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RESUMO

ALMEIDA GARCIA REIS, R. Estudo do mecanismo e inibicdo da enzima diidroorotato
desidrogenase de Leishmania major. 2016. 184f. Tese de Doutorado. Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeiréo Preto, 2016.

Diidroorotato desidrogenases (DHODHS) catalisam a quarta e Unica reacdo de oxidorreducdo na via de
sintese de novo de nucleotideos de pirimidina, que envolve a oxidacdo do diidroorotato (DHO) a
orotato (ORO) em um mecanismo dependente do cofator FMN e de aceptores de elétrons. A
relevancia de pirimidinas para a proliferacdo e manutencdo celular determina a DHODH como um
potencial alvo terapéutico. DHODHs séo divididas em duas classes baseado em comparacgdes
estruturais e na sequéncia de residuos: classe 1, a qual é subdividida em classe 1A e 1B, e classe 2. A
proteina utilizada como modelo em nosso estudo sobre as DHODHSs de tripanosomatideos classe 1A é
a enzima de Leishmania major (LmDHODH). As metas principais desse trabalho foram de contribuir
para a compreensdo sobre o mecanismo de acdo das DHODHSs de classe 1A e propor estratégias de
inibicdo seletiva. Inicialmente, ensaios no estado estacionario e pré-estacionario foram realizados para
caracterizacdo do ciclo catalitico da LmDHODH e permitiram a andlise das etapas redutivas e
oxidativa de forma independente e sua compara¢do com o ciclo global. Foi também analisada a
interacdo da LmDHODH com os produtos da reacdo por meio de ensaios de cinética, titulacdo
espectral e titulagdo isotérmica calorimétrica. ApoOs andlises topologicas baseadas na estrutura
cristalogréfica da LmDHODH, diferentes mutantes foram construidos e caracterizados estruturalmente
e cineticamente a fim de investigar a importancia de alguns sitios na conformacao protéica. Durante a
etapa de busca de inibidores, bibliotecas quimicas de compostos foram analisadas por meio de
interferometria de biocamada e ensaio enzimatico. Considerando os resultados obtidos, foi possivel
pela primeira vez identificar um mecanismo cinético cooperativamente positivo frente a ligacdo do
DHO com coeficiente de Hill (h) préximo a 2. Além disso, nossos resultados mostram que o grau da
cooperatividade na ligacdo do DHO ¢ afetado pelo ORO. A comparacao entre 0s parametros obtidos
para o estado estacionario e pré-estacionario aliada aos estudos da interacdo da LmDHODH com 0s
produtos da reacdo, sugerem que a liberacdo do ORO é a etapa limitante na velocidade global da
reacdo, 0 que ndo é verdade para a enzima humana (DHODH classe 2). A partir das anélises dos
mutantes, foi possivel correlacionar o comportamento cooperativo da enzima LmDHODH com a
conversa cruzada entre os sitios-ativos mediada pela interface dimérica. Além disso, foi possivel
observar que a dindmica conformacional do loop catalitico é extremamente relevante no mecanismo
global da reacdo e existe uma correlacdo entre os rearranjos do loop catalitico e a interface dimérica.
Nossos resultados fornecem uma importante contribuicdo para o entendimento dos detalhes do
mecanismo catalitico adotado pelas DHODHSs de classe 1A. Eles também revelam diferencas chave no
mecanismo adotado pelas enzimas de classe 1A e classe 2, os quais podem ser explorados no
desenvolvimento de inibidores potentes e seletivos contra a LmDHODH. No que se refere & busca por
inibidores, alguns hits foram obtidos por meio da varredura da biblioteca de fragmentos do Drug
Discovery Unit (DDU) utilizando interferometria de biocamadas. Além disso, um ensaio enzimatico
de larga escala (hightroughtput) foi desenvolvido para a LmDHODH e permitiu a triagem de alto
desempenho nas bibliotecas de fragmentos e diversidade quimica. Hits foram validados por meio de
ensaio de poténcia e bons inibidores foram encontrados em ambas as bibliotecas. As varreduras
identificaram diferentes séries de compostos como pontos de partida para quimica medicinal e
investigacBes estruturais. Dois hits identificados a partir da biblioteca de diversidade quimica
apresentam excelentes valores de IC50, 260 nM e 1,07 uM.

Palavras-chave: Diidroorotato desidrogenases classe 1A, mecanismo, inibicéo.



ABSTRACT

ALMEIDA GARCIA REIS, R. Studies of the mechanism and inhibition of dihydroorotate
dehydrogenase from Leishmania major. 2016. 184f. Thesis of Doctoral. Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

Dihydroorotate dehydrogenases (DHODHSs) catalyze the fourth and only redox reaction in the de novo
pyrimidine biosynthetic pathway, the oxidation of dihydroorotate (DHO) to orotate (ORO) through a
mechanism dependent on the FMN cofactor and electron acceptors. The significance of pyrimidine for
cell proliferation and maintenance determine DHODH as potential therapeutic target. DHODHSs have
been distinguished in two major classes based on sequence and structural comparisons: class 1, which
is further divided into subclasses 1A and 1B, and class 2. The model protein in our studies on
trypanosomatid class LA DHODHs is the enzyme from Leishmania major (LmDHODH). The essential
question in this study was to contribute for the understanding about the catalytic and inhibition
mechanisms of class 1A DHODHs . First, steady-state and pre-steady state Kinetic approaches have
been used to characterize the catalytic cycle of LmDHODH and have allowed the comparison between
the global cycle and each independent half-reaction. Also, the interaction of LmDHODH with the
products of the reaction was analyzed by kinetic, spectral titration and isothermal titration calorimetry
assays. After topographical analysis based on the LmDHODH crystallographic structure, different
mutants were constructed and structurally and kinetically characterized. For inhibitor search, chemical
libraries of compounds were screened by using biolayer interferometry binding and enzymatic assays.
Based on our results, for the first time, steady-state kinetics analysis of class 1A allowed the
observation of a positive cooperativity for DHO binding with a Hill coefficient (h) value close to 2.
Moreover, our results show that the degree of cooperativity in DHO binding is affected by ORO.
Comparison between steady and pre-steady-state parameters together with studies of interaction for
LmDHODH with both products, suggests that ORO release is the rate-limiting step in overall catalysis
with is not true to the human enzyme (class 2 DHODH). The hybrid approach used to characterize
LmDHODH mutants allowed us to propose that the cooperative behavior is related with the cross-talk
between the two active sites mediated by the dimer interface. Also, the conformational dynamics of
the catalytic loop is very relevant in the global mechanism of the reaction and there is a correlation
between catalytic loop rearrangement and dimer interface. Our results bring an important contribution
for a better understanding of the detailed catalytic mechanism adopted by class 1A DHODHs. They
also reveal key differences in the enzymatic mechanism adopted by class 1A and class 2 DHODHes, to
be exploited in the development of potent and selective LmDHODH inhibitors. Regarding to inhibitors
search, few hits were obtained by using screening of Drug Discovery Unit (DDU) fragment library
with biolayer interferometry binding assay. Also, an end-point enzymatic assay was developed for
LmDHODH and the optimisation carried out at the DDU provided a reliable HTP assay using both
DDU’s fragment library and small diversity set. Hits were validated using a potency assay with good
inhibitors found using both libraries. The screens identified a number of series as starting points for
medicinal chemistry and structural investigations. Two hits identified from small diversity set exhibit
great 1C50 values, 260 nM and 1.07 uM.

Keywords: Dihydroorotate dehydrogenases class 1A, mechanism, inhibition



INTRODUCAO



1.0 Introducao

Nesta tese serdo apresentadas e discutidas as contribuicdes relativas a obtencdo dos
resultados relacionados ao mecanismo catalitico e inibicdo da flavoenzima diidroorotato
desidrogenase (DHODH) de Leishmania major. A enzima DHODH participa da biossintese
de novo de nucleotideos de pirimidina, uma importante via metabolica, altamente conservada
em eucariotos e procariotos e tem sido considerada um importante alvo para o
desenvolvimento de moléculas com acédo aniproliferativa e antiparasitaria.

A pergunta que orientou este trabalho consiste em Gltima instancia em compreender
como funcionam as DHODHSs e de que forma elas podem ser inibidas. Diferentes ferramentas
foram utilizadas na busca por estender nosso conhecimento em termos moleculares e
dindmicos sobre estas enzimas.

No inicio desta tese serdo apresentados conceitos gerais de primeiros principios a
respeito da catalise enzimatica imprescindiveis para a descricdo dos nossos modelos e
interpretacdo dos resultados.

Adiante serdo fornecidas informac6es especificas a respeito da enzima e do contexto
metabolico no qual ela esta inserida, assim como sua relevancia enquanto possivel alvo

terapéutico.

1.1 Como as enzimas funcionam?

1.1.1 Da forga vital a forg¢a catalitica

Desde o inicio da historia, uma das questdes mais fundamentais foi a necessidade do
homem em diferenciar seres vivos de objetos inanimados. A esséncia desta questdo nos
remete, em niveis mais profundos, & busca do homem em compreender a vida.

EspeculacBes a respeito da natureza da vida sdo encontradas no pensamento de
Aristoteles, ou antes, com Tales de Mileto, que buscava um elemento primordial, a matéria
primitiva de que seriam compostos todos os seres. Ainda que as proposi¢des iniciais que
emergiram do pensamento grego e de sociedades ditas pré-cientificas a respeito da matéria, da
vida e do que compde o0 universo nos paregcam hoje esbogos bastante rudimentares quando
comparados ao sofisticado conhecimento molecular acumulado ao longo do século XX, é
imprescindivel considerar que estas primeiras proposi¢des enunciam em si algo sobre a
origem das coisas e o fazem sem imagem e fabulacdo, tendo nisso grande meérito. O

pensamento e a ciéncia experimental sdo ambos oficios dos investigadores da natureza que



permeiam todas as sociedades. O caminho do pensamento ao longo das gerages é, por si, 0
caminho do desenvolvimento de todas as ciéncias.

Quando o homem se depara com a observacao de que coisas vivas sao intrinsicamente
diferentes de objetos inanimados, algumas vertentes de pensamento sdo fundadas. Sob uma
perspectiva muito simples, a questdo basica que desafiava o pensamento no seculo XVIII e
XIX era: Os eventos em organismos vivos poderiam ser explicados pelas mesmas leis que
governavam o comportamento de substancias inorganicas? [1]

Longe de haver um acordo sobre o carater da vida, varias correntes debatiam-se entre
si para definir o fenémeno vital. Duas maneiras de responder a esse questionamento tornaram-
se conhecidas como materialismo e vitalismo e influenciaram o desenvolvimento da quimica
e da biologia ao longo dos anos que se sucederam. Se por um lado o materialismo tinha como
objetivo “explicar a vida sem recorrer a vida”, o vitalismo defendia a perspectiva de que “a
vida jamais poderia ser completamente explicada pelas leis da quimica e da fisica” [2].

Uma ideia inicial do vitalismo utilizada para designar uma entidade fisica que opera
nos sistemas vivos, mas ndo opera em sistemas nao vivos, ficou conhecida como forca vital
(Lebenskraft - “vitalidade” em alemao). Acreditava-Se que apenas seres Vivos poderiam
produzir matéria organica. A forca vital era vista como a forca que atuava em oposi¢do as
forcas quimicas, sendo considerada responsavel pela quebra de ligagdes que mantinham
substancias alimentares em conjunto, e pela formacdo de novas ligacGes para recriar tecidos
animais, proporcionar crescimento e movimento [3].

A obtencdo da ureia no inicio do século XIX, por meio da sintese de Wéhler, iniciou
uma mudanga de paradigmas no vitalismo e contribuiu definitivamente para a fundagéo da
quimica organica [4]. Uma vez demostrado que moléculas organicas poderiam ser criadas
artificialmente, foi admitido que a esséncia da forca vital ndo estaria ao nivel molecular. Ao
contrario, passa-se a considerar que as propriedades vitais deveriam surgir em algum nivel
mais alto da estrutura biolégica, como por exemplo, 0 modo pelo qual as moléculas organicas
estavam organizadas dentro dos tecidos vivos. Em meados do século XIX duas estruturas, as
células e o protoplasma, foram sugeridos como agentes vitais plausiveis.

Nessa época, as inovagGes em termos de microscopia permitiram evoluir da
observacao dos niveis dos tecidos para niveis celulares e subcelulares. Isso produziu dois
avangos significativos: a teoria celular e o reconhecimento das leveduras como organismos
vivos. Nessa nova perspectiva, 0 corpo ndo era mais uma maquina simples, mas uma colegéo

de pequeninas méquinas cada qual com uma funcdo especializada. A ideia que emergiu destas



observacdes foi a de que componentes sélidos particulados das células possuiam o poder de
alterar quimicamente as substancias em contato com eles [5].

A teoria celular de Schwann [5] enfatizou a importancia destas “partes solidas” da
célula, do ndcleo e da membrana na geracdo e crescimento dos organismos. A ideia
relacionada as bases fisicas da vida passou, nesse momento historico, pela existéncia de um
protoplasma no qual todas as propriedades vitais séo resultado de forgas moleculares atuantes.
A fisico-quimica adquire um papel relevante na compreensdo da fisiologia, embora os
fendmenos vitais ainda ndo estivessem sendo explicados por uma base fisica, mas sim
relocados para um nivel subcelular.

Diversos processos conhecidos hd muito tempo passam nesse momento do século X1X
a terem suas bases moleculares investigadas. Tendo em vista a evolugdo do conhecimento em
biologia e quimica organica, diversos cientistas sentem-se motivados a estudar as bases
quimicas dos fenémenos bioldgicos, o que resultaria no desenvolvimento da bioquimica.

Processos como digestdo de alimentos por secre¢fes estomacais, conversédo de amido
a acglcares pela saliva e extratos vegetais observados muito previamente, levaram o quimico
Jons Jacob Berzelius a compor a ideia de forca catalitica. Em todos esses processos estavam
envolvidas substancias que foram chamadas fermentos, denominagéo inicialmente utilizada
por Pauster, em uma analogia entre as reacdes das quais essas substancias participavam e o ja
conhecido processo de fermentacdo alcodlica. Berzelius sugere a ideia de que certas
substancias continham uma “forga catalitica” que lhes permitia acelerar determinadas reagdes
quimicas. Em 1836, Berzelius cunhou o termo catélise (do grego kata + lusis = movimento
para baixo + ruptura, dando a ideia de decomposicdo). A caracteristica basica desta forca
catalitica era a de que esses agentes promoviam as rea¢fes quimicas sem serem alterados por
essas reacoes [6].

Louis Pauster ja estudava o processo de fermentacdo alcodlica e decomposicdo
organica devido a acdo de organismos vivos. Pauster concluiu que no processo de
transformacdo do agucar em alcool por leveduras existia um composto responsavel pela
conversdao que ele chamou de fermento. Contudo, Pauster postulou a ideia de que 0s
fermentos seriam inseparaveis da estrutura das células vivas, estabelecendo o conceito de que
a fermentacao era uma propriedade intrinseca das células vivas. Na mesma época, 0 quimico
alemdo Justus von Liebig gerou uma controvérsia com relacdo a natureza vital da
fermentacgdo. Para Liebig o papel da levedura era produzir substancias quimicas que levariam

a fermentacéo [7].



O termo enzima foi utilizado pela primeira vez pelo fisiologista alemdo Wilhelm
Kihne em 1878. A denominacgdo enzima deriva do grego énsimo (én = em e simo = fermento
ou levedura) [8]. Para Kihne, reacdes enzimaticas eram simples mudancas quimicas e
poderiam ocorrer sem a presenca de organismos vivos e mesmo fora destes organismos. Foi
Eduard Buchner em 1897 que, por meio de seus estudos sobre fermentacdo, levou ao fim a
controvérsia entre Pauster e Liebig. Buchner mostrou que a fermentacdo ocorria na auséncia
de celulas vivas, uma vez que extratos de levedura poderiam fermentar o aclcar até alcool e
provou que as enzimas envolvidas na fermentacdo continuavam funcionando mesmo quando
removidas das células vivas [8].

A ideia da natureza quimica das enzimas permite a enzimologia se desenvolver como
uma ciéncia quantitativa ainda que intimamente relacionada a quimica organica e a
bioquimica. Durante 0 século XX todo o conhecimento sobre as bases moleculares destas
ciéncias foi expressivamente ampliado. Contudo, é interessante notar que ainda que diversos
avancos tenham sido feitos nessa época, persistia em algum nivel vestigios da ideia de que as
enzimas possuiam a forca vital do organismo do qual elas eram extraidas [9]. Em 1901,
Joseph Kastle publicou na Science o trabalho intitulado “On the Vital Activity of the
Enzymes” [10], no qual ele menciona que “as enzimas sdo ativas da mesma forma que elas
retém certa atividade vital das células vivas”.

O papel das enzimas no metabolismo foi amplamente estudado nos anos seguintes.
Detalhes moleculares, no que se refere a estrutura tridimensional e aos mecanismos de
catalise foram elucidados e o conhecimento a respeito das bases quimicas da vida foi

ampliado.

1.1.2 A importdncia das enzimas para a vida

Uma das propriedades fundamentais para todos 0s organismos vivos é o processo do
metabolismo, por meio do qual compostos organicos sdo sintetizados (anabolismo) e
quebrados (catabolismo). Ainda que o metabolismo de uma célula seja um sistema
extremamente complexo, € possivel fragmenta-lo em subsistemas e rotas bioguimicas, 0s
quais sdo compostos por reacgoes individuais que transformam um composto em outro.

ReacOes metabdlicas sdo reagGes quimicas como outras quaisquer, nas quais ha
consumo de substrato e produto é formado. Cada reacdo caminha espontaneamente no sentido

em que a variacdo de energia livre (AG) ¢ negativa. Isto ¢ formalizado na Equacdo 1 que



correlaciona a variagdo de energia livre no estado padrdao (AG®°) com a constante de equilibrio

da reagéo K, a constante dos gases R e a temperatura absoluta T.

AG®° = —RTInK Equagéo 1

Ainda que AG determine o sentido global no qual uma reagdo se processa, a
velocidade de uma reacdo depende da energia de ativagdo necesséaria para que a reagao
aconteca. Se a energia de ativacdo for muito grande, a reacdo ocorrera lentamente ainda que
AG seja favoravel. Isso significa que existe um balanco em termos de termodinamica e
cinética para as reacGes metabolicas, assim como efetivamente, existe para qualquer outra
reacdo quimica.

Contudo, deve-se considerar que quando tratamos de reacdes metabdlicas, existe uma
cinética necessaria para manutencdo da dindmica do metabolismo e consequentemente do
organismo, de forma que as reacdes precisam ocorrer em um tempo viavel.

Um exemplo bastante ilustrativo deste fato € a reacdo de descarboxilagdo espontanea
do &cido orético. O tempo de meia vida desta reacdo em solugdo aquosa neutra na auséncia de
enzimas em temperatura ambiente é de 78 milhdes de anos, isto significa muitas ordens de
grandeza mais lenta do que seria Util em um processo bioldgico. No entanto, essa reacao
consiste no Ultimo passo na sintese de novo de nucleotideos de pirimidina, um metabdlito
celular essencial. Os organismos podem utilizar reacfes lentas como essa em seu metabolismo
porque eles possuem catalisadores bioldgicos. Quando a enzima oritidina 5’-fosfato
descarboxilase é usada, ela aumenta a velocidade da reacdo cerca de 10" vezes, de forma que
a meia vida da reacdo catalisada pela enzima é menor do que 1/40 de segundo [11]. As
enzimas permitem que as rea¢fes ocorram no metabolismo celular, as quais, sem catalise,
ocorreriam tdo lentamente que ndo seriam viaveis.

Essa capacidade das enzimas em viabilizar reaces metabdlicas do ponto de vista
termodindmico e cinético, torna extremamente interessante o estudo das bases moleculares
associadas as suas func@es celulares. Compreender como isso ocorre nos permite entender
melhor o metabolismo como um todo e, portanto, intervir, quando necessario, de maneira

racional.



1.1.3 As bases moleculares da catdlise enzimdtica

Um conceito chave para estender o conhecimento em nivel molecular sobre a
participacdo das enzimas nas reacdes quimicas foi o reconhecimento de que as enzimas
deveriam formar complexos com seus substratos antes da transformacéo quimica. Essa ideia
inicialmente articulada por Emil Fischer ficou conhecida como modelo da chave e fechadura
[12].

Fischer observou que a enzima invertase, a qual ele havia isolado a partir da levedura
de cerveja, hidrolisava a-glicosideos, mas nao B-glicosideos, enquanto que a enzima emulsina
hidrolisava B-glicosideos, mas ndo a-glicosideos. Com base nesta observacdo, Fischer
concluiu que a enzima e o glicosideo deveriam encaixar-se um ao outro como chave e
fechadura, a fim de exercer um efeito quimico um sobre o outro. Fischer constatou que as
enzimas sdo estéreo especificas, e mais que isso, ele introduziu uma interpretacdo da acao das
enzimas, na qual um ajuste confortavel e intimo entre enzima e substrato é um requisito
necessario para a catélise [12].

Este conceito sobre a formacdo obrigatéria de um complexo enzima:substrato foi
muito importante nos estudos do comportamento cinético, realizado por Adrian Brown [13].
Brown prop6s que uma molécula de enzima se combina com uma molécula da substancia
reagente, formando um complexo por um intervalo de tempo, e subsequentemente esse

complexo se decompde em produto e enzima (Equacéo 2).

ky .
E+S © ES SP+E Equagdo 2
k_q

E, S, ES e P simbolizam a enzima, o substrato, 0 complexo enzima-substrato e o
produto, respectivamente. De acordo com esse modelo, quando a concentracdo de substrato
for alta o suficiente para converter completamente a enzima na forma ES, a segunda etapa
tornar-se-a limitante da velocidade da reacdo global, passando a ser independente, ou de
ordem zero em relacdo a concentracdo do substrato. Assim, Brown descreveu o que € hoje
chamado de cinética saturante, onde cada reacdo individual da reacdo enzimatica pode ser
descrita por uma constante de velocidade: k; e k; sdo as constantes de velocidades para a
reacdo direta e a inversa da formacdo do complexo ES (a primeira reacdo), e k, é a constante

de velocidade da decomposicdo de ES em P (a segunda reacéo). Nesse modelo, a ligacdo do



substrato é reversivel, mas a liberacdo do produto ndo. Para manter a simplicidade
matematica, foi considerado que produto ndo é novamente convertido em substrato [14].

1.1.3.1 O estado estaciondrio

A ideias de Brown foram retomadas no marcante trabalho de Leonor Michaelis e
Maud Menten que introduziram a equacao que levava o nome de ambos (Equacdo 3) em 1913
[15]. Neste trabalho, a cinética enzimatica € modelada relacionando a taxa de reacdo ao: i. Kcat,
constante de primeira ordem para 0 passo mais lento da reacdo, representando o numero
méaximo de moléculas de substrato que podem ser consumidas por molécula de enzima por
unidade de tempo, ii. Ky, a medida da habilidade da enzima em ligar substrato, iii.
concentracdo de enzima ([E]), iv. concentracdo de substrato ([S]) e v.velocidade de reagéo

(v).

v _ kcat[S]
[E]  Km+[S]

Equacdo 3

Michaelis e Menten postularam inicialmente que durante a reacdo, a enzima (E) e o
seu substrato (S) se encontravam em equilibrio com o complexo ES assumindo que k.; >> ko,
ou seja, 0 passo inicial da formacdo de ES poderia ser tratado com um processo de equilibrio
[16]. Esse postulado frequentemente ndo esta correto, considerando que certos complexos ES
ndo se dissociam em E e S livres, e sim prosseguem para formar o produto [14]. Briggs e
Haldane mostraram que ndo era necessario assumir que E e S estavam em equilibrio
termodinamico com o complexo ES para derivar a equagdo 3 [17] . Eles aplicaram o
postulado do estado-estacionario a este modelo de acdo enzimatico. Segundo esse postulado,
sob condicdo fisioldgica normal, na qual o substrato estd em excesso em relacdo a enzima, a
[ES] permanece praticamente constante até que o substrato seja praticamente todo consumido.
Assim, a velocidade de sintese de ES deve se igualar a velocidade de seu consumo durante a
reacdo. ES permanece em estado estacionario [17].

K, Keat € Keat/ K (constante de especificidade que fornece uma medida da eficiéncia
catalitica) permanecem como paradmetros padrdo para a descri¢cdo das propriedades cinéticas
de uma enzima. Isso porque a caracterizagdo cinética do estado estacionario € muito
importante para o entendimento do metabolismo, uma vez que fornece dados sobre as taxas de

reacOes catalisadas por enzimas em condic¢des que existem na célula [16]. Contudo, a cinética



no estado estacionario ndo permite determinar detalhes a respeito do mecanismo de reacdo
sem ambiguidade, uma vez que ela ndo nos fornece muitas informagdes sobre a natureza do
complexo ES. Medidas no estado estacionario sdo incapazes de revelar o nimero de

intermediarios em uma reacao catalisada por uma enzima.

1.1.3.2 Enzimas ndo Michaelinas

A dependéncia das velocidades iniciais de reagdo com relacdo a concentracdo de
substrato nem sempre segue a cinética de Michaelis-Menten. Por volta de 1977 mais de 800
enzimas ja haviam sido reportadas como desvios da cinética Michaeliana. No lugar do
comportamento de hipérbole previsto pela equacdo de Michaelis-Menten (Equacdo 3),
algumas reagBes enzimaticas ddo lugar a curvas do tipo sigmoides quando as velocidades
iniciais sdo plotadas com relacdo a concentracdo de substrato [18]. Esse comportamento
cooperativo é uma propriedade exclusiva de enzimas multiméricas que se ligam ao substrato
em multiplos sitios [19].

Um modelo de ligacdo cooperativa ocorre se a fracdo de sitios de ligacdo de uma
macromolécula que estd ocupado por um tipo especifico de ligante é uma funcéo néo linear da
concentracdo deste ligante. A cooperatividade pode ser positiva, se a complexacdo com o
ligante aumentar a afinidade dos outros sitios da macromolécula, ou pode ser negativa, se a
complexacdo com o ligante reduzir a afinidade do receptor, tornando a ligagdo de outro
ligante menos favoravel.

A fragdo de ocupacdo Y de uma macromolécula com um ligante ¢ definida como na
Equacéo 4.

[sitios ligados] [sitios ligados]

Y= = Equacéo 4

[sitios ligados] +[sitios ndo ligados] [sitios totais]

A primeira descricdo de cooperatividade para uma proteina com varios sitios foi
desenvolvida por Archibald Vivian Hill. Por meio das observacgdes da ligacdo do oxigénio a
hemoglobina, Hill sugeriu uma equacéo para descrever quantitativamente o fenémeno da

cooperatividade (Equacéo 5).

K[x]" _ [x)

Y= 1+K[X]h ~ Kg+[X]"

Equacdo 5
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h é o coeficiente de Hill, [X] se refere a concentracdo de ligante, K € a constante de
associacao aparente, usada na forma original da equacdo e Ky € a constante de dissociagdo
aparente (usada na forma moderna da equacao). Se h<1, o sistema apresenta cooperatividade
negativa, enquanto que a cooperatividade é positiva se h>1. O nimero total de sitios de

ligagdo é um limite superior para h [18].

1.1.3.3 O estado pré-estaciondrio

Informacdes bastante relevantes a respeito do mecanismo de reacdo podem ser obtidas
guando dados do estado estacionario sdo combinados com dados provenientes de
experimentos no estado pré-estacionario. O estado pré-estacionario € caracterizado por ser o
periodo imediatamente anterior ao estado estacionario. Estudos dos primeiros milissegundos
apos a enzima ter sido misturada ao substrato consistem na cinética do estado pré-
estacionario. Essa cinética se refere a formacdo e consumo dos intermediarios de
enzima:substrato até que as suas concentracdes do estado estacionario sejam atingidas [20].

Cinéticas no estado pré-estaciondrio sdo mais complexas do ponto de vista
experimental, uma vez que requerem uma resolucdo temporal adequada, na ordem de
milissegundos. Contudo, o resultado deste tipo de estudo fornece informag6es muito Gteis no
que se refere ao mecanismo de catalise.

A combinacdo de informagdes fornecidas por estudos no estado estacionario e no
estado pré-estacionario podem contribuir muito na elucidacdo de mecanismos de reacédo,

sobretudo em reacgdes que envolvem mais de um substrato.

1.1.3.4 Mecanismos moleculares da catdlise enzimadtica

O conceito original de Fischer de que enzima e substrato se ajustavam como chave e
fechadura foi sendo modificado ao longo do século XX conforme novas informacGes
estruturais foram sendo obtidas.

Desde 1926, quando o bioquimico americano James Sumner isolou e cristalizou a
enzima urease, tornou-se conhecida a natureza proteica das enzimas [21], ainda que muitos
cientistas na época nao acreditassem que se tratava de fato de cristais de enzima. Deve-se
ressaltar que no inicio dos anos 80, quimicos descobriram que certas moléculas de RNA,

chamadas ribozimas, também possuiam propriedades cataliticas [22].
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Em 1930, Haldane modificou a teoria da chave e fechadura proposta por Fischer
sugerindo que a chave ndo se encaixava perfeitamente a fechadura, mas exercia certa
deformacdo sobre ela. Nesta perspectiva, a enzima distorce o substrato de tal forma que este
se torna mais suscetivel para reagir e, consequentemente, a reacao € acelerada [23].

Em meados do seculo XX, Linus Pauling prop6s a ideia de que a atividade catalitica
enzimatica resulta do fato da regido ativa da enzima ser complementar ndo ao substrato em
sua configuracdo normal, mas sim ao substrato em uma configuracdo tensionada, que
corresponde ao complexo ativado para a reacdo catalisada pela enzima. A molécula de
substrato é atraida para a enzima, e assume um estado tensionado causado por interacGes
quimicas. Assim a energia de ativacdo da reacdo é diminuida de tal modo que a reagdo segue
com uma velocidade maior do que ocorreria na auséncia da enzima [24]. A ideia
pioneiramente sugerida por Pauling e posteriormente ampliada por Richard Wolfenden e
Gustav Lienhard € a de que as enzimas afetam a catalise uma vez que elas permitem
interacdes de estabilizacdo no estado de transicdo que estdo ausentes no estado fundamental
[25].

Uma analise sob a perspectiva termodinamica nos permite compreender melhor estas
ideias. As mudancas de energia livre (AG) sofridas ao longo de uma reagdo sdo usualmente
representadas usando um diagrama, como na Figura 1. A energia livre do sistema todo é
mostrada na coordenada vertical, e 0 progresso da reacdo € mostrado no eixo horizontal. O
pico na energia livre no centro da reacdo representa o estado de transicdo (TS) que é formado
entre substrato (S) e produto (P). O estado de transicdo é usualmente altamente instavel
devido & sua elevada energia livre, mas ele deve ser formado para que a reacdo prossiga. A
velocidade da reacdo depende da diferenca na energia livre entre o substrato e o estado de
transicdo, denominada de energia de ativacdo (Ea), como mostrado na Figura 1A. Todas as
catalises, incluindo catalises enzimaticas, aceleram as reacdes por meio da reducdo da energia
de ativacdo, como mostrado na Figura 1B. Contudo, enzimas sdo mais complexas do que
catalisadores quimicos, em parte porque elas tém que se complexar ao substrato antes da
catélise, mas também porque reagdes catalisadas por enzimas podem frequentemente ser
divididas em passos menores com intermediarios estaveis ao longo da coordenada de reacdo,

como mostrado na Figura 1C [14].
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Figura 1. Diagrama de reacdo. A energia livre do sistema é mostrada na coordenada vertical, e 0 progresso da
reacdo € mostrado no eixo horizontal. A. Energia Livre para uma reacdo ndo catalisada. B. Perfil de energia livre
para uma reacdo catalisada. C. Perfil de energia livre para uma reacdo catalisada por enzima, com um
intermediério. O pico na energia livre no centro da reagdo representa o estado de transicdo (TS) que é formado
entre substrato (S) e produto (P). A velocidade da reacdo depende da diferenca na energia livre entre o substrato
e 0 estado de transi¢do (EA). Modificado de [26].

Ao longo da segunda metade do século XX, a teoria da estabilizacdo do estado de
transicdo foi desenvolvida para tentar explicar completamente os aumentos extraordinarios
nas velocidades das reacOes catalisadas pelas enzimas. Contudo, novas ideias foram
adicionadas. J& era conhecido entdo o fato de que a ligacdo do substrato a enzima resultava na
distorcao do substrato para a conformacéo do estado de transi¢do. Novas teorias comecaram a
propor que a enzima também sofria mudancgas conformacionais para ajustar o substrato ao
sitio ativo. Assim, a ideia de que o sitio ativo consistia em uma estrutura rigida e similar a
uma fechadura, comegou a ser modificada [16].

A compreensdo das bases moleculares pelas quais as enzimas afetam a catalise foi de
extrema importancia no desenvolvimento da bioquimica. A teoria que explica que as enzimas
se ligam aos estados de transicdo com maior afinidade do que aos substratos forneceu as bases
racionais do planejamento de farmacos fundamentados na compreensao dos mecanismos de
reacdo especificos de enzimas [14].

Essa nova perspectiva de estudo na bioquimica, levando em conta mudancas
conformacionais, pequenas e grandes, e a maneira pela qual elas interferem na catélise,
permitiu ampliar 0o que era conhecido a respeito das bases moleculares da atividade
enzimatica. O desenvolvimento da biologia estrutural na década de 50, quando as estruturas
cristalinas de proteinas comecaram a ser solucionadas utilizando a cristalografia de raios X,
permitiu a obtencdo de novas informagdes e muitas enzimas foram mostradas como sofrendo
mudangas conformacionais induzidas pela ligacdo ao substrato. Nesse momento, a biologia
estrutural e os estudos de mecanismos de reagdo comegam a compor juntos diversos estudos a

respeitos de proteinas variadas, o que permitiu estender nossa compreensdo a respeito de
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comportamentos enzimaticos gerais e rotas bioquimicas essenciais para a vida em diferentes

organismos.

1.1.3.5 A ideia de flexibilidade

A primeira ideia que considerava a flexibilidade da enzima como um ponto importante
na catalise foi proposta por Daniel Koshland, um bioquimico americano. Koshland observou
que alguns eventos ndo eram completamente explicados pelo conceito da chave-fechadura
elaborado por Fischer [27].

O primeiro questionamento de Koshland foi sobre o papel da agua nas reacdes
bioldgicas. Ele considerou como modelo neste raciocinio a hexoquinase, uma enzima que
catalisa a fosforilacdo da glicose formando a glicose 6-fosfato. O grupamento OH da agua é
um nucleofilo, assim como o grupamento OH do acUcar. Se a glicose se ligasse fortemente ao
sitio ativo na enzima, segundo o conceito de chave-fechadura, ela poderia excluir as
moléculas de agua. Contudo, em diversas condicGes fisioldgicas, quando a concentracdo de
glicose poderia estar em niveis bem baixos, a agua, a 55 M, poderia também preencher o sitio
ativo vazio, segundo a mesma ideia da chave-fechadura, e assim competir com a glicose pelo
ataque nucleofilico.

Outra observacdo de Koshland foi sobre as moléculas que tinham acdo inibitoria frente
determinada enzima, mas que ndo se ligavam ao sitio ativo, os chamados inibidores ndo
competitivos. O modelo da chave-fechadura ndo explicava de que forma moléculas que néo se
ligavam ao sitio ativo poderiam intervir na complexacdo do substrato ao mesmo.

A terceira observacdo que motivou Koshland foi em relacdo aos compostos que se
ligam ao sitio ativo, mas ndo eram substratos, ou seja, os inibidores competitivos. Da mesma
forma, o modelo da chave-fechadura ndo explicava como moléculas que se ajustavam bem ao
sitio ativo poderiam ndo se comportar como substrato.

Baseado nestas observacdes, Koshland propds o modelo do ajuste induzido para a
complexacdo do substrato ao sitio ativo, seguindo trés ideias béasicas: i. A acdo da enzima
requer a orientacdo precisa dos grupos cataliticos; ii. O substrato causa uma mudanga na
relacdo tridimensional dos aminoacidos no sitio ativo; iii. As mudancas na estrutura da
proteina causadas pelo substrato trardo os grupos cataliticos para um alinhamento adequado,
enquanto os ndo substratos n&o o fardo [27].

A teoria de Emil Fischer estava amplamente difundida entre os cientistas nessa época,

de forma que houve certa resisténcia ao modelo do ajuste induzido. Contudo, de acordo com
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o0 proprio Koshland, o ajuste induzido inclui a ideia do encaixe proposta por Fischer e apenas
adiciona o conceito de flexibilidade. O conceito de flexibilidade permite compreender
questdes relativas a regulacdo enzimética, ao fendmeno da cooperatividade e da
especificidade.

A questdo que surgiu neste momento foi a respeito do qudo amplo seriam estas
mudangas conformacionais para serem consideradas relevantes em termos estruturais.
Segundo o préprio Koshland, os grandes movimentos eram importantes, mas 0s pequenos
movimentos também eram [27]. Uma caracteristica importante do ajuste induzido € a de que o
alinhamento dos grupos cataliticos e dos grupos de ligacdo devem ser otimizados para o
estado de transicdo, e a realizacdo desse estado € energeticamente desfavoravel, sendo
compensada pela energia da ligacdo ao substrato. Outra questdo importante que surge com a
ideia do ajuste induzido, ¢ de que a conformacdo da proteina é selecionada ao longo da
evolugéo para otimizar ambos: estado ndo ligado e estado ligado ao substrato.

Tanto o modelo da chave-fechadura quanto o modelo do ajuste induzido emergem da
nocdo de que as proteinas existem em uma conformacao Unica e dependente da sequéncia de
residuos de aminoacidos [28]. Essa noc¢do estava contida na hipdtese termodinamica para o
enovelamento de proteinas, proposta por Christian Anfinsen na década de 60, segundo a qual
a estrutura nativa tridimensional era o estado termodinamicamente mais estavel, ou seja, o de
menos energia [29].

Contudo, o americano Cyrus Levinthal analisou o processo de enovelamento de
proteinas também pelo aspecto cinético, ao considerar que a escala de tempo real envolvida
no enovelamento deveria ser bastante pequena, para ser compativel com as necessidades
dentro de uma célula. Levinthal questionou o fato de que segundo a hipdtese termodinamica,
a busca pelo estado nativo era feita de maneira aleatdria, por tentativa e erro. Considerando
por exemplo uma proteina de 100 residuos de aminoacidos contendo 99 ligacBes peptidicas,
com 198 diferentes angulos phi e psi, se cada um destes angulos tivesse 3 possibilidades ou
orientagBes favorecidas, a cadeia poderia assumir nessa busca, 3'%® diferentes conformagdes
em solucdo. Considerando ainda que a proteina ndo poderia passar de uma conformagéo para
outra em menos de 1 ps, o0 processo do enovelamento seria inviavel do ponto de vista cinético
devido ao imenso tempo necessario para que todas as possibilidades fossem experimentadas.
Nisso consiste o que foi chamado de “Paradoxo de Levinthal” [30].

A partir disso, Levinthal propds a hipotese cinética como tentativa de explicar o
processo. Ele sugeriu que a busca pelo estado nativo ndo envolve a exploracéo aleatéria de

todas as conformacdes possiveis para a cadeia polipeptidica, ao contrario, essa exploracédo
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percorre antes um caminho de enovelamento (dito folding pathway) bem definido [31],
composto por varios estados intermediarios e no final do qual se encontra o estado nativo.
Portanto, a rapidez extrema do processo de enovelamento € viabilizada pelo fato de haver um
numero limite de caminhos a serem percorridos.

Uma combinacdo das perspectivas termodindmica e cinética tem sido atualmente
aceita para explicar o processo de enovelamento de proteinas e tem sido também dtil na
compreensdo dos eventos que envolvem complexacao de proteinas e ligantes.

Essa perspectiva procura tratar a paisagem energica do processo de enovelamento
usando a imagem de um funil. Resultados obtidos a partir de modelos de simulacdo
computacional sugerem que inicialmente haveria uma superficie larga, representando o topo
do funil, que reflete o conjunto de todas as conformacdes desnaturadas possiveis para uma
proteina no inicio do processo. Essas conformac@es seriam as de maior energia livre, portanto
de menor estabilidade. A medida que vamos percorrendo estes caminhos em direcdo ao
vértice do funil, a energia das conformacdes vai diminuindo até atingir o minimo global na
conformacao nativa e também o nimero de conformacoes €é reduzido [32].

O conceito de paisagem energética e funil sdo importantes ndo apenas para
compreender o processo de enovelamento de uma cadeia polipeptidica, mas também para
entender mais sobre uma proteina ja enovelada em termos dos eventos de reconhecimento e
complexacdo molecular [28].

A ideia de paisagem de energia somada a uma variedade de resultados de
experimentos utilizando técnicas que permitem monitorar movimentos em escalas de tempo
variadas, como espectroscopia de fluorescéncia, ressonancia magnética nuclear (RMN) e
simulacdo de dindmica molecular, levaram a ideia da presenca de uma populacdo de
conférmeros ao redor da base do funil de enovelamento, de forma que pudessem existir
estados conformacionais de maior energia da proteina enovelada que fossem acessiveis.
Segundo o modelo proposto para complexacdo de substrato, chamado de selecdo de
conférmeros, estados conformacionais de alta energia da proteina podem ser selecionados
pela complexacdo ao substrato [33].

Em geral, mudancas conformacionais e eventos de complexacéo e descomplexacédo de
ligantes sdo processos ativados termicamente 0s quais requerem transpor barreiras de energia.
Em processos ativados termicamente, o tempo necessario para transpor estas barreiras de
energia, chamado tempo de transicdo, é significativamente menor do que o tempo de

permanéncia em cada um dos estados [33].
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Estudos estruturais de conformacbGes de maior energia revelaram que mudancas
conformacionais ativadas termicamente sdo comparaveis a mudangas conformacionais
observadas durante a complexacéo e descomplexacdo de ligantes ou durante rea¢fes quimicas
catalisadas pelas enzimas, o que demostrou que estas mudancas conformacionais podem
ocorrer na auséncia do ligante ou substrato ou mesmo com ligantes ja complexados.

A partir desta perspectiva, é possivel analisar o modelo do ajuste induzido e da selegdo
de conférmeros como dois lados da mesma moeda. Ajuste induzido e selecdo de conférmeros
podem ser identificados pela ordem temporal do passo de complexacdo quimica e pela
mudanca conformacional fisica ao longo do caminho. Se por um lado para o ajuste induzido, a
mudanca conformacional ocorre apds o passo de complexacao, para a selecdo de confémeros,
a mudanca conformacional ocorre antes do passo de complexacéo [33].

O estudo e compreensdo destes fendmenos e o desenvolvimentos de ferramentas que
permitam monitorar estes eventos sd0 passos muito importantes para ampliarmos o
conhecimento a respeito dos mecanismos de complexacdo entre enzimas, substratos e
ligantes. Compreender estes mecanismos significa conseguir intervir de maneira mais
eficiente, o que pode ser amplamente aplicado ao planejamento de moléculas com acdo
inibitdria ou de ativacdo de diversos alvos enzimaticos.

Embora a mobilidade intrinseca das proteinas tenha sido por muito tempo
desconsiderada no planejamento de farmacos, ainda que se soubesse da sua relevancia para a
compressdo dos eventos complexacdo de ligantes, ela pode ser explorada e é provavel que
tenha um papel muito importante na compreensdo e no planejamento de novas moléculas
[34].

O processo no qual um farmaco interage com uma proteina alvo pode ser imaginado
como uma colisdo entre objetos flexiveis. O ligante colide com a superficie da proteina e
desloca moléculas de agua fracamente ligadas da sua superficie, mas ndo se difunde para
longe imediatamente, como aconteceria em uma colisdo eléstica simples. Ao contréario, o
ligante e a proteina rolam um sobre o outro e amostram areas superficiais e espaco
conformacional, com os substratos adequados sendo transportados para o sitio-ativo. Esse
processo de correspondéncia ocorre entre varios conférmeros da proteina e do ligante [34].

Assim, informacGes sobre 0 mecanismo de complexacdo enzima e substrato, tanto do
ponto de vista estrutural quanto cinético, fornecem a base da compreensdo do fendbmeno que
pode ser utilizada na otimizagdo de modelos de busca de moléculas com atividade inibitoria
ou de ativagcdo de alvos enzimaticos. Por outro lado, a determinagdo dos mecanismos de

inibicdo ou ativagdo destes alvos, assim como a obtencdo de detalhes estruturais da
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complexacdo, fornecem evidéncias a respeito dos mecanismos pelos quais as enzimas
exercem sua funcdo. E nesse contexto de combinacio de informacOes estruturais, de

mecanismo e modulacéo funcional que se insere o trabalho desenvolvido ao longo desta tese.

1.2 Contexto bioquimico e detalhes estruturais das enzimas diidroorotato
desidrogenases (DHODHSs)

Inicaremos agora a apresentacdo de informacgdes mais especificas com relacdo as
enzimas DHODHSs, que participam da biossintese de nucleotideos de pirimidina,
especialmente no que se refere a enzima DHODH de Leishmania major (LmDHODH), que
foi utilizada como modelo neste estudo. O cenério bioquimico, os detalhes estruturais e do
mecanismo, assim como as diferencas relevantes com relacdo a enzima humana serdo
discutidos. Por fim, sera abordada a relevancia das DHODHs como possiveis alvos

terapéuticos na busca por agentes tripanocidas e leishmanicidas.

1.2.1 Quadro geral sobre o metabolismo de nucleotideos

Nucleotideos sdo um dos blocos que compfe as moléculas de DNA (&cido
desoxirribonucleico) e RNA (acido ribonucleico) e obviamente, sdo moléculas vitais para a
sobrevivéncia e para a proliferacdo das células. Como é conhecido, o metabolismo envolve
um conjunto elaborado de rotas dindmicas e interconectadas, onde diversos intermediarios
que contribuem consideravelmente para a composicdo do ambiente quimico em uma célula
sdo gerados por passos do anabolismo ou catabolismo celular. Existem importantes exemplos
de intermediarios que também efetuam um papel importante nos mecanismos de sinalizagdo e
regulacdo relacionados ao estado metabdlico da célula. Estes intermediarios ndo sdo inativos
no contexto metabolico, ao contrério, eles participam no conjunto complexo e dindmico do
metabolismo [35].

Considerando a complexidade do metabolismo, é possivel compreender a importancia
dos nucleotideos ndo apenas como blocos constituintes das moléculas de acidos nucléicos,
mas também como moléculas indispensaveis para a vida, uma vez que realizam fungdes vitais
para a célula. Por exemplo, AMP desempenha um papel fundamental na transformacdo de
energia; CAMP e cGMP sé@o importantes compostos que atuam como segundos mensageiros;
ATP, ADP e AMP funcionam como reguladores alostéricos; formas ativadas de carboidratos
e lipidios tém nucleotideos de purinas e pirimidinas como precursores e nucleotideos

trifosfatos séo precursores imediatos para macromoléculas de informac&o na célula [36].
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Existem basicamente dois tipos de bases nitrogenadas que formam os nucleotideos,
chamadas de purinas e pirimidinas. Ambos, purina e pirimidina possuem um anel de 6-
membros contendo dois nitrogénios e quatro carbonos, mas estas estruturas ndo tém
correlacdo em termos de sintese. Em todos os organismos, podem ser encontradas diferentes
rotas para biossintese e degradacgdo de purinas e pirimidinas.

De forma geral, nucleotideos podem ser sintetizados em um organismo a partir de
pequenos precursores, pela sintese de novo, e pela conversdo de bases purinicas e
pirimidinicas livres em nucleotideos, através das vias de salvacdo. Durante o processo de
catabolismo, purinas livres podem ser convertidas em acido Urico e pirimidinas livres podem
ser degradadas em compostos pequenos como f-aminoacidos [37].

Considerando este amplo quadro inicial a respeito do metabolismo de nucleotideos,
olharemos mais em detalhes para o metabolismo de nucleotideos em Leishmania. A
Leishmania € um protozodrio pertencente a familia Trypanosomatidae, parasito intracelular
obrigatdrio das células do sistema fagocitico mononuclear, com duas formas principais: uma
flagelada ou promastigota, encontrada no tubo digestivo do inseto vetor, e outra aflagelada ou
amastigota, observada nos tecidos dos hospedeiros vertebrados [38].

O ponto inicial é analisar as diferencas principais entre o metabolismo de nucleotideos
em Leishmania e em humanos.

Leishmania ndo possui maquinaria para sintese de nucleotideos de purina a partir de
percussores pequenos na sintese de novo e, portanto, depende inteiramente dos hospedeiros
(insetos e mamiferos) para obter purinas sintetizadas. Isso obviamente faz com que a via de
salvacdo de purinas seja crucial e consequentemente, repleta de alvos atrativos para o
planejamento de farmacos [36]. Entretanto, ainda que a natureza obrigatéria da via de
salvacdo de purina torne esta uma rota critica no metabolismo de Leishmania, nenhuma
quimioterapia baseada em purina foi desenvolvida para parasitas cinetoplastideos. Isso se
deve ao fato de existir grande redundancia nos transportadores de purinas, de forma que a
inibicdo de um dos transportadores ou de uma enzima ndo apresenta efeito sobre a
sobrevivéncia do parasito [39].

Por outro lado, Leishmania pode sintetizar pirimidina de novo e ainda expressa um
conteddo de enzimas da via de salvagdo [36]. Embora o metabolismo de pirimidinas em
Leishmania tenha sido considerado menos suscetivel a propostas terapéuticas do que a via de
salvacdo de purinas, a organizacdo do metabolismo de pirimidinas é bastante diversa em

parasitas protozodrios [39]. Algumas evidéncias tém indicado que a inibicdo seletiva de
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enzimas da biossintese de pirimidinas em protozoarios pode ser uma boa ideia em termos de

estratégia terapéutica.

1.2.2 Biossintese de nucleotideos de pirimidina em Leishmania e
humanos: Algumas evidéncias relevantes

A primeira informacédo a ser considerada é a de que a demanda por pirimidina depende
integralmente da atividade metabdlica da célula como um todo, ndo sendo absolutamente um
processo isolado. Por exemplo, muitos patégenos desenvolveram estratégias de
redirecionamento do metabolismo de pirimidinas nos organismos nos quais eles infectam para
garantir sua propria sobrevivéncia por meio da criacdo de ambientes nos quais eles possam
encontrar niveis excelentes de metabolitos de pirimidina. Dessa forma, é imprescindivel
manter uma visdo global da dindmica e versatilidade da biossintese de pirimidinas nas células
[40].

Uma representacdo esquematica dos transportadores de pirimidina, biossintese, via de

salvacdo e caminhos de interconversdo em Leishmania é mostrada adiante na Figura 2.
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Figura 2. Representacdo esquematica do metabolismo em Leishmania donovani. A linha dupla curvada
representa a membrana plasmatica do parasita, enquanto as setas indicam a funcao bioquimica ou a atividade de
transportador de: CPS (1), ACT (2), DHO (3), DHODH (4), UMPS (5 e 6), transportador de nucleosideo 1 (7),
transportador de uracil (8), citidina desanimase (9), uridina fosforilase (10), nucleosideo hidrolase (11), e UPRT
(12). Modificado de [40].
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Embora as estruturas primérias das enzimas que compdem a via metabdlica de
biossintese de novo de nucleotideos de pirimidina divirjam consideravelmente entre
procariotos, protozoarios, fungos e animais, a biossintese de novo de pirimidinas representa
um dos mais antigos processos metabolicos e todos 0s seus seis passos tém se mantido
intactos durante a evolugéo [41].

Em ambos, Leishmania e humanos, seis enzimas estdo envolvidas nesta rota e
bicarbonato, glutamina e duas moléculas de ATP sédo utilizados como precursores. Estas seis
enzimas conservadas em todas as espécies sdo: carbamoil fosfato sintetase (CPS), aspartato
carbamoil transferase (ACT), diidroorotase (DHO), diidroorotato desidrogenase (DHODH),
orotato fosforibosil trasferase (OPRT) e oridina monofosfato descarboxilase (OMPDC).

Ainda que, em termos gerais, ocorram similaridades na atividade das enzimas, sdo
encontradas importantes diferencas entre as enzimas da biossintese de pirimidinas de
Leishmania e de humanos no que se refere especialmente a arquitetura dentro de polipeptidios
multi-funcionais, regulacao alostérica, uso de cofatores e localizagdo celular. Como exemplo,
temos o fato de que em humanos, um gene Unico codifica uma proteina multifuncional
composta pelas primeiras trés enzimas da via de biossintese de pirimidina, essa proteina
multifuncional é chamada CAD (CPS-ACT-DHO), por outro lado em Leishmania, estas
enzimas sao codificadas por genes separados [36].

De maneira mais geral, uma estratégia tipica para desenvolvimento de drogas é buscar
a inibicdo de enzimas que sejam essenciais para a viabilidade do organismo. Baseado nessa
proposta, um estudo foi realizado para avaliar as contribuicdes da biossintese e via de
salvacdo de pirimidina em Leishmania nas formas promastigota e amastigota. Foram
construidas  linhagens individuais de mutantes deficientes em CPS (carbamoil
fosfatosintetase), a primeira enzima da via de novo, UPRT (uracil fosforibosiltransferase),
uma enzima da via de salvacdo, e em ambas CPS e UPRT ao mesmo tempo.

O mutante Acps confere auxotrofia para pirimidina, mas os parasitas Acps continuam
robustos na habilidade para infectar ratos, indicando que a forma amastigota de Leishmania
donovani dentro de macréfagos, tem acesso ao estoque de pirimidinas. O mutante Auprt ndo
pode obter pirimidinas a partir do hospedeiro, mas manteve-se prototr6fico para pirimidinas.
E finalmente, para o mutante Acps/Auprt a linhagem foi bastante enfraquecida de forma que
ndo houve persisténcia dos parasitas apos quatro semanas de infeccdo. Baseado nestes
achados, os autores concluiram que tanto a biossintese de novo quanto a via de salvagéo
contribuem para uma infeccdo robusta pela forma amastigota de L. donovani e uma estratégia

terapéutica eficiente seria inibir ambas as vias [42].
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Outras evidéncias a respeito da importancia da biossintese de novo de nucleotideos de
pirimidina foram encontradas em outros tripanosomatideos. Uma linhagem mutante deficiente
em CPS também foi construida para T. cruzi mostrando que a auséncia do gene CPS reduz o
crescimento do parasito e em particular, o crescimento da forma amastigota foi suprimido
[43].

Dois outros estudos investigaram também a importancia da biossintese de novo de
nucleotideos de pirimidina utilizando especificamente a enzima DHODH que catalisa a quarta
reacao nesta rota. No primeiro estudo, o silenciamento génico por interferéncia de RNA para
enzima DHODH em T. brucei somente afetou o crescimento em um meio empobrecido de
pirimidina ou na presenga de um antagonista da recaptacdo de pirimidina [44]. No segundo
estudo, os autores sugeriram que T.cruzi nocaute para DHODH ndo sobrevive mesmo na
presenca de nucleotideos de pirimidina [45]. Estes dois estudos demonstram a importancia da
via de biossintese de pirimidina e também sugerem a enzima DHODH com um alvo
terapéutico atrativo para o planejamento de moléculas com atividade tripanocida.

Provavelmente devido as similaridades em termos da atividade enzimatica para as
enzimas da via de novo de pirimidinas em Leishmania e humanos, nenhum farmaco para
tratamento de Leishmaniose tem como alvo uma enzima desta rota. Contudo, algumas
propriedades exclusivas da enzima DHODH fazem com que ela seja um alvo bastante
promissor. Algumas caracteristicas exclusivas a cada enzima ja puderam ser identificados
apenas pela analise da sequéncia primaria das proteinas, como a localizacao celular, o uso de
diferentes substratos e 0 mecanismo de catalise adotado dependente de diferentes residuos. O
desenvolvimento desse projeto com os estudos de caracterizacdo e busca de inibidores para a
enzima DHODH de Leishmania major também teve importante papel no sentido de obtermos

detalhamentos acerca da distin¢do entre as enzimas humana e do parasito.

1.2.3 Diidroorotato desidrogenase (DHODH): uma Flavoproteina

1.2.3.1 Ciclo catalitico dependente de flavina mononucleotideo (FMN)

Como mencionado, a biossintese de novo de nucleotideos de pirimidina & uma
importante via metabolica, altamente conservada em eucariotos e procariotos. No quarto
passo desta via metabdlica, atua a enzima diidroorotato desidrogenase (DHODH), responsavel
pela conversdo da molécula L-diidroorotato (DHO) em orotato. Essa reacdo corresponde a

unica etapa de oxidagdo-reducédo na sintese de novo de nucleotideos de pirimidina [46].
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O ciclo catalitico nas DHODHs é dependente do grupo prostético flavina
mononucleotideo (FMN) (Figura 3), de forma que as DHODHs sdo classificadas como
flavoenzimas. Esse cofator essencial para flavoproteinas € derivado da riboflavina e esta
amplamente distribuido na natureza. A porc¢éo relevante em termos mecanisticos no FMN é o
sistema anelar da isoaloxazina que serve como catalisador de oxidoreducéo reversivel em
muitos processos bioldgicos. E tambem este componente estrutural responsavel pela absorgio
da luz na regido do ultravioleta e do visivel que confere coloracdo amarela as flavoproteinas.
Na forma oxidada (Figura 3A) a flavina apresenta dois picos caracteristicos de absor¢éo, o
primeiro ao redor de 360 nm e o segundo ao redor de 450 nm (Figura 3C), sendo que estes

picos sdo perdidos quando a flavina é reduzida (Figura 3B e 3C) [47].
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Figura 3. Flavina mononucleotideo (FMN) nas formas oxidada (A) e reduzida (B). Em C é possivel observar o
espectro de varredura para FMN e FMN reduzido. A flavina oxidada apresenta dois picos caracteristicos de
absorcdo (~ 360 nm e ~ 450 nm), sendo que estes picos sdo perdidos quando a flavina é reduzida.

O espectro de absor¢do do FMN complexado € uma caracteristica particular de cada
proteina, uma vez que depende do ambiente quimico formado pelos residuos de aminoacidos
do sitio envolvido na complexacdo da flavina. O FMN ¢, em geral, fortemente complexado a
estrutura proteica, ainda que essa complexacao seja ndo covalente na maioria dos casos. 1sso
faz com que, salvo em excecdes, ndo ocorra dissoci¢do entre 0 FMN e a proteina. Essa forte
complexacdo provavelmente evoluiu do fato do FMN ser rapidamente auto-oxidado fora dos
microambientes dos sitios ativos das enzimas [48].

As flavoenzimas operam em cada ciclo catalitico por meio de duas reacdes parciais.
Na primeira reacdo o substrato é oxidado enquanto a flavina complexada é reduzida, essa
primeira parte €, em geral, chamada de reacéo parcial de redu¢cdo. Em um segundo momento,
a flavina reduzida é reoxidada, e esta etapa é chamada de reacdo parcial de reoxidagdo. As
flavinas atuam verdadeiramente como grupos prostéticos e ndo como co-substratos e néao

aparecem na estequiometria da reacgdo [48].
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Uma caracteristica importante é a de que durante esse processo redox, um ou dois
elétrons sdo cinética e termodinamicamente acessiveis levando a estados de oxidagdo
distintos. A reducéo pela transferéncia de um elétron leva ao estado de semiquinona e por dois
elétrons leva ao estado de flavina reduzida, sendo ambos biologicamente relevantes
dependendo do mecanismo pelo qual ocorre a transferéncia eletronica [48]. Uma
caracteristica muito importante das flavoproteinas refere-se ao fato de que é possivel
monitorar a formacdo destes estados de oxidacdo distintos por meio do monitoramento do
espectro de absorcao na regido do visivel em determinada resolugdo temporal, o0 que permite
obter uma ampla quantidade de informacdo a respeito dos mecanismos envolvidos na catélise.

Especificamente para as DHODHSs, durante a catalise, a enzima utiliza a flavina
mononucleotideo como cofator, para, na primeira etapa da reacdo, promover a oxidacdo do
substrato L-diidroorotato (DHO) enquanto FMN é reduzido. Na segunda etapa da reacédo,
FMN é reoxidado (FMNH, convertido em FMN) através do auxilio de um segundo substrato,
0 agente oxidante, cuja natureza varia entre as enzimas de diferentes origens bioldgicas. Para
a enzima DHODH de tripanossomatideos como Leishmania major (LmDHODH) e
Trypanosoma cruzi (TcDHODH), fumarato é o agente oxidante (Figura 4), enquanto para a

enzima humana, ubiquinona é o agente oxidante [49] .
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Figura 4. Quandro geral da reacdo catalisada pela LmDHODH. Nesse processo a enzima complexada ao FMN
em sua forma oxidada (E-Flox) é reduzida pelo primeiro substrato, diidroorotato (DHO). O produto da primeira
reacdo, orotato (ORO), é liberado antes que o segundo substrato se ligue ao sitio ativo. Na segunda etapa da
reacdo, a enzima complexada ao FMN reduzido (E-Flred) é reoxidada pelo fumarato (FUM) e o segundo
produto, succinato (SUC), é liberado [50].
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1.2.3.2 Classes de DHODHs

De acordo com as caracteristicas estruturais e de localizagcdo celular, as enzimas
DHODHs séo atualmente divididas em duas classes 1 e 2, sendo que as enzimas da familia 1
séo ainda subdivididas em subclasses 1A e 1B.

DHODHSs de classe 1 sdo proteinas citosdlicas que utilizam pequenas moléculas,
fumarato ou NAD", como agentes oxidantes no ciclo catalitico. Enzimas desta classe sio
encontradas, em bactérias do tipo Gram-positivas, fungos anaerdbicos e em eucariotos
inferiores, como no caso dos tripanosomatideos Leishmania major [44, 51-56]. Membros da
subclasse 1A, como a LmDHODH, apresentam-se como dimeros compostos por duas copias
da cadeia polipeptidica codificada pelo gene PyrD, enquanto que os membros da subclasse 1B
sdo tetrameros, formados como um dimero de heterodimeros, compostos de duas cadeias
polipeptidicas codificadas pelos genes PyrD e PyrK.

As enzimas da classe 2 sdo monoméricas, codificadas pelo gene PyrD e caracterizadas
por apresentarem uma extensdo na regido N-terminal, denominada dominio de membrana
(Figura 5A), que permite a interagcdo destas enzimas com a membrana com a membrana
interna da mitocondria em eucariotos [57-59] ou membrana citosolica de alguns procariotos
como Escherichia coli [60-62]. As enzimas desta classe utilizam como receptores de elétrons,
moléculas de carater hidrofébico. No caso da enzima humana, pertencente a familia 2,
ubiquinona € o agente oxidante.

A identidade sequencial entre membros das classes 1 e 2 é de aproximadamente 20%.
Membros da classe 2 compartilham a identidade sequencial em torno de 40%, sendo que as
maiores diferengas sdo encontradas ao longo das duas a-hélices que formam o dominio de
membrana. A identidade sequencial entre membros da classe 1 é maior que 50%, chegando a
mais que 70% quando analisamos apenas as DHODHSs de tripanossomatideos. As DHODHSs
das diferentes espécies do género Leishmania compartilham identidade sequencial superior a
85%.

Atualmente, podemos encontrar no banco de dados Protein Data Bank (PDB) a
estrutura tridimensional resolvida para enzimas DHODHs pertencentes as duas classes,
conforme resumido na Tabela 1. Em particular, as estruturas cristalograficas das enzimas
DHODHs de Leishmania major (LmDHODH), Trypanosoma cruzi cepa Y (TcDHODH-Y) e
Leishmania braziliensis (LbDHODH) foram resolvidas em nosso laboratorio.
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Tabela 1: Relacdo das estruturas cristalograficas depositadas no banco de dados PDB das
enzimas DHODH das diferentes classes, especificando as diferencas relacionadas as
caracteristicas estruturais, natureza do agente oxidante e cofator utilizado pela enzima de cada

Tuberculosis

organismo.
Classe Organismo Cofator Agente Estado Cddigo PDB
DHODH oxidante  oligomérico
1A Trypanosoma cruzi - FMN Fumarato Homodimero  3C3N [56]
cepaY
Trypanosoma cruzi - 2DJX* [63]
cepa Tulahuen (gene2)
Trypanosoma brucei 2B4G [44]
Leishmania major 3GYE™* [54]
Leishmania donovani 3C61 [1]
Leishmania braziliensis 4WZH [64]
Lactococcus lactis 1DOR* [65]
Streptococcus mutans 301X [66]
1B Lactococcus lactis FAD NAD* Heterodimero  1EP1* [67]
FMN
[2Fe-2S]
Thermotoga maritima 4YLF* [68]
2 Homo sapiens FMN  Ubiquinona  Mondmero 1D3G* [57]
Plasmodium falciparum 1TV5* [69]
Rattus Rattus 1UUM* [70]
Rattus norvegicus 40RI [71]
Escherichia coli 1F76 [72]
Mycobacterium 4XQ6 [1]

*Ha mais de uma estrutura depositada no PDB relacionada a DHODH deste organismo. [f] Dados néo

publicados.

Do ponto de vista estrutural, ambas as classes se enovelam em um motivo barril o/f3
(dominio catalitico) que consiste de uma regido central formada por oito fitas beta paralelas

rodeadas por oito a-hélices. No topo do barril, trés fitas B antiparalelas formam uma tampa


http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=5660
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=2336
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=10116
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que cobre o sitio redox. O fundo do barril € formado um par de fitas p antiparalelas. O sitio de
ligacdo do orotato é localizado na parte superior do barril onde vérias fitas formam o bolso de
ligacdo do substrato e do FMN [65] (Figura 5).

Figura 5. Representacdo em cartoon dos monémeros da (A) HSDHODH — DHODH classe 2 e (B) LmDHODH
— DHODH classe 1A. (PDB ID: 2BOM e 3TQO, respectivamente). Em ambos os casos o sitio ativo é localizado
no topo do barril a/p, e contém uma molécula de FMN. A entrada do sitio ativo é protegida por um loop
catalitico, representado em ciano. Na HSDHODH em A, é possivel observar na regido N-terminal o dominio de
membrana, colorido em verde.

A entrada do sitio catalitico é protegida por um loop com grande flexibilidade. Tem
sido reportado que este loop varia entre uma conformacéo aberta e uma conformacéo fechada

durante a catalise para as enzimas de classe 1A. Nestas enzimas da classe 1A, o loop catalitico
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é maior e mais flexivel (Figura 5), e sabe-se que a movimentacao deste loop exerce um papel
importante na catélise.

Embora a estrutura em barril o/ de membros da familia 2 se assemelhe com a
estrutura da DHODH de membros da familia 1, ha algumas diferencas no sitio ativo. Uma
grande diferenga encontrada entre os membros da famia 1 e 2 das DHODHSs é com relacéo ao
residuo que atua como base catalitica na primeira etapa da reagdo, responsavel pela subtracdo
do hidrogénio do carbono C5 da molécula L-diidroorotato, onde a cisteina catalitica da classe
1A das DHODHs é substituida por uma serina na classe 2 [72]. (Figura 6).

Além disso, duas outras importantes mutacfes sdo observadas quando comparamos a
regido do sitio ativo entre as classes 1A e 2, incluindo o residuo de serina (Serl96) em
LmDHODH que é substituido por uma treonina (Thr285) na enzima humana, e o residuo de
leucina (Leu72) em LmDHODH) que ¢ substituido por um residuo de fenilalanina (Phe149).
Estas andlises, nos sugerem que embora 0 modo de atuacdo das enzimas das familias 1 e 2 das
DHODHs seja semelhante, diferencas quimicas, estruturais e dindmicas podem ser exploradas

para introduzir seletividade aos inibidores da classe 1A (Figura 6).

Asn284 Asn212

R (o]
Asn195 H ROR asnizs
R-y N
Thass 0y S N-....._...O*)/LO
RJS/\O
Ser196 o M N Ser215
H 1

. ! R
e O )—< Cys131
e 'ﬁ/%s} o Y
Asntds N
[¢) 0" 7
]

Asné8 g I R
R s M »
o "--N 0:8 Phe149

[a] R
M~
Ox: R)\/ R Leur2
Asn217 r R o
Gly148 Lys100
N

R
Asni33 |
GlyT1 Lys44

Figura 6. Interacbes entre DHODH e o produto da reacdo, ORO. Residuos presentes na enzima humana estdo
representados em fonte negrito e da enzima LmDHODH em fonte italico. Modelo baseado nas estruturas
tridimensionais das enzimas complexadas com o produto da catalise, PDB ID: 2FPV (humana) e 3GZ3 (L.
major). Figura adaptada de [73].

1.2.3.3 DHODHs de Classe 1A: detalhes estruturais e de mecanismo

Um aspecto muito importante das enzimas de classe 1A consiste no fato de que ambos

o0s substratos, DHO e fumarato, ocupam o mesmo sitio, o sitio pirimidinico. Por outro lado,
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para as enzimas da classe 2, o DHO interage no sitio pirimidinico, enquanto a ligacdo do
segundo substrato, a quinona, é proposto como sendo na regido entre as hélices do dominio de
membrana, um sitio de carater hidrofobico [74]. Essa diferenca tem muita relevancia em
termos do mecanismo das reacOes para estas enzimas, 0 que sera discutido com base nos
resultados apresentados nesta tese.

Estudo utilizando a enzima de Lactococcus lactus como modelo demonstrou que a
forma dimérica € essencial para a atividade catalitica das enzimas da classe 1A das DHODHSs
[75]. A enzima LmDHODH ¢ dimerica, enquanto a enzima humana (classe 2) € monomérica
[65]. Como consequéncia, a interface do dimero é uma regido exclusiva na enzima do parasito
[56].

Além do estado oligomérico dimérico, tem sido proposto para enzimas da classe 1A,
um modelo de reatividade que envolve o funcionamento de um mondmero por vez, refletindo
uma assimetria no comportamento catalitico dos mondmeros que comp&em o dimero [76].

De forma geral, a analise topoldgica nos permite identificar cinco regibes
independentes nas DHODHSs da subclasse 1A que apresentam forma, volume e localizacéo
definidos e que sdo relevantes, do ponto de vista estrutural. Nomeadas de acordo com a
distancia do sitio ativo, estas regiGes compreendem: o sitio ativo (S1), uma extensdo da regiao
S1 (S2), a regido atrés do loop catalitico (S3), uma extensdo da regido S3 (S4) e a regido
localizada na interface dimérica (S5) (Figura 7).

s1(8)

. %52(B)

Figura 7. Regibes independentes na DHODH classe 1A, em destaque no dimero. O sitio ativo (S1), uma
extensdo da regido S1 (S2), a regido atrds do loop catalitico (S3), uma extensdo da regido S3 (S4) e a regido
localizada na interface dimérica (S5) estdo indicadas em rosa, azul, laranja, verde e vermelho, respectivamente
[73].
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Para LmDHODH, a abertura do loop catalitico permite a abertura de um canal de
acesso ao sitio ativo envolvendo os sitios S2 e S3-S4, o que possibilitaria a acomodagéo de
moléculas maiores. Uma vez que estes sitios ao redor do loop catalitico apresentam diferencas
significativas entre as DHODHSs de diferentes classes, ligantes poderiam ser planejados para
ocuparem estas regides. Desta forma, estes sitios mais distantes do sitio ativo podem ser
validados como possiveis bolsdes a serem explorados nas estratégias de inibicdo e busca de

seletividade.

1.3 Planejamento de inibidores para as enzimas DHODHs de
tripanosomatideos

1.3.1 Motivagdo

As leishmanioses estdo inseridas em um quadro bastante complexo das doencas
infecciosas parasitarias, frequentemente chamadas de doengas negligenciadas. Estas doencas
afetam milhdes de pessoas nas diferentes regides geograficas mais pobres do planeta e sédo
responsaveis por incapacitar anualmente uma fracdo significativa da populacdo, o que
continua sendo um obstaculo para o desenvolvimento social e econdbmico dos paises mais
pobres [77]. Mais do que doengas negligenciadas, tratam-se de pacientes negligenciados para
0s quais a realidade é bastante cruel [78].

Especificamente a Leishmaniose é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, causada
por diferentes espécies do género Leishmania, que acomete pele e mucosas. A Leishmania é
um protozoario pertencente a familia Trypanosomatidae, parasito intracelular obrigatério das
células do sistema fagocitico mononuclear, com duas formas principais: uma flagelada ou
promastigota, encontrada no tubo digestivo do inseto vetor, e outra aflagelada ou amastigota,
observada nos tecidos dos hospedeiros vertebrados [38].

As leishmanioses representam um complexo de doengas com importante espectro
clinico e diversidade epidemiologica. Aproximadamente vinte e uma espécies s&o
responsaveis pelas diferentes patogenias de leishmaniose. Leishmaniose cutanea (LC) é a
forma mais comum da doenca, que provoca ulceragdes na pele deixando cicatrizes
permanentes; leishmaniose muco-cutanea (LMC) causa Ulceras na pele levando a destruicao
das membranas mucosas do nariz, boca e garganta; leishmaniose cutanea difusa (LCD), a
forma mais dificil de tratar, causa lesGes cronicas parecidas com a lepra, que ndo cicatrizam

espontaneamente e voltam apds tratamento; e leishmaniose visceral (LV), também chamada
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calazar, é a forma mais preocupante da doenca, sendo fatal se ndo tratada, causa hipertrofia do
baco e figado, febre, anemia e perda de peso [79]. Espécies diferentes de Leishmania séo
responsaveis pelas diferentes formas clinicas da doenca. Infec¢Bes por L. major ou L. tropica
causam LC, as espécies da América do Sul, como L. braziliensis, causam LMC e L. donovani
ou L. infantum causam LV. Deve-se destacar que mesmo com a diversidade de espécies de
Leishmania, a manifestacéo clinica da doenca depende ndo apenas da espécie envolvida, mas
também do estado imunoldgico do individuo infectado. Um espectro de formas clinicas pode
se desenvolver na dependéncia das caracteristicas da resposta imune mediada por células [38].

Uma questdo que deve ser analisada € a alteracdo no padrdo de transmissdo das
Leishmanioses nas Ultimas décadas. Inicialmente considerada como zoonose de animais
silvestres, que acometia ocasionalmente pessoas em contato com as florestas, a doenca
comecou a ocorrer em zonas rurais ja praticamente desmatadas, e em regifes periurbanas.
Atividades como exploragdo desordenada da floresta, derrubada de matas para construgéo de
estradas e extracdo de madeira tornam o quadro de transmissdo ainda mais diverso e de dificil
contencdo [38].

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que 350 milhdes de pessoas estejam
expostas ao risco com registro aproximado de dois milhdes de novos casos das diferentes
formas clinicas ao ano [38]. Especificamente no Brasil, o quadro é bastante complexo. O pais
lidera as estatisticas com relacdo a ocorréncia das diferentes formas de leishmanioses na
América Latina e Caribe e isso reflete a extrema desigualdade existente em nosso pais [80].
Nos dados mais recentes divulgados pela OMS, que se referem ao ano de 2013, o numero de
casos reportados para o Brasil € de 3253 para LV e 18226 para LC [81]. Estes dados refletem
o fato de que no Brasil, a Leishmaniose é uma doenca com ampla diversidade de agentes, de
reservatorios e de vetores, e apresenta padrfes de transmissao complexos e um conhecimento

ainda limitado sobre alguns aspectos, o que a torna de dificil controle [38].

1.3.2 A necessidade de novos fdrmacos para o tratamento das
Leishmanioses

Segundo a OMS e o Ministério da Saude, as drogas de primeira escolha no tratamento
das leishmanioses sdo os antimoniais pentavalentes (Sb>*), como N-metilglucamina e
estibogluconato de sdédio, sendo que este Gltimo ndo é comercializado no Brasil. Estas drogas
sdo consideradas leishmanicidas, pois interferem na bioenergética das formas amastigotas de

Leishmania. Tanto a glicélise, quanto a oxidagdo dos acidos graxos sdo inibidos, sendo esta
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inibicdo acompanhada de redugéo na producgéo de ATP e GTP [38]. Contudo, 0s mecanismos
moleculares envolvidos nesta inibicdo ndo sdo completamente elucidados. Ainda que estes
farmacos tenham elevada eficacia, eles apresentam importantes efeitos adversos, dependendo
da dose estabelecida. O principal efeito adverso do Sb>* é decorrente de sua acdo sobre o
aparelho cardiovascular, podendo causar arritmias cardiacas e/ou outras manifestacGes de
cardiotoxicidade.

N&o havendo resposta satisfatéria com o tratamento pelo antimonial pentavalente, as
drogas de segunda escolha sdo a anfotericina B e as pentamidinas (sulfato de pentamidina e
mesilato de pentamidina). A anfotericina B atua nas formas promastigotas in vitro e
amastigotas in vivo de Leishmania. Apresenta toxicidade seletiva por sua interferéncia nos
ésteres (episterol precursor do ergosterol) da membrana citoplasmatica de Leishmania. As
pentamidinas sao diamidinas aromaticas, contudo poucos estudos foram realizados nas
Américas utilizando esta terapéutica. Tanto a anfotericina B quanto as pentamedinas
apresentam limitagcGes, como necessidade de tratamentos prolongados, diversos efeitos
colaterais e custos elevados [38].

Considerando o complexo quadro fisiopatoldgico das Leishmanioses, o numero
reduzido de boas alternativas terapéuticas e a relevancia desta doenca no cenario brasileiro, é

evidente a necessidade de novos estudos que envolvam a busca por novos tratamentos.

1.3.3 As DHODHs de tripanosomatideos como possiveis alvos terapéuticos

A enzima DHODH é um alvo importante no desenvolvimento de farmacos com
atividade anti-inflamatoria, imunosupressora, antiproliferativa e antiparasitaria [82-86]. O
potencial terapéutico da inibicdo desta via metabdlica, através da inibicdo especifica da
enzima DHODH, tem sido demonstrado por compostos como a molécula A771726,
metabdlito ativo da Leflunomida (ARAVA®), aprovado para o tratamento de artrite
reumatica, que inibe a enzima DHODH humana [87]. O composto Brequinar, também
inibidor da enzima DHODH humana, tem sido testado como antineoplasmatico [88]. J& o
composto Atavacona (Malarone®), inibidor da enzima DHODH de Plasmodium falciparum
(PfDHODH) ¢ atualmente prescrito como medicamento anti-malaria. Em todos estes
exemplos, as DHODHs envolvidas sdo enzimas da classe 2 e os inibidores destas enzimas
foram planejados para interagir no sitio da ubiquinona, na regido do dominio de membrana,

bloqueando o acesso do agente oxidande ao sitio ativo.
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Contudo, este sitio esta ausente nas enzimas da classe 1 (Figura 5) e inibidores
conhecidos sdo seletivos para a classe 2 e ndo inibem as enzimas de tripanosomatideos. No
caso das DHODHs de classe 1A, como ja foi dito, os dois substratos se ligam ao mesmo sitio,
0 chamado sitio pirimidinico.

O primeiro estudo tendo como alvo para inibi¢do a enzima DHODH de classe 1A foi
realizado com Lactococcus lactis (LIDHODH-A) [89]. Neste trabalho, foram obtidos
prototipos de inibidores, que embora ndo apresentassem excelente atividade inibitdria, eram
inibidores seletivos para a enzima de Lactococcus lactis, uma vez que ndo inibiam nem a
enzima humana, nem a enzima de E. coli. Esta busca por inibidores demonstrou a
possibilidade da obtencdo de inibidores especificos frente as DHODHs de classe 1A
interagindo com o sitio pirimidinico, apesar da elevada identidade sequencial mantida neste
sitio para as DHODHSs de ambas as classes.

Considerando a imensa necessidade de quimioterapias eficientes  para as
Leishmanioses, bem como a relevancia da biossintese de pirimidina e as peculiaridades das
DHODH de tripanosomatideos, que podem ser exploradas em termos de estrutura e
mecanismos, diversos esforcos tém sido realizados em nosso laboratério na busca por agente
inibidores das DHODHSs de classe 1A. Ao longo destes anos, diversas abordagens foram
utilizadas e alguns inibidores foram identificados [73] a partir da combinacdo de ferramentas
variadas.

Considerando que ndo exista ainda nenhuma validacdo genética que confirme a
essencialidade das DHODHSs para o crescimento ou sobrevivéncia da Leishmania, métodos
quimicos podem ser uma abordagem alternativa. Validagdo quimica envolve o uso de um
composto capaz de se ligar com alta afinidade ao alvo produzindo morte celular ou inibicéo
do crescimento celular dependente da dose. Nesse contexto, compostos com atividade
inibitdria frente a LmDHODH poderiam ser também utilizados como ferramentas em estudos
envolvendo o alvo e a via bioquimica [90].

Tendo em vista esse contexto, podemos afirmar que as DHODHs de
tripanosomatideos sdo enzimas atrativas uma vez que participam de uma rota bioguimica
importante, apresentam diferencas estruturais e relacionadas ao mecanismo quando
comparamos a enzima humana e possuem diferentes bolsdes que podem ser explorados no

planejamento de moléculas com atividade inibitdria.
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5.0 Conclusoes

No quarto passo da via de biossintese de novo de nucleotideos de pirimidina, atua a
enzima diidroorotato desidrogenase (DHODH), responsavel pela conversdao da molécula L-
diidroorotato (DHO) em orotato em um ciclo catalitico dependente do grupo prostético
flavina mononucleotideo (FMN). Especificamente para as DHODHSs, durante a catélise, a
enzima utiliza a flavina mononucleotideo como cofator, para, na primeira etapa da reacéo,
promover a oxidacdo do substrato L-diidroorotato (DHO) enquanto FMN ¢é reduzido. Na
segunda etapa da reacdo, FMN ¢é reoxidado através do auxilio de um segundo substrato, o
agente oxidante, cuja natureza varia entre as enzimas de diferentes origens bioldgicas.

Considerando a relevancia da rota bioguimica da qual participam as DHODHs e
considerando as diferencas em termos estruturais e de mecanismo existentes entre a enzima
humana e a enzima de tripanosomatideos, nosso estudo centrou-se na obtengdo do
detalhamento em nivel molecular envolvido na catélise enziméatica promovida pela DHODH
de Leishmania major e na busca por compostos com atividade inibitéria frente a esta enzima.

No que se refere a elucidacdo do mecanismo catalitico, importantes contribui¢bes
resultaram do nosso estudo. Por meio da combinacédo dos resultados referentes ao estado pré-
estacionario e estacionario, observamos que para a LmDHODH a libera¢do do ORO é o passo
crucial na determinacdo da velocidade limitante do ciclo catalitico, o que ndo ocorre para as
DHODHSs pertencentes a classe 2, para as quais a liberacdo do ORO foi descrita como sendo
muito lenta e ndo competente na catalise [113].

Pela primeira vez, andlises no estado estacionario para a LmDHODH realizadas com
amplo intervalo de variacdo na concentracdo dos substratos permitiram observar a
cooperatividade positiva para a ligacdo de DHO com um valor de coeficiente de Hill proximo
a 2 e sua modulagdo na presenga de ORO. Também, foi demonstrado que essa
cooperatividade estéa relacionada a comunicacdo cruzada entre as cadeias do dimero, sendo
mediada pela interface dimérica. Nossos resultados fornecem novos dados para explicar o
modo cooperativo na ligacdo do substrato como consequéncia do comportamento assimétrico
de funcionamento dos sitios ativos nas duas subunidades para as DHODHSs de classe 1A [76,
114].

Foram encontradas diferencas chave no mecanismo enzimatico adotado pelas enzimas
DHODHs de classe 1A e classe 2, que podem ser exploradas no desenvolvimento de

inibidores potentes e seletivos paraa LmDHODH.
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E razoavel considerar a hipotese de que o bloqueio da passagem da informagéo entre
0s mondmeros por meio de alteragdes nas propriedades quimicas e dindmicas da interface
dimérica, seja uma estratégia inovadora no planejamento de inibidores seletivos.

Outra abordagem nesse sentido seria o controle do movimento do loop catalitico.
Baseado em evidéncias encontradas neste trabalho, pode-se afirmar que o mecanismo
catalitico para as DHODHs de classe 1A envolve a dindmica conformacional do loop
catalitico e a comunicacdo entre os loops cataliticos dos mondmeros via interface dimérica.
Portanto, estratégias que mirem estes dois aspectos tendem a ser promissoras no que se refere
a busca de moléculas com acdo inibitoria e seletivas para DHODHSs de classe 1A.

Além disso, foi desenvolvido um ensaio para triagem de alto desempenho tendo como
alvo a enzima LmDHODH. Alguns compostos promissores foram obtidos e encontram-se
agora em fase de aquisicao para que experimentos de determinag¢do do mecanismo de inibicao
e ensaios de co-cristalizacdo sejam realizados.

Os detalhes moleculares elucidados neste trabalho para a DHODH de Leishmania
major, corroboram a importancia da questdo da flexibilidade nos estudos envolvendo alvos
proteicos e ligantes. Diferentes estados conformacionais sdo acessiveis a estrutura
tridimensional para LmDHODH e sdo imprescindiveis para a catélise, ressaltando a relevancia
em considerar 0s aspectos dinamicos das interagdes no planejamento de inibidores seletivos
para alvos enzimaticos.

Nossos resultados neste trabalho fornecem contribuicBes importantes sobre 0s
mecanismos moleculares das DHODHSs de classe 1A. A compreensdo dinamico-estrutural
sobre como estas enzimas funcionam, no que se refere & cooperatividade mediada pela
interface dimérica e a regulacdo dos movimentos dos loops cataliticos de cada monémero, nos
instiga a pensar sobre os caminhos moleculares percorridos ao longo da evolugdo para que
esse tipo de arquitetura fosse encontrada. As arquiteturas estruturais proteicas funcionam
como verdadeiros fdsseis moleculares que contam a histéria da vida. Entendendo este
complexo processo, poderemos alcangcar uma compreensao Unica sobre o caminho no qual a
selecdo evolucionaria tem influenciado as propriedades dos sistemas moleculares no sentido
de proporcionar um avango funcional, uma vez que as proteinas sdo as responsaveis pela

maior parte do trabalho celular.
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