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RESUMO

A malaria € uma doenca infecciosa causada por protozoarios do género Plasmodium. Apesar
dos esforcos na busca de tratamentos, a doenga permanece como um dos principais problemas
de saude publica no mundo. Nesse dmbito, as enzimas da via glicolitica tém sido exploradas
como alvos moleculares para inibir o desenvolvimento do parasito e combater a doenca. A
enzima piruvato quinase Il de Plasmodium falciparum (PfPKII) catalisa a Ultima reacdo da
glicolise e estd localizada em uma organela exclusiva desse protozoario cuja atividade é
essencial para 0 metabolismo do parasito. Portanto, este estudo visa a descoberta de inibidores
da PfPKII através da triagem de compostos e ensaios cinéticos frente a enzima, determinando
parametros como poténcia, afinidade e mecanismo de inibicdo. Inicialmente, a expressao
heter6loga e purificacdo da PfPKII conduziram a uma proteina de pureza adequada com valores
de Km™P para os substratos da enzima, PEP e ADP, de (25,4 + 0,5) uM e (50 + 6) uM,
respectivamente. Foram testadas bibliotecas de compostos totalizando 640 moléculas contra a
PfPKII para avaliacdo quanto a poténcia inibitdria, cujo resultado levou a identificacdo de dois
compostos com inibi¢do superior a 50 % @ 40 uM, MMV020520 e MMV228911. A partir
desse resultado, foram adquiridos os compostos pelo consércio do MMV para reproduzir 0s
testes cinéticos, mas a reprodutibilidade da inibicdo ndo foi observada. Provavelmente, isso se
deve a degradacéo dos compostos nas placas inicialmente disponibilizadas. Através da revisdo
da literatura, encontrou-se o acido tanico (AT), um polifenol de origem natural que apresenta
atividade inibitoria contra a piruvato quinase isoenzima M2 humana (PKM2). O AT foi
adquirido e testado contra a PfPKII, apresentando potente inibigdo com 1Cso"™<!"' = (1,4 + 0,5)
uM. Estudos de cinética inibitéria revelaram que o AT possui um comportamento ndo-
competitivo frente ao PEP e ADP. Um ensaio de suplementacdo com frutose-1,6-bifosfato
(FBP) revelou que o mecanismo de inibi¢cdo do AT na PfPKII é diferente do ja reportado na
literatura para a PKM2, portanto sdo necessarias novas andlises para determinacdo do
mecanismo de acdo do AT na PfPKII. Esses resultados indicam que a PfPKII € um alvo passivo
de inibig&o e atrativo para a descoberta de novos inibidores como candidatos a farmacos para a
maldria. Para trabalhos futuros, planeja-se determinar a estrutural tridimensional da PfPKII,
abrindo novos caminhos promissores no planejamento de inibidores da enzima.

Palavras-chave: Enzimologia, Malaria, Plasmodium falciparum.
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1 INTRODUCAO

A maléria é uma doenga infecciosa causada por protozoario do género Plasmodium spp, sendo o
Plasmodium falciparum responsével pela forma mais letal da doenga. A patologia é transmitida aos
humanos através da picada de fémeas do mosquito Anopheles spp e, apesar dos esfor¢cos no combate
a doenca, em 2022 foram reportados 249 milhdes de novos casos e 608 mil mortes causadas pela
doenca. (1)

A linha de frente no tratamento da malaria se da pela terapia combinada com derivados de
artemisinina (ACT, do inglés artemisinin combination therapy). (2) No entanto, estudos recentes
revelaram um surgimento de resisténcia parcial de parasitos a artemisinina e seus derivados. (3) Nesse
ambito, surge a necessidade pela busca de novos candidatos a farmacos antimalaricos e terapias
inovadoras que minimizem o impacto da resisténcia adquirida, trazendo outros medicamentos com
mecanismos de acdo distintos dos ja existentes.

Enzimas glicoliticas sdo alvos terapéuticos importantes e validados nas buscas em larga escala
por candidatos antimalaricos devido a sua importancia para a producdo de energia e outras funcdes
fisiolégicas no parasito. (4-8) Entre as diversas enzimas da via glicolitica, destaca-se a piruvato
quinase (EC 2.7.1.40), presente na etapa final da glicdlise e responsavel por catalisar a conversao
irreversivel de fosfoenolpiruvato (PEP) e adenosina difosfato (ADP) em piruvato e adenosina
trifosfato (ATP) através de uma reacao de fosforilacéo.

Duas isoformas da piruvato quinase (tipo I e tipo Il) sdo reportadas no parasito. A PfPKI esta
localizada no citoplasma e demonstra propriedades glicoliticas convencionais, enquanto a PfPKII esta
presente no apicoplasto, onde desempenha uma fungédo importante na biossintese de acidos graxos do
tipo Il. (9) Estudos recentes demonstraram que a PfPKII é essencial na manutencdo da atividade
metabolica do apicoplasto através da geracdo de nucleotideos trifosfatados como fonte de energia
para a organela. (10) O apicoplasto, uma organela exclusiva de protozoéarios do filo Apicomplexa, é
indispensavel para o parasito. A funcdo essencial da PfPKII nesta organela torna a enzima um alvo
molecular interessante na busca por inibidores candidatos a compostos lideres para a malaria. Além
disso, a auséncia de inibidores e estrutura tridimensional reportados para a enzima fortalece o
pioneirismo do seu estudo.

Nesse contexto, métodos de biologia estrutural associados a quimica medicinal séo
importantes ferramentas para a descoberta de farmacos, direcionando a triagem de compostos e
viabilizando a identificacdo de hits, moléculas com atividade bioldgica contra a doenca alvo, até a

otimizacdo para se tornarem compostos lideres. Dentre as estratégias de planejamento de farmacos,



destacam-se as estratégias de planejamento de farmacos baseadas na estrutura do receptor (SBDD,
do inglés structure-based drug design) ou na estrutura do ligante (LBDD, do inglés ligand-bases drug
design). (11)

Os métodos SBDD séo empregados quando ha conhecimento da estrutura tridimensional dos
alvos bioldgicos, como proteinas e organelas, obtida a partir de técnicas experimentais (cristalografia
de raios-X, ressonancia magnética nuclear e crio-microscopia eletrénica) ou in silico (modelagem Ab
initio, modelagem por homologia ou modelagem por AlphaFold). Por outra perspectiva, 0s métodos
LBDD utilizam a modelagem e analises de ligantes conhecidos, cujo perfil bioldgico e estrutural pode
ser obtido através de bancos de dados publicos e particulares, como sintese de novas moléculas. As
principais técnicas envolvem o estudo da correlacdo entre a estrutura do ligante e a atividade bioldgica
(SAR, do inglés sctructure-activity relationship), otimizando as propriedades farmacologicas das
moléculas. (12)

Posteriormente, é crucial realizar ensaios biolégicos frente ao alvo, buscando validar ou
descobrir a interacdo de um possivel inibidor. Nessa perspectiva, a clonagem molecular é uma técnica
imprescindivel que viabiliza a expressdo de genes de outros organismos em vetores controlados. A
técnica envolve uma série de etapas que envolvem isolar o DNA do organismo, selecionar e clonar o
gene de interesse, transferir o gene para uma célula hospedeira, expressar e purificar a proteina final.
(13) A proteina recombinante pode entdo ser utilizada para andlises de funcdo bioldgica,
caracteristicas fisico-quimicas e elucidacdo estrutural através das técnicas ja mencionadas. No
contexto enzimatico, ensaios de cinética sdo importantes aliados para estudar as propriedades de
interacdo de um inibidor, revelando pardmetros como poténcia, seletividade e mecanismo de inibicéo.

Logo, devido a necessidade de encontrar novos candidatos a inibidores dos parasitos
resistentes aos principais farmacos antimalaricos disponiveis, esse projeto de pesquisa teve como
objetivo a descoberta de inibidores da enzima PfPKII de P. falciparum como candidatos a hits através
da prospecgdo de cole¢bes de compostos selecionados. Foram empregadas técnicas de clonagem
molecular para obtencdo da PfPKII recombinante, aliadas a quimica medicinal no contexto da
realizacdo de ensaios de cinética enzimatica para descoberta de inibidores da PfPKII. Nesse sentido,
a triagem biologica frente a PfPKII é inovadora e pode ser utilizada para indicios do modo de agéo

no caso de ensaios fenotipicos contra o parasito.



2 MATERIAIS E METODOS

2.1  Expressao e purificacédo da piruvato quinase Il recombinante de P. falciparum

O vetor pMAL-cHT (Figura 1) contendo a clonagem da sequéncia codificante (residuos 42—
745) para a piruvato quinase Il de P. falciparum (PfPKII) foi doado pelo professor Dr. Sean Prigge
da Universidade Johns Hopkins. Brevemente, a expressdao da PfPKII se deu através da cepa de
expressdo E. coli BL21 Rosetta (DE3), em meio Luria-Bertani (LB) com adicdo do plasmideo
suplementar pRIL. As coldnias de E. coli BL21 transformadas contendo os plasmideos pMAL-cHT-
PfPKII (ampicilina resistente) e o plasmideo auxiliar pRIL (cloranfenicol resistente) foram
selecionadas e cultivadas aerobiamente a 37 °C em meio LB a 220 rpm. Ap0s atingir uma densidade
Optica em 600 nm (D.O.600 nm) de 0,6, foi adicionado 0,4 mM de IPTG para inducéo da expressao e
incubado no shaker por 16 horas a 18 °C e 220 rpm. As células foram centrifugadas e o pellet foi

congelado e armazenado a -20 °C.

ac operator

pMAL-cHT-PfPKII
8769 bp

/ TEV cut site
)

EcoRI (2728)

rmnB T2 terminator

M13 fwd
Multiple cloning site HindIII (4850)

Figura 1 - Mapa do vetor pMAL-cHT-PfPKII utilizado para expressdo da proteina recombinante. O sitio de TEV esta
representado em amarelo, na interface entre a proteina de ligagdo a maltose (MBP, lilas) e a cHT-PfPKII (azul
claro).

Fonte: Elaborada pelo autor

Para realizar a lise das células e liberar as proteinas citosdlicas, o pellet de células foi
descongelado e ressuspendido em tampdao de lise (20 mM Tris pH 7,5, 100 mM KCI, 0,2 U/mL
benzonase, 1,4 mg/mL lisozima, 0,4 mM PMSF) e lisado por sonicacdo (amplitude: 25 %; pulso
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ligado: 25 segundos; pulso desligado: 30 segundos). O lisado obtido foi centrifugado e as fracdes
soluvel e insoltvel foram submetidas & anélise por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE
12.5%) para avaliacdo dos niveis de expressao da PfPKII. As etapas de purificacdo da PfPKII
envolvem técnicas cromatograficas baseadas na construcdo do vetor, como: i. isolar a MBP-cHis-
PfPKII do clarificado pela afinidade com a resina de afinidade com a cauda de MBP (Cromatografia
de afinidade em MBP Trap 1 mL (Cytiva)); ii. clivar a proteina quimérica com a protease TEV,
liberando a tag de MBP; iii. isolar a cHis-PfPKII e TEV das remanescentes MBP através de uma
segunda cromatografia de afinidade com resina carregada com Ni 2* (Cromatografia de afinidade em
HisTrap HP 5 mL (Cytiva)); iv. Isolar a cHis-PfPKIIl sob o estado de tetramero dos estados
remanescentes através do método de gel filtracdo (Cromatografia de exclusdo molecular 16/600
Superdex 200 pg (Cytiva)). O grau de pureza da PfPKII foi determinado através de andlise de
eletroforese em gel de poliacrilamida SDS PAGE 12,5% e a concentracdo da proteina foi analisada

pelo nanodrop.
2.2  Ensaios acoplado de atividade enzimatica da piruvato quinase Il de P. falciparum

A atividade da piruvato quinase Il é medida a partir de um ensaio acoplado, padronizado
anteriormente em nosso laboratorio (14) e baseado no trabalho de Mohammadi e colaboradores. (15)
O ensaio acoplado foi composto por duas reagdes: i. a primeira reacdo consiste na reacdo de catalise
da PfPKII, que converte PEP em piruvato e ATP em ADP; ii. A segunda reacdo € realizada pela
enzima luciferase, presente no kit Kinase-Glo Plus (Promega), que converte luciferina em oxi-
luciferina e ATP em AMP. A reagéo utiliza uma luciferase modificada com a capacidade de liberar
energia na forma de luminescéncia, cujo valor é diretamente proporcional a quantidade de ATP
convertido em AMP (Figura 1) e pode ser medido utilizando um luminémetro no espectro do verde
(550 nm).

A mistura reacional do ensaio acoplado foi composta de tampdo MOPS 100 mM pH 7,3, 1,5
mM MgCl12, 1 mM B-mercaptoetanol, 0,001 % Triton X-100, 50 nM de PfPKII e concentra¢des dos
substratos PEP e ADP a serem determinadas, com volume final de 50 pL. A reagéo foi conduzida em
placas brancas de 96 pogos. A mistura sem adi¢do de PEP foi incubada a 37 °C por 20 minutos e,
apos, foi adicionado o PEP e incubou-se a reacdo por mais 20 minutos na presenca dos substratos a
37 °C. Um volume de 50 pL do reagente Kinase-Glo Plus foi adicionado e apds 5 minutos de
incubacéo realizou-se a leitura da luminescéncia a 550 nm através do luminémetro GloMax Navigator

Microplate Luminometer (Promega). A atividade da enzima foi medida com base na normalizagéo
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dos valores de luminescéncia (RLU, do inglés relative luminescence units) em relagdo a um controle

negativo de atividade (sem adicdo de substrato).

A)
ADP B
HO o 0
-0 M* o
P OH Piruvat o)
HO™ "y T\)L auinase %
PEP ATP Piruvato
B)
HO s s
T e
N N~ -OH 4 l o
T N N"Xq + Luminescéncia
@]
AMP
Luciferina Oxi-luciferina

Figura 2 - Esquema reacional do ensaio acoplado utilizado na identificacdo da atividade enzimatica da PfPKII. (A) reacéo
de catalise da PfPKII e (B) reacdo de catalise da luciferase, cuja luminescéncia resultante pode ser utilizada
como parémetro para atividade da PfPKII.

Fonte: Elaborada pelo autor.

2.3  Determinacéo da constante de Michaelis-Menten aparente (Kv”*P) da PfPKII

Para determinar as concentracdes de substrato a serem utilizadas nos ensaios posteriores, €
necessario determinar alguns parametros cinéticos da PfPKII. Para isso, utilizou-se da cinética de

Michaelis-Menten de forma adaptada, seguindo a equacgéo:

RLUméx[S]
RLU = ————— 1
KPP + [S] )

onde, RLU é a unidade relativa de luminescéncia da reacéo, [S] é a concentracao de substrato, RLUmax
é a luminescéncia relativa maxima da reagdo e Km™™ € a constante de Michaelis-Menten aparente,
que indica a concentracdo de substrato a metade da luminescéncia relativa maxima da reagéo (0,5 -
RLU,4,). O termo constante de Michaelis-Menten aparente (Km”"°) se da ao fato de que o ensaio
acoplado descrito em 2.2 da um parametro de atividade diferente da velocidade da reacéo, portanto a
cinética descrita € uma aproximacéo baseada nas equacdes deduzidas por Leonor Michaelis e Maud
Menten. (16)

Nesse contexto, a determinagdo do Km”*® foi realizada utilizando a metodologia descrita em

2.2, em que a luminescéncia sera analisada a partir da variacdo das concentracfes de substrato da
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enzima. O Ku™*? do PEP foi medido em uma concentragéo fixa de 40 uM de ADP e concentragdes
variando de 0 — 1 mM de PEP. J4 0 KPP do ADP foi medido em uma concentragéo fixa de 40 uM
de PEP e variacao de 0 — 0,25 mM de ADP. Os dados de luminescéncia foram analisados a partir de

regressao ndo linear, com auxilio do software GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc.)

2.4  Ensaio de inibigéo da piruvato quinase Il de P. falciparum

O ensaio de inibicdo da atividade enzimética da PfPKII foi realizado em presenca do candidato
a inibidor. O composto foi adicionado & mistura reacional sem PEP e incubado por 20 minutos a 37
°C. Apos, 0 ensaio seguiu conforme descrito em 2.2. A triagem bioquimica para identificacdo de
moléculas capazes de inibir a atividade da PfPKII foi conduzida através de comparacao da atividade
enzimatica na auséncia e na presenca do inibidor. Utilizou-se um controle positivo (CP) e um controle
negativo (CN). O controle positivo € composto pela mistura reacional j& mencionada e pelo PEP,
enquanto o controle negativo € composto apenas pela mistura, fornecendo o percentual de inibicdo
que foi calculado utilizando a equacéo:

o S, —CN
% Inibigdo = 100 {1 — CP—CN (2)

onde Sa é a luminescéncia da amostra testada medida a 550 nm, CN é o controle negativo e CP é o
controle positivo. Levando em consideracdo a padronizacdo realizada para 0 ensaio, 0 teste de
ndo existem inibidores conhecidos da PfPKII, definimos um minimo de 50% de inibi¢cdo para que 0s
compostos sejam utilizados na etapa seguinte de determinacdo da concentracdo inibitéria (ICsp), para
determinacdo da poténcia do inibidor. O mecanismo de inibicdo e constantes de inibicdo foram
determinadas através da analise por regressdo nao linear, com o auxilio do software GraphPad Prism
8.
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3 RESULTADOS

3.1 Expresséo e purificacdo da enzima piruvato quinase Il de P. falciparum

A expressédo da PfPKII foi realizada conforme descrito no tépico 2.1 da metodologia. A Figura
3 apresenta o gel de eletroforese SDS-PAGE 12,5% utilizado para acompanhar e identificar o grau
de pureza da enzima durante as etapas de purificacdo. A Figura 4 indica os cromatogramas obtidos

durante o processo de purificagdo nas colunas de MBP Trap, His Trap e Gel filtracao.

250 kDa
150 kDa

100 kDa
75 kDa

50 kDa

37 kDa

25 kDa

Figura 3 - Gel de eletroforese de SDS-PAGE de 12,5 % do processo de purificagdo da PfPKII. Os nimeros representam
0 processo progressivo de purificagdo de forma a se ter: 1) marcador de tamanho molecular; 2) fragdo soldvel;
3) eluicdo com 100 mM de maltose (MBP Trap); 4) elui¢do sem maltose na coluna de afinidade MBP Trap; 5)
apos clivagem com TEV e eluigdo com 260 mM de imidazol (His Trap); 6) Gel filtracéo.

Fonte: Elaborada pelo autor

A coluna 2 da Figura 3 representa a fracdo sollvel ap6s o lisado das células bacterianas
utilizadas para expressar a PfPKII, no qual é possivel observar a banda caracteristica da estrutura
MBP-cHT-PfPKII com 126 kDa. Na coluna 3 é possivel observar a purificagdo utilizando a coluna
de afinidade MBP Trap, pois a proteina de interesse se apresenta numa maior concentracdo em
comparacgdo aos contaminantes. A coluna 4 representa a lavagem da coluna com tamp&o sem maltose,
evidenciando que a proteina se liga bem na resina de MBP e ndo € eluida em qualquer condicéo,
facilitando o processo de purificacdo. Apds o processo de purificacdo com a MBP Trap, a fragdo
eluida, correspondente a coluna 3, foi incubada overnight a 4 °C com a TEV protease (MM = 40 kDa),
visto que a construcdo do plasmideo apresenta um sitio de clivagem para a TEV entre a pMAL e
CHT-PfPKII (Figura 1). Na coluna 5 observamos duas bandas mais intensas que representam a
proteina cHT-PfPKII (MM = 83 kDa) e as proteinas TEV (MM = 40 kDa) e MBP (43 kDa),

respectivamente. Foi realizada cromatografia de afinidade de niquel utilizando a His Trap (coluna 5,
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Figura 3) para aumentar o grau de pureza da amostra que interage com o niquel devido a His-tag
presente na construcdo. Por fim, cromatografia por gel filtracdo (coluna 6, Figura 3).

A banda da coluna 6 apresenta tamanho compativel com o esperado para a cHT-PfPKII. O
estado oligomérico foi confirmado através do cromatograma obtido pela gel filtracdo (primeiro pico
da Figura 4C), cujas fragdes em estado tetramérico foram selecionadas através dos tubos coletores.
Os picos seguintes ao tetramero (Figura 4C) representam os estados de dimero e monémero que, por
ndo apresentarem interesse funcional para o projeto, ndo foram coletados.

A andlise do gel de SDS-PAGE e dos cromatogramas evidenciam que 0 processo de
purificacdo da PfPKII resultou em um grau de pureza adequado para 0s ensaios cinéticos. Assim,
com a PfPKII pura, conduziram-se ensaios para avaliacdo e verificacdo dos parametros cinéticos e

triagem de compostos como candidatos a inibidores da enzima.
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Figura 4 - (A) Cromatograma com a leitura por absorbancia a 280 nm na coluna MBPTrap 1 mL; (B) Cromatograma com
a leitura por absorbancia em 280 nm na coluna de HisTrap 5 mL. (C) Cromatograma com a leitura por
absorbancia em 280 nm na coluna de gel filtracdo 16/600 Superdex 200 pg.

Fonte: Elaborada pelo autor

3.2  Caracterizagdo dos parametros cinéticos da piruvato quinase Il de P. falciparum

Uma vez que a padronizacdo do ensaio foi efetivada,a atividade enzimatica da PfPKII através
do ensaio acoplado e curvas concentracdo-resposta com PEP e ADP (Figura 5) para determinagéo do
valor do pardmetro cinético KPP (constante de Michaelis-Menten aparente, do inglés apparent) foi
realizada. Através das medidas de luminescéncia do ensaio acoplado na reacédo direta de converséo
do PEP em piruvato e ADP em ATP, foi possivel determinar os valores de Ky de (25,4 + 0,5) uM
para o PEP e de (50 + 6) uM para o ADP.
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Figura 5 - Curva concentracao resposta obtida no ensaio de luminescéncia utilizado para a determinacdo do parametro
cinético Ky da PfPKII em relagdo aos substratos (A) fosfoenolpiruvato (PEP) e (B) adenosina difosfato
(ADP), n=2.

Fonte: Elaborada pelo autor

Os valores de cinética encontrados diferem dos ja reportados na literatura para a PfPKII, com
Kwm no ensaio com PEP e ADP de (0,64 = 0,05) mM e (0,2 £ 0,1) mM, respectivamente [10]. A
diferenca de uma ordem de grandeza pode estar relacionada com o tipo de reacdo utilizada para 0s
parametros cinéticos, visto que os dados reportados por Swift e colaboradores sdo baseados em uma
reacdo acoplada de formacdo de NAD' na presenca da enzima lactato desidrogenase (LDH),
conforme a Figura 6. Nesse sentido, a diferenca entre os métodos utilizados para medir a atividade
da PfPKII é uma hipGtese a ser explorada para explicar a incompatibilidade entre os valores nos
parametros cinéticos.

Com os valores de Km™" obtidos, foi utilizada uma concentragdo comum de 40 uM para
ambos PEP e ADP no ensaio para triagem de candidatos a inibidores de PfPKII. A proximidade ao
valor de Km™" acarreta na otimizagio das quantidades de substratos utilizadas sem prejudicar a
resposta no ensaio, além da concentra¢do de 40 uM ser igual a utilizada para a triagem inicial dos

compostos, podendo ser usada para indicativos iniciais do mecanismo de inibicao.
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Figura 6 - Esquema reacional do ensaio acoplado utilizado na identificacdo da atividade enziméatica da PfPKII por Swift
e cola, 2020. (A) reacdo de catalise da PfPKII e (B) reacdo de catalise da lactato desidrogenase (LDH), cuja
oxidagdo do NADH pode ser monitorada atraves de espectrofotometria no comprimento de onda de 340 nm.

Fonte: Elaborada pelo autor

3.3 Triagem de compostos candidatos a inibidores da PfPKII com possivel atividade

antiplasmodial

A Medicines for Malaria Venture (MMV) é uma organizagdo sem fins lucrativos fundada em
1999 com o intuito de reduzir as consequéncias causadas pela malaria em paises cuja doenca é
endémica, descobrindo, desenvolvendo e facilitando a acessibilidade a novos antimalaricos efetivos
e seguros. Nesse contexto, desde sua fundacdo, a MMV auxiliou no desenvolvimento de 15 novos
farmacos que estao tratando pacientes e, até 0 momento, ajudaram a salvar a vida de mais de 3 milhdes
de pessoas. (17) A MMV disponibiliza “Open Access Boxes” (OAB) que contém compostos com
atividade antiparasitaria e antibacterial que podem ser solicitados por pesquisadores para triagem
biol6gica. Atualmente, encontram-se disponiveis para testes cinco OAB: i. The Pathogen Box; ii. The
Pandemic Response Box; iii. The Global Health Priority Box; iv. The Malaria Box e v. The Covid
Box que juntos somam 1.600 compostos. (18)

Foram triadas duas bibliotecas do MMV junto ao ensaio acoplado da PfPKII, totalizando 640
compostos. As bibliotecas testadas foram: The Pathogen Box (400 compostos) e The Global Health
Priority Box (240 compostos). A Figura 7 contém os resultados obtidos de atividade enzimatica para

a triagem inicial desses compostos frente & PfPKII, a uma concentra¢ao de 40 uM.
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Gréfico de dispersdo indicando a atividade da PfPKII frente aos compostos testados. “The Pathogen Box”
(preto) e “The Global Health Priority Box” (vermelho).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 7 -

Das triagens iniciais, 4 compostos da “The Pathogen Box” e 2 da “Global Health Priority
Box” apresentaram inibi¢ado maior que 50 % (Tabela 1). Os compostos foram selecionados das placas
para a realizacdo de uma nova triagem, em duplicata, a fim de confirmar sua inibicdo. Dos 6
compostos, apenas 0s compostos MMV020520 (65 + 7) % e MMV228911 (40 = 10) % tiveram

confirmada a porcentagem de inibicao obtida na triagem inicial (Figura 7).

Tabela 1 - Inibicdo percentual dos compostos em ponto Unico frente ao ensaio acoplado da PfPKII.

Biblioteca CISI:,"? Inibicao @ 40 uM (%)
Pathogen Box MMV020520 70
Pathogen Box MMV689709 99
Pathogen Box MMV024114 74
Pathogen Box MMV228911 52

Global Health Priority Box MMV1752548 99
Global Health Priority Box MMV1704710 99

Fonte: Elaborada pelo autor

Os compostos MMV020520 e MMV228911 foram adquiridos através da Medicines for
Malaria Venture com o intuito de confirmar a capacidade inibitéria desses compostos e de
determinacéo dos valores de ICso. No entanto, no momento da realizacdo do ensaio de confirmacéo

0s compostos ndo apresentaram inibicdo equivalente a observada previamente nos ensaios de triagem
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(ICs0 > 50 uM), sugerindo que os compostos inicialmente disponibilizados demonstraram um falso
positivo de inibicdo no ensaio.

3.4 Acido tanico como um potente inibidor da PfPKII com possivel atividade

antiplasmodial

Em 2018, Yang e colaboradores reportaram a acdo do &cido tanico (AT), um &cido
polifendlico de origem natural, como um inibidor seletivo da piruvato quinase M2 humana (PKM2),
atenuando a proliferacdo do cancer colorretal. O &cido tanico se liga alostericamente a proteina e
dissocia o tetramero, bloqueando a atividade metabdlica da PKM2. (19) Dada a similaridade
sequencial de 37 % da PKM2 com a PfPKII, adquiriu-se o AT (Sigma-Aldrich, 403040) visando
testar a agdo do composto frente a PfPKII (Figura 8A).

Atriagem inicial do AT frente a PfPKII indicou 100 % de inibicdo a 40 uM, sendo selecionado
para a subsequente determinacdo da concentracdo de AT necessaria para inibicdo de 50 % (ICso) da
atividade enzimatica da PfPKII, estimada a partir de uma curva concentracao-resposta (Figura 8B).
O valor de ICso do AT frente a PfPKII foi de (1,4 + 0,5) uM, resultado préximo do reportado contra
a PKM2 (ICsp = 1 — 3 uM), confirmando assim, a inibicdo da enzima homologa do parasita [19].
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Figura 8 - (A) Estrutura quimica do acido tanico (MM = 1701,2 g.mol™). (B) Curva de concentragio-resposta utilizada
para determinagdo do valor de ICso do 4cido tanico frente a PfPKII, n=2.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Confirmada a poténcia do AT frente a PfPKII, as atividades futuras tem como objetivo a
caracterizacdo cinetica da inibicdo da enzima pelo AT, comparando o mecanismo na PfPKII com a

PKM2 na busca de similaridades. Além disso, 0 AT apresenta atividade antiviral e antibacteriana,
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algo que pode ser explorado em um ensaio bioldgico in vitro contra o Plasmodium falciparum. Caso
a atividade antiplasmodial seja reportada, a inibicdo da PfPKII j&a é um indicio para o estudo futuro

dos mecanismos de acdo do AT contra o parasito.

3.5  Determinacdo do mecanismo de inibicdo do &cido tanico frente a PfPKII

Confirmada a poténcia inibitdria, partiu-se para o estudo do mecanismo de inibicdo do AT
frente a PfPKII. A anélise se baseou em curvas de concentra¢do-resposta com os substratos PEP e
ADP em presenca de diferentes concentragdes de éacido tanico, visando avaliar diferengas no
comportamento da curva de atividade enzimatica (Figura 9). O intuito desta analise foi determinar
qual o mecanismo de inibicdo que o AT tem com a PfPKII.

Ha dois tipos principais de inibicdo enzimatica: competitiva e ndo-competitiva. Na inibicéo
competitiva o substrato e o ligante competem pelo sitio ativo da enzima aumentando o Km aparente,
porém a velocidade méxima permanece igual, visto que grandes concentragdes de substrato superam
a inibicdo do ligante. Por outro lado, na inibicdo ndo-competitiva o ligante interage com uma regiéo
alostérica da enzima, alterando a conformacédo da enzima e diminuindo a velocidade maxima da
reacdo. O Km ndo muda neste tipo de inibicdo pois o ligante altera a capacidade da enzima de catalisar
a reacao independente da concentracdo de substrato, uma vez que a interacdo se da fora do sitio ativo.
(20)

A Figura 9 revela indicios de uma inibicdo ndo-competitiva ao observar que o plat6 das curvas
esta diminuindo a medida que a concentracdo de AT aumenta. Esse argumento é confirmado ao
analisar a Figura 10, que contém os valores de Knm*P resultantes das analises das curvas acima. Os
valores proximos de Kn”PP na auséncia e presenca de diferentes concentragdes de AT revelam que
este pode ligar-se alostericamente a enzima, ocasionando mudancas conformacionais que prejudicam
a interacdo da proteina com seus substratos. Esse resultado reforca hipoteses anteriores ja que o AT
possui um grande volume espacial em relacdo aos substratos PEP e ADP e, por sua vez, a interacéo
no sitio ativo seria de dificil acesso.

Com os resultados apontando para a inibigdo alostérica, foi levantada a hipdtese de que o
mecanismo de inibicdo do AT na PKM2 seja 0 mesmo para a PfPKIl. Na PKM2, o AT se liga de
forma alostérica ao residuo K433 e causa uma mudanca conformacional que dissocia o tetramero em
dimeros, reduzindo a atividade glicolitica da enzima [4]. No entanto, é possivel observar uma reversao

da inibicdo ao adicionar frutose-1,6-bifosfato (FBP) a reacdo. O FBP ¢ um comum ativador alostérico
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da piruvato quinase, ligando-se a enzima na medida que estabiliza sua conformacédo tetramérica e

aumenta a eficiéncia funcional.
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Figura 9 - Curva de concentragdo-resposta da PfPKII para determinacdo do mecanismo de inibicdo em relacdo a diferentes
concentracdes do &cido tanico. (A) ADP variando e PEP fixo e (B) PEP variando e ADP fixo, n=2.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 10 - Valores de Kn*"P para as curvas de concentragdo-resposta obtidas na Figura 9. (A) Kym”" com relagéo ao ADP

e (B) Ku”PP com relagdo ao PEP, n=2.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Nesse contexto, realizou-se um ensaio de suplementacdo com FBP na PfPKII para entender

se 0 mecanismo de inibi¢cdo do AT pode ser 0 mesmo para as duas enzimas. A analise da Figura 10

revela que o FBP ndo causa diferenca na inibicdo do &cido tanico e na atividade da enzima no geral,

indicando que possivelmente ndo ha regulacdo alostérica da PfPKII pelo FBP. Esse resultado

corrobora com a funcdo principal da enzima na geracdo de nucleosideos trifosfatados (NTP) dado

que a piruvato quinase | ja satisfaz a atividade glicolitica no parasito, a PfPKII pode ndo necessitar

de um ativador alostérico para essa funcao.
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diferentes concentragdes de 4cido tanico.
Fonte: Elaborada pelo autor
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4 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

A busca por farmacos antimalaricos com mecanismos diferentes dos disponiveis atualmente
é de extrema importancia para o combate a malaria. O intuito do trabalho foi encontrar inibidores
para uma enzima pouco explorada, cuja inibicdo possa trazer um modo de acdo alternativo e
especifico no parasito. Para isso, a proteina PfPKII foi inicialmente expressa e purificada utilizando
métodos de biologia molecular e cromatografia. A expressao do vetor disponibilizado pelo Prof. Dr.
Sean Prigge, contendo a sequéncia codificante otimizada para PfPKII, foi realizada de forma eficiente
e reprodutivel. Apds os processos cromatograficos, a proteina recombinante foi obtida com pureza e
funcéo bioldgica adequadas.

A determinacéo da constante de Michaelis-Menten aparente K" para ambos os substratos
PEP e ADP, confirmou que a enzima produzida de modo heter6logo era adequada para o inicio dos
ensaios bioldgicos e triagem de candidatos a inibidores. Em seguida, foram triadas duas colecdes de
compostos da MMV (The Pathogen Box e The Global Health Priority Box), totalizando 640
candidatos a inibidores. Essa etapa da pesquisa levou a identificagdo de dois compostos com inibigdo
satisfatoria (MMV020520 e MMV228911) que foram adquiridos para confirmacdo da atividade
inibitéria. Contudo, a reavaliacdo de um novo lote dos dois compostos indicou baixa atividade
inibitdria nas condi¢des de ensaio, sugerindo que a inibicdo observada inicialmente poderia ser devido
aos produtos da degradacédo das amostras na placa disponibilizada.

Devido a necessidade de um controle positivo de inibicdo, identificou-se na literatura o acido
tanico (AT) como inibidor da enzima homologa humana (PKM2). O AT foi adquirido e avaliado
contra a PfPKII, apresentando poténcia inibitoria na faixa do baixo micro molar. Posteriormente,
foram realizados ensaios cinéticos para determinar o mecanismo de inibi¢cdo do AT na PfPKII. As
analises revelaram que o &cido tanico é um inibidor ndo-competitivo em relagdo aos substratos PEP
e ADP, interagindo em um sitio alostérico na enzima. O resultado levou ao questionamento se 0
mecanismo de a¢do do AT na enzima homdloga humana seria conservado para a PfPKII. Para sanar
isso, foram realizados ensaios de suplementacdo com frutose-1,6-bifosfato (FBP) em presenca de AT,
visando observar qualquer alteracdo na inibicdo da PfPKII. Os ensaios revelaram que o FBP,
comumente um ativador alostérico de piruvato quinases, ndo alterou a atividade da PfPKII nem a
inibicdo do AT, portanto o modo de inibicdo do AT na PfPKII é diferente do j& reportado na literatura
para a piruvato quinase humana.

A elucidacéo estrutural da PfPKII é uma etapa que pode auxiliar tanto na compreensdo do mecanismo

de inibicdo do AT frente a PfPKII, quanto no processo de planejamento de inibidores através de
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ferramentas computacionais, como docagem e simulagdes de dindmica molecular. Nesse contexto,
como perspectiva de futuro, planeja-se resolver a estrutura tridimensional da PfPKII através da
cristalografia de proteinas ou com o uso da técnica de criomicroscopia eletrénica. Por outra
perspectiva, independente da elucidacao estrutural, serdo conduzidos mais ensaios biofisicos para
estudar o mecanismo de a¢do do AT na PfPKII. Outras andlises subsequentes envolvem triagens
fenotipicas in vitro do AT frente ao parasito, buscando confirmar sua atividade antiplasmodial e

correlaciona-la com a inibicdo na enzima PfPKII.
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