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RESUMO

Sussmann RAC. Biossintese de Vitamina E nos estagios intra-eritrociticos de Plasmodium
falciparum [dissertacdo (Mestrado em Parasitologia)]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo; 2010.

O estudo da biossintese de isoprendides em P. falciparum por meio da via 2C-metil-D-
eritritol-4-fosfato (MEP) é apontado como possivel alvo terapéutico, visto a via ser ausente
em humanos. Foi descrito que nos estagios intraeritrocitarios de P. falciparum a via essencial
de biossintese de isoprenoides ¢ a via MEP. As vias do Chiquimato e MEP sdo precursoras da
biossintese de vitamina E e ambas ja foram descritas em P. falciparum. E sugerido que a
biossintese de vitamina E possa ocorrer no parasita, representando um possivel alvo para o
desenvolvimento de novas drogas antimaldricas. Empregando marcagdes metabolicas com
precursores radioativos, trés diferentes métodos de RP-HPLC e anélises por espectrometria de
massas confirmamos a biossintese de vitamina E nos trés estagios intraeritrociticos do
parasita. O tratamento com acido Usnico, mostrou inibi¢do dessa biossintese no estagio
esquizonte e do crescimento do parasita. Demonstramos por meio de uma sonda fluorescente,
acido Parindrico, que a vitamina E atua como antioxidante lipofilico, protegendo a
lipoperoxidagdo. Esses resultados ndo s6 contribuem para a compreensdo da biologia de P.
falciparum, mas também elucidam partes das vias MEP e do Chiquimato que podem servir
como alvos terapéuticos.

Palavras-chave: Plasmodium falciparum. Vitamina E. Biossintese de isoprendides.



ABSTRACT

Sussmann RAC. Vitamin E biosynthesis in intraerythrocytic stages of Plasmodium
falciparum [Master thesis (Parasithology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo; 2010.

The study of isoprenoid biosynthesis in Plasmodium falciparum by 2C-methyl-D-erythritol-4-
phosphate pathway (MEP) it is presented as a therapeutic target once that it is absent in
humans. It was found in intraerythrocytic stages of P. falciparum the biosynthesis of
isoprenoids by the MEP pathway. The shikimate and MEP pathways are the precursors of
biosynthesis of vitamin E and both pathways have already been described in P. falciparum. It
is suggested that the biosynthesis of vitamin E might occur in the parasite, representing a
possible target for developing new antimalarial drugs. Using metabolic labelling with
radiolabelled precursors, three different methods of RP-HPLC and mass spectrometry
analyses confirmed the biosynthesis of vitamin E in the three intraerythrocytic stages of
parasite. The treatment with usnic acid showed an inhibition of this biosynthesis and of the
growth of parasite. We demonstrated by means of a fluorescent probe, the acid Parinaric, that
vitamin E acts as a lipophilic antioxidant protecting the membrane of lipoperoxidation. These
findings not only contribute to the current understanding of P. falciparum biology but shed

light on a pathway that could serve as a chemotherapeutic target.

Keywords: Plasmodium falciparum. Vitamin E. Biosynthesis of isoprenoids.
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1.1 Historico®

A maléria ¢ uma doenca parasitaria que acomete o homem e pode ser chamada de
maleita, paludismo, impaludismo, febre ter¢d ou quartd. Apesar de a associacdo com maldria
ser incerta, existe referéncias a febres sazonais e intermitentes em textos religiosos ¢ médicos
que datam de 4000 a.C. entre os babildnicos, chineses e indianos que relacionavam a doenga a
punicdo de deuses e presenca de maus espiritos (1).

No século V a.C., o grego Hipocrates foi o primeiro a descartar a supersticdo e a
relacionar a doenga as estagdes do ano ou ao local freqiientado pelos doentes. Também foi o
primeiro a descrever detalhadamente o quadro clinico da malaria e algumas de suas
complicacdes, diferenciando-a das demais enfermidades febris.

Durante mais de 1500 anos pouco foi acrescentado ao conhecimento sobre a doenga e
seu tratamento. A partir do século XVII aumentou a preocupagdo com a doenga, pois
aumentavam também o nimero de casos. Até¢ 1900, mais de 80% da populagdo mundial era
afligida pela malaria, exceto as regides polares e subpolares (1).

Em 1880, o médico do exército francés, Charles Louis Alphonse Laveran, observou
formas ovaladas as quais possuiam o pigmento presente no sangue de 148 de 192 pacientes
com maldria e considerou que havia encontrado o parasito causador da malaria. Em 1897, o
médico britdnico Ronald Ross elucidou o modo de transmissdo, ao encontrar formas do
parasito da maléria no interior de um mosquito que havia se alimentado de um portador da
doenca. O quadro completo do ciclo de desenvolvimento do parasito, no homem e na fémea
do mosquito Anopheles, foi obtido posteriormente por pesquisadores italianos Amico
Bignami, Giuseppe Bastianelli e Batista Grassi em estudos realizados entre 1898 e 1899.

Na primeira metade do século XX muitas pesquisas eram dedicadas ao controle da
malaria, especialmente no sentido de reduzir ou eliminar a presenca de criadouros do inseto
transmissor, 0 que se mostrou bastante eficiente em algumas situagdes. Concomitantemente,
pesquisas para o desenvolvimento de novas drogas que combatessem o parasito propriamente
dito comecaram a ser desenvolvidas.

Com base nos conhecimentos adquiridos sobre o inseto transmissor, nas caracteristicas
de inseticida residual do DDT e na existéncia de drogas efetivas para o tratamento da malaria,

muitos foram levados a crer na possibilidade de erradicagdo da doenca no mundo,

' Todas as informagdes apresentadas no historico foram obtidas dos sites www.sucen.sp.gov.br;

www.rph.wa.gov.au; www.who.int; www.malaria.org; do artigo Camargo, E.P. Malaria, maleita, paludismo.
Ciéncia e Cultura, 2003. 55(1): p. 26-29 (1).
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impulsionando a elaboragdo da campanha de erradicacdo da malaria na Italia (1946-1950) e,
depois, para a grande campanha de erradicagao da malaria em escala mundial, coordenada
pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) no periodo de 1957-1969. A proposta da
campanha era de erradicacdo da transmissdo em curto prazo baseada em 4 fases: 1)
preparatoria, com reconhecimento das areas afetadas e do problema epidemiolédgico, e
treinamento de pessoal; 2) ataque, com controle do vetor por meio de aplicacao de inseticidas
nas casas e tratamento das pessoas; 3) de consolidagdo, com suspensdo das medidas de
controle e vigilancia para possiveis surtos; 4) de manutencao e vigilancia.

Nos Estados Unidos e na maior parte da Europa, essa campanha, juntamente com
novas praticas de agricultura e construgdo de casas, resultou na erradicagdo da maldria. Na
india, onde o programa de erradicagdo foi considerado um exemplo, houve uma redugio de
75 milhdes de casos em 1958 para 50 mil em 1964.

Segundo a OMS, apos 15 anos de campanhas de erradicagdo, a populagdo mundial em
risco foi reduzida de 70% para 41%. Entretanto, apds a década de 1970, o sucesso do
programa nao foi mantido devido ao alto custo, sendo desativado. A partir de 1970,
comecaram a ocorrer mais de 300 milhdes de casos anualmente da doenga e mais de 1 milhdo
de mortes eram atribuidas diretamente a malaria. Esse quadro epidemioldgico se mantém até

os dias de hoje.

1.2 Maléria

Existem quatro espécies que podem causar malaria no homem, Plasmodium
falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae e Plasmodium ovale. A primeira é a
espécie responsavel pela forma mais grave da doenga que pode levar ao 6bito. Ocorre apenas
em regides tropicais e subtropicais e afeta principalmente paises subdesenvolvidos.

Atualmente, segundo a OMS sdo relatados em regides endémicas de 400 a 500
milhdes de casos e que morrem de 0,7 a 2,7 milhdes de pessoas com maldria a cada ano.
Dessas mortes, 90% estdo concentradas na Africa afetando principalmente criangas menores
de 5 anos e gestantes (2-4). Porém, Breman (5) acredita que tais nimeros nao condizem com a
realidade e estima que 20% dos casos reais de malaria sdo relatados e que os outros 80%
ficam no anonimato.

Compostos contra a malaria s3o conhecidos na China ha 3000 anos. Os incas, no
século XVI, e depois deles o mundo todo, ja usavam o extrato da casca da quina para o

tratamento da malaria. J& no século XVII, jesuitas encontraram o mesmo principio ativo
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utilizado pelos indigenas do Brasil. O quinino ¢ o principio ativo da quina de uso
contemporaneo. Entre os principais compostos antimalaricos utilizados na terapéutica da
doenca encontram-se os aminoquinolinos (cloroquina, amodiaquina, primaquina, quinina,
quindina e mefloquina), os antifolatos (sulfadoxina), as diaminopirimidinas (pirimetamina),
os sesquiterpenos lactonas (artemisinina, artemeter, artesunato) e alguns antibioticos (6). A
artemisinina e seus derivados sao hoje usados em combinagdo com as demais drogas no
tratamento da maldria por ndo ter apresentado uma resisténcia disseminada. Entretanto, o que
vem se observando ¢ o aumento da resisténcia aos antimalaricos e acreditam que ¢ s6 questao
de tempo para o aparecimento de resisténcia a artemisinina, o que agrava a situagdo de saude
publica.

Essa resisténcia se intensifica devido ao uso inadequado de novas drogas, aos recursos
financeiros limitados, aos movimentos populacionais, aos servicos de satde inadequados e a
falta de medidas de controle eficientes, levando ao aumento dos casos de morbidade e
mortalidade. O Plasmodium falciparum é responsavel pela forma mais grave da doenga e sua
crescente resisténcia as drogas utilizadas na terapéutica levam a necessidade de estudos sobre
novos antimalaricos (7-10).

As linhas de pesquisa para o desenvolvimento de antimaldricos seguem areas como:
inativacao da biossintese de membranas (11-13); vias metabdlicas localizadas no apicoplasto
(14-17); quinases envolvidas no ciclo celular (18-19); biossintese de isoprenoides (20-29) e
vias metabdlicas localizadas na mitocondria do parasito (30). Nosso grupo tem trabalhado,
nos ultimos anos, com a caracteriza¢do de produtos da biossintese de isoprendides em P.
falciparum (21-29) resultantes da via alternativa 2C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP) (20).

Nesse contexto, a biossintese de isoprenodides nas formas intraeritrocitdrias do parasito
tem ocupado um lugar de destaque como potencial alvo para o desenvolvimento de novos
quimioterapicos para o combate dessa doenca. Isso se deve ao fato de que os compostos
produzidos por essa via sdo de suma importancia para a sobrevivéncia de qualquer célula e ao
fato de que a via de biossintese presente no parasito ¢ diferente da via de biossintese de

isoprenoides presente em humanos (10, 20).

1.3 Isoprendides

Os prendis, também chamados de isoprendides, constituem a mais divergente e grande
familia de compostos naturais, estando presente em todos os organismos vivos. Até o

momento, sdo conhecidos mais de 30.000 compostos isoprénicos na natureza, sendo
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metabolitos essenciais para diversas fungdes celulares, incluindo compostos como
ubiquinonas, dolicdis, compostos isoprénicos ligados as proteinas e RNA, hormdnios em
animais e plantas, carotenoides, vitaminas e dleos essenciais (31).

Eles desempenham fun¢des como manutencdo da fluidez de membrana e agem como
hormdnios ou sais biliares. S3o necessarios para organismos fotossintéticos e possuem
atividades antioxidantes (carotenoides e vitaminas). Ubiquinona, menaquinona e
plastoquinona estdo envolvidas no transporte de elétrons. Dolicois, além de estarem
envolvidos na glicosilagdo de proteinas, podem servir para ancoragem de proteinas a
membranas. Muitas proteinas estdo ancoradas a membranas via ancoras isoprénicas.

Em plantas, hormonios de baixo peso molecular como giberilinas, acido abscisico e
brasinolides sdo fundamentais para o desenvolvimento desses organismos. O mesmo ocorre
com hormodnios sexuais esteroides e corticosterdides em animais, todos derivados de
isoprenoides. Muitos antibidticos, fitoalexinas, repelentes e até drogas alucindgenas (LSD)
possuem estruturas derivadas de compostos isoprénicos.

A unidade bésica de todo isoprendide ¢ uma molécula de cinco carbonos de férmula
CsHg isopentenil pirofosfato (IPP) e seu isomero dimetilalil pirofosfato (DMAPP) (Figura 1).
Assim, todo composto isoprénico possui um esqueleto carbonico basico com formula (CsHsg),.
Dependendo da classe de composto isoprénico, essa formula pode apresentar variagdes pela

adicao de hidroxilas, ciclizacdo da molécula ou outras modificagdes.
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Figura 1. Estrutura das moléculas de IPP ¢ DMAPP.

1.3.1 Biossintese de isoprendides

A via do Mevalonato (MVA), também conhecida como “via clédssica”, desde sua
descoberta, acreditou-se que era a responsavel pela producao de poliisoprendides em todos os
organismos vivos. A via MVA comeca com a conversao de duas moléculas de acetil-CoA a 3-
hidroxi-metil-glutaril-CoA. Esta molécula sofre entdo, em seqiiéncia, reducdo, fosforilagdo e
decarboxilacdo, gerando IPP, que ¢ transformado em seu isomero DMAPP pela enzima IPP
isomerase. Apos a descoberta de que a enzima 3-hidroxi-metil-glutaril-CoA-redutase (HMG-

R), que catalisa a reacdo de 3-hidroxi-metil-glutaril-CoA (HMG-CoA) a mevalonato, ¢ o
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ponto principal de regulagdo dessa via (32), e que o mevalonato € o primeiro composto inico
dessa via, ela comegou a ser chamada de “via do mevalonato”. Varios inibidores para a HMG-
R foram encontrados e sdo chamados de estatinas, usadas para a reducdo dos niveis de
colesterol em humanos. As estatinas sd3o moléculas que apresentam uma semelhanca
estrutural com HMG e atuam como inibidores competitivos da enzima HMG-R (33). As
enzimas que atuam nas etapas de biossintese dessa via foram isoladas em uma grande
variedade de organismos, incluindo animais e plantas, e, em todos esses organismos, essas
enzimas estao localizadas no citosol da célula.

Porém, comecaram a surgir resultados inconsistentes com a via do mevalonato em
bactérias. Estudos com [°CJacetato (um precursor da via do mevalonato) mostraram que essa
molécula ndo era incorporada em ubiquinonas de Echerichia coli (34). Tais dados somados ao
fato de que mevinoline, um inibidor especifico da enzima HMG-CoA redutase, ndo inibia o
crescimento de Escherichia coli (34), levaram a acreditar na existéncia de uma nova via de
biossintese de isoprendides em alguns organismos. Cinco anos mais tarde, em 1996, essa
outra via de biossintese de isoprendides seria descrita.

Essa segunda via descrita foi a do 2C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP) ou “via
alternativa”. A via comec¢a com a condensagdo de uma molécula de piruvato com uma
molécula de gliceraldeido 3-fosfato, pela enzima 1-deoxi-D-xilulose 5-fosfato sintase (DXS)
formando 1-deoxi-D-xilulose 5-fosfato (DOXP) (35), enzima esta que ¢ dependente de
tiamina (vitamina B;) (36). A DOXP ¢ o primeiro intermediario da via, mas ndo ¢ exclusivo,
sendo utilizado também para a biossintese de piridoxal (vitamina Bg) (37-38) e tiamina
(vitamina Bj) (39). Na etapa seguinte, a enzima 1-deoxi-D-xilulose 5-fosfato redutoisomerase
(DXR) catalisa simultaneamente o rearranjo intramolecular e redu¢do da DOXP em MEP
(40). A enzima que catalisa essa etapa da via ¢ inibida por um composto utilizado
inicialmente como herbicida, chamado fosmidomicina (acido fosfonico) (41). Posteriormente,
o MEP ¢ ligado a uma molécula de citidina trifosfato (CTP) para produzir 4-(citidina-5-
difosfo)-2C-metil-D-eritritol (CDP-ME), em uma reagdo catalisada pela enzima 2C-metil-D-
eritritol-4-fosfato citidina transferase (MCT) (42). A enzima 4-(citidina-5-difosfo)-2C-metil-
D-eritritol quinase (CMK) (uma enzima dependente de ATP) fosforila o CDP-ME,
produzindo 4-(citidina-5-difosfo)-2C-metil-D-eritritol-2-fosfato (CDP-MEP). No passo
seguinte, 0 CDP-MEP ¢ convertido em 2C-metil-D-eritritol-2,4-ciclodifosfato (MEcPP) pela
acdo da enzima 2C-metil-D-eritritol-2,4-ciclodifosfato sintase (MCS) (43-44). O produto
MECPP ¢ reduzido a I-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil 4-difosfato (HMBPP) pela enzima
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hidroximetilbutenil difosfato sintase (GcepE) (45-46). Posteriormente, o HMBPP ¢ convertido
em [PP e DMAPP pela hidroximetilbutenil difosfato redutase (LytB) (46-48) (Figura 2).
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Figura 2. Via MEP. A esquerda estio as estruturas moleculares dos intermediérios da via e a direita entre os
nomes dos intermediarios estdo as enzimas. O simbolo © esta represento o local de atuagdo da
fosmidomicina (DXR). Intermedidrios: GAP, gliceraldeido 3-fosfato; DOXP, 1-deoxi-D-xilulose 5-
fosfato; MEP, 2C-metil-D-eritritol 4-fosfato; CDP-ME, 4-(citidina-5’-difosfo)-2C-metil-D-eritritol;
CDP-MEP, 4-(citidina-5’-difosfo)-2C-metil-D-eritritol 2-fosfato; MEcPP, 2C-metil-D-eritritol 2,4-
ciclodifosfato, HMBPP, 1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil 4-difosfato; IPP, isopentenil pirofosfato;
DMAPP, dimetilalil pirofosfato. Enzimas: DXS, 1-deoxi-D-xilulose 5- fosfato sintase; DXR, 1-deoxi-
D-xilulose 5-fosfato redutoisomerase; MCT, 2C-metil-D-eritritol 4-fosfato citidina-transferase; CMK,
4-(citidina-5’-difosfo)-2C-metil-D-eritritol quinase; MCS, 2C-metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato
sintase; GepE, hidrometilbutenil pirofosfato sintase; Lyt B, hidrometilbutenil pirofosfato redutase; IPP
isomerase, isopentenil pirofosfato isomerase.

1.3.2 Biossintese secundaria de isoprendides
Ap6s a sintese do isopentenil pirofosfato (IPP) e do dimetilalil pirofosfato (DMAPP),

esses intermedidrios passam para o metabolismo secundario de isoprendides, que consiste

basicamente no alongamento inicial da cadeia isoprénica, passando posteriormente por
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diferentes modificacdes para a formagao dos diferentes produtos derivados da biossintese de
isoprenoides.

Inicialmente, uma molécula de IPP ¢ ligada com uma molécula DMAPP, por meio de
enzimas chamadas preniltransferases, dando origem ao geranil pirofosfato (GPP, 10
carbonos). O GPP ¢ ligado a um IPP, originando o farnesil pirofosfato (FPP, 15 carbonos)
que, por sua vez, ¢ ligado a mais uma molécula de IPP, dando origem ao geranilgeranil
pirofosfato (GGPP, 20 carbonos). A partir desse ponto, a cadeia isoprénica pode continuar a
ser aumentada pela adi¢do de moléculas de IPP e serem ligadas a proteinas, RNA ou a anéis
aromaticos formando ubiquinonas e vitaminas, ou duas moléculas de GGPP podem ser
ligadas e dar origem ao fitoeno, molécula-base para a biossintese de carotenoides.

Em fungos, mamiferos, alguns protozoarios e arqueobactérias os isoprendides derivam
da via classica do MVA. Enquanto que em algas, eubactérias, cianobactérias e protozoarios
do filo apicomplexa a via MEP ¢ essencial para a biossintese desses compostos. As plantas
superiores apresentam ambas as vias, no entanto em locais diferentes. A via MVA ocorre no
citoplasma e a via MEP ocorre nos plastideos (49-52).

A organela presente em alguns organismos do filo Apicomplexa - Apicoplasto - se
assemelha aos plastideos de plantas (14, 17). Estudos mostram indicios da existéncia de uma
endosimbiose de um plastideo que ocorreu nos organismos do filo. Essa organela manteve

algumas caracteristicas de organismos fotossintetizantes (53).

1.4 Biossintese de isoprendides em Plasmodium falciparum

Em 1999, Jomaa et al. (54) identificaram em P. falciparum os genes que codificam as
enzimas-chave da via MEP, 1-Deoxi-D-xilulose-5-fosfato sintase (DOXP-sintase) e 1-Deoxi-
D-xilulose-5-fosfato redutoisomerase (DOXP-redutoisomerase). A primeira catalisa a
condensagdo do D-gliceraldeido 3-fosfato e do piruvato formando o 1-deoxi-D-xilulose 5-
fosfato, enquanto a segunda catalisa o rearranjo molecular e reduz esse produto nas formas
isoprénicas basicas (31). Estudos foram realizados pelo mesmo grupo utilizando
fosmidomicina e um andlogo a este antibidtico o FR900098, os quais inibem a enzima
DOXP-redutoisomerase. A administracdo dos dois compostos em ensaios in Vitro inibiu o
crescimento da cultura; ja nos estudos em camundongos houve uma queda na parasitemia
chegando a <1% e depois de 8 dias estavam curados. Porém, quando o tratamento foi feito em
4 dias observou-se recrudescéncia (54), indicando que a simples monoterapia com

fosmidomicina ou seu analogo pode nao ser suficiente para os casos clinicos de malaria (55-
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57). Em 2004, Cassera et al. (23) demonstraram que a via MEP era funcionalmente ativa em
P. falciparum isolando e caracterizando os produtos intermediarios. O estudo, além de
confirmar a presenga da via no parasito, apresentou pela primeira vez a biossintese de
piridoxina 5-fosfato em um protozoario do filo Apicomplexa.

Foi demonstrado em nosso laboratorio que, os trés estagios intraeritrocitarios de P.
falciparum, biossintetizam isoprenoides que se ligam a proteinas. O estudo foi realizado por
meio de marcagdes metabodlicas com [3H]geranilgeranil—PP (PH]GGPP) as quais
apresentaram bandas de proteinas com pesos moleculares aproximados de 6-7 kDa, 21-28
kDa nos trés estigios parasitarios. Quando o precursor utilizado foi o [*H]farnesil-PP
(["HJFPP), além das bandas com peso molecular igual as marcadas com ["H]GGPP, uma nova
banda de peptideo com peso molecular aproximado de 50 kDa foi detectada. Ja, Moura et al.
(25) fizeram experimentos de imunoprecipitagdo com anticorpos monoclonais anti-Ras e anti-
Rap que reconhecem as proteinas p21™ e p21™ do parasito, marcados metabolicamente com
0s mesmos precursores radioativos para demonstrar a isoprenilagdo de proteinas. Foi
demonstrado também que poliisoprenddes como os dolicois se ligam as proteinas (11).

O parasito biossintetiza cadeias isoprénicas ligadas ao anel benzoquinona da coenzima
Q de 8 e 9 unidades e a sintese dessas sdo inibidas pelo nerolidol, cujo efeito ¢ interferir no
alongamento das cadeias isoprénicas (22). Em 2005, Tonhosolo et al. (27) clonaram e
expressaram uma octaprenil pirofosfato sintase de P. falciparum cuja fungao é o alongamento
da cadeia isoprénica que se liga ao anel benzoquinona. Rodrigues Goulart et al. (26) testaram
diferentes terpenos que apresentaram ag¢do inibitdria na biossintese de dolicdis e da cadeia
isoprénica ligada ao anel de benzoquinona das ubiquinonas.

Nosso grupo identificou, por marcagdo metabdlica com [1-'*C] acetato de sodio em
culturas assincronicas, a presenga de moléculas que eluiam em tempos de retencdo diferentes
as dos isoprenodides anteriormente caracterizados através do método de cromatografia liquida
de alto desempenho de fase reversa (RP-HPLC). Recentemente, confirmou-se que esses
compostos realmente eram carotendides biossintetizados por P. falciparum, compostos pela
primeira vez caracterizados em parasitos (28).

A presenca da via ativa para a biossintese de carotendides em P. falciparum nos
remete a dar atencdo ao apicoplasto. Por ser uma organela muito similar aos plastidios de
plantas, acredita-se que possa apresentar o mesmo perfil metabolico (14, 17), em que a via
MEP ¢ utilizada para a biossintese de carotendides e vitaminas A, E e K, entre outros

produtos, até entdo, considerados de biossintese exclusiva em organismos fotossintéticos.
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1.5 Vitamina E

A vitamina E ¢ representada pelo grupo dos tocoferdis e tocotriendis que
compreendem oito compostos lipossoluveis formados por um anel de cromanol ligado a uma
cadeia isoprénica (Figura 3). Eles se diferenciam no numero e posi¢do dos grupos metila do
anel e nas insaturagdes da cadeia isoprénica (31). Entretanto, o a-tocoferol (5,7,8-
trimetiltocoferol) ¢ a forma que apresenta maior bioatividade. Sua principal fungdo ¢ a de

prote¢dao das membranas contra a peroxidagdo (31, 58).

(0}

ISOMEROS:

CH3, Y=CH3,Z2=CH3
CH3,Y=H,Z=CH3

H, Y =CH3, Z2=CH3
H

s Y=H,Z2=CH3

»= g
1
g A

Figura 3. Classificagdo da vitamina E. (A) Tocoferdis. (B) Tocotrienois.

Dos componentes do a-tocoferol, a cadeia isdprenica denominada Fitil pirofosfato ¢
proveniente da via MEP, ja o anel de cromanol ¢ proveniente da via do Chiquimato (Figura 4)

sendo homogentisato o precursor (31).
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Via do Chiquimato
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Figura 4. Via do Chiquimato. A direita estdo representados os nomes de intermediarios da via e o nome da
respectiva enzima. A esquerda estio as formas moleculares. Os simbolos © e as setas tracejadas
representam o local de inibi¢do do glifosato, 4cido usnico e os intermediarios omitidos,
respectivamente. Intermediario: PEP, Fosfoenilpiruvato. Enzima: HFT, homogentisato fitil
transferase.

Essa via inicia-se da condensacdo do fosfoenilpiruvato (PEP) e D-eritrose 4-P
formando 3-desoxi-arabinoheptulsonato-7-fosfato (DAHP), numa reagdo catalisada pela
enzima DAHP sintase. Essa molécula sofre uma desidratagdo e reducdo para formar o acido
chiquimico (chiquimato). O chiquimato ¢ fosforilado e ¢ agregado a ele uma molécula de PEP
formando o 5-O-(1-carboxivinil)-3-P chiquimato. A enzima 3-P chiquimato 1-
carboxiviniltransferase ¢ responsavel por essa reagdo e alvo de inibicao do glifosato. Depois
de uma desfosforilacdo pela corismato sintase ¢ formado o corismato (59). Essa molécula ¢
um ponto de ramificagdo importante da via onde podem ser originados diversos compostos
como fenilalanina, tirosina, 4-hidroxifenilpiruvato, triptofano, ubiquinonas, entre outros (31).

Para a formacao de a-tocoferol ¢ necessario que a partir do corismato seja formado tirosina e
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hidroxifenilpiruvato (HPP). O HPP ¢ descarboxilado pela hidroxifenilpiruvato dioxigenase
(HPPD) e forma o homogentisato (60) o qual pode ser ligado a cadeia isoprénica fitil
(tocoferois) pela enzima homogentisato fitil transferase (HPT) ou cadeia isoprénica GGPP
(tocotriendis) pela enzima preniltransferase. A descarboxilagdo do HPP pode ser inibida pelo
acido usnico.

O glifosato nao se liga a enzima 3-P chiquimato 1-carboxiviniltransferase sozinha,
mas sim ao complexo enzima-chiquimato 3-P. A ligacdo do glifosato ¢ competitiva com o
PEP. Por algum tempo, o complexo enzima-chiquimato 3-P-glifosato foi considerado um
estado de transicdo andlogo no qual o glifosato substitui o PEP. O interessante ¢ que outras
enzimas que possuem o PEP como substrato, ndo sdo inibidas pelo glifosato (61). As
distancias das ligacdes no complexo enzima-chiquimato 3-P-glifosato foram medidas por
ressonancia magnética nuclear (RMN) (62) e outros dados indicam que o complexo pode nao
ser um estado de transicdo analogo (63), pois aparentemente, o PEP ¢ o glifosato se ligam a
enzima de maneiras diferentes (64).

Ja o 4cido Usnico ¢ um inibidor por competicdo tempo-dependente que se liga
fortemente a enzima HPPD. Existem dois enantiomeros, (-)-acido usnico ¢ (+)-acido usnico,
os quais se diferenciam pela posicdo de um grupo metila. O primeiro ¢ apresentado como
melhor inibidor que o segundo. A base dessa diferenga de atividade pode ser associada com o
efeito que o grupo metila tem na configuracdo das estruturas. Essa diferenca estequiométrica
pode afetar a ligagcdo do 4cido Uisnico na enzima HPPD (65).

Estudos mostram que compostos conhecidos como vitamina E sdo potentes
antioxidantes que protegem acidos graxos poliinsaturados da peroxidagdo lipidica. Essa
atividade resulta da capacidade de reagir diretamente com compostos reativos como radicais
livres lipidicos, espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio
(ERNSs). Entretanto a principal fun¢@o da vitamina E ¢ evitar a autooxidacdo de acidos graxos
poliinsaturados (66-67). Para o esclarecimento da atividade antioxidante da vitamina E, uma
sucinta explicagdo do mecanismo de autooxidagdo de 4cidos graxos poliinsaturados sera dada
posteriormente.

A autooxidacdo de acidos graxos poliinsaturados ¢ um processo de reacdes com
radicais. Uma vez que um radical lipidico ¢ formado, ele reage rapidamente com oxigénio; o
radical peroxila resultante retira um hidrogénio de outro acido graxo tendo como produtos o
hidroperoxido e um novo radical lipidico, causando assim, uma reacdo em cadeia. A tarefa e
capacidade de um antioxidante ¢ interromper eficientemente essa reagdo em cadeia (Figura 5)

(66).
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Figura 5. Inicio, propagacdo e término da rea¢do em cadeia de autooxidagdo. A retirada de um hidrogénio de um
metileno bis-alilico de um acido graxo poliinsaturado (L-H) pode ser realizada por varios agentes (X),
incluindo ions metalicos, radiagdes UV, superoxido, radicais sintéticos iniciadores. A reacdo com o
radical lipidico (L") com uma molécula de oxigénio (O,) é muito rapida e forma o radical peroxila
(LOO"). A propagagdo da reagdo em cadeia ¢ a retirada de hidrogénio pelo radical peroxila de outro
acido graxo. Esta ¢ a mais lenta das reacdes e radical peroxila é o principal alvo para a reacdo do
antioxidante. O término se dd quando a-tocoferol (TH) doa um hidrogénio do grupo hidroxila do anel
de cromanol para um radical peroxila. Sao formados radicais mais estaveis, o hidroperoxido (LOOH)
e o tocoferoxila (T°). A taxa de transferéncia de hidrogénio do a-tocoferol para o radical peroxila é por
volta de 4 vezes mais rapida do que o radical peroxila retira hidrogénio de outro acido graxo. Outras
reagOes resultam no término da rea¢do em cadeia sdo a reagdo do radical tocoferoxila com um radical
peroxila ou a dimerizacdo de dois radicais peroxila. Ambas rea¢des resultam em produtos estaveis.
Modificado de [66].

A eficiéncia antioxidante da vitamina E ¢ otimizada através da reciclagem dos seus
produtos oxidados. Esse processo, também chamado ciclos redox do a-tocoferol, é importante
na fun¢do antioxidante da vitamina E (68). A reciclagem in vitro do a -tocoferol, a partir de
seu radical tocoferoxila, pode ser mediada pela vitamina A (69-71), vitamina C (72-74) e
coenzima Q (75, 76). Entretanto, existem dividas sobre a significancia da reciclagem pelas

vitaminas A e C in vivo (77).

1.6 Justificativas e Objetivos

Para verificar a existéncia da via do Chiquimato em P. falciparum, Roberts et al. (16)
testaram em representantes do filo apicomplexa, inclusive em P. falciparum, o herbicida
glifosato, o qual inibe, por competicdo com o PEP, a formagao do precursor do Corismato,
um composto que pode servir em plantas e cianobactérias para a formacdo de inimeros
compostos como fenilalanina, tirosina, 4-hidroxifenilpiruvato, triptofano, ubiquinonas, entre
outros (31). Os resultados mostraram que o herbicida inibiu o crescimento de culturas de P.

falciparum e Criptosporidium parvum em concentragdes na ordem de 1 mM. No mesmo
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trabalho, o grupo caracterizou os genes responsaveis pela sintese de Corismato em P.
falciparum demonstrando geneticamente que existe a via do Chiquimato no parasito.

A relagdo entre a parasitemia em maldria e nutrientes antioxidantes, em particular a
vitamina E, pode ser entendida do principio de que o parasito ¢ sensivel ao estresse oxidativo
e sendo os tocoferdis antioxidantes, poderiam atuar como promotores ou inibidores do
desenvolvimento de P. falciparum. Para testar essa hipotese, um estudo testou diferentes
concentragdes de vitamina E in vitro. Observou-se um aumento na parasitemia quando se
utilizava concentragdes séricas normais de vitamina E, comparadas a concentragdes sub
fisiologicas. Quando a concentragdo do antioxidante atinge niveis supra fisiologicos, ela atuou
como um inibidor de crescimento (78).

Outras evidéncias in vivo mostram que o tratamento com antimaldricos como
Qinghaosu (79) ou 6leo de Brevoortia tyrannus (80) somados a dieta sem tocoferdis e selénio,
mostraram-se mais eficientes no combate aos niveis de infecg@o por P. yoeli em camundongos
tratados.

A questdo ¢ que se a vitamina E apresenta um papel importante no crescimento e
desenvolvimento de formas intraeritrocitarias do parasito e temos, em potencial, as duas vias
responsaveis por sua biossintese, sera que P. falciparum biossintetizaria tocoferdis?

Com base nas informagdes acima os objetivos dessa dissertagao foram:

. Caracterizar bioquimicamente a via metabolica de vitamina E nas formas
intraeritrocitarias de P. falciparum;

o Observar o efeito do acido uUsnico na biossintese de vitamina E e no
crescimento de P. falciparum;

o Determinar a possivel fun¢do bioldgica/fisioldgica da vitamina E nos estagios
intraeritrocitarios do parasita.

o Identificar em P. falciparum genes/seqiiéncias candidatos a codificadores de

enzimas responsaveis da biossintese de vitamina E.
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CONCLUSOES



. A biossintese de a-tocoferol ocorre nos trés estagios intraeritrocitarios de P.
falciparum;

. Foi confirmada, por espectrometria de massas, a estrutura molecular de a -
tocoferol oriunda do estagio esquizonte;

. O 4cido usnico inibe a biossintese de o -tocoferol e o crescimento do parasita,
com ICsy de 24,6 = 7 uM;

. O o-tocoferol, nos estagios intraeritrocitarios de P. falciparum, atua como

antioxidante lipofilico protegendo as membranas da lipoperoxidagao.
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