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Introdução

Esta tese trata de aspectos de biologia molecular e estrutural apresentados

através de uma coletânea de artigos publicados ou submetidos para publicação,

refletino nossa modesta contribuição na área da parasitologia molecular e

estrutural. Nestes artigos as técnicas empregadas abrangem a bioquímica,

biologia molecular, parasitologia molecular e cristalografia de proteínas.

A motivação que levou a escolha do tema desta tese focalizado nas vias de

recuperação de purino nucleotídeos e na via glicolítica foram duas: Em primeiro

lugar representa um conjunto de trabalhos realizados após meu doutoramento e

assim caracteriza uma nova linha de pesquisa, tanto para mim quanto para o

Grupo de Cristalografia de Proteínas e Biologia Estrutural do Instituto de Física de

São Carlos; em segundo lugar permite a formulação de uma tese sobre uma

tema coerente. Em contrapartida, os artigos aqui apresentados não representam

a totalidade da minha produção científica ao longo destes anos.

) Com a exceção do primeiro capítulo, cada. capítulo traz uma breve introdução ao

assunto a ser abordado e os artigos a ele. relacionados.

O primeiro capitulo traz uma breve introducao aos temas desta tese, decrevendo

a leishmaniose e ao desenho racional de inibidores viando futuro desenvolvimento

de fármacos.

O segundo capitulo aborda a via de sintese de purinas. Apos uma breve

introducao seguem-se quatro artigos que descrevem aspectos da bioquímica e

estrutura das fosforibosiJ transferases (PRTases) de Leishmania e humana.
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o terceiro capitulo aborda a via glicolítica. Apos uma breve introducao seguem-se

cinco artigos. Os dois primeiros abordam a descrição da glucose-6-fosfato

isomerase (PGI) humana e as observações decorrentes do estudo estrutural

sobre esta enzima. Os dois artigos seguintes tratam da PGI de Leishmania

mexicana mexicana, sua clonagem, caracterização, atividade de inibidores

analogos ao substrato e sua estrutura cristalográfica. Finalmente o quinto artigo

desreve os trabalhos realizados com a enolase de Trypanosoma brucei.

O quarto capitulo descreve trata da busca por inibidores de PRTases e Leishmania

em extratos naturais, de plantas e animais marinhos. Compõe este capitulo sete

artigos, os tres primeiros descrevem a estrutura cristalográfica de tres inibidores

de uma Rutaceae Adiscanthus fusciflorus que possuem atividade inibitória sobre a

APRT de Leishmania. O quarto artigo, aceito para publicação, descreve o

isolamento e caracterização da atividade inibitória sobre o crescimento da cultura

de Leishmania major do 7-geranyloxycoumarin, Aurapteno, uma cumarina isolada

de Esenbeckia febrifuga (Rutaceae). O quinto artigo descreve os estudos

bioquímicos e celulares de quatro inlbldores isolados de Adiscanthus fusciflorus.

Os dois artigos finais descrevem os avanços na identificação de compostos com

atividade biológica de interesse a partir de extratos de animais marinhos.
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Capítulo I

As décadas de 1950 e 1960 foram levadas por grande otimismo em

assuntos referentes à saúde pública e agentes infecciosos. Em 1951, a

Organização Mundial da Saúde (OMS) declarou que " ... malaria is no longer of

major importance ..." e lançou-se uma ambiciosa campanha de erradicação da

enfermidade [1]. Tal otimismo não se limitou a infecções por parasitos como a

malária. Estendeu-se a todas as doenças infecciosas, bacterianas, virais,

parasitarias, etc..., julgando-se que em poucos anos a humanidade estaria livre

dos micróbios.

Apesar dos avanços da ciência nas ultimas décadas, muitos agentes

etiológicos permanecem como uma ameaça à saúde publica e outros,

considerados erradicados, de fácil tratamento ou mesmo sob controle, estão

ressurgindo [2]. Isto se deve a fatores socioeconômicos e ambientais, fatores

.0
comportamentais de risco, especialmente em populações de refugiados, em

emergências complexas, pela invasão de áreas silvestres ou pelo aparecimento de

formas resistentes aos tratamentos disponíveis.
"

Dentre as patogenias para as quais nunca foi desenvolvido um tratamento

adequado, seja por quimioterapia ou uma vacina eficaz, se destacam as doenças

causadas por protozoários parasitas. Das etiologias causadas por espécies da

ordem Kinetoplastida, destacamos as leishmanioses que estão colocadas na

categoria I (doenças emergentes e não controladas) pela Organização Mundial da

Saúde [3], junto com a doença do sono ou trypanosomíase africana e dengue,
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apesar dos promissores resultados com o composto Miltefosina, em fase IV de

testes clínicos.

o interesse médico e de saúde pública despertado pelos Kinetoplastida se

soma o interesse no sentido da pesquisa fundamental que os membros dessa

ordem despertam. Esta ordem representa um ramo antigo dos eucariotos como

descrito por Carl Woese e colaboradores em 1987 [4]. Em espécies de

Kinetoplastida foram identificados fenômenos de grande interesse como a

editoração do RNA mitocondrial por adição e deleção de uridinas. Este um

fenômeno intrigante e ainda pouco resolvido. A falta de tRNAs codificados pelo

genoma mitocondrial, apesar dessa organela possuir capacidade de tradução e

síntese protéica, implica na importação de tRNAs do citoplasma para a matriz

" I EUKARYAI

I I dmo- slime
BACTERlA ram- animais flagellates molds

. . g" green "Iiat
purple ~e non-sultur pIants CI es euglenoids

""-ct " bacteria bactena
UG ena fungi

cyanobacteria

flavobacteria

mitocondrial. o
complexo genoma

Thermotoga __ "

mitocondrial e sua

incomum organização

são alvos de intensos

o estudos desde sua

W~se (1987)Microbiol
R~51:221-227

descoberta. Transcrição

policistrônica, uma

característica de bactérias foi identificada em Kinetoplastida também, assim como

a existência de um sistema de trans-splicing, ao invés do cis-splicing identificado

em outros eucariotos [5].
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Recentemente foi inclusive identifica da a presença de genes de cloroplasto

no genoma nuclear de Trypanosoma [6]. Esta descoberta implica em uma perda

secundaria dessa organela e pode vir a ter interessantes desdobramentos.

As características peculiares citadas alem da importância a saúde publica

humana, com as conseqüentes implicações sócio-econômicas resultantes de

tornam os estudos desta ordem de grande interesse.

1.1- Leishmanioses

As leishmanioses são zoonoses classificadas

em oito diferentes grupos segundo a sintomatologia

e espécie de parasito envolvido (Tabela I). São

causadas por protozoários de diversas espécies pertencentes ao gênero

Leishmania, ordem Kinetoplastida. Estima-se que 400.000 novos casos ocorram

anualmente nas regiões tropicais e subtropicais do globo, estando mais de 10

o milhões de indivíduos contaminados e 400,milhões sob risco de infecção [7, 8].

Esses alarmantes números retratam um alto índice de mortalidade e morbidade

"
das leishmanioses. Em humanos a doença tem manifestação crônica de

apresentação cutânea ou vlsceral. As formas cutâneas do Novo Mundo se

caracterizam por desenvolverem lesões metastáticas mutilantes nas várias

mucosas. As formas viscerais, distribuídas em ambos os hemisférios, se

caracterizam por infecções do sistema retículo-endotelial.
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Tabela I. Classificação do gênero Leishmania.

Species de Leishmania • Condição clínica b Epidemiologia c

A. Seção d Hypopylaria
Lagartos - Novo Mundo

Leishmania agamae
Leishmania ceramodactyli

B. Seção Peripylaria
Lagartos - Velho Mundo

Leishmania adleri
Leishmania tarentolae

Mamíferos - Novo Mundo
Complexo Leishmania braziliensis I (subgênero VianniaJ)

L. b. braziliensis C,M
L. b. guyanensis C
L. b. panamensis C, M
L. b. peruviana C
L. b. laisoni r C
L. b. colombiensis C
L. b. naiffi r
L. b. shawi'
L. b. equatorensis

C. Seção Suprapylaria
Mamíferos - Novo Mundo

Complexo Leishmania mexicana i (subgênero Leishmania)
L. m. mexicana C (D)
L. m. amazonensis C, D, V li, P, M
L. m. pifanoi D (C)
L. m. aristidesi
L. m. venezuelensis C
L. m. garnhami C
L. m. enrietti
L. m.forattinii

Complexo Leishmania hertigi (subgênero Leishmania)
L. h. hertigi
L. h. deanei

Mamíferos - Velho Mundo
Complexo Leishmania donovani (subgênero Leishmania]

L. d. donovani V, P
L. d. infantum V, C ••, A
L. d. chagasi • N, C ",.A
L. d. archibaldi V, C, O

Complexo Leishmania tropica (subgênero Leishmania)
L. t. tropica C, R, Vb, P, O
L. t. killicki C
L. aethiopica C, D, M

Complexo Leishmania major (subgênero Leishmania)
L. m. major C, D, [V]

Leishmania gerbilli g

Leishmania turanica n. sp. g

Lagartos - Velho Mundo
Leishmania gymnodactyli
Leishmania hemidactyli
Leishmania hoogstraali
Leishmania zmeevi

ZVL
ZVL
ZVL
ZVL

ZVL
ZVL

AVL
ZVL
ZVL

AVL

ZVL

ZVL
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• Adaptado de [10- I6). Esta tabela exclue a descrição "Leishmania sp." Para conter apenas aquelas espécies identificadas seguindo a proposta de Lainson,
R. and Shaw. J. J.[IO). • Resumo das condições clínicas humanas [15,16): A, leishmaniose asintomática; C, leishmaniose cutãnea (CL); D, Ieishrnaniose
difusa cutànea (DCL, disseminada); M, leishmaniose mucocutânea (MCL); O, leishrnaniose oronasal; P, Ieishmaniose post-kala-azar dennica (PKDL); R,
leishmaniose recidiva (LR, forma de relapso); V, leishrnaniose visceral (VL); ( ) existência incerta; [ ), baseada em um único caso [16]. c Caracteristicas
epidemiológicas de acordo com Desjeux, P. [15): AVL, leishmaniose antroponótica visceral; ZVL, leisbmaniose zoonótica visceral. d Seção é um termo
taxonômico aceito e introduzido por Lainson R. e Shaw, J. J. in 1979 [12]. c L. chagasi foi incluído no complexo Leishmania donovani por Momen, H. et
a!. [17]. f Leishmania naiffi, L. laisoni e L. shawi foram classificadas por Desjeux, P. [15] como patogênicas a humanos apesar de apenas infecções em
animais terem sido descritas [16].' L. gerbilli e L. turanica foram isoladas de Rhombomys opimus e são endêmicas da Ãsia Central [18] e Russia [19]
respectivamente. Estas espécies são caracterizadas por desenvolvimento suprapylaria. Até o momento estas espécies não foram classificadas em um
complexo especifico. h Manifestação rara [15]. ;A classificação de "complexo" foi introduzida por Lainson, R e Shaw, J. J. [l I, 13].10 subgênero Viannia
foi proposto em 1989 por Lainson, R. et. a!. 1989.

Célula de LelshmanJa major (amarelo) sendo
fagocitada por um macrófago FIgura de
rrucroscopra eletromca de varredura colonda
artificialmente

As formas de tratamento têm se

baseado no uso de antimônicos pentavelentes

como o antimonato de N-methyl glucamina

(Glucantine) e o estibogluconato de sódio

(Pentostam) [20-22]. A duração da terapia e a

resposta clínica variam de região a região e da

interação patógeno-hospedeiro. Na prática, a aplicação de altas doses por

prolongados períodos é comum. Isto se deve em parte a rápida eliminação destes

A B c

II

Exemplos das manifestações cllnicas das
Leishmanioses A- Lelshmanlose visceral Nota-
se o abdomen dístendído mdicando
splenomegalia e a severa atrofia muscular B- a
Letsbmanioss mucocutânea Nota-se o
comprometimento da reglêo da oral e nasal C-
t.eishmanose cutênea Nota-se o aspecto
pustular desta manrfestação em particular (de
WtMN .who íntltdr)

compostos da corrente sangüínea. Em

casos de recidiva e nas infecções por L.

aethiopica leishmanioses viscerais,ou

indica-se o emprego da anfotericina B

(Funqlzon) [22, 23]. A anfotericina B

apresenta efeitos colaterais indesejados e

até graves, portanto necessitando ser

ministrada em hospitais, uma dificuldade

adicional tratamento,no em se

considerando saúdecondições deas

pública prevalentes nas regiões endêmicas. Esta terapia tem se mostrado pouco
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eficiente em diversos casos. Em pacientes resistentes ao Glucantine e ao

Fungizon não se identificam alternativas eficazes. Tende-se a repetir o

tratamento, com doses nos limites da tolerância ou a utilizar o isotionato de

pentamidina como uma última alternativa [20, 21]. Aliado a baixa eficácia de

tratamento, se observam também diversas reações de toxicidade que vão desde

náusea, vômitos e mialgia até, nos casos mais graves o choque, alterações

eletrocardiográficas, hipersensibilidade e trombose venosa. Estas características

indesejáveis, associadas ao aparecimento de formas resistentes de Leishmania

[23], têm exacerbado a necessidade do desenvolvimento de drogas

antileishmanióticas mais eficazes e menos tóxicas ao paciente. A toxicidade é

particularmente severa no tratamento de crianças e idosos ou indivíduos

portadores de infecções oportunistas secundárias.

1.2- Desenho e desenvolvimento de fármacos

A abordagem moderna para o desenvolvimento de drogas [24, 25] explora

enzimas únicas ao metabolismo do parasito ou que possuam diferenças de

"
especificidade catalítica entre a enzima do parasito e a do hospedeiro. Estas

enzimas podem ser empregadas como alvo no desenvolvimento de inibidores da

cadeia metabólica, sem com isso afetar o hospedeiro. Para tanto, torna se

indispensável à determinação da estrutura tridimensional da enzima, a

caracterização do mecanismo de catálise e identificação do sítio catalítico, bem

como de domínios reguladores presentes na mesma [24]. Analises filogenéticas
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mostram que os protozoários parasitos formam clades relativamente profundas

tendo divergido do restante da linhagem eucariota em um ancestral primitivo [26,

27]. Esta observação é uma evidência adicional que mesmo enzimas homólogas

entre o hospedeiro e os parasitos podem ter divergido suficientemente permitindo

o seu uso como alvos em abordagens de quimioterapia. Um estudo dessa

magnitude requer o desenvolvimento de proteínas mutantes, resistentes a

inibidores ou com características cinéticas alteradas a fim de permitirem elucidar

o mecanismo catalítico e os aminoácidos envolvidos no sítio catalítico. O primeiro

composto desenvolvido desta forma foi o anti-hipertensivo Captopril, um inibidor

da angiotensina convertase. O acúmulo de dados referentes a estruturas

cristalográficas e cinética de diversas enzimas levou ao desenho de vários

compostos adicionais para o emprego clínico (para uma revisão veja Kubinyi,

H.[24]).
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Capítulo 11

2.1- Síntese de purino-nucleotídeos

o metabolismo de purino-nucleotídeos em protozoários parasitos é

significativamente diferente daquele de mamíferos. Em humanos os purino-

nucleotídeos são sintetizados de novo, a partir de precursores não-nucleotídeo

tais como aminoácidos, amônia e dióxido de carbono. Os purino-nucleotídeos

podem também ser reciclados pela via de recuperação [28-31]. Os passos

enzimáticos da via de síntese de novo são bem conservados ao longo de diversos

taxa.

Os nucleotídeos podem também ser formados a partir de purinas e purino-

nucleosídeos livres. Na via de recuperação, as purinas reagem com 5'-fosforibosil-

1-pirofosfato (PRPP) formando os nucleosídeos-5'-monofosfatos correspondentes.

Estas reações reversíveis são catalisadas por distintas fosforibosil-transferases

J (PRTases) substrato-específicas. AsPRTases formam uma classe de

aproximadamente 10 enzimas que cataílsarn reações semelhantes envolvendo

PRPPe uma base nitrogenada [32]. Em mamíferos, essas reações são catalisadas

por duas enzimas distintas: adenina-fosforibosil-transferase (APRT;

AMP:pirofosfato fosforibosiltransferase; EC 2.4.2.7) e hipoxantina-guanina-

fosforibosil-transferase (HGPRT; IMP: pirofosfato-fosforibosil-transferase; EC

2.4.2.8) nas reações reversíveis esquematizadas na figura 1. A HGPRT catalisa a

remoção do grupo pirofosfato (PP1) de PRPP e a adição de uma base purínica
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Guanina

(hipoxantina ou1" o o- O' APRT(XJ + -'oy-.,~"-to-j-O-~-o-~

O2 Hrpoxantma

O O2 <=(~HN~l'"'""(+. ~
(~)-~+

guanina) em uma

reação do tipo SN2
+ PP

1

(ataque nucleofilico

de segunda ordem)

aparentemente. O

mecanismo de

FigullI 1: As dIVersas reações de transferência catalisadas pelas PRTases estão mostradas PRPP 5'-
fosforibosi~l-plrofosfato, APRT ademna-fosforibosll-transferase; HGPRT hlpoxanlln&-guanina fosforibosl~
transferase; XPRT xantina fosforibosil-transferase; PPi pirofosfato

reação da maioria

das PRTases

começa a ser elucidado. Mecanismo do tipo duplo-deslocamento (mecanismo

"pingue-pongue") foi sugerido para a OPRT(orotato-fosforibosil-transferase, EC

2.4.2.10) [33] e UPRT(uridina-fosforibosil-transferase, EC 2.4.2.9) de levedura

[34]. Giaconello A. e Salerno, C. [35] sugeriram que HGPRTde humanos segue o

mecanismo seqüencial em um modelo aleatório e de rápido equilíbrio, onde os

produtos se dissociam em seqüência ordenada, primeiro a base purínica seguida

do complexo Mg-P-Rib-PP (magnésio-fosforibosil-pirofosfato). Entretanto, a

(J análise de HGPRT de Schistosoma msnsoni favorece o modelo de reação

seqüencial ordenada, onde PRPPse liga a enzima primeiro e os produtos IMP ou

GMPsão liberados por último [36]. Este modelo difere do proposto para a HGPRT

de humanos [35], e sugere a possibilidade de desenho de inibidores específicos

para o complexo binário enzima-purina. O pirofosfato formado (PPi) na reação de

transferência é rapidamente hidrolisado favorecendo o deslocamento do equilíbrio

de reação para a formação dos mononucleosídeos.
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Esta cadeia de recuperação permite ao organismo a reutilização de purinas

obtidas da degradação de ácidos nucleicos ou nucleotídeos (Figura 2). A via de

recuperação está presente em todos os organismos estudados, incluindo

protozoários parasitos [28, 31]. Em Kinetoplastida e diversos outros protozoários,

a via de recuperação consiste na única forma de obtenção de purino-nucleotídeos

[31, 37]. Como conseqüência cada gênero de parasito, auxotrófico para purlno-

nucleotídeos, desenvolveu um conjunto específico de enzimas da via de

recuperação que Ihes permite utilizar purinas pré-formadas (Figura 3). As

implicações terapêuticas do metabolismo de purino-nucleotídeos em

kinetoplastidas são substanciais [30, 31].

o

Ribose-6-phosphate _ PRPP--,
PRS-I i

Synthests-ae NO""! I

~~
Adenylosuccinate I \L

MR
jMP

ADSL \ /AMD 1\ IGMS

~ADP-- AMPPPi I GMP-GDP:--+IGTrl

PPi~ PR'PP-Y
PPí

,

APRTf--PRPP HGPRTI

Adenine Guanine

AAir.. Hypoxantine

Os Kinetoplastida se

destacam pela suscetibilidade a

análogos de purino-

nucleotídeos [31, 37, 38, 39].

A HGPRT de Leishmania é

relativamente inespecífica e

pode utilizar pirazolopirimidinas

como substrato. O mais

Figura 2: Via de recuperação e interconverção, em células de
mamíferos. APRT- adenina-fosforibosil-transferase; HGPRT-
hipoxantina-guanina-fosforibosil-transferase; PRPP- 5'-
fosforibosil-I-pirofosfato.

estudado desses compostos é o

análogo da hipoxantina,

alopurinol (4-

hidroxipirazol[3,4]pirimidina) (Figura 4). O alopurinol é metabolizado por HGPRT
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aos vários análogos de IMP (Figura 4), um eficaz inibidor de succinil-AMP-sintase

e GMP-redutase [40]. Conseqüentemente, alopurinol acarreta a inibição da

biossíntese de purinas nesses organismos. Além do efeito inibitório descrito, o

análogo de IMP é convertido a análogos de AMPque uma vez fosforilados a ATP

Ribose-6-phosphate-_ PRPP
PRS-Í

liMPl .unJo PPi" PRPP
AD~~ \.) Xhantine

~; 4/ " XMP.." "-- HypoxantineAdenylosuccinate . MR / XPRT Guanine

ADSL \ AMD IGMS

~ADP- AMP pPi",l .. G.M.P-GDP~

~ l ti
vPPi

7~RTt"--PRPP I ::;;rr
Adenine Guanine

AA'iI-.. Hypo~antine

Figura 3: Via de recuperação e interconverção, em células de
Kinetoplastida. APRT- adenina-fosforibosil-transferase; HGPRT-
hipoxantina-guanina- fosforibosil-transferase; PRPP- 5' -fosforibosil-
l-pirofosfato. XPRT - xantina-guanina -fosfonbosil-transferase;
AAH- adenina deaminase.

são eficientemente

incorporados na transcrição de

RNA e levam a uma rápida

degradação dos mesmos,

acompanhado da inibição de

síntese protéica [28].

Alopurinol é utilizado

extensivamente no tratamento

de hiperuricemia (ácido úrico

sangüíneo elevado) e artrite

aguda (gota) [41]. Também tem sido explorado clinicamente no tratamento de

leishmaniose cutânea [42] e Doença de Chagas crônica [43]. Isto se deve, em

parte, pela incapacidade das PRTaseshumanas de metabolizarem este composto

[31, 44]. Entretanto, reações adversas e a falha terapêutica foram observadas no

uso de alopurinol [43, 42] alertando para a necessidade de aprimorar este

composto. A via de recuperação de Leishmania e Trypanosoma se encontra

esquematizada na figura 3. Esta via varia substancialmente entre os diversos

protozoários parasitas e foi revisada em detalhe por Berens, R. L. et. aI. (1995)

[31]. A heterogeneidade nos componentes enzimáticos da via de recuperação dos
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purino-nucleotídeos dentre os protozoários pode ser uma conseqüência da

pressão seletiva sofrida em seus nichos

ecológicos específiCOS. A maioria dos

,e<X' ~ N_Ã--çi I ) -rJV .. p~_l>;
Formicina Alopunnol \ I..

f-l-DeaZ8inOSlra

parasitos, incluindo Plasmodium,

Leishmania, Trypanosoma e Toxoplasma,

_1Qc0. -rfÓ '1fÓ
lnosina Tubercknn

depende da atividade de fosforibosil-

transferases para a recuperação de purino-

6~Thjoguanosina nucleotídeos [31].
"o

Figura 4: Bases nitrogenadas: Hipoxantina e
Guanina, substratos das HGPRTases. Abaixo, alguns
análogos de purino-nucleotídeos testados como
inibidores em diversos parasitos protozoários.

Estasdiferenças entre as espéciesde

Leishmania e os hospedeiros mamíferos

tornam a resolução da estrutura tridimensional e o estudo de mutantes das

PRTasesmuito atraentes como alvos para o desenho racional de drogas [29, 39,

40].

2.2- Trabalhos apresentados em seguida

() Apresento em seguida quatro artigos relacionados com a família das fosforibosil-

transferases (PRTases). O primeiro descreve a estrutura cristalográfica da

Adenina fosforibosil-transferase (APRT) de tetstimente tarentolae em complexo

com o produto de reação AMP. Esta estrutura foi resolvida a 2.2Â e permitiu,

baseado na sobreposição estrutural com outras PRTasese calculos de potenciais

de interação molecular sugerir que o PRPPé o primeiro substrato a se ligar ao

sítio ativo, enquanto o AMPé o ultimo substrato a deixar o sitio ativo.
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o segundo artigo descreve a estrutura cristalográfica da APRT humana a uma

resolucao de 2.1Â e contendo AMP ligado ao sítio ativo da enzima. A resolução

dessa estrutura permitiu a identificação de importantes residuos envolvidos na

especificidade ao substrato e discriminação de bases. A analise da estrutura da

APRT humana com os dados clínicos de pacientes acometidos de urolitíase

forneceu informações estruturais para os mecanismos pelos quais essas mutações

levam a urolitiase.

O terceiro artigo descreve a clonagem, caracterização molecular e a cristalização

da hipoxantina-guanina fosforibosil-transferase (HGPRT) de Leishmania

tarento/ae. Esta representa a primeira HGPRT de Leishmania cristalizada. Uma

publicação descrevendo as analises decorrentes deste trabalho esta em fase de

redação.

O quarto artigo descreve a clonagem e caracterização molecular da xantina

fosforibosil-transferase (XPRT) de Leishmania major. A cristalização desta enima

ainda não foi obtida, porem um modelo estrutural foi obtido baseado na estrutura

de outras PRTases descritas anteriormente. Este artigo foi recentemente

submetido para publicação.

1. Silva M, Silva C.H, Iulek J, Oliva G, and Thiemann OH. Crysta/structure of

adenine phosphoribosy/transferase from Leishmania tarento/ae: potentia/

implications for APRT cata/ytic mechanism. Biochim Biophys Acta.

2004; 1696(1): 31-9.
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Protozoan parasites of the order Kinetoplastida, as well as severa I known protozoa, are stríct

purine nucleotide auxotrophs (1], lacking the entire de novo purine synthesis pathway and relying on

the host and the recycling by the salvage pathway for lhe required purine nucleolides. In contrasto

most organisms synthesize purine nucleotídes by both the de novo and the salvage pathways. In the

kínetoplastíds three PRTase are known to be involved ín lhe recycling of puríne nucleotídes;

hypoxanthine-guanine PRTase (HGPRT) (EC 2.4.2.8), adenine PRTase (APRT) (EC 2.4.2.7) and

xanthíne PRTase (XPRT) (EC 2.4.2.22) (2]. XPRT is responsible for catalyzing the conversion of

xanthine and o.-D-S-phosphoribosyl 1-pyrophosphate (PRPP) into xanthine-S-monophosphate (XMP)

and pyrophosphate (PPí) by the anomeric inversion of the ribofuranose ring [3]. Kinetic analysis of

Leishmania donovani XPRT revealed that this enzyme preferentíally phosphoribosylated xanthine but

could also recognize hypoxanthine and guanine [4] as substrates. The structural explanation for such

selectivity remams unclear, since the only structural ínformation available comes trom E. coli XGPRT

crystallographic structure. In that structure. the substrate specific interaction with Glulle and ASpl40

resídues through a water molecuíe, could bê responsible for guanine > xanthine » hlpoxantine

selectivity (5; 6].

In a broad project to design Leishmania specífic inhibítOrs. we have cloned the xprt gene trem L major

Friedling based on the sequence identifted in lhe Leishmania genome effort. We overexpressed the

recombinant enzyme to homogeneity in a heterologous expression system of Escherichia coIi. The

access to the recombinant protein aRows the kinetic characterization of the recombinant enzyme and

opens the possibility of às use ín the seareh for novel PRTases inhibitors, as well as the molecular

understanding of base selectívity of each PRTase. To advance our understanding on these essential

enzymes a structural model based on homology principies was built. According to molecular dynamics

protocols thís model is stable and ean correctly account for the XPRT topology.

The L major xptt gane was amplifled by PCR (Polymerase Chaln Reaction) trom genomic DNA with

olígodeoxyribonucleotides primers specitic for the 5' and 3' ends of the known L. major xprt $Iene. The

primers for PCR amplification introduce a Nde I and a Xho I restriction site at the highlighted positions

(5' TAGCTACATATGCTACCAACCCACATG - Nde I; 5'TCTCGAGTCAGAGCTIGGCAGGATAAC

GGG 3' - Xho I). The xprt DNA fragment was ck>ned into the expressíon vector pET-29a (Novagen) at

the Nde IIXho I sites and transformed into E. co/i Bl21 (DE3) competent ceUs by standard protocols

[7]
The amplified xptt DNA contained an cpen reading frame C/f726 base pairs that encodes for a protein

of 241 amino acids wlth sequênce ldentity to other XPRTases. Alignment of L. major XPRT with other

sequences highlights the conserved purine and PRPP binding domains (fig1) [8]. The predicted amino

acíd sequence of L. major XPRT shares 87% ldentity with the L. donovan; XPRT [4] and sequence

divergence is mostly concentrated at the N- and C- términus regiC/ns.

2
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The purification of recombinant XPRT was carried out at 4°C unless otherwise specified and using the

following steps: E..w/i cells were induced at an 0.0.600 of 0.8 with 0.5mM IPTG for 15h at 20°C in LB

media, and harvested by centrifugation (25000g for 15 min.). The cel! pellel was dissolved in 100 mM

Tris-HCI, 10 mM MgCI2. 1mM PMSF and 1mM \eupeptin. pH 7.5 (buffer A) and ceU Iysis was

achieved by ten 1-min cycles of sonication ln an ice bath. The crude extract was clariüed by

centrifugation (25OOOgfor 15 min.) and brought to 50% (wlv) ammonium sulfate for 25 min with slow

stirring. The suspension was separated by centrifugation (25000g for 15 min.) and the pellel was

dissolved in 5mL of buffer A and loaded in a 16-ml Phenyl-sepharose column. equilibrated in buffer A

+ 1M (NH.}~04 at 0.8 mllmin f1ux. XPRT eluted at O.7M (NH.hSO .•.The proteln fractlons were pulled,

desalted ín a 15mL Hytrap desalting column and loaded lnto a 1SmL Fast flow Q-sepharose. XPRT

eluted in the column void with only trace contaminants as revealed by commansie stained SDS-PAGE

(fig.2).
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1 2 3 4 5

Purification Total Protein Specific Purification

step (m gIm I) Activity (U) fold

Lysis 217.8 8.01.10.4 O

(NH4hS04 138.5 1.2.10"3 1.4

Phenyl 51.0 1.9.10-3 1.5
sepharose

Qsepharose 15.5 3.6.10.3 4.5

Figure 2- (upper penal) Expression of L. major Friedling XPRT in E. roli ano purification of 1he

recombinant protein .. The proteins were separated in a 15% SDS-PAGE gel. Lanes: 1-molecular

weigh marker. 2-darified extracts (S20000 supematant). 3-ammonium $\Jlfate precipitate fraclion.

4-pooled fraclions from Pheoyl sepharose HP. õ- pooled fraclions frem Q sapherose FF. (Iower

panel) Table of XPRT purification.

The kinetie parameters of L. majorXPRT were determined spectrophotometricaly at2Q4 nm as

described by Jardim et ai [4] at 25°C over a 30 seconds reaction. The Km Valué for xanthine and

guanine are símilarto those reported for L. donovani XPRT 7:1: 2IJM forxanthine and above 100 IJM

for guanine. The Km for hypoxanthine of 61 ± 26 11Mfor L. major XPRT differs by sEWen-fold to the L
donovani XPRT 450 ± 97 11Mfor the same substrate. Such contrast in Km values ean be due to small
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structure differences between the two enzymes. Unfortunately. the structure of nelther enzyme has

been determined at atomic resolution. This fact prompted us to model L major XPRT 3D structure

using T. cruzi HGPRT. another Type I PRTase (Poe code 1TC2) {10]. as a model (figure 3a). This

task was performed with the Modeller program [11].

Despite low sequence identíty among XPRTases, ali type I enzymes show a conserved folding

comprising 4-5 parallel (} sheets flanked by 3-4 (1 helix (12] which should be conserved belween the

tamplate (1TC2) and our homology based model. Ramachandran plots [13] and Verify-30 seores {14]

were used to evaluate the quality of the best 3 modele. Ali residues of our model are Iocated in

allowed regians. Verify-3D seeres for individual residues. with a stiding window of 21 residues. were

aboveO.2.
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A B

Figure 3- The

panel shows

1TC2

aystallograp

hic structure

and the

XPRT

homology

c
generated

mode! in

three

dífferent

confonnation

s. (a) 1TC2

secondary

structure is

presented as well as PRPP and alopurinol binding sites. (b) XPRT homology mode! generated by

MODELLER 6.0 program shows high topological similaríty to 1TC2. except for the first helix which has

not been modeted. (c) XPRT energy minimized structure show that hood domain loses most

secondary structure in the absence of ligands (during mínímízation and molecular dynamiCSstudies

only protein atoms were considered). although the PRPP binding domain is overall conserved. (d)

XPRT model after 200 pico seconds shows that the overall topology is stable.

Molecular dynamic simulations. using the GROMACS [15] package, were used to evaluate the

molecular stability of our rnodel. The model was relaxed through energy minimization using the

conjugate gradientalgoríthm, followed bya 100 pico seconds molecular dynamics at300K (27QC) in

vacuum.$ubsequently, 5260 water mo/ecules were added to the system resulting ina rectangular box

of 6.4 x 6.4 x4.5 nm.An energY minimization was performed using the conjugate gradient a1gorithm

and then a molecular dynamics símuíatlon was carried on at300K (27°C) and 1 atm for 200 pico

7
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seconds. A time step of 1 fento second and perlodic boundary condltions were appílad in ali

simulations. The long-range coulomb interactions were computed using the PME (ParticJe Mesh

Ewald) [16] algorithm and for short-range coulomb and Van der Waals interactions a cut-off of 2.0 nm

was used, For temperature and pressure coupling we used lhe Berendsen algorithms [17]. The overall

three-dimensional structure of the model did not changed signifícantly through out the molecular

dynamics simulation. For a matter of comparison. the initial and final structures are depicted in figure

3b.

From tha superposition of 1TC2 on our homology mcdel, It can be seen that when the puríne

substrate ís located in the binding site it shall interact with residues Va1121.LYSI52.Tyr174.lIe175and

Glu1Bt. It is hypothesized that Tyrm and Va1121encase the purine ring while the other residues are

involved in hydrogen bond interactions.

In facto XPRT purine bínding site model differs trom the template HGPRT onlyin residues

Valj21. Tyr174,Phel80. GIUj81(lIeI13. Pheuw, Leu170.ASP171respectively). Therefore we hypothesize that

these residues must be responsible for xanthíne. over hypoxanthine selectivity. As previously

described {18]. severat subtle structural differences contribute to the efficient use of xanthioo over

other substrates. Indeed greater xanthine selectivity may not be attributed to just one or a few

particular amino acíds, sínce substrate posltionlng in the active site may play an important role ln lhis

subject. For instance, ín the human HGPRT [19,20J. guanine binds through a hydrogen bond between

NH2 and the main chain oxygen of resídue Asp2O$,while xanthine binds through a hydrogen bond

betweeo carbonyl oxygen and ASP206maio chain NH. revealing that selectMty is due to substrate shift

inside lhe purlne blnding site.

Although an entire understanding of substrate selectivíty would require a complete structural

analysis, 11is well eslablished lhat some of the described mutations are related to xanthine selectivity.

Just to name 000, as described for Tritrichomonas foetus HGPRT [21], Tyrm hydrogen bonds to

GIUle" repositioning the maio chain NH to interact with xanthine. It must be said though that thera ís

some evidence that this interaction is not critica 1to xanthine use. First. humano Trypanosoma cruzi,
and Plasmodium falciparum HGPRT have phenylalarÍine at thls position, yet P. faJciparum HGPRT ts
able to use xanthine effectively. Second. the Trp199Phe mutant of T. gondii HGPRT has robust

xanthine PRTase activity [22].

Folfowing the same superposition strategy, the PRPP binding site, whose residues are quite

conserved 10 type I PRTases. can be easlly identlfied ln our model (LVSw. GIY80,Tyr8$. ASPI2:1.Serl24,

Arg187).The cisgeornetry between Leuse-LysS9.also found in the structures of T. cruzi HGPRT [1023],
T. foefus HGPRT [21}, and E. coli XGPRT [5,6] ís observed in our constructíen. In this conformation,

Cys NH would hydrogen bond to the pyrophosphate moiély and pos~ion GIY60to hydrogen bond to the

8
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pyrophosphate (as observed ln the other structures). These Interaclions would not be possible had

Leuss-Lys59a trans peptide bond.

Despite molecular dynamic simulalions did no! affect the XPRT model overall folding, the

seeondary structure from the hood domain was not conserved during ali slmuíation interval. This result

sU9gests that substrate binding might influence XPRT cerrect tolding once simulation mímics an apo-

enzyme. In fact, preliminary crystallographic sludies show thal upon concentration XPRT precipitates.

unless in the presenca 01 xanthine. Olherwise, the Ioss of secondary structure in the hood domam

might be a reflex of great f1exibility in this region.

The PRPP binding domain seems to be more stable In the absence of the substrate and was

observed through out the molecular dynamics protocol.

In conclusion, lhe overaU homology model represents a reasonable description of XPRT three-

dlmensional structure, which has already baen used to ratlonalíze the binding of XPRT inhibitors

identified in our laboratory.
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Capitulo 111

3.1- Via glicolítica

o metabolismo celular para todos os seres vivos utiliza praticamente as

mesmas enzimas distribuídas em algumas sequênciasde reaçõesbem conhecidas

denominadas vias metabólicas. Essas vias metabólicas são responsáveis pela

manutenção da homeostase do organismo. A via glicolítica (Figura 5), por

exemplo, é responsável pela transformação de glicose em compostos cada vez

mais simples

glicolise

glucrn;e I.-(lh"'f'hate

V-NAOP+ + H.O

~~,11l+

"-poosphoghlCOllOlackllle

• ",O
6-JIhosrtbõgluconate

f
N

AOP
+

NAOPH+ H +

eu,
nbulose 5-pbosphate

Itf""v..

nlulo" ( rilx"" I 15-pl~teX5-phosphatc

scdoheptutosc gI)'C",aldchydo

7~ate X 3-phosphate

glyceraldeh)'de.. dihydroxyacetone y <rythr~ v: (li"UCtose 1Via das pentoses (não-oxidativa)
3-(lhosphate phospbaIe 4-phosrhate 6-phosphate

I. +r 1.7-P,

~ ><XIoIk.1'Iulooe 7-j1hosp/ta1c

glucosc IJ-f'hosphato

1~(;6J>isoF.nerase
fructose 6-foI1Osphale 1

Via das pentoses (oxidativa)

fructose I/~kphosphate

J

Figura 5: Esquema representativo da glicólise da via das pentoses em tripanosomatideos. A

enzima glicose-6-fosfato isomerase está indicada em vermelho. A via das pentoses fornece o

agente redutor NADPH e a ribose-S-fosfato, importantes no combate de agentes oxidantes e na

biosintese de ácidos nuclélcos (Figura adaptada de Hannaert et ai, 2003; [47])
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e a concomitente formação de moléculas armazenadoras de energia, conhecidas

como ATP (adenosina-trifosfato) [45, 46]. Tais moleculas funcionam como

verdadeiras "moedas de energia" e são consumidas por enzimas em outras vias

metabólicas e demais processos fisiológicos, como por exemplo, a contração

muscular.

A via glicolítica pode ser divida em duas etapas (figura 5). A primeira,

conhecida como via de Embden-Meyerhof, é a fase anaeróbica na qual a glicose é

capturada do meio extracelular e degradada até piruvato gerando como resultado

líquido apenas duas moléculas de ATP; o piruvato (ou ácido pirúvico) pode ser

convertido em ácido lático ou a alguns derivados alcóolicos. A segunda fase da

glicólise ocorre nas mitocôndrias, depende de oxigênio (processo aeróbico) e é a

responsável pela produção de 36 moléculas de ATP (por molécula de piruvato).

Outra via crucial no metabolismo é a via das pentoses (Figura 6). Esta é

responsável pela produção da ribose-5-fosfato presente nos ácidos nucléicos e

concomitante produção de NADPH2 , coenzima necessária como agente redutor

-) em muitas reações metabólicas. A via tem como ponto de partida a glicose-6-
!

fosfato e produz por descarboxilação as pentoses, açurcares de 5 carbonos. O

ciclo retoma a via Embden-Meyerhof" pela' produção de frutose-6-fosfato e

gliceraldeído-3-fosfato.

Juntamente com as Leishmania ssp, o Trypanosoma brucei e T. cruzi são

outros importantes protozoários parasitos humanos, transmitidos por insetos

hematófagos e causadores da doença do sono e doença de Chagas,

respectivamente. O T. brucei tem sido utilizado como modelo principal em
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estudos de identificação e validação de potenciais alvos metabólicos para o

desenvolvimento de novas drogas. Trypanosoma e Leishmania são dois gêneros

da família Trypanosomatidea, ordem Kinetoplastida, são caracterizados pela

compartimentalização de parte do metabolismo energético em organelas tipo

peroxisomas, denominadas glicosomas [47].

IGllCOSEI

1 CATP
AOP

A primeira etapa

IGlICOSE-6-P I
NAOP NAOPH2

~ 6-fosfogUcona 6-latona

na pesquisa e

1 21
ácido 6- fosloglicónicor=-3 NAOPH2

kido 3-eetoglic6N<:o-6-Pt-C02
4 . Iribost-5-P I--,iblllosa-S-'

5~ c: tVia de -\ffUt()t'-6-P~IUfOst-5-P ~

EmbchttI- "do-htptufOst-7-P c.:gfice,.ldeido-3-P I
Mtyerhof -lgliç.,aldeid0-3-p 0fitOM-4-P~ fruto•• -6-P I

t I

desenvolvimento de

novas drogas

antiprotozoários é a
sinta••
de identificação de enzimas
nudeo-
ldeo$

essenciais para a

sobrevivência ou

desenvolvimento dos

Figura 6: Via de formação da pentoses mostrando as enzimas
participantes: (1) glicose-6-fosfato desidrogenase, (2)
lactonase, (3)fosfogluconato desidrogenase, (4).: fosforribose-
isomerase, (5) fosfopentose isomerase, (6 e 7) trancetolase e
(8) transaldolase.

parasitos. A

disponibilidade de

seqüências gênicas

obtidas pelos principais projetos qenornas de parasitas permite a identificação de

enzimas e vias metabólicas exclusivas dos parasitos ou bioquimicamente

diferentes das de humanos [48]. A comparação bioquímica é a primeira evidência

para incluir uma via metabólica e suas enzimas na lista de possíveis alvos de

drogas antiprotozoários. Alguns exemplos de possíveis alvos identificados pela

análise comparativa do metabolismo de trypanosomtideos incluem (1) a via
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glicolítica e via das pentoses, ambas apresentam os primeiros passos de reação

compartimentalizados no glicosoma, uma organela exclusiva dos parasitas; (2) o

metabolismo do composto NI-N8-bisglutationil espermidina (ou tripanotiona) pela

enzima tripanotiona redutase, o composto e enzima análogos em mamíferos são

a glutationa e a glutationa redutase; e (3) metabolismo de folato pela enzima

bifuncional dihidrofolato redutase-timidilato sintase que em mamíferos as funções

redutase e sintase estão associadas a cadeias separadas [49,48].

A etapa seguinte à identificação das vias promissoras é a validação genética

ou bioquímica das enzimas alvos. As duas principais ferramentas genéticas para

validação de possíveis alvos são o silenciamento gênico (gene knockout) e mais

recentemente o RNA de interferência (interference RNA, iRNA) [50]. Ambas as

técnicas visam à anulação por silenciamento ou a redução por interferência dos

níveis de expressão gênica [48]. A validação bioquímica requer o uso de

compostos químicos que interagem de maneira especifica e seletiva bloqueando

ou diminuindo a atividade das enzimas alvos. Esta é uma abordagem mais

) complexa, pois requer métodos experlrnentals para garantir a especificidade e
!

seletividade in vivo dos compostos utlllzados [48]. Somente após as etapas de

identificação e validação é que se recomenda "um maior investimento na busca de

compostos líderes que atuem de maneira eficaz e seletiva no bloqueio da enzima

alvo.

A qllcóllse é uma importante, e em alguns casos, a única via metabólica

utilizada pelos tripamosomatideos para a obtenção de ATP. As primeiras sete, do

total de dez, enzimas da glicólise estão compartimentalizadas no interior do
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glicosoma [45]. Uma conseqüência desta compartimentalização é que as enzimas

glicolíticas dos kinetoplastideos diferem em características cinéticas e estruturais

quando comparadas com as enzimas homólogas de mamíferos e o fluxo

metabólico da via é regulado de forma distinta. [45, 46]. Não apenas a glicólise é

localizada no interior dos glicosomas, mas também um parte significativa da via

das pentoses (Figura 6), que utiliza intermediários da glicólise para formação de

D-ribose-5-fosfato e NADPH, utilizados em processos de biosintese de

nucleotídeos e defesa contra stress oxidativo [46].

3.2- Glicose-6-fosfato isomerase

Glicose-6-fosfato isomerase (E.c. 5.3.1.9) - também conhecida como

fosfoglicose isomerase - é uma enzima intracelular que catalisa a reação

reversível entre a glicose-6-fosfato e a frutose-6-fosfato. Esta reação de

isomerização é uma etapa comum a via glicolítica, gliconeogênica e a via das

-j pentoses (Figura 5).

Em promastigotas de L. mexicana", 90% da atividade da PGI está localizada

"
no citosol e o restante, menos de 10%, está associada aos glicosomas. Apesar

desta dupla localização, apenas uma cópia do gene correspondente a PGI foi

identificada e a atividade citosolica e glicosomal são bastante similares,

descartando assim a possibilidade de se tratar de isoenzimas com diferentes

localizações. A presença de enzimas glicolíticas tanto no citosol quanto no

glicosoma varia entre diferentes espécies de parasitas tripanosomatideos e pode
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ser detectada para a maioria das enzimas desta via [51]. A PGI de T. brucei, T.

cruzi e L. mexicana apresentam menos de 50% de identidade com outras PGI's

de mamíferos e todas as três apresentam um fragmento N-terminal de

aproximadamente 50 aminoácidos que não apresenta identidade significativa com

nenhuma outra seqüência (ou fragmento) pesquisados em bancos de dados

públicos. A função deste fragmento é desconhecida e a hipótese que esteja

envolvido na sinalização para o transporte pela membrana do glicosoma ainda

precisa ser avaliada. Os resíduos catalíticos descritos nas estruturas de PGI de

coelho, de porco, humana e de Bacillus stearothermphilus são conservados nas

seqüências de trypanosomatídeos. Apesar da conservação dos resíduos

catalíticos, diferenças nos parâmetros cinéticos entre a PGI de L. mexicana e a

PGI humana foram observadas em condições experimentais idênticas levando a

necessidade de uma análise estrutural mais detalha das PGIs de parasitas e

humanos.

Do ponto de vista genético, experimentos de RNAi revelaram que a

() diminuição do nível de PGI na forma sançuínea de T. brucei resulta na inibição de
!

crescimento de até 50% no primeiro dia e volta a normalidade daí em diante

(Figura 7). Essa recuperação do fenótlpo após os primeiros ciclos é um efeito

comum na forma sanguínea do T. brucei.
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Figura 7: Representação gráfica do desenvolvimento de culturas da forma sanguínea de T. brucei

(Figura adaptada do site http://www.trypanofan.org)

o resultado dos experimentos de RNAi em T. brucei, juntamente com as

evidências bioquímicas, contribuem para a validação da PGI com potencial alvo

para o desenho de drogas anti-tripanosomatideos.

3.3- Trabalhos apresentados em;seguida

Apresento em seguida cinco artigos' relacionados com as enzimas da via

glicolítica, as glucose-6-fosfato isomerases (PGI) de humanos e Leishmania

mexicana mexicana e aenolase de Trypanosoma brucei. Os dois primeiros artigos

descrevem a clonagem, cristalização e a estrutura cristalográfica da PGI humana

na sua forma livre de ligantes no sitio ativo. A estrutura foi resolvida a 2.1Ã e
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permitiu, pela comparação a outras PGls de mamíferos permitiu propor um

mecanismo para os primeiros passos catalíticos.

O terceiro e quarto artigos descrevem os trabalhos realizados com a PGI de L.

mexicana em colaboração com o Prof. Dr. Paul A. M. Michels (Research Unit for

Tropical Oiseases and Laboratory of Biochemistry, Christian de Ouve Institute of

Cellular Pathology, Bruxelas, Belgica). O terceiro artigo relata a cristalização e os

estudos com quatro inibidores fosforilados desenvolvidos pelo laboratório do Prof.

Dr. Laurent Salmon (Laboratoire de Chimie Bioorganique et Bioinorganique, Orsay

Cedex, França). O quarto artigo descreve a estrutura da PGI de L. mexicana e

características de seu sítio ativo em comparação com a estrutura da PGI humana

e de outros mamíferos.

O quinto artigo relata os resultados obtidos no estudo da enzima enolase de

Trypanosoma brucei onde tive uma pequena participação. Este trabalho descreve

a caracterização da enzima recombinante, sua cristalização e as observações

decorrentes da modelagem molecular por homologia com outras enolases

disponíveis.

1. Cordeiro A.T, Godoi P.H.C, Delborii L.F~ Oliva G, Thiemann O.H. Human

phosphog/ucose isomerase: expression, purification, crystallization and

preliminary crystallographic ana/ysis. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr.

2001; 57(Pt 4):592-5.
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Capitulo IV

4.1- Rastreamento de inibidores a partir de extratos de plantas

e animais marinhos

Durante séculos o homem utilizou-se de plantas e extratos derivados destas

como unica fonte de agentes terapeuticos [52-54]. No inicio do século XIX as

plantas passaram a representar a principal fonte de substancias para o

desenvolvimento de medicamentos em decorrencia do desenvolvimento da

química farmaceutica. Atualmente, apesar do grande desenvolvimento da sintese

organica e de novos processos biotecnologicos, 25% dos medicamentos prescritos

nos paises industrializados sao originarios de plantas e 40% de todas as novas

drogas desenvolvidas possuem a participacao de produtos de origem natural

[52]. Alguns exemplos importantes podem ser mencionados como a Asplrína'"

(Bayer) ou ácido acetilsalicílico. Este composto não é encontrado em plantas mas

é o resultado de uma modificação estrutural símples, uma acetilação de

compostos com conhecidas atividades antiinflamatórias e analgésicas como a

salicina e a saligenina, isoladas de Salix alba L. Outro exemplo consiste na

papoula (Papaver somniferum L.), de onde se obtem o ópio com conhecidas

propriedades soporíficas e analgésicas.

A quimioterapia atualmente disponível para tratamento de infecções causadas por

Leishmania esta distante de ser satisfatória. A resistência aos antimoniais
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pentavalentes, que tem sido as drogas recomendadas para o tratamento da

Leishmaniose visceral (VL) e cutânea (CL) por mais de cinqüenta anos, esta

atualmente disseminada na Índia. Apesar de novos fármacos terem sido

disponibilizados em anos recentes para o tratamento de VL (Arnêlsome'",

Miltefosine) problemas de tratamento persistem [55-58]. A busca por novos

fármacos persiste, com os bisfosfonados (residronato e pamidronato) e derivados

de plantas como as licochalconas A e alcalóides qulnolínlcos tendo sido reportados

como tendo atividade contra infecções experimentais em sistemas modelo.

Diversos alvos em potencial para o desenvolvimento de fármacos têm sido

identificados em estudos bioquímicos e moleculares e em alguns casos em sido

validados. Os alvos moleculares, temas deste trabalho, envolvendo a via de

recuperação de purino nucleotídeos permanece como um alvo em potencial de

grande interesse [56-58].

Este aspecto revela a grande importancia que as plantas e outras fontes de

produtos naturais têm frente ao desenvolvimento de novos fármacos. Nesta

perpsectiva, vem sendo empregada a busca por composotos com atividade

inibitória das enzimas alvo de Leishmania. Para o desenvolvimento dessa linha de

investigação, sob a estreita e frutiferà colaboração com os laboratórios de

química e isolamento de produtos naturais do Prof. Dr. Paulo Cezar Vieira

(Departamento de Química, Universidade Federal de São Carlos - UFSCar) e Prof.

Dr. Roberto G. S. Berlinck (Instituto de Química de São Carlos, Universidade de

São Paulo - USP) emprendemos o rastreamento de extratos de origem vegetal e

de animais marinhos até a obtenção de compostos puros.
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4.2- Trabalhos apresentados em seguida

Apresento em seguida sete artigos relacionados com o rastreamento de de

extratos ea caractrização da atividade inibitória de diversos compostos.

Os primeiros tres artigos tratam do isolamento e caracterização estrutural de

compostos isolados de Adiscanthus fusciflorus (Rutaceae), a isopimpinellina (5,8-

dimethoxy-psoralen), skimmianine (7,8-dimethoxydictammine ou 4,7,8-

trimethoxyfuro[2,3-b]quinoline), e o 3-(5,7-Dimethoxy-2,2-dimethyl-2H-

benzo[b]- pyran-6-yl)propionic acid. Estes compostos foram isolados de extratos

de A. fusciflorus em uma abordagem guiada pelos ensaios bioquímicas de inibição

da APRT de Leishmania. O estudo estrutural por difração de ralos-X de

monocristais dos compostos se ostra importante do ponto de vista do desenho

racional de novos compostos derivados por fornecer um maior conhecimento da

molecula em questão.

O quarto artigo aceito para publicação .se refre ao isolamento da cumarina

Aurapteno (7-geranyloxycoumarin), isolada de Esenbeckia febrifuga (Rutaceae)

por ensaios guiados pela inibição do crescimento de L. major em cultura. Esta

abordagem foi possível graças a implantação da sala de cultivo de parasitas e

células de mamíferos no Grupo de Cristalografia de Proteínas e Biologia

Estrutural. Representa um avanço significativo por permitir o estudo bioquímico e

celular dos compostos isolados como exemplificado nesta publicação e na

seguinte.
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o quinto artigo submetido para publicação se refere aos ensaios de inibição

bioquímicos com as PRTases (APRT, HGPRT e XPRT) de Leishmania assim como

aos estudos de inibição do crescimento do parasita e seletividade frente a células

humanas.

Finalmene o sexto artigo relata, em uma revisão em colaboração com o Prof. Dr.

Roberto G. S. Berlinck (Instituto de Química de São Carlos, Universidade de São

Paulo - USP), os avanços e nossa modesta contribuição no isolamento de

compostos derivados de animais marinhos e fungos marinhos.

1. Napolitano H.B., Silva M., Ellena J., Rocha W.C., Vieira P.C., Thiemann

O.H., Oliva G. Redetermination of skimmianine: a new inhibitor against the

Leishmania APRT enzyme. Acta Crystallogr E Struc. Rep. 59: 01503-01505

Part 10, 2003.

2. Napolitano H.B., Silva M'., Ellena J., Rocha W.c., Vieira P.c., Thiemann

O.H., Oliva G. Redetermination end compara tive structura/ study of

isopimpinellin: a new inhibitor against the Leishmania APRT enzyme. Acta

Crystallogr E Struc. Rep. 59: 01506-01508 Part 10, 2003.

3. Silva M., Napolitano H.B., Ellena J., Rocha W.C., Vieira P.C., Oliva G.,

Thiemann O.H. 3-(5,7-Dimethoxy-2,2-dimethy/-2H-benzo[b ]-pyran-6-

yl)propionic acid: a potentia/ inhibitor against Leishmania. Acta Crystallogr

E Struc. Rep. 59: 01575-01577 Part 10, 2003.
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4. Napolitano H.B., Silva M., Ellena J., Rodrigues B.D.G., Almeida A.L.C.,

Vieira P.c., Oliva G. and Thiemann O.H. Aurapten, a novel coumarin with

growth inhibition against Leishmania major promastigotes. Braz. J. Med.

Biol. Res., No Prelo.

5. Silva M., Silva C. H. T. P., Rocha W. c., Castilho M. S., Vieira P. C., Oliva G.

and Thiemann O. H. In-vivo and in-vitro effect of four alkaloids of

Adiscanthus fusciflorus: Inhibition of phosphoribosyl transferases activity

and antileishmanial effect. Submetido.

)

6. Berlinck R.G.S., Hajdu E., da Rocha R.M., de Oliveira J.H.H.L., Hernandez

I.L.C., Seleghim M.H.R., Granato A.C., de Almeida E.V.R., Nunez C.V.,

Muricy G., Peixinho S., Pessoa C., Moraes M.O., Cavalcanti B.C.,

Nascimento G.G.F., Thiemann O.H., Silva M., Souza A.O., Silva c.t.,

Minarini P.R.R. Challenges and rewerds of research in marine natural

products chemistry in Brazi/. J. Nat. Prod. 67 (3): 510-522 2004.
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Redetermlnatíon of skimmianine: a
new inhibitor against the leishmania
APRT enzyme

11", lill" compound (nhernillive narnes 7,8-dimélhoxydiclllm·
mine and 4.7,s-tI'imellloxyfuro{2,3-b)quinolinc), CHHnNO •.
IS a natural product extracted from Adiscamhu« fll$c{ffoms
(RUIIlCil<IC), Our biochemical tests show that il has inhibitory
acuvíry "tlllinst the enzyme adenlne phosphorjbosyl-
transferase (APKD from Leisnmenía. a tropical parasitc
eausing endemíc disease in poor eountries 11cl)'$tallizes in lhe
centrosjmmctríc space group n/c, with oue molecule inibe
asymmetríc unit, and has at least two C-H···O íntermote-
cular íntemctions, leading 10 lhe íormarion of centrosyrn-
mctric dímers.

Comment
Leíshmauiasis i$ a dísease causcd by a protozoal parasito ot
lhe arder Kiuetoplastid. According to tbe World Heath
()rganilalion reports (WH(), 1998), S8 eountries are alTectt.>d,
wíth 12 million iafected peoplc and approxlmatcly 3SQmillion
people at m.The need for 11<l!\\'deugs for the crcatmel1( 01 lhe
Ielshmaniasís inrectíoll$. contes ftom a lack of sare drugs and
the seríous sccondary elTects observed in available "hemo-
therapy (McGree"y & Marsden. 1986). lhe purine nucleotide
salvage palhway íu Kinetoplaslid ís a potentíal target for lhe
development of new drugs, ()\Ving to its dependence on lhal
bíosymhctic palhway (Detens et ai., 1995). lu Kínetoplastid.
lhe phosphoribosyltransferase (PRThse) protein Iamíly is
responsíbíe ror purine nuclcolide salvage. Looking ror new
bioacuve substances, poteutially useful against Icishmaniasis.
\IIe used the PRThse adenlne phosphadbQS.yltransferase
(APH.T) trom I~ UJl'ffllolllC as li mudei system to sereen lhe
inhibitoty capaeity ar several smaUmoleculc compounds from
Brazílian plants,

lhe screenmg was pertormed u_ing lhe APlU inbibitory
assay, cíther iu the preseuce of extlllClll ar wilh Ihc puriticd
compound, and was monitofed specttoj>hotometrícatly (Tuttle
& Krenilsk)', 1980).lhe lÍlte compound, (I).was isolated (rum
A. fim:iflorus e:ttracts and has been structuratly investigawd
because ar its inhibitory /lctivity agninst APRT. Enzynlalic
lelt$ or (I) /lI 50 Ilglml shaw an ínhibítion activity of 68%.
Further invcstigalions by molecalar dooking and dynamic
sÍlllulation$ will be perfonned to study lhe interaetiaU$

l\4J!r~1\o'HI ~~i1>fti\' lD,-l~
Att:.t'j)t'ltd $o 'X1;:Wf1~f 1(,"0$

(Jflhn~ te,. ~~l'of!1' lOOJ
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Figure 1
A VK:Wof ,"" mokcular structure 01 (I), .I", ••.ing I"" alom-labcJlíng
lIÇheme.DUplaecmenl ellipsoi4s are drawn aI lhe $0'11.prolmbllil}' leve!
and 11 atunu are shown as sphc-r~s:of arbitfUt)' rndii,

berween tbis compound and lhe AI'RT acuve site. In ligbl of
this interest, structural eharacteriz .•ation will give us importam
ínformatíon wíth respect to the interaction mude of compound
(I) witb APR1: and allow ihe ínvesngauon of possible inhi-
bition of Ihat compound by other l'R'Iàscs

Wilh lhe aim or obtaining more accurate structural data for
comparíson of (I) and other mhibitors against APRTcnzymc,
and in order 10 use Ibis ínformation in molecular dockiag and
dynarnic simulations, we undertook 11 structure dcrcrmination
at 120 K. Ao ORTEI' víew (fàrrugia,I9<J7) of compound (I),
together wíth the atom-tabelling scheme, is shown in Pig. 1. Ali
bond lengtbs and angles of tbis compound are close to normal
"atues (AlIen et al., 1983). The crystallographic structure of
(I), measured at room tempe..rrature, has beco previously
published (Cox ", ai: 1989).

The crystal packing of' (I) does nor show any strong
hydrogen bonds, Nevertheless, two _ak intcrmolecular
interactions of lhe 1)'PC C-H···O (CIO-HIU·· ·03', C12-
HI2·· .03li) and two of lhe rype C-H·,·N (Ctu-Htu·· .N'
and CI4-HI4·· ·Nlil) stabllíze the three-dímensional struc-
ture (symmetry cedes as in Table I). The Iatter type lmks two
ncighbouring molecules in a centrosymmetric dimeric form, as
shown il) fig. 2. 'lhe CIO-H\(}·· ·03' ínteraction is respon-
sible for tbe formatíon o( inllnite ehains along lhe b axis, and
C12-H12,· ,03;1 for the formation of inllnite chains along lhe
c axis, AlI structural details of the intermolecular coníacts for
compound (I) were interpreted as hydrogcn bonds 011

geometrical grouads (EUena eI /1/" 20(1).

Experimental
100 roots and Icll\'cs of A. fu:rcifkmts were colíected Irem lhe Manaus
region o( lhe Urazilian Am_m (()tC$\ inl>eccmbct :1000. An
autbcllticaled spL'CÚllCn \\'1\$ dq><ltited ill tbe herbaríum of lhe
Institulo de Pesquisas da Amazuoia-INI'A (rode (89859). 100
pewdered parts «((lOI$ 2.380 kg and leaves 1.040kg) were extracted
iII\K:C(Ossivclywítft bexaue (10 I) and IIIc\lIaool (8.5 I). The erude

Figure 2
Aview oi (I), .ho ••.ing dímcrÍ;rntíon duc 10 Cl21l!2· . ·03" (.y""""l')
cede: (li) I - .r, 1 .. )'•.. z] interaeuons,

hexanc crude extraet or lhe rooe (5.0 g) \\'35 cxtracted by chroma-
lograpby 00 a 5iüca gel roIumn (4) X h= 28 X 2 em). Frnctíon. 6 ••nd
7 were combíned and ilUl~ected 10 sili<:a gel c..>lUOlIIChfOtllatogrúlll.),.
using lhe isocralícsystem (bexanelelbyl aoetate 7~1). I'ractíon 8 WIIS
roIlectcd ac;.:ordínU 10 11...C JlUlllysis (lIormal phasc] and fraclÍon. 6
and 7 were combine<! and subjected to emr tlSing hexanelelhyl
/lcelale 7:3 as lhe mobile pba$C. 10 mg or corapound (I) were
obtained; tlú. cry>iIallized hy vapour díff\lsion as a prismatic, ligbl
yellow :solid, using 1;1 bexanc/dlcbloromelhan.c as sul vent.
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Table 1
Hydrogen-bond1n!~ r.eomctT)' (Âj "').

/)··H .. ·,4 /)··H H· .,~ D··H ..,4

CIO-HlO .. .al' 0.97lI) 2.47(1) 3.315(I) I.uS (11.
CU,·llllA" 00)" 0.99(1) 2.5«1) J.lS~(1j 12ô.3(II)
CIOlUll, -N' ll.'n{l) l.$J(I) J.lW(I) 134.9(11)
C14 ..1lI4.1".fIo- 1í.99{I) 2,69(1) :1,.01(13(1) 11ll.il(U)

s,m""""I".<4"" (I) 1 - r,r - t.; -" (a) I - '. 1 - y. -t; (Iil) ••!-".,-i

AlI oi the H atoms, exeepr those allached to lhe C atem C13. were
found in a Fouríer I}nthesh and sulmquently refined Crcely.The ]J
atoms alla<:hed 10 Clj were placed aI eaículated po$itions.

Dala COUCetiOll:COLLECJ' (Nol1ius, 1993); \XU cc:tillc:mclIt: llKL
SCALEPACK (Otwíoowsld& Minor. 1997);data rcduction: llKL
DENZO (OtwinoW5ld & Minor, 1997) and SCALEPACK;
p'''t''alll(lj """d to ..,1." $UCucture;SlIEIXS97 (Shddricl.:, 1997);
program(s) used 11.) reãne strucmre: $IlTU,}''l,97 (Shc:ldrick. 1997);
molccuÚtr graprncs: ORTlip·3 fa, Windaw •. (Farrugill. 1997) .00
PIA TON (Spck. 20(2); "",(lwlIre uscd to prepare mul"ri.( tor
publícatíon: WÚtGX publÍé.litioo roulmcs ll').rrugla, 1999).

This work was supportcd by <"-:Nl'qand fAPESP (São
Paulo), Brazd, and by the \\'HO.
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Redetermination and comparative structural
study of isopimpinellin: a new inhibitor
against the leishmania APRT enzyme

The title compound (altemative name 5,8-dimethoxy-
psoralen), CuHl<PS, ís a natural product extracted from
Aâiscantbus fusciflorus (Ruraceae). Our biochemical tests
show that thís compound luis inhibítory activíty against the
enzyme adeníne pbosphoribosyltransferase (APRT) from
Leisbtnania, a tropical parasite causíng endemíc dísease in
poor countríes, lt crystalliz.es in the centrosymmetric space
group P2ic. with one molecule in the asymmetríc unit, and has
at least lVI'O C-H- . ,O intennolecular interactions, leading to
the formatíon of centrosymmetric dímers,

Recelved 28 'vI) 2003
Acceped 8.Sf':ptemoor 2003
Onlio.:!: 18 Sep1ember 2003

Comment
Leíshmaníasís ís a dísease caused by a protozoal parasite of
me order Kínetoplastid, Accordíng to the \Vorld Heath
Organízation reporta (WHO, 1998), 88 countries are atfected,
wíth 12 millíon infected people and approximately 350 míllíon
people at risk. The need for new drugs for the treatment of
le:isbmaniasis in1ections Comes from a lack of safe drugs and
the seríous secondary effects observed in avaílable chemo-
therapy (McGreevy & Marsden, 1986). Loolcing for new
bíoactive substances, potentíally useful against le:ishmaniasis,
we used tbe PRrase adenine phospbonl>osyltransferase
(APRT) trem L. tarentolo« as a model system to screen the
inhibitory capacity of severa! small moleeule compounds from
Brazilian planta The screening was performed using the
APRT inbibítory assay, e:ither in the presence of extracts or
wíth the purified compound, and was monitored spectro-
photometrically (Tuttle & Krenitsky, 1980). The title
compound, (I), was isolated trem A. fuscifiorus extracts and
luis been structurally investigated beeause of íts inluDitory
actívítyagainst APRr. A comparative study between (1) and
another ínhíbítor ,slcinunianine (11) (Napolitano et ol., 2003).
against the APRT enzyme Will be performed.

~
\O~oAo

OCR3

(I)

Enzymatíc tests of compounds (I) and (lI) at 50 j1gtml show
inhibitíon activíties of 50% and 68%, respectively. Further
ínvestigations by molecular docking and dynamic simulations
wíll be performed to study the interactíons between
compounds (I).and (11) andthe APRT active site. The new

DOI: '~.1107/S1600536803019925
p!l':t't:.iwf'tn te r{~~::Ffr~r~I

Acta cryst. (2003), ES9, o1SQ6.-clS0801506 H. B. Napolitzno eU' .Ó» c,,H'QO'
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figure 1
A vi.",' uf lhe molc.:ular 'Ir~"re of (I). shuwing lhe IIkJm·lahcllíllg
tdtemc. Displ_nt cllil"'uid. Me dro",,. ar lhe 50% f'roI>abilíty \cwl
",,,I li aturo. are •••own a. 'l'bcres o[ arbitrar)' TlIdit

figure 2
A vícw of (I). showinll dimerization, viewed along lhe (1111 dircctiun.
Oashcd lines indi<:ale intcrmolc..'Ular C-II···O h>'llrogcn boodillg.

informalioo obtained will then be used to improve lhe inhi-
bitory a<:ti.vit)'of these molecules, In Iigbt aí this Interest, a
compara tive srructuraí characterizaríon of lhe two eompounds
will give us irnportant information wíth respect 10 thc ínter-
action modes of compounds (1) and (li) wilh APIU: and allow
thc invcstígatíon of possíble inhíbition of those eompounds
with olhe r pbosphoribosyltransterasc (PRlãscs).

Ali bond Icngrhs and angíes of (I) are ctose to normal values
(Allen et al., 1983). lhe erystallographic structure of (I),
measured aI room tempcrarurc, has been prevlously publíshed
(Gopalakrishna c( aI .• 1977). Wilb lhe aim of obtamíng more
accurate and comparabíe strucrural data oi inhlbitol'S (1) and
(11), and in order 10 use this information in molccular docklng:
and dynamic simulations, we determined lhe strueture at
12() K. An ORTEP view (Farrugia, 1997) of (I}, together with
the atom-labcllíng seheme, ISshown ín Fig. I.

Five sígníãeant íntermolecutar C-H···O eontaets are
found in the pncking of compound (I). vit. C12-H12B .• _051,

C13-Hl38·· .Q4u, CU-HUA·. ·03iU, C12-H12C .. -03i"

and Cl l - Hl1· .. 02" (symmetry codes as ín làbte 1). The fim
two mtcractions link neighbouring molecules in a centro-
symmetric dimeríc form, gívíng ríse to ran inflnite chaín af
these dímers along rhe (111J direction, as seenln fig. 2. The
tbird and fourth interacttons form an infinite chaín along lhe c
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axis. The '"st intcracríon links rwo dirncric chaíns along lhe 11
axis, Ali structural dctails of the intcrmolccular contacts for
cornpound (I) were intcrprctcd as hydrogen bonds on
gcomctrical grounds (Ellena r/ ai.. 20(1).

The molccuíar structurcs of (I) and (11) prescnt small
differcnces in overall planarity, except for carbon e13 in borh
compounds, The maximum deviation of thcir non-H atoms
from lhe mean lcast-square plane thruugh lhe planar part of
lhe molceules are 0.162 (7) Á and O.Il61(l) Â. whilc lhe
average dcviations are 0.0597 (9) Â and 0.031 (I) À for (I)
and (11). respectivcly, The CI3 methoxy group of (1) has lhe
same orientatíon as the e5 mcthoxy group of (Il), both being
toward lhe respectivc C-H···O inreraction, as dcscribcd
above.The dihedral angles between lhe plane formcd by thesc
methoxyl groups and the plane formcd by lhe three rings of (I)
and (TI) are 1.2 (2)" and 2.3 (1)", rcspcctiveíy. The torsion
angles C4-C3-02-CI2 for (11) and C4-C5-05-C12 for
(I) are 0.1 (2)" and 0.2 (2)". respectively, The oríentation of
the C8 mcthoxy group of(I, toward N"' allcws thís gmup to bc
positioned in lhe same ring plane. In (11). a carboxyl [instead
of a methoxy) group is norcd ar lhe corrcsponding position.

The dihcdral angles bctwecn lhe planes formcd by lhe C9
methoxy group and lhe rhree rings of (1). and berween lhe C8
methoxy group and the three rings of (I) are 89.09 (7)" and
77.95 (9)",respectively, 'lhe torsion anglcs C5-C9-03-C13
for (11) and C7 -C8-Q4-e13 for (I) are 93.4(2)' and
76.8 (2)", respcctively In both molecules.jhis funcrional group
is attachcd to the benzene ring and ln molccule (11) irs
oricntation is driven by lhe intermoíecular C-H···O inter-
actlon. as described above, Thcsc dttfcrenccs bctwecn
compounds (I) and (U) seem 10 be consistem with lhe
observed inhíbilory aetívíty diftcrenCl.'S agaínst lhe Leish-
mania APRT enzyme.

Experiment~1
'100 roots and teaves a( A fi",,:if/(J1Wf were oollected Irom the Manau.
region of lhe Braziüan Amazon torest in December 2000. An
áUlhllnlklltcd specim;eu was de!",ÂI"d ín lhe herbarium of lhe
Instituto de Pesquisas da Aml11.onja-INPA(code 1898$9). 111('
powdered parts (roors 2_'80 kg and Ieaves 1.040 1;&)WeN e:xtl1lCled

; successivefy with hexane (10 I) and nl<tbano! (851). Thc hexane
e':lracte (lI the tell''eS {7.Jj g). when cbrómalógrllphed usinll li sllica gel
columa witb li hexane and ethyl aeetate gradient follcwed by
methano], ga\'C 3.' (raclíons. Frnaklll' 29 and 33 wcre: ehromato-
graphed on a Sephadex LtI-20 column using ruethanol as lhe mobile:
"base. l1úrteen fraCliOllll were collected and fructions ti and 7 resulted
in 204i me. of compound (I). \l1lich~'I')'Stulllled by vapeur Jiffus«m
from dicblüromethanelmethanol (I :1)as solvent, )ieJdíng liglu }'elk!W
I'nsmutic needles,

Cr)'$lal dlJll1

C"H,.o,
M,~ 14621
M<JOOclínic:.P2d"
" ~ 11i.9~'7(S) A
b~'.~lI)Ã
c ~ I63!iS8 (4) Â
Ih \17.218(1)'
V ~ 106\1.10($) .V
Zm4

I}. ~ 153 M, mO'
Mo 1(" radlalion
CeI1para"",.",. (rum 2772

re40<1.""
(1m 1.l)-27$"
I' • 0.12 lOOl"'
T- 120 (2) K
"r;' m, ti,h! )'<lU-
0.28 x 0.16 x 0A'i11ll1l

1-1.8. NapQlítano ct ~I.• C"H,.,o, 01507
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Data cotlraio»
Nonnt> K1!pp:~ccnd)tff~lnl'nelbl

~ andw~..mi
Absorptioe concction: nocc
4114 measured reâecnoes
2450 i1Idçp<lldent ,dle<tion,
ISH rcllccücns ",ith I >20(1)

Refjllclllml

Rcl'memenf (m li:
RtF' > 20(1")1 0.&+1
"'RtF') •. iJ.l24
S= 1.()1
2450 rdlet1i •••••
lirl por_m.",
AlI H...,\Qnt pO.r."."«:rii retlne,]

Tilblc 1
H~-drog.l1-oo""tng geo", •• '1 (À. ').

11,.," O.o:tl
Q•.~a: 21.5'"
h= -21-+22
,,~ ·4··' S
/. ·21 ..> 20

Ii!u'(f/l , (OJl7Ur)'
+ O.17SU']

wht...•.c P al. (F~}..;.,2F,,;)t3
(<Vo)_, <IHllll
J.Pn:.. ~ 0.23 é ~ ...J_

"'" •••.•••,"" ,,<(tOSe ""--;,

O-H
CIl-Ul2B··<W
CIJ-IUJB·· <04"
C12·..llIU·· ·03-
CI1··Bl2C··or
ClI-nll ....()2·

\.01 (1) U>I(l) JA!Q(l) 1J.U{l4)
0'!IS(2) l..I$ (~J 3.455~) I~M (l~)
l.lll (lj !.41 (2) 3~ (1) 14t.:l (ló)
tfJO(:!) 2.67(2) jJ)~3 (\) IfIUl(U)
"'?'? ..<O~L ::::.E'L... . .~:!JJ..~L"•. !5ti.7l!!l,

S~t."Y !ôodes:/i> 1-)(~:2--j', 1 ~z; (ri) •...r , -1- )' •....z; (iú) s, -i-"t+z;{iv)
..•·1- y.;+z; r"'-•..•-1.!- (.

AlI ot lhe li aroms were Iound in a Fouriér nlltb(:$is and were
,ubsequenlly rdined ireely. •

Data collectíom COLLECT (Nonius, 1998); eell reünemear: IIKL
SCAI.f:PAC/{ «)I"'mo\\",ki & Minor, 1997); <laIA n:<lllctKm: HKL
/)fi1','ZO (Otwill()wM;; & Minor, 1997) and SCAUi:I'A(:K;

01508 H. 11. NapolílMO e! ar .• t"H,.o.

1>l·osrli.llI($1 used ro solve srrucmre: SIJELXS97 [Sheldríck, 1997);
1••..•>r,r~I1l(.j "",,,I to refaie Mr"<1ure. SIIELXUn (Shddrick. 1997);
molecular I'flIphic&: ORTE!') fªr Wimiow$ (Formei_. 1997) .nd
PI~11VN (Spck, 2(02); soltware uscd h> prepare material tor
pnbticatiou: WínGX publicalÍoll romines (f-.Wll11ia. 1999).

This work was supported by CNPq and FAPESP (São
Paulo), Brazil, and by the WHO.
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3-(5,7 -Dimethoxy-2,2-dimethyl-2H-benzo[bl-
pyran-6-yl)propionic acid: a potential inhibitor
against leishmania

The title acid, C1óH2DO" was extracted from Adiscanthus
fusciflonlS (Rutaceaey and is shown to inhibít adenine
phosphoribosyltransferase (APRT) enzyme activity. This
compound crystallizes in the centrosymmetric space group
C2Jc with one molecule in the asymmetric unir. There is one
strong hydrogeu bond, with ÚD" ,0.1. = 2.6238 (12) À aud
0D-H·· ·O.t = 171.1 (17)" involvingthe COOH group,
forming a cyclíc dimer about a center of symmetry. The
packing of the molecules is addítionally stabilized by one C_o
H···O [Co·· ·OA = 2.9820 (16) À aud Co~H·· ·0.1. =
101.8 (10)°) and two C-·H···:rr intermolecular hydrogen
bonds.

Receíved 3 Juiy 2003
A""ep1e<j 22 Septembe< 2003
ÚfIfjne 30 Se(:i.elnber 20G3

Comment

The title carboxylic acid, (I), has been investigated because of
its interestíng inbibitory activity agaiust adeníue phospho-
ribosyltransferase (APRT) from Leishmania tarentolae which
is a member of the pbosphoribosyltransferase (PRTase)
family. The PRTases are responsibJe for the salvage oí purine,
pyridine and pyrimidíne nueleotides, as well as aromatic
amino acids. Most organísms syuthesize adeuine nucIeotides
by both the de novo and the salvage pathways. lu contrast,
protozoan parasites are strict purine nucIeotide auxotrophs
because of the absence of a purine de novo biosynthetíc
pathway (Berens et al.; 1995). Thereícre, these mieroorgan-
isms are absolutely dependem on scavenging pre-formed
puriue nucleotides from the host or the media [Ullman &
Carter, 1997). To look for new potential anti-leishmania drugs,
we used the APRT trom L. terentoleess a model system to
investiga te the inhibitory capacity of A. fusciflorus extracts.
The sereeníng was performed using a spectropbotometric
assay (Tuttle & Krenitsky, 1980); the ICso oi pure compound
(I) is 147 jiM. lu view of this interest, we have extracted tbe
title compound, (I), and, present bere its crystalstructure,

OMe

(I)

Compound (I)crystallizes in the centrosymmetric space
group C21c with one molecule in the asymtnetric unit, Tbe
refined moIecular structure, together witbtbe atom-Iabeííng
scheme, are shown iu Fig. 1 (Jobnson, 1965). Aílthe bond
dístances and angles are close tonormalvaíues (ATIen et al.,

DOI: 10.11071S16O()5.l68OJ02107X
OI%3Ctt<)11 ic reprint

M, Silva era! .• C,.t·t,.P5 01575Mta CtySt. (200)). ES'I, 01575-01577
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Figure f
A view <>Í Ih~ molecutar slroc[urc <>Í (I), """,",'111I: lhe alom,labcllng
seben"" Dlsplacemeer em.",,'d' are drawn .1 lhe 50% pfobabílíty level
anil 11al<llIISaro shown as <phcr". of arbilrary I1ldii.

Figure 2
A vi"•••.<>Í (I). """''''g lho diroeri2alion dac 10 021-1121·· ·020' OOnding
Is}'1tlllletry eode; (i) !-.•..!-,y, I - .1.

1983). The benzene ring C4-C9 in the central part of thc
molecule is very nearly planur.lhe maximum deviation o( any
of IIS atoms Irom lhe Ieasr-squa« ..'S plane dC$Cfibing them
being ().0051 (8) À, while rhe average deviation is
0.0030 (9) À. Atoms (C2, C3, C16, 01.7, 018 and 019) around
lhe beezene ríng are coplanar [r.m.s, deviation 0.0535 (10) À/.
Thus, lhe struerurc exhibits a plunar central moíety, 11 typíca!
struetural feature observed in antí-leishrnanía inhibitors
(Omn-Dacab & Peüa-Rodrígues, 20(1).

Several paekíng features may be noted (Spek, 1990). Therc
are classical mtermoleculer hydrogen bonds 1021-
H21···020'; symmerry code: (i) ~,-x,! '-y, I - z] between
the COOH groups of neighbourmg moleeules, formíng a
centrosymruetríc dimer (Fíg, 2). 021·· ·020' is U!l.,8 (12) Á
and 021-H21 .. ·02O' ís 171.1 (17)".

There ís also a weak C16-H16B.. .()2!" (symmctry code:
(ií) x, -y, z - n intermolecular hydrogcn bond thal is
responsíble for stabllízation of lhe infinite paralleí chains
(Fíg. 3). Furthermore, two intermolecular C-H· ":Ir interac-
tions lnvolve atoms CIS and C16 and lhe 11: cloud of lhe
benzene ring, The former 1., between atam HlSA and the 1/'-

ring of a molecule at (-x. 1 - y, -z) and the second between
atum Hl6A and the melecule at (-x, -y, -.t). These are
characterízed by the disfances CIS·, .CgBz and C16·· ·Cg8z
of 3.5534 (15) and 3.6568 (15) A, respeetively, and by the
angles ClS-HI5A·· .CgBz and C16-HI6A·· ·CgBz of

01576 M. Silv4et ai.• Cj.H~.

F"agure 3
Thc cl')'Sla' 1Il11<ture or (I). Dasbcd Ilncs indic3lc im.,fI11OIccular C16-
11168·· ·021" bydrogen boedíng (S)'tI1IIIClry code: (ii) x, -y. z - tI-

Rtr,ure 4
Tbc C ··11, ">1' inlcractkms ín lhe structure of (I).

129.4 (11) and 152.2 (1l)~. respeenvcly (CgBz denotes the
. ccntroidof lhe bcnzene ring). Tbese ínteractíons Iínk ínfiníte
parallel chains, as shown in Fig. 4. Ali gecmetrical details of
lhe íntcrmolccular contaets were írnerpreted as hydrogen
bonds 00 gcometrícal grounds (Ellcna el ai. 2001); Tablc 2
reporta the relevant gcomerrícel paramcrers,

Experimental
The roots and 1e~I\'i:so(A fU$ClfkmlS were colíected in Manaus·AMí
RlUil in Deeember 2000. Ao autheOliQ14'" $peeimen "''11$dcposíl~'íI
ia lhe herbarium of lhe rnstitUlo de Pesquisas da Amazonla, INPN
B137Jl, reterence rode 189859. The powdcred pIlrt5 of lhe dihydro'
clllnamic acld !ltle rompoulld. isolatcd byelelra.lioR (roo\$ 2.380kg

Acw Ci)'st. (2003). 69, 01575-<11577
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and k,!\'cs l,()~O kg). were lhe" extracted successívety ••ilb hexane
(10 I) .",1 rnethauol (8,~ I), 'Ibe h"ulle ,,"lr3d ,,( the ruo' (S,O f,) was
chrornatographed on an siUt.'Illd eolumn (<I> x h 28 x 2 em) llSing A

heXálldEIOAc gradiclll to Ir •• 1wlUI\C: (/lC exiraer. Nine iruclíon.
WCJ:'e oollect ed. Fractiou 5 (hexane-ethyl acerare 7:3) was chroma
tograplléd 011 l\II sílica ~I column (4) x h '" 50 x 15 ali) using a
r.radient sylllem of hexane, élhylllCetate and merhyíene chloride. 42
fra.:tions were collectcd snd, based on nürmal phase thín-layer
ChT()Il1Jih'lgr1ip-h>' rrLç)~sevcn fnn ..."tious wcrc pootcd. f'raclÍo:n 3

(bcxa.uelcth)4 u""talelmclhytcnc ehk>ridc 7,2:I) produced an amor
phous wbile $Olid (25 mg) that was washed succc.sivcly ",tb hexanc
and à'J1$1aUit.éd llJl vapor d.ftu.;"" 81room temperanlr" from hcxand
mcthylcne chk>ri.:k (1:1). The purity of lhe eompound "áS "1I",,",,d
by TLC (silica gel. ~furck FI' 254. 0,25 mm thkkness).

Cf)'!ff(t{ dlllft

{'",avO,
M, ~2??12
Mo",,,:Iiai<:. CJ./c
~",:n.:;onmÂ
l>" 102248 (l)Á
c ~ tS,011'IS (3) Á
fJ ~ 122.273 (l)'
V~3(m.6l)(9lÃ>z.s
D(lJU allÚ!cliolf

Nobiu< .Kál'P'lCCIl ditlrad""'''ler
9M<l"'''''n$
5170 "." ••••m1 re&chl.",.
2ó66lndcpemkDl M1<dJ"",
2.'tfJ1 reftectiom Mth 1 ~20{l)

Rl'finllltUJll

Relín..,....,t "" r
R[r ,. 2••(F~)1 ~ M:;3
wR{F)"o.ll9O
S.lllS
~ reftectío •••
211pulllllCll>tO
H _Irooled by • mixt•••e ot

ibdeJ"'fldcOU M<l C«IdrÚlled
,.,tule""'nt

Table 1
SeIC<'lod gcooNlric patillUClcrs (Â. ').

[)x -,:t" 127SMt,.m"'"
Mo Karadb.hon

<'''Ilp''''''''''ten trnr.:Jõó2
rdkttions.

(! ~ 1.0,,21.$'
Jf,'~i {),tO m.tl,-~
r" 120(2)"
I'ri,...,., rolod ess
0.16 " 0.14 x 0.10 rum

11.. ~ 0.016
O":l"~2Si>
Ir ~ -21-. 27
k. -ll ...•12
I ~ ·,,17 ,,". 11

.,. w Vr.?(F;) • (O,omPf
•• 1lOO4SI')

",hn:~I' • (F; • 2Flp'3
(Aro) •••• " 0,001
A_~O.l~cÁ-'
Â"- ~ -o.ló o .IV'
:Elaiadi"" """"ctio'I: SHELXL97
:ElaiadiOll _1Ilci""" O.ooU (T)

iU,b(i(U)02O-CIl-Oll
OlO-Ct!-Ctt

1:a.'Xl(11)
113R(U)

1.JIIIS(ISJ

hble 2 •
Hydrogen-bc u<lliog lÍ""'uclry (A. "],

/),,, 11, A D,,,II 11" A D···A D""It"A

Cl21 -1IJ1. ,,010' U-"'{2J 159(2) 2.61)8(12) 17\,1 071
06 ••1f168· ••021' UIII (17) 2JiIl7{IS) 2!)S20 (16) IQI,S(lO)
CI5··HI5,,\"·9B"'- )_Q~(16J l.S14 (16) 355;'14(15) 12'),4(111
C16· ,1116.1, , ,CgBt'" O.9S'S(I~) 2.7$6 (15) 3-'S6S (IS) 1522(111

Symr.lt:tt)' corlH; c, !...l.!- ,t, 1 ..•..t; (ii-i .1.:,-y, ~.- t;. (úi) -,t,l -.h -.;;; (f'-}
.1:."), -c,

Atonrs t115.4. tH6.~. 1'1168 and H21 were found iu _ fourief
~y"lhc"$ 311dwere frecly reüned. 'Ibe cthcr li al<>tl~were plac<d a'
caículated pcsluons.

I)ata collcction: COL1Ji.·Cr (Noniuli, 1997,~2(Xl2);eeü rcüncmeru:
HKl. SCALF.PA.CK (Otwinowski &: Minor. 1997); data reducticn:
IIKL SCALEl'ACK and DENZO (Ot •••.ínoww & Minor, 1997);
prugram(s) used to solve strucmre: SIIELXS97 (Sheldrlck. 1m);
prcgram(s) used to refine structure: SlfliLXllJ7 (Sheldrick, 1997):
moíecular gTllphics: OKfF.I'3 Jár Willda",.' (l'alTUllÍa. 1997); MI,
ware used to pn:p .•••.e naateri..:l {()C publícation; l\'ú,-GX (BtfTug1.a.
1999).

Thili work WiIS supported by CNPq and FAPESP (São
Paulo), Brazíl, and by lhe \'iHo.
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Abstract

\
}

Several natural compounds have been identified for lhe treatrnent of leishmaniasis. Among them

are some alkaloids, cbalcones, lactones, tetralones and saponins, The new compound reported

here, 1-geranylox-ycoumann, caíled aW'aptcn, belongs to lhe chemical class ofthc coumarins IInd
113$ a moleeular mau af 298.37 glmol. The compund was extracfed from lhe Rutaceae speeies

E$enbeçJ..:iafobrifuga. The compound was purified from ao hexane exlract starting from 407,1g of

dricd leaves and followed by four silica gel chromatographic fractionalion steps using ditrerent
solvents as lhe mobile phase. The resulting 41mg ar compound shows significam growth
inhíbition with an U),l4 af 30J4\.f<'lgainst fbe tropical paradte Leuhman!« major, whieh causes
severe clinical manifestations in humans and ia endemic in lhe tropical and subtropical regions. In

lhe present study we invelltigaled lhe alomie structure of aurapten in arder to de.••crmine lhe

113



2

existence of common structural motifs that might be related 10 othcr coumarins and potcntially to

orher identífied Inhibitors of Leishmania growth and viability. This compound has a comparable

inhibitory activity of other isolated molecules. The aurapten is a planar molecule constituted ar an

aromatic system with electron delocalization. A hydrophobic side chain consisting of tcn carbon

atoms with two doublc bonds and negative density has been idcntified and may be relevant for

further compound synthesi$.

Kcy words: Coumarin, Auraptcn (7-geranyloxycoumarin), X-rays, Leishmania, tnhibitor.

Introductlon

Lcishmaniasis 15 li disease caused by a protozoan parasito of the order Kinetoplastida.

According to fhe World Health Organization (1), 12 million infected people exist in gg countries,

with approximately 350 million people being at risk. ln view of lhe lack of safe dmga and lhe

serious secondary effects caused by available chemotherapy (2), there ia a need for new droga for

the treatment of leishmaniasis infections, Therefore, lhe discovery of nove! classes of ínbibitors

em be an importam step which conlributes to overcoming the drug resisrance of LeishJtlania (3).

11\\1use of pltytothcrapy to (real human díscases lias its roots in pre..historical times and

mosl of lhe effective drugs currently available are obtained from plants (4). The biodiversity

existing ín Bra.zilian is a potential source of many new bio~tive molecules to be studied and

explored (5).

ln a search for new bioactíve substances potcntially useful against Ieishmaniasis, we II!ICd

L. major Friedlín (WHO MHOM/IU80/FriOOlin) cells as li model system to screen SntilU

molecule compounds obtained (rom Brazílian planta. The screening \VáS dane using an in "No

culture assay in lhe preseace or absence of lhe purified compound and lhe parasite growíh rate

\VaS monitored tnieroscopical1y. This appr<laéh pennitted us to identi(y a new compound wbich

was subsequenüy shown to be 7-geranyloxycoumarin (aurapten). Tbe compound belongs to the

class of collmanns and shows significanl growtlt inhibition of L major promastígores aI

coneentra1ions af miccograms per ml,

Material and Methods

E~tractlon orthe plant Inhlbltor
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TI1C leaves of Esenbec*iafebr{fllga (Rutaccae) were COllCCICdin Piracícaba, sr, Brazil,

by Prof. Ricardo Ribeiro Rodrlgues (Escola Superior de Agricultura Luíz de Queiroz, ESALQ,

code 84295) in February 2000 and extracted according 10 lhe procedure illustrated in Figure I and

descríbcd below.

Ground Ieaves (407.7 g) were submíncd to a flrst exiractlon step witlt 4.5 L of hexane,

resulting in 9.S g of exnact aftcr lhe solvem was removed, The extract was fractionated by silica

gel chromatography through a 30 em high column measuring S em in diameter using li

hcxane!ethy/ acetate (100:0, 9:1, 8:2, 7:3, 1:1,0:1(0) and an eihyl acetate/methanol (100:0, 9:1,

7.5:25,6:4, 1:1,0:1(0) gradient system, From this purification 30 fractioas of250 mL each were

collected, Fraction 14 (hexane:ethyl acetate 8:2) wasfurther fractíonated on a 3 x 26 em silica gel

column using a gradient system \vilh hexane, methylene chloride and mclhanol (hexane 100%;

hexane/methylcnc chloride 100:0, 90:10, 80:20, 70:30, 1:1; methylene chloridc/methanol 100:0,

90:10,70:30,1:1,0:100). The 79 Iractions (25 mL each) were collected and, based on thin-layer

chromatography (Tl.C) 011 silica gel (0.25-mm thick silica gel, Merck PF 254, hexane/methylene

chloride/aceton 3:1;0.5), anel detected with, Vaniline Aeid, UV Iight 254 and 360 nm and

Dragendorff reagent, ciglll fractions were pooled. Fraction four was submined to

chromatographic separation on a 2 x 31 em silica gol column diluted isoeratieally with 3:1:0.5

hexane, methylene chloride and acetone. This step resulted in 87 fractions (25 mL each), twelve

of which were pooled afler TI.C analysis as above, Fraction tWD was submlued 10

chromatographíc separation 011 a silica gel column ou a 1 x 20 em silica gel colunm using
methylene chloride as the mobile phase resulted in 24 fractions (25 mL each), four of which were

pooled after Tl.C analysill. Fraction four rcsulled in IIn amorphous yellow solid (47 mg) which is

7-geranyloxycoumarin (aurapten) according to NM'R IH, Uc spectra and OCIMS, lhal was

crystalhzed by vapor dítTusion, at room temperature, from hexane/methylene chloride 2:1. The

purity of lhe compound was confirmed by Tl.C (O.25-mm thick silica gel, Merck PF 254,

Darmstadt, GermaIlY). NMR and GClMS.

Parasãe assays

Stock solutiollS of aurapten were prepared in dimethyl sulfoxide (DMSO) aI 5.0 mg/mI.

Further dilutions of aurapten Were made directly in lhe L. major culture médium immediately

bcforc use. ln aU expcrimenlS the final eoncennatíon of DMSO lcss than 0.5% (vN). a

concentration lha! does not affect parasite growth rale, mobility ar morphology (6).
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L. mujor Fricdlin promastigotes wcre grown to 11 concentration 01' 1.S X 104 cclls/ml in

M199 (Gíbco Laboratories, New York, NY, USA) supplemented with 10% feral bovine serum

(FBS), ]() ml\l adenine, 10 rng/rnl penicillin, 10 mgfml streptomycin, O.25~'. hemin chloride,

0.1%, biotin, and 1.01'.1 HEPES. p11 7.5. The parasire culturcs wcrc prcpared with or without

auraptcn aI final conccntrations 01'2.0, 5.0, 7.0, 10.0 and 15.0 jJ.glml. Thc effect 01' aurapten ou

parasite growth was monitored by counring in uiplicare in a Nebauer chamber after 48-h

ineubation ai 26"C.

Crystallographle characteeizauon or aurapten

Aurapten was crystallized from 2:1 hexane/methylene chloride by vapor diffusion at

room tempcrature. 'I1lC typical crystal was yellow aud was needíe shaped, X-ray diffraction was

carried out using 11 Nonius KappaCCD düTraclomcler ai roem temperature, The structure was

solved by direct methods using the SHELXL97 software (7) and was refined anisotropically with

full-matrix least-squares on P using SI-fiLXI.97 (7). The hydrogen atoms were placed at the

calculated position, eXG<:pIfor those ínvolved in If-bcnds, found 011 difference maps and funher

reflned. Final índices were: RI(F.) = 0.0895 and WRz([tl) = 0.2723 for 165 refíned paramcters,

11lC crystallographic parameters for CI9Hll~ are: :M., '" 298.37, Orthorhombic, space group

Pnma [No. 621 Z 4, a'" 6.557 (1) A, b 7.117 (2) A. C" 35.650 (2) A, V 1664.0 (9) A3•de

1.191 Mg.m'l, ''1. (Mo Ka.) = 0.71073 A, ~ = 0.104 mm", 3205 measured reflecnons, 1616 unique

(R;•• = 0.0301) 1579 of which were eonsidered for calculatlon purposes 3$ obscrvcd wirh aa 1 ;;:20
(I). Tbc crystallographie data were depQs.iled in the Cambridge Crystallographíc Data Centre

(deposit@ccdc.camac.uk) under accession number 232201.

RC$Ulu and Díscussíon

We investigated and characterized lhe antiproliferatlve activity of the coumarin (7-

geratl)'loxyooumarin), or aurapten, with a moleeuler mass of 298,37 s/moi agaiMt L. májor

Friedlin promastígotes lu axeníc cultures. As shown in lligure 2, L. major promastígote growtb

was significantly íllhibitcd 1»' aurapten, with an LD5U oí 30 p..M. '1'hi& valuc rcprcsenl$ a

significant inhibitory aetivity agaias! L. major and ís similar 10 those obtained for other inhibitors

isolated from Cllherplalllli (8). The negative control, eorresponding 10th.: parasite ín the presence

of DMSO, thc auraptcn solvent, sbowed no dctectable inhibition of gtowth, elteratíon in cell

morphology or motility ar lhe concentraíions tested.
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Mosr studies directed at lhe detection of plant scccndary metabolites wiih lelshmanicidal

activily have been done U$ing lhe promastigote form of lhe parasite because of its easier

mainrenance under in vitro conditions, However, since lhe promastigote is not lhe infective Iorm

ar the parasito in vcrtebrate hosts, thesc evaluations have only a suggcstivc valuc of lhe possiblc

leislunanicidal activity oflbe compound tesred,

There are several active compounds obtained from medicinal plants traditionally used

worídwide for lhe treatment of leishmaniasis. Among these active molecules, described in lhe

recent literature are quinoline alkaloids, isoquinoline alkaloids, Indole alkaloids, terpenes,

acetogenins, and Iignans (9). Other natural compounds with antileishmanial activity are

coumarins, chalcones, lactones, tetralones, and saponins (9). 111e compound described here

belongs to thc class of lhe coumarins and its activity agains! Leishmania promasugotes is reported

here for lhe Iirst time.

To unambiguously assígn lhe structure ar this inhibitor and to gain insight into common
structural motifs related 10 other cnumarins and other Ieishmania mhibitors, its crystal structnre

was determined, and several structural features emerged. This new information will be valuable

for the developmenl of a new anti·Leishmanía drug since resistanee to lhe currentíy available

drugs such as antímonials and ampbotericin B has emerged (3).

The refined molecular structure together wilh lhe atom-numbering Behemo is shown in

Figure 3. The molecule is a derivative of cinnamic acid Ihat contains an aromatic system with

elecrron delocalizatlon. 111e1'e is also li hydrophobic side chain consishng of teu carbon atoms

with two double bonds with negative density, Ali bond distances and angles are close 10 normal

values (l0,1l) and lhe molecule is planar, as can be seen in Figure 3. TIRe double weak

intermolecular ínteractions of type C-H O support lhe molecular packing (12) shown in Figure

4. They are lhe intermolecular C8··~IJ8 oi' and C6--H6 ... oz' [s}'mmetry code: i) 1+:\:,y, z]

bydrogen bonds between two neighbor molecules. The distance and dihedral angles between

donor and acceptor are 3.38 (1) A, 180 (5)0 and 3.27 (1) A, 172 (5)°, respectively, TIlc last ofllte

intermolecular hydrogcn bonds CS-H5 ... 02u lsYmmctty code: ii) O.Stx, ')', 1,S-zJ tinldng these

rwo ruoleculcs shows 3.34 (1) A of distance and 163 (3)0 of dihedral angle between donor and

acceptor, The planarity shown in 11Iemoleculareonfigw:ation and lhe intermoíecular interactions
are consístent with typical $1rttctural features observed in anlj·LeishmunÍa inldbitars e13·1S).

Figure 5 shows the L. major culture in lhe presence and absence oí the inhíbiror, Forty-

eight h afier lnoculation, a significant decrease in sut\1ving promastigotcs \Vai observed ín lhe

presence 01' aurapten (Figure 5b) at afinal concemration of 30 w.1. The surviving parasites

sll()\\'ed abnormal morphology ,\\;111the preseaee of largc vacuoles and low flagcllum motilily.
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This preliminary cvaluation 01'auraptcn's acrivíty using promastigorcs yieldcd intercsting results

indicating that lhe compound should be investigared further as a potenrial antÍ-Leishmania

compound,
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Figures

SUlca Gel Chrom.
Hexane/Ethyl Acet.
Ethyl Acet./Methanol

ractlo

Silica Gel Chrom.
Hexane, Methyl Chiar.,

Methanol

Silica Gel Chrom.
Hexane, Methyl Chlor.,

Acetone

7..geranyloxycoumarin '
(Aurapteno) 47mg

Figure 1. Fíow diagrant of dte aurapten Isolatíon procedere, Individual steps ate déscribed ia

Material and Mcthoos. The solventsused for elntion of lhe chromatography cotumn are listed in
lhe boxes on the Ieft side. Acet •• acetate; chrom, '" chromatography; chlor. ee chloride. Sílica gel

columa cflluents were monilored by Tl.C to select fraclions for futthcr pUlification.

120



100

90

80

70

~ eoe...
c: 50.2
:ã 40:c.E

:90

20

10

O
O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

aurapten concentration (llg/mL)

Figure 2. Atlli1\1ishmanialactMty of aurapten againsl Leishmania major FriedJin promastigOlCS.
CA'lI\swere cultivated in the presence of different concentrations 01' aurapten and counted aíter 48

h. l1\chcight of lhe bars indicares de percentsgc or growth inlúbition at eaeh concenrraríon
compared to lhe conrrol experiment containing only the aurapten solvem DMSO. The

experiments were performed three times indcpcndently and each counting was performed in
triplicate, Data are reported as means ± SD.
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Figure 3. X-my ctystal100Jllphic structure ofthe aurapren. Displacement ellipsoids are sbown at

lhe 30% probabitity Ievel, Carbon and oxygen atoms are labeled for clarity.

Figure 4. A view of auraplen's pacl;ing showing C-ILO interactions. Symmetry codes (i) and

(ii) correspoad to {l +x, s. zland [Oo5+x, Y. 1.5-z1 respcctively.
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Figure 5. Leishmania major promllsugote culture. Promastigotes were culturedin M199 medium
supplemented wilh 10% fetal bovino sernm ar 26"e alld cell víabiliry was estimated by counting

in a Neubawer chamber after 48 1101' incubation in fhe presence or absence of lhe inhibitor, A,

Negative control without aurapten in lhe presence of 0.5% DMSO. 8, Condition containing 30

~tM aurspten and 0,5% DMSO. C attd D are expansions ar Figures A and R, respecnvely
(indícated by lhe squares in A and B) showing lhe different morphological characrerisnce of lhe
parssite in tile presenee of aurapten, Vacuoles are indicatcd by the arrow,
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1 In-vívo and In-vttro effeet of'feur compounds of Adiscanthus fuscifloms: Inhlbítlon of
2 phosphoribosyl transferases ;lcth'it~,and antilelshmanial effeet,
3
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13 (53-16) 3373·9&&1.

14

15 Objectives: The aim ofthis stud:r was the screeníng of nonll.eisllmm,in lnhíbitors,
16
17 Methods: PJant ertraets ofwere fl"actionated guided by APRT eOZ)'J11einhibition. The
18 inhibitol'8 obtaíned were further tested lu XPRT and HGPRT enzymes, The
19 antilcishmanial propertíes or the seleeted moleeules were anal}'Zed on in vuro L major
20 pl'Ontalo"tigote,sculture in I-il-o. The Jnteractíons between útltibitol'8 and lhe enzymes
21 were IlnalY'.loob)' computatíonal moleeular docklng.
22
23 Results: Iloul" selected allmloid$ ftnd eumarínes present inJubitory propenies lu both
24 systents nsed, the bloehemlcal PRTasc assay nnd the ln ,,1tl'OLeishmauia inhibUion.
25
26 COl1cJuslons: The resulta rcported here conccming the inhibitiol1 or PRTase enzymes
27 and IA major promastigote parasítes Indícate that the four natural moleeules selected
28 can be further cxplolted as Iead rompounds in a ratlonal drug design approach or
29 compound optimization against haman leishmaniasis.
30
31 Abbreviations: 5' -phospho-o-d-ribosyl-L' -pyrophosphate • PRPP;
32
33 Keywords: Leishmania, phosphoribosylíransferase, natural product, alkaloids, cumarine,
34 Adi,scanhus tuscttlona.
35
36 Intreduetlen

37 lu countries of África, Asia, Middle East and Latiu America t leishmaniais has been

38 identífied as a serious public health problem by file World Health Organization (\VHO) and

39 the disease is also endemic in tire southern countries of Europe. lu the last two decades the

40 appearanee of cases of co-infectíon of AIDS and Leishmanta have added 11 new dimension

1
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41 to the problem 2.3. 'lhe peopling of new habitats and thc increased human mobility has

42 taken leishmaniasis to regions previously unaffected, such as lhe North American region 4.

43 111Cestimated prevalencc of 12 million infected and 350 million lives IIt eminent risk of

44 infection reflects the global dimension to leishmaniasis as public health concem s.
45 To oppose this scenario, new drugs and new formulations of old drugs are either approved

46 or on clinícal trial, rendering the current Ieishruaniasis cbemotherapy more promising tlU111

47 it has been for several years ". lu spite of the progress, antileishmanial drugs in use are

48 generalíy toxic, expensive and dcmanding long-term treatment with hospitalization, Those

49 aracharacteristics attributable to low target specifícity 7 and eontribute to a general

SO inefficaey of lhe eurrent treatment approaches. The new drugs and formulations may

51 alleviate, but is doubtfully alter significantly, the current global scenario -. Therefore, there

52 is a great and urgent need for the development of new, effective and safe drugs for the

53 treatment of leishmanlasis.

54 TIu: institution of a rational therapeuric regimen for lhe treatment of parasitic

55 diseases depends 011 the exploitation of fundamental biochemical disparities between

56 parasite and hest, One of the most striking metabolic discrepencies between parasites and

57 human is the purine pathway !I.II. Whereas mammalian cells can synthesize the purine

S8 heterocyele de novo, ali Kinetoplastida studied are auxotrophic for purines 12,13. In these

59 organisms lhe enzymes that enable the organism to scavenge host purines are the

60 hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HGPRT; EC 2.4.2.8),. adenine

61 phosphoribosyltransferase (APRT; Ee 2.4.2.7) and xanthíne phosphoribosyltransferase

62 (XPRT; EC 2.4.2.22) 12.13. Unique features of lhe purine salvage pathway of Leishmania

63 and Trypanosoma constitute the basis for the susceptibility of these genera to several

64 pyrazelopyrirnidine analogs of naturally oecurriág purine bases and nueleosídes 1l.13-IS.

65 A rich source of nove! lead compounds for the drug diseovery process has beco the

66 sereening of natural compound sourees such as plants, animals and mieroorganisms. Brazil

67 isreeognized as a repository of a large, and mostly unexplored, biodiversity with a vast

68 potenlial to yicld novel therapy alternatives,

69 III the present study we used lhe Lei$hmanía I'RTase enzymes as targets to screen

70 tbe inhibitory capacity of several small molecules compounds from Brazilian plants. We

71 describe ín thís communícaiion four new PRTase inhibitors and theír respectivo

2
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72 amilcisbmanial activíties. 11l.! sclcctivity ol'lhc compounds was tested against human and

73 Leishmania cells and the molecular basis for the compound inhibition was investigated by

74 molecular docking techniqucs with each Pk'Iase. Such systematic approach oí'

75 investigation identified lhe alkaloids and 11 cumarine as lead compounds and are used in

76 their further improvement.

77

78 Materiais and mcthods

79

80 Pnrificatton q[ enzymes and inhibitors. L. tarentolae APRT, HGPRT and 1_ major XPRT

81 enzymes were purified from Escherichta coli in recombinant expression systems as

82 described previously 16.17•

83 The skimmianíne, isopirnpinellin, y-fagarine and dictamine inhibitors were purified from

84 roots and leaves of Adisoanthus fusciflorus (Rutaceae) colleeted from lhe region of Manaus

85 in the Amazon Statc of Brazil, The purification protocol includes successive extractions

86 with hexane and methanol as deseribed previously 18.19. The struoture of the tested

87 compounds is shown in Figure 1.

88

89 Hnzymatic assay and inhibitor Screening. The AI'RT, HGl'RT and XJ>RT activity aod

90 inhibition assay were performed as deseribed previously in a speotrophotometric assay aí

91 lhe wavelengths of259. 255 and 254 respectively 20. The principIe of'the assay permits to

92 explore the rale oí' change in absorbance res\llting írom the ccnversion of the enzyme

93 specifie substrates to the resulting nueleotide. 111C nssays were earried out at 25"C in a

94 reaction mixture 01' 500 J1L containing the following reagents: 100 mM Tris-HCI pU 7.4,

95 100 Jt>.1PRI)P and 5 mM MgCh. lhe APRTassay contaíned 50 .~ Adcnine, HGPRT 40

96 J:tMguanine, and the X"PRT assa)' 50 ~f xanthine and no MgCh was added. Ali PRTase

97 reactíons were initiated by the addietion of ~nzyme to n final concentration of 2•.•.g!mL and

98 monitored during 1 mio for APRT and HGPRT and 30 seconds for XPRT assay,
99 1110 screeníng 01' natural products with inhibitory activity against lhe Leishmania

100 Pltrases was perfonned in triplicate using the standard aetivity assay deseribed. The

101 illhibitors stock solutíons were prepared til dimethyl sultoxide (DMSO) at I mg/mL.

102 Further dilutions were performed in the assay reaotion buffer inunediately prior to use. Tbe
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final conccntratron 01" DMSO in lhe enzymatic rcaction did not exceed 5% (v/v), a

concentration at which lhe solvem did not affect lhe activities of the PRTases tested,

Cell culture and inhibition assClJ'S. L. major promastigotes were grown in Ml99 (Gibco

Laboratories) supplemented with 10% heat inaetivated fetal bovine serum (FBS), 10 mM

adenine, 10 mg/ml, penicillin, 10 mg/ml, streptomycin, 0.25% haemin chloride, 0.1%

biotin and 1.0 M Hepes pI ( 7.5 at 26"C. '111einhihitory effect of each compound was tested

ín promastigote cultures at 1.5xI04 cells/ml, with and without inhibitors in 12 well plates, 2

mlJwell. 111e concentrations of inhibitor tested were 2.0, 5.0, 7.0. 10.0 and 15.0 I1g/mI.•.

Cells were counted in a Newbawer ehamber in six independent experiments after 4811

ineubation at 26"C. In ali experiments lhe final conc'Cntration of DMSO was kept lowcr

than 0.5% (v/v), a concentrarion that doesn't show evidence of affecting the parasite growth

rate, mobility or morphology 21.

Human U937 promielocytes (,,'0118 were used to test the seleetivity of the inhibítors, The

cells were cultured ín RPMI1640 media at 37°C in a 5% C{}zatmosphere. A concentration

of L5xlOs cells/ml, were ineubated in the presence or absence of ínhíbitors and DMSO in

12 well plates, 2 mlJwell, and counted in a Newbawer chamber after a period of 48b.

Growtb inhibition protection experiments were carried out as deseribed for L. major
promastigote assays. lu each culture, in triplicate, were added 50J.lM and 500J.lM of each

purine (adenine, guanlne, xanthine and hypoxanthine) as weíl as lhe ínhíbitor

(skimmianinc. dietamine, 1'-fagarine and isopimpinellin) at the LDso concentration of each

compound. Controla without inhibitors with added purines and with inhibitors in the

absence of'purines were performed in parallel.

Docking procedure. Docking simulations were performed with the (',oLD 2.1

software 22. which does flexible doeking lISing li genetic algorithm, 111eparameters used in
"this algoritlnn were originally optimized from a set of 305 complex struetures with

coordinates deposited in tbc Protein Data Bank (PDB). Among lhe pararneters llvailable in

the programo we used a population equivalem 100000 operations, 95 mutatións and 95

crossovers, Docking ealculations were done in the interior of spheres of 15 A radiua with

origine at: AlaS() (Cj3 atom) of lhe APRT strueture; Asp126 (001 atom) of the HOPRT

4
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134 structure and ValI21 (C'{J atom) of the XPRT model. The ten orientations of highest score

135 for each compound W':"'fC then selected using the score Iunction denominatcd Goldêcore.

136 On lhe basis 01' this function, lhe program classifies the oricntations 01' lhe moleeules in a

137 decrea sed order 01'affinity (score) with me Iigand site ofthe receptor.

138 Before the docking calculations and after remova! of ligands aud the

139 crystallographic waters from the active sites ofthe APRT and HGPRT structures, as well as

140 the XPRT model, we added and oriented hydrogens of the side chains aflita residues of the

14 J respeetive aetive sites. Charges and atomic potentials were assigned to me protein

142 structures and model using the Insight 11program 23.

143
144 Results
145

146 Eifocl of isolated compounds on lhe inhibtnon of Leishmanta PRTases. The recombinant

147 APRT enzyme from Letshmania tarentolae was used to guide the purifícatíon of novel

148 PRTase inhibitors In this approaeh we screened lhe inhibitory activity of 1.126 extractss

149 from Brazilian plants, the best four inhíbítors selected from Adiscanthus fusctfloru«

150 (Rutaceae) are shown in figure 1. '111e inhibitors selected using the Leishmanta APRT were

151 then tested for their inhíbitory capacity in nGPRT and XPRT enzymatic assays sinee it will

152 be interestíng from the standpoint of a lead compound to be able to inhibit all three

153 enzymes simultaneously. 111e inhibitory activity of each seleeted compound (Figure 1) on

154 the three PRTases and on lhe L. major promastigotes are shown in table I,

155 The eflect of eaeh compound 'isolated from A. fuscifloms 011 the Letshmanta PRTases is

156 shown in Figure 2. Ali 4 ínhibirors exhibited a clear linear concentration dependem effect.

157 ln comparison wíth the control experimenta with solvem (DMSO) alone the compounds

158 showed a signíficant eflbct 011 the PRTases activity (p<O.05).

159 A correlation of dictarnine, r-fagarine and isopimpinellin inhibitory effect OVer each

160 PRTuses ís observed. Skímmianíne however'showed a distinct seleotivity for both XPRT

161 and HGPRT. whereas it inhibíted APRT activity at a similar level asthe other three

162 cornpounds,

163 The leso calculated for each inhibitor agaínst lhe PRTa.'les was caleulated and is shown in

164 Table1. The inhibitory effect of skimmianine 011 I1GPRT and XPRT activity is 100 fold

5
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165 higher as its activity with APRT. Ali other ccmpounds show a similar inhibitory activity

166 over eaeh PRTase, reflecting a low selectivity of'those inhibitors for lhe enzymes.

167

168 ElTéc( (I' isolated compounds on lhe in-vttro growth cfLeishmania 11/(90r promastigotes

169 and human promyeloctte cells. Figure 3 shows the effeet of the alkaloids and lhe cumarine

170 on the ín-vitro growth of L. major promastigotes. Ali four compounds exhibited a clear

] 71 concentration-dependent inhibitory effect, III comparison with lhe control, the compounds

172 showed a significant inhibitory effect on the in-vitro growth of L. major promastigotes at

173 concentraíion of20 pg/ml, and above (P<0.05).

174 Table I shows the U)SQ values of the four compounds 01\ the in-vitro growth of L. major

175 promastigotes and human promielocytc cells. The LD5fJ values on the prornastigote and

176 human cells are equal, reflecting a lack of oellular selectivity. A small difference is though

177 observed on the effect 01' skimmianine, that shows a redueed eífeet ou L major

178 promastigotes (LD5O""98~M) wen oompan ..•d to the human cells (245Jl~f).

] 79 Control experimenta have been performed to evaluate the effect of DMSO on the growth of

180 lhe L. major promastigotes and human promielocyte cells. No significant Ievel of growth

181 inhibition was detected at the concentrations used in the tests as well as no morphological

] 82 alterations were observed by phase contrast microscopy (Data not shown),

183

184 Effcct of lhe addttton o[ purines to lhe Letshmama eu/fure. The observed bíochemícal and

185 eell culture eífeets of the eopounds is not obviously a linked phenomeaon, To ínitíally

186 idcntify anycorrelation we used lhe addition of purines (adenine, guanine, hypoxanthine

] 87 and xarahine) to lhe cuhure media in an nttempt to identify a possible protection or survtvo!

188 rescue that could be suggestive of a correlation between the bioehemical and cellular

189 observations.

]90 Table 2 shows the inhibitory effect (iu % gro'\\1h inhibition) of each a1akaloid and cumarine

191 in the presence of two differentcolllXntralions 01' puriues, 50plof and 500pM cacho Except

192 for dictamine; the other compounds (skimmianíne, isopimpinellin and r·fagarine) aífected

193 less severely tllegrowth ofthe parásites, The data is preliminary, but reveals an interesting

194 possibility of correlation.

195
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Molecular fitness of tbe isolated compounds in the PRTase acttve site. To obtain a

molecular understanding of the type of interactions occurring between the alkaloid and

cumarinc compounds and lhe targetcd enzymes, molccular docking cxperiments werc

perforrned. Those experiments used as targct molecules lhe molecular structurcs of lhe

Leishmania APRT and HGPRT and lhe molecular model of lhe Leishmania XPRT

determined in our group 16.11. lu general, lhe docking results obtained with GOLD 2.1

(Table 1) for lhe compounds here studied agree with the enzymatic inhibition experimente

shown in 'fabio 1.

Clear interactions of each inhibitor with amino acid side ehains are observed from

this analysis. The top scoring interactions are shown io figure 4a-c.

Discus..'Iion

Scientífic evolution of medicinal plants has, in the past, provided lhe basis of

modem medicíne. Several compounds from higher plants are currently being evaluated in

various laboratories as potential antiparasitic agents for malária, trypanosomiasis and

leismaniasis 24. The search for bioactive molecules normally begins with the sereening of

severa I plant extraets, isolation of bioactive fractions and identification of the active

componente when feasible 25. MOl>1 of lhe studies directed toward the detection of plant

secondary metabolites with lcisbmanicidal activity have been done using the promastigote

form of the parasite due to the facility to maintain under in vttro condítious 16. In spite of

that one of the critica! points of the Ieishmaníasis phytotherapeutical research is the lack of

good and rapid sereening methods to find potential plants and to evaluate them 27. For a

rational drug desígn approach il is paramountto understand lhe molecular target enzyme

whose inhibition is intended, The enzymes of the purine salvage pathway have been

considered as appropriate targets by different laboratories 9-12. lu this context, the inhibition
, . .

01' the three phosphoríbosyl transferases (PRTases) of the pathway; adenine, guanine-

hypoxanthine and xanthine PRTases, is necessery, We present in this paper four nCW L.

major prornastigotea inhibitors with bíoactivíty similar at Pentostam, a commercial

leishmanicida 21. Although of moderare inbibition capaeity 26, their selection process

represents a novel approaoh, This strategy permitted usthe selection alld isolation of

7
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227 alkaloids and a cumarine, whieh are the most importam group 01' natural compounds with

228 antileishmanial activity 24. In recent years a few attempts for screening medicinal plants

229 uscd for lhe treatment 01' leislunaniasís havc been carried out in Spain, Sudan and Guinea-

230 Bissau. These studies have confirmed lhe irnportance 01' mau)' plam species as potcntial

231 source for the isolation 01'novel compounds with leishmanicidal activity 26.

232 All four compounds (Figure 1) selected from our screening approach showed an inhibitory

233 activity against the Leishmania PRTases in a concentration dependem manner (Figure 2).

234 The inhibition effect ou eaeh individual PRTal>c ís very similar for dictamine.

235 isopirnpinellin and y.fagarine and varies from an IC~ of 260J.11'vf ror dictarnine against

236 APRT to 80llM for y-fagarine against HGPHT (Table I). The inhibitor skimmianine

237 however, presented a marked seleetivity for XPRT and HOPRT (1.1 J.lM and 1.8 ~IM.

23& respectively) over APRT inhibition (142 f.lM).

239 This selectivity 1S also revealed, although to a Iesser extent, in lhe in-vitro Leishmania

240 promastigote and human promyelocite culturc assays. From the four inhibitors selected,

241 only skimmianine has shown a small selectivity (2.5 fold) egainst Leishmania cells (LD50

242 of98 ~IM) over human promyelocite cells (LD50 of245 ~lM) as shown in table 1. This result

243 doesn't mean that the compounds are acting specifically 01\ the PRTases in-vivo, but it

244 representa a first indication that they may be good starting eompounds, In an attempt to

245 understand if there is a correlation between the biochemical inhibition of the PRTases and

246 tbe growth inhibhíon of promastigotes severa I experiments must be performed in the future.

247 An initial experiment trying to proteet lhe promastigote cells from the purified compounds

248 using a mixture 01' purine nucleotides in the eulture media revealedthat with lhe exception

249 of dictamine, the other alkaloids (skimmianíne, and y-fagarine) and the cumarine

250 isopímpinellín, affected Iess severely lhe growth of the psrashes (Table 2). lhe data is

251 preliminary, but reveals an interesting possibility of correlation.

252 Ali three alkaloids and the cumarine represent lead compounds that can be interesting

253 starting poínts ín a ratíonal based drllg d~ign approaeh, For this sim, we used lhe

254 molecular docking teehnique to address the imeraetíon of'eaoh inhibiror with each PRTasc.

2SS III general, lhe docking resulta obtained with C'JOLD 2.1 for lhe eompounds here studied

256 agree with the enzymatic inhibition experimente shown in Table I,
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257 Concerning APRT. thc experimental affinity order for the activc site is thc following:

258 skimmianine » isopimpinellin > y-fàgarine » dictamine. In other words, skimmianine and

259 isopimpinellin have similar leso valucs and lhe)' are above lhe values obtained for 1-

260 fagarine and dictamine, This last compound has the lowest and far IC5(j "alue amongst ali

261 the inhibitors, From the Table ]) the Goldxcore of lhe compounds concerning lhe APRT

262 strueture is very similar to the order obtained in the experimental work, lhe fitness of both

263 the skimmianine (46.11) and isopimpinellin (45.97) with the enzyme 1S very similar and

264 they are higher than lhe scores obtained for y-fagarinc (44.28) and dictamine (42.42).

265 Analyzing thetop-ranked solutions obtained with C'JÜLD for these 4 compounds inside ale

266 APRT active site, dictamine is the only molecule that does not perform any strong

267 hydrogen bond with residues of APRT, theoretically. Skimmianine is hydrogen bound to

268 both the conserved Lys102 and Lys105 residues, Similarl)', isopimpinellin has strong

269 hydrogen bonds with the side chain of Arg316 as welí as lhe side chain of Lys 102. Ou the

270 other hand, the GOLD result obtaincd forj-fagaríne suggests that this molecule interaet by

271 hydrogen bond with the LyslO2 side chain. Top-ranked solution of skimmianine inside the

272 APRT active silo is shown in Figure 4a.

273 Concerning HGPRT, the experimental ICso values (Table 1) reveal skimmianine and

274 dietamine as the best and the worse inhibitofS, respeetively. Our theoretícal resulta (Table

275 1) agree with the enzymatic inhibition experiments, suggesting skimmianine as the ligand

276 with highest Goldâcore (37.91). Ou the other hand, dictamíne has the lowest score (34.93)

277 and could be theoretically lhe worse Inhíbitor, Analyzing the top-ranked solutíons obtained

278 with GOLD for these 2 alkaloids inside the HGPRT active site, skimmianine is strongly

279 hydrogen bound to lhe nitrogen atom of'the ASPI29 main chain (Figure 4b).

280 Concerning XPRT, our docking resulta (Table 1')suggest skimmianine as the best inhibitor

28t (Goldâcore = 49.95). ln fact, the experimental IC~o value obtained from the XPRT

282 inhibition with this alkaloid is the lowest (1.1 ILM) amongst ali the 4 inhibitors (Table 1).

283 TIw GOLD top-ranked solutions for skimmi~nine iriSidc the XPRT actíve site suggests a

284 strong hydrogen bond between the nitrogen atom of'tbe ASP123 main chain of the enzyme

285 and lhe oxygcn atom of'the furane rins of'the inhibitor, whieh are separated by a distance of

286 2.3 A (Pigure 4c). 'file results obtained with GOLD for XPRT must be analyzcd with a
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287 certain caution because we have used a homology model and not a structure obtained by

288 single crystal Xvray diffraction techniques.

289 lu couclusion, three alkaloids and li cumarine havê bcen selected by biochemical assays

290 directcd towards lhe Leishmania Pk Tascs and furthcr characterized by theír ability to

291 inhibit the growth of L. major promastigotes in culture. A parallel experiment testing their

292 selectivitywas performed with human promyelocite cells,

293 The correlation of'the bioehemical data withthe culture data has been preliminary obtained

294 by demonstratíng 11 protecting effect of li mixture of purines in the presence of lhe

295 inhibitors.

296 Furthermore, a rnolecular doekíng analysis has been performed to access the struetural

297 elements involved in lhe binding of eaeh inhibitor to lhe active site of each Pk'Iase,

298 indicating the structural elements involved in selectivity and binding for further exploration

299 ín a rational drug enhancement program,

300 Those compounds isolated from a Brazilian plant show prormsmg results as lead

301 compounds for future studies toward the development of an effective antileishmanial

302 compound.
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Figure 1. Chemical structure of'isolated compounds. (A) Dictamine (B) y-fagarine (C)
isopimpinellin (D) skimmianine.
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419 Figure 2. Effeet ofthe four oompounds on the Leishmania PRTases. The results are from
420 six experimenta in triplicate and are given as percentage 01' inhibition. The vertical lines
421 represem the amplitude of the standard deviation from the statistical analyses of the
422 obtained menu. DMSO-Control: Control experiment of inhibitory effect of DMSO on the
423 enzyme activity, showing a much reduced effect even at the higher concentration of70 11M.
424 The numbers in each bar indicate the concentration of the compound tested, 10 ~IM, 25 11M.
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428 Figure 3. Effect of the four isolated compounds on lhe in-vitro growth of L. major
429 promastigotes. Promastigotes (1.5 x 104 cellsání.) were incubated ín the presence of
430 compounds for 48 h. The resulta are Irem six experiments in triplicate and are given as
431 percentage of inhibition. 'file vertícal lines represem the amplitude of the standard deviation
432 from the statistical analyses of'the obtained menu.
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433

434
435

436
437

438
439
440 Flgure 4. Top-ranked solntíon obtained with GOLD for (A) slómnúanine-APRT complexo Selected
441 residues ofthe active si1eare shown, with the hydrogen bonds represented by tÜlShedtines in yellow
442 with theLysl02 and Lys105 residues. (B) skimmianine-HGPRT complexo The.hydrogen bonds are
443 represented by dashed tines in yellow with the Asp129 and Lys157 residues and (C)skimmianine-
444 XPRT complex. Hydrogen bonds represented by dashed lines ín yellow with the TytS9 and Asp123
445 residues,
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446 TABLES
447
448 Table 1. Effect of 4 compounds on the enzymatic activity of PRTases, L. major
449 promastigotes, human ecll and top-ranked solutions obtaine ..ed with GOLD 2.1 interactions.
450
451 "111e results of lhe enzymes inhibition are from three independent experiments in triplicate
452 and measured by spectrophotometric method at the wavelength 259, 255 and 254

• Enzymes IC5(I(JlM) Enzymes Gold..score Cell cultures L050(JlM )
Compounds 1---===-..,....,=

APRT X HGPRT APRT PRT
T5ictã!;line 262 "2Sõ'-" '''42Af
Isopimpmellin 142 142 45.97 46.76 35.64 25 20

Skimmianine 142 2 46.11 49.95 37.91 245 98

y-fugarine 151 120 82 44,28 43.18 35.02 70 69

453 respectively .
454 b The results 01' the in-vitro inhibition of mammal cells are from two independent
455 experiments in tríplicate and measured by Newbauer chamber,
456 c The resulte of lhe in-vitrc inhibition of L. major promastigotcs are from six independent
457 experiments in triplicate and measured by Newbauer chamber,
458
459
460
461
462
463
464
465
466
467
468 Table 2. Effect of'the additionof'purines (adenine, guanine, hypoxanthinc and xanthine) ou
469 the protection ofL major promastigotes against the four selected compounds,
470

PUMe concentration Sklmmlanlne Isopimpinellln y.Fagarlne Dictamlne
OIJM O a o o

5O\JM -8 -55 -220 7.4
500IJM -650 -122 ·80 o..471 The resulte are presented m % inhibition oí' gro\\-1h oompared to the no punnes added

472 experiment, The negative numbers represem â stimuletion of growth.
473
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Capitulo V

Conclusões

Os trabalhos apresentados nesta tese são referentes a uma das linhas de

pesquisa que eu coordeno. Esta linha de pesquisa visa o emprego da estrutura

molecular e da busca por inibidores na biodiversidade brasileira. Essa busca tem

como objetivo obter novos inibidores das enzimas alvo que possam ser estudados

por processos de Docking e técnicas de química medicinal.

Os trabalhos se iniciaram com a clonagem e caracterização das três PRTases de

Leishmania de interesse para o projeto, a APRT, HGPRT e XPRT. Foi iniciada em

paralelo a clonagem e caracterização da APRT humana, visando não somente

obter o conhecimento de sua estrutura, mas também para ser utilizada em testes

comparativos de inibição com a APRT de Leishmania major.

Desse esforço resultou a publicação da estrutura cristalográfica das APRTs de

Leishmania e Humana, a obtenção e resolução da estrutura da HGPRT e a

modelagem molecular da estrutura da XPRT de Leishmania. A analise da

estrutura da HGPRT de L. tarentolae se encontra em fase de redação do artigo

para submissão.

Essas enzimas forma empregadas em testes de rastreamento por inibidores em

ensaios bioquímicos empregando extratos de plantas, animais marinhos e da flora

microbiana. Uma serie de compostos foram obtidos desses ensaios e diversos
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puderam ser cristalizados e tiveram sua estrutura resolvida em colaboração com

o Prof. Dr. Javier Ellena (IFSC - USP). Desse trabalho resultaram três publicações.

Os trabalhos de ensaios com inibidores foram estendidos, visando testar a sua

eficácia sobre o parasito e as células de mamíferos. Com isso foi implantada e se

encontra em funcionamento, uma sala de cultivo de parasitas e células de

mamíferos. Os testes celulares foram realizados com diversos inibidores e

resultaram na identificação da atividade celular de quatro compostos. Este

trabalho foi recentemente submetido para publicação.

Esta abordagem representa uma linha inovadora implantada no laboratório e com

potencial de ser aplicada a outras enzimas e inibidores, aprofundando a

investigação e caracterização de compostos de interesse.

Uma linha de investigação paralela levou aos estudos com a enzima glucose-6-

fosfato isomerase (PGI) de Leishmania. Essa enzima foi donada e caracterizada.

Assim como foi feito para a APRT de Leishmania, também iniciamos a

investigação da PGI humana.

) Obtivemos com sucesso a resolução da estrutura da PGI humana que resultou na
!

publicação de dois trabalhos. Estes trabalhos contribuíram com o conhecimento

geral do mecanismo catalítico das PGIs.

A PGI de Leishmania mexicana foi donada a partir de dois fragmentos genicos

cedidos por nosso colaborador, Prof. Dr. Paul A. M. Michels (Research Unit for

Tropical Diseases and Laboratory of Biochemistry, Christian de Duve Institute of

Cellular Pathology, Bruxelas, Belgica). Com a donagem dessa enzima e a

obtenção da proteína recombinante iniciamos ensaios de inibição com quatro
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compostos desenvolvidos pelo Prof. Or. Laurent Salmon (Laboratoire de Chimie

Bioorganique et Bioinorganique, Orsay Cedex, França) e ensaios de cristalização.

Resultou deste trabalho a publicação de dois artigos, descrevendo a clonagem,

cristalização e atividade inibitória dos compostos testados. O segundo artigo

descreve a estrutura cristalográfica da PGI de Leishmania e características

peculiares do sitio ativo da enzima.

Estas linhas de pesquisa continuam ativas e representam uma modesta

contribuição a área de Parasitologia Molecular e Estrutural
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