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RESUMO

ROCHA, A. C. S.; Triagem bioldgica de inibidores de sirtuina 2 (TcSir2rpl)
candidatos a antichagasicos. 2022. 68 f. Dissertacdo (Mestrado)- Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Séao Paulo, Sdo Paulo, 2022.

A doenca de Chagas é causada pelo Trypanosoma cruzi, e atualmente, acomete
entre 6 a 7 milhBes de pessoas em todo o mundo. A quimioterapia disponivel para seu
o tratamento se baseia apenas em dois farmacos, nifurtimox e benznidazol, com mais
de 50 anos de descoberto. Estes farmacos apresentam eficacia limitada, pois séo
pouco efetivos na fase cronica e apresentam alta toxicidade, resultando em efeitos
adversos graves. Esse panorama mostra a necessidade de novas abordagens
terapéuticas contra essa doenca. Nesse sentido, a inibicdo de vias bioquimicas
essencias para o parasita se mostram como uma boa sugestdo para identificacdo de
compostos promissores candidatos a novos agentes quimioterapicos. A sirtuina 2
(Sir2) sdo enzimas reguladoras que participam de mecanismos epigenéticos em
tripanossomatideos, e no T. cruzi possuem um papel fundamental em todos os seus
estagios evolutivos, devido a este fato, se apresentam como um alvo promissor na
busca por novos farmacos contra a doenca de Chagas. Neste sentido propomos a
busca de inibidores da Sir2 proteina 1 do T. cruzi (TcSir2rpl) que € geneticamente
validada como alvo farmacoldgico, por meio da estratégia de triagem bioldgica.
Realizou-se a expressdo da enzima recombinante por biologia molecular em um
sistema de transformacao utilizando cepa de Escherichia coli Artic Express (DE3). Foi
feita a purificacdo e a confirmacao da obtencdo da proteina recombinante se deu por
gel SDS-PAGE. Ap6s a obtencdo da enzima os parametros cinéticos foram
determinados por experimentos de fluorimetria. A triagem foi realizada para um
conjunto de 82 compostos, previamente sintetizados pelo nosso grupo de pesquisa,
como inibidores da TcSir2pl em dose Unica de 100 yM. Os ensaios foram realizados
em triplicata e em experimentos independentes. Dentre os 82 compostos testados, 20
apresentaram inibicdes maior que 50% contra a enzima TcSir2rpl, na dose de 100
MM. Dentre estes, se destacaram 3 compostos derivados de chalconas, para 0s quais
foi determinada a poténcia. O composto 1 foi 0 que mais potente, apresentando valor
de ICso de 11,65 uM, ja os compostos 3 e 5 foram menos potentes (ICso= 38,50 uM e
19,85 uM, respectivamente). Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que a
estratégia de triagem bioldgica é promissora na identificacéo de inibidores da TcSir2pl
candidatos a agentes anti- T. cruzi.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi, sirtuina 2, TcSir2rpl,
epigenética, triagem biologica.



ROCHA, A. C. S.; Biological screening of sirtuin 2 inhibitors (TcSir2rp1l) anti-
chagasic candidates. 2022. 68 p. Dissertation (Masters)- Faculdades de Ciéncia
Farmacéutica, Universidade de Sao Paulo, Sado Paulo, 2022.

ABSTRACT

Chagas disease is caused by Trypanosoma cruzi, and currently affects 6 to 7 million
people worldwide. The chemotherapy available for its treatment is based on only two
drugs, nifurtimox and benznidazole, with more than 50 years of discovery. These drugs
have limited efficacy, as they are ineffective in the chronic phase and have high toxicity,
resulting in serious adverse effects. This panorama shows the need for new
therapeutic approaches against this disease. In this sense, the inhibition of essential
biochemical pathways for the parasite proves to be a good suggestion for the
identification of promising compounds candidates for new chemotherapeutic agents.
Sirtuin 2 (Sir2) are regulatory enzymes that participate in epigenetic mechanisms in
trypanosomatids, and in T. cruzi they have a fundamental role in all their evolutionary
stages, due to this fact, they present themselves as a promising target in the search
for new drugs against Chagas disease. In this sense, we propose the search for
inhibitors of Sir2 protein 1 of T. cruzi (TcSir2rpl) which is genetically validated as a
pharmacological target, through the biological screening strategy. The expression of
the recombinant enzyme was performed by molecular biology in a transformation
system using strain of Escherichia coli Artic Express (DE3). Purification was performed
and confirmation of obtaining the recombinant protein was performed by SDS-PAGE
gel. After obtaining the enzyme, the kinetic parameters were determined by fluorimetry
experiments. Screening was performed for a set of 82 compounds, previously
synthesized by our research group, as TcSir2p1 inhibitors in a single dose of 100 uM.
Assays were performed in triplicate and in independent experiments. Among the 82
compounds tested, 20 showed inhibitions greater than 50% against the enzyme
TcSir2rp1, at a dose of 100 yM. Among these, 3 compounds derived from chalcones
stood out, for which the potency was determined. Compound 1 was the most potent,
with an ICso value of 11.65 uM, while compounds 3 and 5 were less potent (ICso= 38.50
MM and 19.88 uM, respectively). In view of the results obtained, it can be concluded
that the biological screening strategy is promising in the identification of TcSir2pl
inhibitors candidates for anti-T. cruzi agents.

Keywords: Chagas disease, Trypanosoma cruzi, sirtuin 2, TcSir2rpl, epigenetics,
biological screening.
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1. INTRODUCAO

1.1 DOENCAS NEGLIGENCIADAS

As doencas tropicais negligenciadas (DTNSs), conceitualmente, sGo um grupo
de doencas diversificadas, que atingem 149 paises em condi¢cdes tropicais e
subtropicais. Afetam mais de um bilhdo de pessoas em situacéo de pobreza, na qual
estéo sujeitas a falta de saneamento basico e expostos a vetores infecciosos (PAHO,
2021). Essas doencas podem interferir indiretamente na economia por inviabilizar os
individuos infectados, corroborando com um cenério socialmente desigual (SCOTTI,
SCOTTI; YARLA, 2018).

As DTNSs séo responsaveis por desencadear deficiéncias graves, morbidades e
levar oinfectado a morte (SCOTTI; SCOTTI; YARLA, 2018). De acordo com o
Expanded Special Project for Elimination of Neglected Tropical Diseases, 1,5 bilhdo
de pessoas estéo infectadas pelas DTNs e ainda, segundo estimativa, o nUmero de
mortes pode chegar a 500.000 ao ano. No entanto, individualmente, essas doencas
nao sao prioridades, pois ndo se destacam pelo risco de mortalidade e sim por
causarem incapacitacdes ou desfiguracdo (KLOHE et al, 2019; ENGELS; ZHOU,
2020).

A lista atual de DNTs publicada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
inclui 20 principais doengas. Sendo as infec¢des causadas por helmintos, transmitidas
pelo solo, contabilizadas em primeiro lugar, seguidas por filariose linfatica,
esquistossomose, escabiose, leishmaniose, doenca de Chagas e dengue (KLOHE et
al, 2019; HOTEZ et al, 2020). E mesmo néo sendo uma infec¢do, o envenenamento
por picadas de cobra também é considerada como uma DTN, esta se destaca como
um problema de salde em areas tropicais, has quais estimam-se que mais de 100 mil

pessoas morram por ano por esta causa (MSF, 2020).

O termo “negligenciadas”, foi dado as DNTs por ndo receberem a atencao
necessaria oriunda das industrias farmacéuticas e governos, devido a falta de
interesse e lucro (SCOTTI; SCOTTI; YARLA, 2018). Esta falta de interesse é retratado
nos dados oriundos da introducéo de farmacos na terapéutica, visto que apenas 1,3%
foram aprovados para doencas negligenciadas entre janeiro de 2012 e setembro de

2018, sendo bedaquilina para tuberculose e tafenoquina para malaria que ndo séo
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mais consideradas negligenciadas pela OMS. A tafenoquina, foi aprovada pelo Food
and Drug Administration (FDA)- agéncia regulatoria de alimentos e farmacos dos
Estados Unidos em julho de 2018 como um medicamento que promove a cura para a
maléria, infecdo causada pelo Plasmidium vivax. Ja a bedaquilina, tornou-se
comercializada em 2012 para compor a terapia combinada para tuberculose
multiresistente. Além do mais, segundo o relatorio G-Finder 2019, o financiamento
direcionado para as DNTs em 2018 foi quase 10% menor quando se comparava ao
ano de 2009 (FERREIRA; ANDRICOPULO, 2019; DNDi, 2020). Dentro ainda deste
cenario temos a Leishmaniose Visceral, doenca do Sono (tripanossomiase humana
africana) e a doenca de Chagas (tripanossomiase americana) (DC) que embora
tenham sido consideradas extremamente negligenciadas, recebem menos de 5% de
financiamento mundial em inovacfes, mesmo com o risco de mais de 500 milhdes de
pessoas estarem amaeacadas por estas parasitoses (FIOCRUZ, 2020). Dentre estas,
a doenca de Chagas nos leva a uma atencéo especial, por possuir elevados nimeros
de casos no Brasil (SONAR; KABRA; SINGH, 2018; DNDi, 2020; NHR BRASIL, 2021).

1.2. DOENCA DE CHAGAS

Segundo estimativa da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), entre 6 e 7
milhdes de pessoas estdo infectadas com Trypanossoma cruzi, agente causador da
doenca de Chagas (DC) (WHO, 2021). Ao ano, estima-se que mais de 10 mil pessoas
vao a obido devido a complica¢cBes clinicas da doenca e, aproximadamente, 75
milhdes de pessoas correm o0 risco de contrai-la, principalmente nas regides
endémicas (PAHO, 2021; WHO, 2021). No entanto, esses dados séo discutiveis visto
a falta de notificacdo pois menos de 10% dos infectados nas Ameéricas recebem o

diagnéstico e menos de 1% recebem o tratamento antiparasitario (DNDi, 2021).

A DC é encontrada principalmente em areas endémicas de 21 paises da
Ameérica Latina continental, porém o0s processos migratérios mudaram esse perfil
epidemiologico, sendo que cada vez mais séo identificados novos casos da doencga
ao redor do mundo. Devido a isso, a DC, atualmente, pode ser encontrada em paises
ndo endémicos, como Japdo, Estados Unidos, Europa e Australia (Figura 1)
(FONSECA- BERZAL et al., 2019; DNDi, 2020). Prova disso sao as estimativas

relacionadas a imigracdo, sendo que o Canada e Australia receberam 100.000 e
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80.579 imigrantes de paises endémicos, relatando 1789 e 1392 casos de infectados,
respectivamente. Destaca-se ainda ge nos Estados Unidos, pelo menos um milh&o de
pessoas possuem a DC, e no Japao ja foram confirmados mais de 3.500 casos
(GASCON; BERN; PINAZO, 2010; SARAIVA et al., 2021).

Figura 1: Distribuicao global da doenca de Chagas entre 2006-2019.

|

Fonte: Adaptado de WHO, 2020.

A principal forma de transmissao da doenca de Chagas se da por meio das
fezes infectadas do inseto Triatoma infestans (conhecido popularmente como
“barbeiro”) (COURA; VINAS, 2010). Porém, esta forma foi considerada erradicada no
Brasil em meados de 2006, quando este foi certificado pela Organizacdo Pan-
Americana da Saude/ Organizacdo Mundial da Saude (OPAS/OMS) como livre da
transmissdo da DC pelo seu principal vetor. Vale ressaltar, que esta certificagdo é
contestada por alguns autores, pois se refere apenas a transmissdo por um
triatomineo da espécie o T. infestans (FERREIRA; SILVA, 2006; SOUSA et al, 2020).
Entretanto outras vias de transmissao também sao reportadas, por meio de transfusao
sanguinea, infecgdo congénita, acidentes laboratoriais,transplante de 6rgéos, doacéo
de 6rgdo ou pela ingestdo de alimentos contaminados pelo parasita. Sendo que a
contaminacdo por alimentos € considerada como uma forma alarmante de

transmissdo em paises ndo endémicos e endémicos (SILVA- JARDIM; THIEMANN;



16

ANIBAL, 2014; SOUTO et al, 2019; MONTANARA et al, 2019; DNDi, 2020).

1.3. CICLO DE VIDA DO TRYPANOSOMA CRUZI

Durante o ciclo de vida, o T. cruzi se apresenta em quatro estagios
morfologicos: epimastigota, encontrados no liumen do intestino dos triatomineos;
tripomastigota que sao formas derivadas de células, que se espalham na corrente
sanguine do hospedeiro apés ruptura da célula infectada; amastigotas, vistas nas
células infectadas do hospedeiro; e tripomastigota metaciclico, formas infectantes

elimidas pelo inseto vetor, durante o repasto sanguineo (SALASSA; ROMANO, 2019).

O ciclo desta tripanossomiase tem seu inicio quando o inseto vetor Triatominae
(ou barbeiro), durante o repasto sanguineo, ingerem as formas tripomastigotas
derivados de células no sangue periférico do mamifero. Assim, na por¢cao média do
tubo digestorio, os tripomastigotas se replicam e diferenciam-se em epimastigotas. Ao
migrar para a porcao final do tubo digestério, os epimastigotas se diferenciam e
replicam por fissdo binaria em tripomastigotas metaciclicos, forma altamente
infectante. O processo no qual os epimastigotas se transformam em tripomastigota
metacilico é caracterizado como metaciclogénese. Nesta etapa ocorrem variadas
mudancas no parasita, incluindo o aumento de expressfes de proteinas que ajudam
no fator de viruléncia (SALASSA; ROMANO, 2019; SAAVEDRA, et al., 2020).

Ja no hospedeiro mamifero, o inicio do ciclo se da quando os triatomineos ao
se alimentarem, excretam junto com as suas fezes as formas tripomastigotas
metaciclicos, préximo ao local ferido pela picada. Ao adentrar na corrente
sanguinea, essas formas infectam macrofagos e células nucleadas se
multiplicando. Por meio da amastigogénese o0s tripomastigotas
metaciclicos se diferenciam em amastigota intracelulares. Estas formas,
amastigotas, se multiplicam por divisdo binaria e se diferenciam novamente em
tripomastigotas, as quais causam a ruptura das células e sao liberadas na corrente
sanguinea para infectar outras células, fechando o ciclo da parasitose (Figura 2)
(BERN et al, 2011; CUCUNUBA et al., 2016; SALES JUNIOR, et al., 2017;
SAAVEDRA, et al., 2020; DE- SIMONE et al., 2022).
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Figura 2: Ciclo biol6gico do Trypanosoma cruzi no hospedeiro (humano) e no Triatomineo (vetor).

Fonte: Adaptado de Centros de Controle e Prevencdo de Doencgas (CDC)
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1.4. PATOGENIA DA DOENCA DE CHAGAS

Clinicamente a DC apresenta duas diferentes fases, sendo elas aguda e
cronica. A fase aguda, em geral, tem uma duracao de até dois meses apds o contagio.
Neste periodo altas concentracdes do parasita sdo observadas na corrente
sanguinea, mas a maior parte dos infectados os sintomas sao inespecificos e leves
(oligossintomatico), ou ausente (assintomatico). Mesmo assim, 0S pacientes
sintomaticos apresentam febre, dor de cabeca, anorexia, vOmitos, diarréia,
sonoléncia, apatia, linfadenopatia, convulsdes, dores nas articulacbes e na
musculatura, mal-estar e hepatoesplenomegalia. Em alguns casos, observa-se ainda
taquicardia sinusal, bloqueio atrio-ventricular de primeiro grau, baixa voltagem da
onda QRS (despolarizacdo ventricular que ocorre em 3 fases), dentre outras
alteracdes cardiacas (TEIXEIRA et al, 2011; BERN, 2015).

Apés a fase aguda, as respostas imunolégicas controlam a multiplicacdo

parasitaria, o que reduz a presenca de T. cruzi na corrente sanguinea, e 0s sintomas
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desaparecem. A nova fase é denominada fase crénica assintomatica ou fase crénica
indeterminada, que pode durar anos ou décadas. Mesmo sem sintomas aparentes,
nesta fase, o paciente ainda pode transmitir a doenca (TEIXEIRA et al, 2011; BERN,
2015; PEREZ- MOLINA; MOLINA, 2018; ROSA et al, 2018; RIOS et al, 2019;
GARNER, 2019; PINO-MARIN et al, 2021; DNDI, 2022).

Aproximadamente 40% dos pacientes cursam para a fase cronica sintomatica
da doenca, a qual inclui, principalmente, alteracbes no sistema cardiovascular e
digestivo (BONA et al, 2018; SANTOS et al, 2021). Ha uma estimativa de 94,5% das
manifistacdes da DC crbnica esta relacionada as anormalidades cardiacas, sendo
esta a mais cmum, que podem ser arritmias, formacao de trombos, movimentacéo
dessincronizada de ventriculos e atrios, e sistema de condugdo anormal que podem
ser fatais. Ja, aproximadamente 5,5%, desenvolvem sintomas relacionadas ao sistema
digestivo, como megaesodfagoou megacolon. No entanto, parte dos pacientes podem,
ainda, apresentar ambas as manifestacdes digestivas e cardiacas simultaneamente
(TEIXEIRA et al, 2011; GARNER, 2019; HOSSAIN et al, 2020). Neste sentido, a
cardiomiopatia chagasica, por exemplo, é a principal causa de morte dos individuos
gue se encontram na fase crénica da DC. Esta complicacdo leva, aproximadamente,
7.000 pessoas a morte a cada ano, e, também, é a razdo mais comum para a
solicitacdo de transplantes cardiacos na América Latina (PEREZ- MOLINA; MOLINA,
2018; MIJARES et al., 2020; NICOLAU et al., 2021).

1.5. QUIMIOTERAPIA DA DOENCA DE CHAGAS

A quimioterapia para o tratamento da DC baseia-se, atualmente, em apenas
dois farmacos: o benznidazol, descoberto em 1974; e o nifurtimox, descoberto em
1940 (Figura 3). A producédo do benznidazol era realizada pelo laboratério Roche, mas
atualmente o Laboratorio Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE) é
resposéavel por produzir e disponibiliza-lo gratuitamente pelo Sistema Unico de Salde
(SUS), nas apresentacdes farmacéuticas de 12,5 mg e 100 mg. Ja, o nifurtimox, teve
a sua comercializacdo descontinuada no Brasil durante a década de 80 (COURA,;
CASTRO, 2002; BATISTA et al., 2018; CABRA et al, 2019).

Os dois farmacos tém eficacia comprovada, principalmente, na fase aguda da doenca e
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seus beneficios na fase cronica ainda séo questionaveis. Sua administracdo na fase aguda
€ ampla, incluindo casos de neonatos, casos de reativacdo da doenca, mulheres infectadas
em idade fértil ou pacientes cronicos de até 18 anos (KRATZ, 2019; RIBEIRO et al., 2020;
CASTRO; SOEIRO, 2021).

Figura 3: Estruturas dos farmacos antichagasicos aprovados (nifurtimox e benznidazol) e
representantes de novas classes quimicas em desenvolvimento para a doenca de Chagas.
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Fonte: Adaptado de KRATZ, 2019.

O tratamento da DC com benznidazol e nifurtimox é de longa duracao (60 a 90
dias respectivamente), o que ressalta ainda mais seus efeitos adversos, tais como:
erupcdes cutaneas, edema generalizado, mialgia, febre, distarbios gastrointestinais,
toxicidade medular e polineuropatia periférica, que normalmente resultam na
interrupcdo do tratamento. Esses efeitos adversos sao mais presentes em pacientes
tratados com o nifurtimox, quando se compara aos tratados com benznidazol (SALES
JUNIOR et al., 2017; KRATZ, 2019; MORINA-MORANT et al., 2020).

Visto isso, o benznidazol é utilizado como farmaco de primeira escolha contra
a DC em muitos paises, incluindo o Brasil (FRADE et al., 2022). Nos Estados Unidos,
por exemplo, no ano de 2017, foi aprovado pela FDA para uso pediatrico (criangas
com idades entre 2 e 12 anos) (MORINA- MORANT et al., 2020, FERREIRA;
ANDRICUPOLO, 2019). Neste contexto, embora apresente pouca taxa de cura em
adultos cronicos, o benznidazol tem sido indicado no tratamento da DC para a
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prevencgao da progresséo da doencga. Por outro lado, mesmo com os efeitos adversos
ja relatados, em agosto de 2020 o nifurtimox foi aprovado para criangas menores de
18 anos, também nos EUA (KRATZ, 2019; PAHO, 2019; MOLINA et al., 2020; FDA,
2021; WHO, 2022).

O reposicionamento terapéutico também tem sido explorado como alternativa
da busca de anti- T. cruzi para suprir as desvantagens que os farmacos atualmente
disponiveis apresentam. Um estudo investigou a administracao do itraconazol por 20
anos em pacientes chagésicos cronicos. Nestes, observou-se alteracbes cardiacas
benéficas (alteracbes eletrocardiograficas) e poucos efeitos adversos (APT et al.,
2013). Outro farmaco reposicionado como estratégia de identificar novos anti-T. cruzi
foi o antifingico posaconazol que apresentou eficacia em testes in vitro e em modelos
experimentais da doenca, mas ndo alcancou resultados satisfatorios quando testados
em humanos (RIBEIRO et al.,, 2020). Por outro lado, em ensaio clinico (fase 2)
encontra-se o E1224 (pro- farmaco do ravuconazol), que reduziu a carga parasitaria
em doses altas, mas em doses menores favorecia o0 aumento gradual do T. cruzi na
corrente sanguinea do chagasico. Assim como o fexinidazol, aprovado para doenca
do sono, atualmente encontra-se na fase 2 para DC, bem como, AN4169 e inibidores
de proteassomas como o GNF6702 (TORRICO et al., 2018; KRATZ, 2019; RIBEIRO
et al., 2021). Nesse sentido, estes cendrios ainda nos mostram incertezas em relacéo

a quimioterapia da DC.

1.6. EPIGENETICA

O conceito epigenético foi estabelecido pelo biélogo Conrad H. Waddington no
final de 1930, quando foi definido que a interatividade entre o gene e 0 meio permitem
o surgimento de fenotipos (WADDINGTON, 1942). Com o passar dos anos este
conceito foi modificando-se e atualmente resumiu-se em: “alteracdes hereditarias de
expressdo génica e/ou alteracbes de fenotipo que sdo promovidas por mecanismos
epigenéticos que ndo provocam alteragbes na sequéncia genética” (CASCORBI;
SCHWAB, 2016; NICOGLOU; MERLIN, 2017; HARVEY; CHEN; JAROSZ, 2018;
CAVALLI; HEARD, 2019). Os mecanismos epigenéticos regulam em conjunto
expressao génica celular, podendo ativar ou suprimir a transcricdo e traducdo génica,
visto que regulam o nivel de condensamento da cromatina (DAWSON; KOUZARIDES,
2012; CASCORBI; SCHWAB, 2016; HWANG; AROMOLARAN; ZUKIN, 2017).
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Os mecanismos epigenéticos mais bem elucidados e explorados na literatura sdo
as metilacbes do DNA e de residuos de citosina, alteracdo na conformacédo das
histonas, remodelacdo na cromatina e expressdes de molécula de RNA néo
codificadoras (GAYON, 2016; WERNER; KELLY; ISSA, 2018). Estes mecanismos
normalmente sdo realizados por enzimas como a DNA metiltransferases, que
catalisam a metilacdo do DNA (POH; WEE; GAO, 2016), histonas acetiltransferases,
que catalisam adicbes na histona, histona deacetilase e lisina demetilase, que
removem estas modificacdes no DNA e histonas, respectivamente ( ELHAMAMSY,
2016; VOSS; THOMAS, 2018). Dentre os processos de modificacdes epigenéticos
mais observados em tripanossomatideos, citamos acetilacdes e metilacdes de
histonas. Em particular, no epigenoma do T. cruzi, a acetilacdo (mono, di, tri) e
metilacdo ocorrem predominantemente nas lisinas e serinas da regido C-terminal da
histona H2B, e N- terminal das H3 E H4 (PICCHI et al., 2017).

O ciclo de vida do T. cruzi € complexo, exigindo modificacbes nas vias
metabdlicas e alterac6es morfologicas, para garantir sua sobrevivéncia nos diferentes
ambientes ao qual é exposto. Assim, a identificacdo destas vias metabdlicas que
podem ser essencias ao parasita se tornam interessantes (LEPESHEVA, VILLALTA,
WATERMAN, 2011; WEISBARTH et al., 2018). A epigenética é reconhecida como
reguladora da expressao génica destes processos parasitarios, e vem se destacando
como uma area promissora na busca por novos alvos moleculares. Nestes
organismos, a regulacao epigenética causa diferenciacbes no perfil antigénico, e
permitem que 0S mesmos escapem do sistema imune dos hospedeiros, acoes
farmacolégicas e dos demais efeitos adversos, como estratégia de defesa
(SULLIVAN, NAGULESWARAN, ANGEL, 2006). Portanto, enzimas reguladoras
epigenéticas, que participam destes mecanimos, se tornam alvos interessantes para
o desenvolvimento de farmacos anti- T. cruzi. Dentre elas a sirtuina 2, proteina do T.
cruzi (TcSir2rpl) relacionada aos processos evolutivos do parasita, se destacou como
um alvo promissor (GASPAR et al., 2018; MONALDI et al., 2019).

1.7. SIRTUINA 2

Os mecanismos de acetilacbes sdo considerados os principais controladores
das atividades das proteinas por meio das modificacbes pos-traducionais (RELIGA;
WATERS, 2012). Estas modifica¢Bes sao realizadas por duas familias de enzimas: as
lisinas acetiltransferases (KATs) e as lisinas deacetilases (KDACs). As KATs
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transferem a acetil-coenzima A para o residuo interno de lisina das proteinas
substrato. As KDACs podem ser zinco-dependentes e divididas em trés classes |, Il e
IV; enquanto a reguladora de informacéo silenciosa 2 (silent information regulator 2)
ou sirtuinas sdo uma familia de proteina da classe lll, dependentes de NAD*
(HASSEL, 2019; WANG et al., 2019). SON et al., 2021).

Para iniciar sua acao, as sirtuinas catalisam a clivagem da ligacéo glicosidica
entre nicotinamida e ADP-ribose de NAD™, ocorrendo a transferéncia do grupo acetil
de lisina para ADP-ribose, resultando na lisina deacetilada, nicotinamida e 0 2’- e 3'-
O- acetil-ADP-ribose (Figura 4) (GASPAR et al., 2018; ZHOU et al.,2018; GOMES et
al., 2021).

Figura 4: Esquema do mecanismo da deacetila¢do da sirtuina 2.
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Fonte: Adaptado de GOMES et al., 2021.

As Sir2 estdo presentes em todos os reinos da vida, desde bactérias até seres
humanos e demonstram ser pro- sobrevivéncia em parasitas (LI et al., 2015; HU;
ZHENG, 2018; MONALDI et al., 2019). A deacetilacdo é a funcdo mais bem
compreendida da enzima, porém algumas sirtuinas removem outros grupos como:
acilas como, o succinil, glutaril, acil graxo de cadeia longa e malonil (CARAFA et al.,
2016; DAl et al., 2018). A fungéo dessa enzima esta sendo bem avaliada em estudos
sobre envelhecimento e estdo relacionadas a véarias doencas como o cancer, 0
Alzheimer, distlrbios neurodegenerativos e diabetes tipo Il. A Sir2 tem um amplo
papel em diversos processos celulares do organismo, como o silenciamento génico,
organizacao de microtubulos, reparo do DNA, regulacéo do ciclo celular, estabilidade
do genoma, autofagia e na sobrevivéncia e crescimento parasitario (VEIGA-
SANTOS et al., 2014; RELIGA; WATERS,2012; MORETTI et al., 2015; CARAFA et
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al., 2016; DAI et al., 2019; MONALDI et al., 2019).

A validacéo do alvo bioquimico é uma etapa essencial na descoberta de novos
farmacos, que em sua maioria, sao inibidores que bloqueiam a funcdo de uma
proteina-alvo. Estudos validaram a Sir2 de alguns parasitas como alvos promissores
na busca de candidatos a farmacos. Essas validacdes foram realizadas por modelos
experimentais utilizando parasitas Knockout e, também, por inibicdo desta proteina.
(SMITH, 2003; GOMES et al., 2021).

Neste sentido, verificou-se, por meio de ensaios de dele¢des, que a Sir2 é
essencial para L. infantum, pois em sua auséncia (LiSir2rpl) o parasita ndo sobreviveu
(RELIGA; WATERS, 2012; MITTAL; MUTHUSWAMI; MADHUBALA, 2017; GOMES
et al, 2021). J4 em S. mansoni (SmSir2) a validacdo ocorreu apos resultados
satisfatorios utilizando uma série de pirimido [4,5-d] pirimidina (MONALDI et al., 2019).
Em T. cruzi, estudos apontaram que inibidores de sirtuina contra TcSir2p3, afetaram
o crescimento e viabilidade de epimastigotas, além de controlar a infec¢ao parasitaria
in vivo. (MORETTI et al., 2015).

A validacéo genética para a TcSi2rp1l foi realizada por Gaspar e colaboradores,
para melhor avaliar o papel da proteina no T. cruzi e o seu grau de infectividade.

Inicialmente o gene da TcSir2rpl foi inserido em um vetor de superexpressao
pTcINDEX, e logo ap0s esta etapa, ocorreu o nocaute sequencial do mesmo. Neste

mesmo trabalho, foi investigado a agdo dos derivados de bisnaftalimipropil (BNIP)
frente a TcSir2rpl in vitro (Figura 5). O composto BNIP Espermidina (BNIPSpd)
apresentou atividade semelhante ao benznidazol contra amastigotas, forma evolutiva
clinicamente importante (GASPAR et al., 2018). Vistos os estudos realizados em Sir2

de T. cruzi, ambas sdo essenciais para a sobrevivéncia do parasita.
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Figura 5: Estrutura dos inibidores de sirtuinas relatados, sirtinol, derivados de bisnaftalimipropil

cambinol e salermina.
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Fonte: Adaptado de GOMES et al 2021.

Embora as Sir2 estejam presentes em todos os ciclos evolutivos de T. cruzi, a
TcSir2rpl (localizada no citoplasma) é mais expressa em amastigotas e
epimastigotas. Est4 envolvida em processos de diferenciacdo entre os estagios no
ciclo de vida parasitério, e garantem também a invasdo em células hospedeiras
(Figura 6). J& TcSir2rp3 (localizada na mitocondria) sdo amplamente expressos em
epimastigotas e tripomastigotas. E quando sdo superexpressas garantem o
desenvolvimento, proliferacdo do parasita na célula hospedeira e, também, sdo
consideradas fundamentais para a sobrevivéncia do parasita, reforcando a diretriz a
se considera-la como um alvo promissor anti- T. cruzi (RITAGLIATI et al., 2015;
MORETTI et al.,2015; MITTAL; MUTHUSWAMI; MADHUBALA, 2017; BASTOS et al.,
2019; GOMES et al., 2021).

Figura 6: Esquema dos processos nas quais as enzimas TcSir2rpl e TcSir2rp3 estdo envolvidas no

Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Além disso, analises filogenéticas demostraram que embora a TcSir2rpl esta
relacionada a SIRT2 e SIRT3 humanas. A SIRT2, apresenta apenas 29% de
identidade com a enzima parasitaria (TcSir2rpl), j& em relacdo a SIRT3, esta
apresenta 24% de identidade com a TcSir2rpl. Desta maneira, visto a baixa
similaridade/ identidade acredita-se que este alvo seja adequado na busca de
compostos inibitérios como promissores anti- T.cruzi (SOARES et al., 2012; HAILU et
al, 2017, BASTOS et al., 2020; GOMES et al., 2021).

1.8. TRIAGEM BIOLOGICA AUTOMATIZADA EM LARGA ESCALA (HTS - HIGH

THROUGHPUT SCREENING)

Uma das metodologias que tém se destacado para obtencdo de novas
substancias bioativas € a triagem bioldgica de alta demanda (HTS- high throughput
screening). Caracterizada por ensaios com um grande nimero de compostos quimicos,
oriundos de fontes conhecidas, frente a alvos selecionados. Essa estratégia permite a
identificacdo de moléculas ativas e possibilita descoberta de novos hits. Sua aplicacéo
trouxe ao universo farmacéutico, avancos tecnoldgicos e cientificos, emdecorréncia da
capacidade de analisar centenas ou até milhdes de compostos diariamente
(FERREIRA; OLIVA; ANDRICOPULO, 2011; ALLAN; STOJDL; SWIFT, 2016; KEMPA
et al., 2018; MALINOWSKA et al., 2022).

Embora seja considerado um método promissor, limitacdes séo identificados,
como o surgimento de falso-positivos nos ensaios bioquimicos de inibicdes
(FERREIRA et al.,, 2010; CARAUS et al., 2015). Nesse sentido, muitos hits
selecionados podem néao ter acdo por meio de inibicdes classicas, e podem estar
relacionados a artefatos devido a metodologia escolhida, tais como: (alta fluorescéncia
e/ou absorbancia), agregacdes, ou inibicdes promiscuas. Devido a isto, apos as
triagens iniciais € necessario realizar ensaios secundarios para a confirmacdo de
resultados, trazendo confiabilidade e robustez na sele¢cdo dos compostos promissores
(Figura 7) (FERREIRA; OLIVA; ANDRICOPULO, 2011; GENICK et al.,, 2014
HOLENZ; STOY, 2018).



Figura 7: Esquematizacao do funcionamento da triagem biolégica de alta escala (HTS).
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Fonte: Adaptado de: FERREIRA; OLIVA; ANDRICOPULO, 2011.
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A estratégia de HTS tem utilizagdo mais abrangente do que apenas como

ferramenta para triar compostos (ENGEL et al., 2010).

Diante disto, nos baseamos nesta metodologia para desenvolver a triagem

biolégica da biblioteca de compostos LITEC (Laboratério de Integracao entre Técnicas

Experimentais e Computacionais no planejamento de Farmacos (FCF/USP). Esse

estudo foi realizado por fluorimetria em um leitor de placa com o objetivo de selecionar

novos hits inibidores da Sirtuina 2 de T. cruzi (TcSir2rpl) (Figura 8).

Figura 8: Esquema da triagem biolégica de compostos da biblioteca LITEC frente a enzima de

sirtuina2 (TcSir2rpl).
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27

2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Triagem biolégica para identificacdo de compostos inibidores da enzima Sirtuina

2 do Trypanossoma cruzi (Sir2) como candidatos a farmacos anti- T. cruzi.

2.2. ESPECIFICOS

e Expressar e purificar TcSir2rp1;

e Padronizacdo dos ensaios de inibicdo enzimatica;

¢ Realizar ensaios em dose Unica de 100 uM da colecdo de compostosdo Laboratério
de Integracdo entre Técnicas Experimentais e Computacionais (LITEC) contra a
TcSir2rpl;

e Determinacao da poténcia (ICso) de compostos selecionados.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. EXPRESSAO DA PROTEINA RECOMBINANTE TcSir2rpl

O gene que codifica a sequéncia da proteina TcSir2rpl foi clonado no plasmideo
pET24a_TcSir2rpl(+) (Novagen®) com cauda de poli-histidina (6xHis) na porcéo C-
terminal para auxiliar na purificagdo, utilizando a resina de niquel Ni-NTA. O plasmideo
pET24a_TcSir2rpl foi transformado por choque térmico, isto é, (30 minutos no gelo,
40 segundos a 42°C e em 5 minutos novamente no gelo) em cepa de Escherichia coli
Artic Express (DE3) que possui 2 chaperonas (Cpn60 e Cpnl0) que auxiliam o
enovelamento da proteina recombinante. As células transformadas foram incubadas a
37°C em meio Luria-Bertani (LB) com 30 pg/ml de canamicina, sob agitacédo de 150
rpm, até atingir densidade 6tica de 0,6 a 600nm. Apds esta etapa, a expressao foi
induzida adicionando uma concentracao de 0,8mM de Isopropil B-galactopiranosideo
(IPTG) (Termo Fisher Scientific) e as células foram incubadas a 12°C, sob agitacdo
de 200 rpm por 16 horas. Em seguida as células foram centrifugadas sob agitacao
6000 rpm, a 4°C por 30 minutos, e entdo separadas do sobrenadante, passando para

as etapas de purificacao.

3.2. PURIFICAQAO DA PROTEINA RECOMBINANTE TcSir2p1

A purificacdo iniciou-se apds a ressuspensédo do pellet de bactérias, obtido da
expressdo (item 3.1), em tampéo de lise (200mM Nacl, 5% glicerol, 5 mM 2-
mercaptoetanol em tampao HEPES 25mM 0,5 mM PMSF, 1 mg/ml lisozima, pH 7.5).
As células foram lisadas imersas em gelo por sonificacdo (5 pulsos de 12s com
intervalos de 50s em amplitudes de 30% em Brason Sonifier 250 (Branson
Instruments, Stanford, US). O lisado soluvel foi separado por centrifugacdo e o
sobrenadante foi adicionado em resina de niquel Ni- NTA (agarose) 1:0.1, sendo essa
mistura incubada por 5 minutos. Apos esse periodo, a resina foi lavada 5 vezes com
tampao de lise contendo concentracbes de 20 mM, 40 mM, 60 mM e 300mM
deimidazol para remover as proteinas contaminantes. A segunda etapa da
purificagdo consistiu-se em cromatografia de troca ibnica utilizando uma coluna
MonoQ 5/50 equilibrada em tampao Tris-HCI 50 mM pH 7.2 (tampédo A) sob um
gradiente linear de 0 — 100% de tampéao B (tampéao A acrescido de 1M NaCl) durante
25 volumes de coluna. As fragbes de pico contendo a proteina purificada teve seu

tampé&o trocado pela 25mM Tric-HCI, pH 8 com 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl e 1 mM
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MgCI2 usando uma coluna HiTrap Desalting (GE Healthcare). As fracdes contendo
proteina pura foram reunidas e a proteina foi concentrada para 1 mg/mL.

A determinacéo da concentracao da proteina purificada foi realizada por meio
do meétodo do acido bicinconinico (BCA 4,4'-dicarboxi-2,2'-biquinolina). Esta
metodologia se baseia na reducdo de Cu?* em Cul* em meio alcalino originado das
proteinas desnaturadas apds serem submetidas a temperatura de 60°C por 7
minutos. A deteccdo do Cu'* complexado com BCA é detectado por absorbancia. A
reacao resulta em uma coloracdo purpura, sendo que uma maior concentracao
proteica se da por maior intensidade de cor. A leitura da absorbéancia foi realizada a
562 nm. Avaliacdo da purificacao foi feita por meio gel de poliacrilamida dodecil sulfato
de sodio (SDS-PAGE) (LAEMMLI, 1970; WALKER, 2002).

O processo de obtencéo da proteina foi realizado com o auxilio do Dr. Vitor
Medeiros Almeida e do doutorando Felipe Akihiro Otsuka do Instituto de Quimica-USP

sob orientacadodo Prof. Dr. Sandro Roberto Marana.
3.3. ESTUDO CINETICO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA TcSIR2rp1

A atividade enzimatica foi determinada por método de fluorimetria. A
fluorescéncia medida se d& a partir da hidrélise do substrato peptidico sintético (Abz-
Gly-Pro-acetil-Lys-Ser-GIn-EDDnp (Amino Tech)), o qual, em um primeiro momento,
€ deacetilado pela enzima (TcSir2rpl) e posteriormente clivado por tripsina (MORETTI
et al. 2015).

A reacdo enzimatica ocorre em duas etapas, sendo a primeira caracterizada
pela acdo da TcSir2rpl, que deacetila o substrato peptidico sintético Abz-Gly-Pro-
acetil-Lys-Ser-GIn-EDDnp, que possui um grupo fluorescente (Abz, acido orto-
aminobenzdico) e um grupo apagador (EDDnp, N-[2,4-dinitrofenil] etilenediamina), e
a segunda etapa, consiste na adicdo da nicotinamida (Sigma-Aldrich) e tripsina
(Sigma-Aldrich). A nicotinamida bloqueia a rea¢do enzimatica, jé a tripsina, hidrolisa a
ligacdo entre Pro-Lys do substrato peptidico sintético, o que resulta na liberacédo do
grupo fluorescente. Dessa maneira, a deteccdo da fluorescéncia é diretamente
proporcional ao aumento da atividade enzimética da TcSir2rpl e a sua diminuigéo foi
consequéncia da acao dos inibidores na reacdo (MORETTI et al. 2015).

Os experimentos de determinacdo das constantes enzimaticas (Km) dos dois
substratos (substrato peptidico e NAD*) foram realizadas para a padronizagdo do

ensaio de inibicdo. O objetivo desta etapa foi determinar as concentracfes adequadas



30

de ambos substratos.

Toda a padronizagdo do ensaio foi realizada mantendo a concentracdo da
TcSir2pl em 1 pM. Para a determinacdo do (Km) do substrato peptidico fixamos a
concetracdo do NAD+ em excesso. Assim como, para identificar o Km do NAD* foi
fixado a concentracdo do substrato peptidico em excesso. O volume final da reacéo
foi de 100 pL.

A placa foi incubada e monitorada por 1 hora a 37 C°, sendo que o ponto foi
lido a cada 8 minutos, sendo os tempos: 5, 13, 21, 29, 37 e 45, 53, 60 minutos. A
reacao foi interrompida no pocgo referente a cada ponto de leitura pela adicdo do
tampao da enzima (25 mM Tris-HCI pH 8,0, 137 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 1 mM MgCl2)
contendo 4 mM de nicotinamida e 0,2 mg/mL de tripsina. A placa foi lida
imediatamente, em um comprimento de onda de 320 nm para excitacdo e 420 nm para
emisséo no leitor de placas SpectraMax M2 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA)
na temperatura de 30 C°.

O Kw foi calculado com base na equacédo 1, onde V é a velocidade inicial da
reacdo. Vm € a velocidade maxima atingida na reacao, [S] é a concentracdo do
substrato e Km € uma medida da afinidade da enzima pelo subtrato.

Vm. [S]
Km+ [S]

V=

Equacaol

3.4. ENSAIOS DE INIBICAO DA TcSir2rp1

Os ensaios de inibicdo enzimética da TcSir2rpl foram realizados com base no
protocolo de MORETTI e colaboradores, 2015 e adaptado em nosso grupo de
pesquisa. Desta maneira, 0s ensaios de inibicdo foram realizados nas seguintes
condi¢cbes: em placa preta de 96 pocos (Costar®/ Black) foi adicionado uma solugéo
do composto candidato a inibidor, sendo sua concentracdo final de 100 uM.
Sequentemente, é adicionado o tampéo da da enzima (25 mM Tris- HCI pH 8.0, 137
mM NaCl, 2.7 mM KCI, 1 mM MgCI2), contendo 1 uyM da TcSir2rp1 e 50 uM

NAD+(Sigma- Aldrich). Em seguida, foi adicionado o tampao da enzima contendo 10
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MM do Abz-Gly- Pro-acetyl-Lys-Ser-GIn-EDDnp. O volume final da reacéo foi de 100
ML, com uma concentracédo final de DMSO no ensaio de 4%.

A placa foi incubada por 17 minutos a 37 C°. Apés a incubacéo, adicionou-se
tampéo contendo 4 mM de nicotinamida e 0,2 mg/mL de tripsina. A placa foi lida em
um comprimento de onda de 320 nm excitagdo e 420 nm de emissdo em leitor de
placas SpectraMax M2 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA) a temperatura de 30
C° (Figura 9).

A atividade da enzimatica TcSir2rpl foi verificada indiretamente pela diferenga
da fluorencéncia obtida pela clivagem do substratado e o controle. Os ensaios foram
realizados em triplicata e a atividade enzimatica obtida em porcentagem, bem como
seus desvios padréao.

A avaliacdo da inibicdo enzimatica frente aos compostos do LITEC foi realizada
inicialmente em dose Unica de 100 uM. Para o controle negativo em todos 0s ensaios
foi utilizado 5 yL de DMSO, sendo a concentracdo final no ensaio de 5%, em

substituicdo ao composto.
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Figura 9: Visao geral do ensaio biolégico com a TcSir2rp1 in vitro.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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3.5. DETERMINAGAO DE POTENCIA (ICso) DE INIBIDORES DE TcSir2rpl

A determinacdo de poténcia foi realizada para trés chalconas que se
destacaram nos ensaios de dose uUnica. Para isso, foram efetuados ensaios com
diferentes concentracdes dos compostos seguindo protocolo descrito anteriormente.
O ICso foi calculado com base na equacao 2, onde [l] € a concentragdo do inibidor e
ICso0 corresponde a dose capaz de inibir 50% da atividade da TcSir2rpl:

% Inibicao = 100
1+([1]/1Cs0

Equag¢ao 2

3.6. BIBLIOTECA DE COMPOSTOS

Os 82 compostos utilizados neste estudo foram sintetizados e caracterizados
no Laboratorio de Integragdo entre Técnicas Experimentais e Computacionais da
FCF-USP, sendo que todos apresentaram mais que 95% de pureza (GATTI, 2015,
2018; VITAL, 2013). Todos os compostos foram armazenados em uma solucéo
estoque de DMSO (10 mM) a -20°C.

4. ANALISES ESTATISTICA

Os valores de inibicédo obtidos para os 82 compostos triados foram submetidos
a analises no software Microsoft Excel, o que possibilitou o calculo da porcentagem
da atividade enzimatica da TcSir2pl em dose Unica de 100 puM. Todos o0s

procedimentos foram realizados em triplicata.

Os derivados da classe das chalconas que se destacaram na dose de 100 uM,
foram submetidas a determinagédo de poténcia. Sendo o valor do ICso obtidos por

calculo de regressao nao linear no programa software Prism GraphPad 7.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. EXPRESSAO E PURIFICACAO DA PROTEINA TcSir2rpl

A etapa de expressdo da proeteina TcSir2rpl foi realizada em sistema
heterdlogo, E. coli ArticExpress (DE3). Nesta cepa, continha uma copia da T7 RNA
polimerase que na presenca de IPTG, foi induzido a expressdo. Para garantir a
selecéo das culturas modificadas, utilizou-se 30 ug/ml de canamicina. Desta maneira,
a T7 RNA polimerase se ligou ao sitio promotor T7 do plasmideo pET24a_TcSir2rpl(+),
0 que permitiu a expressao da proteina do estudo. A presenca das chaperonas Cpnl0
e Cpn60, no sistema de expressdo, foi essencial para a etapa de purificagdo e
aumentando o rendimento da TcSir2rpl (GRASLUND et al., 2008). Por meio da
sonificacdo, as células foram lisadas. O material resultante do lisado celular foi
centrifugado por 30 minutos, para assegurar que os dentritos celulares e fracdes
insolaveis fossem separados do sobrenadante (fracdo soltvel), na qual continha a
proteina TcSir2rpl.

Para facilitar a purificacdo utilizou-se a cromatografia de afinidade, que
interagiu com a cauda de poli-histidina (6xHis) na por¢do C-terminal do gene, nesta
etapa do processo. Dessa maneira, a proteina marcada com His foi purificada por
resina de alta afinidade, contendo esferas de agarose magnéticas de Ni-NTA. Assim,
as esferas ligadas a proteina do estudo foram lavadas cinco vezes com tampéao de
lise contendo 20 mM 40 mM, 60 mM e 300 mM de imidazol, no qual permitiu a
separacdo das proteinas contaminantes da TcSir2rpl (GUTIERREZ et al., 2018;
WANG et al., 2020). Além disso, devido a utilizacdo da cepa com chaperonas, foi
necessario adicionar mais uma etapa de purificacdo, a cromatografia de troca i6nica
em coluna MonoQ ® 5/50 com gradiente de 0 - 1 M de NaCl. A MonoQ ® 5/50, é uma
coluna anibnica, isto é, contém carga positiva o que possibilita a agregacdo de
proteinas de cargas negativas. Foi utilizado tampéo de NaCl a 1M para purificacédo da
proteina de estudo por cromatografia de troca ibnica. Assim, os ions de CI- deslocam
a TcSir2rpl da coluna MonoQ, em tempo diferente das impurezas que tinha menor ou
maior afinidade com a coluna. O produto da purificacdo foi analisado em gel SDS-
PAGE o qual apresentou uma banda no peso molecular de 41 kDa, semelhante ao
peso teorico de aproximadamente 39 kDa (Figura 10) da TcSir2rpl. Esse resultado

nos da indicativa da obtenc¢&o da proteina em questéo.
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Figura 10: Analise das etapas de purificacdo por SDS-PAGE da proteina recombinante TcSir2rpl.
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As setas laranjas indicam a proteina recombinante com o peso molecular de aproximadamente 41 kDa.
As setas azuis sdo os padrdes de peso molecular. Figura 10 A: Da esquerda para a direita 1) padréo
de peso molecular, 2) nada adicionado, 3) sobrenadante do lisado, 4) fracdo que ndo adsorveu a resina
de niquel Ni-NTA, 5) primeira fracdo da eluicdo com tampao contendo 20 mM imidazol, 6) segunda
fracdo da eluicdo com tamp&o contendo 40 mM imidazol, 7) nada adicionado, 8) primeira fragdo da
eluicdo com tampé&o contendo 300 mM imidazol, 9) segunda fracdo da eluigdo com tampéo contendo
300 mM imidazol. Figura 10 B:da esquerda para a direita 1) padrdo de peso molecular, 2 - 4) primeiras

fracdes eluidas da coluna MonoQ de troca idnica, 5— 9) fragbes contendo os picos de absorbancia.

5.2. ESTUDO CINETICO DA ENZIMA TcSir2rpl

Os experimentos para determinagdo da constante de Michaelis-Menten da
TcSir2rpl e seus respectivos substratos, foram feitos em triplicata com a colaboracgéo
do Dr. Vitor M. Almeida e do Prof. Dr. Sandro R. Marana do IQ-USP. Estes foram
realizados com o intuito de estabelecer condicbes necessarias para os ensaios de
inibicdo. A determinacdo das constantes cinéticas se deu mantendo a concentracao
da TcSir2rpl em 1 pM. Para o substrato peptidico, a concentragdo do NAD™ foi
mantida em excesso (600 uM), enquanto a do substrato peptidico variou entre 5 yM e
250 M, em um total de 7 concentrac¢des. Para a constante do NAD™, a concentragéo
do substrato peptidico foi de 500 uM, e a do NAD+ variou entre 25 yM e 400 pM, total

de 8 concentragOes (Figura 11).
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Figura 11: Determinacédo do Km do substrato peptidico e do NAD*.
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Curva hiperbdlica da velocidade da reagéo pela concentracao dos substratos. A) Gréfico referente a
determinacédo do Km do substrato peptidio; B) Gréfico referente a determinacdo do Km do NAD*. Todas
as leituras foram feitas em triplicata. Os parametros cinéticos foram calculados utilizando o programa
GraphPad Prism 7.0 por meio da regressdo néo linear e a escolha da op¢éo cinética da enzima
Michaelis-Menten.

Fonte: Elaborada pela autora.

Conforme a disponibilizagéo dos substratos no meio reacional, foi observado o
aumento da velocidade da reagéo. O valor do Km obtido para o substrato peptidico e
o NAD* foram Kuw =12 = 12 uyM (r’= 0,92) e Ky =106,9+ 9,1 uM (r’= 0,97),
respectivamente (Figura 11 A-B). O modelo cinético proposto por Michaelis e Menten
em 1913, é o mais utilizado para a representacdo da hipérbole visualizada (Figura 11).
O Vwm € a velocidade maxima, na qual a enzima se encontra saturada pela alta
concentragdo dos substratos. J& o Kwv, é conhecido como a constante de Michaelis,
que é a concentracdo de substrato necessaria para que a metade da velocidade
maxima da reacdo seja atingida. Dessa maneira, quanto menor for o Km, maior € a
afinidade da enzima pelo substrato testado.

Os resultados destes experimentos para o0 Km do substrato peptidico e NAD*
foram utilizados para a determinacéo das suas concentragdes nos ensaios de inibicao
enzimatica. De acordo com os resultados obtidos, este parametro foi escolhido
visando o seguinte ponto: concentragcdes que evitasse com que a enzima se
encontrasse saturada no meio reacional. Desta maneira, foram estabelecidos: 10 uM

e 50 uM para o substrato peptidico e NAD", respectivamente.
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5.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DE TcSIR2RP1

Para a avaliacdo da atividade enzimatica, investigamos a influéncia dos

componentes do ensaio na fluorencéncia. Assim, realizamosexperimentos em

diferentes condi¢bes (Tabela 1):

Tabela 1- Representacdo do ensaio bioldgico com ou sem 0s componentes.

Teste 1 TcSir2rpl| Tampao [NAD* Substrato | Tripsina | Nicotinamida
Peptidico

Teste 2 X Tampéo NAD* Substrato | Tripsina | Nicotinamida
Peptidico

Teste 3 TcSir2rpl| Tampéao X Substrato | Tripsina | Nicotinamida
Peptidico

Teste 4 TcSir2rpl| Tampéao [NAD* X Tripsina | Nicotinamida

Teste 5 TcSir2rpl| Tampao [NAD* Substrato X
Peptidico Nicotinamida

Teste 6 TcSir2rpl | Tampéao [NAD* Substrato Tripsina X
Peptidico

Todos estes ensaios foram realizados nas mesmas condi¢des do item 3.4. Todos estes ensaios foram
feitos sem a adi¢&o de inibidores.

Cada componente que constitui o ensaio enzimatico foi testado
separadamente, a fim de identificar o seu comportamento sob a condicdo de
fluorescecia em 320 nm de excitacdo e 420 nm de emissao, e consequentemente
identificar a sua influéncia no meio reacional. Os resultados obtidos confirmaram que
a reacdo da enzima TcSir2rpl ocorre somente no Teste 1 (Tabela 1), pois foi possivel
visualizar uma fluorescéncia mais intensa quando comparadas aos outros pogos.
Comprovando que os outros componentes ndo emitem fluorescéncia nas condigdes
testados, diminuimos entéo a incidéncia de falsos resultados e, consequentemente, a
robustez do meétodo. Na figura abaixo, o grafico demonstra os resultados dos testes

da tabela 1 (Figura 12).
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Figura 12: Atividade enzimatica e fluorescéncia detectada apenas na presenca da TcSir2rpl.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Para determinacdo do tempo de incubacdo do ensaio foi avaliado a atividade
enzimatica da TcSir2rpl em funcédo do tempo. Desta maneira, a atividade da TcSi2rpl
foi monitorada em intervalo de 0 a 57 minutos (0, 2, 10,17, 25 e 33, 41, 49 e 57
minutos). O grafico da atividade enziméatica em funcéo do tempo, indica a saturacao
da atividade enzimatica, linearidade, ou seja, deacetilacdo total do substrato pela
TcSir2rpl (Figura 13 A). No gréfico 13 B, observa-se o periodo de reac¢do inicial, sendo
que aos 17 minutos, a velocidades da reagdo se manteve linear (r’>= 0,99). Assim,
determinou-se o tempo de 17 minutos para a incubacdo do ensaio de inibicéo,

evitando a saturagéo da TcSir2rpl no meio reacional (Figura 13 B).

Figura 13: Curva de atividade enzimética em fungéo do tempo e determinag&o do tempo de incubagéo.
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Figura A: Atividade enzimatica de TcSir2rpl em fungdo do tempo. Figura B: Plotagem do periodo inicial da reacéo,
indicando a linearidade na velocidade.

Fonte: Elaborada pela autora.

5.4. PADRONIZACAO DA CONCENTRACAO DA TcSir2rpl
A padronizacao da atividade enzimatica € essencial para que possamos seguir

com Novos ensaios, desta maneira, este experimento é repetido rotineiramente apos
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a producéao e purificacdo de novas amostras da enzima recombinante TcSir2rpl, visto
a necessercidade de se confirmar atividade e concentracdo a ser utilziada. Portanto,
realizamos 0 mesmo experimento de atividade enzimatica, sem inibidores, testando a
concentracéo da enzima TcSir2rpl em 0,125 yM, 0,253 pM, 0,500 pM e 1 uM) (Figura
14). Os testes com a enzima recentemente purificada nas concentragdes de 0,125 yM
e 0,253 uM (verde e azul) mostram atividades enziméaticas menores comparados com
a atividade enzimatica mensurada na Figura 13-A até o tempo de 17 minutos. A
enzima na concentracao de 0,500 yM (amarelo) foi a que obteve atividade semelhante
comparada com a referéncia (Figura 13-A), portanto usamos a enzima nesta
concentracdo para 0s proximos ensaios enzimaticos. A enzima na concentracao de 1
MM (roxo) apresentou um aumento de atividade enzimatica incompativel de acordo
com a atividade da amostra de referéncia, por isso nao foi usada. Com os testes
iniciais de atividade enzimética, melhoramos a reprodutividade dos resultados de
inibicdo e as variaveis que ndo podiam ser controladas das preparacdes da TcSir2rpl
em diferentes dias, como por exemplo, a fragdo de enzima ativa e inativa de cada
preparacéo que podem variar dependendo do dia que foi feita. E importante ressaltar,
gue até o do fim deste trabalho, foi utilizado a concentracdo de 1 uM para TcSir2rpl
para todos os experimentos. Esta padronizacdo da atividade enziméatica foi realizada
para a continuidade dos experimentos de ICso, que n&o entrou nos resultados desta

dissertacao.
Figura 14: Efeito da alteracéo da concentracdo de TcSir2rpl em grafico de curva de atividade em

funcéo do tempo.
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Atividade enzimatica da TcSir2rpl em diferentes concentragdes da enzima: Verde- 0,125 yM, Azul-
0,253 pM, Amarelo- 0,500 yM e Roxo- 1 yM. Os experimentos foram feitos de acordo com o item 3.4.,
sem a presenca de inibidores. O tempo e temperatura da incubacéo foi de 57 minutos e 37 C°.

Fonte: Elaborada pela autora.
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5.5. TR[AGEM BIOLOGICA: ENSAIO DE INIBI(;AO ENZIMATICA DA TcSir2rpl EM
DOSE UNICA

A avaliacdo dos compostos que compdem a biblioteca LITEC foi realizada,
inicialmente, em dose unica de 100 uM. Os experimentos foram realizados nas
condi¢des previamente estabelecida (item 3.4). A figura 15, apresenta os dados de
inibicdo da 7c¢Sir2rp1 pelos compostos testados. Sendo que, os que inibiram mais de

50% da enzima, em vermelho, serdo submetidos a outros estudos (Figura 15).

Figura 15: Modulagdo da atividade enzimatica da TcSir2rpl recombinante diante dos compostos da

biblioteca LITEC testados em dose Unica de 100 pM.

% Atividade enz

Compostos referente a barra: cinza-escuro nao inibiram a atividade enzimatica de TcSir2rpl em mais
de 50%. JA os compostos mais ativos frente a enzima séo apresentados pelas barras em vermelho.
Todo o ensaio foi feito em triplicata para obter a (%) de atividade enzimatica.

Fonte: Elaborada pela autora.

Como pode ser observado na figura acima, 62 dos compostos testados nao
inibiram a atividade enzimatica da TcSir2rpl em mais de 50%. Como 0s compostos
estdo divididos por grupos, utilizaremos essa denominacao para discutir os resultados.
Do grupo FG, DV e Ecar, 36 compostos foram testados, porém ndo apresentaram
atividade acima de 50%. Dos 10 compostos do grupo G, apenasl se destacou, 17,
com o qual a enzima teve (15 +0%) de atividade, isto €, aproximadamente 85% de
inibicdo pelo composto. Do grupo PFM, 13 compostos, 8 apresentam inibigcdes acima
de 50% (1, 2, 3,4,5,6,7e8). Do grupo FM, 10 compostos, 7 apresentaram inibicéo
da atividade enziméatica acima de 50% (9, 10, 11, 12, 13, 14 e 15). Apresentaram,
ainda, inibicdo da atividade enzimatica considerada satisfatéria, 3 compostos do grupo
HI (18, 19 e 20). Ja do do grupo CC, dos 3 compostos testados apenas o composto
16 se destacou inibindo quase que totalmente a atividade da enzima na concentracao

utilizada, sendo sua atividade de 99% de inibicdo, sendo este 0 mais promissor.
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Tabela 2- Estrutura 2D e porcentagem da atividade enzimatica dos 20 compostos promissores frente a

enzima TcSir2rpl.

COMPOSTO MOLECULA % ATIVIDADE ENZIMATICA
(100 pM) @ +D.P
1 PFMO006 7 i 5
SO0,
|
2 34+8
PFMO008 o
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Cl
3 PFMO09 21+2
S v
I
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o)
o
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5 PFMO17 5+4
<
I
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Tabela 2 — Estrutura 2D e porcentagem da atividade enzimatica dos 20 compostos promissores frente

a enzima TcSir2rpl

COMPOSTO MOLECULA % ATIVIDADE ENZIMATICA
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Tabela 2 — Estrutura 2D e porcentagem da atividade enzimética dos 20 compostos promissores frente

a enzima TcSir2rpl.

COMPOSTO MOLECULA % ATIVIDADE ENZIMATICA
(100 pM) @ +D.P
18 o 28+3
Of\)‘\ N\I\>-~02
S H/ N0
19 41
oy
™
20 v@;\ 23+3

8 Os compostos foram testados em 3 medidas para obter a média da % da atividade enzimatica.

Fonte: Elaborada pela autora.

Os grupos que apresentaram inibicdes frente a TcSir2rpl foram o PFM (1, 57,
2, 3,58, 4,59, 60, 5, 6, 7, 8 e 9) identificados como chalconas, o FM (61, 10, 62, 63,
11, 12, 13, 14, 15 e 64), caracterizados como pirazolinas, o HI (67, 75, 19, 20, 76, 77,
78, 79 e 80) sao da classe N- acil hidrazonas e os grupos CC (65, 16 e 66) e GC (69,
70, 17, 71, 72, 73, 74, 18, 80 e 82) sédo acil thiosemicarbazidas e amino oxazol,

respectivamente. Estes compostos foram planejados a partir da estratégia LBDD

(Ligand- Based Drug Design), um planejamento baseado na estrutura do ligante, para

o tratamento de doencas parasitarias como a DC, leishmaniose visceral e malaria.

Sendo esse, um dos motivos para escolhermos todos estes compostos para a triagem

biologica deste trabalho.

Podemos observar na tabela 2 acima que o grupo PFM (chalconas),

apresentou o maior numero de inibidores da TcSir2rpl, com 8 compostos. Por conta

disto, foram avaliados quanto a sua poténcia (ICso).

5.6. DETERMINACAO DA POTENCIA DE INIBICAO DA ENZIMA TcSir2rpl
Devido ao fato das chalconas serem vistas como estruturas previlegiadas na
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Quimica Medicinal, e também ao fato de estar listados como um dos maiores grupos
de produtos naturais bioativos (JASIM et al., 2021), avaliar a poténcia desta classe de
compostos frente a TcSir2rpl é relevante. Unido a isso, o grupo de derivados de
chalconas foi 0 que teve maior porcentagem de compostos com inibicdo da enzima
alvo acima de 50% em dose de 100 uM. Diante disso, selecionou-se 3 compostos
desta classe quimica para a determinacdo de poténcia. Ressaltamos que o0s
compostos selecionados se destacaram na triagem inicial, sendo que dois deles
inibiram mais de 90% da atividade enzimatica sendo o 1- 93%, 5 95%) e 3 79%. Todos
foram testados em diferentes concentracdes contra a TcSir2rpl em diluicBes seriadas
(3 vezes) para a determinacdo da concentragdo que promove 50% de inibicdo. Para
a concentracdo minima utilizamos 1,23 yM e como concentragdo maxima 300 uM
(Figura 16).

Embora todos 0s compostos sejam caracterizados como chalconas,
apresentaram poténcias distintas, o que indica a influéncia dos grupos quimicos
substituintes na atividade biologica. O composto 1 se mostrou 0 mais potente contra
a TcSir2rpl com um ICso de 11,65 uM (Figura 16 A), seguida pelo composto 5 (ICso=
19,88 uM (Figura 16 C) e pelo composto 3, que foi o menos potente, apresentando
valor de ICso de 38,5 M (Figura 16 B).

Figura 16: Curva concentracao-resposta dos compostos 1, 3 e 5.

A Composto 1

150 PFM00G

% Atividade Enzimatica TcSir2rp1

logyg(concentracdo)[uM]

B C

Composto 3 Composto 5

150 R0t o 150 Prwer
s
100 .,
50

0 T

T ]

J 1 2 3
-50 <
e

J 1 2 3
logg(concentragao)[uM] -50 log1g(concentragao)[uM]

% Atividade Enzimatica TcSir2rp1
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o ;
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{ ]
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*Todos os testes foram realizados em triplicata.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Além das caracteristicas citadas acima, as chalconas também podem ser
facilmente sintetizadas, isto €, a partir de compostos aromaticos simples, séo verséateis
e possuem uma vasta gama de atividades biologicas (ZHUANG et al., 2017). Dentre
estas podemos citar: atividades biolégicas antitumorais, antidiabéticos e
antiinflamatérias (ELKHALIFA et al., 2021).

Porém, sdo necessarios estudos mais detalhados para identificar a toxicicidade
do composto, bem como 0 mecanismo enzimatico pelo qual ocorre a inibicdo frente a

enzima.

6. CONCLUSAO

Nesta dissertacdo estdo descritos 0s principais resultados obtidos pelo
emprego das técnicas de biologia molecular e ensaios de inibicdo em triagem biol6gica

na busca de inibidores de Sir2 de T. cruzi.

A obtencdo da enzima TcSir2rpl recombinante de T. cruzi foi realizada com
sucesso. Foram estabelecidas as condi¢des ideias para 0os ensaios bioldgicos com a
enzima produzida. I1sso nos permitiurealizar uma triagem biolégica de uma série de
compostos da biblioteca do LITEC. De um total de 82 compostos, identificados na
primeira triagem, apenas 20 inibiram a TcSir2rpl em mais de 50%, os quais foram
considerados hits.

Dentre os 20, determinou-se a poténcia de 3 compostos classificados como
chalconas. Esses compostos foram escolhidos, porque além de se destacaram na
triagem em dose Unica, existem relatos na literatura de chalconas como potentes
tripanocidas. Assim, o composto 1 foi 0 mais potente apresentando um valor de 1Cso=
11,65 pM, nesse sentido é possivel afirmar que as chalconas relatadas neste trabalho
podem ser identificadas como inibidoras da TcSir2rpl de T. cruzi.
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Infections caused by protozoans remain a public health issue, especially in tropical countries. Serious ad-
verse events, lack of efficacy at the different stages of the infection and routes of administration that
have a negative impact on treatment adherence are some of the problems with currently available ther-
apy against these diseases. Here we describe an epigenetic target, sirtuin 2 and its related proteins, that is
promising given the results in phenotypic assays and in vivo models against Sir2 of Plasmodium falciparum,
Leishmania donovani, Leishmania infantum, Schistosoma mansoni, Trypanosoma brucei and Trypanosoma
cruzi parasites. The results we present highlight how this target can be extensively explored and how its
inhibitors might be employed in the clinic.

First draft submitted: 30 March 2021; Accepted for publication: 26 May 2021; Published online:
30 June 2021

Keywords: drug design e epigenetics ¢ HDAC e sirtuin 2 e tropical diseases

Opwerall, parasitic infections are broadly present in poor tropical countries and threaten billions of people worldwide.
Despite being a global health issue, their complex physiopathology and emerging resistance to antimicrobial agents
make this group of diseases unattractive to pharmaceutical companies. Given this scenario, they are also known
as neglected tropical diseases [1,2].

These illnesses are caused by parasites of different levels of complexity, such as viruses, bacteria, helminths and
protozoa, none of which can be treated by an effective treatment. High rtoxicity, upsurging resistance, efficacy in
only one stage of the infection and inconvenient routes of administration are just some of the flaws existing in the
available therapeutics (3). Particular information regarding each drug is summarized in the Table 1.

During the search for new parasitic targets, the class of histone deacetylases (HDACs) has become prominent.



65

ANEXOS- ESTUDO EM COLABORACAO: ANALISE DE FLUORESCENCIA DE
COMPOSTOS ORGANICOS

Em colaboracdo com o Prof. Dr. Claudio Pereira Martin Pereira de Pereira do
laboratorio de Lipidomica e Bio-organica da Universidade Federal de Pelotas foi
realizado andlises de fluorimetria de compostos organicos voltados a Quimica
Forense.

REPORT

Ultraviolet and Fluorescence assay of curcumins and chalcones

Professor: Dr. Gustavo Henrique Gourlart Trossini — Laboratério de Integracdo entre
Técnicas Experimentais e Computacionais (LITEC)

e-mail: trossini@usp.br

Msc: Ana Carolina Silva Rocha (LITEC)e-mail: carolina.srocha@usp.br

PhD: Fernando de Moura Gatti (LITEC)e-mail: mouragatti@alumni.usp.br

Ensaio de Fluorescéncia
Equipamento: Infinite M200 PRO TECAN Software: Tecan IControl 1.9.17.0
Solvente: Dimetilsulféxido (DMSO) and metanol (MeOH)

Material and Instrumentacgéo

As medidas dos perfis espectrais de absorcdo e emissdo de tiofeno-chalconas e
cinamaldeido- curcuminas foram realizadas em espectrofluorémetro TECAN® Infinite
200PRO. Os experimentos foram realizados empregando amostras dos compostos
em 10-3M, 10“M, 10°M, 10°M and 10'M
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concentracfes em solucdo com dimetilsulféxido (DMSO) ou / e MeOH. Todas

as medicdes foram realizadas em temperatura fixa de 25° C.

Os espectros de UV foram realizados em microplacas transparentes de 96
pocos, o perfil de absorcao foi monitorado de 230 nm a 600 nm de largura de banda
com tamanho de etapa de 2 nm. Cada medicdo de absorbancia foi realizada como
uma média de 10 flashes em um determinado comprimento de onda. Apos a
determinacdo do comprimento de onda de absorcéo, realizou-se 0 espectro de
emisséo de fluorescéncia com comprimento de onda de excitagéo fixo (Aexc). Para a
medicdo do espectro de fluorescéncia, as amostras foram excitadas a 430 nm,
engquanto a largura debanda de emisséo de varredura (Aem) foi de 300 nm a 800 nm
com tamanho de etapa de 2 nm, usando microplaca preta de fundo plano de 96 pocos.
DMSO e / ou MeOH foram empregados como solvente e branco devido a solubilidade

dos compostos estudados.
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MW= 360,22 g/mol
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Aem Fluorescence Ao MAX Fluorescence
code compound max(Me units (SR/ISO) units
thanol) (RFUmax) (RFUmax)
JCO5 592nm 2776 (10°M) 564 nm 5,3807 (10
OH rlq/
JC06 () _554nm 23751 (10°M) 556 nm ?,3;129 (10
!
3] T 574nm 21266 (10°M) 574 nm ?&;’65 (10

!
MW= 257,09 g/mol CH;

CCs105

CC5105 - - i i

MW= 326,17 g/mol

CC5106 ; ; i i

MW= 312,15 g/mol

CN54
o

CN54 \\// ) ] _ )

MW= 286,14 g/mol

Discussao

Os compostos mais fluorescentes foram BN39 e BN49 que emitem em
concentracdo de solucdo 10-°M. Estes compostos apresentam fluorescéncia em
solucéo altamente concentrada em DMSO (10-°M a 10 3M). O comprimento de onda
maximo de emissao para eles foram 566 nm (BN39) e 584 nm (BN49) proximo a parte
de baixa energia da luz visivel do espectro (700nm), tornando-os compostos
fluorescentes muito seletivos.

Outros trés compostos (BN50, JCO06 e 3j) também apresentaram fluorescéncia
significativa em baixas concentracdes (10-°M) no DMSO e comprimento de onda de
emissao no espectro visivel da luz(584, 556 e 574 nm, respectivamente) apresentando
as mesmas boas caracteristicas do BN39 e BN49.0s compostos BN51 e JC05 foram
fluorescentes, mas com baixa intensidade em concentragcdes mais elevadas do que
outros compostos ndo sendo interessantes para este estudo. As curcuminas derivadas
de cinamaldeido (CC5105, CC5106 e CNb54) surpreendentemente nao eram
fluorescentes, apesar do extenso sistema de ressonancia.
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Fluorescence scan in DMSO at 10-61v1 Fluorescence scan in DMSO at 10-°M
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Em relacdo ao ensaio de fluorescéncia em metanol (MeOH), os mesmos
compostos apresentaram algumas diferencas entre a solucdo de DMSO. Em MeOH a
concentracdo 6tima para todos os compostos foi de 10-3M e a fluorescéncia mais
intensa foi observada para BN49 divergindo de DMSO onde BN39 foi o mais
fluorescente. O composto BN50 possui as mesmas caracteristicas em ambos 0s
solventes, porém em MeOH foi necesséria alta concentracéo para emitir. Os compostos
Jc05, Jc06, 3j e BN39 apresentaram perfil de emissdo semelhante em MeOH.
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