) LmDHPSA R3 (582) pNIC28-Bsa4d 1776 64833,4 62367,8
LmDHPSA-cb004 LmDHPSA F1 (1) LmDHPSA R2 (592) pNIC28-Bsa4d 1806 65913,6 63448,0
LmDHPSA-cb005¢ LmDHPSA F4 (1) LmDHPSA R7 (601) pNIC28-Bsa4d 1833 66890,7 64425,1
LmDHPSA-cb006°¢ LmDHPSA F4 (1) LmDHPSA R15 (576) pNIC28-Bsa4d 1758 64062,6 61597,0
LmDHPSA-cb007¢ LmDHPSA F4 (1) LmDHPSA R13 (582) pNIC28-Bsa4d 1776 64833,4 62367,8
LmDHPSA-cb008¢ LmDHPSA F4 (1) LmDHPSA R10 (592) pNIC28-Bsa4d 1806 65913,6 63448,0
LmDHPSB-cb001 LmDHPSB F1 (1) LmDHPSB R1 (379) pNIC28-Bsa4d 1167 43377,7 40912,0
LmDHPSB-cb002 LmDHPSB F2 (10) LmDHPSB R1 (379) pNIC28-Bsad 1143 42613,8 40148,2
LmDHPSB-cb003 LmDHPSB F3 (15) LmDHPSB R1 (379) pNIC28-Bsa4d 1128 42074,2 39608,5
LmDHPSB-cb004 LmDHPSB F4 (32) LmDHPSB R1 (379) pNIC28-Bsa4d 1077 40457.,4 37991,8
LmDHPSB-cb005¢ LmDHPSB F6 (1) LmDHPSB R3 (379) pNIC28-Bsa4d 1167 43377,7 40912,0
LmDHPSB-cb006°¢ LmDHPSB F10 (10) LmDHPSB R3 (379) pNIC28-Bsad 1143 42613,8 40148,2
LmDHPSB-cb007¢ LmDHPSB F11 (15) LmDHPSB R3 (379) pNIC28-Bsad 1128 42074,2 39608,5
LmDHPSB-cb008¢ LmDHPSB F15 (32) LmDHPSB R3 (379) pNIC28-Bsa4d 1077 40457.,4 37991,8

a.b: Os nimeros entre parénteses representam o primeiro (?) e o Gltimo (?) aminoacido da ORF (open reading frame) predita;

¢: Construcdes de LmDHPS obtidas a partir dos genes sintéticos com otimizacédo de cédons para a producéo de proteinas em E. coli.

Fonte: autoria propria.
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4.2. Teste de expressdo em E. coli das DHPSs dos patdgenos eucariotos em

pequena escala (volume cultura =1 mL)

Com o intuito de determinar as melhores construcfes e as condicbes para a
producdo das DHPSs de interesse, os clones confirmados foram submetidos ao teste
de expressao em pequena escala, utilizando a linhagem de expresséo BL21(DE3)-
R3-pRARE2 de E. coli (Tabela 1), seguida pela purificagdo por cromatografia de
afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC) (BURGESS-BROWN et al., 2014;
SAVITSKY et al., 2010).

Os resultados do teste de expressao em pequena escala realizados com as 31
construgdes planejadas inicialmente nesse estudo indicaram que algumas dessas
construcdes foram produzidas de forma solavel nestas células (Figura 10): duas
construcbes da PbDHPSA (cb001 e cb002; tamanho aproximado de 40 kDa), 15
construces da HCDHPSA (apenas a cb007 nédo foi soltvel; tamanho aproximado de
40 kDa); trés construcdes da BmDHPSA (cb001 a cb003; tamanho aproximado de
40 kDa), trés construcdes da LmDHPSA (cb001 a cb003; tamanho aproximado de 70
kDa; apresentaram-se pouco solluveis) e trés constru¢cdes da LmDHPSB (cb002 a
cb004; tamanho aproximado de 40 kDa; apresentaram-se pouco sollveis). Nao
foram detectadas proteinas sollveis para as demais construcdes.
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Figura 10. SDS-PAGE das fracdes purificadas obtidas no teste de expressdao em
pequena escala. O sobrenadante, obtido apds lise celular e clarificacdo, foi
submetido a uma cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados
(IMAC). O tamanho aproximado das construcbes de PbDHPSA, HcDHPSA,
BmDHPSA e LmDHPSB ¢ de 40 kDa; e das constru¢cdes de LmDHPSA é de 70
kDa. M: marcador de peso molecular (Precision Plus Protein Unstained Protein
Standards, Bio-Rad). LT: lisado total. E: amostras eluidas. C+: controle positivo
de expressédo de proteinas em E. coli utilizado pelo CQMED (residuos M1 a T248
do gene NANPA clonado em pNIC28-Bsa4; 30,4 kDa). O tamanho aproximado
em kDa das construgdes esta indicado na figura. As setas indicam a localizacdo
das bandas das DHPSs.
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Fonte: autoria propria.
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4.3. Producdao e purificacdo em larga escala (volume cultura=1,5L) das DHPSs

de patdgenos eucariotos a partir de E. coli

Foi realizado um aumento da escala de producéo para seis construcdes de trés
organismos: P. brasiliensis (PbDHPSA-cb001 e cb002), H. capsulatum (HCDHPSA-
cb001 e cb002), B. malayi (BmMDHPSA-cb001 e cb002), que correspondem a proteina
full-length e uma forma truncada da DHPS para cada organismo. A producao em larga
escala dessas DHPSs foi realizada em BL21(DE3)-R3-pRARE2 cultivadas em 1,5 L
de meio TB.

Assim como nos ensaios de producéo e purificacdo de proteinas realizados em
pequena escala, a IMAC foi empregada como o primeiro método de purificacdo de
proteinas. A analise por SDS-PAGE das fracdes obtidas com a IMAC revelou que a
maioria das DHPSs recombinantes estavam presentes na fracao insolivel. Apesar
disso, a IMAC foi capaz de enriquecer as DHPSs oriundas dos lisados celulares
clarificados (Figuras 11 a 13).

As amostras provenientes da primeira etapa de IMAC foram tratadas com
protease TEV, sendo que esse tratamento foi capaz de clivar a tag Hise N-terminal de
todas as construcgdes, ja que uma mudanca visivel no tamanho dos DHPSs pode ser
observada no gel (Figuras 11-13 A e C). As amostras digeridas com a protease TEV
foram submetidas a um segundo processo de cromatografia de afinidade por ions
metalicos imobilizados (IMAC reversa), com o intuito de remover 0os contaminantes
provenientes da primeira etapa de purificacdo. Com isso, uma maior proporcado das
DHPSs foram obtidas a partir da porcéo flow-through (R2) (Figuras 11-13 A e C),
enquanto uma boa parcela dos contaminantes, incluindo as DHPSs com tag Hiss N-
terminal e a protease TEV foram recuperados durante o processo de eluicdo (R4)
(Figuras 11-13 A e C). Uma quantidade substancial de DHPS também foi encontrada
na fracdo de lavagem com 30 mM de imidazol (R3) (Figuras 11-13 A e C) e estas
foram reunidas com as respectivas fragoes flow-through (R2) para a etapa final de

purificacdo por cromatografia de exclusdo molecular (SEC) (Figuras 11-13 B e D).
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Figura 11. Purificacdo das constru¢cdes PbDHPSA-cb001 e PbDHPSA-cb002 em larga

A

kDa

escala. O sobrenadante, obtido apds sonicacéo e clarificacdo, foi submetido a
uma cromatografia de afinidade por ions metélicos imobilizados (IMAC), seguida
de uma IMAC reversa e cromatografia de exclusdo molecular (SEC). (A e C)
Andlise por SDS-PAGE das fragc6es obtidas com a IMAC: lisado total (1), fracdo
solavel (2), flow-through (3), eluicdo com imidazol 300 mM (4). Andlise por SDS-
PAGE da amostra tratada com protease TEV (R1). A fracdo R1 gerou os seguintes
estratos apdés a segunda etapa de purificagdo por IMAC: flow-through (R2),
lavagem com imidazol 30 mM (R3) e eluicdo com imidazol 300 mM (R4). (B e D)
Andlise por SDS-PAGE das amostras apés SEC. Tamanhos aproximados das
proteinas em kDa, com tag = PbDHPSA-cb001: 42; PbDHPSA-cb002: 41,8; sem
tag = PbDHPSA-cb001: 39,5; PbDHPSA-cb002: 39,3. M: marcador de peso
molecular (Precision Plus Protein Unstained Protein Standards, Bio-Rad). As setas
indicam a localiza¢éo das bandas das PbDHPSs.
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Fonte: autoria propria.
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Figura 12. Purificacdo das constru¢cées HcDHPSA-cb001 e HcDHPSA-cb002 em larga
escala. O sobrenadante, obtido apds sonicagéo e clarificacao, foi submetido a
uma cromatografia de afinidade por ions metélicos imobilizados (IMAC), seguida
de uma IMAC reversa e cromatografia de exclusdo molecular (SEC). (A e C)
Andlise por SDS-PAGE das fragc6es obtidas com a IMAC: lisado total (1), fracdo
solavel (2), flow-through (3), eluicdo com imidazol 300 mM (4). Andlise por SDS-
PAGE da amostra tratada com protease TEV (R1). A fracdo R1 gerou os seguintes
estratos apdés a segunda etapa de purificagdo por IMAC: flow-through (R2),
lavagem com imidazol 30 mM (R3) e eluigdo em imidazol 300 mM (R4). (B e D)
Andlise por SDS-PAGE das amostras apés SEC. Tamanhos aproximados das
proteinas em kDa, com tag = HcCDHPSA-cb001: 44; HCDHPSA-cb002: 42; sem tag
= HcDHPSA-cb001: 41,5; HcDHPSA-cb002: 39,7. M: marcador de peso molecular
(Precision Plus Protein Unstained Protein Standards, Bio-Rad). As setas indicam
a localizacao das bandas das HcDHPSs.
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Figura 13. Purificagdo em larga escala das constru¢cées BmDHPSA-cb001 e BmDHPSA-
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cb002 em larga escala. O sobrenadante, obtido apés sonicacdo e clarificagao,
foi submetido a uma cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados
(IMAC), seguida de uma IMAC reversa e cromatografia de exclusdo molecular
(SEC). (A e C) Andlise por SDS-PAGE das fragdes obtidas com a IMAC: lisado
total (1), frac@o soltvel (2), flow-through (3), eluicdo com imidazol 300 mM (4).
Analise por SDS-PAGE da amostra tratada com protease TEV (R1). A fracdo R1
gerou 0s seguintes estratos apos a segunda etapa de purificagdo por IMAC: flow-
through (R2), lavagem com imidazol 30 mM (R3) e eluicdo em imidazol 300 mM
(R4). (B e D) Andlise por SDS-PAGE das amostras ap6s SEC.Tamanhos
aproximados das proteinas em kDa, com tag = BmDHPSA-cb001l: 43,5;
BmDHPSA-cb002: 43,3; sem tag = BmDHPSA-cb001: 41; BmDHPSA-cb002: 40,8.
M: marcador de peso molecular (Precision Plus Protein Unstained Protein
Standards, Bio-Rad). As setas indicam a localiza¢do das bandas das BmDHPSs.
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Fonte: autoria propria.

Apés essas etapas de purificacdo, o rendimento proteico obtido foi de 14,7 mg
da PbDHPSA-cb001 por L de cultura; 5,4 mg da PbDHPSA-cb002 por L de cultura;
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10,9 mg da HCDHPSA-cb001 por L de cultura; 3,4 mg da HcDHPSA-cb002 por L de
cultura; 2,8 mg da BmDHPSA-cb001 por L de cultura; 0,6 mg da BmDHPSA-cb002
por L de cultura. Além disso, as versdes full-lenght das DHPSs purificadas
apresentaram a massa molecular esperada, conforme determinado por

espectrometria de massa intacta (Figura 14).

Figura 14. Andlise por espectrometria de massa intacta das DHPSs purificadas a partir
de culturas em larga escala. Os espectros de massa/carga sdo mostrados para
a PbDHPSA-cb001; a HcDHPSA-ch001 e a BmDHPSA-cb001. Os valores de
massa esperados e observados estao indicados na figura.
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4.4. Estabelecimento de um ensaio bioquimico simples e aplicavel para o
rastreamento em larga escala de inibidores para HCDHPSA-cb001, BmDHPSA-
cb001 e PbDHPSA-cb001

Um ensaio in vitro robusto e sensivel corresponde a um componente critico de
uma plataforma de descoberta de farmacos baseados em alvos. Idealmente, os
ensaios bioquimicos para rastreamento de inibidores devem ser de baixo custo e
passiveis de automacdo, 0 que permite a realizacdo de rastreamentos utilizando
varias colecdes de compostos (SILVA et al., 2020).

Vérios ensaios in vitro foram descritos previamente para a quantificacdo da
atividade bioquimica das DHPSs (KALTENEGGER et al., 2021; PARK et al., 2017;
WOLFF; LEE; PARK, 2011; WOLFF; WOLFF; PARK, 2000). O ensaio convencional
utilizado para medir a atividade dessas enzimas baseia-se na incorporacdo da
radioatividade proveniente da 3H-espermidina em elF5A (WOLFF; LEE; PARK, 2011).
Este ensaio mostrou-se robusto e confiavel, mas ndo pode ser facilmente adaptado
para a triagem em larga escala (high-throughput screening; HTS) de colecbes de
compostos (WOLFF; LEE; PARK, 2011). Ainda, uma grande desvantagem desses
ensaios € o acumulo de residuos radioativos (KALTENEGGER et al., 2021).

Recentemente, Park e colaboradores desenvolveram um ensaio ndo radioativo
que mede o NADH gerado pela reacao parcial das DHPSs através do acoplamento
desta reacdo com o ensaio NAD*/NADH-Glo™ (PARK et al., 2017). Este ensaio
acoplado baseado na deteccédo de luminescéncia pode ser facilmente utilizado para
ensaios HTS, mas é suscetivel a artefatos que interferem na reacdo acoplada a
luciferase (AULD; INGLESE, 2004; THORNE; AULD; INGLESE, 2010).

Considerando essas informacdes, 0 ensaio bioquimico descrito no presente
trabalho se baseia na capacidade da DHPS em catalisar uma reacdo parcial na
presenca de NAD* e espermidina, resultando na formacao do intermediario enzima-
butilimina e NADH ligado a enzima, na auséncia do precursor de elF5A (WOLFF;
FOLK; PARK, 1997) (Figura 15). Assim, neste ensaio, a fluorescéncia do NADH (pico
de emisséo de aproximadamente 440 nm) gerado pela reagéo parcial das DHPSs é
mensurada (WOLFF; FOLK; PARK, 1997; WOLFF; WOLFF; PARK, 2000) (Figura 15).
Algumas das vantagens deste ensaio incluem o acoplamento direto do sinal de

fluorescéncia a reacédo parcial da DHPS, a facilidade de miniaturizacdo para se ajustar
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ao formato HTS e os custos reduzidos comparados aos da alternativa NAD*/NADH-
Glo™ (SILVA et al., 2020).

Ensaios baseados em fluorescéncia correspondem a um dos métodos de
deteccdo dominantes em ensaios HTS devido a sua alta sensibilidade, rdpida
velocidade de medicdo do sinal, alta versatilidade, simplicidade e a forma né&o
destrutiva de rastrear ou analisar alvos (FANG et al., 2019; KOLANOWSKI; LIU; NEW,
2018). Por outro lado, é provavel que o uso desse ensaio em rastreamentos HTS exija
a utilizagdo de controles, como ocorre no ensaio com NAD*/NADH-Glo™, para
descartar artefatos que possam fluorescer em comprimentos de onda semelhantes ao
NADH (NAPPER; SIVENDRAN, 2011).

Figura 15. Reacdo parcial catalisada pelas DHPSs. Mecanismo de reagdo proposto para
as DHPSs na presenca de NAD* e espermidina. A manutengéo do aduto covalente
entre a lisina catalitica e o grupo butilimina da espermidina mantém a enzima na
forma inativa.
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Fonte: Adaptada de SILVA et al., 2020.

Para garantir que esse ensaio fosse realmente robusto e sensivel, a
fluorescéncia produzida pelo NADH foi mensurada em concentra¢des crescentes das
DHPSs recombinantes purificadas (HCDHPSA-cb001, BmMDHPSA-cb001 e PbDHPS-
cb001) na presenca de excesso de cofator NAD* e do substrato espermidina
(concentragOes descritas na Tabela 4 e nas legendas das Figuras 16 a 18). As curvas
de progresso da reacao permitiram determinar uma concentracdo de enzima que
produziu uma razao entre o sinal/ruido robusta na faixa linear da reagéo (Figura 16A
para HCDHPSA; Figura 17A para BmMDHPSA e Figura 18A para PbDHPS). Com base
nesses resultados, a concentracdo de trabalho escolhida para as DHPSs (tetramero)
foi de 25 nM.
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Com o intuito de definir uma concentracdo de NAD™* apropriada para o ensaio,
as curvas de progresso da reacéo foram determinadas na presenca de concentracfes
crescentes desse cofator (0,098 a 100 yM para HcDHPSA; 0,195 a 400 uM para
BmDHPSA; 0,39 a 800 uM para PbDHPSA) e uma concentragao fixa e excessiva do
substrato espermidina (5 yM para HCDHPSA; 0,56 yM para BmDHPSA; 4 uM para
PbDHPSA). Essas curvas foram utilizadas para calcular a taxa linear de formacéo do
NADH em varias concentracfes de NAD* (Vnab+). Um grafico dos valores de Vnap+
versus as concentracdes de NAD* foi utilizado para estabelecer a relagéo hiperbdlica
da reacao parcial das DHPSs com a concentracdo do cofator (Kobs do NAD* para
HcDHPSA: 3,08 £ 0,20 pM, Figura 16B; Kobs do NAD* para BmDHPSA: 44,0 + 3,2 pM,
Figura 17B; Kobs do NAD* para PbDHPSA: 9,42 + 0,42 uM, Figura 18B). A partir desses
dados, a concentracdo fixa de NAD* escolhida para a realizagcdo dos ensaios de
inibicdo enzimatica foi de 30, 132 e 95 uM para HCDHPSA, BmDHPSA e PbDHPSA,
respectivamente.

Experimentos equivalentes foram realizados para estabelecer as concentra¢des
apropriadas do substrato espermidina para 0 ensaio. Nesses experimentos, a
concentracdo do NAD* foi mantida fixa (valores mencionados anteriormente) e a taxa
linear de formacdo de NADH foi calculada na presenca de concentra¢cfes crescentes
da espermidina (0,032 a 500 uM para HcDHPSA; 0,0005 a 1 yM para BmDHPSA;
0,0006 a 100 uM para PbDHPSA) (Vesp). Um gréafico dos valores de Vesp versus as
concentracdes de espermidina foi utilizado para estabelecer a relagédo hiperbdlica da
reacao parcial das DHPSs com a concentracao de substrato (Kobs da espermidina para
HcDHPSA: 0,49 + 0,03 puM, Figura 16C; Kobs da espermidina para BmDHPSA: 0,056
+ 0,002 pM, Figura 17C; Kobs da espermidina para PbDHPSA: 0,41 + 0,03 pM, Figura
18C). A partir desses dados, a concentracdo fixa de espermidina escolhida para a
realizacdo dos ensaios de inibicdo enzimatica foi de 5; 0,56 e 4 uM para HCDHPSA,
BmDHPSA e PbDHPSA, respectivamente.

No seguimento desses estudos preliminares, foi realizada a tentativa de mostrar
gue esse ensaio poderia ser utilizado para estimar valores de ICso para inibidores das
DHPSs. Nesses ensaios, foi empregado o GC7, um potente inibidor da DHPS de
mamiferos (JAKUS et al., 1993; PARK et al., 1994). As curvas de progresso da reacao
foram utilizadas para estimar a taxa linear de formacao de NADH pelas DHPSs em
concentragdes crescentes de GC7 (0,00019 a 10 yuM para HCDHPSA e BmDHPSA,;
0,0003 a 50 uyM para PbDHPSA), mantendo concentragdes fixas de NAD®, de
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espermidina e de enzima (18,75 nM do tetramero). A curva de concentracao-resposta
resultante foi utilizada para estimar o valor de ICso do GC7, que foi de 9, 28 e 61 nM
para HcDHPSA, BmDHPSA e PbDHPSA, respectivamente (Figura 16D para
HcDHPSA; Figura 17D para BmDHPSA e Figura 18D para PbDHPS).

Os valores de ICso obtidos para o GC7 com este ensaio estdo em excelente
concordancia com os valores de ICso descritos na literatura para DHPSs de mamiferos
(17 a 50 nM), sendo estes ICso provenientes de ensaios que utilizaram o cofator NAD*
e ambos o0s substratos necessarios para a reacdo completa da DHPS (espermidina e
elF5A) (JAKUS et al., 1993; LEE; PARK; FOLK, 1995; TANAKA et al., 2020a). O fato
dos valores de ICso tanto para as reagfes completas quanto para reagdes parciais
serem semelhantes era esperado, uma vez que o GC7 compete com a espermidina,
0 substrato da primeira etapa da reacéo catalisada pelas DHPSs.

O ensaio enziméatico empregado aqui foi robusto e sensivel na faixa de
concentracdo de pM a pM do inibidor, empregando uma pequena quantidade de
enzima. Entretanto, € importante destacar que este ensaio enzimatico sé seria capaz

de identificar inibidores da reacgéo parcial da DHPS (Figura 15).
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Figura 16. Estabelecimento de um ensaio enzimético empregando a reacéo parcial da

HcDHPSA-cb001 e determinagéo do ICso para o GC7. (A) Curva de progresso
da reacdo demonstrando a formacdo de NADH pela HcDHPSA-cb0O01.
Intensidade de fluorescéncia apoés excitacdo a 355 + 15 nm. O componente final
da reacdo (espermidina) foi adicionado & placa no tempo 0 e o sinal da
fluorescéncia do NADH foi medido a cada 50s por 40 min. A reagao (50 L) era
composta por 25 nM de HcDHPSA-cb001 (concentracdo calculada para o
tetrdmero), 30 uM de NAD* e 5 uyM de espermidina. (B) Titulacdo do NAD*.
Concentracdes variaveis de NAD* (0,098 a 100 pM) e concentragdes fixas de
HcDHPSA-cb001 (25 nM do tetramero) e de espermidina (5 pM) foram
empregadas para realizar o experimento. O valor estimado para 0 Kops do NAD* é
mostrado na figura. (C) Titulagdo da espermidina. Concentra¢des variaveis de
espermidina (0,032 a 500 pM) e concentragdes fixas da HCDHPSA-cb001 (25 nM
do tetramero) e de NAD* (30 uM) foram utilizadas para realizar o experimento. O
valor estimado para 0 Koy da espermidina € mostrado na figura. (D) Determinacgéo
do ICso para o0 GC7. Foram utilizadas concentracdes variaveis de GC7 (0,00019 a
10 uM) e concentracgoes fixas da HCDHPSA-cb001 (18,75 nM do tetramero), de
espermidina (5 uM) e de NAD* (30 uM) para a realizagao do experimento. O valor
estimado para o ICso € mostrado na figura. Os pontos individuais representam a
média + erro padrao de duplicatas experimentais.
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Fonte: autoria propria.
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Figura 17. Estabelecimento de um ensaio enzimético empregando a reacéo parcial da

BmDHPSA-cb001 e determinacéo do ICso para o GC7. (A) Curva de progresso
da reacdo demonstrando a formacdo de NADH pela BmDHPSA-cb001.
Intensidade de fluorescéncia apoés excitacdo a 355 + 15 nm. O componente final
da reacdo (espermidina) foi adicionado & placa no tempo 0 e o sinal da
fluorescéncia do NADH foi medido a cada 50s por 40 min. A reagao (50 L) era
composta por 25 nM da BmDHPSA-cb001 (tetramero), 132 uM de NAD* e 0,6 uM
de espermidina. (B) Titulacdo do NAD*. Concentracdes variaveis de NAD* (0,195
a 400 pM) e concentragdes fixas da BmDHPSA-cb001 (25 nM do tetramero) e de
espermidina (0,56 uM) foram empregads para realizar o experimento. O valor
estimado para o0 Kqps do NAD* é mostrado na figura. (C) Titulacdo da espermidina.
Concentracdes variaveis de espermidina (0,0005 a 1 uM) e concentragdes fixas
da BmDHPSA-cb001 (25 nM do tetramero) e de NAD* (132 uM) foram utilizadas
para realizar o experimento. O valor estimado para o Kops da espermidina é
mostrado na figura. (D) Determinagédo do ICso para o GC7. Foram utilizadas
concentracdes variaveis de GC7 (0,00019 a 10 uM) e concentragdes fixas da
BmDHPSA-cb001 (18,75 nM do tetramero), de espermidina (0,56 uM) e de NAD*
(132 uM) para a realizacdo do experimento. O valor estimado para o ICs €
mostrado na figura. Os pontos individuais representam a média + erro padrao de
duplicatas experimentais.
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Fonte: Adaptada de SILVA et al., 2020.
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Figura 18. Estabelecimento de um ensaio enzimético empregando a reacéo parcial da
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PbDHPSA-cb001 e determinagéo do ICso para o GC7. (A) Curva de progresso
da reacdo demonstrando a formacdo de NADH pela PbDHPSA-cb0O01.
Intensidade de fluorescéncia apoés excitacdo a 355 + 15 nm. O componente final
da reacdo (espermidina) foi adicionado & placa no tempo 0 e o sinal da
fluorescéncia do NADH foi medido a cada 50s por 60 min. A reagao (50 L) era
composta por 25 nM da PbDHPSA-cb001 (tetrdmero), 95 yM de NAD* e 4 uM de
espermidina. (B) Titulacdo de NAD*. Concentracdes variaveis de NAD* (0,39 a
800 uM) e concentragdes fixas da PbDHPSA-cb001 (25 nM do tetramero) e de
espermidina (50 yM) foram empregadas para realizar o experimento. O valor
estimado para o0 Kqps do NAD* é mostrado na figura. (C) Titulacdo da espermidina.
Concentracdes variaveis de espermidina (0,0006 a 100 uM) e concentragdes fixas
da PbDHPSA-cb001 (25 nM do tetramero) e de NAD* (95 pM) foram utilizadas
para realizar o experimento. O valor estimado para o Keps da espermidina é
mostrado na figura. (D) Determinagédo do ICso para o GC7. Foram utilizadas
concentracdes variaveis de GC7 (0,0003 a 50 uM) e concentragdes fixas da
PbDHPSA-cb001 (18,75 nM do tetrdmero), de espermidina (4 uM) e de NAD* (95
MM) para a realizagdo do experimento. O valor estimado para o ICso € mostrado
na figura. Os pontos individuais representam a média + erro padrdo de duplicatas
experimentais.
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4.5. Cristalizacdo da HCDHPSA-cb001 e da BmDHPSA-cb001

Apés a realizacdo das triagens de cristalizacdo (item 3.11 de Materiais e
Métodos), foram obtidos cristais para a HCDHPSA-cb001 e a BmDHPSA-cb001
(Figura 19). Para a obtencdo dos mesmos, foi feita uma mistura contendo
quantidades equimolares de NAD* e GC7 a um excesso molar de 3 vezes em relacéo
as proteinas mencionadas anteriormente. Além disso, a melhor condi¢cdo para a
obtencéo dos cristais da HCDHPSA-cb001 foi a seguinte: cloreto de sodio 0,2 M, BIS-
TRIS 0,1 M pH 6,5, polietilenoglicol 3350 25%, a 20 °C. Ja para a BmDHPSA-cb001,
os melhores cristais se formaram na seguinte condig&o: citrato de diamonio 0,2 M pH
5,0, polietilenoglicol 3350 20%, a 20°C.

Figura 19. Cristais obtidos a partir das DHPSs full-length de H. Capsulatum e B. malayi
na presenca de NAD*e GC7. (A) Os melhores cristais para a HcDHPS-cb001
foram obtidos na seguinte condicdo: cloreto de sédio 0,2 M, BIS-TRIS 0,1 M pH
6,5, polietilenoglicol 3350 25%, a 20 °C; (B) Os melhores cristais para a BmDHPS-
cb001 foram obtidos na seguinte condicdo: citrato de diaménio 0,2 M pH 5,0,
polietilenoglicol 3350 20%, a 20 °C.

A HcDHP SA-cb001

B BmDHPSA-cb001

Fonte: autoria propria.
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Os dados de difracéo desses cristais foram coletados no Diamond Light Source
(DLS), sendo que as estruturas da BmDHPSA-cb001 e da HCcDHPSB-cb001 foram

resolvidas a uma resolucéo de 2,3 A e 2,1 A, respectivamente.
4.6. Determinacgdo da estrutura cristalografica da BmDHPSA ligada ao NAD*

Para verificar a possibilidade da BmDHPSA-cb001 se tornar um alvo potencial
para o desenvolvimento de farmacos baseados na sua estrutura, o gene que codifica
essa enzima foi clonado e a produzido de forma recombinante em E. coli. Em seguida,
a escala de producdo da BmDHPSA-cb001 (full-length) recombinante foi aumentada,
sendo que esta foi purificada pela combinac¢éo das técnicas de IMAC e cromatografia
de exclusdo molecular (Figura 13). O rendimento final foi de 2,8 mg de BmDHPSA
purificada por L de cultura bacteriana. Ainda, a BmDHPSA-cb001 purificada
apresentou a massa molecular esperada (41083,5 Da), como determinado pela
espectrometria de massa intacta (Figura 14).

A estrutura cristalografica da BmDHPSA full-length (residuos 1-366) ligada ao
cofator NAD* foi determinada a uma resolucédo de 2,3 A. A enzima humana (PDB ID
1DHS) (LIAO et al., 1998) foi utilizada como modelo de busca na substituicdo
molecular para solucionar o problema da fase cristalogréafica (Tabela 5). A estrutura
da BmDHPSA-cb001 apresenta uma organizacdo quaternaria semelhante a sua
homologa humana, como esperado, devido aos altos niveis de identidade entre essas
duas proteinas (61,5%) (SILVA et al., 2020).

Dentro da unidade assimétrica do cristal, quatro cadeias polipeptidicas da
BmDHPSA (Al, A2, B1 e B2; Figura 20) se organizam em um tetramero (SILVA et al.,
2020). Os protdomeros individuais apresentam estruturas muito semelhantes (raiz
quadrada do desvio quadratico médio - r.m.s.d. < 0,30 A). As diferencas estruturais
mais notaveis entre os protbmeros da BmDHPSA-cb001 estdo localizadas na regido
N-terminal da proteina, que € conhecida por ser altamente flexivel (LIAO et al., 1998;
UMLAND et al., 2004). Como exemplo desse fato, nenhuma densidade eletronica foi
observada para os primeiros 28 residuos do protdbmero A2. Da mesma forma, as
diferencas estruturais mais notaveis entre os protdbmeros da HsDHPS e da
BmDHPSA-cb001 est&o localizadas na regido N-terminal (r.m.s.d = 0,50 A; Figura 20)
(SILVA et al., 2020).
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Figura 20. Estrutura da BmDHPSA-cb001 ligada ao cofator NAD*. (A) Configuracéo
tetramérica da BmDHPSA. Os protdmeros individuais do tetrdmero estédo
representados em cores diferentes (Al - azul, A2 - rosa, B1 - amarelo e B2 -
verde). As moléculas de NAD* estdo representadas como esferas. (B)
Sobreposicao de um protdmero da BmDHPSA (Al em azul; na mesma orientagéo
do painel A) com um da HsDHPS (magenta).

Fonte: SILVA et al., 2020.

Como observado para a HsDHPS, o tetramero da BmDHPSA-cb001 possui
quatro sitios ativos, sendo que dois sédo formados pela combinacao dos residuos dos
protdbmeros Al e A2 e dois pela combinacdo dos residuos dos protbmeros B1 e B2
(SILVA et al.,, 2020). A area de interface entre protdbmeros que contribuem com
residuos para formar o mesmo sitio ativo é bastante extensa, totalizando
aproximadamente 2500 A2 (Figura 21A e B). As moléculas de NAD* ocuparam trés
dos quatro sitios ativos do tetramero (SILVA et al., 2020).
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Figura 21. Contatos interprotoméricos do homotetramero da BmDHPSA-cb001. (A e B)
As superficies moleculares dos protdbmeros A2, B1 e B2 s&o mostradas nas
mesmas cores da Figura 20A. O protdmero Al é representado como um cartoon
em azul. A posicao da hélice a1 da porcdo N-terminal é indicada pela seta. (C)
Interagdes entre a hélice a1 da porcao N-terminal do protdbmero Al e residuos
proximos (corte de 4 A) dos protdmeros B1 e B2. As ligacdes de hidrogénio séo
representadas como linhas pretas tracejadas.
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Fonte: SILVA et al., 2020.

A resolucéo da estrutura da HsDHPS revelou que 0 acesso ao seu sitio ativo €
controlado por um mecanismo de "ball-and-chain" (LIAO et al., 1998; UMLAND et al.,
2004). Da mesma forma, na estrutura do BmDHPSA-cb001, a entrada para os dois
sitios ativos formados pelos protbmeros Al e A2 encontra-se bloqueada pelas hélices
da regido N-terminal (hélice a1, “the ball’) dos protémeros B1 e B2. Devido a baixa
densidade de elétrons, a regido N-terminal equivalente do protbmero A2 foi omitida no
modelo final da proteina. Assim, um dos sitios ativos formados pelos protémeros B1
e B2 aparece exposto ao solvente. O outro sitio ativo formado pelos protémeros Bl e
B2 aparece bloqueado pela hélice a1 do protdmero Al. Os contatos entre protdmeros
facilitados pela hélice a1 sao principalmente de natureza hidrofobica (Figura 21C). Os
anicos contatos polares observados foram os dos atomos da cadeia lateral da Asp9
na hélice a1 com a Arg269 de outro protémero (SILVA et al., 2020).

Além dos contatos descritos acima para a hélice a1, a area de interface
observada entre os protdmeros que contribuem com residuos para a formacao de
sitios ativos diferentes é bastante extensa. Por exemplo, a area de interface entre os

protdmeros Al e B1 totaliza aproximadamente 3500 A2 e a area entre os protdmeros
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Al e B2 aproximadamente 650 A2, No total, os contatos entre protdmeros englobam
aproximadamente 12600 A2 da area de superficie da proteina (Figura 21A e B) (SILVA
et al., 2020). Uma area de interface tdo extensa fortalece a hipotese de que, como
demonstrado anteriormente para a DHPS de outros organismos (TAO; CHEN, 1995;
WOLFF et al., 1995), a configuracdo biologicamente relevante para a BmDHPSA-
cb001 corresponde a um homotetramero (SILVA et al., 2020).

Para confirmar essa hipétese, uma cromatografia de exclusdo molecular
analitica foi utilizada para investigar se a BmDHPSA-cb001 produzida neste trabalho
também possui uma estrutura quaternaria em solucdo semelhante as enzimas de
mamifero. Nesse experimento, a BmMDHPSA-cb001 recombinante purificada
apresentou um coeficiente de particdo aparente equivalente ao de uma proteina de
aproximadamente 165 kDa. Este valor estd em excelente concordancia com o
tamanho esperado para um tetramero da BmDHPSA-cb00l1, que seria de
aproximadamente 164 kDa (Figura 22) (SILVA et al., 2020).

Figura 22. Determinacdo do estado oligomérico da BmDHPSA-cb001 em solucéo.
Representacdo dos coeficientes de particdo aparentes para as proteinas padrao
e para BmDHPSA-cb001 (em vermelho) apdés cromatografia de exclusédo
molecular analitica.
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Fonte: adaptado de SILVA et al., 2020.



104

4.7. Sitio ativo da BmDHPSA

A andlise da estrutura da BmDHPSA-cb001 possibilitou a definicdo do sitio ativo
dessa enzima. Dentro do tetramero da BmDHPSA-cb001, todos os quatro sitios ativos
apresentam arquiteturas semelhantes. A seguir, o sitio ativo formado pelos
protdmeros Al e A2 e, cuja entrada foi bloqueada pela hélice a1 do protémero B1 sera
descrito em detalhes. Dada a conservacéao estrutural entre os protdmeros individuais,
conclusdes semelhantes podem ser tiradas para todos os quatro sitios ativos dessa
enzima (SILVA et al., 2020).

Como observado para a HsDHPS, o sitio ativo da BmDHPSA-cb001 apresenta
um formato de funil. A extremidade mais larga do sitio ativo encontra-se mais proxima
da superficie da proteina, estando bloqueada pela hélice a1 do protébmero B1. A
extremidade mais estreita do sitio ativo esta localizada profundamente no interior da
proteina (aproximadamente 30 A, considerando o anel fenila da cadeia lateral da
Phe244 na entrada do sitio ativo em relagéo ao atomo Ca da Asn304 no seu interior)
(SILVA et al., 2020).

No sitio ativo da BmDHPSA-cb001, a molécula do NAD* esté orientada de tal
maneira que seu anel adenina € acomodado por residuos da proteina na parte inferior
do funil, enquanto o anel nicotinamida desse cofator esta direcionado para a entrada
do sitio ativo (aproximadamente 15 A do anel fenila da Phe244). Ainda, o grupo
difosfato e as duas por¢des ribose da molécula de NAD* ligada ao segundo sitio ativo
formado pelos protdmeros Al e A2 ajudam a delimitar uma das extremidades do sitio
ativo em analise (Figura 23) (SILVA et al., 2020).

Embora presente no coquetel de cristalizacdo, a densidade eletrénica para o
GC7 néo foi observada nos cristais da BmDHPSA-cb001. Na estrutura da BmDHPSA-
cb001, a entrada para o sitio ativo possivelmente foi bloqueada pela hélice N-terminal
(a1, “the ball”) e isso pode ter impedido a ligacdo do GC7 a essa enzima (SILVA et al.,
2020). Da mesma forma, o GC7 nao pdde ser localizado nos mapas de densidade
eletrbnica nos cristais da HsDHPS que apresentavam os sitios ativos da enzima
bloqueados (LIAO et al., 1998).
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Figura 23. Detalhes do sitio ativo da BmDHPSA-cb001. (A) O protdbmero Al é mostrado
como uma superficie branca, com os residuos dentro de um raio de 4 A do cofator
NAD* (esferas) mostrados como bastées azuis realcados pela superficie azul
clara. Os residuos no protémero A2 dentro de um raio de 4 A do cofator NAD*
ligado ao protdbmero Al sdo mostrados como bastdes rosas. O cofator NAD* ligado
ao protdbmero A2 também é mostrado como bastBes rosas. Os protdmeros Bl
(amarelo) e B2 (verde) sdo mostrados como cartoons. (B, C) Residuos
cataliticamente importantes no sitio ativo da BmDHPSA-cb001. A espermidina
(bastdo amarelo) foi acoplada na estrutura da BmDHPSA-cb001 apés a
sobreposicado dessa estrutura com a estrutura da HsDHPS ligada a espermidina
(PDB ID 6XXK) (WATOR; WILK; GRUDNIK, 2020) através do software Pymol
(Schrodinger, Inc).
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Fonte: SILVA et al., 2020.
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Infelizmente, as tentativas de obtencéo de cristais da BmDHPSA-cb001 com o
sitio ativo exposto, através do emprego de coquetéis de cristalizacdo com diferentes
pHs, como relatado anteriormente para HsDHPS (UMLAND et al., 2004), n&do foram
bem-sucedidas. Uma estratégia alternativa para obter co-cristais da BmDHPSA-cb001
ligados a inibidores seria 0 uso de versdes truncadas dessa proteina sem a hélice a1
conservada (residuos 1-16) (SILVA et al., 2020). No entanto, possiveis co-estruturas
da BmDHPSA-cb001 truncada deveriam ser interpretadas com cuidado, pois a
HsDHPS sem os primeiros 52 residuos do N-terminal, que incluem todo o motivo “ball-
and-chain”, se comporta como um dimero em solugéo e é cataliticamente inativa
(WATOR; WILK; GRUDNIK, 2020).

Os primeiros inibidores descritos para a HsDHPS foram os analogos da
espermidina, o substrato natural dessa enzima (JAKUS et al., 1993). Esses compostos
sdo adequados para explorar varios pontos de contato ao longo dos sitios de ligacao

a espermidina presentes nessa enzima. No entanto, deve-se tomar cuidado ao
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desenvolver inibidores para as DHPSs dos parasitas baseados na espermidina, pois
€ provavel que os mesmos interfiram na biossintese e metabolismo da espermidina e
causem efeitos indesejados no hospedeiro humano (MARTON; PEGG, 1995).

Recentemente, Tanaka e colaboradores identificaram e desenvolveram
inibidores alostéricos da HsDHPS néao relacionados a espermidina (TANAKA et al.,
2020a). O composto mais promissor desta série (YT-11g) causou o desdobramento e
a realocacao da hélice a13 dessa enzima, criando assim um novo sitio alostérico e,
no processo, impediu a ligagdo do cofator NAD* a enzima. Essas observacoes
reforcam o fato de que as DHPSs sdo alvos promissores para o desenvolvimento de
novos inibidores. Além disso, a procura por sitios alostéricos corresponde a uma
estratégia validada para alcancar a seletividade de homdlogos (WU; CLAUSEN;
NIELSEN, 2015). Entretanto, considerando que a BmDHPSA-cb001 apresenta um
alto nivel de conservacao estrutural com a HsDHPS, o desenvolvimento de inibidores
seletivos para a BmDHPSA-cb001 corresponde a uma tarefa dificil (SILVA et al.,
2020).

4.8. Mecanismo de reacado proposto paraa BmDHPSA

Para confirmar o mecanismo da reacao catalisada pela BmDHPSA-cb001 e para
melhor delinear o sitio de ligacdo ao substrato, foi realizado um docking rigido da
espermidina no sitio ativo da BmDHPSA-cb001, como apresentado na estrutura do
co-cristal da HsDHPS com a espermidina (PDB ID 6XXK) (WATOR; WILK; GRUDNIK,
2020). Essas analises sugeriram que o substrato pode ser acomodado no sitio ativo
da BmDHPSA-cb001 sem a necessidade de grandes rearranjos estruturais (Figura
23) (SILVA et al., 2020). Sendo assim, em conjunto, os residuos proximos ao NAD* e
a espermidina definem o sitio ativo da BmDHPSA-cb001 (Figura 23) (SILVA et al.,
2020).

A estrutura da BmDHPSA-cb001 e o docking da espermidina nessa estrutura
(Figura 23) sugerem que o mecanismo da reacdo catalizada por essa enzima é
semelhante ao sugerido para as enzimas de mamifero (WOLFF; FOLK; PARK, 1997;
WOLFF; PARK; FOLK, 1990). Na primeira etapa da reacao catalisada pela DHPS, a
espermidina é oxidada em desidroespermidina, de maneira dependente de NAD*
(WOLFF; PARK; FOLK, 1990; WOLFF; WOLFF; PARK, 2000). Na estrutura da

BmDHPSA-cb001, o anel nicotinamida do cofator NAD* encontra-se proximo da
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espermidina (Figura 23). Esse fato sugere que o NAD™* seria capaz de abstrair um
préton da amina secundaria central da espermidina. Na segunda etapa da reacdo, um
residuo de lisina conservado (Lys326 para BmDHPSA e Lys329 para HsDHPS) ataca
a espermidina oxidada, formando um aduto covalente enzima-butilimina e liberando
1,3-diaminopropano (DAP) (WOLFF; WOLFF; PARK, 2000). Na estrutura da
BmDHPSA-cb001, a Lys326 esta proxima da molécula de espermidina e em boa
posi¢cdo para atacar o grupo amino central da desidroespermidina. Outros residuos
considerados importantes para a catélise da DHPS de mamiferos, como Glul37,
His288, Asp316, Glu323 e Trp327 (Glul34, His285, Asp313, Glu320 e Trp324 para a
BmDHPSA, respectivamente) sdo conservados entre as DHPSs de B. malayi e de
humano, ocupando posi¢des estruturalemente equivalentes no sitio ativo dessas duas
enzimas (LEE; UM; PARK, 2001; SILVA et al., 2020) (Figura 23).

Nas préximas etapas da reacao, o grupo butilamina proveniente da espermidina
é transferido para um residuo de lisina conservado em elF5A e o NAD™* é regenerado
no sitio ativo da DHPS. No caso de elF5A humano (HselF5A), o alvo da hipusinagéo
€ o residuo Lys50, localizado na extremidade de uma alca longa (TONG et al., 2009).
E provavel que a ancoragem adequada de elF5A na DHPS exija contatos extensos
entre as duas proteinas, pois quase todo o dominio N-terminal do HselF5A (residuos
20-80) deve estar intacto para que o mesmo seja modificado pela HsDHPS (TONG et
al., 2009).

Assim sendo, essas andlises sugerem que a BmDHPSA-cb001 possui uma

estrutura e mecanismo de reacdo semelhantes aos estabelecidos para a HsDHPS.
4.9. Determinacgao da estrutura cristalografica da HcDHPSA-cb001

Para estudar a HCDHPSA como um alvo potencial para o desenvolvimento de
farmacos baseados na sua estrutura, o gene que codifica essa enzima foi inicialmente
clonado e produzido de forma recombinante em E. coli. Em seguida, a escala de
producdo da HCcDHPSA-cb001 (full-length) recombinante foi aumentada, sendo que
esta foi purificada pela combinacao das técnicas de IMAC e cromatografia de exclusao
molecular (Figura 12). O rendimento final foi de 14,7 mg de HcDHPSA purificada por
L de cultura bacteriana. Ainda, a HcCDHPSA purificada apresentou a massa molecular
muito proxima a esperada (41529,5 Da), como determinado pela espectrometria de
massa intacta (Figura 14).
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A estrutura cristalografica da HcCDHPSA-cb001 (residuos 1-381) foi determinada
a uma resolucéo de 2,1 A. A HsDHPS (PDB ID 1DHS) (LIAO et al., 1998) foi utilizada
como modelo de busca na substituicdo molecular para solucionar o problema da fase
cristalografica (Tabela 6). A estrutura da HcDHPSA-cb001 apresenta uma
organizacdo quaternaria semelhante a sua homologa humana, como esperado,
devido aos altos niveis de identidade entre essas duas proteinas (56,1%).

Dentro da unidade assimétrica do cristal, assim como a HsDHPS, a HCDHPSA
assumiu uma configuracdo monomeérica (Figura 24A). Entretanto, uma a analise pelo
servidor online Protein interfaces, surface and assemblies (PISA) (KRISSINEL;
HENRICK, 2007) demosntrou que a configuracdo tetramérica corresponde a forma
mais estavel para essa proteina em solucdo (Figura 24B), assim como observado para
as demais DHPSs (AFANADOR; TOMCHICK; PHILLIPS, 2018; SILVA et al., 2020;
UMLAND et al., 2004).

Adicionalmente, foi realizada a sobreposicédo do protémero da HCDHPSA-cb001
com um dos protbmeros da HsDHPS e da BmDHPS-cb001 e, novamente foi
observada uma grande similaridade estrutural entre essas proteinas (r.m.s.d = 0,58 A
para a HcDHPSA-cb001 e a HsDHPS e r.m.s.d = 0,49 A para a HcDHPSA-cb001 e a
BmDHPS-cb001; Figura 24C e D, respectivamente). Assim sendo, as discussdes
anteriores sobre os sitios ativos e mecanismo da reacdo da BmDHPSA também se

aplicam para a HCDHPSA.



109

Figura 24. Estrutura da HcDHPSA-cb001. (A) Configuragdo monomérica da HCDHPSA-
cb001 na unidade assimétrica do cristal (B) Configuracdo tetramérica da
HcDHPSA-cb001 prevista pelo PISA como a forma mais estavel para essa
enzima em solucdo. Os protdmeros individuais do tetrAmero da HCDHPSA-cb001
estao representados em cores diferentes (Al - roxo, A2 - rosa, B1 —rosa claro e
B2 - azul). (C) Sobreposicao do protémero da HCDHPSA-cb001 (roxo) com o da
HsDHPS (cinza). (D) Sobreposicéo do protdbmero da HCDHPSA-cb001 (roxo) com
0 da BmDHPSA-cb001 (cinza).

Fonte: autoria propria.

4.10. Expressao em pequena escala das isoformas da LmDHPS em condic¢des
modificadas

Um dos objetivos originais deste projeto correspondia ao aumento de escala do
ensaio enzimatico in vitro para as DHPSs de L. major, P. brasiliensis, H. capsulatum
e B. malayi, para permitir o rastreamento de inibidores in vitro em larga escala com
essas enzimas. No entanto, foi constatado que a BmDHPSA e a HcDHPSA

correspondem a enzimas homotetraméricas que compartilham muitas caracteristicas
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com seu homdlogo humano, o que pode dificultar o desenvolvimento de inibidores da
DHPS seletivos para esses patdégenos (SILVA et al., 2020). Em contraste, os
paralogos de Leishmania sp. provavelmente formam um complexo heterotetramérico
e tém um mecanismo regulador distinto em comparacdo com a enzima humana
(SILVA et al., 2020). Ainda, o modelo por homologia sugere que os residuos da
primeira camada que reveste os sitios de ligacdo a espermidina na DHPS de
Leishmania sp. e de H. sapiens s&o diferentes (SILVA et al., 2020). Assim, o
desenvolvimento de inibidores seletivos para as DHPSs de Leishmania sp. pode ser
uma tarefa factivel (SILVA et al., 2020).

Atualmente, existe uma caréncia na literatura de informacfes sobre a estrutura
das DHPSs de Leishmania sp. Para tornar a DHPS de Leishmania sp. um alvo
potencial para programas de desenvolvimento de farmacos baseados em estrutura,
buscamos clonar os dois genes que codificam essa enzima e produzi-los de forma
recombinante em células de E. coli.

Conforme descrito anteriormente, foram realizadas tentativas para produzir as
isoformas da LmDHPS de forma recombinante usando células de E. coli e o vetor de
expressdo pNIC28-Bsa4 (STOLS et al., 2002), adotando uma estratégia semelhante
a utilizada pelo Structural Genomics Consortium (SAVITSKY et al., 2010). Foram
projetados conjuntos de oligonucleotideos para gerar quatro amplicons de PCR
diferentes para cada isoforma da LmDHPS, cada um codificando constru¢gdes com
diferentes limites N e C-terminais. No entanto, essas constru¢cdes se mostraram
recalcitrantes para serem produzidas de forma soluvel em E. coli (vide Figura 10).
Diante dessa situacdo, optou-se por concentrar todos os esforcos na producdo das
Leishmania sp. DHPSs recombinantes sollveis em E. coli e na busca por inibidores
seletivos para estas enzimas. Para tanto, inicialmente, foram realizadas varias
modificacdes nas condi¢cdes de expressao em pequena escala, com o intuito de obter
a LmDHPSA e a LmDHPSB na forma soluvel. A Tabela 10 a seguir resume as novas

condicOes testadas.



Tabela 10. Condi¢gdes empregadas no teste de expressdo em pequena escala para as duas isoformas da LmDHPS.

Construcdes

LmDHPSA
cb001 a cb004

LmDHPSB
cb001 a cb004

LmDHPSA-cb001
+

LmDHPSB-cb001
(co-expressao)©

E. coli

BL21(DE3)-R3-pRARE2

BL21 — pGKJES8 (groES-groEL)

BL21(DE3)-R3-pRARE2

BL21 — pGKJES (groES-groEL)
BL21(DE3)-R3-pRARE2

BL21 — pGKJES (groES-groEL)

BL21(DE3)-R3-pRARE2

BL21 — pGKJES8 (groES-groEL)

BL21(DE3)-R3-pRARE2

BL21 — pGKJES (groES-groEL)

Plasmideo

pNIC28-Bsa4d

pNIC28-Bsa4

pNIC28-Bsa4

pNIC28-Bsa4d
pNIC28-Bsa4d

pNIC28-Bsa4d

pNIC28-Bsa4

pNIC28-Bsa4

pETDuet-1

pETDuet-1

Meio de cultura

Terrific broth (TB)
TB + tetraciclina 3 ng/mL?

Luria-Bertani (LB) com NaCl 400
mM e betaina 5 mMP

LB com NaCl 400 mM + betaina
5 mMP + tetraciclina 3 ng/mLa

B
TB + tetraciclina 3 ng/mL2

LB com NaCl 400 mM e betaina
5 mMb

LB com NaCl 400 mM + betaina
5 mM® + tetraciclina 3 ng/mL2

B

TB + tetraciclina 3 ng/mL2

Tempo

16 h

16 h

16 h

16 h

16 h

16 h

16 h

16 h

16 h

16 h

Inducéo

Temperatura

18°C

18 °C

18 °C

18°C

18°C

18°C

18 °C

18 °C

18 °C

18 °C

[IPTG]

0,1 mM

0,1 mM

0,1 mM

0,1 mM
0,1 mM

0,1 mM

0,1 mM

0,1 mM

0,1 mM

0,1 mM

111

Proteina

Insollvel

Insolavel

Pouco
soluvel

Insolavel

Insolavel

Pouco
soluvel

Insolavel

Insolavel

Insolavel

Pouco
soltvel

a: Utilizada para induzir a expressdo das chaperonas da linhagem BL21 — pGKJES; °: Utilizada para tentar melhorar a solubilidade da proteina

recombinante; ¢ Descrito a seguir no item 4.11.

Fonte: autoria propria.
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Como mostrado na Tabela 10, para a LmDHPSA, as proteinas apresentaram-se
levemente mais solUveis quando o meio de cultura era suplementado com NaCl e
betaina (LB + NaCl 400 mM e betaina 5 mM). Cabe aqui destacar que a utilizacdo de
betaina como estratégia para aumentar a solubilidade de proteinas recombinantes ja
foi empregado com sucesso anteriormente (LEIBLY et al., 2012; PALEG; STEWART;
BRADBEER, 1984; SINGH et al., 2009). Nessa condicao, trés construcdes foram
consideradas como pouco solliveis para essa isoforma (LmDHPSA-cb001,
LmDHPSA-cb002 e LmDHPSA-cb003), sendo que a LmMDHPSA-cb001 apresentou-se
como a mais soluvel em comparacao com as demais (dados ndo mostrados).

No caso da LmDHPSB, as construcdes s6 foram levemente sollUveis quando
expressas em meio TB empregando a linhagem de E. coli BL21, que co-expressa o
complexo de chaperonas GroES-GroEl (pG-KJE8 — Taraka Bio; Tabela 1). Nessas
condic@es, trés construcdes da LmDHPSB foram produzidas de forma pouco soluvel
(LmDHPSB-cb002, LmDHPSB-ch003 e LmDHPSB-cb004), sendo a LmDHPSB-
cb002 a que apresentou o melhor nivel de solubilidade (dados ndo mostrados).

Como essas modificagbes nas linhagens de E. coli e nos meios de cultura
utilizados nao foram suficientes para aumentar a solubilidade das LmDHPSs de forma
satisfatoria, foi realizada a co-expresséo das duas isoformas full-lenght da LmDHPS

utilizando o plasmideo pETDuet-1.
4.11. Co-expressao das duas isoformas da LmDHPS

Considerando a possibilidade da LmDHPSA e da LmDHPSB atuarem como um
heterocomplexo, conforme descrito previamente para a DHPS de T. brucei
(AFANADOR; TOMCHICK; PHILLIPS, 2018; NGUYEN et al., 2013) e, que a DHPS de
T. brucei foi obtida por co-expresséo em E. coli (AFANADOR; TOMCHICK; PHILLIPS,
2018; NGUYEN et al., 2013), as sequéncias completas das duas isoformas da
LmDHPS (LmDHPSA-cb001 e LmDHPSB-cb001) foram subclonadas no plasmideo
pETDuet-1. Em seguida, foi conduzido um teste de expressdo em pequena escala
com esse plasmideo transformado nas linhagens de E. coli BL21(DE3)-R3-pRARE2 e
BL21-pGKJES8 (GroES-EL). No entanto, ndo houve melhora na solubilidade dessas

proteinas produzidas pela co-expressao em E. coli (Figura 25).
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Figura 25. SDS-PAGE das fracdes obtidas com o teste de co-expressao em peguena
escala da LmDHPSA-cb001 e LmDHPSB-cb001 nas linhagens de E. coli
BL21(DE3)-R3-pRARE2 e BL21-pGKJE8 (GroES-EL). O sobrenadante, obtido
apos lise celular e clarificacdo, foi submetido a uma cromatografia de afinidade
por ions metélicos imobilizados (IMAC). Tamanho aproximado das construgcdes
LmDHPSA-cb001: 67 kDa e LmDHPSB-cb001: 43 kDa. M: marcador de peso
molecular (PageRuler Prestained Protein Ladder, 10 kDa, ThermoFisher
Scientific). LT: lisado total. E: fracdes eluidas em 300 mM de imidazol. O tamanho
aproximado (em kDa) das LmDHPSs encontra-se indicado na figura. As setas
indicam a localizac&o das bandas das LmDHPSs.
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Fonte: autoria propria.

4.12. Expressdo em pequena escala das isoformas da LmDHPS com otimizacao

de cédons para a producéo de proteinas em E. coli

Ainda com o intuito de aumentar a solubilidade das duas isoformas da LmDHPS,
foi realizada a otimizacéo de codons para a producao de proteinas recombinantes em
E. coli, sendo que foram mantidos os mesmos limites (aminoacido inicial e final) das
construc@es projetadas no inicio deste trabalho (Tabela 9).

Foram obtidos amplicons para todas as construcfes planejadas. Estes foram
posteriormente clonados no vetor de expressao em E. coli pNIC28-Bsa4 (Tabela 2)
via LIC. Ainda, as clonagens foram confirmadas por PCR de colbnia e sequenciamento
de DNA (dados ndo mostrados). Apenas a construcdo LmDHPSA-cbh008 n&o gerou
clones positivos.

Para encontrar as melhores condicdes de expresséo para a producdo das
LmDHPSs, as constru¢des projetadas para as duas isoformas dessa enzima foram

transformadas nas linhagens de expresséo de E. coli BL21(DE3)-R3-pRARE2 e BL21
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— pGKJES8 (groES-groEL), sendo posteriormente avaliadas por ensaios de expressao

em pequena escala em meio TB e purificados via IMAC (Figuras 26 e 27).

Figura 26. SDS-PAGE das fracdes obtidas com o teste de expressdo com a LmDHPSA
com otimizacdo de codons para a producdo de proteinas em E. coli em
pequena escala. O sobrenadante, obtido apos lise celular e clarificacao, foi
submetido a uma cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados
(IMAC). As linhagens utilizadas encontram-se descritas na imagem; tamanhos
esperados para as construgdes em kDa: LmDHPSA-cb005: 67; LmMDHPSA-cb006:
64; LmDHPSA-cb007: 64,8. M: marcador de peso molecular (PageRuler
Prestained Protein Ladder, 10 kDa, ThermoFisher Scientific). LT: lisado total. E:
fracBes eluidas em tampéo contendo 300 mM de imidazol. As setas indicam a
localizagdo das bandas das LmDHPSAs. A construgdo destacada com o retangulo
foi selecionada para a producdo em larga escala.

LmDHPSA otimizada LmDHPSA otimizada
em pRARE em GroES-EL
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.
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Fonte: autoria propria.

Como demonstrado na Figura 26, a maioria das constru¢cdes, com excecao da
construgdo LmDHPSA-cb007 clonada na linhagem BL21 — pGKJES8 (groES-groEL)
(Tabela 1), apresentaram-se pouco soluveis nas duas linhagens de expressao. Sendo
assim, essa construcao que apresentou uma maior solubilidade em comparagéo com

as demais foi selecionada para a producao em larga escala.
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Figura 27. SDS-PAGE das fracdes obtidas com o teste de expressdo com a LmDHPSB
com otimizacdo de codons para a producdo de proteinas em E. coli em
pequena escala. O sobrenadante, obtido apds lise celular e clarificacdo, foi
submetido a uma cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados
(IMAC). As linhagens utilizadas encontram-se descritas na imagem; tamanhos
esperados para as construgdes em kDa: LmDHPSB-cb005: 43; LmDHPSB-cb006:
42,6; LmDHPSB-cb007: 42; LmDHPSB-cb008: 40. M: marcador de peso
molecular (PageRuler Prestained Protein Ladder, 10 kDa, ThermoFisher
Scientific). LT: lisado total. E: fracdes eluidas em tampédo contendo 300 mM de
imidazol. As setas indicam a localizacéo das bandas das LmDHPSBs.
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Fonte: autoria prépria.

Para a isoforma B, como observado na Figura 27, as construcdes transformadas
nas duas linhagens de expressdo também foram pouco soluveis, sendo que a
construcdo LmDHPSB-cb005 clonada em BL21(DE3)-R3-pRARE?2) foi considerada
levemente mais sollvel do que as demais.

Portanto, uma nova tentativa de co-expressao das duas isoformas da LmDHPS
foi realizada, sendo que desta vez foram utilizadas no processo de clonagem as
sequéncias dos genes sintéticos com otimizacdo de coédons para a producdo de
proteinas em E. coli. Para isso, as duas constru¢des que apresentaram o maior nivel
de solubilidade nos testes iniciais (LmMDHPSA-cb007 e LmDHPSB-cb005) foram
subclonadas no plasmideo pETDuet-1. Em seguida, foi realizado um teste de
expressado em pequena escala com esse plasmideo transformado nas linhagens de
E. coli BL21(DE3)-R3-pRARE2 e BL21 — pGKJES8 (GroES-EL). A Figura 28 a seguir
mostra o resultado obtido no teste de expressdo em pequena escala com a linhagem
BL21 — pGKJES8 (GroES-EL), pois ndo foram obtidos resultados satisfatérios com a
linhagem BL21(DE3)-R3-pRARE2.
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Figura 28. SDS-PAGE das fracBGes obtidas com o teste de co-expressdo da LmDHPSA-
cb007 e da LmDHPSB-cbh005 com otimizagcdo de cédons para a producéo de
proteinas em E. coli na linhagem BL21 — pGKJES8 (GroES-EL) em pequena
escala. O sobrenadante, obtido apés lise celular e clarificacdo, foi submetido a
uma cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC). Tamanhos
esperados para as proteinas: LmDHPSA-cb007: 64,8 kDa e LmDHPSB-cb005: 43
kDa. M: marcador de peso molecular (PageRuler Prestained Protein Ladder, 10
kDa, ThermoFisher Scientific). LT: lisado total. E: fracGes eluidas em tampéao
contendo 300 mM de imidazol. As setas indicam a localizacdo das bandas das

LmDHPSs.
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Fonte: autoria propria.

A co-expressao das duas isoformas na linhagem BL21 — pGKJES8 (GroES-EL)
melhorou a solubilidade da LmDHPSB-cbh005, porém, o mesmo efeito ndo foi
observado para a LmDHPSA-cb007 (Figura 28). Neste sentido, essa construcao foi

selecionada para a producédo em larga escala da LmDHPSB.

4.13. Expressado em larga escala das isoformas da LmDHPS com otimizacéo de

codons para a producao de proteinas em E. coli

Em seguida, foi realizado o aumento da escala de producédo utilizando as
linhagens cuja producgéo de proteina na forma soluvel foi melhor no teste de expresséao
em pequena escala: construcdo LmDHPSA-cb007 (clonada em pNIC28-Bsa4) e
LmDHPSB-cb005 (clonada em pETDuet-1), transformadas na linhagem BL21 —
pGKJES8 (groES-groEL).

A producdo da LmDHPSA-cb007 foi realizada em 12 L de TB suplementado com
tetraciclina 3 ng/mL. A producdo da LmDHPSB-cb005 foi realizada em 3 L desse
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mesmo meio. As Figuras 29 e 30 a seguir mostram os resultados obtidos com esse

experimento.

Figura 29. Purificagdo da LmDHPSA-cb007 com otimizagdo de cdédons para a producéo

A

kDa
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de proteinas em E. coli em larga escala. O sobrenadante, obtido apds sonicagéo
e clarificacao, foi submetido a uma cromatografia de afinidade por ions metalicos
imobilizados (IMAC), seguida de uma IMAC reversa e cromatografia de exclusdo
molecular (SEC). (A) Andlise por SDS-PAGE das fracdes obtidas com a IMAC:
lisado total (LT), fragéo solavel (FS), flow-through (FT). Andlise por SDS-PAGE das
amostras tratadas com protease TEV (TEV). A fragdo TEV gerou 0s seguintes
estratos apds a segunda etapa de purificagdo por IMAC: flow-through (R1),
lavagem com 30 mM de imidazol (R2) e eluicdo em 300 mM de imidazol (R3). (B)
Andlise por SDS-PAGE das amostras apés SEC. Tamanho esperado para a
proteina com tag: 64,8 kDa e sem tag: 62,4 kDa. M: marcador de peso molecular
(Precision Plus Protein Unstained Protein Standards, Bio-Rad). As setas indicam a
localizacdo das bandas da LmDHPSA-cb007. As fracbes proteicas destacadas
com retangulos foram selecionadas para a proxima etapa de purificagdo ou
coletadas para concentracao final da proteina.

IMAC LmDHP SA-cb007 B SEC LmDHP SA-cb007

LT FS FT TEVR1 R2 R3 M
kDa

4 70

Fonte: autoria propria.
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Figura 30. Purificagdo da LmDHPSB-cb005 com otimizagdo de cdédons para a producéo

kDa

37

de proteinas em E. coli em larga escala. O sobrenadante, obtido apds sonicagéo
e clarificacao, foi submetido a uma cromatografia de afinidade por ions metalicos
imobilizados (IMAC), seguida de uma IMAC reversa, cromatografia de troca ibnica
e cromatografia de exclusdo molecular (SEC). (A) Andlise por SDS-PAGE das
fracbes obtidas com a IMAC: lisado total (LT), fracdo solavel (FS), flow-through
(FT). Analise por SDS-PAGE das amostras tratadas com protease TEV (TEV). A
fracdo TEV gerou os seguintes estratos apos a segunda etapa de purificagédo por
IMAC: flow-through (R1), lavagem com 30 mM de imidazol (R2) e eluigdo em 300
mM de imidazol (R3). (B) Analise por SDS-PAGE das amostras apds cromatografia
de troca i6nica. (C) Andlise por SDS-PAGE das amostras apdés SEC. Tamanho
esperado para a LmDHPSB-cb005 com tag: 43,4 kDa e sem tag: 41 kDa. M:
marcador de peso molecular (Precision Plus Protein Unstained Protein Standards,
Bio-Rad). As setas indicam a localizagdo das bandas da LmDHPSB-cb005. As
fracOes proteicas destacadas com retangulos passaram para a proxima etapa de
purificacdo ou foram coletadas para concentragao final da proteina.
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Assim como nos ensaios de producéao e purificacdo de proteinas realizados em
pequena escala, a IMAC foi empregada como o primeiro método de purificacdo de
proteinas. A andlise por SDS-PAGE das fracdes obtidas por IMAC revelou que a
maioria das DHPSs recombinantes estavam presentes na fracdo insoluvel. Apesar
disso, a IMAC foi capaz de enriquecer a LmDHPSA-cb007 e a LmDHPSB-cb005 a
partir dos lisados celulares clarificados (Figuras 29A e 30A).

As amostras provenientes da primeira etapa de IMAC foram tratadas com
protease TEV, sendo que esse tratamento foi capaz de clivar a tag Hiss N-terminal da
LmDHPSA-cb007 e da LmDHPSB-cb005, j& que uma mudanca visivel no tamanho
dessas proteinas pode ser observada no gel (comparar as fracbes FS e TEV nas
Figuras 29A e 30A).

As amostras tratadas com a protease TEV foram submetidas a uma segunda
etapa de purificacdo por IMAC, com o intuito de remover o0s contaminantes
provenientes da primeira etapa de purificacdo. Com isso, uma maior proporcdo das
DHPSs foram obtidas a partir da porgéo flow-through (R2) (Figuras 29A e 30A),
enquanto uma boa parcela dos contaminantes, incluindo as DHPSs com tag Hiss N-
terminal e a protease TEV foram recuperados durante o processo de eluicdo (R4)
(Figuras 29A e 30A). Uma quantidade substancial de DHPS foi encontrada na fracéo
de lavagem com 30 mM de imidazol (R3) (Figuras 29A e 30A) e estas foram reunidas
com as respectivas fracdes flow-through (R2) e submetidas as etapas seguintes de
purificagcao.

A producéo da LmDHPSB-cb005 utilizando a linhagem BL21 co-expressando o
complexo de chaperonas GroES/GroEL, resultou na contaminacdo da LmDHPSB-
cb005 com essas chaperonas, evidenciada pelas bandas fartas na altura de
aproximadamente 60 kDa (fracbes TEV e R1 da Figura 30A). Portanto, na tentativa
de remover esses contaminantes e obter a LmDHPSB-cb005 mais pura, foi realizada
uma etapa extra de purificacdo por cromatografia de troca idnica (Figura 30B).

Apos os processos de purificacdo, o rendimento final foi de 0,33 mg da
LmDHPSA-cb007 purificada por L de cultura e de 0,35 mg da LmDHPSB-cb005
purificada por L de cultura, o que ainda é considerado um rendimento muito baixo,
considerando os interesses futuros de realizagdo de ensaios de cristalizagcéo e

rastreamento de inibidores em larga escala com essas proteinas.



120

4.14. Clonagem das Leishmania sp. DHPSs em vetores de expressao de E. coli

alternativos

Como uma nova estratégia para melhorar o rendimento das isoformas da
LmDHPS, as mesmas constru¢des projetadas inicialmente para a clonagem no
plasmideo pNIC28-Bsa4 (Tabela 9) também foram clonadas em pNIC-CTHO, pSUMO-
LIC e pNIC-Zb (Tabela 11), utilizando os genes sintéticos com otimizacdo de codons
para a producao de proteinas em E. coli como DNA molde para a PCR.

Foram obtidos amplicons para todas as constru¢des planejadas. Estes foram
posteriormente clonadas no vetor de expressdo em E. coli via LIC. Ainda, as
clonagens foram confirmadas por PCR de coldnia e sequenciamento de DNA (dados
ndo mostrados). Apenas as construcbes LmDHPSA-cb009, LmDHPSA-cb014,
LmMDHPSA-cb015, LmDHPSA-cb017 e LmDHPSB-cb017 n&o geraram clones
positivos (Tabela 11).



Tabela 11. Informag¢des detalhadas sobre as constru¢cdes das LmDHPSs clonadas em pNIC-CTHO, pSUMO-LIC e pNIC-Zb.
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Combinacéo de oligonucleotideos

Tamanho do

Massa molecular (Da)

Construcéo Vetor de expresséo ] Clonado
Forward? ReverseP amplicom (pb) Com tag Sem tag
LmDHPSA-cb009 LmDHPSA F2 (1) LmDHPSA R5 (601) pNIC-CTHO 1844 66113,8 65203,9 N&o
LmDHPSA-cb010 LmDHPSA F2 (1) LmDHPSA R16 (576) pNIC-CTHO 1769 63285,7 62375,8 Sim
LmDHPSA-cb011 LmDHPSA F2(1) LmDHPSA R12 (582) pNIC-CTHO 1787 64056,6 63146,7 Sim
LmDHPSA-cb012 LmDHPSA F2 (1) LMDHPSA R8 (592) pNIC-CTHO 1817 65136,8 64226,9 Sim
LmDHPSA-cb013 LmDHPSA F4 (1) LmDHPSA R7 (601) pNIC-Zb 1833 73383,0 64425,1 Sim
LmDHPSA-cb014 LmDHPSA F4 (1) LmDHPSA R15 (576) pNIC-Zb 1758 70554,9 61597,0 N&o
LmDHPSA-ch015 LmDHPSA F4(1) LmDHPSA R13 (582) pNIC-Zb 1776 71325,7 62367,8 N&o
LmDHPSA-cb016 LmDHPSA F4 (1) LmDHPSA R10 (592) pNIC-Zb 1806 72405,9 63448,0 Sim
LmDHPSA-ch017 LmDHPSA F3 (1) LmDHPSA R6 (601) pSUMO-LIC 1841 76897,9 64338,0 N&o
LmDHPSA-cb018 LmDHPSA F3 (1) LmDHPSA R14 (576) pSUMO-LIC 1766 74069,7 61509,9 Sim
LmDHPSA-ch019 LmDHPSA F3 (1) LmDHPSA R11 (582) pSUMO-LIC 1784 74840,6 62280,7 Sim
LmDHPSA-cb020 LmDHPSA F3 (1) LmDHPSA R9 (592) pSUMO-LIC 1814 75920,8 63360,9 Sim
LmDHPSB-cb009 LmDHPSB F5 (1) LmDHPSB R4 (379) pNIC-CTHO 1178 42600,8 41690,9 Sim
LmDHPSB-cb010 LmDHPSB F9 (10) LmDHPSB R4 (379) pNIC-CTHO 1154 41836,9 40927,0 Sim
LmDHPSB-ch011 LmDHPSB F13 (15) LmDHPSB R4 (379) pNIC-CTHO 1139 41297,3 40387,4 Sim
LmDHPSB-cb012 LmDHPSB F16 (32) LmDHPSB R4 (379) pNIC-CTHO 1088 39680,5 38770,6 Sim
LmDHPSB-cb013 LmDHPSB F6 (1) LmDHPSB R3 (379) pNIC-Zb 1167 49869,9 40912,0 Sim
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LmDHPSB-cb014  LmDHPSB F10 (10) LmDHPSB R3 (379) pNIC-Zb 1143 49106,1 40148,2 Sim
LmDHPSB-ch015  LmDHPSB F11 (15) LmDHPSB R3 (379) pNIC-Zb 1128 48566,4 39608,5 Sim
LmDHPSB-ch016 ~ LmDHPSB F15 (32) LmDHPSB R3 (379) pNIC-Zb 1077 46949,6 37991,8 Sim
LmDHPSB-cb017  LmDHPSB F7 (1) LmDHPSB R2 (379) pSUMO-LIC 1175 53384,8 40825,0 N&o
LmDHPSB-cb018  LmDHPSB F8 (10) LmDHPSB R2 (379) pSUMO-LIC 1148 52489,7 39929,9 Sim
LmDHPSB-ch019  LmDHPSB F12 (15) LmDHPSB R2 (379) pSUMO-LIC 1133 51950,1 39390,3 Sim
LmDHPSB-ch020  LmDHPSB F14 (32) LmDHPSB R2 (379) pSUMO-LIC 1082 50333,3 377735 Sim

a.b: Os nimeros entre parénteses representam o primeiro (?) e o ultimo (?) amino&cido de acordo com a ORF predita.

Fonte: autoria propria.
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Devido a grande semelhanca de sequéncia primaria entre as diferentes espécies
de Leishmania, também foi adotada uma abordagem de clonagem multiespécie com
as DHPSs, combinada com a fusdo dessas proteinas a uma tag de afinidade, como
SUMO, tiorredoxina (TRX) ou proteina de ligacdo a maltose (MBP) (BUTT et al., 2005;
HEWITT et al., 2011; KAPUST; WAUGH, 1999; LAVALLIE et al., 2000). Para tanto,
as sequéncias full-lenght das duas isoformas da DHPS de L. braziliensis (LbDHPSA
e LbDHPSB), L. donovani (LADHPSA e LdDHPSB), L. infantum (LIDHPSA e
LiDHPSB), L. major (LmDHPSA e LmDHPSB) e L. mexicana (LmeDHPSA e
LmeDHPSB) foram amplificadas por PCR e clonadas nos vetores de expresséao de E.
coli pAVA0421, pAVAMBP, pAVATRX e pAVASUMO (Tabela 2) por LIC.

Os vetores pAVAMBP, pAVATRX e pAVASUMO incluem a tag desejada (MBP,
TRX e SUMO, respectivamente) entre a tag Hise € 0 sitio de reconhecimento de
clivagem da protease 3C, permitindo a remocéo de ambas tags do N-terminal durante
0 processo de purificacdo das proteinas. Nesses plasmideos, o sitio de clivagem da
protease 3C esta localizado quatro aminoacidos a montante do sitio de inicio da
traducdo da proteina alvo, o que permite empregar a mesma sequéncia de insercao
para a clonagem LIC em todos os vetores da série AVA. Essa estratégia permite a
utilizacdo do mesmo produto de PCR tratado com polimerase T4 durante o processo
de clonagem em qualquer um dos vetores citados (HEWITT et al., 2011).

Como resultado, 35 das 40 construcdes projetadas foram clonadas nos
diferentes vetores de expresséo (Tabela 12). Apenas a LbDHPSA-cb001 (isoforma A
da L. braziliensis em pAVA0421), LmeDHPSA-cb001 (isoforma A da L. mexicana em
pAVA0421), LmeDHPSA-cb002 (isoforma A da L. mexicana em pAVA-MBP),
LADHPSB-cb003 (isoforma B da L. donovani em pAVA-TRX) e LmDHPSB-cb002
(isoforma B da L. major em pAVA-MBP) ndo geraram clones positivos (Tabela 12).



Tabela 12. Informac¢des detalhadas sobre as construcdes das Leishmania sp. DHPSs clonadas em vetores AVA.
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Combinacéo de oligonucleotideos

Massa molecular (Da)

Construcéo Vetor de expresséo Tamanho do amplicom (pb) Clonado
Forward? ReverseP Com tag Sem tag
LbDHPSA-cb001 LbDHPSA F(1) LbDHPSA R(600) pAVAO0421 1866 67351,4 N&o
LbDHPSA-cb002 LbDHPSA F(1) LbDHPSA R(600) pAVA-MBP 3021 110013,5 Sim
LbDHPSA-cb003 LbDHPSA F(1) LbDHPSA R(600) PAVA-TRX 2181 79137,0 posen.2 Sim
LbDHPSA-cb004 LbDHPSA F(1) LbDHPSA R(600) pAVA-SUMO 2145 78535,0 Sim
LdDHPSA-cb001 LdDHPSA F(1) LdDHPSA R(601) PAVA0421 1869 66573,4 Sim
LdDHPSA-cb002 LdDHPSA F(1) LdDHPSA R(601) pAVA-MBP 3024 109235,5 Sim
LdDHPSA-cb003 LdDHPSA F(1) LdDHPSA R(601) PAVA-TRX 2184 78359,0 poT02 Sim
LdDHPSA-cb004 LdDHPSA F(1) LdDHPSA R(601) pAVA-SUMO 2148 77757,0 Sim
LIDHPSA-cb001 LIDHPSA F(1) LIDHPSA R(601) PAVA0421 1869 66625,4 Sim
LIDHPSA-cb002 LIDHPSA F(1) LIDHPSA R(601) pAVA-MBP 3024 109287,5 Sim
LIDHPSA-cb003 LIDHPSA F(1) LIDHPSA R(601) PAVA-TRX 2184 78411,0 pabzn2 Sim
LiDHPSA-cb004 LiDHPSA F(1) LIDHPSA R(601) pAVA-SUMO 2148 77809,0 Sim
LmDHPSA-cb001 LmDHPSA F(1) LmDHPSA R(601) pAVAO0421 1869 66622,2 Sim
LmDHPSA-cb002 LmDHPSA F(1) LmDHPSA R(601) pAVA-MBP 3024 109284,3 Sim
LmDHPSA-cb003 LmDHPSA F(1) LmDHPSA R(601) pAVA-TRX 2184 78407,8 o190 Sim
LmDHPSA-cb004 LmDHPSA F(1) LmDHPSA R(601) pAVA-SUMO 2148 77805,8 Sim
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LmeDHPSA-cb001  LmeDHPSA F(1) LmeDHPSA R(601) PAVA0421 1869 66744,3 N&o
LmeDHPSA-cb002  LmeDHPSA F(1) LmeDHPSA R(601) pAVA-MBP 3024 109406,4 N&o
LmeDHPSA-cb003  LmeDHPSA F(1) LmeDHPSA R(601) PAVA-TRX 2184 78529,9 paraLd Sim
LmeDHPSA-cb004  LmeDHPSA F(1) LmeDHPSA R(601) PAVA-SUMO 2148 77927,9 Sim
LbDHPSB-cb001 LbDHPSB F(1)  LbDHPSB R(379) PAVA0421 1203 43093,8 Sim
LbDHPSB-cb002 LbDHPSB F(1)  LbDHPSB R(379) pAVA-MBP 2358 85755,9 Sim
LbDHPSB-cb003 LbDHPSB F(1)  LbDHPSB R(379) PAVA-TRX 1518 54879,4 40900 Sim
LbDHPSB-cb004 LbDHPSB F(1)  LbDHPSB R(379) pAVA-SUMO 1482 542774 Sim
LdDHPSB-cb001 LdDHPSB F(1)  LdDHPSB R(379) pAVA0421 1203 43055,9 Sim
LdDHPSB-cb002 LdDHPSB F(1)  LdDHPSB R(379) pAVA-MBP 2358 85718,0 Sim
LdDHPSB-cb003 LdDHPSB F(1)  LdDHPSB R(379) PAVA-TRX 1518 548415 osaT N&o
LdDHPSB-cb004 LdDHPSB F(1)  LdDHPSB R(379) pAVA-SUMO 1482 54239,5 Sim
LiDHPSB-cb001 LIDHPSB F(1) LIDHPSB R(379) pAVA0421 1203 43083,0 Sim
LiDHPSB-ch002 LIDHPSB F(1) LIDHPSB R(379) pAVA-MBP 2358 85745,1 Sim
LiDHPSB-cb003 LIDHPSB F(1) LIDHPSB R(379) PAVA-TRX 1518 54868,6 OO Sim
LiDHPSB-cb004 LIDHPSB F(1) LIDHPSB R(379) pAVA-SUMO 1482 54266,6 Sim
LmDHPSB-cb001 LmDHPSB F(1)  LmDHPSB R(379) PAVA0421 1203 43108,9 Sim
LmDHPSB-cb002 LmDHPSB F(1)  LmDHPSB R(379) pAVA-MBP 2358 85771,0 N&o
LmDHPSB-cbh003 LmDHPSB F(1)  LmDHPSB R(379) PAVA-TRX 1518 54894,5 ST Sim
LmDHPSB-cb004 LmDHPSB F(1)  LmDHPSB R(379) pAVA-SUMO 1482 54292,5 Sim
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LmeDHPSB-cb001 LmeDHPSB F(1) LmeDHPSB R(379) pPAVA0421 1203 43054,9
LmeDHPSB-cb002 LmeDHPSB F(1) LmeDHPSB R(379) pAVA-MBP 2358 85717,0
LmeDHPSB-cb003 LmeDHPSB F(1) LmeDHPSB R(379) PAVA-TRX 1518 54840,5
LmeDHPSB-cb004 LmeDHPSB F(1) LmeDHPSB R(379) pAVA-SUMO 1482 54238,5

41051,7

Sim

Sim

Sim

Sim

&b Os nimeros entre parénteses representam o primeiro (%) e o ultimo (°) amino&cido de acordo com a ORF predita.

Fonte: autoria propria.
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4.15. Expressao em pequena escala (volume =1 mL) das isoformas da LmDHPS
clonadas em pNIC-CTHO, pNIC-ZB e pSUMO-LIC

Para encontrar as melhores construcdes e condi¢cdes para a producdo das
LmDHPSSs, todos os clones positivos (Tabela 11) foram submetidos ao teste de
expressdo em pequena escala utilizando a linhagem de expressao BL21(DE3)-R3-
PRARE2 de E. coli, seguido da purificacdo por IMAC a partir de lisados celulares
clarificados (BURGESS-BROWN et al., 2014; SAVITSKY et al., 2010).

Conforme observado na Figura 31 a seguir, o teste de expressao em pequena
escala revelou que todas as oito constru¢cdes da LmDHPSA clonadas nos vetores
pNIC-CTHO, PpNIC-ZB e pSUMO-LIC (LmDHPSA-cb010, LmDHPSA-cb011,
LmDHPSA-cb012, LmDHPSA-cb013, LmDHPSA-cb016, LmDHPSA-cb018,
LmDHPSA- cbh019 e LmDHPSA-cb020) foram produzidas na forma solavel ou
parcialmente soluvel na linhagem bacteriana utilizada. Destas, as construcdes
LmDHPSA-cb012, LmDHPSA-cb018 e LmDHPSA-cb019 foram selecionadas como
candidatas para a producdo de proteinas em larga escala, pois apresentaram 0sS
melhores resultados de solubilidade durante o teste de expressao em pequena escala
(Figura 31).

Além disso, seis das 11 construcdes da LmDHPSB clonadas nos vetores pNIC-
CTHO, pNIC-ZB e pSUMO-LIC (LmDHPSB-cb010, LmDHPSB-cb011, LmDHPSB-
cb013, LmDHPSB-cb015, LmDHPSB-cb018 e LmDHPSB-cb020) foram produzidas
na forma sollvel ou parcialmente soltvel na linhagem bacteriana utilizada. Destas, as
construcbes LmMDHPSB-cb010, LmDHPSB-ch011 e LmDHPSB-cb018 foram
selecionadas como candidatas para serem produzidas em larga escala, pois
demonstraram os melhores resultados de solubilidade durante o teste de expressao

em pequena escala (Figura 31).
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Figura 31. SDS-PAGE das fracGes obtidas com o teste de expressao em pequena escala
com as LmDHPSs clonadas em pNIC-CTHO, pNIC-ZB e pSUMO-LIC. O
sobrenadante, obtido apdls lise celular e clarificacdo, foi submetido a uma
cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC). LT: lisado total.
E: fragBes eluidas em tampao contendo 300 mM de imidazol. C+: controle positivo
de expressao de proteinas em E. coli utilizado pelo CQMED (residuos M1 a T248
do gene NANPA clonado em pNIC28-Bsa4; 30,4 kDa). Tamanhos aproximados
das proteinas em kDa: LmDHPSA-cb010: 63,3; LmDHPSA-cb011: 64; LmDHPSA-
cb012: 65; LmDHPSA-cb013: 73,4; LmDHPSA-cb016: 72,4; LmDHPSA-cb018: 74;
LmDHPSA-cb019: 74,8; LmDHPSA-cb020: 76; LmDHPSB-cb009: 42,6;
LmDHPSB-cb010: 42; LmDHPSB-cb011: 41,3; LmDHPSB-cb012: 39,7;
LmDHPSB-cb013: 50; LmDHPSB-cb014: 49; LmDHPSB-cb015: 48,6; LmDHPSB-
cb016: 47; LmDHPSB-cb018: 52,5; LmDHPSB-cb019: 52; LmDHPSB-cb020: 50,3.
M: marcador de peso molecular (PageRuler Prestained Protein Ladder, 10 kDa,
ThermoFisher Scientific). As setas indicam a localizagdo das bandas das
LmDHPSs. As construcdes destacadas com os retangulos apresentaram a melhor
solubilidade foram selecionadas como candidatas para serem produzidas em larga
escala.
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4.16. Expressdo em pequena escala das Leishmania sp. DHPSs full-lenght

clonadas em vetores AVA

O grupo de purificacdo de proteinas do Seattle Structural Genomics Center for
Infectious Diseases (SSGCID) do Dr. Wesley C. Van Voorhis, na Universidade de
Washington, Seattle-EUA, onde o projeto BEPE (BEPE FAPESP 2019/24812-0) foi
desenvolvido, vem utilizando um pipeline para producéo de proteinas que emprega
vetores de expressao de proteinas em E. coli, incluindo a série AVA (BRYAN et al.,
2011; CHOI et al., 2011), que sdo compativeis com o protocolo de producdo de
proteinas por autoinducdo (BRYAN et al., 2011, 2011; STUDIER, 2005).

A producéo de proteinas por autoinducéo € geralmente mais conveniente do que
a inducao por IPTG, uma vez que a linhagem de expressao é simplesmente inoculada
em meio autoindutor e cultivada até a saturacdo sem a necessidade de acompanhar
0 crescimento da cultura e adicionar o indutor no momento adequado. Além disso, a
densidade da cultura e a concentracao da proteina alvo por volume de cultura séo
tipicamente maiores do que as obtidas pela inducdo convencional com IPTG
(STUDIER, 2005).

Sendo assim, para encontrar as melhores construgdes e condigbes para a
producdo das Leishmania sp. DHPSs full-lenght por autoinducéo, todos os clones
positivos foram submetidos ao teste de expressdo em pequena escala utilizando a
linhagem de expressao BL21(DE3)-R3-pRARE?2 de E. coli, seguido da purificacédo por
IMAC a partir de lisados celulares clarificados (BRYAN et al., 2011; CHOI et al., 2021).

O teste de expressao em pequena escala revelou que, de todas as construgcdes
clonadas com sucesso, apenas a DHPS de L. donovani clonada no vetor pAVA-MBP

produziu ambas isoformas na forma solavel (Figura 32).
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Figura 32. SDS-PAGE das fra¢cGes obtidas com o teste de expressdo em pequena escala com as Leishmania sp. DHPSs full-lenght
clonadas nos vetores AVA. O sobrenadante, obtido apés lise celular e clarificacdo, foi submetido a uma cromatografia de afinidade
por ions metélicos imobilizados (IMAC). M: marcador de peso molecular (Precision Plus Protein All Blue Standards, Bio-Rad). A:
isoforma A. B: isoforma B. T: lisado total. E: frac@o eluida em imidazol 300 mM. As setas indicam a localizagcao esperada das bandas
das Leishmania sp. DHPSs full-lenght. As constru¢des destacadas com os retangulos foram selecionadas para produgéo de proteina
em larga escala.

¢cb001 (pAVA0421) cb002 (pAVA-MBP)

LbDHPS LdDHPS LiDHPS LmDHPS LmeDHPS LbDHPS LdDHPS LiDHPS LmDHPS LmeDHPS

M A B A B A B A B A
B EEE B G E WEE T BNT: B E E

M A B A B A B A B A B
T ELT: BT E YR EGTUE T35 E VT E T E

kDa
<A
B
75
A "
B> 37
cb003 (pAVA-TRX) cb004 (pAVA-SUMO)
LbDHPS LdDHPS LiDHPS LmDHPS LmeDHPS LbDHPS LdDHPS LiDHPS LmDHPS LmeDHPS
M A B A B A B A B A B M A B A B A B A T B
TETETE TETE TE TE TETE TETETYTETETETYTETETETETE
A>75 75 -
B> %0 50

Fonte: autoria prépria.



131

A insolubilidade pode ser uma propriedade intrinseca de uma proteina particular
ou pode ser uma consequéncia de propriedades de dobramento inadequadas do
hospedeiro de expressdo. Uma estratégia bem estabelecida para aumentar a
expressdo e a solubilidade de uma proteina é fundir a proteina alvo a um tag de
afinidade relativamente grande, como a MBP (40,3 kDa) (HEWITT et al., 2011;
KAPUST; WAUGH, 1999). Neste caso, a MBP altamente soltvel poderia atuar como
uma chaperona sequestrando a proteina nascente propensa a agregacdo, mas de
maneira reversivel fraca, permitindo o dobramento correto da mesma (HEWITT et al.,
2011; KAPUST; WAUGH, 1999).

4.17. Producdo das Leishmania sp. DHPSs utilizando o biorreator LEX e

purificacdo dessas proteinas em larga escala

A producéao de proteinas por autoinducdo é mais conveniente do que a producéo
de proteinas por inducéo pelo IPTG e a concentracdo da proteina alvo por volume de
cultura é geralmente maior do que a obtida pela inducdo convencional (STUDIER,
2005). Por esse motivo, 0 processo de aumento de escala da producdo das novas
Leishmania sp. DHPSs foi realizado inicialmente com as construgbes LdDHPSA-
cb002 e LADHPSB-cb002 (isoformas da DHPS de L. donovani clonadas no vetor
pAVA-MBP).

Portanto, para confirmar os resultados obtidos com o teste de expressdo em
pequena escala, no qual apenas a LADHPS clonada no vetor pAVA-MBP produziu
ambas isoformas na forma solavel, as constru¢cées LADHPSA-cb002 e LdADHPSB-
cb002 transformadas na linhagem de expressdo BL21(DE3)-R3-pRARE2 de E. coli
foram cultivadas em 4 L de meio de autoindugéo ZYP-5052 no biorreator LEX.

Além disso, considerando os problemas de solubilidade apresentados por essas
proteinas, foi adicionada uma mistura de L-arginina e L-acido glutamico a 50 mM no
momento da lise celular, pois alguns trabalhos anteriores demonstraram que a adi¢ao
de misturas equimolares desses aminoacidos aumenta a solubilidade de varias
proteinas pouco sollveis e previne a agregacdo e precipitacdo das mesmas
(GOLOVANOQV et al., 2004; SHUKLA; TROUT, 2011).

Como nos experimentos em pequena escala, a IMAC foi utilizada como a
primeira etapa de purificacdo da LADHPSA-cb002 e da LADHPSB-cb002 a partir de
volumes maiores de cultura. A anélise por SDS-PAGE das fragdes geradas pela IMAC
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confirmou que este processo de purificacdo enriqueceu com sucesso as LADHPSs

provenientes dos lisados celulares clarificados (Figuras 33 e 34).

Figura 33. Purificacdo em larga escala da LADHPSA-cb002. O sobrenadante, obtido ap6s
sonicacao e clarificacéo, foi submetido a uma cromatografia de afinidade por ions
metdlicos imobilizados (IMAC), seguida de uma IMAC reversa e cromatografia de
exclusdo molecular (SEC). (A) Analise por SDS-PAGE das fragfes geradas com a
IMAC: lisado total (LT), fracdo soluvel (S), flow-through (FT), lavagem com tampéo
contendo imidazol 30 mM (W); fracdo eluida apds tratamento com protease HRV-
3C (3C). A fracéo 3C foi purificada por uma segunda etapa de IMAC e gerou as
seguintes fragfes: flow-through (FTr), lavagem com tampé&o contendo imidazol 30
mM (Wr) e eluicdo com tampdo contendo imidazol 300 mM (Er). (B) Andlise por
SDS-PAGE das amostras apos a SEC. Tamanho aproximado da LADHPSA-cb002
em kDa, com tag: 109,2; sem tag: 64,6. M: marcador de peso molecular (Precision
Plus Protein All Blue Standards, Bio-Rad). As setas indicam a localizagdo das
bandas da LADHPSA-cb002. As fragOes destacadas com os retangulos foram
selecionadas para a proxima etapa de purificagdo ou foram coletadas para a
concentracao final da proteina.

A M LT S FT W 3C FTr Wr Er
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Fonte: autoria propria.
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Figura 34. Purificacdo em larga escala da LADHPSB-cb002. O sobrenadante, obtido ap6s
sonicagao e clarificagdo, foi submetido a uma cromatografia de afinidade por ions
metdlicos imobilizados (IMAC), seguida de uma IMAC reversa e cromatografia de
exclusdo molecular (SEC). (A) Analise por SDS-PAGE das fragfes geradas com a
IMAC: lisado total (LT), fracé@o soluvel (S), flow-through (FT), lavagem com tamp&o
contendo imidazol 30 mM (W) e eluicdo com tampé&o contendo imidazol 300 mM
(E); fracdo eluida apods tratamento com protease HRV-3C (3C). A fragdo 3C foi
purificada por uma segunda etapa de IMAC e gerou as seguintes fragoes: flow-
through (FTr), lavagem com tampéao contendo imidazol 30 mM (Wr) e eluigdo com
tamp&ao contendo imidazol 300 mM (Er). (B) Andlise por SDS-PAGE das amostras
apos SEC. Tamanho aproximado da LADHPSB-cb002 em kDa, com tag: 85,7; sem
tag: 41,1. M: marcador de peso molecular (Precision Plus Protein All Blue
Standards, Bio-Rad). As setas indicam a localizacdo das bandas da LADHPSB-
cb002. As fracOes destacadas com os retdngulos foram selecionadas para a
proxima etapa de purificagdo ou foram coletadas para a concentragéo final da
proteina.
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Fonte: autoria prépria.
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As LdDHPSs recombinantes obtidas com a primeira etapa de purificacdo por
IMAC foram tratadas overnight com a protease HRV-3C, em uma razao molar de 15:1
de LADHPS para HRV-3C. Este tratamento removeu eficientemente as tags Hiss/ MBP
da regido N-terminal das LADHPSs (3C nas Figuras 33A e 34A), pois uma reducao no
tamanho das LADHPSs de cerca de 44 kDa pode ser observada no gel.

Para remover as proteinas que se ligaram de forma inespecifica durante a
primeira etapa da IMAC, as amostras tratadas com HRV-3C foram submetidas a uma
segunda etapa de IMAC. Nesta etapa, a maioria das LdDHPSs foi encontrada na
fracdo flow-through (FTr nas Figuras 33A e 34A). Em contraste, a maioria dos
contaminantes (incluindo LdADHPSs contendo o tag Hiss/MBP remanescentes, tag
Hiss/MBP livre e protease 3C) foram encontrados na fracao de lavagem com 30 mM
de imidazol (Wr nas Figuras 33A e 34A) e na fracdo eluida da resina com tampéao
contendo 300 mM imidazol (Er nas Figuras 33A e 34A). A fracdo flow-through, que
incluiu a maior parte das LADHPSs, foi utilizada para a purificacdo por SEC (Figura
33B e 34B).

As Figuras 33B e 34B mostram que os cromatogramas da SEC para ambas as
isoformas da LADHPSs apresentaram multiplos picos assimétricos. As fracdes
correspondentes aos picos 1st A, A, B e B+MBP (indicadas nas Figuras 33B e 34B)
foram reunidas, e a atividade enziméatica para estas proteinas foi testada in vitro
(descrito a seguir no topico 4.19).

Os rendimentos finais a partir de 4 L de cultura foram de 14 mg de LADHPSB-
cb002 purificada (pico A; 3,5 mg de proteina por L de cultura) e 4 mg de LADHPSB-
cb002 purificada (pico B; 1,0 mg de proteina por L de cultura).

Mesmo ap0s as trés etapas de purificacdo, a LADHPSB-CB002 apresentou-se
ainda muito contaminada, principalmente pelo MBP clivado (Figura 34B). Isso pode
ter acontecido pois o MBP altamente sollvel atua como uma chaperona, sequestrando
a proteina nascente propensa a agregacdo, permitindo o enovelamento
conformacional nativo da mesma (HEWITT et al., 2011; KAPUST; WAUGH, 1999), o
que pode significar que a LADHPSB ndo se dobra adequadamente quando esta
isolada e precisou do MBP para se tornar mais estavel.

Considerando a hipotese de que a LADHPSA possa auxiliar na estabilizagdo da
LdDHPSB, foi realizada a lise combinada da LADHPSA-cb002 e da LADHPSB-cb002
na presenca de L-arginina e L-acido glutamico 50 mM. Além da lise combinada, todos
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os procedimentos de purificacdo de proteinas para obtencdo das LdDHPSs foram
executados como descrito anteriormente.

A Figura 35 a seguir mostra o resultado obtido com a purificagdo combinada da
LdDHPSA-cb002 e da LADHPSB-cb002 (LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002).

Figura 35. Purificagdo em larga escala da LADHPSA-cb002 e da LADHPSB-cbh002 em
combinacéo. O sobrenadante, obtido apds sonicacao e clarificagcao, foi submetido
a uma cromatografia de afinidade por ions metélicos imobilizados (IMAC), seguida
de uma IMAC reversa e cromatografia de exclusdo molecular (SEC). (A) Analise
por SDS-PAGE das fracbes geradas com a IMAC: lisado total (LT), frac&o solavel
(S), flow-through (FT), lavagem com tampdo contendo imidazol 30 mM (W) e
eluicdo com tampao contendo imidazol 300 mM (E); fracéo eluida apés tratamento
com protease HRV-3C (3C). A fracdo 3C foi purificada por uma segunda etapa de
IMAC e gerou as seguintes fracdes: flow-through (FTr), lavagem com tampé&o
contendo imidazol 30 mM (Wr) e eluicdo com tampéo contendo imidazol 300 mM
(Er). (B) Andlise por SDS-PAGE das amostras apés a SEC. Tamanhos
aproximados das LdDHPSs em kDa, com tag = LdDHPSA-cb002: 109,2 e
LdDHPSB-cb002: 85,7; sem tag = LADHPSA-cb002: 64,6 e LdDHPSB-cb002:
41,1. M: marcador de peso molecular (Precision Plus Protein All Blue Standards,
Bio-Rad). As setas indicam a localizacdo das bandas da LADHPSA e da
LdDHPSB. As fragBes destacadas com os retangulos foram selecionadas para a
proxima etapa de purificacdo ou foram coletadas para a concentragéo final da
proteina.
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Fonte: autoria propria.
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Conforme observado na Figura 35B, o cromatograma da SEC relativo a
purificacdo combinada da LADHPSA-cbh002 e da LADHPSB-cb002 também
apresentou multiplos picos assimétricos. Além disso, o rendimento final a partir de 8
L de cultura (4 L para cada construcao) foi de 15 mg de LADHPSA-cb002+LdDHPSB-
cb002 purificada (1,9 mg de proteina por L de cultura) e, aparentemente, mais pura
do que as isoformas purificadas separadamente. A atividade enzimatica para o pico
A+B também foi testada in vitro (descrito no tépico 4.19 a seguir).

Apesar das LADHPSs obtidas até o momento ndo serem altamente puras, o
presente trabalho abriu caminho para uma melhor caracterizacdo bioquimica e
estrutural dessas proteinas.

Considerando todos os esfor¢os despendidos para obter as novas construgdes
da LmDHPS e o fato de que as LADHPSs néao foram obtidas com um alto grau de
pureza, o processo de producdo e purificacdo das construcées LmDHPSA-cb018 e
LmDHPSB-cb010 foi realizado utilizando a linhagem de expressao BL21(DE3)-R3-
pPRARE2 de E. coli. Para isso essas ceélulas carreando a LmDHPSA-cb018 (clonada
no vetor pSUMO-LIC) e a LmDHPSB-cb010 (clonada no vetor pNIC-CTHQO) foram
cultivadas em 12 L de meio TB (para cada isoforma da LmDHPS) no biorreator LEX.

A producdo dessas proteinas por autoinducdo também foi testada, mas
nenhuma proteina soltvel foi produzida empregando esta metodologia (dados néo
mostrados). Consequentemente, a expressdao das LmDHPSs recombinantes foi
induzida pela adi¢éo de IPTG ao meio de cultura.

Apds a producdo dessas proteinas, foi realizada a lise combinada das
construcbées LmDHPSA-cb018 e a LmDHPSB-cbh010 em tampéo de lise acrescido de
L-arginina e L-acido glutdmico 50 mM. Como nos experimentos em pequena escala,
a IMAC foi empregada como a primeira etapa de purificagcdo das LmDHPSs a partir
de volumes maiores de cultura. A analise por SDS-PAGE das fracBes obtidas com a
IMAC confirmou que este processo de purificagdo enrigueceu com sucesso as

LmDHPSs a partir de lisados celulares clarificados (Figura 36).
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Figura 36. Purificagcdo em larga escala da LmDHPSA-cb018 e da LmDHPSB-cb010 em
combinacdo. O sobrenadante, obtido apds sonicagéo e clarificacao, foi submetido
a uma cromatografia de afinidade por ions metélicos imobilizados (IMAC), seguida
de uma IMAC reversa e cromatografia de exclusdo molecular (SEC). (A) Analise
por SDS-PAGE das fracdes geradas com a IMAC: lisado total (LT), frac&o soltvel
(S), flow-through (FT), lavagem com tamp&o contendo imidazol 30 mM (W) e
eluicdo com tampéao contendo imidazol 300 mM (E); fragéo eluida apos tratamento
com as proteases de SUMO e TEV (DIG). A fracdo DIG foi ainda purificada por
uma segunda etapa de IMAC e gerou as seguintes fracdes: flow-through (FTr),
lavagem com tampdo contendo imidazol 30mM (Wr) e eluicdo com tamp&o
contendo imidazol 300mM (Er). (B) Andlise por SDS-PAGE das amostras apés a
SEC. Tamanhos aproximados das LmDHPSs em kDa, com tag = LmDHPSA-
cb018: 74,1 e LmDHPSB-cb010: 41,8; sem tag = LmDHPSA-cb018: 61,5 e
LmDHPSB-cb010: 40,9. M: marcador de peso molecular (Precision Plus Protein
All Blue Standards, Bio-Rad). As setas indicam a localizacdo das bandas da
LmDHPSA e da LmDHPSB. As fracbes destacadas com os retédngulos foram
selecionadas para a proxima etapa de purificacdo ou foram coletadas para a
concentracao final da proteina.
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As LmDHPSs recombinantes obtidas na primeira etapa de IMAC foram tratadas
overnight com as proteases TEV e de SUMO, em uma razdo molar de 15:1 de
LmDHPSs para as proteases TEV ou de SUMO. Este tratamento removeu
eficientemente os tags Hiss/SUMO da LmDHPSA-cb018 e o tag Hise da LmDHPSB-
cb010 (DIG na Figura 36A), pois uma mudanca visivel no tamanho dessas proteinas,
de cerca de 13 kDa para a LmDHPSA-cb018 e de 1 kDa para a LmDHPSB-cb010 foi
observada no gel (DIG na Figura 36A).

Para remover as proteinas que se ligaram de forma inespecifica durante a
primeira etapa de IMAC, as amostras digeridas foram submetidas a uma segunda
etapa de IMAC. Nesta etapa, a maioria das LmDHPSs foram encontradas na fracéao
flow-through (FTr na Figura 36A), enquanto a maioria dos contaminantes — incluindo
as LmDHPSs néo digeridas, proteases de SUMO e TEV e tag SUMO livre foram
encontrados na fracdo de lavagem com imidazol 30 mM (Wr na Figura 36A) e na
fracdo eluida da resina com tampé&o contendo imidazol 300 mM (Er nas Figuras 36A).
A fracao flow-through, que continha a maioria das LmDHPSs, foi utilizada na proxima
etapa de purificacao por SEC (Figura 36B).

A Figura 36B mostra que o cromatograma gerado pela SEC relativo a purificacdo
combinada das LmDHPSs também produziu picos assimétricos mudiltiplos. O
rendimento final a partir de 24 L de cultura (12 L para cada isoforma) foi de 12 mg de
LmDHPSA-cb010+LmDHPSB-cb010 purificada, correspondendo a um rendimento de
0,5 mg da LmDHPSA-cb010+LmDHPSB-cb010 purificada por L de cultura. Mais uma
vez, a pureza dessas proteinas nao foi muito alta (Figura 36B).

Finalmente, a producéao e purificacdo da HsDHPS foi escalonada empregando a
linhagem de expressédo BL21(DE3)-R3-pRARE2 de E. coli cultivada em 4 L de meio
TB no biorreator LEX. A producdo dessa proteina por autoinducédo foi testada, mas
nenhuma proteina sollvel foi produzida empregando essa metodologia (dados néo
mostrados). Consequentemente, a expressao da HsDHPS recombinante foi induzida
pela adicdo de IPTG ao meio de cultura.

A IMAC também foi utilizada como a primeira etapa de purificacdo para a
HsDHPS a partir de volumes maiores de cultura. A andlise por SDS-PAGE das fracdes
gerados pela IMAC confirmou que este processo de purificagdo enrigueceu com
sucesso a HsDHPS obtida a partir de lisados celulares clarificados (Figura 37A). Como
a construcao da HsDHPS néo possui um tag HISs clivavel, a fracédo eluida durante a
IMAC foi utilizada para purificacao por SEC (Figura 37B).
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Figura 37. Purificagdo em larga escala da HsDHPS. O sobrenadante, obtido apos
sonicagéo e clarificacéo, foi submetido a uma cromatografia de afinidade por ions
metélicos imobilizados (IMAC), seguida de uma cromatografia de excluséo
molecular (SEC). (A) Analise por SDS-PAGE das fragdes obtidas com a IMAC:
lisado total (LT), fracdo soluvel (S), flow-through (FT), lavagem com tampé&o
contendo imidazol 30 mM (W), eluicdo com tampéo contendo imidazol 300 mM
(E). (B) Andlise por SDS-PAGE ap6s a SEC. Tamanho aproximado da HsDHPS
em kDa com tag: 42,0. M: marcador de peso molecular (Precision Plus Protein
All Blue Standards, Bio-Rad). As setas indicam a localizacdo das bandas da
HsDHPS. As fragOes destacadas com os retangulos foram selecionadas para a
etapa de purificagdo subsequente ou foram coletadas para a concentracao final
da proteina.
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A Figura 37B mostra que o cromatograma da SEC gerado a partir da purificacédo
da HsDHPS também produziu picos assimétricos e o rendimento proveniente de 4 L

de cultura foi de 15,5 mg de HsDHPS purificada ou 3,9 mg de proteina por L de cultura.

4.18. Etapa extra de purificacdo por cromatografia de troca i6nica para as
iIsoformas da LADHPS clonadas no vetor pAVA-MBP

Na tentativa de aumentar a pureza da LdDHPS, uma cromatografia de troca
ibnica foi realizada apé6s a etapa de IMAC reverso, com o intuito de remover as
proteinas contaminantes. Para isso, foi realizado o aumento da escala da producao
das constru¢cdes LADHPSA-cb002 e LADHPSB-ch002 (ambas isoformas da LADHPS
clonada no vetor pAVA-MBP) utilizando a linhagem de expressdo BL21(DE3)-R3-
PRARE2 de E. coli cultivada em 4 L de meio de autoindugao ZYP-5052, no biorreator
LEX. Ap6s a producéo dessas proteinas, foi realizada a lise combinada da LADHPSA-
cb002 e da LADHPSB-cbh002 na presenca de L-arginina e L-acido glutamico 50 mM,
sendo que a IMAC foi utilizada como a primeira etapa de purificacdo das LADHPSs. A
analise por SDS-PAGE das fracdes geradas pela IMAC confirmou que este processo
de purificacdo enriqueceu com sucesso as LADHPSs a partir dos lisados celulares

clarificados (Figura 38A).

Figura 38. Etapaextrade purificagdo por cromatografiade trocaiénicacom a LADHPSA-
cb002+LdDHPSB-cb002 (préxima pagina). O sobrenadante, obtido apés
sonicacao e clarificacdo, foi submetido a uma cromatografia de afinidade por ions
metalicos imobilizados (IMAC), seguida de uma IMAC reversa, cromatografia de
troca i6nica (IEx) e cromatografia de exclusdo molecular (SEC). (A) Andlise por
SDS-PAGE das fracdes gerados pela IMAC: lisado total (LT), fragdo soluvel (S),
flow-through (FT), lavagem com tampé&o contendo imidazol 30mM (W), eluicdo com
tampao contendo imidazol 300mM (E). Analise por SDS-PAGE da fracdo eluida
apos o tratamento com a protease HRV-3C (3C). A fracdo 3C foi purificada por
uma segunda etapa de IMAC e gerou as seguintes fracoes: flow-through (FTr),
lavagem com tampéo contendo imidazol 30 mM (Wr) e eluicdo com tampao
contendo imidazol 300 mM (Er). (B) Analise por SDS-PAGE das amostras apds
IEX. (C) Analise por SDS-PAGE das amostras ap6s SEC. Tamanhos aproximados
das LADHPSs em kDa, com tag = LADHPSA-cb002: 109,2 e LdDHPSB-cb002:
85,7; sem tag = LADHPSA-cb002: 64,6 e LADHPSB-cb002: 41,1. M: marcador de
peso molecular (Precision Plus Protein All Blue Standards, Bio-Rad). As setas
indicam a localizagéo das bandas das LADHPSs. As fracbes destacadas com o0s
retangulos foram selecionadas para a proxima etapa de purificacdo ou foram
coletadas para a concentracao final da proteina.
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As LdDHPSs recombinantes obtidas com a primeira etapa de purificacdo por
IMAC foram tratadas overnight com a protease HRV-3C em uma razdo molar de 15:1
das LADHPSs em relagédo a HRV-3C. Este tratamento removeu eficientemente os tags
Hiss/MBP da regidao N-terminal das LdADHPSs (fracdo 3C na Figura 38A), pois uma
diminuicao visivel no tamanho das LdADHPSs de cerca de 44 kDa pode ser observada
no gel (fracdo 3C na Figura 38A).

Para remover as proteinas que se ligaram de forma inespecifica durante a
primeira etapa de IMAC, as amostras tratadas com HRV-3C foram submetidas a uma
segunda etapa de IMAC. Nesta etapa, a maioria das LdADHPSs foi encontrada na
fracdo flow-through (FTr na Figura 38A), enquanto a maioria dos contaminantes,
incluindo as LADHPSs contendo os tags Hiss/MBP, o0 MPB livre e a protease 3C foram
encontrados na fracdo de lavagem com tampao contendo imidazol 30 mM (Wr na
Figura 38A) e na fracao eluida da resina com tampéao contendo imidazol 300 mM (Er
na Figura 38A). A fracdo FTr da IMAC reversa contendo a proteina de interesse foi
submetida & cromatografia de troca aniénica (Figura 38B).

A cromatografia de troca ibnica contribuiu com o aumento na pureza das
LdDHPSs (Figura 38B) e, ap0s essa etapa, a fracdo contendo as LADHPSs foi ainda
purificada por SEC (Figura 38C). O cromatograma da SEC gerado a partir da
purificacdo das LADHPSs gerou um pico mais simétrico. O rendimento final a partir de
8 L de cultura (4 L para cada construcdo) foi de 10 mg de LADHPSA-
cb002+LdDHPSB-cb002 purificada, o que corresponde a 1,25 mg de proteina
purificada por L de cultura.

Este lote mais puro da LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002 foi reservado para
determinar o ICso dos compostos hit obtidos no high-throughput drug screening

(descrito no tépico 4.21.2 a seguir).
4.19. Ensaio de atividade enzimatica in vitro com as isoformas da LdDHPS

Para avaliar se as LADHPSs purificadas apresentavam atividade, as diferentes
amostras geradas com a purificacao individual da LADHPSA-cb002 (picos 1st A e A;
Figura 33B) e da LdADHPSB-cb002 (picos B e B/MBP; Figura 34B), assim como a
amostra gerada pela purificagdo concomitante da LADHPSA-cb002 e da LADHPSB-
cb002 por IMAC e SEC (a partir de agora denominada “tetramero”; Figura 35B), foram

testadas in vitro.
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A atividade das LdDHPSs foi mensurada indiretamente, mediante a detec¢éo do
sinal de fluorescéncia do NADH gerado pela desidrogenacdo da espermidina na
reacao catalisada pela LADHPS (SILVA et al., 2020; WOLFF; WOLFF; PARK, 2000).
A Figura 39 a seguir mostra o resultado obtido com este experimento.

Figura 39. Ensaio de atividade enzimatica in vitro com as diferentes amostras obtidas
com a purificacdo das duas isoformas da LADHPS. O monitoramento da
atividade enzimatica das LADHPSs foi realizado indiretamente pela deteccdo do
sinal de fluorescéncia do NADH gerado pela desidrogenacdo da espermidina
catalisada pela DHPS (Figura 15). 1 uM de cada isoforma purificada foi utilizado
no ensaio quando analisada separadamente ou 0,5 yM de cada isoforma quando
combinadas na placa do ensaio. As amostras 1st A e A foram originadas da
purificacdo individual da LADHPSA-cb002. As amostras B e B/MBP foram
originadas da purificagéo individual da LADHPSB-cb002. A amostra tetramero foi
gerada pela purificagcdo concomitante das construcbes LADHPSA-cb002 e
LdDHPSB-cb002. A condigéo A + B foi obtida pela mistura das amostras A e B na
placa do ensaio. A condi¢cdo A + B/MBP foi obtida pela mistura das amostras A e
B/MBP na placa do ensaio. Os pontos individuais representam a média * erro
padréo de triplicatas experimentais.
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Conforme observado na Figura 39, as duas isoformas da LADHPS né&o
apresentam atividade quando testadas separadamente, o que contrasta com um
trabalho anterior que afirmava que a LADHPSA era levemente ativa por si s6 e que a
LADHPSB era inativa (CHAWLA et al., 2010). O fato de que essas enzimas sO
apresentarem atividade quando combinadas reforca a hipotese de que as duas
isoformas da LADHPS se associam para formar um heterocomplexo, como ja foi
demonstrado para a DHPS de T. brucei (AFANADOR; TOMCHICK; PHILLIPS, 2018).
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Além disso, um trabalho anterior publicado por nosso grupo de pesquisa
mostrou, através de um ensaio de complementacéo funcional em levedura, que a
DHPS de L. major so foi capaz de complementar a funcdo da DHPS de S. cerevisiae
quando as duas isoformas desta enzima foram produzidas em conjunto nesse
organismo (SILVA et al., 2020), reforcando ainda mais essa hipotese.

A amostra tetramero, que corresponde as construcbes LADHPSA-
cb002+LdDHPSB-ch002 purificadas concomitantemente por IMAC e SEC, foi mais
ativa do que a condicéo formada por essas construgdes purificadas separadamente e
misturadas no momento da realizacdo do experimento (condi¢cdo A + B da Figura 39).
Isso pode ter acontecido pois a purificagdo combinada da LdJDHPSA-
cb002+LdDHPSB-cb002 produziu proteinas mais puras e em uma proporgao
estequiométrica mais adequada para a formagdo do complexo. Assim, a amostra

“tetramero” foi selecionada para compor o ensaio in vitro com as LdDHPSs.

4.20. Estabelecimento de um ensaio bioquimico simples e aplicavel para o
rastreamento em larga escala de inibidores para a LdDHPSA+LdDHPSB,
LMDHPSA+LmMDHPSB e HsDHPS

Assim como descrito nos tépicos 4.4 e 4.19, a reacédo parcial da DHPS (Figura
15) foi empregada para a realizacao deste experimento. Para garantir que este ensaio
fosse robusto e sensivel, a fluorescéncia produzida pelo NADH foi monitorada em
concentragbes crescentes da LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002 (amostra
“tetramero”), LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cbh010 e HsDHPS purificadas, na
presenca de excesso de cofator NAD* e substrato espermidina (1 mM de cada). As
curvas de progresso da reacdo resultantes foram utilizadas para determinar a
concentracéo de enzima que produziu uma relacao sinal/ruido robusta na faixa linear
da reacdo (dados nao mostrados). Com base nesses resultados, foi optado por
trabalhar com uma concentracdo de 1 yM das enzimas tetrameéricas.

Para determinar a concentracdo adequada de NAD* para o ensaio, foram
analisadas as curvas de progresso da reacdo na presenca de concentracdes
crescentes desse cofator (0,975 uyM a 2000 para a LADHPSA-cb002+LdDHPSB-
cb002; 0,01 uM a 2000 para a LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010; 0,04 uM a 2000
para a HsDHPS) e uma concentracao fixa e em excesso do substrato espermidina (1
mM) (Painel A nas Figuras 40-42). Essas curvas foram utilizadas para calcular a taxa
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linear de formacdo de NADH em varias concentracdes de NAD* (Vnab+). Um grafico
com valores de Vnap+ Vversus as concentragfes de NAD™ foi utilizado para estabelecer
a relacao hiperbdlica da reacéo parcial das DHPSs com a concentracdo do cofator
(Kobs,NaD+: 61,2 £ 2,5 uyM para a LdADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002; 40,8 + 2,3 uM
para a LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010; 15,2 + 1,2 uM para a HsDHPS; Painel B
nas Figuras 40-42). A partir desses dados, foi optado por utilizar o NAD* em uma
concentracédo fixa (1,5 X Kobsnap+) de 91,8, 58,1 e 23 yM para a LdDHPSA-
cb002+LdDHPSB-cb002, LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010 e HsDHPS,
respectivamente.

Foram realizados experimentos equivalentes para estabelecer as concentracfes
apropriadas do substrato espermidina para 0 ensaio. Nesses experimentos, a
concentracdo do NAD™ foi mantida fixa (1 mM para a LADHPSA-cb002+LdDHPSB-
cb002 e a LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010; 45 uM para a HsDHPS) e a taxa
linear de formacdo do NADH foi calculada na presenca de concentracfes crescentes
da espermidina (0,01 a 2000 pM para a LdADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002; 0,01 a
2000 pM para a LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010 e 0,006 a 1000 pM para a
HsDHPS) (Vspe). Um grafico com os valores de Vspe versus as concentracdes de
espermidina foi empregado para estabelecer a relacdo hiperbdlica da reacao parcial
com a concentragdo do substrato (Kobsspe: 3,4 + 0,3 pM para a LdDHPSA-
cb002+LdDHPSB-cb002; 31,5 + 2,9 uM para a LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010;
1,3 £ 0,1 yM para a HsDHPS; Painel D nas Figuras 40-42). A partir desses dados, foi
optado por utilizar a espermidina em uma concentracéo fixa (1,5 X Kobs,spe) de 5,1 uM,
472 yM e 2 pM para a LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002, a LmMDHPSA-
cb018+LmDHPSB-cb010 e a HSDHPS, respectivamente.
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Figura 40. Estabelecimento de um ensaio enziméatico baseado na deteccdo da
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fluorescéncia do NADH empregando a reacgdo parcial da LdDHPSA-
cb002+LdDHPSB-cb002. (A) Curva de progresso da reacdo demonstrando a
formacédo de NADH pela LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cbh002 durante a titulacao
de NAD". Intensidade de emissao de fluorescéncia apds excitacdo a 340 nm
medida a cada 50 s durante 47 min. (B) Titulacdo do NAD*. Concentracdes
variaveis de NAD* (0,975 a 2000 pM) e concentragbes fixas da LADHPSA-
cb002+LdDHPSB-cb002 (1 uM do tetramero) e da espermidina (1 mM) foram
empregadas para realizar o experimento. O valor estimado para 0 Kops do NAD*
€ mostrado na figura. (C) Curva de progresso da reacdo demonstrando a
formacéo de NADH pela LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cbh002 durante a titulacdo
da espermidina. Intensidade de emisséo de fluorescéncia apds excitacdo a 340
nm medida a cada 50 s por 40 min. (D) Titulagdo da espermidina. Concentracdes
variaveis de espermidina (0,01 a 2000 uM) e concentragdes fixas da LADHPSA-
cb002+LdDHPSB-cb002 (1 uM do tetrdmero) e de NAD™ (1 mM) foram utilizadas
para realizar o experimento. O valor estimado para 0 Kops da espermidina é
mostrado na figura. Os pontos individuais representam a média * erro padrdo de
duplicatas experimentais.
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Figura 41. Estabelecimento de um ensaio enziméatico baseado na deteccdo da
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fluorescéncia do NADH empregando a reacdo parcial da LmDHPSA-
cb018+LmDHPSB-cb010. (A) Curva de progresso da reagdo demonstrando a
formacdo de NADH pela LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010 durante a
titulacdo de NAD*. Intensidade de emisséo de fluorescéncia ap0s excitacao a
340 nm medida a cada 50 s durante 47 min. (B) Titulagdo do NAD®.
Concentracfes variaveis de NAD* (0,01 a 2000 uM) e concentragdes fixas da
LMDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010 (1 pM do tetrdmero) e da espermidina (1
mM) foram empregadas para realizar o experimento. O valor estimado para o
Koss do NAD* é mostrado na figura. (C) Curva de progresso da reacdo
demonstrando a formacdo de NADH pela LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010
durante a titulacdo da espermidina. Intensidade de emissdo de fluorescéncia
apos excitagdo a 340 nm medida a cada 50 s por 85 min. (D) Titulagdo da
espermidina. Concentracdes variaveis de espermidina (0,01 a 2000 uM) e
concentracbes fixas da LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010 (1 uM do
tetramero) e do NAD* (1 mM) foram utilizadas para realizar o experimento. O
valor estimado para 0 Keps da espermidina é mostrado na figura. Os pontos
individuais representam a média + erro padrdo de duplicatas experimentais.
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Figura 42. Estabelecimento de um ensaio enziméatico baseado na deteccdo da
fluorescéncia do NADH empregando areacéo parcial da HsDHPS. (A) Curva
de progresso da reacdo demonstrando a formacdo de NADH pela HsSDHPS
durante a titulacdo do NAD". Intensidade de emissdo de fluorescéncia apds
excitacdo a 340 nm medida a cada 50 s durante 60 min. (B) Titulacdo de NAD".
Concentracfes variaveis de NAD* (0,04 a 2000 pM) e concentragdes fixas da
HsDHPS (1 uM do tetrdmero) e da espermidina (1 mM) foram empregadas para
realizar o experimento. O valor estimado para 0 Ke,s do NAD* € mostrado na
figura. (C) Curva de progresso da reacdo demonstrando a formagédo de NADH
pela HsDHPS durante a titulacdo da espermidina. Intensidade de emisséo de
fluorescéncia apés excitacdo a 340 nm medida a cada 50 s por 47 min. (D)
Titulagdo da espermidina. Concentracdes varidveis de espermidina (0,006 a
1000 pM) e concentracdes fixas da HsDHPS (1 uM do tetrdmero) e NAD* (45
MM) foram utilizadas para realizar o experimento. O valor estimado para 0 Kops
da espermidina é mostrado na figura. Os pontos individuais representam a média
+ erro padrdo de duplicatas experimentais.
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Fonte: autoria propria.

E importante ressaltar que esse ensaio enzimatico € apenas capaz de identificar

inibidores da reacao parcial dessas DHPSs (Figura 15).
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4.21. High-throughput screening (HTS) in vitro de inibidores com a LADHPSA-
cb002+LdDHPSB-cbh002

4.21.1. Ensaio enzimatico baseado na deteccao da fluorescéncia do NADH

O primeiro lote da LADHPSA-cb002 e da LADHPSB-cb002 purificadas
concomitantemente por IMAC e SEC (amostra “tetramero”) foi escolhido para realizar
0 ensaio HTS in vitro para a busca de inibidores para as Leishmania sp. DHPSs, pois
este forneceu um rendimento proteico maior em comparacdo com as construcoes da
L. major.

Assim, sob as condicbes de ensaio otimizadas previamente (LADHPSA-
cb002+LdDHPSB-cb002 1 uM [tetramero], NAD* 91,8 uM e espermidina 5,1 yM), foi
implementado um ensaio HTS contra 10 yM de cada composto da cole¢do de
moléculas pequenas MMV12K BF3 (Figura 43).

O desempenho geral do ensaio foi robusto, com valores de Z-score (calculados
com base em 16 pocos controle por placa representando "100% de atividade" e 16
representando "0% de atividade"; vide a Figura 43) para cada placa testada acima de
0,6, indicando uma separacao adequada entre os sinais de fluorescéncia obtidos para
os controles representando "100% de atividade" e "0% de atividade".

Vale destacar que o0 Z-score corresponde a um parametro estatistico comumente
utilizado para avaliar ensaios HTS, sendo que um ensaio considerado como excelente
apresenta um Z-score entre 0,5 e 1 (ZHANG; CHUNG; OLDENBURG, 1999).
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Figura 43. High-throughput screening in vitro primario empregando o ensaio enzimatico baseado na deteccédo da fluorescéncia do
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NADH gerado pela LADHPSA-cb002+LdDHPSB-ch002. Exemplo de uma placa de compostos da colecdo de moléculas pequenas
MMV12K BF3, que foram testados a uma concentracdo de 10 uM, empregando o ensaio de fluorescéncia otimizado. Dezesseis
pocos controle representando “100% de atividade” (em verde) e 16 pogos controle representando “0% de atividade” (em azul) foram
empregados para calcular a % de inibicdo proporcionada para cada composto.
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Embora os Z-score calculados para os experimentos tenham sido considerados
como excelentes, os valores do sinal de fluorescéncia para a maioria dos pocos
contendo os compostos testados foi superior & média do sinal de fluorescéncia dos
pocos designados como “100% de atividade” para a LADHPSA-cb002+LdDHPSB-
cb002 (meio reacional + DMSO 10%) (Figura 43).

E importante destacar que fluorescéncia intrinseca do NADH tem sido
empregada como sinal de detecgdo em ensaios HTS (NAPPER; SIVENDRAN, 2011).
No entanto, muitas das moléculas pequenas encontradas em cole¢des utilizadas para
triagem de compostos sdo fluorescentes, levando a possiveis resultados falsos por
interferéncia (PARK et al., 2017; SIMEONOV; DAVIS, 2004), fato este que
provavelmente aconteceu neste ensaio.

Na tentativa de anular o efeito da autofluorescéncia dos compostos, foi realizada
uma leitura das placas previamente ao inicio da reacéo para avaliar a fluorescéncia
intrinseca de cada composto testado, sendo esse valor inicial posteriormente
subtraido dos valores finais da leitura de fluorescéncia, o que ndo surtiu nenhum efeito
positivo. Cabe aqui destacar que, s6 porque um composto é fluorescente, ndo significa
gue o mesmo nado possa ter atividade biolégica relevante. Significa apenas que é
necessario lancar médo de um método ortogonal que ndo esteja sujeito a interferéncia
da fluorescéncia intrinseca desse composto para avaliar a sua atividade (SIMEONOV;
DAVIS, 2004).

Como descrito anteriormente neste trabalho, um método ortogonal ao ensaio
baseado na fluorescéncia do NADH ja foi descrito para a HsDHPS e utiliza a reacao
parcial das DHPSs (ver Figura 15) acoplada a reacdo NAD*/NADH-Glo™ (PARK et
al., 2017). A vantagem na utilizacdo desse ensaio acoplado ao invés do ensaio
baseado em fluorescéncia, é que geralmente é observada pouca interferéncia no sinal

de luminescéncia causada pelos compostos (PARK et al., 2017).

4.21.2. Ensaio enzimatico baseado em luminescéncia utilizando a reacdo acoplada
NAD*/NADH-Glo™

Para garantir que a reacdo parcial das DHPSs acoplada com a reacao
NAD*/NADH-Glo™ seria capaz de estimar os valores de ICso para inibidores dessas
enzimas nas mesmas condi¢des padronizadas pelo ensaio baseado na fluorescéncia
do NADH, o GC7, um potente inibidor das DHPSs de mamiferos (LEE; PARK; FOLK,
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1995; PARK et al., 1994), foi testado para concentracao-resposta (0,006 a 100 uM)
contra a LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cbh002 (tetramero) e a HsDHPS, empregando
esse ensaio acoplado. Para isso, a reacdo foi montada de forma semelhante ao
descrito anteriormente para a HsDHPS (LIU et al., 2021a; PARK et al.,, 2017),
utilizando praticamente 0 mesmo meio reacional (glicina/NaOH 0,1 M, pH 8,8; glicerol
5%; Tween 20 0,025%; DTT 1 mM; 1,5 x Kobs do NAD* e 1,5 x Kobs da espermidina;
ver Tabela 7) do ensaio baseado na detecgdo da fluorescéncia do NADH, apenas
modificando a concentracdo das DHPSs, que passou de 1 yM para 65 nM. A reducao
na concentracdo das DHPSs era esperada, uma vez que o sinal do NADH gerado
pelas DHPSs é amplificado pela luminescéncia gerada pela luciferase, tornando o
ensaio mais sensivel (PARK et al., 2017).

As curvas de concentragao-resposta resultantes foram utilizadas para estimar os
valores de ICso para o0 GC7 contra a LA DHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002 (tetramero)
e a HsDHPS (Tabela 13). Este ensaio foi repetido empregando um GC7 de um lote
diferente. Além disso, o lote mais puro da LdDHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002,
purificada com uma etapa extra de IEx (Figura 38C), foi utilizado nessa segunda

rodada de concentracéo-resposta.

Tabela 13. Valores de ICso para o0 GC7 contra a LADHPS e a HsDHPS.

Primeira rodada de Segunda rodada de
concentragdo-resposta concentragdo-resposta
Composto Estrutura
ICs0 (M) ICs0 (M) ICs0 (MM) ~ ICs0 (MM)
LdDHPS? HsDHPS LdDHPSP HsDHPS
NH 1,80 0,79 1,79 0,76
GC7 o~~~ A
HoN N NH, (1,59 a2,0) (0,68a0,90) (1,55a2,08) (0,63a0,92)

2. LdADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002 purificadas em conjunto por IMAC e SEC (primeiro lote
de purificagdo); *: LADHPSA-cb002+LdDHPSB-ch002 purificadas em conjunto por IMAC, IEx e
SEC (segundo lote de purificacdo mais puro). Os valores de ICso € 0s intervalos de confianca
de 95% foram calculados por meio da analise de regressdo nao linear dos percentuais de

inibicdo usando o GraphPad.

Fonte: autoria propria.
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O valor médio do ICso para o GC7, obtido a partir de dois experimentos
independentes, foi de 1,795 £ 0,003 uM contra a LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002
(amostra tetrémero) e de 0,775+ 0,018 uyM contra a HsDHPS. Vale destacar que este
valor de ICso para a HsDHPS estad em concordancia com o valor de ICso descrito
anteriormente na literatura para esta enzima utilizando este mesmo ensaio (1,72 *
0,56 uM) (LIU et al., 2021a). Portanto, esse ensaio enzimatico acoplado foi robusto e
sensivel na faixa de concentracdo testada para o GC7, utilizando uma pequena
quantidade de enzima, o que significa que este ensaio é capaz de detectar inibidores
para essas DHPSs.

Portanto um ensaio HTS foi implementado com a LADHPSA-cb002+LdDHPSB-
cb002 (amostra tetramero) nas condicbes de ensaio otimizadas anteriormente
(descritas no tépico 4.20), contra 10 uM de cada um dos compostos das cole¢des de
moléculas pequenas MMV12K BF3 e MMV14K HGL (Figura 44).

Mais uma vez, o desempenho geral do ensaio foi robusto, com valores de Z-
score (calculados com base em 16 pogos controle por placa representando "100% de
atividade" e 16 representando "0% de atividade"; vide a Figura 44) para cada placa
testada acima de 0,7, indicando uma separacdo adequada entre 0s sinais de
luminescéncia obtidos para os controles representando "100% de atividade" e "0% de
atividade" (CRAIG et al., 2016; ZHANG; CHUNG; OLDENBURG, 1999).
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Figura 44. High-throughput screening in vitro primario empregando a reacao parcial da LdADHPSA-cb002+LdDHPSB-cbh002 acoplada
com o ensaio NAD*/NADH-Glo™. Exemplo de uma placa de compostos da colecdo de moléculas pequenas MMV14K HGL, que
foram testados a uma concentragéo de 10 uM, utilizando a reagao parcial da LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002 otimizada acoplada
ao ensaio NAD*/NADH-Glo™. Dezesseis pocos controle representando “100% de atividade” (em verde) e 16 pogos controle
representando “0% de atividade” (em azul) foram empregados para calcular a % de inibicao proporcionada para cada composto. As
setas pretas indicam os compostos hit que inibiram a atividade da LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002 em mais de 60%.
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Dos 26771 compostos rastreados inicialmente, 44 compostos (hits) inibiram a
atividade da LdDHPSA-cb002+LdDHPSB-cbh002 em mais de 60%, representando
uma taxa de acerto de 0,16%. Essa taxa foi compativel com trabalhos anteriores
conduzidos pelo grupo do Dr. Van Voorhis (CHOI et al., 2021; CRAIG et al., 2016).
Vale destacar que esse ponto de corte de 60% de inibicao foi escolhido para aumentar
as chances de selecionar inibidores com ICso abaixo de 10 yM (CHOI et al., 2021).

Esses compostos hit foram testados novamente e 24 (57%) deles exibiram
efeitos inibitorios consistentes (inibicdo maior do que 60%) sobre a atividade da
LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002. Essa taxa de confirmacdo dos hits também foi
compativel com um trabalho anterior conduzido pelo grupo do Dr. Van Voorhis (CHOI
et al., 2021). Acredita-se que nem todos os hits obtidos no screening primario foram
confirmados no screening secundério devido a algum possivel erro de diluicdo dos
compostos nas cole¢cdes para uso nos screenings iniciais ou, ainda, devido aos
multiplos ciclos de congelamento e descongelamento das placas de estoque de
compostos, que podem ter levado a degradacdo dos compostos.

Além disso, para identificar resultados de inibicdo falso-positivos, gerados pela
inibicdo das enzimas componentes do ensaio NAD*/NADH-Glo™ e nao pela inibicao
da atividade da LdDHPS, foi realizado um contra ensaio com todos os 24 hits
confirmados, utilizando uma reacdo preparada com NADH 1 uM diluido no meio
reacional sem a adicdo da LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002. A partir desse teste,
11 compostos que inibiram o sinal de luminescéncia em mais de 15% em relag&o ao
controle representando 100% de atividade (NADH 1 uM diluido no tampao de ensaio
sem a adicdo da LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002 e suplementado com DMSO
10%) foram considerados como falso-positivos ou insuficientemente seletivos para
estudos posteriores (CRAIG et al., 2016).

E importante mencionar que um artefato comum em ensaios HTS para a busca
de inibidores sdo os compostos PAINS (pan-assay interference compounds). Como
exemplo, um estudo prévio realizado pelo grupo do Dr. Van Voorhis constatou que
cerca de 80% dos hits iniciais eram PAINS (CHOI et al., 2021). Estes compostos
PAINS podem participar de reacdes redox na presenca de reagentes redutores, tais
como DTT, e gerar espécies reativas de oxigénio, como o peroxido de hidrogénio, que
€ responsavel pela desestabilizac&o de proteinas e consequente reducao da atividade
(CHOI et al., 2021).
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Como uma forma de validacdo adicional, os 13 compostos que causaram
inibicdo sobre a atividade da LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002 e pouca ou
nenhuma inibicdo sobre as enzimas do ensaio NAD*/NADH-Glo™ foram analisados
quanto a concentracao-resposta (0,2 a 100 uM) empregando a reagao parcial da
LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002 acoplada ao ensaio NAD*/NADH-Glo™ (Tabelas
14 e 15).

Considerando que a colecdo MMV14K HGL apresentava uma quantidade
suficiente dos compostos, os sete hits provenientes desta colecdo (Tabela 15)
também foram analisados quanto a concentracao-resposta (0,2 a 100 uM) contra a
atividade da LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010 e da HsDHPS (Tabelas 15).

Além disso, os compostos hit foram adquiridos a partir de uma fonte distinta do
estoque inicial (novos estoques de DMSO para os hits da colecdo MMV12K BF3 ou
uma nova solucéo preparada a partir do p6 para os hits da colecdo MMV14K HGL) e
testados novamente quanto a concentracéo-resposta empregando a reacdo parcial
das DHPSs acoplada ao ensaio NAD*/NADH-Glo™.

Durante essa segunda rodada de testes de concentracéo-resposta, foi utilizado
o lote mais puro da LADHPSA-cb002+LdDHPSB-ch002 e também foi testada a
inibicdo contra a atividade da HsDHPS (Tabelas 14 e 15), com o intuito de verificar a
seletividade da inibicdo desses compostos sobre a atividade da LADHPS. Ainda, no
caso da colecdo MMV14K HGL, com exceg¢dao do composto MMV1674024, as
concentracOes testadas para os compostos foram aumentadas para o intervalo de
1,95 a 1000 pM.

Considerando que a colecdo MMV14K HGL apresentava uma quantidade
suficiente de material, os sete hits provenientes desta colecdo também foram
analisados quanto a concentracao-resposta contra a atividade da LmDHPSA-
cb018+LmDHPSB-cb010 (Tabela 15).



Tabela 14. Estruturas dos hits da colecdo MMV12K BF3 confirmados e seus valores de ICso.
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Primeira rodada de

Segunda rodada de concentragao-resposta

Colegdo de concentragdo-resposta
Composto Estrutura moléculas
ICso LADHPS? ICso LADHPSP ICso HsDHPS
pequenas Fonte
(M) (M) (M)
=N
NS /N\/g
MMV904628 N 15,1 41,1 Novo estoque de
HN MMV12K BF3 n.ic
F o (13,8 a 16,6) (36,0 a 46,8) DMSO da MMV
O—
MMV904563 12,3 4,3 Novo estoque de
MMV12K BF3 n.ic
(10,1 a 15,0) (3,7a5,0) DMSO da MMV
7,2 7,3 ) Novo estoque de
MMV904400 MMV12K BF3 n.i¢
(5,7a9,0) (6,2 a 8,6) DMSO da MMV
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8,9
MMV903248 51 ) Novo estoque de
MMV12K BF3 (8,0 2 10,0) n.ic
(4,7a5,5) DMSO da MMV
5,6 3,1 ) Novo estoque de
MMV902990 MMV12K BF3 n.i¢
(4,9a6,3) (2,7a3,5) DMSO da MMV
3,8
7,9 ) Novo estoque de
MMV902970 MMV12K BF3 (3,0a4,6) n.ic
(7,1a8,9) DMSO da MMV

3 LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002 purificadas em combinacéo por IMAC e SEC (primeiro lote de purificacéo); *: LADHPSA-cbh002+LdDHPSB-ch002

purificadas em combinacgéo por IMAC, IEx e SEC (lote de purificagdo mais limpo); n.i°: sem atividade inibitéria. ICso representa a concentragdo que inibe

a atividade da DHPS em 50%. Os valores de ICso e 0s intervalos de confianga de 95% foram calculados por meio da analise de regressé@o néo linear

dos percentuais de inibicdo usando o GraphPad PRISM verséo 8.0.

Fonte: autoria prépria.
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Tabela 15. Estruturas dos hits da colecdo MMV14K HGL confirmados e seus valores de ICso.
Primeira rodada de concentrac¢éo- .
Segunda rodada de concentracdo-resposta
resposta
Colecéo de
Composto Estrutura moléculas ICso ICso ICs0
) ICs0 LADHPS®  1Cs0 LMDHPS®  ICs0 HSDHPS
pequenas LdDHPSa LmDHPS HsDHPS Fonte
(uM) (HM) (M)
(uM) (M) (M)
— Nova
o HNAQO MMV 14K 5,0 1,7 .
MMV1767969 % N HGL n.id >500 . . solugéo a
> \ (4,2a5,8) (15a1,9) partir do p6
| 0
_N__N L, MMV14K 3.1 0.9 68,9 336 Nova
MMV1732934 NI N LGl n.id n.id solugdo a
_ < (25a38) (0,8a1,0) (65,0 a 72,9) (28,7 a 39,6) partir do p6
N
=
F N
MMV 14K 3,7 1,0 10,4 52 Nova
MMV1674024 NH HGL n.id n.id solugéo a
2
| A (31a45) (09a1,1) (9,7 a11,1) (4,6 a 6,0) partir do p6
=
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partir do po

No)
o MMV14K 7.1 2,1 837 2716 170,7 Nova
MMV1653983 - n.id solugéo a
HGL (6,3a7,9) (1,8a25) (67,7a103,3) (2452a300,8)  (142,2 a 205,0)
S
L pNH,
HO” N~ N

/
)
N % O\\s Nova
X N/H\\O MMV14K 11 0,6 58,8 312,6 126,3 1708
MMV1652530 J_y HGL solugdo a
N o (0,8a1,3) (0,5a1,6) (50,3 a 68,9) (284,7 a 343,2) (114,1 2 139,8) (1300 a 2245) partir do p6
cl 199,9 Nova
MMV1646485 \©/\ (125,5a n.id solugéo a
(260,02 350,5)  (193,4 a 245,8) . .
318,5) partir do po
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MMV14K 6.9 2,3 No
MMV1646508 n.id e e .

| /) N ' ’ ’ ’
N I

H

)

3 LdADHPSA-cb002+LdDHPSB-ch002 purificadas em combinagdo por IMAC e SEC (primeiro lote de purificacéo); >:LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010
purificadas em combinacgéo por IMAC e SEC; ¢ LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002 purificadas em combinacgéo por IMAC, IEx e SEC (lote de purificagédo
mais limpo); n.i®: sem atividade inibitéria; -© : ndo testado por falta de material ou por ndo ser promissor. ICso representa a concentracao que inibe a atividade
da DHPS em 50%. Os valores de ICso € 0s intervalos de confianga de 95% foram calculados por meio da andlise de regressdo nao linear dos percentuais
de inibicdo usando o GraphPad PRISM verséo 8.0.

Fonte: autoria prépria.
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Os 13 hits testados durante a primeira rodada de ensaios de concentracao-
resposta inibiram a atividade da LdADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002 (primeiro
lote de purificagéo) com ICso variando entre 1,1 e 15,1 uM, representando uma
inibicdo na faixa micromolar baixa (Tabelas 14 e 15).

Além disso, devido a disponibilidade de material, para os sete hits da
colecdo MMV14K HGL, o ensaio de concentracdo-resposta também foi realizado
com a LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010 e a HsDHPS durante a primeira
rodada de testes (Tabela 15). Todos os sete compostos também inibiram a
LMDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010 e quatro deles néo inibiram a HsDHPS nas
concentracfes testadas (MMV1646508, MMV1767969, MMV1674024 e
MMV1732934), correspondendo assim a uma inibicdo seletiva para as DHPSs
de Leishmania sp. Mesmo os trés compostos que inibiram a atividade da enzima
humana em certo nivel apresentaram uma inibicdo pelo menos 12 vezes mais
potente sobre a atividade das DHPSs de Leishmania sp. em comparacdo com a
inibicdo sobre a atividade da HsDHPS. Essa seletividade € extremamente
importante durante o processo de descoberta de novos farmacos, pois a falta de
seletividade para enzimas estruturalmente relacionadas pode levar a efeitos
colaterais durante os ensaios clinicos (WU; CLAUSEN; NIELSEN, 2015).

Apds a primeira rodada de ensaios de concentracdo-resposta, uma
segunda rodada de testes foi realizada contra a LADHPSA-cb002+LdDHPSB-
cb002 mais pura (purificada com a etapa extra de IEx) e a HsDHPS, utilizando
0s compostos hit provenientes de outro lote. Como os compostos da colecdo
MMV12K BF3 néo estao disponiveis comercialmente, a MMV forneceu um novo
estoque de DMSO para esses compostos (Tabela 14). Ja no caso da colecdo
MMV14K HGL, com excecdo do composto MMV1646508, os hits estdo
disponiveis comercialmente e novas solucdes foram feitas a partir dos novos pos
adquiridos.

Conforme mostrado na Tabela 14, durante a segunda rodada de
concentracéo-resposta, 0s seis hits da colecdo MMV12K BF3 inibiram a
atividade da LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002 com um ICsp variando entre 3,1
e 41,0 uM, valores estes consistentes com os valores obtidos durante a primeira
rodada de concentracdo-resposta (Tabela 14). Além disso, todos os seis hits ndo
inibiram a HsDHPS nas concentracdes testadas, o que corresponde a uma
inibicdo seletiva contra a LdDHPS. Como a quantidade dos compostos
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fornecidos pela MMV era pequena, ndo foi possivel realizar o teste de
concentracao-resposta contra a LmDHPS.

Por outro lado, no caso dos hits provenientes da colecdo MMV14K HGL,
com excegao do composto MMV1674024, os valores de ICso obtidos na segunda
rodada de ensaios de concentragao-resposta nao concordaram com os valores
obtidos durante primeira rodada. Durante a segunda rodada de testes, os valores
dos ICso contra a LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002 foram pelo menos 10
vezes maiores do que os obtidos no primeiro teste, variando entre 10,4 e 312,6
MM (Tabela 15). No entanto, excluindo o composto MMV1767969, todos os cinco
hits restantes desta colecdo apresentaram uma inibicdo concentracéo-
dependente contra a atividade da LADHPS e da LmDHPS. Além disso, quatro
desses compostos (MMV1646485, MMV1653983, MMV1674024 e
MMV1732934) ndo inibiram a atividade da HsDHPS nas concentragdes
testadas, apresentando-se como inibidores seletivos para a LADHPS e a
LmDHPS.

Dentre os hits provenientes da colecao de pequenas moléculas MMV12K
BF3 estdo os compostos MMV904563, MMV904400, MMV903248, MMV902990
e MMV902970. Estes compostos apresentaram ICso contra a atividade da
LdDHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002 muito parecidos, variando entre 3,1 e 7,9
MM, e também exibem uma grande semelhanca estrutural (Tabela 14),
compartilhando entre si um nucleo formado por um anel heterobiciclico
aromatico nitrogenado ligado a uma porcéo flexivel polar e a um anel aromatico
nitrogenado (Figura 45). Ainda, o composto MMV904628, também proveniente
da colecado MMV12K BF3, compartiha o nucleo formado por um anel
heterobiciclico aromético nitrogenado ligado a um anel aromético nitrogenado
(Figura 45). Entretanto, 0 mesmo nao apresenta a porcao polar flexivel ligada ao
nacleo heterobiciclico aromatico nitrogenado, o que poderia explicar a sua menor
poténcia de inibicdo comparada com os demais compostos dessa série (ICso de
41,1 uM; vide Tabela 14). No geral, as diferentes substituicbes observadas
nesses grupos funcionais foram bem toleradas, visto que esses compostos
apresentam valores similares de poténcia de inibicdo sobre a atividade da
LdDHPSAB.
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Figura 45. Grupos funcionais compartilhados pelos hits da colegdo de pequenas
moléculas MMV12K BF3. Estes compostos apresentam um nucleo formado
por um anel heterobiciclico aromatico nitrogenado ligado a uma porcéo
flexivel polar e a um anel aromatico nitrogenado.
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Fonte: autoria propria.

Ainda, o composto MMV1674024, proveniente da colecdo de moléculas
pequenas MMV14K HGL, também compartilha com essa série de compostos o
nacleo formado por um anel heterobiciclico aromatico nitrogenado ligado a um
anel aromatico nitrogenado (vide Tabela 15), fato este que reforca a importancia
desses grupos para a atividade desses compostos.

Também foi identificada uma segunda série de compostos, proveniente da
colecdo MMV14K HGL, formada pelos compostos MMV1653983, MMV1646485
e MMV1646508, que também sdo estruturalmente relacionados (Tabela 15).
Estes compostos exibem um nucleo formado por um anel tiazolico fundido ao
piridinol ou a piridona, ligado a um anel aromatico com substituicéo de éter e a
uma amina (primaria ou terciaria) (Figura 46). Entretanto, essa série foi menos
potente quanto a inibicdo da atividade da LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002,
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sendo que os compostos MMV1653983 e MMV1646485 apresentaram um ICso
na segunda rodada de testes de concentracao-resposta de 271,6 e 301,9 uM,
respectivamente. Ja o composto MMV1646508 ndo foi testado durante a
segunda rodada de testes de concentragdo-resposta pois este ndo estava
disponivel comercialmente.

Figura 46. Grupos funcionais compartilhados por alguns hits da colecdo de
pequenas moléculas MMV14K HGL. Estes compostos apresentam um
nacleo formado por um anel tiazdlico fundido ao piridinol ou a piridona,
ligado a um anel aromético com substituicdo de éter e a uma amina
primaria ou terciaria.
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Fonte: autoria propria.
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Os valores de ICs0 obtidos para a maioria dos hits descritos neste trabalho
séo comparaveis aos valores de ICso publicados anteriormente (57 e 66 uM) para
compostos hit em um ensaio HTS realizado com a HsDHPS (TANAKA et al.,
2020b). Tanaka e colaboradores projetaram e sintetizaram uma nova série
guimica a partir dos compostos obtidos pelo ensaio HTS, descobrindo um novo
composto (26d), com uma potente atividade inibitéria in vitro contra a HsDHPS
(ICs0 = 0,0092 uM) (TANAKA et al., 2020b). Esses autores também descreveram
a analise da estrutura da HsDHPS ligada ao composto 26d e demonstraram que

esse composto apresenta um modo de ligacdo alostérico distinto do relatado
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anteriormente para outro inibidor alostérico da HsDHPS (YT-11g) (TANAKA et
al.,, 2020a). Esses achados foram significativamente Uteis para a analise
funcional de alteracdes conformacionais da HsDHPS e no desenvolvimento de
um novo inibidor alostérico (8g) que inibiu efetivamente o desenvolvimento de
melanoma ao mesmo tempo que apresentou baixa toxicidade (LIU et al., 2021a).

Assim, os inibidores seletivos da LADHPS e da LmDHPS descritos no
presente trabalho podem ser utilizados em trabalhos futuros como pontos de
partida para o desenvolvimento de novos farmacos para 0 combate a
leishmaniose.

Cabe aqui destacar que leishmaniose apresenta trés principais formas, com
sintomas distintos e diferentes graus de severidade (SONI; PRATAP, 2022). A
leishmaniose cutanea corresponde ao tipo mais prevalente da leishmaniose,
sendo que esta causa lesdes na pele que podem gerar cicatrizes permanentes
e deficiéncias graves (JAIN et al., 2022; SAHU; KHARE, 2021). Outra forma de
leishmaniose é mucocutanea, que faz com que as membranas mucosas do nariz,
boca e garganta sejam parcialmente ou completamente destruidas (JAIN et al.,
2022; SONI; PRATAP, 2022). Ja a leishmaniose visceral corresponde a forma
mais letal, que afeta principalmente o figado, baco e medula 6ssea (JAIN et al.,
2022; SONI; PRATAP, 2022).

Apesar da leishmaniose ser uma condicao terrivel, as op¢des de tratamento
ainda séo restritas e insatisfatorias (JAIN et al., 2022; SOTO-VASQUEZ et al.,
2023). A maioria dos tratamentos anti-Leishmania requer doses multiplas por um
periodo de tempo prolongado, contribuindo ndo sé para a dificuldade no manejo
clinico dessa doenga, mas também para o desenvolvimento de resisténcia aos
medicamentos disponiveis (ROATT et al.,, 2020; SONI; PRATAP, 2022).
Consequentemente, h4 uma necessidade persistente de descobrir farmacos
baratos, altamente potentes e com um bom perfil farmacocinético para o
tratamento da leishmaniose (DE SOUSA et al., 2023; HANIF et al., 2023; JAIN
et al., 2022; JAMSHAID; DIN; KHAN, 2021).

Vias como a biossintese de esterdis, resgate de purinas, biossintese de
glicosilfosfatidilinositol, biossintese de folato e de hipusina desempenham um
papel crucial na sobrevivéncia e proliferacéo de Leishmania sp., tornando essas
vias alvos interessantes para o desenvolvimento de farmacos para combater a
leishmaniose (CHAWLA; MADHUBALA, 2010; JAIN et al., 2022). Cabe aqui
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destacar que mesmo que a via de biossintese da hipusina tenha sido destacada
como uma via interessante para o desenvolvimento de farmacos direcionados a
Leishmania sp., ainda ndo existem inibidores especificos para as Leishmania sp.

DHPSs descritos na literatura.

4.22. Andlise do potencial dos hits obtidos com o HTS para futuras

otimizacdes

Um dos principais desafios durante o desenvolvimento de novos farmacos
€ avaliar com precisdo o potencial dos hits obtidos durante um ensaio HTS
(MORTENSON; MURRAY, 2011). A qualidade dos pontos de partida quimicos é
um fator-chave a ser considerado durante o planejamento de um farmaco, pois
hits de baixa qualidade tém maior probabilidade de falhar durante as fases de
otimizacao subsequentes (DE OLIVEIRA et al., 2021).

Tradicionalmente, a afinidade € o primeiro aspecto considerado para
selecdo e otimizacdo dos hits. No entanto, a afinidade por si s6 pode ser
enganosa, pois muitas vezes esta ligada ao tamanho da molécula. Assim, um
foco na afinidade pode enviesar a selecdo de compostos maiores durante a
otimizacao de hits (HOPKINS; GROOM; ALEX, 2004; SCHULTES et al., 2010).
Além da afinidade pelo alvo, os compostos também devem apresentar
propriedades fisico-quimicas adequadas, para que sejam capazes de avancar
nas fases do desenvolvimento de farmacos (GLEESON et al., 2011; LEESON et
al., 2021; MIGNANI et al., 2018; SCHULTES et al., 2010).

Um dos trabalhos pioneiros com o intuito de predizer caracteristicas de
permeabilidade e solubilidade, particularmente no caso de compostos
destinados a administracé@o oral, foi realizado por Lipinski e colaboradores no
final da década de 90 (LIPINSKI et al., 1997). Foi analisada uma série de
farmacos que apresentavam uma boa biodisponibilidade oral (PICCIRILLO;
AMARAL, 2018). Através desse estudo foi constatado que a maioria (90%)
desses compostos apresentavam massa molecular (MW) menor ou igual a 500
Da, logaritmo decimal do coeficiente de particdo octanol/agua calculado (ClogP)
menor ou igual a 5, numero de atomos doadores de ligacdo de hidrogénio
(Hydrogen Bond Donor; HBD) menor ou igual a 5 e nUmero de atomos aceptores

de ligagcdo de hidrogénio (Hydrogen Bond Acceptor; HBA) menor ou igual a 10
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(LIPINSKI et al., 1997). A aplicagéo destes quatro parametros com os valores de
corte mencionados anteriormente é conhecida como a “Regra dos 5” de Lipinski,
sendo esta aplicada rotineiramente nos protocolos de descoberta de farmacos
(LEESON et al., 2021; MIGNANI et al., 2016, 2018; MINETTI; REMETA, 2022;
PICCIRILLO; AMARAL, 2018; SCHULTES et al., 2010). Essa estratégia visa
usar um filtro de “drug-likeness” para identificar compostos com propriedades
farmacocinéticas desfavoraveis ja nos estagios iniciais do planejamento de
farmacos (MIGNANI et al., 2018; TIAN et al., 2015).

Considerando essas informagbfes e, com excegdo do composto
MMV1646508, os 12 hits do HTS testados nos ensaios de concentracao-
resposta também foram analisados quanto a alguns parametros classicos da
quimica medicinal, que sdo comumente considerados durante o processo de
desenvolvimento de um farmaco, tais como CLogP, HBA, HBD, eficiéncia do
ligante (Ligand Efficiency; LE), eficiéncia do ligante-lipofilicidade (Lipophilic
Ligand Efficiency; LLE), contagem de atomos pesados (Heavy Atom Count;
HAC), area de superficie polar (Polar Surface Area; PSA), nimero de ligacdes
com rotacéo livre (Rotatable Bonds; RTB) (MIGNANI et al., 2018; MINETTI;
REMETA, 2022; OSELUSI; CHRISTOFFELS; EGIEYEH, 2021; VALLIANATOU;
GIAGINIS; TSANTILI-KAKOULIDOU, 2015; YUSOF; SEGALL, 2013). Estes
parametros foram calculados através do software DataWarrior (SANDER et al.,
2015) e os resultados obtidos encontram-se na Tabela 16 a seguir.
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Tabela 16. Parametros classicos da quimica medicinal calculados pelo software DataWarrior para os hits obtidos com o HTS.

Hita ICsoP pICse® Mwe CLogP® HBA! HBDY PSA" LE LLE] LLEAT  HAC rot;(':?ggg\fgism
MMV904628 40,7 4.4 364,4 3,2 6 1 60,7 0,22 1,2 0,17 27 5
MMV904563 4,5 5,3 374,4 18 6 1 65,0 0,26 3,5 0,29 28 5
MMV904400 77 51 374,4 18 6 1 65,0 0,25 33 0,28 28 5
MMV903248 5,0 5,3 456,6 1,2 9 0 10,8 0,23 41 0,29 32 4
MMV902990 4,1 5,4 455,6 18 8 0 88,9 0,23 3,6 0,27 32 4
MMV902970 7,7 5,1 394,4 0,2 10 0 99,8 0,24 53 0,37 29 3
MMV1767969  491,7 3,3 268,3 13 5 1 62,5 0,23 2,0 0,25 20 2
MMV1732934 66,3 4,2 256,3 1,6 5 0 65,9 0,30 2,6 0,30 19 3
MMV1674024 11,5 4,9 239,3 2,1 3 1 51,8 0,38 2,9 0,33 18 1
MMV1653983 30,4 3,5 395,5 3,2 6 2 1182 0,17 0,3 0,13 28 6
MMV1652530 2955 3,5 550,7 3,6 9 1 137,0 0,13 0,1 0,11 38 8
MMV1646485  365,6 3,4 415,9 33 6 2 114,7 017 0,1 0,12 28 5

a3 As estruturas dos hits foram apresentadas nas Tabelas 14 e 15; P: Média dos ICsp em pM a partir de pelo menos dois experimentos
independentes; °: logaritmo negativo do ICso (pICso) em M; % massa molecular em Dalton; ©logaritmo decimal do coeficiente de
particdo octanol/agua calculado pelo software DataWarrior; . nimero de &tomos aceptores de ligacédo de hidrogénio (soma dos atomos O e N);
9: nimero de atomos doadores de ligacéo de hidrogénio (soma dos atomos OH e NH); ": area de superficie polar em A% ': eficiéncia do ligante
expressa em unidades de kcal/mol/atomo pesado; ’: eficiéncia do ligante-lipofilicidade, que é adimensional; ¥: eficiéncia do ligante-lipofilicidade
Astex, que corresponde a um indice de eficiéncia modificado que combina lipofilicidade, tamanho e poténcia expresso em unidades de

kcal/mol/atomo pesado; ' contagem de atomos pesados; ™: nimero de ligacdes com rotaco livre.

Fonte: autoria prépria.
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Como observado na Tabela 16, apenas o composto MMV1652530 apresenta um
parametro que ndo se enquadra na Regra dos 5, no caso sua massa molecular, sendo
esse valor um pouco maior do que o preconizado (550,7 Da; Tabela 16). Como esse
composto também apresenta uma baixa poténcia de inibicdo contra a LADHPSA-
cb002+LdDHPSB-cb002 (ICso médio de 295,5 pM), o mesmo néo sera priorizado para
futuras otimizacgdes.

Outras regras para prever a biodisponibilidade oral de farmacos foram criadas a
partir da Regra dos 5, sugerindo-se diferentes valores de corte de acordo com o0s tipos
de compostos analisados (PICCIRILLO; AMARAL, 2018). No caso dos compostos em
fases iniciais de otimizacdo, alguns autores recomendam que os valores de corte
sejam menores quando comparados com 0s descritos para os farmacos, que no caso
seriam: MW menor ou igual a 400 Da, ClogP menor ou igual a 4, HBD menor ou igual
a 4 e HBA menor ou igual a 8, seguindo assim a “Regra dos 4” (GLEESON, 2008;
MINETTI; REMETA, 2022; PICCIRILLO; AMARAL, 2018; TEAGUE et al., 1999).

Estes valores mais restritos seriam adotados pois durante a fase de otimizacao
de um composto lead, existe uma tendéncia de aumento da complexidade da
molécula, como por exemplo, 0 aumento da massa molecular, aumento do nimero de
ligacbes com rotacao livre, e também da lipofilicidade destes compostos (HOPKINS;
GROOM; ALEX, 2004; JABEEN et al., 2012; KESERU; MAKARA, 2009; MIGNANI et
al., 2018; MINETTI; REMETA, 2022; PICCIRILLO; AMARAL, 2018). Portanto, para
evitar que os compostos obtidos apds este processo tenham baixa biodisponibilidade
oral, seus valores de corte sdo menores.

Considerando a Regra dos 4, os compostos MMV903248, MMV902990,
MMV902970, MMV1646485 nédo satisfazem a todos 0s requisitos preconizados para
candidatos a compostos lead (vide Tabelal6), tendo assim menos chance de
apresentar uma boa biodisponibilidade oral (PICCIRILLO; AMARAL, 2018). Além
disso, o composto MMV1646485 apresenta uma baixa poténcia de inibicdo contra a
LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002 (ICso médio de 365,6 uM) e ndo sera priorizado
para futuras otimizacoes.

O avanco dos protocolos de otimizacdo de farmacos levou a percepcao de que
a Regra dos 5 ndo atendia adequadamente as necessidades do planejamento de
farmacos baseado em fragmentos e, portanto, outras métricas foram introduzidas para
preencher essa lacuna (MINETTI; REMETA, 2022). Neste sentido, a “Regra dos 3” foi
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implementada para auxiliar os processos de tomada de decisdo envolvendo essas
moléculas menores (MW menor do que 300 Da) (CONGREVE et al., 2003).

De forma andloga a Regra dos 5 e com base em sucessos anteriores, 0S
fragmentos ideais devem aderir as seguintes propriedades fisico-quimicas
adequadas: MW menor ou igual a 300 Da, ClogP menor ou igual a 3, HBD menor ou
igual a 3 e HBA menor ou igual a 3 (CONGREVE et al., 2003; FATTORI; SQUARCIA;
BARTOLI, 2008). Também foi observado que o nimero de ligacbes rotacionaveis
menor ou igual a 3 e a area de superficie polar menor ou igual a 60 A2 também podem
ser critérios Uteis para a selecdo de fragmentos (CONGREVE et al., 2003; REES et
al., 2004). O planejamento de farmacos baseado em fragmentos normalmente se
inicia com um fragmento compativel com a Regra dos 3 e, idealmente, termina com
um potente composto candidato compativel com a Regra dos 5 (SCHULTES et al.,
2010).

Dentre os hits encontrados, os compostos MMV1767969, MMV1732934,
MMV1674024 correspondem a compostos com MW menores do que 300 Da e podem
ser considerados como fragmentos (WALSH et al., 2023). O composto MMV1674024
engloba todos os requisitos preconizados para um fragmento interessante para ser
otimizado. Ja os compostos MMV1767969 e MMV1732934 apresentam area de
superficie polar e HBA maiores do que o recomendado. Como 0 composto
MMV1767969 também apresenta uma baixa poténcia de inibi¢cdo (ICso médio de 491,7
puM) contra a LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002, este apresenta-se como uma
molécula menos desejavel para futuras otimizacoées.

Além desses parametros discutidos anteriormente, que sdo utilizados para
escapar do viés da selecdo dos hits apenas pela afinidade, culminando com a
otimizacgdo de ligantes maiores, o foco da sele¢céo deve ainda ser direcionado para o
desenvolvimento de compostos que utilizam seus atomos de forma mais eficiente
(SCHULTES et al., 2010). Neste contexto, para estimar a eficiéncia dos compostos,
foi proposta a avaliagdo da afinidade de ligacdo em relagdo ao numero de atomos
pesados em uma molécula (atomos diferentes de hidrogénio), sendo esse parametro
denominado eficiéncia do ligante (LE), podendo ser til para avaliar a qualidade dos
ligantes selecionados e no processo de otimizacdo das moléculas (HOPKINS;
GROOM; ALEX, 2004).

A LE é definida como a energia livre de ligacédo (-AG) dividida pelo numero de
atomos pesados do ligante, ou seja LE = -AG/HAC ou LE = 1,37*(plCs0)/HAC
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(HOPKINS; GROOM; ALEX, 2004; KUNTZ et al., 1999). Portanto, a LE permite avaliar
qual a contribuicdo de cada atomo para a interacdo com o alvo (CARR et al., 2005),
sendo uma métrica simples para avaliar se um ligante deriva sua poténcia do ajuste
ideal com a proteina alvo ou simplesmente em virtude de fazer muitos contatos com
ela (KUNTZ et al., 1999).

A LE tornou-se rapidamente aceita como uma métrica para auxiliar na avaliacéo
do potencial de fragmentos e hits iniciais, sendo que priorizar hits de acordo com sua
LE permite que compostos menores de baixa afinidade sejam atraentes para
otimizacdes adicionais (CARR et al., 2005; HOPKINS; GROOM; ALEX, 2004,
MIGNANI et al., 2018; MORTENSON; MURRAY, 2011; SCHULTES et al., 2010).

Em geral, um candidato clinico com administracdo oral possui uma poténcia de
10 nM e, se compativel com a Regra dos 5, uma massa molecular maxima de 500 Da,
gue equivale, em média, a 38 HAC (LIPINSKI et al., 1997). Isso significa que uma LE
de pelo menos 0,29 kcal/mol/HAC precisa ser mantida durante a otimizag¢ao dos hits
(SCHULTES et al., 2010). Este perfil leva ao valor limite comumente utilizado para a
LE de pelo menos 0,3 kcal/mol/HAC para um fragmento ou um hit inicial para
possibilitar a obtengdo de um composto com alta eficiéncia e afinidade (KESERU;
MAKARA, 2009; MIGNANI et al., 2018; SCHULTES et al., 2010; SIEGAL; AB,;
SCHULTZ, 2007). Considerando esse valor, apenas 0os compostos MMV1732934 e
MMV1674024 apresentam uma LE adequada (de 0,3 e 0,38, respectivamente; Tabela
16) e por isso o composto MMV1674024 sera priorizado para o processo de
otimizacao, pois também atende a Regra dos 3 (vide Tabela 16).

Entretanto, € importante considerar que a métrica LE tende a favorecer
compostos menores (MIGNANI et al.,, 2018; REYNOLDS; TOUNGE; BEMBENEK,
2008), como foi observado no presente trabalho. Sendo assim, a comparacdo de
compostos com base na LE pode ser util para avaliar o potencial de otimizacéo
adicional dos hits e scaffolds quimicos especificos, principalmente de fragmentos
(MORTENSON; MURRAY, 2011), desde que LE ndo seja empregada como um ponto
de corte definitivo no processo de filtragem (KENNY; LEITAO; MONTANARI, 2014;
MINETTI; REMETA, 2022).

Ainda, a LE ndo permite avaliar outros parametros importantes que devem ser
considerados durante o processo de desenvolvimento de farmacos, como por
exemplo, a lipofilicidade, que deve ser considerada pois compostos altamente

lipofilicos tendem a apresentar uma promiscuidade maior para interagir com varios
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alvos (CONGREVE et al., 2008; HOPKINS et al., 2014; LEESON; SPRINGTHORPE,
2007). De fato, a alta lipofilicidade esta fortemente associada a questdes cruciais que
podem afetar negativamente as propriedades drug-likeness, como solubilidade,
penetracdo na membrana, estabilidade metabdlica, falta de seletividade e toxicidade
(LEESON; SPRINGTHORPE, 2007; MIGNANI et al., 2018; MORTENSON; MURRAY,
2011).

Neste contexto, o conceito de eficiéncia ligante-lipofilicidade (Ligand-lipophilicity
efficiency; LLE), que é calculado de acordo com a equacédo: LLE = plCso— ClogP, deve
ser considerado (LEESON; SPRINGTHORPE, 2007). A literatura relacionada a
qguimica medicinal descreve um numero crescente de exemplos em que a LLE foi
explicitamente empregada durante o processo de otimizacdo de moléculas, pois essa
métrica combina poténcia e lipofilicidade de tal maneira que a afinidade de um
composto € normalizada pelo seu grau de lipofilicidade (FREEMAN-COOK;
HOFFMAN; JOHNSON, 2013; GRIFFITH et al.,, 2009; HOPKINS et al., 2014;
MINETTI; REMETA, 2022; PLOWRIGHT et al., 2013; SCHULTES et al., 2010). Uma
LLE alta favorece os compostos que ganham muito de sua poténcia por meio de
interacOes direcionadas, tornando assim a interacdo com o alvo mais especifica
(SCHULTES et al., 2010).

Com base nas propriedades médias de um farmaco de uso oral com um CLogP
de aproximadamente 2,5 a 3,0 e poténcia na faixa de 1 a 10 nM, um valor de LLE ideal
para um candidato a farmaco otimizado é de aproximadamente 5 a 7 (LEESON;
SPRINGTHORPE, 2007; SCHULTES et al.,, 2010). O foco na LLE durante a
otimizacdo de um composto facilita a descoberta de moléculas com maior afinidade
de ligagdo sem necessariamente aumentar a lipofilicidade ao mesmo tempo
(HOPKINS et al., 2014; PEROLA, 2010). Entretanto, alcancar altos valores de LLE em
moléculas otimizadas é mais provavel quando se comeca 0 processo com compostos
gue possuem um baixo CLogP (idealmente menor do que 3) (HOPKINS et al., 2014).

No caso de hits iniciais de cole¢des de moléculas pequenas, € recomendado que
a LLE seja maior ou igual a 3 (MIGNANI et al.,, 2018; SCHULTES et al., 2010).
Considerando esse dado, os compostos MMV904563, MMV904400, MMV903248,
MMV902990 e MMV902970 apresentam uma LLE adequada para hits iniciais (Tabela
16). Cabe aqui destacar que, como descrito no tépico 4.22, esses compostos Sao
estruturalmente relacionados e apresentam valores de ICso contra a atividade da
LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002 muito parecidos. Dentre estes, 0os compostos
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MMV904563 e MMV904400 também satisfazem a Regra dos 4 e, como 0 composto
MMV904563 apresenta um ICso ligeiramente menor, ele sera priorizado para futuras
otimizacdes.

O composto MMV1674024, que apresentam uma LE adequada, possui uma LLE
um pouco abaixo do que o recomendado (2,9; Tabela 16). Entretanto, alguns trabalhos
ja relataram a otimizacdo de compostos com valores de LLE pouco promissores
(proximos de zero) e com uma LE favoravel (maior ou igual a 0,3), onde foram
observados aumentos da LLE em até 5 unidades, mantendo os valores de LE
constantes, atingindo assim o valor de LLE preconizado (GRIFFITH et al., 2009;
HOPKINS et al., 2014; PLOWRIGHT et al., 2013; WALSH et al., 2023).

Além disso, o composto MMV1674024, que apresenta caracteristicas de um
fragmento, ndo deve ter seu potencial para otimizacdo desmerecido apenas pelo fato
de possuir uma LLE um pouco abaixo do desejado, pois, valores de LLE altos para
fragmentos sdo incomuns, pois 0s mesmos geralmente ndo sdo muito potentes
(HOPKINS et al., 2014; MORTENSON; MURRAY, 2011). Como consequéncia de seu
pequeno tamanho, os hits de fragmentos geralmente tém ICso elevados, comumente
na faixa de 1 mM a 10 pyM. Nesse caso, a LE corresponde a uma métrica util para
identificar os melhores pontos de partida para otimizacdo (HOPKINS et al., 2014;
WALSH et al., 2023).

Ainda, no caso da otimizacdo de fragmentos, também é muito interessante
avaliar um indice de eficiéncia derivado da LLE, a LLEAT, que combina lipofilicidade,
tamanho da molécula e poténcia, e € calculado pela formula: LLEar =
0,111+1,37*(LLE/HAC) (HOPKINS et al., 2014; MIGNANI et al., 2018; MORTENSON;
MURRAY, 2011). Este indice foi projetado para ter o mesmo valor de corte da LE,
sendo que os fragmentos com LE e LLEar maior ou igual a 0,3 tem maior probabilidade
de serem otimizados em moléculas potentes com propriedades fisico-quimicas
apropriadas para um medicamento oral (MORTENSON; MURRAY, 2011).

Como observado na Tabela 16, o composto MMV1674024 apresenta uma LLEAt
de 0,33, estando assim de acordo com o valor preconizado para essa métrica. Sendo
assim, mais uma vez o composto MMV1674024 demonstra um bom potencial para
ser submetido ao processo de otimizagéo.

AplOs todas essas analises, os compostos MMV1674024 e MMV904563
apresentaram-se como os hits com o maior potencial para futuras otimizagcbes

buscando melhorar a poténcia de inibicdo sobre as Leishmania sp. DHPSs. Um dos
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caminhos para guiar esse processo de otimizacdo corresponde a determinacao do
sitio de ligacdo desses compostos na proteina alvo por cristalografia de raios X
(MURRAY; REES, 2009; WALSH et al., 2023).

4.23. Nova expressdo em pequena escala das Leishmania sp. DHPSs

Como descrito anteriormente, combinando uma série de estratégias, como por
exemplo, a clonagem das DHPSs de vérias espécies de Leishmania associada a
fus@o com diferentes tags; producéo de proteina por autoinducéo; lise combinada das
duas isoformas das Leishmania sp. DHPSs na presenca de L-arginina e de L-acido
glutdmico, foi finalmente possivel produzir as LADHPS e LmDHPSs na forma solavel
e ativa em E. coli. No caso, as LdDHPSs clonadas no plasmideo pAVA-MBP
(LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002) e produzidas em um meio de autoinducéo de
proteinas apresentou o melhor rendimento proteico (1,9 mg de proteina por L de
cultura).

Como esse método diferente de inducdo da expressao de proteinas em E. coli
requer um meio de cultura especifico e um sistema de crescimento diferente (LEX
biorreactor), ndo foi possivel reproduzi-lo no Brasil apés o término do periodo da
BEPE. Sendo assim, para dar continuidade ao projeto, foi realizado um teste de
expressdo em pequena escala com as LADHPSs utilizando a inducdo da expressao
de proteinas pelo IPTG. Para isso, os plasmideos pAVA-MBP (Tabela 2) contendo a
LdDHPSA-cb002 e a LADHPSB-cb002 clonadas foram transformados na linhagem de
expressdo BL21(DE3)-R3-pRARE2 de E. coli, seguida pela purificacdo por IMAC, a
partir dos lisados celulares clarificados (BURGESS-BROWN et al., 2014; SAVITSKY
et al., 2010). Esse teste também foi realizado com a LmDHPSA clonada em pSUMO-
LIC (LmDHPSA-cb018) e da LmDHPSB clonada em pNIC-CTHO (LmDHPSB-cb010)
(Figura 47).
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Figura 47. SDS-PAGE das fragdes obtidas a partir do teste de expressdo em pequena
escala com as DHPSs de Leishmania sp. O sobrenadante, obtido apds lise
celular e clarificacdo, foi submetido a uma cromatografia de afinidade por ions
metalicos imobilizados (IMAC). Tamanhos aproximados das proteinas em kDa:
LmDHPSA-cb018: 74; LmDHPSB-cb010: 42; LADHPSA-cb002: 109,2; LADHPSB-
cb002: 85,7. M: marcador de peso molecular (Precision Plus Protein Unstained
Protein Standards, Bio-Rad). LT: lisado total. S: fracdo soluvel. E: fragcdo eluida.
C+: controle positivo de expressado de proteinas em E. coli utilizado pelo CQMED
(residuos M1 a T248 do gene NANPA clonado em pNIC28-Bsa4; 30,4 kDa). As
setas indicam as bandas das proteinas de interesse.

C+ LmDHPSA LmDHPSB LdDHPSA LdDHPSB
M LT S E LT S E LT S E LTS E LTS E

Fonte: autoria prépria.

A Figura 47 mostra que a expressao da LADHPSA-cb002 e da LADHPSB-cb002
na forma soltuvel em E. coli foi eficientemente induzida pelo IPTG. O mesmo pode ser
observado para a LmDHPSA-cb018 e a LmDHPSB-cb010. Entretanto, como a
LmDHPSB-cb010 apresentou-se pouco soluvel durante esse teste, as LADHPSs

foram selecionadas para serem produzidas e purificadas em larga escala.
4.24. Purificagdo em larga escala da LADHPS, LmDHPS e HsDHPS

Como as LdDHPSs apresentaram bandas mais fartas durante o ensaio de
expressdo em pequena escala, essas enzimas foram escolhidas para serem
purificadas em larga escala. Para confirmar os resultados obtidos no teste de
expressdo em pequena escala, foi realizado um aumento da escala de producdo da
LADHPSA-cb002 e da LdDHPSB-cb002 empregando a linhagem de E.coli
BL21(DE3)-R3-pRARE?2 cultivada em 6 L de meio TB para casa isoforma, totalizando
12 L de cultura.
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Além disso, considerando os problemas de solubilidade dessas proteinas, foi
realizada a lise combinada das linhagens de E. coli carreando a LADHPSA-cb002 e a
LdDHPSB-cb002, assim como foram adicionados L-arginina e L-acido glutamico 50
mM durante o processo de lise celular.

Como nos testes de expressao em pequena escala, a IMAC foi utilizada como a
primeira etapa de purificacdo. A analise por SDS-PAGE 12% das fracdes da IMAC
demonstrou que esse processo de purificacdo enriqueceu com sucesso as LADHPSs
provenientes dos lisados celulares clarificados (Figura 48A).

A fracdo eluida obtida a partir da primeira etapa de IMAC foi tratada overnight
com protease 3C em uma proporcdo molar de 15:1 da LADHPSA-cb002+LdDHPSB-
cb002 para a protease 3C. Este tratamento removeu eficientemente as tags Hise/MBP
da regido N-terminal das LdDHPSs, como evidenciado pela redugcédo de
aproximadamente 44 kDa no tamanho dessas proteinas (Figura 48A; fracao 3C).

Para remover as proteinas que se ligaram inespecificamente durante a primeira
etapa de IMAC, a amostra tratada com protease 3C foi submetida a um segundo
processo de cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC
revers). Nesta etapa, a maioria das LADHPSs foram encontrados nas fracdes flow-
through e lavagem com 30 mM de imidazol (Figura 48A; fracbes FTr e W30r),
enguanto alguns contaminantes, incluindo as LADHPSs contendo as tags Hise/MBP,
MBP livre e a protease 3C, foram eluidos da resina com tampéao contendo 60 ou 300
mM de imidazol (Figura 48A; fracbes W60 e Er). Entdo as fragbes flow-through e
lavagem com 30 mM de imidazol foram reunidas e submetidas a etapa final de

purificacdo por SEC (Figura 48B).
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Figura 48. Purificagdo em larga escala da LADHPSA-cb002 e da LADHPSB-cbh002 em
combinacdo. O sobrenadante, obtido apds sonicagéo e clarificacao, foi submetido
a uma cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC), seguida
de uma IMAC reversa e cromatografia de exclusdo molecular (SEC). (A) Analise
por SDS-PAGE das fragBes geradas pela IMAC: lisado total (LT), fracao soluvel
(S), flow-through (FT), eluato com 300 mM de imidazol (E). Analise por SDS-PAGE
da fracdo eluida apos o tratamento com protease 3C (3C). A fragdo 3C gerou os
seguintes estratos apds a segunda etapa de purificacdo por IMAC: flow-through
(FTr), lavagem com 30 mM de imidazol (W30r), lavagem com 60 mM de imidazol
(W60r) e eluicdo em 300 mM de imidazol (Er). (B) Analise por SDS-PAGE das
amostras ap6s SEC. Tamanho aproximado das LdDHPSs em kDa, com tag =
LdDHPSA-cb002: 109,2 e LADHPSB-cb002: 85,7; sem tag = LdADHPSA-cb002:
64,6 e LADHPSB-ch002: 41,1. M: marcador de peso molecular (Precision Plus
Protein Unstained Protein Standards, Bio-Rad). As setas indicam as bandas das
LdDHPSs. As fracBes proteicas destacadas com os retangulos foram
selecionadas para a préxima etapa de purificagdo ou foram coletadas para
concentracao final da proteina.
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Fonte: autoria propria.
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Mesmo apds as trés etapas de purificacdo, a LADHPSA-cb002+LdDHPSB-
cb002 apresentou contaminacédo pelo MBP clivado. Isso pode ter acontecido pois 0
MBP é altamente sollvel e pode atuar como uma chaperona ao sequestrar proteinas
propensas a agregagdo, permitindo o dobramento nativo da proteina nascente
(HEWITT et al.,, 2011; KAPUST; WAUGH, 1999), o que pode significar que a
LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002 néo se dobrou corretamente por si sé e precisou
do MBP livre para se estabilizar.

Além da contaminacdo com o MBP, essa purificacdo gerou apenas 3,1 mg da
LADHPS, representando um rendimento proteico de 0,26 mg de LADHPSA-
cb002+LdDHPSB-cb002 por L de cultura, ficando muito aquém do rendimento de 1,9
mg de LADHPS por L de cultura obtido durante a BEPE no laboratério do Dr. Van
Voorhis. Isso pode ter acontecido pois a producdo de proteinas por autoinducdo
geralmente resulta em um maior rendimento em comparacdo com a inducao
convencional com IPTG (STUDIER, 2005).

Como a pureza e o rendimento da purificacdo das LADHPSs néo foi satisfatorio,
foi realizado o aumento da escala de producédo da LmDHPSA clonada em pSUMO-
LIC (LmDHPSA-cb018) e da LmDHPSB clonada em pNIC-CTHO (LmDHPSB-cb010)
empregando a linhagem de E. coli BL21(DE3)-R3-pRARE2, cultivadas em 9 L de meio
TB para casa isoforma, totalizando 18 L de cultura. Além disso, considerando os
problemas de solubilidade dessas proteinas, também foi realizada a lise combinada
das duas isoformas da LmDHPS, assim como foram adicionados L-arginina e de L-
acido glutamico 50 mM durante o processo de lise celular. Como nos testes em
pequena escala, a IMAC foi utilizada como a primeira etapa de purificacdo. A analise
por SDS-PAGE 12% das fracdes da IMAC demonstrou que esse processo de
purificacdo enriqueceu com sucesso as LmDHPSs provenientes dos lisados celulares
clarificados (Figura 49A).

A fracdo eluida obtida a partir da primeira etapa de IMAC foi tratada overnight
com as proteases de SUMO e TEV, em uma proporcdo molar de 15:1 de LmDHPSA-
cb018+LmDHPSB-cb010 para cada protease. Este tratamento removeu
eficientemente as tags Hise/SUMO da porgéao N-terminal da LmDHPSA-cb018, assim
como a tag Hiss da por¢céo C-terminal da LmDHPSB-cb010, como evidenciado pela
reducdo de aproximadamente 13 e 1 kDa no tamanho da LmDHPSA-cb018 e da
LmDHPSB-cb010, respectivamente (Figura 49A; fragédo DIG).
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Para remover as proteinas que se ligaram inespecificamente durante a primeira
etapa de IMAC, a amostra tratada com as proteases foi submetida a um segundo
processo de IMAC. Nesta etapa, a maioria das LmDHPSs foram encontrados nas
fragcOes flow-through e lavagem com 30mM de imidazol (Figura 49A; fragbes FTr e
W30r), enquanto que a maioria dos contaminantes, incluindo as LmDHPSs contendo
as tags, SUMO livre e as proteases, foram eluidos da resina com tampao contendo
60 ou 300 mM de imidazol (Figura 49A; fragcbes W60 e Er). Entdo, as fracdes flow-
through e lavagem com 30 mM de imidazol foram reunidas e submetidas a etapa final
de purificacdo por SEC (Figura 49B).

Além do maior nivel de pureza, o rendimento da LmDHPS foi um pouco maior,
gerando 7,8 mg de proteina, o que correspode a 0,43 mg de LmMDHPSA-
cb018+LmDHPSB-cb010 por L de cultura.

Em uma tentativa de aumentar o rendimento da purificacdo da LmDHPS, foram
realizados praticamente os mesmos procedimentos descritos anteriormente para a
purificacdo da LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010, com as segintes modificacdes:
adicao de detergente zwitterionico CHAPS 0,5% ao tampéao de lise e o cultivo de 12 L

de cultura para cada isoforma da LmDHPS, totalizando 24 L de cultura (Figura 50).
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Figura 49. Purificacdo em larga escala da LmDHPSA-cbh018+LmDHPSB-cb010 em
combinagcdo. O sobrenadante, obtido apOs sonicacdo e clarificacdo, foi
submetido a uma cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados
(IMAC), seguida de uma IMAC reversa e cromatografia de exclusdo molecular
(SEC). (A) Andlise por SDS-PAGE das fragBes geradas pela IMAC: lisado total
(LT, fracdo solavel (S), flow-through (FT), eluato com 300 mM de imidazol (E).
Andlise por SDS-PAGE das fracdes eluidas apos tratamento com as proteases
de SUMO e TEV (DIG). A fracdo DIG gerou as seguintes fracbes apds a segunda
etapa de purificacdo por IMAC: flow-through (FTr), lavagem com 30 mM de
imidazol (W30r), lavagem com 60 mM de imidazol (W60r) e eluicdo em 300 mM
de imidazol (Er). (B) Analise por SDS-PAGE das amostras apés SEC. Tamanho
aproximado das proteinas em kDa, com tag = LmDHPSA-cb018: 74,1 e
LmDHPSB-cb010: 41,8; sem tag = LmDHPSA-cb018: 61,5 e LmDHPSB-cb010:
40,9. M: marcador de peso molecular (Precision Plus Protein Unstained Protein
Standards, Bio-Rad). As setas indicam as bandas das LmDHPSs. As fracdes
proteicas destacadas com os retangulos foram selecionadas para a proxima
etapa de purificac@o ou coletadas para concentracao final da proteina.
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Purificacdo em larga escala das LmDHPSs utilizando o detergente CHAPS no
tampdo de lise. O sobrenadante, obtido apds sonicacdo e clarificacao, foi
submetido a uma cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados
(IMAC), seguida de uma IMAC reversa e cromatografia de exclusdao molecular
(SEC). (A) Analise por SDS-PAGE das fragBes geradas pela IMAC: lisado total
(LT), fracdo solavel (S), flow-through (FT), eluato com 300 mM de imidazol (E).
Analise por SDS-PAGE das fra¢des eluidas apds tratamento com as proteases de
SUMO e TEV (DIG). A fragdo DIG gerou as seguintes fragfes apos a segunda
etapa de purificacdo por IMAC: flow-through (FTr), lavagem com 30 mM de
imidazol (W30r) e eluicdo em 300 mM de imidazol (Er). (B) Analise por SDS-PAGE
das amostras ap6s SEC. Tamanho aproximado das proteinas em kDa, com tag =
LmDHPSA-cb018: 74,1 e LmDHPSB-cb010: 41,8; sem tag = LmDHPSA-cb018:
61,5 e LmDHPSB-cb010: 40,9. M: marcador de peso molecular (Precision Plus
Protein Unstained Protein Standards, Bio-Rad). As setas indicam a localizagéo
das bandas das LmDHPSs. As fragOes proteicas destacadas com os retangulos
foram selecionadas para a proxima etapa de purificacdo ou foram coletadas para
concentracao final da proteina.
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A adicdo de CHAPS ao tampéao de lise proporcionou um aumento no rendimento
da purificacdo, gerando 22 mg de LmDHPS, ou seja, 0,92 mg de LmDHPSA-
cb018+LmDHPSB-cb010 por L de cultura.

Finalmente, a producéo e purificagdo da HsDHPS foi escalonada utilizando a a
linhagem de E. coli BL21(DE3)-R3-pRARE?2 cultivada em 4,5 L de meio TB. A IMAC
também foi utilizada como primeira etapa de purificacdo desta proteina. A analise por
SDS-PAGE 12% das fracdes geradas pela IMAC demonstrou que este processo de
purificagdo enriqueceu com sucesso a HsSDHPS a partir dos lisados celulares
clarificados (Figura 51A). Como essa construcdo da HsDHPS nédo apresenta a tag
Hise clivavel, a fracdo eluida com tampé&o contendo imidazol 300 mM durante o IMAC
foi submetida & proxima etapa purificagdo por SEC (Figura 51B).

Apébs essas etapas de purificacdo, o rendimento obtido para a HsDHPS foi de
4,8 mg de proteina por L de cultura, totalizando 21,4 mg de HsDHPS purificada.

Além disso, com excessdo da LmDHPSB-cb010, as DHPSs purificadas
apresentaram a massa molecular esperada, conforme determinado pela

espectrometria de massa intacta (Figura 52).
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Figura 51. Purificagdo em larga escala da HsDHPS. O sobrenadante, obtido apos
sonicagéo e clarificacéo, foi submetido a uma cromatografia de afinidade por ions
metélicos imobilizados (IMAC), seguida de uma cromatografia de excluséo
molecular (SEC). (A) Analise por SDS-PAGE das fragbes geradas pela IMAC:
lisado total (LT), fracdo solavel (S), flow-through (FT), lavagem com 30mM de
imidazol (W) e eluato com 300 mM de imidazol (E). (B) Andlise por SDS-PAGE
das amostras ap6s a SEC. Tamanho aproximado da HsDHPS em kDa: 43,4. M:
marcador de peso molecular (Precision Plus Protein Unstained Protein Standard,
Bio-Rad). As setas indicam a localizacdo das bandas da HsDHPS. As fracoes
proteicas destacadas com os retangulos foram selecionadas para a préxima
etapa de purificacdo ou foram coletadas para concentragédo final da proteina.
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Figura 52. Analise de espectrometria de massa intacta das DHPSs purificadas a partir
de culturas em larga escala. Os espectros de massa/carga sdo mostrados para:
(A) LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002, (B) LmMDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010

e (C) HsDHPSA. Os valores de massa esperados e observados estéo indicados
na figura.

LdDHPS
A

Massas esperadas: 64588,19 e 41070,72 Da
Massas detectadas: 64588 e 41070 Da

LmDHPS
B -
Massas esperadas: 61510,55 e 40927 43 Da
Massas detectadas: 61510 e 40796 Da
HsDHPS
C -

Massa esperada: 43393.16 Da
Massa detectada: 43393 Da

Fonte: autoria propria.
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A diferenca de tamanho observada para a LmDHPSB-cb010 (40796 Da ao invés
de 40927,4 Da) pode ser explicada pelo fato de que a LmDHPSB-cbh010 apresenta a
sua metionina no N-terminal exposta, pois a tag Hise esta localizada na regido C-
terminal. A metionina N-terminal pode ser clivada co-traducionalmente pela enzima
metionina aminopeptidase (MAP). Quando as proteinas recombinantes sdo expressas
em sistemas de expressdo de bactérias e mamiferos, existe uma regra universal
simples que prevé se a metionina iniciadora sera processada pela MAP. Esta regra se
baseia no tamanho do residuo adjacente (penultimo) a N-metionina (WINGFIELD,
2017). Como o aminoacido adjacente a N-metionina na LmDHPSB-cb010 é uma
prolina, a clivagem dessa N-metionina pela MAP é favorecida (WINGFIELD, 2017), o
que explicaria essa diferenca de tamanho entre a massa observada e a massa
esperada para a LmDHPSB-cb010.

4.25. Ensaio de atividade enzimética in vitro por fluorescénciacom a LmDHPSA-
cb018+LmDHPSB-cb010 e a HSDHPS

Durante o periodo de BEPE no laboratério do Dr. Wesley Van Voorhis, nédo foi
possivel utilizar o ensaio in vitro baseado na deteccédo da fluorescéncia do NADH para
realizar o rastreamento de inibidores para as DHPSs de Leishmania sp. devido a
grande interferéncia da autofluorescéncia dos compostos testados. A maioria dos
ensaios HTS utiliza leitores de placas com filtros com bandas de grande amplitude.
Esses filtros aumentam a probabilidade de um composto fluorescente interferir no
ensaio, mas tém o beneficio de permitir que 0 mesmo conjunto de filtros seja utilizado
para fluor6foros com excitacdo e emissdo proximas (SIMEONOV; DAVIS, 2004).
Como o leitor de placas disponivel no CQMED possui filtros de fluorescéncia com
menor amplitude, os hits identificados durante a BEPE foram testados pelo ensaio
baseado na fluorescéncia do NADH, com o intuito de confirmar a inibicdo desses
compostos por um ensaio alternativo ao NAD*/NADH-GIo utilizado durante a BEPE.

Cabe aqui destacar que o ensaio bioquimico utilizado aqui corresponde ao
mesmo ensaio baseado na deteccao da fluorescéncia do NADH gerado pelas DHPSs,
descrito previamente nos topicos 4.4 e 4.20.

Com o intuito de garantir que esse ensaio fosse robusto e sensivel, a
fluorescéncia produzida pelo NADH foi mensurada em concentra¢des crescentes das
LmMDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010 e HSDHPS na presenca de excesso de cofator
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NAD* e do substrato espermidina (concentracdes descritas na Tabela 8 e nas
legendas das Figuras 53 e 54 a seguir). As curvas de progresso da reacdo permitiram
determinar uma concentracdo de enzima que produziu uma razao entre o sinal/ruido
robusta na faixa linear da reacdo. Com base nesses resultados, a concentracao de
trabalho escolhida para a LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010 e a HsDHPS foi de
500 nM do tetramero.

Para definir uma concentragédo de espermidina apropriada para o ensaio, as
curvas de progresso da reacdo na presenca de concentracbes crescentes desse
substrato (0,06 a 10000 uM para LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010; 0,01 a 2000
MM para HsDHPS) e uma concentragao fixa e excessiva do cofator NAD* (300 uM
para a LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010; 60 pM para a HsDHPS) foram
determinadas. Essas curvas foram utilizadas para calcular a taxa linear de formacao
de NADH em vérias concentracdes de espermidina (Vesp) (Figuras 53A e 54A).

Um gréfico com valores de Vesp Versus as concentragdes de espermidina foi
utilizado para estabelecer a relacé@o hiperbodlica da reacéo parcial das DHPSs com a
concentracéo de substrato (Kobs da espermidina paraa LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-
cb010: 14,34 + 1,20 uM, Figura 53B; Kobs da espermidina para a HsDHPS: 2,06 £
0,12 uM, Figura 54B). A partir desses dados, a concentracéo fixa de espermidina
escolhida para a realizacdo dos ensaios de inibicdo enziméatica foi de 21,5 e 3,1 uM
(1,5 x Kobs da espermidina) para a LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010 e a HSDHPS,
respectivamente.

Experimentos equivalentes foram realizados para estabelecer as concentracfes
apropriadas do cofator NAD* para o ensaio. Nesses experimentos, a concentracdo de
espermidina foi mantida fixa (100 yM para LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010; 50
MM para HsDHPS) e a taxa linear de formag¢ao do NADH foi calculada na presencga de
concentracbes crescentes de NAD* (0,975 a 1000 pM para LmDHPSA-
cb018+LmDHPSB-cb010; 0,06 a 2000 uM para HsDHPS) (vnap+) (Figuras 53C e 54C).

O grafico dos valores de Vnap+versus as concentracdes de NAD* foi empregado
para estabelecer a relacdo hiperbodlica da reacédo parcial das DHPSs com a
concentracéo de cofator (Kobs do NAD* para a LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010:
72,02 £ 4,57 pM, Figura 53D; Kops do NAD* para a HsDHPS: 17,01 + 0,77 uM, Figura
54D). A partir desses dados, a concentracao fixa de NAD™ escolhida para a realizacéo
dos ensaios de inibicdo enzimatica foi de 108 e 25,5 uyM (1,5 x Kobs do NAD*) para a
LMDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010 e a HsDHPS, respectivamente.
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Figura 53. Estabelecimento do um ensaio enzimatico baseado na deteccdo da
fluorescéncia do NADH gerado pela reacdo parcial da LmDHPSA-
cb018+LmDHPSB-cb010. (A) Curva de progresso da reagdo demonstrando a
formacdo do NADH pela LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cbh010 durante a
titulacdo da espermidina. Intensidade de emissdo de fluorescéncia apds
excitacdo a 355 + 15 nm medida a cada 45s por 50 min. (B) Titulacdo da
espermidina. Concentracfes variaveis de espermidina (0,06 a 10000 uM) e
concentracdes fixas da LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010 (500 nM do
tetramero) e do NAD* (300 uM) foram utilizadas para realizar o experimento. O
valor estimado para 0 Kops da espermidina € mostrado na figura. (C) Curva de
progresso dareacdo demonstrando a formacgédo de NADH pela LmDHPS durante
a titulacdo de NAD*. Intensidade de emissao de fluorescéncia apés excitacéo a
355 + 15 nm medida a cada 45s por 50 min. (D) Titulacdo do NAD®.
Concentracfes variaveis de NAD* (0,975 a 1000 uM) e concentragdes fixas da
LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010 (500 nM do tetrdmero) e da espermidina
(100 uM) foram utilizadas para realizar o experimento. O valor estimado para o
Koss do do NAD* é mostrado na figura. Os pontos individuais representam a
média * erro padrao de duplicatas experimentais.
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Figura 54. Estabelecimento do um ensaio enzimatico baseado na deteccdo da

Fluorescéncia (UAF)

Fluorescéncia (UAF)

fluorescéncia do NADH gerado pela reacéo parcial da HsDHPS. (A) Curva
de progresso da reacdo demonstrando a formacdo de NADH pela HsDHPS
durante a titulacdo de espermidina. Intensidade de emissdo de fluorescéncia
apos excitagcdo a 355 + 15 nm medida a cada 45s por 50 min. (B) Titulagdo da
espermidina. Concentra¢gfes variaveis de espermidina (0,01 a 2000 pM) e
concentracoes fixas da HsDHPS (500 nM do tetrdmero) e do NAD* (60 uM)
foram empregadas para realizar o experimento. O valor estimado para 0 Kops da
spermidina é mostrado na figura. (C) Curva de progresso da reacgdo
demonstrando a formacéo de NADH pela HsDHPS durante a titulagdo de NAD".
Intensidade de emisséo de fluorescéncia apds excitacdo a 355 + 15 nm medida
a cada 45s por 50 min. (D) Titulagdo do NAD*. Concentracdes variaveis de NAD*
(0,06 a 2000 pM) e concentragdes fixas da HsDHPS (500 nM do tetramero) e da
espermidina (50 uM) foram utilizadas para realizar o experimento. O valor
estimado para o Kos do NAD* € mostrado na figura. Os pontos individuais
representam a média + erro padréo de duplicatas experimentais.
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Fonte: autoria prépria.

No seguimento desses estudos preliminares, foi realizada a tentativa de mostrar

gue esse ensaio poderia ser utilizado para estimar valores de ICso para os 12

inibidores das Leishmania sp. DHPSs identificados pelo ensaio HTS durante o periodo

de BEPE. Entretanto, os Unicos compostos que nao ultrapassaram o limite de

deteccdo do leitor de placas devido a autofluorescéncia foram o0s compostos
MMV1674024 e MMV1732934. As curvas de progresso da reagao foram utilizadas

para estimar a taxa linear de formacdo de NADH pelas DHPSs em concentracdes
crescentes de MMV1674024 e MMV1732934 (0,49 a 1000 uM), mantendo

concentracbes fixas de NAD*, de espermidina e das enzimas LmDHPSA-
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cb018+LmDHPSB-cb010 e HsDHPS (500 nM do tetramero). A curva de concentragao-
resposta resultante foi utilizada para estimar o valor de ICsp para 0s compostos
MMV1674024 e MMV1732934 (Figura 55 A e B).

Figura 55. Concentracdo-resposta dos compostos MMV1674024 e MMV1732934 contra
a LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010 e a HsDHPS utilizando o ensaio
baseado na deteccédo da fluorescéncia do NADH. (A) Determinacdo do ICso
para o composto MMV1674024. Concentracdes variaveis de MMV1674024 foram
empregadas (0,49 a 1000 uM) e concentracdes fixas das DHPSs (500 nM do
tetrdmero), espermidina (21,5 uM para a LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010 e
3,1 UM para a HsDHPS) e NAD* (108 uM para a LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-
cb010 e 25,5 yM para a HsDHPS) foram utilizadas para realizar o experimento.
(B) Determinacdo do ICsp para o composto MMV1732934. Concentragdes
variaveis de MMV 1732934 foram empregadas (0,49 a 1000 uM) e concentracdes
fixas das DHPSs (500 nM do tetrdmero), espermidina (21,5 uM para a LmDHPSA-
cb018+LmDHPSB-cb010 e 3,1 uM para a HsDHPS) e NAD* (108 uM para a
LMDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010 e 25,5 yM para a HsDHPS) foram usadas
para realizar o experimento. (C) Estrutura dos compostos e seus respectivos ICsg
contra a LmDHPS e HsDHPS.
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Fonte: autoria prépria.

Os valores de ICso obtidos para os compostos MMV1674024 e MMV1732934
contra a LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010 foram de 17,3 e 131,3 uM,
respectivamente. Esses valores foram maiores do que os valores de ICso obtidos para
esses compostos empregando o ensaio NAD*/NADH-Glo baseado em luminescéncia
(5,2 e 33,6 uM para MMV 1674024 e MMV 1732934, respectivamente).
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Apesar dos valores de ICso obtidos através do ensaio baseado em fluorescéncia
serem maiores do que o0s obtidos com o ensaio baseado em luminescéncia, a inibicdo
da atividade da LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010 ainda foi significativamente
maior do que a inibigcdo da atividade da HSDHPS (45 vezes maior para o0 composto
MMV1674024 e 21 vezes maior para o0 composto MMV1732934).

4.26. Anélise do perfil de inibicdo do composto MMV1674024 sobre a LmDHPS

Com o intuito de compreender melhor o mecanismo de inibicdo do composto
MMV1674024 sobre a atividade da LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010, inicialmente
foi averiguado se o0 ensaio baseado na deteccdo da fluorescéncia do NADH seria
capaz de demonstrar um perfil de inibicdo conhecido. Para isso, foi realizada a
titulacdo da espermidina na presenca de concentracdes crescentes do GC7, que
corresponde a um inibidor competitivo pelo sitio de ligacao a espermidina nas DHPSs
de mamiferos (JAKUS et al., 1993).

Como inibidores competitivos ligam-se ao mesmo sitio que o substrato na
enzima, esta pode se ligar ao substrato ou ao inibidor, mas ndo a ambos ao mesmo
tempo (ALGIERI et al.,, 2021; RAMSAY; TIPTON, 2017). Em concentragbes muito
altas de substrato, o inibidor sera deslocado da enzima; portanto, a velocidade
maxima (Vmax) da reacdo permanece inalterada, entretanto, na presenca de inibidores
sera necessario mais substrato para chegar a Vmax. Assim, uma quantidade maior de
substrato também € necessaria para atingir a metade da Vmax. Portanto, para
inibidores competitivos, a Vmax permanece inalterada, mas o Km (aqui denominado
Kobs) € aumentado (KAN et al., 2021; RAMSAY; TIPTON, 2017).

A Figura 56 a seguir demonstra os resultados obtidos com a titulacdo da
espermidina em concentracdes crescentes de GC7 (0 a 4 uM).
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Efeito do GC7 sobre a atividade da LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010
durante a titulagcdo de espermidina. Concentra¢des variaveis de espermidina
(1,37; 4,12; 12,35; 37,04; 111,11; 1000; e 3000 uM) e concentracles fixas de
LMDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010 (500 nM do tetramero) e NAD* (150 uM)
foram utilizadas para realizar o experimento. (A) Os parametros Kobs € Vmax foram
calculados a partir de uma regressao nao linear das taxas de reacao iniciais em
funcdo da concentracdo de espermidina ajustadas para a equacao de Michaelis-
Menten empregando o software GraphPad Prism 8.0. (B) Grafico de Lineweaver-
Burk representando o reciproco da velocidade inicial (1/Vo) contra o reciproco da
concentracdo da espermidina (1/[espermidina]). As concentracdes do GC7
testadas e os valores calculados para 0 Kes da epermidina e para a Vmax
encontram-se na figura. Os pontos individuais representam a média + erro padrao
de duplicatas experimentais.
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193

Como observado na Figura 56A, o ensaio baseado na deteccao da fluorescéncia
do NADH foi capaz de demonstrar o padréo de inibicdo competitiva causada pelo GC7
sobre a atividade da LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010, onde foi observado um
aumento progressivo do Kobs da espermidina com o aumento da concentracdo de GC7
no meio reacional, sem haver alteracao significativa da Vmax (RAMSAY; TIPTON,
2017). Esse padréo de inibicdo competitiva foi confirmado pelo gréafico de Lineweaver-
Burk (Figura 56B), onde € observada a intersecdo das retas no mesmo ponto no eixo
Y, que representa o valor de 1/Vmax, indicando que n&o houve variagéo nos valores de
Vmax cOM 0 aumento da concentracdo de GC7. Ainda, foi observada a intersecdo em
pontos diferentes no eixo X, que representa -1/Kobs, indicando um aumento dos
valores de Kobs cOm 0 aumento progressivo da concentragcéo de GC7 (KAN et al., 2021,
RAMSAY; TIPTON, 2017).

Portanto, como o perfil de inibicdo do GC7 sobre a LmDHPSAB determinado por
esse ensaio foi acurado, o perfil de inibicdo do composto MMV1674024 sobre a
LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-ch010 também foi investigado. Para isso, foram
realizadas as titulagbes de espermidina e NAD* na presenca de concentracbes
crescentes do inibidor MMV1674024 (0 a 30 pM). As Figuras 57 e 58 a seguir

demonstram os resultados obtidos com esses experimentos.



Figura 57.

Vmax

Taxa de reagao (UAF/min)

194

Efeito do composto MMV1674024 sobre a atividade da LmDHPSA-
cb018+LmDHPSB-cb010 durante atitulacdo de espermidina. Concentracdes
variaveis de espermidina (1,37; 4,12; 12,35; 37,04; 111,11; 1000; e 3000 uM) e
concentracdes fixas da LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010 (500 nM do
tetramero) e de NAD* (150 uM) foram utilizadas para realizar o experimento. (A)
Os parametros Kops € Vimax foram calculados a partir de uma regresséo nao linear
das taxas de reacdo iniciais em funcdo da concentracdo de espermidina
ajustadas para a equacdo de Michaelis-Menten empregando o software
GraphPad Prism 8.0. (B) Grafico de Lineweaver-Burk representando o reciproco
da velocidade inicial (1/Vo) contra o reciproco da concentracdo da espermidina
(1/[espermidina]). As concentracdes do composto MMV1674024 testadas e 0s
valores calculados para 0 Keps da epermidina e para a Vmax €ncontram-se na
figura. Os pontos individuais representam a média + erro padrdo de duplicatas
experimentais.
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Figura 58. Efeito do composto MMV1674024 sobre a atividade da LmDHPSA-

Taxa de reagao (UAF/min)

cb018+LmDHPSB-cb010 durante a titulacdo do NAD*. Concentracfes
variaveis de NAD* (7,8; 15,6; 31,3; 62,5; 125; 250; 500 e 1000 uM) e
concentracdes fixas da LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010 (500 nM do
tetrdmero) e da espermidina (100 pM) foram utilizadas para realizar o
experimento. (A) Os parametros Koss € Vimax foram calculados a partir de uma
regressao ndo linear das taxas de reacéo iniciais em funcdo da concentracdo de
espermidina ajustadas para a equacdo de Michaelis-Menten empregando o
software GraphPad Prism 8.0. (B) Grafico de Lineweaver-Burk representando o
reciproco da velocidade inicial (1/Vo) contra o reciproco da concentracdo do
NAD* (1/[ NAD"]). As concentracdes do composto MMV1674024 testadas e os
valores calculados para 0 Kons do NAD* e para a Vmax €ncontram-se na figura.
Os pontos individuais representam a média * erro padrdo de duplicatas
experimentais.
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As Figuras 57A e 58A mostram um aumento progressivo do Kobs da espermidina
e do NAD* com o aumento da concentracdo do composto MMV1674024 no meio
reacional, acompanhada pela reducao significativa da Vmax, correspondendo assim a
uma inibicdo do tipo mista tanto para a espermidina quanto para o NAD* (RAMSAY;
TIPTON, 2017). Esse padrdo de inibicdo mista foi confirmado pelo gréfico de
Lineweaver-Burk (Figuras 57B e 58B), onde é observada a interseccao das retas em
pontos diferentes no eixo Y, que representa o valor de 1/Vmax, COM um aumento
progressivo dos valores de intersecdo nesse eixo, indicando uma diminuigdo dos
valores de Vmax com 0 aumento da concentracdo do composto MMV1674024. Ainda,
foi observada a intersecdo em pontos diferentes no eixo X, que representa -1/Kobs,
indicando um aumento dos valores de Kobs COM 0 aumento da concentracdo do
composto MMV1674024 (KAN et al., 2021; RAMSAY; TIPTON, 2017; REILAND;
ECKROAT, 2022). Ainda, a intersecao das linhas esta localizada acima do eixo da
abcissa e a esquerda do eixo da ordenada, o que corresponde a um padréo de inibicao
mista. Os valores dos K calculados para o composto MMV1674024 durante a titulagao
da espermidina e do NAD* foram de 5,01 (3,91 a 6,50) uM e 7,82 (5,36 a 12,11) uM,
respectivamente.

A inibicdo mista representa o caso em gue o inibidor pode se ligar tanto a enzima
livre (competitiva) quanto ao complexo enzima-substrato (ndo competitiva) (ALGIERI
et al.,, 2021; HUANG et al., 2021; KAN et al., 2021; RAMSAY; TIPTON, 2017). Tal
composto se comportaria como uma mistura de um inibidor competitivo e nao
competitivo, dai o termo inibicdo mista (RAMSAY; TIPTON, 2017). O efeito
competitivo aumentara o Km, enquanto o efeito ndo competitivo diminuira tanto o Km
quanto a Vmax. O resultado liquido desses efeitos dependera se o inibidor tem mais
afinidade pela enzima livre ou pelo complexo enzima-substrato. O valor de Km sera
aumentado se o inibidor apresentar maior afinidade pela enzima livre do que pelo
complexo enzima-substrato, enquanto no caso inverso, 0 Km sera diminuido. A Vmax
diminui em todos os casos (AGNARELLI et al., 2023; KAN et al., 2021; RAMSAY;
TIPTON, 2017; SUN et al., 2022). Como foi observado um aumento nos Kobs,
provavelmente o composto MMV1674024 apresenta uma maior afinidade pela
LMmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010 livre.

Para elucidar o mecanismo de inibicdo do composto YT-11g sobre a atividade
da HsDHPS, Tanaka e colaboradores determinaram perfil de atividade inibitoria desse

inibidor na presenca de concentracdes Unicas altas de NAD* e espermidina (TANAKA
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et al., 2020a). Esse composto foi menos potente em concentracdes mais altas de
NAD* e espermidina em relacdo as concentracfes normais, indicando que o YT-11g
poderia ocupar competitivamente os sitios de ligacdo do NAD* e da espermidina
(TANAKA et al., 2020a). Entretanto, foi demonstrado nesse mesmo trabalho que o
composto YT-11g se liga a um sitio alostérico da HsDHPS, causando uma mudanca
drastica na estrutura secundaria dessa proteina, que culmina com uma alteracao nos
sitios de ligacdo ao NAD* e a espermidina, gerando uma reducdo na afinidade de
ligacdo da HsDHPS tanto para o NAD* quanto para a espermidina,
independentemente de sua caracteristica de ligacdo alostérica (TANAKA et al.,
2020a).

Cabe aqui destacar que Tanaka e colaboradores testaram uma Unica
concentracéo alta de NAD* e espermidina e chegaram a essa conclusao de um perfil
de inibicAo competitiva do composto YT-11g em relacdo ao NAD* e a espermidina,
sendo que em nenhum momento os valores de Vmax das reagdes foram considerados.
Neste sentido, essa inibicdo pode ser na verdade mista ao invés de competitiva, assim
como observado para o composto MMV1674024 em relacdo a LmDHPSAB, podendo
este corresponder a um inibidor alostérico das Leishmania sp. DHPSs.

Essa possibilidade de inibicdo alostérica € muito interessante, pois, conforme
descrito anteriormente no presente trabalho, a descoberta de inibidores alostéricos
para a HsDHPS representou um avango muito importante para o desenvolvimento de
moléculas promissoras para o tratamento de cancer (LIU et al., 2021a; TANAKA et al.,
2020a, 2020b). Além disso, visar sitios alostéricos corresponde a uma estratégia
validada para alcancar a seletividade de homélogos (HEWITT et al.,, 2017; WU;
CLAUSEN; NIELSEN, 2015).

No caso da HsDHPS, alguns inibidores descritos previamente apresentam
semelhanca estrutural com a espermidina, o substrato dessa enzima (JAKUS et al.,
1993; LEE; FOLK, 1998; SCHROEDER et al., 2014). Dentre eles, o GC7, o inibidor da
HsDHPS mais pesquisado, inibe competitivamente a ligacdo da espermidina a
HsDHPS e mostra um efeito antiproliferativo em varias linhagens celulares cancerosas
em cultura (CHEN et al., 1996; JAKUS et al., 1993; SHI et al., 1996). Entretanto,
embora o GC7 tenha sido descoberto hd 30 anos, faltam informagfes na literatura
sobre ensaios clinicos para esse composto (LIU et al., 2021a). Isso pode ser devido a
estrutura semelhante a espermidina e as propriedades de ligacéo nao seletiva de GC7
(TANAKA et al., 2020b).
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Portanto, para confirmar se o composto MMV1674024 se liga a um sitio de
ligacdo alostérico nas Leishmania sp. DHPSs, foram realizadas triagens de
cocristalizacdo com esse composto e a LmMDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010 (descrito

no tépico seguinte).

4.27. Ensaios de cocristalizagdo com a LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010,
NAD* e o composto MMV1674024

Como o composto MMV1674024 teve a inibicAo sobre a atividade da
LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010 confirmada pelo ensaio baseado na deteccao
da fluorescéncia do NADH, sendo este inibidor um dos mais potentes até o momento,
foram realizados ensaios de cocristalizacdo com a LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-
cb010 na presencga de NAD* e do composto MMV1674024, ou apenas na presenga
do composto MMV1674024, utilizando kits de cristalizagdo comerciais disponiveis no
CQMED, com o intuito de descobrir o sitio de ligacdo deste composto na LmDHPS,
0 que pode guiar as etapas de otimizacdo dessa molécula para aumentar sua
poténcia de inibicdo sobre a LmDHPS.

Os cristais foram obtidos apenas na presenca de NAD* e do composto
MMV1674024, nas seguintes condi¢cdes: (A) PEG Smear Medium 22,5%, citrato 0,1
M pH 5,5, sulfato de aménio 0,1M e sulfato de magnésio 0,05 M; (B) 2-propanol 30%,
HEPES 0,1 M pH 7,5 e cloreto de magnésio 0,2 M; (C) PEG200 50%, cloreto de sddio
0,2 M e fosfato de sodio/potassio 0,1 M; (D) MPD 60% e HEPES 0,1 M pH 7,5; (E)
PEG Smear Low 16%, HEPES 0,1 M pH 7,5, cloreto de potassio 0,1 M e etilenoglicol
5%; (F) Nitrato de sodio 0,09 M, fosfato de sodio 0,09 M, sulfato de aménio 0,09 M,
imidazol 0,1 M pH 6,5, MES 0,1 M pH 6,5, etilenoglicol 20% e PEG 8000 10%; (G) DL-
acido glutdmico 0,1 M, DL-alanina 0,1 M, glicina 0,1 M, DL-lisina 0,1 M, DL-serina,
imidazol 0,1 M pH 6,5, MES 0,1 M pH 6,5, etilenoglicol 20% e PEG 8000 10%; (H)
PEG Smear Low 16%, HEPES 0,1 M pH 7,5, cloreto de potassio 0,1 M e etilenoglicol
5%; (I) MPD 60% e MIB (acido malénico + imidazol + acido bérico) 0,1 M pH 8,0
(Figura 59).
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Figura 59. Cristais obtidos para a LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010 na presenca de
NAD* e MMV1674024. Os melhores cristais foram obtidos nas seguintes
condi¢cdes: (A) PEG Smear Medium 22,5%, citrato 0,1 M pH 5,5, sulfato de amonio
0,1M e sulfato de magnésio 0,05 M. (B) 2-propanol 30%, HEPES 0,1 MpH 7,5 ¢
cloreto de magnésio 0,2 M. (C) PEG200 50%, cloreto de sodio 0,2 M e fosfato de
sodio/potassio 0,1 M. (D) MPD 60% e HEPES 0,1 M pH 7,5. (E) PEG Smear Low
16%, HEPES 0,1 M pH 7,5, cloreto de potassio 0,1 M e etilenoglicol 5% (F) Nitrato
de sédio 0,09 M, fosfato de sddio 0,09 M, sulfato de aménio 0,09 M, imidazol 0,1
M pH 6,5, MES 0,1 M pH 6,5, etilenoglicol 20% e PEG 8000 10%. (G) DL-acido
glutdmico 0,1 M, DL-alanina 0,1 M, glicina 0,1 M, DL-lisina 0,1 M, DL-serina,
imidazol 0,1 M pH 6,5, MES 0,1 M pH 6,5, etilenoglicol 20% e PEG 8000 10%. (H)
PEG Smear Low 16%, HEPES 0,1 M pH 7,5, cloreto de potdssio 0,1 M e
etilenoglicol 5%. (I) MPD 60% e MIB (acido malénico + imidazol + acido borico)
0,1 M pH 8,0. As setas indicam os cristais selecionados para a coleta de dados de
difracéo por raios X.

Fonte: autoria prépria.
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Como os cristais obtidos eram pequenos, os mesmos nao difrataram durante a
coleta de dados de difracdo por raios X. Na tentativa de obter cristais maiores, também
foram realizadas tentativas de otimizacdo das condicbes em que foram obtidos
cristais, variando-se as concentracbes de todos os componentes da solucao
reservatorio. Entretanto, essas tentativas ndo foram bem-sucedidas.

As informacdes estruturais relativas ao complexo proteina-ligante podem
fornecer muitos beneficios, como a confirmacéo do sitio de ligacdo e modo de ligacéo
de um composto, 0 que € particularmente importante para sitios de ligacédo
novos/alostéricos; principais interacdes proteina-ligante; propriedades do sitio de
ligacdo e oportunidades para crescimento adicional da molécula ligante (MURRAY;
REES, 2009; WALSH et al., 2023).

Entretanto, a cristalografia de raios X apresenta algumas desvantagens, tais
como: a determinacdo da estrutura de novas proteinas pode ser extremamente
desafiadora e demorada, o que pode nao ser adequado para as escalas de tempo de
um projeto; certos tipos de proteinas podem ndo ser passiveis de cristalizacdo
(WALSH et al., 2023), como foi o caso da LmDHPS até o momento. Nesses casos
mais dificeis, a criomicroscopia eletrénica de transmissdo (Cryo-EM) poderia ser
empregrada no futuro para dar continuidade aos estudos estruturais com as

Leishmania sp. DHPSs.
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5. CONCLUSOES

Com a finalidade de determinar a estrutura tridimensional das DHPSs de
diferentes organismos patogénicos causadores de doencas tropicais negligenciadas
e buscar inibidores para essas enzimas por meio de um high-throughput screening in
vitro de inibidores, inicialmente foram projetadas 31 construcdes de DNA: trés para a
PbDHPSA; 16 para a HCDHPSA; quatro para a BmDHPSA e oito para a LmDHPS
(quatro para cada isoforma). Foram obtidos amplicons para todas as construcdes
planejadas. Estes foram posteriormente clonadas no vetor de expressao em E. coli
pNIC28-Bsa4 via LIC. Ainda, 26 dessas constru¢des foram expressas em pequena
escala. Dentre estas, foi realizado o aumento da escala de producdo para seis
construcdes de trés organismos: P. brasiliensis, H. capsulatum, B. malayi, sendo que
uma das construc¢des correspondia a proteina full-length e a outra uma forma truncada
da DHPS. Além disso, as versoes full-lenght dessas DHPSs purificadas apresentaram
a massa molecular esperada, conforme determinado por espectrometria de massa
intacta.

Foi estabelecimento um ensaio bioquimico facil de ser miniaturizado e de baixo
custo para a HCDHPSA, BmDHPSA e PbDHPSA, sendo que os valores de ICso para
0 GC7 obtidos nesse ensaio (9 nM para HCDHPSA, 28 nM para BmDHPSA e 61 nM
para PbDHPSA) estdo em concordancia com os valores de ICso descritos para as
DHPSs de mamiferos.

As construgdes full-lenght da BmDHPS e da HCcDHPS produziram cristais que
difrataram bem, sendo as estruturas cristalograficas resolvidas com uma resolucéo
de 2,3 A e 2,1 A, respectivamente. No entanto, as estruturas cristalograficas da
BmDHPSA e a HCDHPSA mostraram que essas enzimas possuem uma arquitetura
semelhante a enzima humana, o que pode dificultar o desenvolvimento de inibidores
seletivos direcionados para as DHPSs desses patdogenos (SILVA et al., 2020). Em
contraste, os paradlogos de Leishmania sp. provavelmente formam um complexo
heterotetramérico e tém um mecanismo regulador distinto em comparagdo com a
enzima humana (SILVA et al.,, 2020). Assim, o desenvolvimento de inibidores
seletivos para as Leishmania sp. DHPSs pode ser uma tarefa factivel.

Combinando uma série de estratégias, como por exemplo, a clonagem das
DHPSs de varias espécies de Leishmania associada a fusdo com diferentes tags;

producdo de proteina por autoinducéo; lise combinada das duas isoformas das
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Leishmania sp. DHPSs na presenca de L-arginina e de L-acido glutamico, foi
finalmente possivel produzir a LAODHPSAB e a LmDHPSAB na forma soluvel e ativa
em E. coli. No caso, as LADHPSs (LdDHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002) clonadas no
plasmideo pAVA-MBP e produzidas em um meio de autoindugcdo de proteinas
apresentou o melhor rendimento (1,9 mg de LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002 por
L de cultura). Portanto, foi desenvolvido um protocolo para producéo e purificacao de
Leishmania sp. DHPSs soluveis e ativas, abrindo o caminho para uma caracteriza¢ao
mais aprofundada dessas enzimas.

O ensaio enzimatico in vitro mostrou que as duas isoformas da LADHPS néo séo
ativas quando testadas separadamente, o que contrasta com um trabalho anterior com
essas enzimas que afirmou que a isoforma A era levemente ativa por si s6, a isoforma
B era inativa e que a mistura das duas isoformas ndo aumentou a atividade dessas
enzimas (CHAWLA et al., 2010). O fato das LADHPSs s6 apresentarem atividade
guando combinadas reforca a hipotese de que a LADHPSA e a LADHPSB se associam
para formar um heterocomplexo, como demonstrado para a DHPS de T. brucei
(AFANADOR; TOMCHICK; PHILLIPS, 2018).

O ensaio enzimatico in vitro baseado na deteccao da fluorescéncia do NADH
gerado pela reacdo parcial das DHPSs, previamente descrito por nosso grupo de
pesquisa como um ensaio bioguimico pronto para campanhas HTS para a
identificacdo de novos inibidores para as DHPSs nao funcionou para a descoberta de
inibidores para a LdDHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002 devido a interferéncia da
autofluorescéncia dos compostos testados. No entanto, um método alternativo, que
emprega a reacdo parcial das LADHPSs acoplado ao ensaio NAD*/NADH-Glo™, foi
utilizado para superar esse problema. Dos 26771 compostos inicialmente testados
utilizando este ensaio acoplado, 44 compostos (hits) inibiram a atividade da
LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002 em mais de 60%, representando uma taxa de
acerto de 0,16%. Uma triagem secundaria confirmou que 24 (57%) dos hits exibiram
efeitos inibitorios consistentes (inibicdo maior do que 60%) sobre a atividade da
LdDHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002.

Depois de excluir os hits que também inibiram as enzimas do ensaio
NAD*/NADH-Glo™, os 13 compostos que mostraram inibicdo sobre a atividade da
LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002 e pouca ou nenhuma inibicdo sobre a atividade
das enzimas do ensaio NAD*/NADH-Glo™ foram analisados quanto a concentracao-

resposta pelo mesmo ensaio acoplado. Nove desses 13 compostos apresentaram
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ICs0 contra LADHPSA-cb002+LdDHPSB-cb002 na faixa micromolar baixa. Portanto,
foi estabelecido um ensaio bioquimico aplicavel para ensaios HTS capaz de
identificar novos inibidores promissores para as Leishmania sp. DHPSs.

Dentre os hits do HTS, os compostos MMV1674024 e MMV904563 se
apresentaram como 0S compostos com um maior potencial para futuras otimizacdes
para melhorar a poténcia de inibicdo sobre a atividade das Leishmania sp. DHPSs.
Assim, esses compostos podem servir como ponto de partida para o
desenvolvimento de novos farmacos para combater a leishmaniose. Além disso, 0s
dados in vitro sugerem que a inibicdo das Leishmania sp. DHPSs sem afetar a DHPS
humana é uma tarefa viavel, confirmando a hipétese de que a DHPS corresponde a
um alvo interessante para ser explorado em Leishmania sp.

Devido a diferencas de infraestrutura disponivel, tais como o emprego de um
método diferente de inducdo da expressao de proteinas em E. coli (autoinducédo), que
utiliza um meio de cultura especifico e um sistema de crescimento diferente (LEX
biorreactor), ndo foi possivel reproduzir o rendimento da purificagcdo das LdADHPSs
obtidos durante o periodo de BEPE no laboratério do Dr. Wesley Van Voorhis
(Universidade de Washington). Por isso, 0s experimentos seguintes foram realizados
com as LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-ch010 purificadas em combinac¢éo, utilizando
um tampdo de lise acrescido de L-arginina 50 mM, L-&cido glutamico 50 mM e
detergente CHAPS 0,5%. Com isso, o rendimento da purificacdo das LmDHPSs foi de
0,9 mg de proteina por L de cultura, totalizando 22 mg de proteina purificada. Essa
guantidade de proteina foi suficiente para realizar a padronizacdo do ensaio in vitro
baseado na deteccao da fluorescéncia do NADH e as triagens de cocristalizacao.

Utilizando o leitor de placas disponivel no Brasil (CQMED da UNICAMP), foi
possivel empregar o ensaio baseado na deteccao da fluorescéncia do NADH gerado
pela reacdo parcial das DHPSs, para confirmar a inibicAio dos compostos
MMV1674024 e MMV1732934 sobre a atividade da LmDHPSAB. Os valores de I1Cso
obtidos para os compostos MMV1674024 e MMV1732934 contra a LmDHPSA-
cb018+LmDHPSB-cb010 foram 17,3 e 131,3 uM, respectivamente. Esses valores
foram maiores do que os ICsp obtidos para esses compostos empregando o ensaio de
luminescéncia NAD*/NADH-GIlo. Apesar dos valores maiores, a inibicdo da atividade
da LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010 foi confirmada por um segundo tipo de ensaio
e se manteve significativamente maior do que a inibicdo da atividade da HsDHPS.

Ainda, empregando o ensaio baseado na detec¢édo da fluorescéncia do NADH, foi
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possivel determinar que o composto MMV1674024 exerce uma inibicdo sobre a
atividade da LmDHPSAB do tipo mista em relacdo ao NAD* e a espermidina.
Finalmente, foram obtidos cristais para a LmDHPSA-cb018+LmDHPSB-cb010
apenas quando preparada na presenca de NAD* e do composto MMV1674024.
Entetanto, esses cristais eram pequenos e ndo difrataram durante a coleta de dados
de difracdo por raios X. Também foram realizadas tentativas de otimizacdo das
condic¢des de cristalizagdo que originaram cristais, variando-se as concentragdes de
todos os componentes da solugdo reservatorio, na tentativa de obter cristais maiores.
Todavia essas tentativas ndo foram bem-sucedidas. Considerando o tamanho das
Leishmania sp. DHPSs (aproximadamente 200 kDa), futuros ensaios de Cryo-EM

podem ser realizados para determinar a estrutura dessas proteinas.
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Figura Suplementar 1. Fluxo de trabalho realizado no Centro de Quimica Medicinal da UNICAMP.
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Figura Suplementar 2. Fluxo de trabalho realizado no laboratério do Dr. Van Voorhis na Universidade de Washington.
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Figura Suplementar 3. Representacdo das principais construcdes utilizadas neste trabalho.

Paracoccidioides brasiliensis - PoDHPSA

Com tag Sem tag

1 358* 1 358*
Hisg PbDHPSA-cb001 PbDHPSA-cb001

3 358* 3 358*
His, PbDHPSA-cb002 PbDHPSA-cb002

Histoplasma capsulatum - HcDHPSA

Com tag Sem tag
1 381* 1 381*
His, HcDHPSA-cb001 HcDHPSA-cb001
1 364 1 364

Hiss HcDHPSA-cb002 HcDHPSA-cb002

Brugia malayi - BmDHPSA

Com tag Sem tag
1 366" 1 366"
4 366" 4 366*

Os numeros no inicio e no final das constru¢des indicam o primeiro e o Ultimo amino&cido das mesmas; o retangulo cinza representa o dominio
DHPS

*: Ultimo amino&cido da proteina selvagem
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Figura Suplementar 3 (continuacao). Representacdo das principais construcdes utilizadas neste trabalho.

Leishmania majorisoforma A - LmDHPSA

Com tag Sem tag
1 576

1 576
Hisg
SUMD LmDHPSA-cb018 LmDHPSA-cb018

Leishmania majorisoforma B - LmDHPSB

Com tag Sem tag
10 379* 10 379*

LmDHPSB-cb010 Hisg LmDHPSB-cb010

Leishmania donovaniisoforma A - LADHPSA

Com tag Sem tag
1 601* 1 601*

oy LdDHPSA-cb002 LdDHPSA-cb002

Leishmania donovaniisoforma B - LADHPSB

Com tag Sem tag
1 379* 1 379*

Hise LdDHPSB-cb002 LdDHPSB-cb002

Homo sapiens - HsDHPS
1 369*

Os numeros no inicio e no final das construc¢des indicam o primeiro e o Ultimo aminoacido das mesmas; o retangulo cinza representa o dominio
DHPS

*: Ultimo aminoacido da proteina selvagem



Figura Suplementar 4. Construgdes

utilizadas nos principais experimentos deste trabalho.
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Proteina alvo Purificacao em larga Conflrma!g.ao por Obtengio de cristals Determinagao Padl:omzaf;.ac’b t_:lo H:gh-th_roughput
escala massa intacta estrutural ensaio enzimatico screening (HTS)
PbDHPSA-cb001 com tag | PbDHPSA-cb001 sem tag - PbDHPSA-cb001 sem tag
PbDHPSA :
PbDHPSA-cb002 com tag -
HcDHPSA-cb001 com tag | HCDHPSA-cb001 sem tag | HCDHPSA-cb001 sem tag HCDZ;ET;ZWM HcDHPSA-cb001 sem tag
HcDHPSA :
HcDHPSA-cb002 com tag
BmDHPSA-cb001 com tag |BmDHPSA-cb001 sem tag| BmDHPSA-cb001 sem tag BmD':ePn?f; ;b001 BmDHPSA-cb001 sem tag|
BmDHPSA 3
BmDHPSA-cb002 com tag
HsDHPS HsDHPS com tag HsDHPS com tag HsDHPS com tag i
LdDHPSA-cb002 com tag | LADHPSA-cb002 sem tag LdDHPSA-cb002 sem tag LdDHPSA-cb002 sem tagé
LdDHPSA+B + + - * +
LdDHPSB-cb002 com tag | LADHPSB-cb002 sem tag LdDHPSB-cb002 sem tag LdDHPSB-cb002 sem tag
LmDHPSA-cb018 com tag | LmDHPSA-cb018 sem tag | LmDHPSA-cb018 sem tag LmDHPSA-cb018 sem tag
LmDHPSA+B + + + - +
LmDHPSB-cb010 com tag | LmDHPSB-cb010 sem tag| LmDHPSB-cb010 sem tag LmDHPSB-cb010 sem tag

-: Tentativas malsucedidas



