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RESUMO

Lorenzato, E. Desenvolvimento de uma plataforma modelo para a busca de ligantes
com potencial leishmanicida baseado na inibicdo seletiva da enzima diidroorotato
desidrogenase. 2016. 153f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

As doengas tropicais negligenciadas (DTNs) causam um imenso sofrimento para a pessoa
acometida e em muitos casos podem levar o individuo a morte. Elas representam um
obstaculo devastador para a saude e continuam a ser um sério impedimento para a reducao
da pobreza e desenvolvimento socioeconémico. Das 17 doencas desse grupo, a
leishmaniose, incluindo a leishmaniose cutdnea, tem grande destaque devido sua alta
incidéncia, os gastos para o tratamento e as complicacbes geradas em processos de
coinfecgdo. Ainda mais agravante, os investimentos direcionados ao controle, combate e
principalmente a inovagdo em novos produtos € ainda muito limitado. Atualmente, a
academia tem um importante papel na luta contra essas doencas através da busca de novos
alvos terapéuticos e também de novas moléculas com potencial terapéutico. E nesse
contexto que esse projeto teve como meta a implantacdo de uma plataforma para a
identificacdo de moléculas com atividade leishmanicida. Como alvo terapéutico, optamos
pela utilizacdo da enzima diidroorotato desidrogenase de Leishmania Viannia braziliensis
(LbDHODH), enzima de extrema importancia na sintese de novo de nucleotideos de
pirimidina, cuja principal funcdo € converter o diidroorotato em orotato. Esta enzima foi
clonada, expressa e purificada com sucesso em nosso laboratério. Os estudos permitiram
gue a enzima fosse caracterizada cineticamente e estruturalmente via cristalografia de raios-
X. Os primeiros ensaios inibitdrios foram realizados com o orotato, produto da catalise e
inibidor natural da enzima. O potencial inibitério do orotato foi mensurado através da
estimativa do ICs, e a interacdo proteina-ligante foi caracterizada através de estudos
cristalogréaficos. Estratégias in silico e in vitro foram utilizadas na busca de ligantes, através
das quais foram identificados inibidores para a enzima LbDHODH. Ensaios de validacéo
cruzada, utilizando a enzima homdéloga humana, permitiram identificar os ligantes com maior
indice de seletividade que tiveram seu potencial leishmanicida avaliado in vitro contra as
formas promastigota e amastigota de Leishmania braziliensis. A realizagdo do presente
projeto permitiu a identificacdo de uma classe de ligantes que apresentam atividade seletiva
contra LbDHODH e que sera utilizada no planejamento de futuras geracdes de moléculas
com atividade terapéutica para o tratamento da leishmaniose. Além disso, a plataforma de
ensaios otimizada permitira a avaliacdo de novos grupos de moléculas como uma
importante estratégia na busca por novos tratamentos contra a leishmaniose.

Palavras-chave: Diidroorotato Desidrogenase; Leishmania; Leishmaniose cuténea; Busca de
ligantes.



ABSTRACT

Lorenzato, E. Development of a model plataform for the search of leishmanicidal
compounds based on the selective inhibition of dihydroorotate
dehydrogenase. 2016. 153f. Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

Neglected tropical diseases (NTDs) pose a devastating obstacle to health and remain a
serious impediment to poverty reduction and socioeconomic development. Of 17 diseases
listed among NTDs, the leishmaniasis, including cutaneous and mucocutaneous
leishmaniasis, are characterized by high number of cases and high costs for the treatment,
usually of low efficacy and highly toxic. Even more problematic, the investment devoted to
combat to control and to develop new therapies remains limited. Nowadays, the Academy
has had an important role in the fight against NTDs, contributing in the search of new
therapeutic targets and in the development of lead compounds. Within this context, the
present project aimed the development of a pipeline for identification of leishmanicidal
compounds based on the selective inhibition of the enzyme dihydroorotate dehydrogenase
from Leishmania Viannia braziliensis (LbDHODH). LbDHODH acts in the de novo
biosynthetic pathway of pyrimidine nucleotides, by catalysing the conversion of
dihydroorotate to orotate and has been considered an important macromolecular target
against proliferative and parasitic diseases. LbDHODH was successfully cloned, expressed
and purified. The target enzyme was characterized by kinetic studies and its structure was
solved by X-ray crystallography techniques. Inhibition assays were performed in presence of
orotate, product of catalysis and natural inhibitor of DHODH. Its inhibitory potential was
evaluated by the estimative of ICsy and the protein-ligand interaction was characterized by
crystallographic studies. In silico and in vitro strategies were used in the search for
LbDHODH inhibitors. Cross-validation studies were performed against the human
homologue enzyme. Inhibitors displaying higher selectivity index were evaluated against both
promastigote and amastigote forms of Leishmania braziliensis. Our work allowed the
identification of a new class of compounds that display selective inhibition of LbDHODH and
show leishmanicidal activity. They will be used as prototypes for the development of new
generations of LbDHODH inhibitors. Moreover, our pipeline can be used to screen large
number of chemical libraries as tool for the identification of different chemical entities that can
contribute to the development of new therapeutic strategies for the treatment of
leishmaniasis.

Keywords: Dihydroorotate Dehydrogenase; Leishmania; Cutaneous leishmaniasis, Search
inhibitors.
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1.1 CONSIDERACOES INICIAIS

Ao longo de vérios anos nosso laboratério tem trabalhado na caracterizacéo de e
avaliacdo de proteinas alvo para o desenvolvimento de moléculas candidatas a
farmacos, focando principalmente compostos direcionados ao tratamento das
enfermidades conhecidas como Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs). Esse
grupo de doengas causam um imenso impacto no aspecto socioecondémico, leva
sofrimento para as pessoas acometidas, independente da DNTSs, as quais em alguns
casos pode levar o individuo a morte. Como exemplo de DNTs podemos citar os

diferentes tipos de leishmaniose, a doenca de chagas e a esquistossomose.

O presente projeto tem como foco o desenvolvimento de uma plataforma de
busca de moléculas bioativas contra Leishmania braziliensis, espécie responsavel
pela Leishmaniose muco-cutéanea. As leishmanioses correspondem a um grupo de
enfermidades espalhadas de maneira endémica em 88 paises, pertencentes a
quatro continentes (Africa, Asia, Europa, América do Sul e América do Norte), e em
guase sua totalidade sédo paises subdesenvolvidos. De acordo com a Organizacéo
Mundial de Saude (OMS), estima-se que aproximadamente 14 milhdes de pessoas
estdo contaminadas com as diferentes formas da doenca e cerca de 350 milhdes de

pessoas correm o risco de contrairem a mesma.

Existem basicamente dois tipos de leishmaniose, a leishmaniose visceral e a
cutanea. A leishmaniose visceral (LV), conhecida como calazar, e que causa
hipertrofia do baco e figado, febre, anemia e perda de peso é sem duvidas a forma
mais grave da doenca sendo fatal em alguns casos (Aguir et al., 2013). A
leishmaniose cutanea (LC) € forma mais comum da doenca provocando ulceracdes
e cicatrizes na pele (Daftarian et al., 2013). A leishmaniose muco-cutédnea ou
mucosa (LMC), é normalmente uma evolugdo do quadro clinico da leishmaniose
cutdnea quando nédo tratada adequadamente e tem como caracteristica a presenca
de Ulceras que levam a destruicdo das mucosas, principalmente do nariz, boca e
garganta (De Paulo et al., 2013). Espécies diferentes de Leishmania sé&o
responsaveis pelas diferentes formas clinicas da doenca. Infec¢des por L. major ou

L. tropica causam LC, as espécies da América do Sul, como L. (V) braziliensis causa
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além da LC a LMC e espécies como a L. donovani ou L. infantum causam LV (Pace,
2014).

De todas as formas de manifestacao da leishmaniose, a cutanea é a forma mais
comum, a qual é considerada endémica em 84 paises e mais de 90% dos casos
concentra-se em somente 7 paises, incluindo o Brasil. Além disso, a leishmaniose
cutanea é considerada uma das seis mais importantes doencas infecciosas devido a
sua alta incidéncia em diversos paises (Nascimento et al., 2013). A manifestacéo
muco-cutanea é dependente da espécie que parasita o hospedeiro e é mais
prevalente na América do Sul (De Paulo et al., 2013). Os medicamentos para ambas
manifestacfes sdo praticamente os mesmos e a falta de investimento na busca de
novas terapias é uma das principais causas da persisténcia da leishmaniose mucosa

ao redor do mundo (Mansueto et al., 2014)

O limitado investimento dos governos e das industrias farmacéuticas no controle
e desenvolvimento de novas formas de tratamento para a leishmaniose contribui
para 0 surgimento de novos casos e 0 agravamento dos ja existentes. Em
contrapartida, as pesquisas realizadas em nivel académico tem fornecido um grande
arsenal de pequenas moléculas exploradas para o tratamento da leishmaniose, além
de diversos alvos que podem auxiliar na busca de um tratamento eficaz contra a
mesma. Neste sentido, nosso grupo, a fim de identificar possiveis moléculas
candidatas a farmacos contra a leishmaniose, tem utilizado de sua expertise em
biologia estrutural, somada a grande experiéncia de nossos colaboradores na area
de sintese organica, tecnologia farmacéutica e parasitologia, para desenvolver
plataformas de ensaios de identificacdo de ligantes que apresentem atividade

leishmanicida baseado em alvo proteico.

Nesse estudo em particular, nosso alvo é a enzima diidroorotato desidrogenase
de Leishmania Viannia braziliensis (LbDHODH). O fluxograma da Figura 1
esquematiza os passos utilizados na construcdo e avaliacdo da nossa plataforma de
ensaios. Inicialmente, como um prototipo para validagcdo de nossa plataforma
utilizamos o orotato inibidor natural da enzima. A plataforma de ensaios foi entéao
utilizada para avaliar diferentes bibliotecas de compostos e fragmentos de origem
sintética e natural, e posteriormente quantificar e caracterizar cinética e

estruturalmente o mecanismo de inibicdo de compostos identificados. Os compostos
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selecionados e identificados como seletivos através da realizacdo de estudos de
validacdo cruzada, utilizando a enzima homodloga humana HsDHODH, foram
avaliados em ensaios celulares contra as formas promastigota e amastigota de
Leishmania braziliensis. Foram também realizados ensaios in vitro da citotoxicidade
sobre fibroblastos L969. Os compostos identificados como ativos serao utilizados
para o planejamento de novas geragdes de inibidores que ser&o avaliados em nossa

plataforma.

Producédo Heteréloga

S aracterizacao
Caracterizacdo cinética b
estrutural
Sintese \ l l

D >
Busca de Ligantes WY In silico — Ensaios inibitérios eterminacao da
estrutura
’,
Validagéo Cruzada

termoestabilidade aracterizagao Determinagao da

proteina-igante estrutura proteina-ligante

1Csp

. o . Promastigotae
Citotoxicidade Pa— Ensaios celulares e .
_ Amastigota

Figura 1. Plataforma de ensaios na busca de ligantes baseado na inibicédo
seletiva da enzima diidroorotato desidrogenase. A construcdo da plataforma de
identificacdo de ligantes iniciou-se com a producdo heteréloga da enzima alvo.
Como primeira etapa foi realizada a completa caracterizacdo cinética, a qual permitiu
otimizar os ensaios de avaliagdo do potencial inibitorio utilizando o orotato como
modelo. A cristalizagdo da LbDHODH foi utilizada ndo somente a caracterizagédo da
estrutura livre de ligantes, mas também a caracterizacdo dos complexos proteina-
ligante. Utilizamos trés estratégias para enriquecer nossa biblioteca de ligantes: a
sintese de moléculas comercias que apresentaram atividade leishmanicida, busca
de ligantes in silico e por fragmentos baseados no ndcleo 2-amino benzotiazol. Além
disso, ensaios de validagdo cruzada frente a enzima diidroorotato desidrogenase
humana (HsDHODH) foram realizados a fim de selecionar os compostos seletivos
para a enzima do parasita. Em complemento aos ensaios enzimaticos, os testes
celulares serdo realizados afim de verificar a eficacias dos compostos em nivel
celular. Desenvolvida nossa plataforma, procedimentos de formulacdo poderdo ser
iniciados para que os testes pré-clinicos sejam realizados.

I

by

Vale a pena ressaltar, que devido a alta similaridade sequencial

compartiihada entre as DHODHs de tripanossomatideos, os resultados obtidos
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através do uso da plataforma poderdo ser também explorados para o combate de
outras formas clinicas de leishmaniose causada por outras espécies de Leishmania,
assim como a doenca de Chagas e a doenca do sono, causada pelo Trypanossoma

cruzi e Trypanosoma brucei, respectivamente.

1.2 DOENCAS TROPICAIS NEGLIGENCIADAS

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) as doencas tropicais
negligenciadas (DTN) pertencem a um grupo de doencas de caracteristicas bastante
distintas que atinge principalmente as populagcdes mais pobres. As DTNs sé&o
endémicas em 149 paises e atingem mais de 1,4 bilhdes de pessoas ao redor do
mundo, custando bilhdes de ddlares para os governos. Atualmente 17 doencas sao
consideradas DTN pela OMS, dentre elas destaca-se a Tripanossomiase Africana,
Leishmaniose, Doenca de Chagas, Cisticercose, Esquistossomose e a Dengue. As
doencas tropicais negligenciadas sdo causadas por agentes infecciosos e

parasitarios como os virus, bactéria, protozoarios e helmintos.

Os farmacos disponiveis no mercado para os tratamentos de algumas DNTs
como a leishmaniose sdo escassos, apresentam baixa eficiéncia e sérios problemas
colaterais, além da alta toxicidade e em muitos casos, ha relatos do surgimento de
resisténcia a essas drogas (Maltezou, 2010). Apesar do grande numero de pessoas
gue sdo acometidas por essas doencas, 0s investimentos direcionados ao combate

€ a pesquisa por novos compostos bioativos e alvos terapéuticos sdo minimos.

Em 30 de janeiro de 2012 a Organizacdo Mundial da Saude aprovou a
Declaragédo de Londres que tem como objetivo erradicar, eliminar e intensificar o
controle das principais DNTs até o final desta década. Para que esse objetivo seja
alcancado a OMS contara com apoio dos governos dos Estados Unidos, Reino
Unido e Emirados Arabes, de varias companhias farmacéuticas, da Fundacéo Bill &
Melinda Gates e do Banco Mundial. As principais medidas para a execucédo do
tratado incluem o aumento de doacdo de medicamentos pelas gigantes
farmacéuticas, o fornecimento de 800 milhdes de dblares para apoiar programas de
eliminacdes de doencas, a expansdao de programas de distribuicdo de
medicamentos e por Ultimo o incentivo na busca por novos medicamentos (Dias et
al., 2013).
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As medidas propostas pela declaracdo de Londres de 2012 j& comecam a
surtir efeitos com o0 aumento do acesso aos medicamentos pelas populagbes mais
pobres, além da intensificacdo dos programas de eliminacdo e prevencdo dessas
doencas (Molyneux, 2014). Porém os investimentos em P&D para a busca néo so de
novos compostos bioativos, mas de novos alvos terapéuticos ainda é muito escasso.
Apesar da Declaragdo de Londres ser uma excelente proposta no combate das
DTNSs, ela peca pelo néo investimento em inovacéo, seja na validacdo de um novo

alvo terapéutico ou na descoberta de novos principios ativos.
1.3 LEISHMANIOSE CUTANEA

1.3.1 Historico e ciclo de vida

O militar William Boog Leishman identificou em 1903 o protozoéario causador do
calazar ou febre dum-dum e em sua homenagem foi dado o nome do género deste
protozoario de Leishmania (Stockdale e Newton, 2013). Com o avanco da
microscopia, biologia molecular, bioquimica e imunologia foi possivel identificar as
diversas espécies causadoras das leishmanioses e correlacionar com suas

correspondentes manifestagdes clinicas.

Em se tratando de leishmaniose cutanea e muco-cutanea no Brasil, 0 manuscrito
de Eduardo Rabelo de titulo "Contribuicdes ao estudo da leishmaniose tegumentar
no Brasil” descreve que a existéncia da leishmaniose do Brasil ja era observada no
século XIX, podendo ser dividida em trés periodos histéricos. No primeiro, de origem
incerta que vai até 1895, comecou-se a observar feridas causadas pelo protozoario
as quais foram denominadas de botdo da Bahia. O segundo periodo que vai até
1909, quando foi identificado o agente etiolégico da ulcera de Bauru. O ultimo
periodo inicia-se em 1910 até o ano de publicacdo do manuscrito, onde foram
observadas as lesdes mucosas, as quais foram associadas ao agente etiolégico da
leishmaniose (Vale e Furtado, 2005).

Tripanossomatideos sao protozoarios caracterizados por possuir um unico
flagelo. Todos o0os membros desse grupo sao exclusivamente parasitas e
primariamente encontrados em insetos. Alguns genéros do grupo também utilizam-
se de um segundo hospedeiro, como o homem, e sao responsaveis por uma

diversidade de doencas. Trés doencas humanas importantes sdo causadas por
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tripanossomatideos como a Doenca de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi, a
doenca do sono causada pelo Trypanosoma cruzi, e as Leishmanioses, um grupo de
doencas causada por diferentes espécies do parasita Leishmania (Wheeler, Gluenz
e Gull, 2013).

Atualmente vinte e uma espécies do género Leishmania sdo descritas, as quais
sao responsaveis pelas diversas formas de leishmaniose. No Brasil, a L. chagasis é
a cepa responsavel pela manifestacdo visceral. Por outro lado, as cepas L.
braziliensis, amazonensis e guayanensis sao responsaveis pela manifestacao
cutanea. Enquanto as cepas amazonensis e guayanensis estdo restritas a regiao
amazobnica, a cepa L. braziliensis, também responsavel pela manifestacdo muco-
cutanea, esta distribuida por todo territorio brasileiro e em alguns paises da América
do Sul, (Pace, 2014).Independentemente da manifestacéo clinica da doenca o ciclo
de vida da Leishmania é conservado (Figura 2).

Picada do inseto vetor Promastigotas s3o fagocitadas
(‘m)e\?éo de promastigotas) 0 por macrofagos
Divis30 bindria e

0 migrag3o para /
proboscide

Estagios no inseto

o B

Promastigotas s3o
transformadas em amastvgotas
dentro dos macrofagos

?.m/

”9 0..:
Amasbgotas se multipicam em
® 0 0 céluas (incluindo macrofagos) de

9 © \ j/_ﬁj) - /= virios tecsdosA

© Pisca co nseto vetor Estagios no homem
(ingestao de macrofagos
infectados com amastigotas)

Amastigotas se transformam em
promastigotas no intestino

e Ingestio de células
parasitadas

A Estagio infeccioso
A Fase de diagnéstico

Figura 2. Ciclo de vida do parasito causador da leishmaniose. Agente causador
do género Leishmania ssp dos diferentes tipos de Leishmaniose. Imagem retirada e
adaptada do CDC (http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/).
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Durante o ciclo de vida a Leishmania possui dois hospedeiros, o hospedeiro
intermediario, que pode ser o homem, cachorro e roedores, e um hospedeiro
definitivo, insetos flebotomineos fémeas do género Lutzomyia. A infeccdo de um
hospedeiro vertebrado ocorre quando a fémea do inseto flebotomineo, conhecido
popularmente como mosquito-palha, pica o mamifero para se alimentar. Nessa
etapa, a forma promastigota metaciclica penetra na pele do hospedeiro e invade
diferentes células, principalmente os macrofagos. Os macrofagos fagocitam as
promastigotas, que em seu interior, transformam-se em amastigotas e assim
multiplicam-se por divisdo binarias sucessivas. Posteriormente as amastigotas
rompem a membrana do macréfago, caem na circulacdo sanguinea onde podem ser
novamente fagocitadas pelos macréfagos difundindo-se na corrente sanguinea. O
inseto fémea do género Lutzomyia ao picar o hospedeiro intermediario suga os
macréfagos contendo as amastigotas. Apos a ingestao as amastigotas sao liberadas
dos macrofagos e no trato gastrointestinal diferenciam-se em formas promastigotas
prociclicos, as quais se multiplicam por divisdo binaria. Ap0s esses eventos, as
promastigotas prociclicos migram para a valvula estomodeal do mosquito, na qual se
diferencia em promastigotas metaciclicos, as quais sdo extremamente moveis. Por
fim as promastigostas metaciclicos rompem a valvula estomodeal e migram para o
probdscide, na qual transmite as promastigotas metaciclicos ao hospedeiro
intermediario, através da picada do mosquito fémea (Leifso et al., 2007).

1.3.2 Incidéncia

A principal e mais importante espécie de leishmania causadora da
manifestacdo cutanea nas Américas é a Leishmania Viannia brasilienses (Mansueto
et al., 2014). Enquanto a espécie Leishmania V. braziliensis tem sua maior
incidéncia principalmente na Ameérica do Sul, espécies como a L. major tem sua
maior incidéncia em paises do velho mundo (Pace, 2014). Na Figura 3 é possivel
observar a distribuicdo dos casos de leishmaniose cutanea ao redor do mundo, no

periodo de 2005 a 2009. Dentre os territorios, podemos descatar os que compde a

América do Sul e a Asia, mais especificamente o sudoeste asiatico e a Asia

ocidental.
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Figura 3: Incidéncia de Leishmaniose cutdnea no mundo. Namero e distribuicao
de casos de LC no mundo entre 2005-2009. Imagem adaptada da OMS.

Na Figura 4 é possivel notar areas de maior incidéncia da leishmaniose

cutanea no Novo Mundo. Em destaque, a América do Sul € a que apresenta maior

namero de casos de leishmaniose cutanea, incluindo o Brasil onde a doenca esta

espalhada por quase todo territorio. Também é possivel observar na Figura 4

previsao do surgimento de novos casos, com destaque paras as regides litoraneas e

norte do Brasil, onde a probabilidade para o aparecimento de novos casos ¢€ alta.
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Figura 4. Casos reportados de Leishmaniose Cutanea no Novo Mundo. (A)
Distribuicdo da doenga na América, onde as areas verdes sdo consideradas livres
da doenca e as areas mais roxas sao consideras endémicas, 0s pontos em azul sao
considerados centros de ocorréncia. (B) Risco previsto para novos casos, em verde
baixa probabilidade e em roxo alta probabilidade de ocorréncia. Imagem retirada e
adaptada de Pigott et al., 2014.

De acordo com a OMS, a média de casos reportados de leishmaniose
cutanea no Brasil entre os anos 2005 e 2013 s&o de 22 mil casos por ano, sendo o
Brasil o pais de maior indice de leishmaniose cutanea no mundo. Embora a taxa de
incidéncia da leishmaniose cutanea no Brasil tem diminuido gragas a implementacgéo
de melhorias nas areas de risco e controle de pequenos surtos, o Brasil ainda é um
pais de alta prevaléncia de leishmaniose cutanea, a qual é responsavel por diversos
fatores negativos na economia e na sociedade brasileira (De Oliveira Guerra et al.,
2015).

1.3.3 Diagnéstico e Manifestagéo Clinica

Segundo o Ministério da Saude o diagndstico da leishmaniose cutanea se da
pela caracterizacdo da lesdo observando aspectos como forma bem definida da
lesdo e consisténcia. Ja& a manifestacdo muco-cutdnea € caracterizada pela
presenca de ulceras sem forma definida presentes nas mucosas do individuo,
principalmente na boca e nariz, as quais séo tdo graves que acabam por desfigurar
o local da manifestacdo. O exame laboratorial envolve técnicas como escarificagéo,
bidbpsia com impressdo por aposicdo e puncdo aspirativa, histopatologia além de
técnicas mais sofisticadas como a rea¢do em cadeia de polimerase (PCR) (Gontijo e
Carvalho, 2003).

A leishmaniose cutanea geralmente ocorre em areas expostas como o rosto,
pescoco e membros nos quais aparecem ulceracdes indicando a fase crbénica da
doenca. Os tipos de lesbBes, a magnitude e o tempo de recuperacdo do paciente
dependera da espécie de Leishmania que infectara o individuo (David e Craft, 2009).
No entanto, elas compartiiham de algumas caracteristicas em comum, como o
surgimento de Ulceras, a deformacéo do local atingido, o tempo elevado para a cura,
além de afetar o paciente psicologicamente tornando-o desmotivado, resistente ao
tratamento e com dificuldades de sociabilizacdo (Pace, 2014). Vale lembrar que a

manifestacdo muco-cutanea, por ser uma evolugcdo da cutanea, intensifica
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drasticamente os sintomas e feridas, bem como afeta o tempo de cura e
recuperacdo do paciente. Na Figura 5 estd representada as manifestacbes da

leishmaniose mucosa.

(A) (B)

Figura 5. Manifestagcbes leishmaniose leishmaniose cutanea e mucosa. As
feridas em A representa a forma mais comum da leishmaniose a qual é a
manifestagdo cutdnea. Em B este representado a forma muco-cutanea da
leismaniose, a qual € uma evolucdo da manifestacdo cutanea, sendo considerada
mais grave. Imagens adaptadas de David e Craft, 2009.

Enquanto a manifestacdo cutanea da doenca nédo leva a morte, na auséncia
de complicacdes, o progresso da lesédo pode evoluir para a manifestacdo muco-
cutanea, o que gera complicagcdes no tratamento (Lewnard et al., 2014). Outro
problema ligado a leishmaniose cutédnea esta relacionado a coinfeccdo com outras
doencas infecciosas, como a tuberculose e a AIDS (Navarrete-Dechent et al., 2015).
Nesses casos, a presenca da leishmaniose cutdnea em pacientes ja debilitados
dificulta o tratamento, fazendo com que as chances de cura diminuam, podendo
levar o paciente a O6bito. A associacdo das formas cutédneas e muco-cutaneas
fortemente caracterizados por problemas fisiol6gicos e psicolégicos, além do
agravamento de doengas como AIDS e tuberculose em processos de coinfec¢do sao
fatores suficientes para que as autoridades juntamente com o setor publico e privado

busquem alternativas tanto para o tratamento quanto para a prevencao.

1.3.4 Prevengao e tratamento

A prevencédo da leishmaniose corresponde a métodos educativos, eliminacao
do mosquito transmissor, além do sacrificio de animais como cachorro e gatos que

servem de reservatorios para a propagagdo da doenca. Embora sejam meétodos
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simples e eficazes, na pratica, esses métodos sdo muito pouco utilizados o que
aumenta os casos incidéncia de leishmaniose em geral (Kappagoda e loannidis,
2014).

Para o tratamento da leishmaniose cutdnea e muco-cutédnea sao utilizados
diversos medicamentos, como o0s derivados de antimbnios pentavalentes, o
estibogluconato de sédio e o antimoniato de N-metilglucamina, além da anfotericina
B e a pentamidina. Esses medicamentos de escolha sdo considerados toxicos, de
baixa eficacia e de longa duragdo para o tratamento. Alguns outros medicamentos
como a paramomicina e azitromicina, utilizados como antibacterianos, estdo em
estudo quanto a sua eficacia leishmanicida (Sundar e Chakravarty, 2013). No Brasil
0os medicamentos utilizados e que séo distribuidos gratuitamente sdo o antimoniato

de N-metilglucamina, & anfotericina B e a pentamidina (Figura 6).

ANTIMONIATO DE N-METILGLUCAMINA

NH NH
Hsz©\ /©)‘\NHZ
o/\/\/\o

PENTAMIDINA

ANFOTERICINA B

Figura 6. Estrutura dos principios ativos dos medicamentos utilizados para o
tratamento da leishmaniose cutanea e muco-cutdnea. No Brasil esses
medicamentos sao disponibilizados gratuitamente pelo governo.

O mecanismo de acdo dos antiménios pentavalentes permanece incerto, ao
que indica os estudos, eles induzem danos ao DNA. A necessidade da
administracdo parenteral, associado a alta toxicidade, principalmente para idosos,
cardiopatas e neufropatas sdo os pontos negativos de sua administracdo (Lima et
al., 2010). A pentamidina possui como mecanismo a interferéncia na biossintese de

DNA e consequentemente a inibicdo da divisdo das células do parasita, este
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composto € somente utilizando quando a indicios de resisténcia de cepas de
leishmanioses aos derivados de antimbnio pentavalentes, pois a sua baixa
biodisponibilidade associada a sua alta toxicidade limitam a administracdo desse

medicamento (Nguewa et al., 2005).

Por outro lado a anfotericina B é o medicamento mais eficaz para o
tratamento da leishmaniose interagindo tanto com a forma amastigota como
promastigota. Neste caso seu mecanismo de acdo esta relacionado a interacdo com
0 ergosterol, um tipo de esterol presente na membrana do parasita (Paila, Saha e
Chattopadhyay, 2010). A sua alta toxicidade é o ponto negativo para sua
administracdo, no entanto a utilizacdo do deoxicolato anfotericina B, indicado para o
tratamento de leishmaniose cutdanea em pacientes HIV positivo, diminui o efeito

téxico, porém encarece o valor do medicamento (Moreno-Rodriguez et al., 2015).

Embora os medicamentos citados, em muitos casos, sao eficazes contra a
leishmaniose cutdnea e mucosa, existem varios problemas relacionados a sua
administracdo como toxicidade, biodisponibilidade e em casos de cepas resistentes
sao ineficazes (Croft, Sundar e Fairlamb, 2006). A falta de pesquisa e
desenvolvimento de medicamentos acaba por negligenciar ainda a leishmaniose,
doenca tdo devastadora e que acomete milhdes de pessoas pelo mundo. E nesse
contexto que nés da academia podemos contribuir, na busca por novos alvos e

compostos eficientes contra os diversos tipos de leishmaniose.

1.3.5 Impacto socioeconémico

A situagdo atual da leishmaniose e de outras doengas tropicais
negligenciadas tem tido um grande impacto na saude publica, na questao social e no
ambito financeiro. Apesar disso, 0s investimentos e parcerias entre setor publico e

privado ainda sao insuficientes para o combate dessas parasitoses.

O impacto financeiro gerado com o tratamento da leishmaniose mucosa é
enorme, o que causa rombo de milhdes de dolares aos cofres publicos. Em
particular, no Brasil os gastos somente com o0s medicamentos derivados de
antimoénios pentavalentes chegam a ordem de R$ 5.500.000 ao ano, ou seja, sédo
gasto milhdes de reais com uma unica droga para o tratamento, sem considerar 0s

gastos hospitalares e pds-hospitalares (Neves et al., 2011)



Introducgdo |14

Outro fator que preocupa esta relacionado ao impacto social da leishmaniose
cutanea. A dor do paciente acometido por esse tipo de infeccdo nao fica restrita
somente as disfuncbes fisioldgicas causadas pelo parasita, ela vai muito além,
causando seérios problemas relacionados a que questdes de sociabilizacdo e
depressdo. Estudos sobre o impacto psicolégico da leishmaniose cutanea
mostraram que ha uma alta prevaléncia de pacientes com sintomas de depresséo e
ansiedade, em alguns casos ha relatos de insatisfacdo corporal, baixa autoestima e

em casos mais graves hé indicios de suicidio (Yanik et al., 2004).

A leishmaniose cutdanea e a mucosa ndo sao letais, porém o0s impactos
sociais e econbmicos fazem como que diminua qualidade de vida dos pacientes.
Deste modo, a busca por novas terapias para o tratamento da leishmaniose mucosa
tem o objetivo ndo sé de eliminar o parasita causador da doenca, mas sim de

oferecer uma qualidade de vida melhor ao paciente.
1.4 DIIDROOROTATO DESIDROGENASE

1.4.1 Funcéao

Os nucleotideos sdo componentes de extrema importancia metabdlica,
apresentando diversas funcgdes vitais ao organismo. S&o ativadores e inibidores de
varias vias do metabolismo intermediario da célula; atuam como transportadores de
energia; sdo 0s elos quimicos essenciais na resposta celular na presenca de
horménios e a outros estimulos extracelulares; atuam como componentes de
coenzimas, além de formar as unidades fundamentais que constituem os &cidos

desoxirribonucléicos (DNA) e ribonucléicos (RNA) (Nelson, Lehninger e Cox, 2008).

Muitos organismos conseguem obter nucleotideos de pirimidina através da via
de salvacdo, onde é possivel reciclar os nucleosideos e as bases nitrogenadas
geradas pelo metabolismo celular e assim reutiliza-los para a formacdo de novos
derivados de pirimidina. Porém, em condicdes especiais como a proliferacdo celular
ou em organismos onde a via de salvacdo nao € presente, ha a necessidade de a
prépria célula sintetizar os nucleotideos de pirimidina através da via de novo (Wilson
et al, 2012). A via de novo de biossintese de nucleotideos de pirimidina,

representada no Esquema 1, € composta por seis enzimas, as quais sao

responsaveis pela formacao dos nucleotideos de pirimidina citosina, uracila e timina.
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Esquema 1. Etapas da biossintese de novo de nucleotideos de pirimidina em
procariotos. (i) carbomil fosfatase sintetase; (i) aspartato transcarba-milase; (iii)
diidroorotase; (iv) diidroorotato desidrogenase; (v) orotato fosforibosil transferase; (vi)
orodilato descarboxilase. Esquema adaptado de Munier-Lehmann et al., 2013.

Em particular, no quarto passo da via de novo atua a enzima diidroorotato
desidrogenase (DHODH), destacado no Esquema 1, a qual € o alvo de estudo deste
projeto. Essa enzima tem a capacidade de converter o L-diidroorotato (DHO) em

orotato.

A interrupcdo da sintese de nucleotideos de pirimidina pode levar a
diminuicdo da taxa de replicacdo do organismo, visto que o0s nucleotideos de
pirimidina obtidos pela via de salvacdo séo insuficientes para a formacdo do DNA
(Garavito, Narvaez-Ortiz e Zimmermann, 2015). Assim a HsDHODH pode ser
explorada para doencas como o cancer, por exemplo, diminuindo a replicacao das
células cancerigenas (Batt, 1999). Além disso, diversos trabalhos mostram
moléculas capazes de inibir uma diversidade de enzimas DHODH de diversos
organismos como a DHODH de bactérias (Marcinkeviciene et al., 2000), de fungos
(Gustafson et al., 1996), de virus (Wang et al., 2011), de tripanossomatideos
(Pinheiro, Emery e Nonato, 2013), dentre muitos outros organismo onde a enzima
diidroorotato desidrogenase pode ser explorada como um alvo terapéutico.
Provavelmente a inibicdo da diidroorotato desidrogenase dos parasitas implica na

diminuicdo da replicagdo do DNA e consequentemente, na diminuicdo da
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reproducdo do parasita. Deste modo, compostos que agem inibindo a DHODH
possuem um efeito farmacolégico estatico, ou seja, um efeito que atenua a
replicacdo celular, facilitando a acdo de outros medicamentos ou do proprio sistema
imunologico. Isso torna a enzima DHODH um importante alvo a ser explorado para

diversas doencas ocasionadas por diferentes organismos.

1.4.2 Classificagdo das DHODHs

7

A DHODH é dividida em classe 1 e classe 2, de acordo com suas
caracteristicas estruturais, localizacdo intracelular, tipo de segundo substrato e
origem biologica (Norager et al., 2002). A classe 1 ainda € subdividida em 1A e 1B,
as quais sao encontradas no citosol das células, estdo presentes em bactérias
Gram-positivas, fungos aerbbicos e eucariotos inferiores como 0s
tripanossomatideos. Enzimas pertencentes a classe 1A utilizam o fumarato como

agente oxidante enquanto que as de classe 1B utilizam NAD".

As enzimas de classe 2 sdo encontradas associadas a membranas, seja ela
citosolica ou mitocondrial e por isso apresenta um dominio de interacdo com a
membrana em sua estrutura N-terminal (Liu et al.,, 2000). As DHODHSs de classe 2
podem ser encontradas em eucariotos, como 0os humanos e em algumas bactérias
Gram-negativas e utilizam como agente oxidante a ubiquinona (Rowland et al.,
2000).

Outra diferenca importante em relacao as estruturas das classes de DHODHs
esta relacionada a sua estrutura quaternaria. Enzimas de classe 1A séo
homodimeros, enquanto que as classe 1B sdo heterodimeros e as de classe 2
comportam-se como um mondmero. Tanto a classe 1 A e a 2 compartilham de um
mononucleotideo de flavina (FMN) como cofator e a classe 1B, além do FMN,
apresenta uma flavina adenina dinucleotideo (FAD) e um cluster [2Fe-2S] (Nielsen,

Andersen e Jensen, 1996).

Embora as diferencas de estruturas quaternarias, segundo substrato,
localizacdo celular entre outras, as DHODHSs de classe 1 A e 2 apresentam o sitio
catalitico extremamente conservado. Esse sitio € composto de um barril a/f folha,
onde oito folhas B sdo rodeadas de oito a-helices e é nessa regido que encontramos

o cofator FMN. A Figura 7 mostras duas enzimas DHODHs, em A temos uma
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enzima de classe 1 A, a de trypanossoma cruzi (TcDHODH) e em B a enzima
humana (HsDHODH), enzima de classe 2. A diferenca mais notavel nestas
estruturas é a dupla hélice presente na estrutura da enzima humana (azul escuro), a

qual é responsavel pelo ancoramento na membrana.

(A) (B)

Figura 7. Representacé&o estrutural das enzimas TcDHODH (PDB 3C3N) em A e
HsDHODH (PDB 1D3G) em B. Apesar de ambas enovelarem em um motivo de
barril a/p folha formando um sitio catalitico altamente conservado, elas apresentam
diferencas estruturais como o residuo catalitico e em especial na HsDHODH um
dominio de membrana formado por duas a hélices. Imagem retirada de Pinheiro,
2012.

A diferenca mais notavel em relacdo ao sitio catalitico esta relacionado ao
residuo catalitico, enquanto na classe 1 A o residuo € de uma cisteina na de classe
2 observamos uma serina (Mcdonald e Palfey, 2011). Baseado nas diferencas
estruturais, na sua localizagdo celular e na caracteristica do segundo substrato é
possivel planejar de maneira racional candidatos a farmacos que possam ser
inibidores seletivos para as DHODHSs de parasitas. E através dessas caracteristicas
particulares de cada enzima que trabalhamos no planejamento de compostos que
sejam seletivos para as enzimas de classe 1 A, especialmente as DHODHs de

Leishmania v. brasiliensis, principal causadora da leishmaniose cutanea.

1.4.3 Mecanismo catalitico da DHODH de classe 1A

A LbDHODH é uma enzima pertencente a classe 1 A, de acordo com a
divisdo atual das enzimas DHODHs. O mecanismo catalitico das DHODHs 1 A esta

apresentado na Figura 8, onde é possivel dividir o mecanismo em duas etapas,
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sendo a primeira uma etapa oxidativa e a segunda a etapa redutiva. Segundo
(Inaoka et al., 2008), na primeira etapa o enxofre da cisteina catalitica atua como um
nucleofilo e abstrai um proton da molécula de diidroorotato (H5a). Em seguida o
hidrogénio Hg € transferido para o FMN, reduzindo-o e oxidando a molécula de
diidroorotato a orotato. Com o FMN reduzido inicia-se a segunda etapa, onde o
fumarato atua como substrato. Mais uma vez ocorre um mecanismo baseado na
transferéncia de hidreto, onde o hidrogénio ligado ao nitrogénio 5 do anel do FMN é
transferido para a dupla ligacdo do fumarato, a qual é paz de abstrair um préton da

7

cisteina catalitica. Deste modo o fumarato é reduzido e o FMN oxidado, fazendo

com gue a enzima esteja apta novamente a mais um ciclo catalitico.
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Figura 8. Mecanismo proposto para a catalise das enzimas DHODH de classe 1
A. O mecanismo catalitico consiste em converter L-diidroorotato em orortato, na
primeira etapa e posteriormente converter fumarato em malato na segunda etapa.
Imagem retirada de Inaoka et al., 2008.

1.4.4 Diidroorotato desidrogenase como alvo terapéutico

Alvos terapéuticos sdo regides dentro de um organismo para o qual é dirigido
um ligante, seja ele um composto endégeno ou um farmaco. Medicamentos podem
ter acdo sobre diversos alvos, como o DNA, membrana celular, como € comum

alguns antibacterianos e antifingicos, receptores, canais, enzimas, entre outros.
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Dentre os alvos, as enzimas destacam-se, sendo essas componentes essenciais
para a sobrevivéncia de qualquer ser vivo por estarem envolvidas na maioria dos
eventos celulares. Alvos enzimaticos para o planejamento de farmacos ja sdo hoje
uma realidade (Robertson, 2005). Modular e/ou interromper vias metabolicas
importantes por estarem diretamente relacionadas com a sobrevivéncia ou
proliferacdo celular & atualmente uma estratégia racional no combate de doencas
proliferativas, autoimune e principalmente aquelas relacionados a presenca de

patdgenos: bactérias, fungos e parasitas.

No caso particular da enzima DHODH, as enzimas de classe 2 como a
DHODH humana e a DHODH de Plasmodium falciparum sdo alvos validados. O pro-
farmaco leflunomida, utilizada para o tratamento da artrite reumatoide, apos ser
metabolizado da origem ao composto teriflunomide (A77 1256) o qual inibe a
HsDHODH, sendo a leflunomida o primeiro farmaco utilizado para inibir a enzima
DHODH humana (Greene et al., 1995). Além disso, diversos outros compostos foram
identificados como inibidores, como é o caso do Brequinar, que apesar de ser um
excelente composto, nos ensaios clinicos de fase Il demonstrou modestos efeitos
anticancer. No entanto diversos trabalhos mostram analogos do brequinar, como
possiveis antitumorais (Hurt, Sutton e Clardy, 2006). Com relacdo a DHODH de
Plasmodium falciparum, a atovacona € o principio ativo do medicamento MEPRON®
e atua na inibicdo da enzima DHODH do parasita, sendo uma alternativa ao uso de
medicamentos derivados da cloroquina, os quais séo ineficazes a cepas resistentes

do parasita (Munier-Lehmann et al., 2013).

A relevancia da via de novo de nucleotideos de pirimidina tem sido avaliada
para outros organismos. Por exemplo, estudos mostraram que a via metabdlica de
sintese de nucleotideos de pirimidinas é essencial para a sobrevivéncia da forma
tripomastigota do parasita T. cruzi, como validado através de experimentos de
“Knock out” do gene que codifica a enzima TcDHODH (Annoura et al., 2005). Além
disso, experimentos em T. brucei realizado por (Arakaki et al., 2008) demonstraram
gue em condi¢des onde a expressao da DHODH € minimizada e 0 meio € pobre em
nucleotideos de pirimidina, o crescimento do parasita é profundamente reduzido,
dificultando a sobrevivéncia do mesmo. Esses resultados demonstram a relevancia
da rota de biossintese de novo de nucleotideos de pirimidina, em particular da

enzima DHODH para o metabolismo em tripanossomatideos e sugerem que a
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enzima DHODH deve ser explorada como um alvo terapéutico como uma alternativa
para a busca de compostos candidatos a farmacos para o tratamento das

enfermidades relacionados a esses parasitas.

Nesse sentido nosso laboratério tem trabalhado na busca de inibidores
seletivos para as enzimas DHODH da classe 1A. Em um de nossos trabalhos mais
recentes foram identificados dois compostos de origem comercial promissores com
atividade leishmanicida, eles foram denominados de LCPSP 3027 e LCPVL 898.
Estas duas moléculas foram capazes de inibir seletivamente a enzima de
Leishmania major, apresentaram ICso 1,66pM e 2,82 pM, respectivamente,
demonstraram atividade leishmanicida em culturas in vitro de Leishmania V.
braziliensis na forma promastigota (DLsy de 2.1 uM para LCPSP3027 e DLso de 2.8
UM para LCPVL898), se mostraram ndo citotdxicas para macréfagos e os estudos
da forma amastigota mostraram uma reducdo significativa nos indices de
infectividade (Pinheiro, 2012).

A identificacdo desses compostos com potencial atividade leishmanicida nos
motivou a buscar a validacdo da DHODH como alvo terapéutico assim como a
identificacdo de inibidores seletivos para a DHODH de Leishmania braziliensis.
Dentro desse contexto, esse projeto teve como meta a estruturagdo de uma
plataforma de ensaios para a identificagdo compostos com atividade leishmanicida in
vitro através da inibicdo seletiva da enzima DHODH de Leishmania braziliensis.
Através da combinacao de ferramentas bioquimicas, biofisicas e computacionais foi
possivel desenvolver uma plataforma de ensaios que permitird a identificacdo de
inibidores seletivos a enzima DHODH de L. braziliensis e que apresente atividade
leishmanicida in vitro. Nossos estudos foram capazes de identificar novas classes de
ligantes que serao utilizados para o desenvolvimento de novas geracdes de ligantes

com potencial leishmanicida.



2. OBJETIVOS
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O projeto tem como objetivo geral estabelecer uma plataforma modelo para a
identificagdo de compostos seletivos em relagdo a enzima diidroorotato
desidrogenase de Leishmania viannia braziliensis. Os objetivos especificos podem

ser sumarizados como:
° Producéo heterdloga e purificacdo da enzima LobDHODH.
° Caracterizacao cinética, biofisica e estrutural da enzima LoDHODH.

° Busca de inibidores através do uso de ferramentas bioquimicas e

computacionais utilizando uma diversidade de banco de dados.

° Avaliacdo do potencial inibitério de ligantes contra a enzima LbDHODH e
caracterizacdo do mecanismo através do uso de ferramentas bioquimicas e

estruturais.

° Avaliacédo do potencial leishmanicida e citotéxico das moléculas identificadas.



3. MATERIAIS E
METODOS
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Para facilitar a compreensao, a se¢do de Materiais e Métodos foi dividida em
quatro subsecfes: Producdo Heterdloga, Caracterizagdo Bioquimica, Caracterizacao
Estrutural e Busca por Ligantes. A primeira subsecéo abordara os procedimentos de
clonagem, transformacéo, expressao e purificacdo da enzima, além de predi¢des de
caracteristicas bioguimicas e do método utilizado para a quantificagdo da enzima. A
segunda subsecdo abordard a caracterizacdo cinética da enzima, o que inclui a
determinacdo do pH 6timo e do mecanismo cinético de catalise e também abordara
ensaios de termoestabilidade. Ja4 a terceira ira abordar os procedimentos de
caracterizacdo estrutural, utilizando a técnica de difracdo de raios-X. Por ultimo, a
quarta subseccao abordara as estratégias para a busca de ligantes e a metodologia
para a determinacdo do potencial inibitério desses compostos frente & LoDHODH,
além da validacdo cruzada utilizando a diidroorotato desidrogenase humana
(HsDHODH).

3.1 PRODUCAO HETEROLOGA.

Os procedimentos de producéo heter6loga da LbDHODH foram executados
semelhantes aos utilizados para a producéo da enzima diidroorotato desidrogenase

de Leishmania major, ja padronizados em nosso laboratorio (Feliciano et al., 2006)

3.1.1 Clonagem, Expresséo e Purificacéo

A clonagem do gene codificador da LbDHODH foi realizado pela Dr? Valeria
Cristina da. Silva, utilizando o DNA gendmico da forma promastigota de Leishmania
(Viannia) braziliensis, o qual foi gentilmente cedido pela professora Angela Kaysel
Cruz da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo. O
DNA genbmico foi utilizado como modelo para a reacdo em cadeia de polimerase
(PCR). A sequéncia codificadora para a enzima LbDHODH foi amplificada e clonada
em pET-28a, utilizando BamH | e Xho | como enzimas de restricdo, dando origem a
construcdo denominada pET-28a(+)-LbDHODH.

Células competentes de E. coli BL21(DE3) foram transformadas utilizando o
pET-28a(+)-LbDHODH, empregando como técnica o choque térmico. As bactérias

transformadas foram semeadas em meio soélido lysogenic-broth (meio LB),
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suplementado com 30 pg (mL) ™ de canamicina a 37°C overnight. Uma Unica col6nia
foi selecionada e utilizada para inocular 10 mL de meio liquido LB acrescido com 30
ug (mL) * de canmamicina. A mistura foi deixada sob agitacdo a 180 rpm, 37°C
overnight (no maximo 16 horas). 10 mL do pré-inoculo foi utilizado para inocular 1L
de meio liquido LB acrescido com canamicina (30 pg (mL) ** concentracdo final) e
incubado em um shaker a 37°C, 180 rpm por 150 minutos. Ao atingir a densidade
otica (D.O) de 0.6 no comprimento de onda de 600 nm a expressao foi induzida
utilizando isopropil B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) a um concentracao final de 0,5
mM durante 5 horas. As células foram isoladas por centrifugacdo a 8000g a 4°C por
10 minutos, e armazenadas a -20°C.

3.1.2 Purificacao

O processo de purificacdo foi iniciado com suspensdo das células em um
tamp&o contendo 50 mmolL™ de fosfato de sédio, 300 mmolL™ de cloreto de sédio,
pH 8 e acrescentado de 1 mmolL™ de fluoreto fenilmetilsulfonil (PMSF), um inibidor
de serino proteases. Em seguida as células foram lisadas por sonicacao na poténcia
de 10 W em intervalos de 30 segundos durante 15 minutos. Apos isso, a fracdo
soluvel foi separada da insoluvel por centrifugacdo a 16,000g por 30 minutos a 4°C.
O método de cromatografia de afinidade baseado em coluna de niquel (Ni-NTA) foi
utiizado como método de purificacdo através da aplicacdo de um gradiente
crescente de imidazol (0, 25, 50, 100 e 500 mM). A proteina elui na presenca de
100 mM de imidazol, e em seguida é concentrada e dialisada utilizando um tampéo
contendo 50 mM de HEPES, pH 7,2 e 150 mM de NaCl. A pureza da amostra foi
avaliada através de eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE).

3.1.3. Predicao de caracteristicas bioquimicas teoricas

Os parametros como o ponto isoelétrico (pl) tedérico, massa molecular e
coeficiente de extingdo tedrico (€280) foram preditos a partir da sequéncia de
aminoacidos pelo ferramenta online ProtParam, hospedada no servidor ExPASy

(http://web.expasy.org/protparam/).

3.1.4 Determinacao da concentracdo da LoDHODH

A concentracdo da LbDHODH foi determinada baseada no coeficiente de

extincdo molar da enzima, como padronizado em nosso laboratério para outras


http://web.expasy.org/protparam/
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DHODHSs, considerando concentragfes equimolares de enzima livre e ligada ao
FMN (Padua et al.,, 2014). A monitorizacdo foi realizada em espectrofotdmetro
através de uma varredura de comprimento de onda de 800 nm a 200 nm. A
varredura foi realizada utilizando a proteina integra e posteriormente com a proteina
desnaturada, obtendo os espectros de absorcdo. Deste modo, 0s picos maximos
foram comparados antes e apés a desnaturacdo. Apos a desnaturacdo o FMN livre
isolado da proteinas tem um pico maximo caracteristico em 450 nm, onde seu
coeficiente de extingéo é de 12,500 M cm ™. Assim é possivel estimar o coeficiente
de extincdo da enzima através do uso da equacdo 1, e como consequéncia a sua

concentragao.

AbS maxenz (459 nm) “EFMN (450 nm)

Eenz (459 nm)= (Eq.1)

ADBSEMN(450 nm)

onde Egn; usonm) € O coeficiente de extingdo da LbDHODH em 459 nm;
AbSmaxenz (450 nm)€ @ absorcdo maxima da enzima; Epyn 450 nm) € O coeficiente de

extingdo do FMN em 450 nm e Absgynaso nmy € @ absorgdo maxima do FMN livre.

3.2 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA

3.2.1 Determinacgédo do pH 6timo

Para a realizacdo dos experimentos de cinética enzimética, foi inicialmente
realizado uma varredura para identificacdo do pH étimo para a reacao, isto &, o valor
de pH onde a reacdo da enzima apresenta maior velocidade. Para tanto, foram
realizados ensaios de atividade na presenca de 40 uM de diidroorotato (DHO), 500
MM de fumatato (FUM), 150 mM de NaCl e 50 mM de cada agente tamponante
variando o pH de 4 a 12 ( para pHs de 4 e 5 foram utilizados citrado de sédio, para
pHs de 5 e 6 foram utilizado MES, para os pH de 7 foi utilizados HEPES, ja para os
pHs 8 , 9 e 10 foram utilizados o agente tamponante tris, para os pHs de 11 a 12
foram utilizados como agente tamponante bicarbonato de sodio e hidroxido de
sédio). Para todos os pH a atividade da enzima foi monitorada durante 60 segundos
através da conversdao do DHO em orotato (ORO) no comprimento de onda de 300
nm (ORO €550 = 2,65 mM™ cm™).

3.2.2 Elucidagéo do perfil cinético
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Selecionado o pH 6timo, os parametros cinéticos foram determinados variando a
concentracdo de DHO (5; 10; 12,5; 15; 17,5; 20; 25; 30; 35; 40; 45 e 50 uM) e de
FUM (15, 125; 32,25; 62,5; 125; 250; 300; 375; 500 e 600 pM), monitorando a
formacao de orotato no comprimento de onda de 300 nm (ORO €25 = 2,65 mM™* cm’
Y. Os valores aparentes para as taxas da reacdo, em diferentes concentracdes de
diidroorotate e fumarato foram determinadas através do ajuste dos dados na

equacéao de Hill (Eg.2) ou na equacao de Michaelis-Menten (Eq.3), respectivamente:

l _ P kcat [DHO]h
[E]~ (*KE°)" +[DHOT" (=62
V _ appkcat[FUM]

= Eq.3
[E] K™ 4 [FUM] (F43)
onde, [E] representa a concentragdo da enzima, **Pk.y 0 turnover aparente, [DHO]
and [FUM] correspondem as concentracdes dos substratos, diidroorotato and

fumarato, respectivamente, k-“Mé a constante aparente de Michaelis-Menten para
o fumarato, Kp5:H°€é a concentracdo de diidroorotato onde a velocidade da reacéo

equivale a metade da velocidade méaxima e é obtida no ajuste da equacé&o de Hill e h
é o coeficiente de Hill.

Os parametros cinéticos globais foram estimados através do ajuste dos dados
na equacao de ping-pong onde a primeira meia-reacdo de reducdo obedece a
cinética sigmoidal de Hill e a segunda meia-reacéo oxidativa obedece a cinética de
Michaelis-Menten (Eq. 4) (A equacao abaixo foi deduzida em nosso laboratério cujo
se encontra “in press” DOI: 10.1042/BJ20150921).

v k.[DHO]"[FUM] (Eq.4)
[E] (K&°)'[FUM]+ KEM[DHOJ' +[DHO'[FUM]

onde, [E] representa a concentragdo da enzima, ke corresponde ao valor maximo

de turnover, [DHO] and [FUM] correspondem as concentragbes dos substratos,
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diidroorotato and fumarato, respectivamente, K., € a constante de Michaelis-Menten
para o fumarato, Kos''° é a concentracdo de diidroorotato no qual a velocidade
atinge 50% da velocidade méaxima e h corresponde ao coeficiente de Hill. Os dados

foram ajustados usando o programa Sigmaplot.

3.2.3 Estudos de termoestabilidade

O principio da técnica do termofluor consiste na determinacéo da temperatura
de destaturacdo da proteina, na qual é utilizado um corante especifico que em
contato com regides hidrofébicas da proteina emite sinais de fluorescéncia
(Pantoliano et al., 2001). Para o0s experimentos realizados utilizou-se um
termociclador em tempo real (Mx3005P™ Real-Time PCR system) equipado com
filtros especificos para medir sinais de fluorescéncia. O experimento foi montado em
uma placa de PCR contendo 96 poc¢os. Em cada poco foi adicionado 40 pL de uma
solucédo de enzima a 10 uM em tampao 50 mM HEPES pH 7,2 e 150 mM NacCl e
uma concentracéo final de 1mM de cada compostos dissolvido em DMSO.

A metodologia utilizando o corante especifico SYPRO® orange foi executada
acrescentando 0,1 % do corante na solugdo com 10 pM de proteina. A variagdo na
intensidade de fluorescéncia foi monitorada utilizando os filtros FAM (492 nm) e ROX
(610 nm), para excitacdo e emissado, respectivamente. A temperatura foi varrida de
25 a 95 °C (1 °C/min) e as medidas de fluorescéncia realizadas (Cummings, Farnum
e Nelen, 2006).

Uma segunda técnica, denominada de TermoFMN, a qual foi desenvolvida
em nosso laboratério, foi utilizada para o ensaio de termofluor. Neste caso
monitoramos a excitacdo e emissdo da fluorescéncia do FMN utilizando o filtro FAM
SBRY green (492 nm e 512 nm, respectivamente). Neste caso, com 0 aumento da
temperatura o FMN é liberado da proteina devido ao desenovelamento da mesma e
deste modo, € medida a fluorescéncia emitida pelo FMN. A temperatura foi varrida
de 25 a 95 °C (1 °C/min) e as medidas de fluorescéncia realizadas. (Padua et al.,
2014).

Para a determinacdo da temperatura de desnaturacao utilizando o orotato

como ligante, foram utilizados os dois métodos. No entanto, somente para o orotato,
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foi realizado uma titulagdo de sua concentracao final no ensaio que corresponde a 5,
2,5,0,75,0,5, 0,125, 0,0625, 0,0195 e 0,00975 mM.

Os resultados obtidos foram plotados em funcéo da temperatura, gerando
uma curva sigmoidal, onde o ponto de inflexdo da curva corresponde a temperatura

de desnaturacédo da proteina (Tm).
3.3 CARACTERIZAC}AO ESTRUTURAL

3.3.1 Cristalizacéo

Para os procedimentos iniciais de cristalizacdo foram utilizados os kits
comercias da empresa Hampton Research. Utilizando o método de gota sentada,
volumes iguais (2uL) de proteina (1,65 mg/mL) e solucdo do reservatorio foram
misturados e equilibrados com 500 pL da solucdo do reservatoério a 21°C. Os cristais
de LbDHODH foram otimizados na seguinte condicdo: 1,6 M de sulfato de amoénio;
0,1 M de HEPES pH 7,2. A solucéo crioprotetora utilizada para a coleta dos dados
foi composta de 1,8 M de sulfato de aménio e, HEPES pH 7,2 e 20% (v/v) de

glicerol.

Em relacdo a obtencdo de estruturas com ligantes duas técnicas foram
executadas, a co-cristalizagdo e o soaking. Na primeira 0s compostos foram
incubados previamente com a proteina por 2 horas em concentracdes de 250uM,
500 pM, 1 mM, 2 mM e 4 mM. Deste modo, o complexo enzima-ligante procedeu
aos ensaios de cristalizacao na condicdo otimizada da enzima nativa. Para a técnica
de soaking foram utilizados cristais da proteina, previamente preparados, e em
seguida incubados por 2 horas com os compostos em concentracfes de 250uM, 500
MM, 1 mM, 2 mM e 4 mM na gota. A solucdo crioprotetora utilizada para os

complexos proteina-ligante foi acrescentada de 10 mM de cada ligante.

Os dados de difracao foram coletados no Laboratério Nacional de Luz
Sincrontron (LNLS), linha MX2, processados e refinados pela aluna de doutorado

Renata Almeida Garcia Reis.

3.4 BUSCA POR LIGANTES
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A busca de ligantes eficientes e seletivos para a LoDHODH neste projeto
envolve 2 estratégias. A primeira estratégia foi baseada na busca virtual de ligantes,

gracas a elucidacao estrutural da LbDHODH.

A segunda estratégia é baseada na sintese dos compostos LCPSP3027 e
LCPVL 898, os quais haviam sido adquiridos comercialmente e validados para a
LmDHODH (Pinheiro, 2012), além de avaliar diversos fragmentos do tipo 2-amino
benzotiazol e por ultimo avaliar compostos doados pelos nossos parceiros. Os
nossos colaboradores, sdo Dr. Stuart L.Schreiber do Broad Institute (Boston,
Estados Unidos); Farmanguinhos (compostos cedidos pela Dr.2 Nubia Boechat);
compostos cedidos pelos professores Dr.° Norberto Peporine Lopes e pelo professor
Dr. Giuliano Cesar Clososki do Nucleo de Pesquisa em Produtos Naturais e
Sintéticos (NPPNS), compostos cedidos pelo professor Dr. Flavio da Silva Emery do
laboratorio de Quimica Heterociclica e Medicinal (QHETEM), Dra. Vanessa Leiria
Campos (jovem pesquisadora da FCFRP), Thomas J. Schmidt da Universidade de
Munster, Alemanha e do grupo do professor Dr. Mauro Almeida da Universidade
Federal de Juiz de Fora (UFJF).

3.4.1 Estratégia I: In silico

Para a busca de ligantes in silico foi utilizado o software AutodockVina, usa
um sofisticado gradiente de otimizagdo, o qual da ao algoritmo um “senso de
dire¢do” durante o processo de docagem, otimizando a analise (Trott e Olson, 2010).
Deste modo, compostos da empresa VitasmLab, analogos a molécula LCPVL 898,
foram selecionados e avaliados frente ao sitio ativo da estrutura da enzima
LbDHODH previamente determinada (PDB ID 4WZH). Para isso essas moléculas
tiveram sua energia minimizada utilizando o software Chem3D 15.0 e o sitio ativo foi
centralizado utilizando as coordenadas x = 15,108, y = 18,507 e z = 24,86 com
tamanho da caixa nas dimensdes x = 48, y = 54 e z = 52. Os compostos que
apresentaram um perfil de interacdo semelhante ao composto LCPVL 898 foram

adquiridos e testados in vitro.

3.4.2 Estratégia Il: in vitro

3.4.2.1 Sintese dos compostos LCPVL 898 e LCPSP 3027.
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Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de *H)
e os de Carbono-13 (RMN de **C) foram registrados utilizando os seguintes
equipamentos e especificacbes, espectrometro BRUKER(R) - Modelo DRX500 -
Ultra Shield (R), com magneto de 11,74 T e sonda multinuclear de deteccao inversa
(1H: 500,13 MHz e 13C: 125,77 MHz) para tubos de 5 mm de diametro, com sistema
de "lock" de deutério e bobina geradora de gradiente de campo em z (campo
maximo de 53,5 Gauss.cm™). Espectrémetro BRUKER(R) - Modelo DRX400 - Ultra
Shield (R), com magneto de 9,4T e sonda multinuclear de deteccéo inversa (1H: 400
MHz e 13C: 101 MHz) para tubos de 5 mm de diametro, com sistema de "lock" de
deutério e bobina geradora de gradiente de campo em z (campo maximo de 53,5
Gauss.cm™). Os deslocamentos quimicos (5) estdo relatados em parte por milhdo
(ppm) em relacdo ao tetrametilsilano (TMS), utilizado como padrdo interno,
colocando-se entre parénteses a multiplicidade (s= simpleto, sl= simpleto largo,
d=dupleto, t= tripleto, g= quadrupleto, quin= quintupleto, dd= duplo dupleto, ddd=
duplo duplo dupleto, dt= duplo tripleto, m= multipleto), a constante de acoplamento

(J) em Hertz (Hz) e o numero de hidrogénios deduzidos da integral relativa.

Os espectros de massas foram obtidos em aparelho de alta resolucao,
necessitando de calibracdo interna, antes de realizar as andlises. Usa-se para
calibragao interna uma solugdo de NA-TFA a 10 mg/ml(TOF). O modelo utilizado foi
um ultrOTOFQ - ESI-TOF Mass Spectrometer, de Bruker Daltonics, Billerica, MA,
EUA, sob essas condi¢cdes: Bomba de Infuséo, Fluxo 300 pl/h. O modo de deteccéo

foi positivo e negativo para as amostras.

As analises cromatograficas em camada delgada (C.C.D.) foram realizadas
utilizando-se cromatofolhas de aluminio de silica gel 60 F254-MERCK. Para a
visualizacdo dos componentes nas analises em C.C.D., foi utilizada uma lampada
ultravioleta (254nm). Equipamentos como agitador magnético (Corning PC-320),
balancas (Mettler PE 400/ Sartorius BP 121S), bomba de alto vacuo (Precision Mode
ID150), evaporador rotatério (Buchi R-210), luz ultravioleta (Spectroline CM-10) e
ponto de fusédo ( Marconi MA 381) foram utilizados durante os procedimentos de

sintese e caraterizacao

Os solventes utilizados nos processos de sintese, extracdo e purificacao

foram devidamente separados e encaminhados para o centro de tratamento de
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residuos. Solventes e reagentes comerciais foram convenientemente purificados.

Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich Brazil LTDA.

3.4.2.1.1 Metodologias abordadas para a sintese do LCPSP 3027

Inicialmente, para a o obtencdo do composto LCPSP 3027 foram abordadas
duas estratégias resumidas no Esquema 2. Em relacdo a estratégia A, a formacao
do composto 2 foi realizada em uma Unica etapa, através da condensacao do &cido
malico 1 na presenca de acido sulfarico concentrado, seguido de esterificacdo do
acido formado utilizando metanol como reagente (Ashworth et al., 2003). A lactama
3 foi obtida a partir do metil-cumalinato 2 e que apos a hidrolise, na presenca de
uma solucdo de hidroxido de sodio a 25%, fornece a 5-carboxi-2-piridinona 4,
(Kaminski e Kirsch, 2008). Apesar dos diversos esforgos, ndo conseguimos realizar
a tioesterificacdo e consequentemente obter o composto LCPSP 3027. Em relacéo a
estratégia B, a obtencdo do composto 5 foi realizada semelhante ao método de
obtencdo do composto 2 (Ashworth et al., 2003), no entanto a reacdo procedeu-se
em uma unica etapa, sem a utilizacdo de metanol como reagente. Novamente, ndo
conseguimos obter o composto LCPSP 3027 por meio da tioesterificagdo com a
mercaptopiridina. As diversas tentativas de obtencéo do tioester foram testadas e

estédo discutidas na seccao de Resultados e Discussodes 4.5.1.1.

ESTRATEGIA A

e} (0]
0
OH O P = o~ = OH
o S T i — | . |
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1 3 4
: SH
l ESTRATEGIA B : |\
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Y
SH =
i @ L S
_N = S” °N X
ot GO o A
0”0 o~ 0 o N
6 LCPSP 3027

Esquema 2. Rotas sintéticas abordadas para a obtencéo do composto LCPSP 3027.
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Para a obtencdo de alguns derivados ésteres e amidas da molécula LCPSP
3027 a metodologia empregada esta no Esquema 3. A estratégia utilizada para a
obtencéo dos ésteres € a mesma utilizada na estratégia A do Esquema 2, porém os
alcoois utilizados para a esterificacdo sao diferentes, originando ésteres com
cadeias distintas. A obtencédo dos derivados de amidas segue a condensacgao do
composto 1 para o acido cumédlico 5, assim como é realizada na estratégia B do
Esquema 2, posteriormente a butilamina e a fenilmetilamina foram submetidas a
reacdo com o composto 5, através do uso da diciclocarbodimida (DCC) (Bekhit e
Fahmy, 2003).

Esteres

o o
OH O R _R
ONOH 7 ﬁo’ - ﬁo
07N
OH SES H
1

R= -CH3; -CH2CH3; -CHQCH2CH3

0 o)
H
OWJ\OH | | H
(0) (0] 0 0)

OH

Amidas

1 5 R¢=-CH,CH,;CH,CHj3 ; -CH,CgHg

Esquema 3. Rota de sintese para a obtencdo dos derivados ésteres e amidas do
composto LCPSP 3027.

3.4.2.1.2 Metodologia abordada para a sintese do LCPVL 898

A estratégia planejada para a obtencao do tioéster baseava-se em reacdes de
bromacao, benzilacdo, substituicdo e por ultimo desbenzilacdo. Deste modo, para a
obtencdo da molécula LCPVL 898 de interesse, a Azauracil 12 foi submetida a uma
reacdo de bromacdo (Morisawa, Kataoka e Kitano, 1977), obtendo o composto
bromado (13) com excelente rendimento. Em seguida o composto 13 foi submetido a
uma reacéo de benzilacao, utilizando brometo de benzila, originando o composto 14,
método adaptado de (Maes, Rauws e Maes, 2013). No entanto, ao tentar substituir o

bromo pelo propano tiol ndo obtivemos sucesso, consequentemente nao
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conseguimos obter o composto LCPVL 898. O Esquema 4 resume a rota de sintese

planejada.
_N Br
HN/N\j\I\ HN \:\l: N/NIBr ______ R N,NIS\/\
S oN e 0P PN
12 13 K@ K@
14 15

HN/NIS\/\
PN

0~ N O
H
LCPVL 898

Esquema 4. Estratégia abordada para obtencao da molécula LCPVL 898.

3.4.2.2 Screening de fragmentos baseados no nucleo 2-amino benzotiazol

A estratégia de utilizar fragmentos para desenvolvimento de novos farmacos é
uma metodologia atualmente muito utilizada, principalmente pela indudstria
farmacéutica. O principio desta técnica consiste na identificacdo de pequenas
moléculas, denominadas de fragmento, as quais conseguem interagir com um alvo
macromolecular (Scott et al., 2012). Através de técnicas como cristalografia de raios-
X e ressonancia magnética nuclear é possivel identificar quais as regifes de
interacdes desses fragmentos com o alvo e direcionar o crescimento estrutural da
pequena molécula até chegar a um composto lider (Wyss et al., 2012). A Figura 9
mostra de maneira simplificada a obtencdo de um composto lider utilizando a técnica

baseada em fragmentos em associagéo a cristalografia de raios-X de proteinas.
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Figura 9. Proposta sugerida para obter um composto lider a partir de
fragmentos. Em A temos uma regido de uma proteina onde esta representado trés
bolsbes. Através do screening de fragmentos foi identificado um ligante para um dos
bolsbes em B. O conhecimento da estrutura da enzima, aliado ao processo de
crescimento do fragmento identificado como ligante permite chegar a um composto
lider representado em C. Imagem retirada e adaptada de Boston University
http://www.bu.edu/bmerc/.

Partindo deste principio, decidimos introduzir essa técnica como uma
estratégia na busca de fragmentos, uma vez que pequenas moléculas contendo o

nacleo 2-amino benzotiazol foram identificados como ligantes a LbDHODH.

/>_NH2
N

Figura 10. Estrutura do nucleo 2-amino benzotiazol. Nucleos de fragmentos
majoritariamente ensaiados contra LoDHODH.

O screening de fragmentos foi baseado em duas bibliotecas distintas, a
CamBridge Corporation e a segunda foi a do Laborat6rio de Quimica Heterociclica
(QHETEM), coordenado pelo professor Dr. Flavio da Silva Emery.

Os compostos de Chembridge sdo mais diversificados estruturalmente,
variando tanto o nucleo 2-amino benzotiazol quanto a funcdo amino, a qual em
muitas moléculas esta acilada ou trocada por um enxofre. Ja a biblioteca do QHetem
opta por preservar o nucleo 2-amino benzotiazol e uma hidroxila presente no anel de
seis membros do fragmento. As estruturas ensaiadas contra a LoDHODH estéo na

Figura 11.


http://www.bu.edu/bmerc/
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Figura 11. Fragmentos derivados do nucleo 2-amino benzotiazol. Estes

fragmentos foram avaliados quanto ao seu potencial inibitério frente a enzima
LbDHODH.

Para um composto ser considerado um fragmento ele deve obedecer a regra
dos trés, de acordo com (Erlanson, 2012). Essa regra consistem em peso molecular
menor que 300, LogP menor do que 3 e o numero de doador e receptor de
hidrogénio deve ser menor do que 3, para cada caso. O Unico fragmento dos 41
testados que infringe a regra € o composto Tia39, que tem um peso molecular de
318.

3.4.2.3 Composto doado por diferentes colaboradores

Os compostos ensaiados frente a enzima LbDHODH foram avaliados
segunda a metodologia do item 3.4.3. Os compostos compreendem diversas classes

e grupo quimicos, sendo estas moléculas de origem sintética e natural.

3.4.3 Avaliacao do potencial inibitério em relacdo a LbDHODH

A determinacdo do potencial inibitério dos compostos avaliados foi realizada
medindo a atividade enzimatica frente aos compostos previamente solubilizados em
DMSO. Utilizando um espectrofotdmetro acoplado com leitor de microplaca as
leituras foram feitas durante 60 segundos, em intervalos de 3 segundos nho
comprimento de onda de 610 nm. Este método quantifica a atividade da enzima
indiretamente, através do monitoramento da reducdo do DCIP (2,6-
dicloroindofenol). O DCIP é o agente colorimétrico, absorvendo na regido de 610 nm
(e=215000 M™'cm™) e atua como segundo substrato da reacdo enzimatica da
DHODH 1A, em substituicdo ao fumarato. A reducdo do DCIP é monitorada pela
perda da coloracdo azul que deixa de absorver na regido de 610 nm ao longo do
tempo, de acordo com a atividade enzimatica. Deste modo, como a redugédo do
DCIP é estequiometricamente proporcional a formacédo de orotato, conseguimos
guantificar indiretamente o orotato formado. O Esquema 5 mostra as etapas

reacionais envolvidas no ensaio de inibic&o utilizado para a identificacdo de ligantes.
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Esquema 5. Representacdo da atuacdo do DCIP como segundo substrato da
reacdo. Na primeira etapa o L-diidroorotato é oxidado pelo FMN, o qual reduz
formando 0 FMNRgepuzipo- Posteriormente o DCIP reoxida o FMN, reduzindo-o para
DCIPH,. Nesta reacdo, o DCIP que inicialmente € azul e absorve no comprimento de
onda de 610 nm se torna incolor, de modo a ndo absorver mais no comprimento de
onde de 610 nm. Deste modo, € possivel monitorar a formacdo de orotato
indiretamente.

. O meio reacional utilizado para o ensaios, e que foi otimizado pelas
caracteristicas cinéticas da LbDHODH, é composto por 50uM de diidroorotato, 60uM
de DCIP, 0,1% de Triton X-100, 150 mM de KCl e 50 mM de Tris pH 8,15, a
concentracédo de enzima utilizada nos experimentos foi de 165 nM. Para os ensaios
iniciais na busca de inibidores, os compostos foram avaliados a 100uM na

concentragéo final.

As taxas do potencial inibitério foram avaliadas através da comparacao da
velocidade da enzima com e sem o inibidor. Para isso monitoramos a reducao de

DCIP em fung&o do tempo. Como a reagdo € uma molécula de DHO convertida em
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uma molécula de ORO e uma molécula de DCIP oxidada para uma reduzida
podemos medir indiretamente a quantidade de orotato formado. Assim podemos

obter a concentracdo de orotato formado através da equacéo 5.

[oro]s = Al(eb) (Eq.5)

onde [oro]f é a concentracdo formada de orotato; A € absorbancia medida; € é o
coeficiente de extincdo do DCIP no comprimento de onda de 610 nm (¢=215000 M

'em™) e b é o caminho éptico.

Através da conversdo de absorbancia em concentracdo utilizando a equacao
5 podemos determinar a velocidade da reacdo. Assim os valores de concentracao
foram plotados em funcdo do tempo e a equacdo da reta foi obtida, onde o
coeficiente angular da reta é a velocidade da enzima. Deste modo, consideramos
gue na auséncia do inibidor a enzima desempenha sua atividade catalitica maxima,
e comparando as velocidades da enzima sem e com inibidor, de acordo com

equacao 6, podemos encontrar a porcentagem de inibicao.

% Inibig&o = 100 - (100V4/V>) (Eq.6)

Onde, % Inibicdo é a porcentagem de inibicdo; V1 € a velocidade da enzima na

auséncia de ligantes e V, é a velocidade na presenca de ligantes.

Os compostos que apresentaram taxa de inibicdo relevantes frente a
LbDHODH foram submetidos a avaliacdo contra a enzima humana. Neste caso, 0
método utilizado foi o0 mesmo que para a LbDHODH. No entanto, o meio reacional
para a enzima humana é composto de composto por 1 mM de diidroorotato, 60 uM
de DCIP, 0,1% de Triton X-100, 150 mM de KCl e 50mM de Tris pH 8,15, e 100 uM
de Qo ( 2,3-dimetoxi-5-metil-p-benzoquinona). A concentracdo de enzima utilizada

nos experimentos foi de 20 nM.

As moléculas que foram seletivas para a enzima LbDHODH no ensaio de
validacdo cruzada, apresentando atividade inibitéria abaixo de 10% a uma
concentracdo de 100 pM, foram submetidos a ensaios para determinagéo de ICsg
(concentragcdo minima inibitéria que inativa 50% das proteinas). As concentracdes
utilizadas para a determinacdo dos ICs, foram otimizadas para cada composto

ensaiado. De acordo com a equacédo 7 conseguimos obter o valor de ICsp



Materiais e Métodos |40

(A2-A1)
1+ 1O(log lCSO-x)Hillslope

y=A1+ (Eq.7)

onde, Al corresponde ao valor maximo de atividade da enzima, A2 corresponde 0
valor minimo de atividade enzimatica, X é a dose aplicada e Log ICsy € a
concentracdo do composto em escala logaritmica que corresponde a 50 % da

atividade enzimética.

Para os célculos de determinacdo da concentracdo, velocidade e ICs, foram
utilizados os programas OrignLab e Microsoft Excel. Para a confec¢cao dos gréficos

de ICxo foi utilizado o software sigmaplot.

3.4.4 Avaliacéo do potencial inibitorio e toxicidade em nivel celular.
3.4.4.1 Avaliacdo da Citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade procederam-se de acordo com Naujorks et al.,
2015, desta forma, foram utilizados fibroblastos L929 de camundongos BALB/C, os
quais foram cultivados a 37 ° C numa atmosfera de 5% de CO,, utilizando Meio
Eagle Modificado por Duldecco (DMEM) suplementado com 3,5 g de glicose,
penicilina 1% e estreptomicina 10%. As células foram plagqueadas a uma
concentracdo de 105 células / mL em placas de 96 pocos. Deste modo, as células
foram incubadas durante 24 horas. Apés o tempo de incubacdo as células nédo
aderentes foram retiradas com lavagem utilizando PBS. Posteriormente 0s
compostos foram diluidos nos pocos em concentracdes de 128, 32,8, 4,2 e 0,5 uM a
partir de solucdo estoque de 50 mM de cada composto em DMSO. O controle
utilizado durante o ensaio foi DMSO nas mesmas concentracbfes dos compostos
avaliados. A viabilidade celular foi avaliada ap6s 48 horas utilizando o reagente 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio bromido (MTT) a uma concentracdo de 5
mg/ml, com um tempo de incubacédo de 4 h. Neste caso, o MTT é capaz de interagir
com as mitocondrias das células vivas, formando os cristais de formazan, no entanto
o MTT ndo é capaz de interagir com as mitocdndrias de células mortas, nao
formando os cristais de formazan, demostrando que a célula ndo esta viva. ApGs
iISSo os cristais de formazan foram dissolvidos utilizando uma solugdo composta por
dimetilsulfoxido (DMSO), acido acético glacial e extran, os quais ficaram em contato

por 2 horas. A leitura foi obtida utilizando um espectrofotbmetro com leitor de
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microplacas no comprimento de onda de 570 nm. Assim a taxa de citotoxicidade foi
calculada comparando os valores do controle com os dados obtidos dos compostos.

O experimento foi realizado em triplicata.

3.4.4.2 Atividade anti-promastigotas

Promastigotas de Leishmania (V) braziliensis H3227 foram cultivadas em
meio M199 suplementado com L-glutamina (2 mM), NaHCO3; (10 mM), penicilina
(100 Ul / mL), estreptomicina (100 ug / mL). Apés 6 dias de inoculacéo, formas
promastigotas (1 x 10° parasitas / ml) foram incubadas em microplacas de 96 pocos
gue continha as amostras a serem testadas em concentracées de 0,5, 2,0, 8,0 e
32,0 e 128 pM e utilizando anfotericina B como controle positivo nas mesmas
concentragbes e (DMSO) como controle negativo. As placas foram incubadas
durante 24 horas a 37 ° C, com uma atmosfera umida e 5% de CO,. Deste modo, o
teste procedeu-se utilizando o MTT, como no ensaio de citotoxicidade. O

experimento foi realizado em triplicata (Peixoto et al., 2011).

3.4.4.3 Atividade anti-amastigotas

Fibroblastos L929 foram cultivados semelhantes aos ensaios de
citotoxicidade. As células foram plaqueadas a uma concentracdo de 105 células / mL
em placas de 96 pogos contendo uma laminula de 13 mm. Deste modo, as células
foram incubadas durante 24 horas. Apés isso, efetuou-se a retirada das células que
nao aderiram através da lavagem com PBS, e inoculou as promastigotas, cultivadas
em meio M199 suplementado com L-glutamina (2 mM), NaHCO3; (10 mM), penicilina
(100 Ul / mL), estreptomicina (100 ug / mL), na razdo de 3:1 fibroblasto. Apos 24
horas, o meio foi lavado com PBS para a retirada das promastigotas que néao
infectaram os fibroblastos. Deste modo, os compostos foram incubados com o0s
fibroblastos em concentracdes de 0,5, 2,0, 8,0 e 32,0 e 128 pM a 37 ° C em uma
atmosfera de 5% de CO, por 72 horas. A anfotericina B foi utilizada como controle
positivo nas mesmas concentracbes que 0s compostos ensaiados e o DMSO foi
utilizado como controle negativo. Posteriormente a laminula foi removida e corada
com Hematoxicilina-eosina e fixada em uma lamina. Atividade anti-amastigota foi
analisado por microscopia contando 100 fibroblastos por amostra, tanto infectados
como néao infectados. O experimento foi realizado em triplicata (Naujorks et al.,
2015).



4. RESULTADOS E
DICUSSOES
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4.1 PRODUCAO DA LbDHODH, DETERMINACAO DA CONCENTRACAO E
PARAMETROS BIOQUIMICOS TEORICOS.

4.1.1 Expressao e purificacdo da LoDHODH

Seguindo a metodologia proposta, conseguimos expressar a proteina na
fracdo solavel e purificar com alto grau de pureza (Figura 12). O rendimento de

proteina pura foi de aproximadamente de 4 mg de proteina por litro de cultura.

kDa kDa
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M 1 2 3 4 § 6 7 12

Figura 12. Gel de SDS Page. M corresponde ao marcador de peso molecular; a
coluna 1 refere-se a fracdo de células lisada enquanto que a coluna 2 refere-se a
fracdo soluvel; na coluna 3 temos a fracdo nao ligada; nas fracGes 4 e 5 temos as
eluicbes de 25 mM e 50 mM de imidazol, respectivamente. Por ultimo, na coluna 6 e
7 temos a fracdo de 100 mM, onde se observa a presenca da LbDHODH com alto
grau de pureza.

4.1.2 Determinacéo da concentracdo da LbDHODH e de parametros bioquimicos
teoricos.

A determinagdo da concentracdo da enzima foi estimada utlizando o
coeficiente de extincdo molar baseado no cofator FMN da proteina, considerando
concentracfes equimolares de FMN ligado a proteina e livre. O valor calculado para

! usando

o coeficiente de extincdo LbDHODH foi de € vpHopHewn = 11,352 M™* cm -
como referéncia o coeficiente de extingdo do FMN livre (egun = 12,500 M™* cm.™ ). A
partir do valor do coeficiente de extingdo determinado para a LobDHODH, podemos

estimar a concentracdo da proteina (Figura 13).
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Figura 13. Espectro de absor¢do UV/visivel. As linhas continuas representam o
espectro da LbDHODH e as linhas pontilhadas o espectro do FMN livre. O pico

maximo encontrado para a LbDHODH foi de 459nm, onde € |ppHoprrwn = 11,352 M+
-1
cm

Caracteristicas como o ponto isoelétrico (pl), massa molecular (MM) e
coeficiente de extingdo molar €,30nm foram estimadas através da ferramenta online
ProtParam, hospedada no servidor ExXPASy. O valor de pl teorico calculado é de
6,89, a massa molecular aproximada é de 37358.8 g/mol e o coeficiente de extin¢édo
estimado no comprimento de 280 nm é de 19370 M™* cm™. Esses célculos foram
baseados nos aminoacidos que constituem a enzima juntamente com a cauda de

histidina.
4.2 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA

4.2.1 Determinagéo do pH 6timo

Para otimizar os experimentos de caracterizacdo cinética e dos ensaios
inibitérios decidimos determinar o pH 6timo da LbDHODH visando obter o maior
potencial da enzima. O grafico da Figura 14 mostra que a maior atividade da enzima

em converter diidroorotato em orotato se encontra na faixa do pH 8. Assim ao longo



Resultados e Discussdes |45

dos experimentos de cinética e de avaliacdo do potencial inibitério o pH 8 foi

mantido.
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Figura 14. Determinacdo do pH 6timo da LbDHODH. A méxima velocidade de
formacéo de orotato foi detectada na presenca do pH 8, o qual possui TRIS como
agente tamponante.

4.2.2 Caracterizagdo do perfil cinético da LbDHODH

A cinética enzimatica da LbDHODH é caracterizada por um mecanismo
conhecido como ping-pong. Neste tipo de mecanismo cinético a enzima é capaz de
catalisar dois tipos de substratos. Na primeira etapa, o complexo enzima-substrato €
formado (ES;), dando inicio ao ciclo catalitico, onde primeiro substrato (S;) €
convertido no primeiro produto (P;) originando o complexo enzima-produto (E’P;) e
fazendo com que a enzima figue modificada. Com a saida do primeiro produto a
enzima modificada (E’) interage com o segundo substrato (S,), formando o complexo
(E’S,). Deste modo, ao catalisar o segundo substrato, o segundo produto (P;) é
formando e liberado e com isso a enzima € renovada e esta apta a mais um ciclo

catalitico (Figura 15).

P, S,
E+S, < ES, < EP, 2 ESFS, >E+ P,

-
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Figura 15. Representacdo geral do mecanismo cinético do tipo ping-pong.
Mecanismo executado pelas enzimas DHODH 1 A, como a LbDHODH

Para a LboDHODH a primeira etapa do mecanismo ping-pong corresponde a
conversdo do DHO (S;) em ORO (P,) resultando na reducdo do FMN. Ja a segunda
etapa, a enzima modificada (E’, corresponde a DHODH complexada com o FMN na
forma reduzida) é reoxidado pelo fumarato (S;), o qual é convertido em succinato
(P2).

Inicialmente as etapas de reducdo e oxidacdo foram avaliadas de forma
independente. Os gréaficos da Figura 16 relaciona o perfil cinético da Lo DHODH, no
qual em A esta representado os valores das taxas reacionais em funcdo das
concentracbes de fumarato, onde foi possivel ajustar a equacdo de Michaelis-
Menten. JA em B temos a velocidade em funcéo das concentracdes de diidroorotato,

onde os dados foram ajustados na equacao de Hill.
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Figura 16. Determinacdo dos parametros cinéticos da LbDHODH.(A) Velocidade de
formacéo de orotado fixando valores de DHO e variando FUM (valores de DHO em
UM, 10 (@), 12,5 (O), 15 (V) , 17,5 (A), 20 (W), 25(07), 30 (), 35 (<), 40 (A) 45
(V), 50 (®) .(B) Velocidade de formagéo de orotato fixando valores de FUM e
variando DHO (valores de FUM em uM 15,125 (@),32,5 (%), 62,5 (A) , 125 (<), 250
(H), 300(0), 375 (%), 500 (X) e 600 ().

Através da analise dos gréficos € possivel observar que concentragbes acima
30 uM de DHO ou mais ja séo saturantes, em relacdo ao fumarato concentracdes

acima 250 pM ja séo saturantes. Na Tabela 1 estdo relacionados os valores de

coeficiente de Hill (h) obtido para cada concentracdo de fumarato, onde é possivel
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observar que na medida em que a concentracdo de fumarato aumenta hid um
aumento no valor de h, o que demonstra o efeito cooperativo. A partir de 300 uM de
fumarato o coeficiente de Hill permanece constante em um valor de 2, sugerindo que
essa cooperatividade, além de positiva, pode estar relacionada com o processo de

dimerizagao.

Tabela 1. Valores do coeficiente de Hill para cada concentragéo de fumarato.

Fumarato (uM) Coeficiente de Hill (h)

1,6+0,3
16+0,3
15+0,1
1,7+0,1
1,7+0,2
2+0,2
2+0,2
2+0,2
2+0,2

Os valores de Kca, KRUM, K&H° e o coeficiente de Hill (Tabela 2) foram

determinados através do ajuste global dos valores obtidos das curvas da Figura 16
utilizando a equacdo do mecanismo ping pong. Para efeitos comparativos, os dados
experimentais da LmDHODH obtidos no trabalho da doutoranda Renata Almeida dos
Reis Garcia estdo presentes também na Tabela 2 . Observando os valores de Ky, @
LmDHODH se mostra muito mais rapida na conversdo de DHO em ORO do que a

LbDHODH. Os valores de kR sdo semelhantes, mostrando que ambas as

enzimas possuem praticamente a mesma afinidade pelo fumarato, j& em relacao ao

KSHeos valores obtidos para a LmDHODH sédo cerca de trés vezes maior,

demonstrando uma menor afinidade pelo DHO em comparacédo a LobDHODH. Por
altimo, o coeficiente de Hill para as duas enzimas sdo parecidos, apresentando um
valor proximo de 2, o que caracteriza um grau de cooperatividade positiva para o
diidroorotato, no entanto modulada pela presenca de fumarato. Essa correlacdo
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entre diidroorotato e fumarato € esperada, uma vez que ambos compartilham do

mesmo sitio ativo.

As diferencas entre a LmDHODH e a LbDHODH com relagcdo ao Km para o
DHO podem estar relacionadas com a variacdo do pH, uma vez que a cinética para
a LmDHODH foi realizada em pH de 7,2 e para a LbDHODH em pH 8. E essa
diferenca de pH pode alterar o estado de protonacdo dos residuos envolvidos na

catalise e assim aumentando ou diminuindo a afinidade pelo substrato.

Tabela 2. Valores de Kea, KEYM, KEHC e coeficiente de Hill (h) para as enzimas
LbDHODH e LmDHODH.

LbDHODH LmDHODH
Keat (™) 54 +0,1 12+1
K& (UM) 74 £3 79+9
K5 (LM) 11,7+0,3 36+4
h 1,8+0,1 1,9+0.2

Essas diferencas encontradas entre LbDHODH e LmDHODH, que
compartilham alta identidade sequencial, e em particular, um sitio ativo conservado,
sugere que 0 mecanismo de catalise adotado pelas DHODHSs da classe 1A depende
nao somente das interacdes diretas entre substrato e proteina, mas também de um
processo, provavelmente dinamico e de transferéncia de informacdo entre um

mondmero e o outro.

4.2.3 Estudos de termoestabilidade

A termoestabilidade da LbDHODH foi medida através da técnica do
termofluor. Como molécula modelo para o desenvolvimento de uma plataforma o
orotato inicialmente foi utilizado para a realizacdo dos ensaios. Os dois gréaficos da
Figura 17 mostram a diferenca que existem entre as duas metodologias utilizadas. E
possivel verificar que h4 uma melhor resolucdo dos ensaios utilizando a metodologia
do TermoFMN, onde é possivel observar uma estabilizacdo significante da proteina
em concentracOes al