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RESUMO

A leishmaniose € uma doenca negligenciada que atinge milhares de pessoas causada
pelo protozoario do género Leishmania. Em seu ciclo de vida o parasito enfrenta diversas
mudancas de ambiente, principalmente quando da passagem do inseto vetor para o hospedeiro
mamifero. As chaperonas moleculares e/ou proteinas de choque térmico (Heat shock proteins)
sdo essenciais pois auxiliam na manutencdo da funcionalidade de diversas proteinas frente ao
estresse celular sofrido pelo parasito durante seu ciclo de vida. Dentro desta classe de proteinas,
a Hsp90 é a mais expressa no parasito, sendo vital para sua sobrevivéncia. Com isto, no presente
trabalho analisou-se compostos capazes de modular a atividade da Hsp90 de Leishmania
braziliensis (LbHsp90), acarretando a morte do parasito. Os compostos tiveram a atividade
leishmanicida verificada e posteriormente sua interacdo com as construcdes completa e N-
terminal das Hsp90 humana e de Leishmania foi averiguada através da técnica de quenching de
triptofano. Dos 27 compostos testados, o composto nomeado GIb27 foi o que apresentou a
maior afinidade pela Hsp90, sendo responsavel por promover uma ténue inibicdo da atividade

ATPésica das Hsp90 de ambas espécies.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected disease that affects thousands of people caused by the
Leishmania spp protozoan. In its life cycle, the parasite faces various environmental changes,
particularly at the transition from the insect vector for the mammalian host. The molecular
chaperones and/or heat shock proteins have great importance assisting and maintaining the
functionality of client proteins due to cellular stress suffered by the parasite during it’s life
cycle. Within this class of proteins, Hsp90 is the most expressed in the parasite, and it is vital
for their survival. Therefore, the present study analyzed compounds capable to modulate the
Hsp90 activity of Leishmania braziliensis (LbHsp90), causing its death. The compounds were
tested for its leishmanicidal activity and then had their interaction with the complete and N-
terminal constructions of human and Leishmania Hsp90 measured by tryptophan quenching
technique. From the 27 compounds tested, the compound named GIb27 showed highest affinity
for Hsp90, responsible for promoting a slight inhibition of ATPase activity of Hsp90 of both

species.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenca causada pelo protozoario do género Leishmania, que
atinge principalmente a populacdo mais carente de paises subdesenvolvidos, onde 350 milhdes
de pessoas sdo consideradas em risco de contrair a doenca e 2 milhGes de novos casos ocorrem
a cada ano (Who, 2007). A doenca possui trés tipos distintos de manifestacao, a cutanea, que
se caracteriza por lesdes na pele principalmente em areas descobertas do corpo, a mucocutanea,
onde tais lesdes atingem mucosas e cartilagens e a forma visceral, que é uma doenca sistémica
acometendo Orgaos internos. De todas as formas a visceral pode ser letal, levando a ébito de 20
a 50 mil pessoas ao ano. Segundo a Organizacao Mundial da Saude (OMS) dos 98 paises onde
a doenca ocorre, 0 Brasil esta entre os 6 que somam 90% dos casos.

A Leishmania braziliensis apresenta sua forma promastigota flagelada nos insetos
vetores dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia. Quando o hospedeiro mamifero é picado, as
células do sistema imune fagocitam o protozoério, o que acarreta sua mudanca para a forma
amastigota infectiva. Esta mudanca é induzida por alteracbes ambientais de temperatura e pH,
e as chaperonas moleculares da familia Hsp90 desempenham papel na transformacdo do
parasito (Wiesgigl e Clos, 2001).

A Heat shock protein de 90 kDa (Hsp90) € uma chaperona molecular que possui como
principal funcdo auxiliar as proteinas a atingirem seu enovelamento correto (Borges e Ramos,
2005). A Hsp90 forma homodimeros, no qual cada protdmero ha 3 dominios, N-terminal, M e
C-terminal. O dominio N-terminal possui aproximadamente 25 kDa e é responsavel pela
ligagdo ao ATP, este dominio, liga-se a um linker flexivel que por sua vez liga-se ao dominio
M (Pearl e Prodromou, 2006; Li et al., 2012). O dominio M possui aproximadamente 35 kDa,
nele estdo contidos os sitios onde ocorrem as ligagdes com as proteinas cliente e co-chaperonas.
Finalmente o dominio C-terminal é responsavel pela dimerizacdo, e também possui sitios de

ligagdo a proteinas cliente.



As Hsp90 sdo proteinas flexiveis e possuem um equilibrio de diferentes estados
conformacionais, sabe-se que estes estados tém seu equilibrio deslocado pela ligacdo ao ATP e
ADP (Southworth e Agard, 2011).

Durante seu ciclo, a Hsp90 liga-se ao ATP adquirindo uma conformacao mais fechada
e sucessivamente a proteina cliente, a Hsp90 entéo se assume uma conformacdo mais torcida
havendo uma dimerizacao transiente entre os dominios N de cada protdbmero. O ATP é entdo
hidrolisado e a proteina se dissocia da proteina cliente, com a saida do ADP a proteina adquire
novamente a conformacdo aberta conforme Figura 1. O ciclo conformacional da Hsp90 é
regulado pela atividade ATPasica cuja funcao é direcionar o ciclo (Mickler et al., 2009; Li et

al., 2012).

Figura 1 - Ciclo ATPase da Hsp90

Proteina cliente

: ¥®, Dominios N
Inativa

& separados

“ATP o
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g | ¥ s -
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/ 3 """ Inativa

b

Fonte: Adaptado de (Hartl et al., 2011)

A Hsp90 e expressa abundantemente na Leishmania, chegando a totalizar 2-3% do total
de proteinas sollveis, podendo aumentar seu nivel de expressédo em condicdes de mudanca de

temperatura (Brandau et al., 1995; Wandinger et al., 2008). Ela torna-se especialmente
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importante quando em situac6es de estresse celular durante o processo infeccioso e da mudanca
entre as formas promastigota e amastigota. Dada sua grande importancia no ciclo de vida do
parasito, estas proteinas sdo apontadas como potenciais alvos para tratamento deste tipo de
infeccdo (Pallavi et al., 2010; Pizarro et al., 2013).

No presente trabalho, uma série de compostos sintéticos, baseados no sitio de ligacéo
do ATP, mas com grupos farmacoforicos distintos, foram avaliados frente a sua capacidade de
modular a atividade da Hsp90 de Leishmania braziliensis (LbHsp90), acarretando a morte

parasitaria.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo a identificacdo de compostos moduladores da
atividade da Hsp90 de L. braziliensis, dentro de uma série de compostos sintéticos selecionados

por virtual screening.

2.2 Materiais e Método

A partir da selecdo por virtual screening os compostos passaram por diversos ensaios,
tanto celulares quanto com a proteina-alvo. A partir de cada ensaio, averiguou-se o0s resultados
obtidos, selecionando-se os melhores compostos para os testes posteriores, a Figura 2 exibe o
fluxograma dos ensaios realizados neste trabalho.

Figura 2 - Fluxograma geral das atividades realizadas

Virtual
Screening
GIb01 a GIb27
m
Atividade 2
Leishmanicida o
w
&
ICs € Indice de c
Citotoxicidade Seletividade 3
w
Supressao de Fluorescéncia
de Triptof hi Kbapp 35
ptofano (Queenching) S 2
® D
2 ?
> 8
— = =
Inibigao de: a_\tlwdade Kuraoo € Vi 5 3
ATPasica app app o

Fonte: Autoria Propria
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2.2.1 Ensaios Celulares
2.2.1.1 Atividade Leishmanicida

O primeiro ensaio realizado foi o de atividade leishmanicida com o intuito de identificar
quais compostos possuiam tal capacidade, aqueles que apresentaram baixa ou nenhuma
atividade ndo prosseguiram nos testes. A partir de solucdes estoque a 40 mmol L de cada
composto em DMSO, adicionou-se 10 pL a cada poco de uma placa de 96 pocos contendo 90
puL de cultura da forma promastigota de L. braziliensis previamente ajustada para uma
concentracdo igual a 107 células/mL, de modo que a concentragdo de DMSO em cada pogo foi
fixada em 0,5% v/v. Anfotericina em concentragdo final de 100 umol L™ foi adicionada a cada
po¢co como controle positivo. DMSO, a concentracdo final de 0,5 % v/v, foi utilizado como
controle negativo.

O ensaio foi realizado em quadruplicata, as placas foram incubadas a temperatura
ambiente por 72 h e apds este periodo realizou-se teste colorimétrico de viabilidade celular com
MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio) adicionando-se 11,1 pL de
MTT e metossulfato de fenazina (PMS) solubilizados em PBS a cada poco, incubando-se a 150
rpm protegido da acdo da luz. Adicionou-se entdo a cada poco 100 pL de solucdo de
solubilizacdo contendo 70% dodecil sulfato de sodio (SDS) 10%, 10 mmol L™ de &cido
cloridrico (HCI) e 30% de DMSO. Incubando-se a 150 rpm protegido da acdo da luz por 90
minutos. A placa entdo teve sua absorbancia em 570 nm medida em um fluorimetro Biotek®.

A porcentagem de células viaveis foi calculada de acordo com a Equacéo 1:

Viabilidade Celular (%) = 2==2x100 (1)
B

onde, Am = Absorbancia média das amostras, As = Absorbancia dos brancos, An = Absorbancia

do controle negativo.
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2.2.1.2 Determinacao da I1Cso

Dispensou-se em aliquotas 10 pL de cada composto variando-se a concentracao final
em cada poco de 1 a 200 pmol L%, mantendo-se fixa a concentracio de DMSO a 0,5% v/v por
poco em uma placa de 96 pogos contendo 90 uL de cultura da forma promastigota de L.
braziliensis previamente ajustada para uma concentragdo igual a 10’ células/mL. Controles
positivos e negativos foram utilizados da mesma forma que no ensaio de atividade
leishmanicida. As placas foram preparadas em quadruplicata e incubadas a temperatura
ambiente por 72h. Por fim procedeu-se um teste colorimétrico de viabilidade celular com MTT.
E a partir destes dados, com o auxilio do software GraphPad Prism® construiu-se a curva
concentracdo-resposta por regressdo ndo linear, obtendo-se a concentragdo capaz de causar a

morte de 50% das células do parasito (ICso) de cada composto.
2.2.1.3 Determinacéo da Citotoxicidade e Indice de Seletividade

Uma vez que tanto humanos quanto Leishmania possuem Hsp90, foram feitos testes de
citotoxicidade com células de fibroblastos de camundongos Balb-C 3T3 clone A31 com intuito
de se obter o indice de seletividade, que € a razdo entre as I1Csg para as células de mamifero e
para o protozoario. Para este teste aliquotou-se 100 uL de meio contendo fibroblasto de
camundongo Balb-C 3T3 clone A31, com concentracdo previamente ajustada para 10°
células/mL, em uma placa de 96 pocos e incubou-se esta placa a 37°C por 24h de modo a
permitir a adesdo das células. Adicionou-se entdo 100 pL de composto variando-se a
concentracéo final em cada pogo de 1 a 200 umol L, mantendo-se fixa a concentracdo de
DMSO a 0,5% v/v, em quadruplicata. Utilizou-se rapamicina como controle positivo e 0,5%
v/v de DMSO como controle negativo. Procedeu-se entdo o ensaio colorimétrico de viabilidade
celular idéntico ao anterior com determinacdo de ICso para cada composto. O indice de

seletividade foi finalmente calculado através da razdo entre as 1Csp.
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2.2.2 Ensaios com a Proteina Alvo
2.2.2.1 Expressao e Purificacao

As proteinas recombinantes de L. braziliensis foram expressas e purificadas conforme
previamente descrito, sendo que as proteinas humanas ja possuiam protocolo de expressédo e
purificacdo rotineiros no laboratorio. Brevemente, todas as proteinas foram expressas na
bactéria Escherichia coli cepa BL21(DE3) em meio Luria Bertani (LB) contento o respectivo
antibidtico, como apresentado na Tabela 1. A partir de uma cultura inicial, inoculou-se 25 mL
em 500 mL de meio de cultura estéril juntamente com o antibidtico correspondente ao
plasmideo utilizado como forma de selecdo. Este foi mantido sob agitacdo em shaker a 37°C e
200 rpm até que a densidade oOtica a 600 nm (ODeoo), medida em espectrofotdmetro atingisse
valor desejado 0,6 < ODsgoo < 0,7. A produgdo da proteina foi entdo induzida pela adi¢do de
IPTG em concentracdo adequada para cada proteina, sendo 0 meio mantido em temperatura e

tempo adequados conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Condic¢des de indugdo das proteinas utilizadas

Cogitgt‘é?ﬁg da Selecdo IPTG (mmol LY | T (°C) Jg[ﬂ}%‘c’) ?ﬁ)
LbHsp90 Canamicina 0,4 30 4
LbHsp90N Canamicina 0,4 30 4
hHsp90 Ampicilina 0,4 18 18
hHsp90N Canamicina 0,4 37 4

Fonte: Autoria Propria

Apobs o tempo indicado os meios de cultura foram entdo centrifugados a 8000 rpm
descartando-se o0 sobrenadante e coletando-se o pellet da cultura, que pode ser mantido
congelado a -20 °C para posterior purificacéo.

A purificacdo foi feita em duas etapas cromatograficas para todas as proteinas sendo
uma constituida por cromatografia por afinidade com coluna de niquel HisTrap FF (GE Life

Sciences) e a outra por cromatografia de exclusdo por tamanho com coluna Superdex 26/60
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(GE® Life Sciences), ambas acopladas ao cromatdgrafo AKTA Prime Plus (GE Healthcare
Lifesciences).

O pellet de 1 L de cultura foi ressuspendido em 40 mL de Tampdo A (Fosfato de Sédio
25 mM, NaCl 500 mM, Imidazol 25 mM, pH = 7,4) adicionando-se 5 unidades de DNAse e 40
uL de lisozima (30 mg mL™) para realizar a lise da membrana celular bacteriana, expondo o
meio intracelular que contém a proteina de interesse a fase liquida. O tubo foi mantido em gelo
por 40 min e entdo submetido a ultrassom por 2 min, utilizando-se pulsos de 6 s e intervalo de
60 s a 30% de amplitude no sonicador. Apos a sonicacdo, os lisados foram entéo centrifugados
a 18000 rpm por 30 min descartando-se o pellet e filtrando-se o sobrenadante.

As amostras foram entdo injetadas em fracdes de 25 mL na coluna de niquel HisTrap
FF (GE Life Sciences) previamente equilibrada em tamp&o A com uso de um GE® Akta Prime
Plus, a 2,5 mL min? e eluiu-se a proteina de interesse com Tampdo B (Fosfato de Sddio 25
mM, NaCl 500 mM, Imidazol 500 mM, pH 7,4), coletando-se o pico correspondente. Os eluatos
da afinidade correspondentes as construcGes N-terminais das proteinas foram incubados com
40 unidades de trombina por litro de meio de cultura purificado, overnight, para clivagem da
cauda de histidina. Os eluatos foram entdo aplicados na coluna de Gel Filtracdo Superdex 26/60

(GE® Life Sciences) equilibrada em tamp&o correspondente, conforme Tabela 2.

Tabela 2 - Tamp0es utilizados para equilibrar a coluna de Gel Filtracdo e elui¢do da proteina.

Proteina Tampao pH
Tris-HCI 40 mM, KC1 100 mM, B-

LbHsp90 e LbHspION mercaptoetanol 1 mM ’ 4

hHsp90 Tris-HCI 25 mM, NaCl 150 mM 8,0

hHsp90N Tris-HCI 40 mM, KCI 100 mM 7,5

Fonte: Autoria Propria

O pico correspondente a cada proteina foi entdo coletado e o grau de pureza da proteina
foi averiguado por eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sodio

(SDS-PAGE).
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Finalmente, em posse dos respectivos €, a concentracdo da proteina foi determinada por
espectrofotometria dada através da Lei de Lamber-Beer, A = €.1.c, onde A = absorbéncia, & =
coeficiente de extingcdo molar e ¢ = concentragdo molar do analito, utilizando-se o tampéo da
gel filtracdo como branco. Os coeficientes de extin¢do molares para as proteinas utilizadas estao

expressos na Tabela 3.

Tabela 3 - Coeficientes de Extincdo Molares das proteinas estudadas

Proteinas £ (mol! L cm™?)
LbHsp90 57300

LbHsp9ON 15930
hHsp90 59250
hHsp90N 17420

Fonte: Autoria Propria

Para a realizacdo dos testes, as proteinas foram dialisadas para tamp&o Hepes 40 mmol
L1, de pH igual ao da purificagdo, e KCI 100 mmol L. Para realizacdo dos testes de inibicio
de atividade ATPé&sica que necessitam serem feitos em tempo inferior a 24h a proteina foi

purifica em seu segundo passo cromatogréafico diretamente em tampao HEPES-KCI.
2.2.2.2 Supressao de Fluorescéncia de Triptofano (Quenching)

Os testes de quenching foram realizados com os compostos GIb8, GIb15, Glb17, GIb23,
GIb25 e GlIb27. Manteve-se a concentracio de proteina constante e igual a 2 pmol L em
presenca de concentracdes crescentes de composto de 0 a 200 pmol L. A concentracio de
DMSO foi mantida fixa e inferior a 2 % v/v. As amostras foram incubadas por 30 min em gelo
e excitadas a 280 nm aferindo-se a intensidade de fluorescéncia no intervalo de 300 a 420 nm.
As andlises foram feitas em duplicatas. As medidas foram realizadas em duplicata (exceto para
a construcdo hHsp90N), em espectrofluorimetro Shimadzu RF-5301pc (Shimadzu Scientific
Instruments), com excitacdo em 280 nm e emisséo entre 300 e 420 nm, a temperatura ambiente

e utilizando-se cubeta com 1 cm de passo optico.
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2.2.2.3 Inibicdo de Atividade ATPasica

Em uma placa de 96 pocos pipetou-se em duplicatas volumes fixos de 0,74 uL do
composto GIb27 a 40 mmol L em DMSO de modo a manter a concentragio de composto fixa
a 200 pmol L em cada poco, adicionando-se entdo as respectivas proteinas (LbHsp90 e
hHsp90) em tamp&o Hepes (40 mmol L) contendo KCI (100 mmol L) de modo que sua
concentracéo fosse fixa e igual a 1 umol L. A proteina foi entdo incubada com o composto
por 30 minutos em geladeira de modo a favorecer a interacdo entre estes. Adicionou-se cloreto
de magnésio (MgCly) suficiente para se obter uma concentracio final de 10 mmol L em cada
poco. Pipetou-se entdo uma curva crescente em concentracdo de ATP. E incubou-se a placa em
estufaa 37 °C por 40 minutos. A medida de fosfato liberado na hidrolise do ATP foi comparada
com uma curva fosfato construida em duplicata pela utilizacdo do kit PiColorLock (Innova
Biosciences). Para se avaliar a inibicdo a mesma curva de ATP foi construida simultaneamente
com a proteina pura e apenas com DMSO, mantendo-se fixo a concentracdo de DMSO utilizada
na curva com composto, igual a 0,5% v/v. Fez-se a leitura da absorbancia da placa no

Varioskan® LUX (Thermo Scientific), em 650 nm.
2.3 Resultados e Discusséo

2.3.1 Ensaios Celulares

2.3.1.1 Atividade Leishmanicida

Os compostos utilizados foram fornecidos pelo Prof. Dr. Maurizio Botta (Universita
degli Studi di Siena, Italia), e foram selecionados por virtual screening para que se liguem ao
dominio N terminal da LbHsp90, mais especificamente no sitio de ligacdo do ATP,
potencialmente inibindo a atividade ATPasica da Hsp90, necessaria para o desenvolvimento de

sua funcdo no meio celular (Panaretou et al., 1998; Silva et al., 2013).
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A capacidade dos compostos de promover a morte parasitaria se deu através da técnica
que tem por principio a absorcédo do anel tetrazolio do MTT por células vivas. Dentro das células
0 composto MTT de cor amarelada teve seu anel tetrazolio clivado pela acdo de enzimas
desidrogenases com consequente formacdo de formazana, que € insoluvel e possui coloragdo
purpura. O sal de formazana é ent&o solubilizado e tem sua absorc¢éo lida de modo que quanto
maior a porcentagem de células viaveis maior sera a formacdo de formazana e a consequente
absorcédo. Desta forma é possivel detectar as células vivas com rapidez e precisao, dispensando
0 uso de isOtopos radioativos (Mosmann, 1983). Estes experimentos foram conduzidos pela
Dra. Fernanda Aparecida Heleno Batista, pds-doutoranda do grupo BBP.

A partir dos valores obtidos construiu-se o grafico da atividade leishmanicida exibido

na Figura 3.

Figura 3 —Atividade Leishmanicida dos compostos testados na concentragdo de 200 umol L
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A partir do grafico pode-se observar que varios compostos apresentaram atividade
leishmanicida contra a forma promastigota de L. braziliensis, sendo eles GIb8, Glb14, Glb15,
GIbl16, Glbl17, GIb20, GIb23, GIb24, Glb25 e GIb27. Os compostos GIb8, Glb14, GIb15, Glb16,
GlIb17, GIb23, GIb25 e Glb27 que promoveram mais de 60% de morte celular e tiveram a ICso

determinada.

2.3.1.2 Determinacao da I1Cso

Diferentes concentragdes dos compostos GIb8, Glbl4, GlIbl5, Glb16, Glbl7, GIb23,
GIb25 e GIb27 tiveram sua atividade leishmanicida avaliada contra a forma promastigota de L.
braziliensis e a partir do ajuste dos dados obtidos para cada composto a uma regressao nao
linear obteve-se a Figura 4 e a Figura 5, que apresentam as curvas concentracdo-resposta. Para

melhor visualizacdo das curvas elas estdo representadas separadas.

Figura 4 — Gréfico concentracéo-resposta para os compostos GIb15, Glb16, GIb23 e GIb25, contra a
forma promastigota de L. braziliensis
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Figura 5 - Grafico concentracdo-resposta para os compostos GIb8, GIb14, GIb17 e GIb27, contra a

forma promastigota de L. braziliensis
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Fonte: Autoria Propria

A partir da regressdo obteve-se os valores de 1Cso dos compostos, expressos na Tabela

4.

Tabela 4 - 1Cs obtidos para 0s compostos contra a forma promastigota de Leishmania

Composto I1Cso0 (umol L)
GIb8 43+ 2
Glbl14 301
Glb15 71x2
Glb16 12+2
Glbl7 4+1
GlIb23 >100
Glb25 >200
Glb27 11+1

Fonte: Autoria Propria

Baseado nos resultados apresentados nas figuras anteriores e Tabela 4 observa-se que

0s compostos GIb8, Glb14, Glb16, Glbl7 e GIb27 apresentaram os menores valores de 1Csp

sendo < 40 umol L%, mostrando-se os mais promissores. Por outro lado, os compostos GIb23 e

GIb25 demonstraram pontos dispersos, sendo dificil precisdo na regressdo e apresentaram,

portanto, valores muito altos de 1Cso sendo > 100 e >200 umol L™, respectivamente.
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2.3.1.3 Determinacéo da Citotoxicidade e Indice de Seletividade

De mesma maneira que no ensaio anterior determinou-se a citotoxicidade dos
compostos contra fibroblasto de camundongo Balb-C 3T3 clone A31. Obtendo-se a Figura 6 e

a Figura 7, separando-se as curvas para permitir uma melhor visualizacao.

Figura 6 - Gréafico concentracao-resposta para os compostos Glb14, Glb23, GIb25 e GlIb27,
contra fibroblastos de camundongo Balb-C 3T3 clone A31
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Figura 7 - Gréafico concentragao-resposta para os compostos G1b8, Glb15, Glb16 e Glb17
contra fibroblastos de camundongo Balb-C 3T3 clone A31
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Fonte: Autoria Propria

A partir das curvas, obteve-se os valores de ICso para fibroblastos, expressos na Tabela
5, onde também se encontram os valores dos indices de seletividade, que correspondem a razdo

ICSO . . , - s
—[ibroblasto - yma vez que ambos organismos expressam a Hsp90 é essencial que o provavel

ICSOLeishmania

composto inibidor apresente boa seletividade de maneira que seu funcionamento ndo afete o
organismo humano. Portanto os compostos mais interessantes, do ponto de vista farmacologico,
serdo 0s que apresentarem os indices mais elevados, significando que eles sdo mais seletivos

para a proteina do parasito.
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Tabela 5 - Valores de 1Cs para as células de Leishmania, Fibroblastos de Camundongo e valores do indice de
seletividade obtidos para os compostos GIb8, Glb14, Glb15, Glb16, Glbl7, Glb23, GIb25 e GIb27

ICso (umol L1) ICso0 (umol L1) indice de
Composto L. braziliensis Fibroblasto Seletividade

GIb8 43+2 75+3 1,7

Glb14 30+1 >200 >6,7
Glb15 71+£2 >200 >2,8
Glb16 12+2 23+1 1,9

Glb17 4+1 58+1 14,5
Glb23 >100 55+1 <0,5
Glb25 >200 11+1 <0,05
Glb27 11+1 13+2 1,2

Fonte: Autoria Propria

De acordo com a tabela, o composto mais seletivo foi 0 GIb17 (que possui indice >14).

Os compostos GIb23 e GIb25 que apresentaram altos 1Cso contra a forma promastigota
de L. braziliensis obtiveram como esperados os menores indices de seletividade, esses indices
inferiores a 1 demonstram que os compostos sdo seletivos para células de camundongo, e
embora ndo tenham se apresentado eficazes contra a Leishmania, podem ter outras aplicacdes
estudadas, como por exemplo seu potencial antineoplasico.

Os compostos GIb16 e GIb27, apesar de possuirem baixo valor de ICso para células de
Leishmania, apresentaram alta citotoxicidade de modo que seu indice de seletividade s&o
menores que 2.

O GIbl4 apresentou potencial leishmanicida proximo ao GIb8, porém com
citotoxicidade menor para células de fibroblasto, e por isso possuindo maior indice de
seletividade.

O composto GIb15 apresentou baixa atividade leishmanicida, porém tambeém
apresentou baixa citotoxicidade (ICso > 200).

Ressalta-se que apesar de apenas o composto Glb17 ter apresentado 1Cso > 10, 0sS
compostos G1b8 e GIb16 apresentaram ICso > 1, podendo servir de base para uma nova geragéo

de compostos.
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2.3.2 Ensaios com a Proteina Alvo
2.3.2.1 Supressao de Fluorescéncia de Triptofano (Quenching)

Embora alguns compostos tenham demonstrado atividade leishmanicida, ndo é possivel
saber qual é o mecanismo pelo qual esta atividade se deu. Assim, a fim de verificar se a
atividade leishmanicida se da via Hsp90, o primeiro passo consiste em comprovar a interacao
entre 0s compostos e a proteina. Tendo isto em vista os testes foram feitos com as proteinas
humana e de Leishmania com as constru¢Ges completas e com as constru¢es que constituem
apenas o dominio N-terminal, de modo que se possa atestar se ha interacdo e se esta se deu no
dominio N-terminal, assim como comparar se esta interacao tem maior afinidade com a proteina
do parasito do que com a humana.

Esta técnica baseia-se no fato do aminoacido aromatico triptofano apresentar o
fendmeno de fluorescéncia. Quando o composto interage com a proteina, ele pode promover
alteracfes no ambiente em que se encontra o triptofano, dada a proximidade do sitio de ligagdo
previsto com o triptofano do dominio N-terminal, como exibido na Figura 8

Figura 8 - Dominios N-terminais de duas hHsp90 superpostos, exibindo em sticks
vermelhos o triptofano, em sticks azuis a Geldanamicina (PDB: 1YET) e em verde o ATP

(PDB: 3TOZ)
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Fonte: Autoria Propria
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Esta interacéo se traduz em mudancas no perfil de fluorescéncia do triptofano de forma
concentracdo dependente. Isto significa que quanto maior a concentracdo do composto, maior
sera o efeito observado sobre a emissdo de fluorescéncia do triptofano. Neste caso, observa-se
que havendo interacdo proteina-composto, havera reducdo na intensidade de fluorescéncia
emitida (supressdo ou quenching), de forma concentracéo dependente.

De todos 0s compostos anteriores, apenas Glb14 e Glb16 ndo puderam ser testados por
tal técnica, pois o fato de serem fluorescentes impediu sua avaliacdo por guenching sendo
necessaria a utilizacao de outro método para avaliar sua interacdo com a proteina alvo.

Foram obtidos espectros de emissao de fluorescéncia para 0s compostos em presenca
das respectivas proteinas, e estes espectros foram tracados com o auxilio do software Origin®.

A Figura 9 e a Figura 10 ilustram o experimento realizado.

Figura 9 - Espectro de Emissao de Fluorescéncia de 300 a 420 nm da proteina LbHsp90N em
concentragdes crescentes do composto Glb17 e seus respectivos brancos (obtidos na auséncia da
proteina)
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Figura 10 - Espectro de Emissdo de Fluorescéncia de 300 a 420 nm da proteina
LbHsp90N em concentragdes crescentes do composto GIb8 e seus respectivos brancos
(obtidos na auséncia da proteina)
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Fonte: Autoria Propria

Observa-se na Figura 9 que o composto Glb17 causou pouco quenching engquanto que
na Figura 10 o composto GIb8 em maiores concentragdes chegou a suprimir a fluorescéncia de
tal maneira que o espectro atinge mesma intensidade de fluorescéncia que os brancos utilizados.
A supressao fraca em presenca de diferentes concentracGes do composto GIb17 sugere que sua
atividade leishmanicida pode ndo estar ocorrendo via LbHsp90, ou que ao se ligar a proteina
este composto ndo acarreta mudancas no ambiente do triptofano, sendo necessario o uso de
outras técnicas para se avaliar a interagdo. Por outro lado, o quenching observado para a
fluorescéncia da LbHsp90N em presenca do composto GIb8, sugere a interacdo entre ambos.

Baseado nisto, para determinacdo das constantes de dissociacdo aparentes, Kpapp, d0S
compostos para cada proteina, fixou-se como base o comprimento de onda onde ocorre 0
maximo de intensidade de fluorescéncia, e descontando-se dos respectivos brancos tragou-se a
intensidade de fluorescéncia versus log da concentragdo do composto. Esta curva foi corrigida

pelo efeito de filtro interno pela aplicacdo da Equacdo 2 apresentada a seguir.



27

= e —2,303(€emissaolemissioCtE€excitacaolexcitacaoC) (2)

Fcorrigida observada-
onde Feorrigiza = fluorescéncia corrigida pelo efeito de Filtro Interno; Fobservada = fluorescéncia
observada antes da correcdo; & = coeficiente de extingdo molar respectivamente nos
comprimentos de onda de emissdo (observado) e de excitacdo; | = passo 6tico, de emissao e
excitacdo respectivamente; ¢ = concentracdo do composto em cada ponto observado. Esta
correcdo se deve ao fenbmeno de absorcdo dos compostos tanto nos comprimentos de onda de
excitacdo como nos de emissao de fluorescéncia observados. A partir da fluorescéncia corrigida
obteve-se a curva Concentracdo-Resposta com o auxilio do software GraphPad Prism®

conforme explicitado nas Figura 12, Figura 11, Figura 13, Figura 14, Figura 15 e Figura 16.

Obtendo-se os valores de Kpapp (LMol L) expressos na Tabela 6.
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Figura 12 - Curva Concentracdo-Resposta para o composto GIb08 com as diferentes
proteinas testadas
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Fonte: Autoria Propria

Figura 11 - Curva Concentragdo-Resposta para 0 composto Glb15 com as diferentes proteinas

testadas
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Fonte: Autoria Propria

Os dados experimentais obtidos para 0s compostos permitem um ajuste adequado de

uma curva Concentracdo-Resposta exceto para o composto Glb17 que pelo baixo quenching
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promovido também ndo permite um célculo do valor de Kpapp confiavel para as proteinas

testadas, como se observa na Tabela 6.

Figura 13 - Curva Concentragdo-Resposta para o composto GIb17 com as diferentes proteinas

testadas
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Fonte: Autoria Propria

Figura 14 - Curva Concentracdo-Resposta para 0 composto GIb23 com as diferentes proteinas

testadas
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Figura 15 - Curva Concentracdo-Resposta para 0 composto GIb25 com as diferentes
proteinas testadas
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Figura 16 - Curva Concentracdo-Resposta para o composto GIb27 com as diferentes
proteinas testadas
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Proteina
Composto

hHsp90 hHsp90N LbHsp90 LbHsp90N
Glb8 205 293 13+4 17+6
Glb15 14+6 12+3 14+4 13+3
Glb17 (Ambiguo) (Ambiguo) 124 + 21 104 + 67
Glb23 219 16 + 30 26 £7 19+10
Glb25 15+9 14 £3 7+3 12+2
Glb27 5t4 62 71 71

Fonte: Autoria Propria

A partir da tabela e dos gréaficos observa-se que de modo geral 0s Kpapp 0btidos séo de
mesma dimensdo ou ligeiramente menores para as constru¢cdes do dominio N-terminal. Ha
excecOes, porém estas se encontram dentro da faixa de erro obtidas. Essas interacdes similares
entre as construcdes sugere que a associacdo ocorre via N-terminal, além disto a construgéo
completa pode apresentar interferéncias na interagdo dado o impedimento estérico
proporcionado pelos dominios M e C para que o composto interaja com o dominio N (Silva et
al., 2013).

O composto GIb17, apesar de apresentar o melhor indice de seletividade, ndo foi capaz
de induzir quenching de modo que ndo se obteve sua Kpapp para a proteina humana e obteve-se
valores da Kpapp > 100 pmol L e com erro consideravel para a proteina de Leishmania spp.
Este fato sugere que sua atividade leishmanicida pode ndo ocorrer via acdo inibitoria sobre a
LbHsp90.

Os compostos que apresentaram as interacdes mais fortes foram GIb8 (Kpapp = 13 pmol
L), GIb25 (Kpapp = 7 umol L) e GIb27 (Kpapp = 7 umol L™Y). No entanto os dois primeiros
apresentaram baixos valores de atividade leishmanicida, sendo que o GIb25 apresentou indice

de seletividade < 1.
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Infelizmente os compostos ndo apresentaram grande diferenca entre as afinidades pelas
proteinas de Leishmania e humana, sendo que o GIb23 e GIb27 apresentaram menores Kpapps,
ou seja, interacdes levemente mais fortes com a proteina humana. Isto indica uma baixa
especificidade na interacdo com a proteina do parasito. Embora indesejada, a interacéo cruzada
ndo é surpreendente dado que o dominio N terminal das espécies humana e Leishmania possui

70% de identidade sequencial, de acordo com o apresentado na Figura 17.

Figura 17 - Alinhamento da sequéncia primaria correspondentes ao dominio N terminal da proteina Hsp90 humana
e de L. braziliensis. Em amarelo estdo destacados os residuos W157 e W147 das proteinas humana e de L.
braziliensis, respectivamente

HHsp90N MPEEVHHGEEEVETFAFQAETAQLMSLIINTFYSNKEIFLRELISNASDALDKIRYESLT 60
LbHsp90N - ———————— MTETFAFQAEINQVMSLIINTEFYSNKEIFLRELISNASDACDKIRYQSLT 50
LKk kkkkkkk ks Kk kA k kK k kK k ok Kk kK kk Kk kK kkkk Kk kkk o kkk

HHsp90N DPSKLDSGKELKIDIIPNPQERTLTLVDTGIGMTKADLINNLGTIAKSGTKAFMEALQAG 120
LbHsp 90N DPSVLGDETRLRIRVIPDKANKTLTVEDNGIGMTKADLVNNLGTIARSGTKAFMEALEAG 110

Kk K kak skks cekkks Kk kkkkkkkkk Kk kA khk s kkkhkkkkkkk s kk
HHsp90N ADISMIGQFGVGFYSAYLVAEKVVVITKHNDDEQYAWESSAGGSFTVRADHGEPIGRGTK 180
LbHsp90N GDMSMIGQFGVGEFYSAYLVADRVTVVSKNNADEAYVWESSAGGTEFTIASVADSDLKRGTR 170

LKk kkkkkkkkkkkkkkhk s ok Kkeokek Kk Kk kkkkkkkokk. . L kK
HHsp90N VILHLKEDQTEYLEERRVKEVVKKHSQFIGYPITLYLEKEREKEISDDEAE 231
LbHsp90N ITLHLKEDQQEYLEERRVKELIKKHSEFIGYDIELLVEKTTEKEVTDEDEE 221

s okkkkkkk Ak kkkkkkkk oo kkkkokkkk Kk K s kk  kkks sk ok

Fonte: Autoria Propria

Por vezes 0s compostos selecionados podem causar inibicao por efeito de agregacéo no
meio, para se confirmar o resultado obtido, pode-se testar em presenca de detergente (e.g. 0,1%
Triton X-100) pois o detergente ao diminuir a tenséo superficial impede o efeito de agregacéo,
e caso se obtivesse 0 mesmo resultado poderia ser descartada essa hipotese.

De modo geral, pode-se afirmar que a campanha foi vencedora, uma vez que a partir de
um virtual screening obtém-se taxas menores de compostos com boa interacéo, e a partir dos

27 compostos iniciais 3 apresentaram Kpapps de ordem préxima a 10 pmol L™,
2.3.2.2 Inibicdo de Atividade ATPésica

Durante sua atividade in vivo as chaperonas moleculares ligam-se a proteina-cliente,
auxiliando seu enovelamento até que se atinja seu estado funcional (Silva et al., 2013). Para o

desenvolvimento desta atividade a capacidade de se ligar e hidrolisar o ATP € essencial para as
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Hsp90 (Panaretou et al., 1998). Durante a hidrélise do ATP uma molécula de fosfato € liberada,
de tal forma que a atividade ATPasica pode ser medida no tempo em funcao do fosfato liberado.

O sitio para ligacdo do ATP encontra-se no dominio N terminal das Hsp90(Prodromou
etal., 1997). Uma vez que os compostos foram selecionados para se ligarem a esse sitio, espera-
se que a medida de fosfato liberado diminua em presenca dos compostos estudados.

Dentre os compostos que foram testados por quenching selecionou-se o GIb27 uma vez
que apresentou os menores valores de Kpapp para todas as proteinas, o que confere a ele uma
maior afinidade pelo sitio de ligacdo do ATP. Assim testou-se sua capacidade de inibir a
atividade ATPasica das proteinas hHsp90 e LbHsp90.

A partir das medidas das absorbancias nos diferentes pogos obteve-se, pela equacdo da
reta, a quantidade de fosfato livre por tempo de incubacdo (40 minutos) para ambas proteinas.
Tracou-se entdo a quantidade de fosfato livre versus concentracdo de ATP. Como demonstrado

nas Figura 18 para a hHsp90 e Figura 19 para LbHsp90.

Figura 18 - Inibicdo da atividade ATPasica para a proteina hHsp90 a 1 pmol L* em presenca do
composto GIb27
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Figura 19 - Inibicdo da atividade ATPasica para LbHsp90 a 1 umol L* em presencga do composto
Glb27
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Fonte: Autoria Propria

Os graficos exibidos na Figura 18 e Figura 19 demonstram uma hipérbole retangular,
consistente com mecanismo de agdo correspondente a uma cinética de Michaelis-Menten

(Nelson et al., 2006), conforme a Equacéo 3.

Vma’x S
Vo = -mxlsl - (3)

T Km+[S]

A curva da proteina com DMSO e da proteina pura apresentam perfis muito similares,
ndo sendo possivel distingui-los. Por outro lado, ainda que timida foi possivel observar uma
inibicdo da atividade ATPasica por parte do composto GIb27. Adotando-se portanto a equacdo
de Michaelis-Menten obteve-se os valores de Km e Vmax por fitting através do GraphPad Prism

5® para ambas proteinas em presenca do composto GIb27 exibidas na Tabela 7.

Tabela 7 - Constantes obtidas pela equagdo de Michaelis-Menten para as proteinas em presenca do composto
GIb27

Proteina Condicao Km (umol L) Vmax (Umol Lt min™)
Pura 0,14 £ 0,01 0,47 £ 0,01

hHsp90 DMSO 0,10 £ 0,01 0,42 +0,01
Glb27 0,15+ 0,02 0,38 £ 0,02
Pura 0,31+ 0,06 0,72 £ 0,05

LbHsp90 DMSO 0,30 £ 0,09 0,68 + 0,08
Glb27 0,40 +0,10 0,64 £ 0,07

Fonte: Autoria Propria
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Embora 0 mecanismo de inibicao possa ser visualizado a partir das figuras anteriores, 0
tratamento matematico partir da equacéo de Lineweaver-Burk expressa na equacgédo 4 (Nelson
et al., 2006) facilita a visualizacao grafica, para tal construiu-se os graficos de duplo reciproco,

exibidos nas Figura 20 e Figura 21.

Figura 20 - Duplo Reciproco da proteina hHsp90 na auséncia e na presenga do composto
Glb27
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Fonte: Autoria Propria



36

Figura 21 - Duplo Reciproco da proteina LbHsp90 na auséncia e na presenca do composto
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Fonte: Autoria Propria

Embora fosse esperado que o mecanismo de acdo fosse competitivo uma vez que 0s
compostos foram selecionados para se ligarem no sitio do ATP, os graficos de duplo reciproco
sugerem o tipo de inibicdo mista, onde ha cruzamento entre as retas e este cruzamento ndo
ocorre nos eixos (Nelson et al., 2006).

Para a LbHsp90 houve mudanga tanto na Km quanto em Vmax, no entanto é dificil
precisar a mudanca pois os erros obtidos nas medidas ndo permitem distingui-los. Sabe-se que
a Hsp90 possui uma baixa atividade ATPasica (Seraphim et al., 2013; Silva et al., 2013), no
entanto uma hipdtese ainda ndo confirmada é de que a atividade observada pode ser fruto de
contaminac&o visto que j& foi relatado que uma concentragéo de apenas 0,01% de uma ATPase
potente pode ser responsavel por modificar a observacdo desta atividade (Jakob et al., 1996).

No que tange a atuacdo sobre a hHsp90 observa-se com maior clareza a mudanca de
Vmax enquanto Km praticamente permaneceu inalterada.

Dada a equagdo do mecanismo de inibi¢cdo pode-se entdo calcular os fatores o’ e a,
. Onde para o tipo de inibicdo mista (Nelson et

responsaveis pela V,, e pela K,,

AXaparente aparente

al., 2006):
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% _ Vméx
MmaXgparente a’
e
akK,,
Maparente a

Sabe-se que a intersec¢do no eixo y para a curva do duplo reciproco € igual a o’/Vmax.

Entao:

Ja a intersec¢do no eixo x tem-se que seu valor € igual a - o’/aKm. Entdo

6,004 = 92
’ "~ @.0,15
a=099

Para a inibigdo do tipo ndo competitiva, subtipo da mista. @ = a'. De forma que:

aK,,
Kmaparente - a’ ~ Km
De acordo com os resultados K, ~ K,
aparente

Sabe-se que a Hsp90 é um dimero e que a dimerizacdo é essencial para sua atividade
ATPaésica de tal forma que durante a ligacdo ao ATP ha formacéo de uma dimerizacéo transiente
do dominio N, que expde o sitio ativo para a ligacdo ao ATP, a interagcdo entre os dominios M
e N é que permite a hidrolise da molécula de ATP (Richter et al., 2002; Richter et al., 2006;
Richter et al., 2008; Wandinger et al., 2008; Hahn, 2009). H4, portanto, a possibilidade de que
0 composto GIb27 atue como inibidor competitivo para o ATP, em um primeiro sitio do dimero,
de modo que no segundo, apesar de permitir a ligacdo do ATP sua hidrolise ndo ocorra, agindo
como um inibidor misto capaz de se ligar tanto ao complexo proteina-substrato quanto a

proteina, agindo em um sitio “distinto” do qual ha ligacdo com o ATP conforme exibido na
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Figura 22, a figura exibe o ciclo completo da atividade ATPasica em caso do dimero se ligar a
duas moléculas de ATP, porém caso houvesse ligacdo ao inibidor em um Unico sitio, o ciclo
ndo prosseguiria, ndo ocorrendo hidrolise do ATP e liberacdo de ADP e fosfato inorganico (Pi).
Os resultados de quenching reforcam esta ideia uma vez que indicam que o sitio de ligacao é

no N terminal, préximo ao triptofano, e ndo em outro sitio da proteina.

Figura 22 - Possibilidade de entrada do inibidor em sitio distinto ao ATP durante o ciclo da atividade ATPase da
proteina

ATP em um sitio Inibidor GIb27
no segundo sitio

Conformagao aberta
Ligada ao ATP

b ——

Conformacgao fechada e
interacdo entre dominios N e M

Fonte: Adaptado de (Hahn, 2009)

Embora este mecanismo seja possivel, ndo se pode ainda afirmar categoricamente.
Sugere-se a repeticdo dos experimentos com proteinas em maior grau de pureza e maior
quantidade de pontos no inicio da curva de ATP de modo a se obter pontos mais distantes no
duplo reciproco, permitindo uma melhor visualizacdo das inclinagGes e intersec¢des das retas

para que se possa afirmar 0 mecanismo.



39

3 CONCLUSAO

Uma série de 27 compostos selecionados por virtual screening contra o dominio N-
terminal da Hsp90 de L. braziliensis tiveram suas atividades leishmanicida testadas conforme
a Figura 23 que exibe o fluxograma de todas as atividades realizadas desde a selecéo por virtual
screening.

Figura 23 - Fluxograma completo das atividades realizadas
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ATPasica Kivaps © Viaixapp

Fonte: Autoria Propria

Desta série, 8 compostos (GIb8, Glb14, Glbl5, GIb16, Glbl7, Glb23, GIb25 e Glb27)
foram selecionados por resultarem morte celular > 60% e tiveram seus 1Cso determinados tanto

contra a forma promastigota de L. braziliensis quanto para fibroblastos de camundongo. A partir
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do ICso observou-se que os compostos Glb17 e GIb27 apresentaram melhor potencial contra
células de L. braziliensis e GIb14 e GIb15 apresentaram as menores citotoxicidades, e o Glb17
apresentou a maior seletividade, com indice de 14,5.

A interacdo entre as proteinas Hsp90 humana e de L. braziliensis com compostos com
atividade leishmanicida foi verificada através de ensaios de quenching, nos quais se obteve
valores de Kpapp muito semelhantes. Estes valores apontam para uma interagdo com maior
afinidade pelas constru¢des dos dominios N-terminal das proteinas avaliadas, assim como para
interacfes equanimes entre as Hsp90 de Leishmania e humana. Dentre os valores de Kpapp
apenas o composto GIb27 apresentou valores abaixo de 10 umol L e por isso este composto
teve sua capacidade de inibir a atividade ATPasica avaliada.

O composto foi capaz de inibir a atividade ATPasica, apresentando uma Kp
praticamente idéntica para a Hsp90 humana e alterando Vmax por um fator o’ = 1,02 sugerindo
mecanismo de inibicdo mista. A LbHsp90 também foi inibida tendo seus valores de Km € Vimax
alterados, porém néo se pode afirmar precisamente o mecanismo devido a valores conflitantes
obtidos para ambas proteinas. A identificacdo do mecanismo de inibicdo € um trabalho em
andamento para o qual sugere-se ndo soO a repeti¢cdo dos experimentos como melhorar a etapa
de purificacdo das proteinas para se garantir que ndo haja interferéncia por alguma ATPase da
E. coli que pode ter sido co-purificada.

Existe a possibilidade de que os compostos ndo estejam atuando via Hsp90 devendo o
mecanismo ser avaliado posteriormente.

Apesar dos resultados indicarem que o GIb27 ndo apresenta seletividade significativa
para a LbHsp90 frente a hHsp90, este composto ainda é interessante mesmo no contexto da
possivel inibicdo da proteina humana para o tratamento de céncer. Portanto, mesmo sem
seletividade, o0 GIb27 pode ser considerado como um potencial candidato a hit e indica que mais

experimentos devem ser realizados para averiguar esta potencialidade.
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Pode-se concluir que os compostos sdo promissores e a campanha vencedora, uma vez
que apresentaram boas interac6es a partir de uma primeira geracao obtida por virtual screening,
além disto podem servir de base para uma nova busca resultando em uma nova geragdo mais

eficiente.
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