
 

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

FACULDADE DE CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS DE RIBEIRÃO PRETO 

 

 

 

 

 

 

PATRÍCIA ROSA FELICIANO 

 

 

 

 

 

 

Estudos da correlação entre estrutura e função da enzima 

fumarato hidratase em Leishmania major 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ribeirão Preto 

2013 



 

 

PATRÍCIA ROSA FELICIANO 

 

 

 

 

 

Estudos da correlação entre estrutura e função da enzima 

fumarato hidratase em Leishmania major 

 

 

 

 

 

Tese apresentada à Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas de Ribeirão Preto da Universidade de 

São Paulo para obtenção do título de Doutor em 

Ciências. 

 

Área de Concentração: Química e Física Biológica 

Orientadora: Profa. Dra. Maria Cristina Nonato Costa 

Coorientadora: Profa. Dra. Catherine L. Drennan 

 

 

 

*Versão corrigida da Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pós-Graduação em 

Ciências Farmacêuticas no dia 07/10/2013. A versão original encontra-se disponível na 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto/USP*. 

 

 

 

Ribeirão Preto 

2013 



RESUMO | I 

 
 

RESUMO 
 

FELICIANO, P. R. Estudos da correlação entre estrutura e função da enzima fumarato 

hidratase em Leishmania major. 2013. 142 f. Tese (Doutorado) – Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2013. 

 

Leishmania é um protozoário parasito flagelado responsável pelas Leishmanioses, 

classificadas como doenças negligenciadas, que causam um risco a 350 milhões de pessoas 

em todo o mundo. As fumarato hidratases (FHs) são enzimas que catalisam a hidratação 

reversível da molécula de fumarato em S-malato e estudos recentes em tripanosomatídeos, 

utilizando Trypanosoma brucei como modelo, apontam essas enzimas como potenciais alvos 

para o planejamento de compostos com ação tripanossomicida e leishmanicida. O presente 

trabalho visou à caracterização funcional e estrutural das enzimas fumarato hidratase de 

Leishmania major através da determinação da estrutura por técnicas de difração de raios-X em 

monocristais, aliadas a técnicas espectroscópicas, de mutagênese sítio dirigida e simulação 

de dinâmica molecular. A susceptibilidade dessa classe de enzimas ao oxigênio devido a 

presença de um complexo do tipo [4Fe-4S] exigiu a utilização de técnicas modernas para a 

realização dos experimentos em condição de anaerobiose. A estrutura da isoforma citosólica 

da FH em L. major (LmFH-2) foi determinada por técnicas de difração de raios-X em 

monocristais e consiste na primeira estrutura de uma proteína da classe I das FHs a ser 

determinada. O enovelamento de LmFH-2 foi descrito como novo e consiste em uma 

proteína dimérica na qual cada monômero apresenta dois domínios denominados domínios 

N- e C- terminais, que possuem grande mobilidade entre si. A análise das estruturas 

cristalográficas de LmFH-2 em complexo com o substrato malato e os inibidores malonato e 

succinato, associada aos estudos de dinâmica molecular, nos permitiu propor que a 

mobilidade entre os domínios está associada à entrada do substrato no sítio ativo. Os dados 

estruturais corroborados pelos dados espectroscópicos e bioquímicos foram utilizados para 

mapear o sítio ativo e construirmos um modelo para descrever o mecanismo de ação 

enzimática adotado por essa classe de enzimas. Na tentativa de dar ínicio à validação do 

nosso modelo, o resíduo conservado Thr467, pertencente ao sítio ativo da LmFH-2 e 

identificado como importante na interação com o substrato, teve seu papel catalítico avaliado 

através da combinação de técnicas de mutação sítio-dirigida associada a estudos cinéticos e 

estruturais. A perda significativa na atividade da proteína mutante LmFH-2-T467A  

fortaleceu nossas hipóteses de que a Thr467 poderia atuar como ácido ou base no mecanismo 
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de ação das FHs da classe I. Os resultados obtidos nesse trabalho nos fornecerão as bases 

estruturais para o mapeamento acerca do mecanismo catalítico adotado pelas enzimas 

fumarato hidratase da classe I, assim como, para o planejamento de ligantes específicos como 

uma importante ferramenta na avaliação do potencial desta classe de enzimas como alvo 

para o desenvolvimento de novas terapias contra a Leishmaniose.  

 

Palavras-chave: Leishmania major, fumarato hidratase, estrutura cristalográfica, mecanismo 

de ação enzimática. 
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ABSTRACT  
 
FELICIANO, P. R. Structure-function relationship studies of fumarate hydratase from 
Leishmania major. 2013. 142 f. Tese (Doutorado) – Faculdade de Ciências Farmacêuticas de 
Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2013. 
 

Leishmania parasites are the casual agent of leishamaniasis, classified as neglected tropical 

diseases, with 350 million people at risk of infection. Fumarate hydratases (FH) are enzymes 

that catalyze the stereospecific reversible hydratation of fumarate to S-malate and recent 

studies in trypanosomatids, using Trypanosoma brucei as a model suggest that the fumarate 

hydratase enzymes are essential for the parasite survival and should be exploited as 

potential targets for the development of new therapies against trypanosomatid related 

diseases. The present work focused the functional and structural characterization of both 

fumarate hydratase enzymes from Leishmania major by a combination of crystallographic, 

spectroscopic, site-direct mutagenesis and molecular dynamics techniques. The susceptibility 

to oxygen observed for this class of proteins due to the presence of a [4Fe-4S] cluster required 

the use of state-of-art infrastructure to perform the experiments under anaerobic 

environment.  The structure of LmFH-2 has been determined by X-ray diffraction techniques 

and consists of the first class I FH structure to be reported. LmFH-2 folding has been found 

to be unique and consists of a dimer with each monomer composed of two major domains 

named N- and C-terminal domains. The analysis of the crystallographic structure of LmFH-2 

in complex with the substrate malate and with both inhibitors malonate and succinate has 

allowed us to propose that the movement observed between both N- and C-domains is 

associated to the entrance of the substrate into the active site. The structural data 

corroborated with biochemical and spectroscopic studies have been used to map the active 

site and to build a model to describe the mechanism of action adopted by this class of 

enzymes. As our first attempt to validate our model, the residue Thr467 that belongs to the 

active site and has been identified as important in the interaction with the substrate, had its 

catalytic role evaluated by site-direct mutagenesis in combination with kinetic and structural 

studies. The significant loss in activity observed for the mutant LmFH-2-T467A supports our 

hypothesis that Thr467 can act as either acid or base during catalysis. Our results have 

provided the structural basis for the complete mapping of the catalytic mechanism adopted 

by fumarate hydratase enzymes, as well as for the design of specific ligands as an important 

tool for evaluating FHs as drug targets in development of new therapies against 

Leishmaniasis.  

Keywords: Leishmania major, fumarate hydratase, crystal structure, mechanism of action. 
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1.  INTRODUÇÃO 
 

 

As diferentes patogenias de leishmaniose são causadas por diferentes espécies de 

protozoários parasitos flagelados do gênero Leishmania, que são transmitidos por cerca de 30 

espécies de insetos fêmeas flebotomíneos (Herwaldt, 1999).  

O ciclo de vida do parasito Leishmania (Figura 1) é constituído por um estágio 

promastigota flagelado extracelular e um estágio amastigota intracelular morfologicamente 

distinto. O ciclo é iniciado pelo inseto vetor que se alimenta de sangue de mamífero 

infectado, como roedores, cachorros ou homem. Dentro do intestino do inseto, as formas 

promastigotas proliferam e passam por vários estágios de desenvolvimento e então são 

transferidas ao homem no ato da picada. Dentro do mamífero hospedeiro, as formas 

promastigotas são rapidamente fagocitadas pelos macrofágos no local da infecção, onde 

passam por diferenciação para o estado amastigota (Leifso et al., 2007). Os macrófagos então 

se rompem, liberando as formas amastigotas que infectam outros macrófagos. O inseto, ao 

picar o mamífero infectado, ingere macrófagos contendo formas amastigotas do parasito, que 

no intestino do inseto se diferenciam em promastigotas, completando o ciclo de vida do 

parasito. 

 

 
Figura 1. Ciclo de vida do parasito Leishmania.  

Fonte: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/e0/Leishmaniasis_life_cycle_ diagram_en.svg. 
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Diferentes espécies de Leishmania são responsáveis pelas diferentes formas clínicas da 

doença. Infecções por L. infantum, L. tropica, L. major, L. aethiopica e L. donovani causam 

leishmaniose cutânea; L. braziliensis e L. panamensis causam leishmaniose muco-cutânea; L. 

amazonensis e L. Mexicana causam leishmaniose cutânea difusa; e L. donovani e L. infantum 

causam leishmaniose visceral. A leishmaniose cutânea, a forma mais comum da doença, 

causa ulcerações no rosto, braços e pernas e deixam cicatrizes permanentes. A leishmaniose 

muco-cutânea causa úlceras na pele levando a destruição das membranas mucosas do nariz, 

boca e garganta. A leishmaniose cutânea difusa, a forma mais difícil de tratar, causa lesões 

crônicas parecidas com a lepra, que não cicatrizam espontaneamente e voltam depois do 

tratamento. A leishmaniose visceral, a forma mais séria da doença, causa hipertrofia do baço 

e fígado, febre, anemia, perda de peso, e é fatal quando não tratada. Outra forma da doença 

também reportada é a leishmaniose dermal pós-kala-azar, resultado de uma complicação da 

leishmaniose visceral, que se manifesta na forma de uma inflamação na pele, subsequente do 

aparente sucesso no tratamento da leishmaniose visceral, e que se inicia na região da boca e 

pode se espalhar pelo corpo, como resultado de uma reação devido a presença de parasitos 

na pele.  

As leishmanioses, classificadas como doenças negligenciadas, são um problema de 

saúde mundial afetando largamente as populações de baixa renda, principalmente nos 

países em desenvolvimento (Figura 2). De acordo com a Organização Mundial de Saúde 

(OMS), 350 milhões de pessoas correm o risco de contrair a leishmaniose e estima-se que há 

12 milhões de pessoas infectadas e 2 milhões de novos casos por ano.  

No Brasil, segundo o Ministério da Saúde, no período entre 2006 e 2010 foram 

registrados 18.168 casos de leishmaniose visceral. Em 2010, a região Nordeste apresentou 

47,1% dos casos, seguida pelas regiões Norte (18,0%), Sudeste (17,8%), Centro-Oeste (8,6%) e 

Sul (0,1%). Atualmente, a doença está distribuída em 21 estados, atingindo as cinco regiões 

brasileiras. No mesmo período, 2006 a 2010, foram registrados 21.520 casos por ano de 

leishmaniose muco-cutânea no Brasil. A região Norte apresentou o maior coeficiente (55,9 

casos/100.000 habitantes), seguida das regiões Centro-Oeste (25,7 casos/100.000 habitantes) 

e Nordeste (12,9 casos/100.000 habitantes). 

Segundo a OMS, atualmente não há uma vacina efetiva para prevenir a leishmaniose. 

Inúmeros esforços para o desenvolvimento de vacinas têm sido realizados no Brasil, 

Colômbia, Equador, Venezuela, Irã e Sudão contra leishmaniose cutânea e visceral (Bahar et 

al., 1996; Armijos et al., 1998; Sharifi et al., 1998; Momeni et al., 1999; Khalil et al., 2000; Velez et 

al., 2005; Mayrink et al., 2006; Noazin et al., 2009). Essa primeira geração de candidatos à 

vacina contra leishmaniose foi feita com o parasito morto ou a partir de extratos. No entanto, 
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os resultados foram inconclusivos ou negativos para a profilaxia da doença. Uma segunda 

geração de vacinas em estudo e que consiste no uso da poliproteína Leish-F1 recombinante 

(Campos-Neto et al., 2001; Coler et al., 2007) deu origem à LEISH-F1+MPL-SE, que foi a 

primeira vacina contra Leishmania aprovada para estudos clínicos (Duthie et al., 2012).  

 

 
Figura 2. Distribuição geográfica das leishmanioses pelo mundo no período de 2005 a 2009: (A) Leishmaniose 
visceral; (B) Leishmaniose cutânea. Fonte: Organização Mundial de Saúde 
(http://gamapserver.who.int/mapLibrary/app/searchResults.aspx). 

 

A terapia antileishmaniose apresenta sérios efeitos colaterais, toxicidade, custos 

elevados e tem dado origem ao surgimento de parasitos resistentes. O tratamento da doença, 

utilizado por mais de 70 anos, é baseado principalmente em antimônios pentavalentes (Croft 

e Yardley, 2002; Croft e Coombs, 2003; Croft, Barrett e Urbina, 2005), como antimoniato de 

meglumina (Glucantime®) e estibogluconato de sódio (Pentostam®). Em algumas áreas 

A 

B 
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endêmicas o uso destes fármacos é limitada devido à perda de sua eficácia. Fármacos de 

segunda linha estão sendo desenvolvidos de forma a reduzir os efeitos colaterais, como, por 

exemplo, anfotericina B (AmBisome®), paromomicina, miltefosina e pentamidina. 

AmBisome® tem mostrado ser altamente efetivo e seguro como uma monoterapia, e é 

considerado um fármaco de primeira linha em países onde a leishmaniose visceral é 

endêmica, reforçado pelo acordo com a OMS em 2007 de redução de 10% do custo total do 

tratamento da doença nos países em desenvolvimento (Duthie et al., 2012). 

Nos últimos 10 anos houve um grande avanço científico no tratamento, diagnóstico e 

prevenção das leishmanioses, e os preços dos medicamentos têm sido reduzidos. Esses 

avanços tem permitido a implementação pela OMS de programas de controle nacionais e 

regiões sustentáveis. No entanto, programas de controle funcional da doença ainda são raros 

e a mortalidade e morbidade das leishmanioses ao redor do mundo mostram uma 

preocupante tendência no aumento de sua incidência. Portanto, diante da limitada e 

ineficiente forma de controle e tratamento da leishmaniose, há uma necessidade urgente para 

o desenvolvimento de novos, eficazes e seguros agentes antileishmania.  

Os projetos genoma de Leishmania major (Ivens et al., 2005), Leishmania infantum (Peacock 

et al., 2007), Leishmania braziliensis (Peacock et al., 2007), Leishmania donovani e Leishmania 

mexicana têm permitido entender as similaridades e diferenças entre as espécies diferentes de 

Leishmania, contribuindo significativamente para a identificação de novos alvos terapêuticos 

para as leishmanioses. 

No caso particular deste estudo, a análise do genoma de L. major permitiu a 

identificação de dois genes, LmjF24.0320 (LmFH-1) e LmjF29.1960 (LmFH-2), que codificam a 

fumarato hidratase (FH), também chamada de fumarase, que catalisa a hidratação reversível 

da molécula de fumarato em S-malato (Figura 3). A análise das sequências das FHs de L. 

major revelou que ambas enzimas compartilham aproximadamente 63% de identidade 

sequencial (Figura 4) e são membros da classe 1 das fumarato hidratases. 

 

 
Figura 3. Reação reversível de hidratação estereoespecífica catalisada pela enzima fumarato hidratase. 
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As fumarato hidratases foram inicialmente divididas em duas classes de acordo com a 

estabilidade térmica, estado de oligomerização e presença de metal. As FHs da classe I são 

sensíveis ao oxigênio, termolábeis, homodiméricas, contém um complexo [4Fe-4S], 

apresentam massa molecular de aproximadamente 120 kDa e são expressas em bactérias 

(fumarases A e B de E. coli (Woods, Schwartzbach e Guest, 1988)) e em alguns eucariotos 

unicelulares (Shibata, Gardiner e Schwartzbach, 1985). As FHs da classe II são enzimas 

homotetraméricas, termoestáveis, não contém ferro, apresentam massa molecular de 

aproximadamente 200 kDa e são expressas em bactéria (fumarase C de E. coli (Woods, 

Schwartzbach e Guest, 1988)) e em eucariotos superiores como mamíferos (Kinsella e 

Doonan, 1986; Suzuki et al., 1989). Embora funcionalmente relacionadas, FHs das classes I e II 

apresentam baixa identidade sequencial (em torno de 20%). Recentemente, um novo grupo 

de fumarato hidratases foi descrito na literatura como FHs contendo duas subunidades, 

baseadas na identidade sequencial com as FHs da classe 1 (Shimoyama et al., 2007; Van Vugt-

Lussenburg et al., 2009). FHs com duas subunidades são sensíveis ao oxigênio, termoestáveis, 

contém complexo [4Fe-4S] e são heterodiméricas com duas subunidades diferentes (α e β). 

 

 
Figura 4. Alinhamento sequencial entre as isoformas LmFH-1 e LmFH-2 da enzima fumarato hidratase de 
Leishmania major codificadas pelos genes LmjF24.0320 e LmjF29.1960, respectivamente. LmFH-1 e LmFH-2 
pertencem a classe I das FHs. LmFH-1 contém 549 aminoácidos, massa molecular de aproximadamente 60.808Da 
e pI teórico de 7,2. LmFH-2 contém 568 aminoácidos, massa molecular de aproximadamente 62.602Da e pI teórico 
de 6,6 (www.expasy.org). O alinhamento foi realizado no programa MultAlin (Corpet, 1988) e a figura criada no 
programa ESPrit (Gouet et al., 1999). 

 

Eucariotos, em geral, expressam duas isoformas de fumarato hidratase: uma citosólica 

e uma mitocondrial. A isoforma citosólica pode estar envolvida na produção de fumarato, 

que atua como substrato da diidroorotato desidrogenase, uma enzima que participa da 



INTRODUÇÃO | 6 
 

 
 

biosíntese de nucleotídeos de pirimidina (Takashima et al., 2002; Feliciano et al., 2006). Além 

disso, a FH citosólica foi também descrita como capaz de migrar do citosol para o núcleo, 

desenvolvendo um papel chave no reparo do DNA. No homem, a deficiência na expressão 

da FH está relacionada com doenças hereditárias e câncer renal (Yogev et al., 2010). A 

isoforma mitocondrial participa do ciclo do ácido tricarboxílico (TCA) e pode também fazer 

parte da fermentação succínica fornecendo fumarato à enzima fumarato redutase (Besteiro et 

al., 2002). No homem, mutações na FH mitocondrial são responsáveis pela doença de 

deficiência da fumarase descrita como uma severa encefalopatia que leva a convulsões e 

atraso do desenvolvimento (Bourgeron et al., 1994). 

Em tripanosomatídeos, que compreendem parasitos como Leishmania e Trypanosoma, os 

estudos envolvendo as fumarato hidratases são limitados aos de RNA interferência, que 

demonstraram que a atividade das FHs é essencial para a sobrevivência da forma procíclica 

do parasito Trypanosoma brucei (Coustou et al., 2006).  

O papel vital das FHs no metabolismo intermediário em T. brucei nos fez questionar a 

importância desta enzima em Leishmania. Do ponto de vista da estratégia de planejamento de 

compostos com atividade antileishmania, FH se mostra um alvo promissor, porque sua 

inibição, além de afetar o balanço oxi-redox mitocondrial destes organismos, através da 

inibição do ciclo TCA, pode também interferir na via metabólica de síntese de nucleotídeos 

de pirimidina, uma vez que a enzima diidroorotato desidrogenase (quarta enzima desta via 

metabólica) utiliza fumarato como substrato para a sua catálise enzimática (Feliciano et al., 

2006). Outra importante informação é que ambas as FHs, mitocondrial e citosólica, expressas 

em mamíferos são membros da classe II e possuem baixa identidade sequencial (em torno de 

20%) com as FHs da classe I, o que nos permite considerar que os inibidores seletivos contra 

classe I poderão ser utilizados como moléculas com ação antileishmania em formas de 

estágio sanguíneo do parasito. 

Interessados na busca de alvos para o planejamento de compostos com atividade 

antileishmaniose, iniciamos os estudos de caracterização bioquímica, cinética, estrutural e 

funcional das enzimas fumarato hidratase de Leishmania major codificadas pelos genes 

LmjF24.0320 (LmFH-1) e LmjF29.1960 (LmFH-2). Na primeira etapa de desenvolvimento 

deste trabalho foi possível a padronização de um protocolo para a expressão heteróloga das 

duas isoformas de FH de L. major, o que possibilitou a realização de ensaios bioquímicos, 

biofísicos e estudos cinéticos (em condições aeróbicas e anaeróbicas). Além disso, foram 

produzidos anticorpos policlonais para a imunodetecção das FHs em Leishmania por estudos 

de localização celular, o que nos permitiu determinar que as isoformas LmFH-1 e LmFH-2 

estão localizadas na mitocôndria e no citosol, respectivamente. Estes resultados foram 
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compilados na forma de um artigo científico publicado em 2012 (Feliciano et al., 2012). Uma 

outra característica importante identificada em nossos estudos foi a sensibilidade à presença 

de oxigênio observada para ambas as isoformas. 

Em uma segunda etapa do trabalho, demos continuidade aos nossos estudos focando a 

caracterização estrutural das enzimas fumarato hidratase de L. major através da 

determinação da estrutura por técnicas de difração de raios-X em monocristais. Nesta etapa, 

a colaboração com a Profa. Dra. Catherine L. Drennan, do Massachusetts Institute of 

Technology nos EUA, se fez necessária por se tratar de uma pesquisadora referência na área 

de cristalização de proteínas sensíveis ao oxigênio, e por possuir a infraestrutura necessária 

para a realização de tais experimentos, ainda inexistente no Brasil.  

Os estudos cristalográficos das FHs de L. major desenvolvidos nesse trabalho são os 

primeiros estudos estruturais da classe 1 das FHs e que já estão contribuindo 

significativamente para o entendimento do mecanismo de ação desta classe de enzimas. 

Além disso, estas análises fornecerão ferramentas para a utilização de estratégias de 

validação de um novo alvo e planejamento de fármacos baseado em estrutura de proteínas 

como uma ferramenta na busca de novas formas terapêuticas para o tratamento da 

leishmaniose. 

 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 3. LmFH-2 
Fumarato hidratase de Leishmania major 

codificada pelo gene LmjF29.1960 
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3.3.  CONCLUSÕES 
 

! A expressão a 18 °C e a purificação por cromatografia de afinidade da proteína 

LmFH-2 e do mutante LmFH-2-T467A foram realizadas com sucesso. 

! Os resultados de DLS e de cromatografia por exclusão molecular indicaram que a 

proteína LmFH-2 se encontra majoritariamente na forma dimérica, que é a forma 

oligomérica esperada para FHs da classe I. 

! Experimentos de dicroísmo circular para LmFH-2 indicaram que a proteína apresenta 

um conteúdo de estruturas secundárias em cerca de 28% de α-hélices e 26% de folhas 

β.  

! Os estudos de desnaturação térmica por CD mostraram que a proteína perde 

totalmente o conteúdo de estrutura secundária a partir de 70 °C. A desnaturação 

térmica de LmFH-2 foi irreversível. A temperatura de desnaturação da proteína foi 

estimada em 57,7 °C. 

! Os espectros de EPR da proteína LmFH-2 mostraram um sinal característico de um 

complexo [3Fe-4S]+. O complexo [4Fe-4S]+ não foi detectado por EPR. 

! A enzima recombinante LmFH-2 apresenta atividade catalítica e é inativada na 

presença de oxigênio. 

! O pH ótimo da enzima LmFH-2 para os dois sentidos da reação (fumarato " malato 

e malato " fumarato) foi determinado em torno de 9. 

! Os parâmetros cinéticos Km e Vmax para LmFH-2 em condições aeróbicas e 

anaeróbicas indicaram que os valores de Km são similares, enquanto a velocidade de 

reação aumenta significativamente em condições anaeróbicas.  

! A atividade específica do mutante LmFH-2-T467A é aproximadamente 800 e 4.300 

vezes menor para os substratos malato e fumarato, respectivamente, quando 

comparada com a proteína LmFH-2. Estes resultados sugerem que a Thr467 pode ser 

considerada um resíduo catalítico atuando como ácido ou base no mecanismo de 

ação da enzima LmFH-2. 

! As moléculas malonato e succinato inibiram a atividade da proteína LmFH-2, mas os 

valores de IC50 sugerem que esses compostos são fracos inibidores. 

! As proteínas LmFH-2 e LmFH-2-T467A foram cristalizadas com sucesso em 4% de 

tacsimato pH 5 e 12% de PEG 3,350. Os melhores cristais foram obtidos através da 

combinação das técnicas de microseeding e aditivo na gota (etanol). 
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! A estrutura de LmFH-2 foi resolvida por SAD. LmFH-2 representa a primeira 

estrutura da classe 1 das FHs a ser resolvida. 

! A estrutura de LmFH-2 foi resolvida em complexo com o substrato malato e os 

inibidores malonato e succinato: LmFH-2-malato-malonato, LmFH-2-malato, LmFH-

2-malonato e LmFH-2-succinato. 

! A estrutura do mutante LmFH-2-T467A foi resolvida em complexo com malato e 

malonato: LmFH-2-T467A-malato e LmFH-2-T467A-malonato. 

! A análise estrutural de LmFH-2 revelou que a proteína pode ser dividida em 2 

domínios (N- e C-terminal) e sugere que o modelo cristalográfico obtido descreve um 

novo enovelamento. 

! O dímero de LmFH-2 é estabilizado por ligações de hidrogênio entre os domínios N-

terminais das cadeias A e B. 

! O sítio ativo da proteína é composto por resíduos pertencentes aos domínios N- e C-

terminais das cadeias A e B.  

! O complexo [4Fe-4S] se liga à 3 cisteínas (Cys133, Cys252 e Cys346) do domínio N-

terminal. 

! O substrato malato, assim como os inibidores malonato e succinato, interage com 

resíduos dos 2 domínios da proteína e pode ter um papel de estabilizar o domínio C-

terminal, que pode apresentar a característica de mobilidade. 

! A molécula de malonato, além do sítio ativo, também foi identificada na interface 

dimérica da proteína, nos levando a especular se a região de interface poderia 

apresentar um papel importante na atividade/inibição da proteína. Até o presente 

momento não dispomos de evidências experimentais para levantar qualquer hipótese 

quanto à relevância da interface dimérica para a atividade das FH da classe I. 

! A mutação da Thr467 por Ala não alterou a forma de ligação do malato e do malonato 

no sítio ativo da proteína. 

! Com base nas estruturas cristalográficas de LmFH-2 e LmFH-2-T467A propomos o 

mecanismo de ação das FHs da classe I. Em nossa hipótese, o cluster [4Fe-4S] 

funcionaria como um ácido de Lewis e os resíduos Th467 e Asp135 seriam os resíduos 

catalíticos doando ou abstraindo um próton. 

! A análise da superfície de potencial eletrostático da LmFH-2 indicou a presença de 

uma cavidade carregada positivamente formada pela junção das cadeias A e B. Uma 

hipótese da função dessa cavidade seria permitir o acesso dos substratos/inibidores 

(carregados negativamente) ao sítio ativo, uma vez que foram modeladas moléculas 

de malato e malonato nesta cavidade. 
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! Os estudos de simulação de dinâmica molecular associados às análises estruturais e 

do fator de temperatura da estrutura cristalográfica de LmFH-2 sugerem que o 

domínio C-terminal pode apresentar uma mobilidade, abrindo e fechando, de forma 

a permitir o acesso do substrato ao sítio ativo.  

! Os estudos bioquímicos, biofísicos e estruturais apresentados neste trabalho têm nos 

permitido dar início aos estudos do mecanismo de ação das FHs da classe 1, usando a 

proteína LmFH-2 como modelo. E acreditamos que as nossas descobertas 

contribuirão significativamente para a compreensão da função das FHs no 

metabolismo intermediário do parasita Leishmania, assim como para a validação da 

FH como um alvo para o planejamento de fármacos antileishmania. 

 

 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 4. LmFH-1 
Fumarato hidratase de Leishmania major 

codificada pelo gene LmjF24.0320 
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4.3.  CONCLUSÕES 

 
! A expressão a 18 °C e a purificação por cromatografia de afinidade da proteína 

LmFH-1 foi realizada com sucesso. 

! Os resultados de DLS e de cromatografia por exclusão molecular indicaram que a 

proteína LmFH-1 apresenta alto grau de agregação, e nenhuma forma dimérica 

esperada para FHs da classe I foi encontrada. 

! Experimentos de dicroísmo circular para LmFH-1 indicaram que a proteína apresenta 

um conteúdo de estruturas secundárias em cerca de 29% de α-hélices e 18% de folhas 

β.  

! Os estudos de desnaturação térmica por CD mostraram que a proteína perde 

totalmente o conteúdo de estrutura secundária a partir de 70 °C. A desnaturação 

térmica de LmFH-1 foi irreversível. A temperatura de desnaturação da proteína foi 

estimada em 56,3 °C. 

! Os espectros de EPR da proteína LmFH-1 mostraram um sinal característico de um 

complexo [3Fe-4S]+. O complexo [4Fe-4S]+ não foi detectado por EPR. 

! A enzima recombinante LmFH-1 apresenta atividade catalítica e é inativada na 

presença de oxigênio. 

! A proteína LmFH-1 foi cristalizada com sucesso em 0,1 M hepes pH 7,5; 5% PEG 400 

e 2 M de sulfato de amônio. Os melhores cristais foram obtidos através da 

combinação das técnicas de microseeding e óleo no poço. 

! O conjunto de dados obtido foi coletado à baixa resolução (4,3 Å), mas não permitiu 

resolver a estrutura da LmFH-1. 

! Os parâmetros cinéticos, Km e Vmax, para LmFH-1 em condições aeróbicas e 

anaeróbicas indicaram que os valores de Km são similares, enquanto a velocidade da 

reação aumenta significativamente em condições anaeróbicas.  

! As moléculas malonato e succinato inibiram a atividade da proteína LmFH-1, mas os 

valores de IC50 sugerem que esses compostos são fracos inibidores. 
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