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RESUMO

Tripanossomiase americana e leishmanioses sdo doengas infecciosas potencialmente fatais,
causadas pelos protozodrios flagedos Trypanosoma cruzi e Leishmania spp, respectivamente.
Essas enfermidades afetam milhdes de pessoas, majoritariamente em paises em
desenvolvimento de regides tropicais e subtropicais, causando um grande impacto nas
populacdes afetadas. Os farmacos atualmente disponiveis para tratar essas condi¢des possuem
limitacdes quanto a seguranga, eficdcia e/ou regime de tratamento. Esse panorama ressalta a
importancia de iniciativas que contribuam para a compreensao da biologia destes parasitas ou
para o desenvolvimento de novos firmacos com utilidade terapéutica. A enzima glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PDH) tem sido explorada como um alvo promissor para o
desenvolvimento de farmacos. A G6PDH catalisa o primeiro passo da via de pentose fosfato,
uma via essencial para manutencdo do balango oxidativo que também supre as células com
moléculas importantes para biossintese de lipideos, nucleotideos, vitaminas e aminodcidos.
Esta enzima € essencial para sobrevivéncia de protozodrios do género Trypanosoma de modo
que deplecdo dos niveis da proteina, ou sua inibicdo por moléculas organicas, afeta o
crescimento destes parasitas. At€é o momento, os melhores inibidores da G6PDH sao
derivados halogenados do esteroide desidroepiandrosterona (DHEA), capazes de inibir
fortemente as G6PDHs de humanos (HsG6PDH) e T. cruzi (ITcG6PDH), mas sem efeito sobre
a enzima de L. mexicana (LmG6PDH). Novos inibidores das G6PDHs foram identificados em
uma colecdo de 30.000 moléculas organicas através de uma campanha de triagem bioldgica
automatizada em larga escala (HTS) com a 7cG6PDH. Derivados de quinazolinonas e
tienopirimidinas mostraram inibir a 7cG6PDH por mecanismo incompetitivo e regras
preliminares de relacOes estrutura-atividade foram estabelecidas para ambas as classes de
inibidores. Caracteristicas estruturais que contribuem para seletividade para a TcG6PDH sobre
a enzima humana foram identificadas e experimentos com a forma epimastigota de 7. cruzi
mostraram que os derivados de quinazolinonas afetam a proliferacdo do parasito in vitro,
indicando que as essas moléculas sdo promissores inibidores que devem ser considerados para
otimizagdes futuras. Derivados de quinazolinonas também se mostraram capazes de inibir a
LmG6PDH por mecanismo incompetitivo, confirmando que a proteina de Leishmania possui
um sitio para interagdo com inibidores apds a formacdo do complexo enzima-substrato(s). Os
derivados de quinazolinonas ativos contra a LmG6PDH surgem como potenciais sondas
quimicas para avaliar a importancia destas enzimas em parasitas do género Leishmania.

Finalmente, estudos estruturais com as G6PDHs permitiram a obtencdo da estrutura



cristalografica do complexo ternario TcAG6PDH-G6P-NADPH, que revelou detalhes das
bases moleculares de reconhecimento do substrato e do cofator. A comparacgdo desta estrutura
com a enzima homologa humana permitiu a identificagdo de uma cavidade préxima ao sitio
de ligacao do cofator que pode ser explorada para o desenho de novos inibidores competitivos
seletivos para a TcG6PDH. Deste modo, nossos resultados contribuem para um aumento no
conhecimento estrutural e funcional sobre as G6PDHs, uma enzima com papel bioldgico
essencial, podendo em ultima instancia auxiliar para um aumento da compreensiao sobre a
biologia de parasitas tripanossomatideos, bem como para o desenvolvimento de novas
alternativas terapéuticas que venham atender necessidades clinicas nao satisfeitas para doenca

de Chagas e leishmanioses.



ABSTRACT

American trypanosomiasis and leishmaniasis are life-threatening infectious diseases, caused
by flagellate protozoans Trypanosoma cruzi e Leishmania spp, respectively. Affecting
millions of individuals, mainly in developing countries of tropical and subtropical areas, those
conditions have a great impact in affected populations. Currently available drugs to treat those
diseases suffer from limitations related to security, efficacy or treatment regimens. This
scenario highlights the relevance of initiatives that contributes to the comprehension of the
parasites biology or to the development of new clinically useful drugs. The enzyme glucose-
6-phosphate dehydrogenase (G6PDH) has been explored as a promising target for the
development of new drugs. G6PDH catalysis the first and rate limiting step of the pentose
phosphate pathway, which is essential for the maintenance of oxidative balance that also
provides cells with important molecules for the biosynthesis of lipids, nucleotides, vitamins
and amino acids. This enzyme is essential for the survival of protozoans from the genus
Trypanosoma, in such a way that depletion of protein levels, or its specific inhibition by
organic molecules, hampers parasites growth. Presently, the best G6PDH inhibitors are
halogenated derivatives of the steroid dehydroepiandrosterone (DHEA), capable to strongly
inhibit G6PDHs from humans (HsG6PDH) and T. cruzi (TcG6PDH), but with no effect on the
L. mexicana enzyme (LmG6PDH). New G6PDH inibitors have been identified in a 30.000
compounds library by a high throughput screening (HTS) campaign with the 7cG6PDH.
Quinazolinone and thienopyrimidine derivatives showed to inhibit the 7cG6PDH through an
uncompetitive mechanism and preliminary structure-activity relationship were established for
both inhibitor classes. Structural features that contribute for selectivity towards 7cG6PDH
over the human enzyme were identified and experiments with 7 cruzi epimastigote form
showed that quinazolinone derivatives arrest parasite growth in vitro, suggesting that those
molecules are promissing inhibitors that should be considered for further optimization.
Quinazolinone derivatives also showed to inhibit the LmG6PDH by uncompetitive
mechanism, supporting the notion that proteins from Leishmania have an interaction site for
inhibitors upon formation of an enzyme-substrate(s) complex. Quinazolinones derivatives
with activity over the LmG6PDH emerge as potential chemical probes to evaluate the
importance of this enzyme for parasites from the genus Leishmania. Finally, structural studies
with G6PDHs allowed the obtention of the crystallographic structure from the ternary
complex TcAG6PDH-G6P-NADPH, which reveals details on the molecular basis of substrate

and cofactor recognition. Comparison of this structure with the human homologous enzyme



revealed a cavity on the vicinity of the cofactor-binding site that might be explored towards
the design of new competitive inhibitors selective for the 7cG6PDH. In this way, our results
contribute to improve the structural and functional knowledge about the G6PDHs, an enzyme
with an essential biological role, and may ultimately help to better understand the
trypanosomatids parasite biology and to development of new therapeutic alternatives that

satisfy unmet medical needs for Chagas disease and leishmaniasis.
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MOLECUIAL. ..ottt

Cromatografia de exclusdo molecular da LmG6PDH. A)
Cromatograma de elui¢@o isocrdtica mostrando o perfil de elui¢dao das
proteinas. FracOes indicadas por nimeros foram analisadas por SDS-
PAGE. B) SDS-PAGE das amostras obtidas durante cromatografia
mostrando que a LmGO6PDH (coluna 2) foi separada de outras
proteinas de baixo peso molecular (colunas 3 e 4). Gel de
poliacrilamida 12% revelado com Azul de Coomassie. Coluna M,
marcador de massa MOleCUlar...........cc.ocevviniiiiniiiiiiiniccece

Griaficos de Michaelis-Menten do G6P ¢ NADP" para a LmG6PDH.
Os valores de K, € Vihax aparentes estdo reportados acima das curvas
de MIChaeliS-IMENLEN. .....coeiiiiiieieeeeeeeeeeeeee et e ettt eeeeeees

Graficos duplo-reciproco de ambos os substratos da LmG6PDH
obtidos titulando o inibidor 9148049. Curvas paralelas obtidas sdo
caracteristicas de inibidores incompetitivos, que reduzem tanto o0s
valores aparentes de Ky, quanto de Vi, com aumento da concentracao
do inibidor. Os pontos de interceptacdo no eixo das abcissas (X) e
ordenadas (Y) correspondem aos valores de -1/K, e 1/Viyax,
respectivamente. Os valores de oK; obtidos contra o G6P e NADP*
foram 1,89 £ 0,05 uM e 1,70 + 0,06 uM, respectivamente...................
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CAPITULO 5

Figura 5.1

Figura 5.2

Figura 5.3

Valores de ECsop do EA, 16BrEA e Benzonidazol para a forma
epimastigota de T. cruzi cepa Y. Os valores de ECs, obtidos estdo de
acordo com 0S dados de ItEratura..........cceueeeeeeeeeemeeieeeeeeeeeee e

Atividade tripanocida dos inibidores da  glicose-6-fosfato
desidrogenase. Estdo representados os derivados ativos ou
moderamente ativos pertencentes aos grupos das tienopirimidinas
(barra cinza), quinazolinonas (barras brancas) e quinazolinona-
piperazina (barra tracejada). O benzonidazol (barra preta), adicionado
como controle, ndo atua sobre a G6PDH. Todas as moléculas foram
testadas a uma concentracio de 80 uM com a forma epimastigota de T.
CTUZE CEPA Yertiiiuiiieeeiiitiee e eeiitee e ettt e e ettt e s ettt e e ettt eeesabteeesesbbeeessasreeeens

Ensaios concentrag@o-resposta dos derivados de quinazolinona contra
T. cruzi cepa Y. Os ensaios foram feitos com a forma epimastigota do
parasito. Os valores de ECs, foram obtidos por regressao ndo-linear
usando o software GraphPad Prism. Em parénteses representam
intervalos de confianca de 99%..........coooveeriiieiiiieeniieiieeeeeee e

CAPITULO 6

Figura 6.1

Figura 6.2

Alinhamento das sequéncias de G6PDHs de T. cruzi (Tc), Humanos
(Hs), M. avium (Ma) e L. mesenteroides (Lmes). Metl (amarelo) e
Met38 (azul) sdo os primeiros aminodcidos da TcG6PDH longa e
curta, respectivamente. Asp58 (laranja) e Thr545 (vermelho) sdo o
primeiro e ultimo residuo da TcAG6PDH, respectivamente. Ser60
(magenta) e GIn551 (verde) marcam o inicio e fim da LmAG6PDH,
respectivamente. Residuos que reconhecem o G6P (retingulos
vermelhos), NADP(H) catalitico (retingulos azuis) ou NADP*
estrutural (retangulos pretos) estdo destacados. As setas (|) indicam
residuos que formam uma cavidade abaixo do sitio do NADP(H)
(o7 121 D15 1 U USURUUPPRRNE

Cromatografia de afinidade da 7cAG6PDH. A) Cromatograma obtido
por medida da absorbancia a 280 nm, mostrando gradiente do tampao
B. Setas no cromatograma indicam as fracdes usadas no SDS-PAGE,
numeradas de acordo com as colunas do gel. B) Gel de poliacrilamida
(Mini-PROTEAN TGX Stain Free, BIORAD) obtido em condi¢do
desnaturante (SDS-PAGE) mostra que a 7cAG6PDH (coluna 5) elui
com elevado grau de pureza quando concentracdo de imidazol estd
proxima de 200 mM imidazol. Detec¢do das proteinas feita por
fluorescéncia usando sistema de deteccdo livre de corante Gel Doc EZ
(BIORAD). Coluna M, marcador de massas em kDa.............c.cceeeee....
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Figura 6.3

Figura 6.4

Figura 6.5

Figura 6.6

Figura 6.7

Figura 6.8

Figura 6.9

Cromatografia de exclusdo molecular da TcAG6PDH e andlise da
estrutura quaterndria. A) Cromatograma de eluicdo isocratica mostra
que uma amostra homogénea da proteina elui com uma estrutura
quaterndria correspondente a um tetrdmero (grafico do canto superior
direito). B) SDS-PAGE da amostra da TcAG6PDH (coluna 1) obtida
na cromatografia. Gel (Mini-PROTEAN TGX Stain Free, BIORAD)
revelado com sistema de detec¢ao Gel Doc EZ (BIORAD). Coluna M,
marcador de massas €m KDa..........ccceeiiriiiiiiniiiiii e

SDS-PAGE da amostra de 7cG6PDH (coluna 1) obtida na
cromatografia de afinidade. Gel (Mini-PROTEAN TGX Stain Free,
BIORAD) revelado com sistema de detec¢do Gel Doc EZ (BIORAD).
Coluna M, marcador de massas em KDa.........coouuueeeiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeenninnn.

Cromatografia de afinidade da LmAG6PDH. A) Cromatograma
mostrando a absorbancia no UV e a porcentagem do tampao B2, usado
para gerar um gradiente de imidazol. Setas no cromatograma indicam
as fracdoes usadas no SDS-PAGE, numeradas de acordo com as
colunas do gel. B) Gel de poliacrilamida (Mini-PROTEAN TGX Stain
Free, BIORAD) mostrando que a LmAG6PDH (coluna 5) eluida com
200 mM imidazol apresenta alto grau de pureza. Proteinas reveladas
com sistema Gel Doc EZ (BIORAD). Coluna M, marcador de massa
MOIECUIAL. ...ttt et

Cromatografia de exclusdo molecular da LmAG6PDH e andlise da
estrutura quaterndria. A) Cromatograma de elui¢do isocrdtica mostra
que uma amostra homogénea da proteina elui com uma estrutura
quaterndria correspondente a um dimero (grifico do canto superior
direito). B) SDS-PAGE da amostra da LmAG6PDH (coluna 1) obtida
na cromatografia. Gel Mini-PROTEAN TGX Stain Free (BIORAD)
revelado com sistema de detec¢do Gel Doc EZ (BIORAD). Coluna M,
marcador de massas em KDa..........c.cocoeviiiiiiiniiiiiiii,

Grificos de Michaelis-Menten para G6P e NADP". A) K,,"™ e Vipax™?
obtidos para TcAG6PDH. B) K, e Viy.x" observados para a
TCGOPDH-TEV..... oo

Graficos de Michaelis-Menten do G6P e NADP" para a LmAG6PDH.
Os valores de K, € Vinax aparentes estao representados na figura...........

Cristais obtidos na triagem inicial da 7cAG6PDH. Fotos do po¢o Gl
do kit JCSG plus, contendo 30 % jeffamina ED-2003 e 0,1 M HEPES
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Figura 6.10

Figura 6.11

Figura 6.12

Figura 6.13

Cristalizacdo da TcAG6PDH e padriao de difracio de raios-X. A)
Tipico cristal da enzima truncada, obtido misturando 2 puL da solucao
de proteina (10 mg.ml”" TcAG6PDH, 5 mM de G6P, 2 mM NADPH,
20 mM Tris-HCI pH 8,0, 0,2 M NaCl, 5 mM B-ME) com 1 uL da
pricipitante (27-32 % de jeffamina ED-2003, 0,1 M HEPES pH 6,8-
7,2). B) Padrao de difragao da TcAG6PDH obtido na linha 104 do
Diamond usando detector do tipo Pilatus 2M.........ccccoeevveriiieeniieeenieennns

Representacdo na forma de fitas e esferas da TcAG6PDH e seus
ligantes. A) Estrutura de uma subunidade, mostrando o dominio
Rossmann N-terminal (laranja), dominio B + o C-terminal (cinza),
NADPH (esferas magenta) e o G6P (esferas verdes). O sitio do
NADP" estrutural na HsG6PDH est4 indicado (elipse vermelha). B)
Unidade bioldgica da TcAG6PDH: residuos da interface do tetrdmero
sao exclusivamente localizados no dominio B + a. Dois tetrameros
unicos podem ser gerados a partir das subunidades da 7cAG6PDH, um
com a cadeia A e vizinhos relacionados por simetria (A', A" e A"™) e
outro usando o dimero formado pelas cadeias B e C e um dimero
relacionado por simetria (B' € C')...cueevviiiiiiiiiiiiiiieieecceecee e

Esquema da reacdo catalisada pela G6PDH. Na 7cG6PDH, o dtomo
N°' da His309 faz uma ligacdo de hidrogénio com o 0" do Asp246,
formando o par catalitico da enzima. O atomo N da His309 atua
como base que abstrai o proton da hidroxila do C1 do G6P, induzindo
a transferéncia do hidreto do C1 para o C4 do motivo nicotinamida do
NADP+. Como produto da reacdo, sao formados 6-fosfoglicono-o-
lactona e NADPH. Apenas o grupo nicotinamida do NADP(H) esta
representado Na MUSITACAO. ......eevvieiriieeiiie ettt e

Sitio de ligagdo do G6P na enzima G6PDH de Trypanosoma cruzi. A)
Orientacdo do substrato na estrutura do complexo terndrio (PDB
5AQI) obtido pelo nosso grupo. Mapa Fo-Fc do G6P contornado a 3,8
c. As linhas tracejadas representam ligacdes de hidrogénio. B)
Orientagdo do substrato na estrutura do complexo binario (PDB
4EMS), com a piranose em uma conformac¢do ndo compativel com o
mecanismo de reacdo. A His309 e Asp246 (bastdes amarelos) formam
o par catalitico responsdvel pela abstragdo do préton da hidroxila do
C1 do G6P. Os residuos em cinza e amarelo pertencem ao dominio 3 +
a, enquanto a Lys217 (bastdo laranja) pertence do dominio Rossmann.
As figuras foram preparadas usando a cadeia A de ambas as estruturas.
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Figura 6.14

Figura 6.15

Figura 6.16

Figura 6.17

Figura 6.18

Comparacdo entre o sitio de ligagdo do NADP(H) catalitico da
TcAG6PDH (cadeia A; PDB 5AQ1) e HsG6PDH (cadeia A; PDB
2BH9). A) Residuos da TcAG6PDH (laranja claro) fazendo ligagcoes
de hidrogénio (linhas tracejadas) com o NADPH catalitico (magenta).
Mapa Fo-Fc do NADPH representado com o igual a 2,5. B) Residuos
da HsG6PDH (azul claro) fazendo interacdes de hidrogénio (linhas
tracejadas) com 0 NADP* catalitico
(6100721 (] (0 )

Representacdo na forma de bastdes do NADPH (magenta), G6P
(verde) e do par catalitico (amarelo) da estrutura da TcAG6PDH. As
distancias entre os dtomos envolvidos na reacdo de catalise estdo
mostradas em angstrons A). Figura preparada usando a cadeia A da
enzima (PDB SAQL) ...

Vizinhanca do sitio do NADP(H) catalitico na G6PDH humana e de T
cruzi. A comparacao entre a TcAG6PDH (A) e HsG6PDH (B) mostra a
entrada da cavidade acessdria na enzima do parasito, préximo a ribose
da nicotinamida, que ndo é observada na enzima humana......................

Diagrama estério da mostrando uma sec¢do da cavidade encontrada no
dominio Rossmann da 7cAG6PDH. Os residuos que definem a
cavidade sdao majoritariamente hidrofébicos (Tabela 6.4). As esferas
verdes foram adicionadas pelo software KVFinder e usadas para
estimar o volume da cavidade (aproximadamente 220 A3) .....................

Sitio do NADP™ estrutural. (A) Na HsG6PDH (PDB 2BH9) o NADP*
estrutural (bastdes amarelos) ancora no dominio B + a através ligacdes
de hidrogénio (linhas tracejadas) ou empilhamento de elétrons-n. (B)
A comparacdo com TcAG6PDH mostra que a Lys366, Argd87 e
Tyr503 da HsG6PDH sao equivalentes a Leu409, Cys528 e Thr544 na
TcAG6PDH (destacados em vermelho), respectivamente. Essas
mudancas podem comprometer a ligacio do NADP* estrutural. A
figura foi preparada usando a cadeia A das estructuras da enzima
hUMANA € T7 CTUZT.ceoneiieiiiiiiiiiie et
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LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

B-ME - B-Mercaptoetanol

A — Comprimento de onda

°C — Grau Celsius

16BrEA — 16-a-Bromo-epiandrosterona

ADME - Absorcao, distribuicao, metabolismo e excrecao

DHEA — Desidroepiandrosterona

DMSO — Dimetil sulféxido

EA - Epiandrosterona

DNA — Acido desoxirribonucleico

ECs5p — Concentragdo de uma molécula organica que produz metade do efeito maximo
G6P — Glicose 6-Fosfato

G6PDH - Glicose 6-fosfato Desidrogenase

HEPES — Acido 4-(2-hidroxietil)piperazina- 1-etanossulfonico

Hit — Pequena molécula orginica com atividade bioldgica

HsG6PDH — G6PDH de Homo sapiens

HsAG6PDH — G6PDH de Homo sapiens truncada

HTS — Triagem bioldgica automatizada em larga escala (do inglés, high throughput screening)
1Cs5p — Concentracdo do inibidor que reduz a velocidade de reagdo pela metade
k.. — Constante catalitica

kDa — kilo daltons

ki — Constante de inibicdo ou de dissocia¢do do complexo enzima-inibidor
K., — Constante de Michaelis-Menten

LB — Lysogeny broth

LmesG6PDH — G6PDH de Leuconostoc mesenteroides

LmG6PDH — G6PDH de Leishmania mexicana

LmAG6PDH — G6PDH de Leishmania mexicana Truncada

NADP" - Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato, forma oxidada
NADPH - Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato, forma reduzida
PAGE — Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

PCR — Reacdo em Cadeia da Polimerase

PDB — Banco de Dados de Proteinas

REA — Relacdo estrutura-atividade



RNA — Acido Ribonucleico

RNAi — RNA de interferéncia

SDS — Dodecil Sulfato de Sédio

TEV — Virus do mosaico do tomate

TcG6PDH — G6PDH de Trypanosoma cruzi
TcAG6PDH — G6PDH de Trypanosoma cruzi Truncada
Tris — Tris(hidroximetil)aminometano

Vimax — Velocidade méxima de reacao
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1 — Introducao e Objetivos

1.1 — Estagios Iniciais do Desenvolvimento de Farmacos

Desenvolver um novo farmaco, partindo da concepgao da ideia até o langamento de
um produto inovador no mercado, ¢ um processo complexo e interativo que pode levar até 15
anos e custar milhdes de dolares.* O processo de desenvolvimento de farmacos pode ser
divido em duas fases, pré-clinicas e clinicas (Figura 1.1). Nas fases iniciais de
desenvolvimento o objetivo primordial € coletar provas de principio que justifiquem avangar
uma série de moléculas bioativas nos longos e caros estudos clinicos. A primeira etapa do
desenvolvimento racional de farmacos envolve Pesquisas Bdsicas (Figura 1.1), que visa a
identificacdo e validagdo do alvo molecular. O alvo pode ser, por exemplo, uma proteina,
gene ou RNA, deve ser acessivel ao farmaco e uma vez que ocorra interagdo alvo-farmaco,
uma resposta bioldgica com utilidade terapéutica deve ser desencadeada.'

Conhecimentos em bioquimica permitiram a identificagdo de novos alvos
farmacoldgicos, que gracas a novas técnicas moleculares poderiam ser isolados e estudados.
Como exemplo podemos citar as enzimas, que receberam grande atengdo como alvos
moleculares, resultando no desenvolvimento de uma grande diversidade de inibidores
enzimaticos com utilidade terapéutica.* A base do uso dos inibidores enzimaticos como
farmacos € que a inibicdo de uma enzima adequada leva ao actimulo de substrato ou
diminui¢do da concentragdo do metabolito que leva a um efeito fenotipico desejado. Além
disso, alvos relevantes para determinadas doengas podem ser identificados usando triagens
fenotipicas.’

T30 importante quanto a sele¢io de um bom alto para o desenvolvimento de farmacos®
¢ o desenvolvimento de moléculas lideres (substincias biologicamente ativas com
propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas otimizadas). O processo de desenvolvimento
de uma série de moléculas lideres se inicia com a Identificagdo de Hits (substancias
biologicamente ativas) (Figura 1.1). A quimica combinatdria permitiu a sintese de vasta
variedade de moléculas orgénicas, que por sua vez poderiam ser usadas nos ensaios de
triagem bioldgica automatizada em larga escala (H7S, do inglés high throughput screening)
para rapida identificacio de hits. "~'° Além disso, cristalografia de raios-X e espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) podem ser empregadas na determinagdo da estrutura

- . . . - . 12,11-13
tridimensional de macromoléculas, permitindo o desenho racional de ligantes.
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Figura 1.1 — Representagdo do processo de desenvolvimento de farmacos. Em destaque as
etapas iniciais de pesquisa. Abreviacdes: REA, relacdo estrutura-atividade de
uma séria de moléculas bioativas; ADME, absorg¢ao, distribui¢do, metabolismo
e excre¢do; Hits, molécula com atividade bioldgica; Lider, moléculas com
atividade biologica e propriedades farmacocinéticas otimizadas. Fonte:
adapatado de Hughes, 2011.

Uma vez definida uma série de hits, inicia-se o processo de Otimizagdo dos Hits a
Lideres (Figura 1.1) com o objetivo de aumentar a poténcia e a seletividade das moléculas,
que em ultima instancia deve levar a uma maior seguranga e tolerabilidade. Isso demanda
realizacdo de estudos concentragdo resposta, testes em ensaios secundarios, determinagdo de
relacdes estrutura-atividade preliminares e testes usando enzimas homdlogas ao alvo. Estudos
estruturais podem mais uma vez ser usados, agora visando mapear os determinantes da
interacdo alvo-ligante facilitar a otimizagdo tanto da poténcia quanto da seletividade. Em
paralelo, ensaios celulares podem comecar a ser empregados para avaliar eficacia (com
modelo da doenga) e a seguranga (ensaios de citotoxicidade). Finalmente, a priorizagdo das
series de hits deve levar em considerag@o resultados de ensaios in vitro usados para prever

. s - Co 20112
propriedades farmacocinéticas e fisico-quimicas.”
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Na fase de otimizagao dos hits para gerar lideres o objetivo principal é obter moléculas
com poténcia, seletividade e perfil farmacocinéticos (absor¢do, distribuicdo, metabolismo e
excrecdo) adequados para realizagdo de Estudos Pré-clinicos (Figura 1.1). Nesta etapa os
objetivos primordiais sao demonstrar a eficacia de um candidato a farmaco em um modelo
animal (in vivo). Um detalhado estudo das relagdes entre a estrutura e atividade deve ser
realizado, incluindo efeitos na seletividade. Além disso, a atividade contra diferentes espécies
costuma ser avaliada nesta fase do desenvolvimento. Na etapa final de otimizacdo das
moléculas lideres a preocupacdo ¢ manter propriedades favoraveis otimizadas ao longo das
etapas anteriores, bem como melhorar quaisquer deficiéncias remanescentes. Em geral, antes
de prosseguir para estudos clinicos, as moléculas candidatas a farmacos passam por estudos
de estabilidade, genotoxicidade, farmacodindmica e farmacocinética, perfil de metabolitos

gerados in vivo e alteragdes metabdlicas induzidas pela(s) molécula(s).

1.2 — Doencas Negligenciadas

As doencas negligenciadas (DN) sdo doengas infecciosas que afetam bilhdes de
pessoas, majoritariamente em paises em desenvolvimento de regides tropicais e subtropicais,
causando um grande impacto no bem-estar das populacdes afetadas. Uma vez que a
propagacdo destas doengas esta diretamente relacionada a condicdes ambientais e
socioecondmicas, as classes sociais menos favorecidas sdo as principais acometidas.'*"”

Patdgenos pertencentes a grupos bioldgicos bastante distintos sdo causadores de DN,
incluindo protozoarios, helmintos, bactérias e virus."® A doenca de Chagas e as leishmanioses
sdao exemplos de DN causadas por protozodrios flagelados unicelulares, (Trypanosoma cruzi e
Leishmania spp, respectivamente), pertencentes da familia Trypanosomatidae e ordem
Kinetoplastida. Os farmacos que sdo atualmente usados para tratamento destas enfermidades
possuem limitacdes de toxicidade, variabilidade na eficacia, necessidade de administragoes
parenterais e/ou longos regimes de tratamento.”” Tanto o mal de Chagas quanto as
leishmanioses sdo endémicas na América Latina e constituem um importante problema

. A - - 1.1: .1 17,1921
socioecondmico e de satide publica no Brasil.'"

1.2.1 - Doenca de Chagas

A doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana, tem como

agente etioldgico o parasita 7. cruzi. A doenga de Chagas ¢ endémica na América Latina, mas
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a imigracdo tem contribuido para que a doenca se espalhe para outros continentes. Estima-se
que 7-8 milhdes de pessoas estejam infectadas com o protozoario parasita Trypanosoma cruzi
e que aproximadamente outros 25 milhdes de pessoas correm risco de infecgdo.”? Os
mecanismos pelos quais o parasita é transmitido podem ser divididos em duas categorias: (i)
primério, que inclui transmissdo por insetos hematdfagos, transfusdo de sangue, ingestdo de
alimentos contendo fezes contaminadas do barbeiro ou congénita; e (ii) secundario, que inclui
contaminagdes acidentais e ingestdo de carne crua de animais infectados. >

Dentre as espécies de triatomineos (familia Reduviidae), os principais vetores do T.
cruzi pertencem aos géneros Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus. Ao se alimentar do sangue
do hospedeiro mamifero, o inseto vetor infectado deposita suas fezes contendo a forma
tripomastigota metaciclica do parasita, que pode chegar a corrente sanguinea por feridas
abertas ou mucosas (Figura 1.2). Os tripomastigotas metaciclicos sdo capazes de invadir as
células do hospedeiro e se diferenciar na forma amastigota, que se multiplicam por divisdao
bindria. Apés multiplicacdo, o parasita se diferencia novamente na forma tripomastigotas
dentro do citoplasma da célula hospedeira e quando sdo liberadas na corrente sanguinea
passam a ter acesso a células de diferentes tecidos. Na fase aguda da doenca, cada forma
tripomastigota sanguinea pode invadir uma nova célula, iniciando um novo ciclo de
diferenciagdo-multiplica¢do-infecao. Além disso, um novo inseto vetor pode se infectar ao se
alimentar do sangue do hospedeiro e ingerir parasitas circulantes. No intestino médio do
inseto, as formas tripomastigotas ingeridas se diferenciam em epimastigotas replicativas.
Ap0s se multiplicarem e migrarem para o intestino posterior do triatomineo, os epimastigotas
se transformam na forma infectiva tripomastigota metaciclica.?

As manifestacdes clinicas da fase aguda comecam entre 6-10 dias apds a infeccao e
podem durar de 1 a 2 meses. Frequentemente, envolve reagdes inflamatorias que podem levar
a sintomas como febre, dores no corpo, inchago de linfonodos e aumento de figado e bago.
Além disso, em alguns casos observa-se um edema no local da infec¢do, conhecido como
chagoma, ou um inchaco nos olhos, chamado de sinal de Romafia. A seguir, os pacientes
entram em uma fase indeterminada, caracterizada pela auséncia de qualquer sintoma e de
parasitas no sangue. Finalmente, os pacientes que desenvolvem a fase cronica da doenca vao
apresentar patologias que podem ser letais, como cardiomiopatia, megaesofago e

19
megacolon.
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Estagios no Triatomineo Estagios no Humano
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Figura 1.2 — Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi, causador do mal de Chagas. Fonte:
figura adaptada do Centers for Diseases and Control and Prevention.*®

O benzonidazol e o nifurtimox (Figura 1.3) sdo pro-farmacos que foram introduzidos
cerca de 40 anos atrds e continuam sendo as Unicas alternativas terapéuticas disponiveis no
mercado. Ambos sdo moléculas nitroheterociclicas que sdo ativados pela enzima
tripanossomal nitroredutase do tipo 1, gerando metabdlitos toxicos para o parasita sem um
significante gera¢io de superdxidos.”” > Entretanto, esses farmacos além de ndo apresentar
perfis de seguranca adequados, ainda apresentam uma eficacia limitada por serem efetivos
apenas na fase aguda da doenga. Além disso, a ocorréncia de cepas naturalmente resistentes™
e o desenvolvimento de resisténcia por parasitas expostos a droga®' tem sido reportado. Deste
modo, fica claro que existe uma demanda urgente por fairmacos que atendam as necessidades

ro: ~ . . . . . 2
clinicas ndo satisfeitas pelo benzonidazol e nifurtimox.’
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Figura 1.3 — Farmacos usados no tratamento da fase aguda da doenga de Chagas. Tanto o
benzonidazol quanto o nifurtimox sdo nitro-heterociclicos com perfis de
seguranga e eficacia inadequados.

Atualmente, alguns farmacos contra doengas de Chagas estdio em fase de
desenvolvimento.”® Foi demonstrado que antifungicos baseados em azois, como por exemplo
0 posaconazol, sdo capazes de inibir a enzima esterol-14-a-desmetilase (CYP51), um sistema
enzimatico dependente do citocromo P450, levando ao actimulo de 14-o-metilsterdis e
prejudicando a biossintese de ergosterol na membrana citoplasmatica.’* Assim, moléculas
pertencentes a classe quimica dos azdis estdo em fase clinica de desenvolvimento.
Amiodarona e dronedarona, farmacos inicialmente desenvolvidos para tratamento de arritmia
em humanos, mostraram ser capazes de levar o parasita 7. cruzi a morte, tanto em cultura de
células como em modelos animais, tendo uma agdo poli-farmacoldgica ao perturbar a
homeostase de calcio e inibir a biossintese de ergosterol.”> Além disso, inibidores reversiveis
da enzima cruzipaina tiveram efeito tripanocida em ensaios in vitro e in vivo usando modelo
murino da infec¢do aguda por 7. cruzi.’® Apesar da importancia do esforco feito nos trabalhos
mencionados € notavel que o nimero de alvos atualmente explorados para o desenvolvimento
de farmacos antichagasicos ainda € limitado. Deste modo, continuam sendo necessarias
iniciativas que incluem validagdo de novos alvos e etapas iniciais de desenvolvimento de

. 3738
farmacos.

1.2.2 - Leishmanioses

As leishmanioses sdo um grupo de doencas infecciosas causadas por mais de 20
espécies de parasitas do gé€nero Leishmania, sendo endémica em mais de 90 paises da

. . (o fps 19.39
América Central e Latina, Asia, Africa e Europa.

Estima-se que 0,9-1,6 milhdes de
pessoas sejam infectadas anualmente, com 310 milhdes de pessoas correndo risco de infecgdo.
O namero de mortes anuais resultantes da infeccdo por Leishmania spp. é superior a 20.000
individuos.***!

O parasita pode ser transmitido pela picada de fémeas de flebotomineos (popularmente

conhecidos como mosquito-palha), insetos dipteros pertencentes aos géneros Lutzamyia e
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Phlebotomus da familia Psychodidae. Outras formas de infec¢dao envolvem sangue ou 6rgaos
infectados, transmissdo congénita e contaminacdes acidentais.”>** A transmissdo envolvendo
o mosquito palha se inicia quando o inseto infectado se alimenta do sangue do hospedeiro
mamifero, inoculando promastigotas metaciclicas presentes na sua probdcide (Figura 1.4). As
formas infectivas promastigotas sdao fagocitadas por macréfagos ou outras células
mononucleares fagocitarias e se diferenciam na forma amastigota. Dentro do fagolisossomo, a
forma amastigota se multiplica por divisdo bindria. Apés rompimento da célula hospedeira os
amastigotas sdo liberados e novamente internalizados por células mononucleares fagocitarias.
Um novo inseto vetor pode se infectar durante repasto sanguineo ao ingerir células infectadas
com amastigotas. No estdmago do mosquito, os macréfagos se rompem liberando as formas
amastigotas que se diferenciam em promastigotas prociclicas. Apds se multiplicarem, os
promastigotas migram para as por¢oes anteriores do aparelho digestivo do inseto e invadem a
probdcide. Durante a migracdo as promastigotas prociclicas sofrem metaciclogenese, gerando

. DT 4142
formas promastigotas metaciclicas infectantes.””*"

Estagios no Mosquito-Palha Estagios no Humano
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Figura 1.4 — Ciclo de vida do parasita Leishmania spp., agente causador das leishmanioses.
Fonte: figura adaptada do Centers for Diseases and Control and Prevention."'
Existem diferentes formas de manifestacdes clinicas das leishmanioses, sendo a

visceral (LV, também conhecida como calazar), cutinea (LC, também conhecida como
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leishmaniose tegumentar americana ou tlcera de Bauru) e a mucocutianea (LMC) as principais
formas. A leishmaniose cutanea € a forma mais comum da doenga, caracterizada por lesoes
multiplas na derme. As lesdes tipicamente surgem apds semanas ou até meses depois da
picada do mosquito palha. A leishmaniose mucocutanea pode levar a destrui¢do parcial ou
total de membranas mucosas do nariz, boca e garganta. LMC ocorre principalmente na
Bolivia, Brazil e Peru, onde ¢ famosa por conta das sequelas deixadas. Finalmente, a
leishmaniose visceral, forma mais grave da doenca, podendo afetar vérios 6rgdos internos e
levando a morte se ndo tratada. A doenca se desenvolve tipicamente alguns meses apds a
picada do vetor e as manifestacdes clinicas incluem febre, perda de peso, inchaco de 6rgios e
reducdo na contagem de células. Outras formas que sdo mais raramente observadas sdao a
leishmaniose cutinea difusa (LCD) e dérmica pos-calazar (LDPK).3943 Na tabela 1.1 as

espécies de Leishmania responsdveis por levar a diferentes manifestagdes clinicas.

Tabela 1.1 — Formas de doenca causadas pelas principais espécies de Leishmania. Os
parasitas pertencentes ao subgénero L. (Leishmania) se desenvolvem no
intestino médio e anterior dos flebotomineos, enquanto os do subgénero L.
(Viannia) se desenvolvem no intestino posterior do inseto. *****

Subgénero Complexo Espécie Regido® Manifestacdes Clinicas”
Leishmania L. donovani L. donovani VM LC,LV, LDPK, LM
L. chagasi NM e VM LC, LV, LDPK, LM
(L. infantum)
L. mexicana L. mexicana NM LC,LCD
L. amazonensis NM LC,LCD, LM, LV, LDPK
L. venezuelensis NM LC,LCD
L. tropica L. tropica VM LC, LM, LV
L. major VM LC, LM
L. aethiopica VM LC, LCD
Viannia L. braziliensis L. braziliensis NM LC, LM, LV
L. guyanensis NM LC, LM
L. panamensis NM LC, LM
L. peruviana NM LC

* _ VM, velho mundo; NM, novo mundo.
P _ Formas Clinicas das Leishmanioses: LC, cutdnea; LCD, cutinea difusa; LM,
mucocutanea, LV, visceral; e LDPK, dérmica pos-calazar;
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Os medicamentos disponiveis para leishmanioses (Figura 1.5) estdo longe do ideal,
podendo apresentar problemas relacionados a toxicidade, alto custo, falta de eficécia,
dificuldade de administragdo e desenvolvimento de resisténcia (Tabela 1.2). Os antimoniais
pentavalentes constituem o tratamento padrdo da LV desde 1940, entretanto fatores como
toxicidade e surgimento de resisténcia levaram a introducao de alternativas terapéuticas como
a anfotericina B. O desenvolvimento da miltefosina representou um grande avango no
tratamento de LV, j4 que pode ser administrado por via oral e apresenta seguranga para
criangas. Antimoniais ou paromomicina sdo alternativas terapéuticas para LC do Novo

Mundo, mas estes farmacos apresentam variabilidade em sua eficacia. No caso de LCD, LM e

LDPK, terapias sistémicas sio consideradas.'’>**
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Figura 1.5 — Féarmacos usados no tratamento das Leishmanioses. Amfotericina B,

paromomicina, miltefosina, pentamidina, allopurinol e estibogluconato de
sodio (Pentostam). Pentostam ¢ um exemplo dos antimoniais pentavalentes,
que pode incluir ainda antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime).
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Tabela 1.2 — Farmacos usados no tratamento das leishmanioses.

19,39,44

Farmaco“ Mecanismode Acao Vias® Indicacio e Problemas
Antimoniais Possivel inibi¢ao da IM,EV,IL LV, LC, LM, LDPK;
Pentavalentes  glicolise, oxidagdo de Tratamentos longos,
acidos graxos e desenvolvimento de resisténcia,
formagao de ATP/GTP eficacia variavel, toxicidade
hepatica, renal e cardiaca;
Anfotericina B Interage com esterdis da EV LV, LC, LM, LDPK;
e formulagdes mebranas plasmatica Eficécia variavel, dificuldade de
lipidicas induzindo formacao de administracdo, custo, degradacao
poros acima de 25 °C, nefrotoxicidade,
febre durante infusodes;
Miltefosina Possiveis alteragdes na ~ Oral LC, LV LDPK;
sintese da ancora Toxicidade hepatica e renal,
glicosilfosfatidilinositol, distarbios gastrointestinais,
metabolismo de teratog€nicidade, custo, potencial
lipidios, transdugdo de desenvolvimento de resisténcia,
sinal e acil-CoA acil- tratamento longos;
transferase
Paromomicina Interage com sitio-A de  IM, tdpica LC,LV;
ribossomos inibindo a Irritante para pele, eficacia
sintese de proteinas variada, toxicidade para figado e
rins, ototoxicidade;
Pentamidina Inibicdo da biossintese ~ IM, IL LC, LM;
de poliaminas; Desenvolvimento de resisténcia,
Perturbacao do efic4cia variavel, toxicidade para
poténcial de membrana pancreas, disfungdes cardiacas e
mitocondrial renais;
Allopurinol Interage com a enzima  Oral LC, LV;

Xantina Oxidase
inibindo a biossintese
de purinas

Erupcgdes cutaneas, eficaz apenas
se combinado com Pentostam;

“ — Estruturas apresentadas na figura 1.5. b Vias de administracao: IM, intramuscular; EV,
endovenoso; IL, inje¢do intralesional;

1.3 — Metabolismo Energético de Tripanosomatideos e a Via de Pentoses

Boa parte dos conhecimentos sobre o metabolismo energético dos tripanosomatideos

vem de estudos com o parasita Trypanosoma brucei, em especial porque nestes parasitos a

expressao de genes pode ser suprimida por RNA de interferéncia (RNA1), ao contrédrio do que
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acontece com 1. cruzi e Leishmania spp.45 Conforme apresentado nas se¢des anteriores, 0s
tripanosomatideos que causam doengas humanas possuem um ciclo de vida complexo, que
envolve vdrios estdgios de desenvolvimento em diferentes hospedeiros. Sendo assim, esses
parasitos devem ser capazes de adaptar o seu metabolismo dependendo da fonte de carbono
disponivel.***” Em principio, trés diferentes classes de substratos poderiam ser utilizadas
como fonte de carbono: carboidratos, aminodcidos e &4cidos graxos. Assim, as formas
tripomastigotas de 7. cruzi e T. brucei sdo altamente dependentes de glicose, encontrada em
abundancia na corrente sanguinea de hospedeiros vertebrados. Ja as formas encontradas no
intestino de insetos vetores (epimastigotas de 7. cruzi, tripomastigotas prociclicas de T. brucei
e promastigotas de Leishmania spp.) sdo adaptadas para também utilizar aminodcidos como
fonte de energia, ja que em determinados momentos a oferta por carboidratos pode ser escassa.
De maneira similar, as formas amastigotas de 7. cruzi e Leishmania encontram pouca glicose
livre disponivel no ambiente intracelular e portanto, também devem usar aminodcidos
(especialmente prolina e glutamina) como substratos para metabolismo. Finalmente,
acreditasse que as formas amastigotas poderiam usar acidos graxos como fonte alternativa de
energia.48’49

Quando utilizam carboidratos como fonte de energia, os tripanosomatideos
metabolizam a glicose majoritariamente pelas vias glicolitica e de pentose fosfato. Enquanto a
via glicolitica tem como papel fundamental a producido de ATP® a via de pentoses produz
agentes redutores e intermedidrios metabdlicos importantes para varios processos catabolicos

e para manutencdo do balango oxidato.”"*

Na auséncia de glicose, aminodcidos (e/ou 4dcidos
graxos) sdao metabolizados pelos tripanosomatideos através de fosforilacdo oxidativa,
importante para produ¢do de ATP, levando a formacdo de fosfoenolpiruvato que pode entrar
na via gliconeogénica para produgdo de carboidratos.****> A via gliconeogénica, além de ser
importante para manter a producdo de glicoconjugados, também mantém o fluxo na via de
pentoses-fosfato através da formacio de glicose 6-fosfato.’ 6-38

A via de pentoses pode ser dividida em dois ramos, oxidativos e ndo-oxidativos, com funcdes
bastante distintas (Figura 1.6). O NADPH gerado no ramo oxidativo da via de pentoses
fosfato € usado como um agente redutor essencial para a manutencao do balango oxidativo e
para a biossintese de lipideos (especialmente 4dcidos graxos e esteroides). Por sua vez, o braco
ndo oxidativo produz uma variedade de intermedidrios metabdlicos que inclui ribose-5-fosfato

e eritrose-4-fosfato, usados na biogénese de nucleotideos e como precursor na producao de

coenzimas e amino 4cidos aromaticos, respectivamente.



Capitulo 1 - Introducao e Objetivos 39

o ‘ Glicose-6-fosfato R
/ . _ ; NADP' \
| Glicose-6-fosfato desidrogenase '
o NADPH
=
:g 6-Fosfoglicono-1,5-lactona
i~ g H,O
5 Gliconolactonase t “
o H
E 6-Fosfogliconato
& P , NADP'
6-Fosfogliconato desidrogenase
\ NADPH +CO, |
% Ribulose-5-fosfato i
/ ] ijulose-ﬁ-tbs(hlo-?s-epimerwbose's'fbﬂhm\
isomerase -.
& Xilulose-5-fosfato Ribose-5-fosfato \
S
= Transcetolase
=
i Sedoheptulose-7-fosfato + Gliceraldeido-3-fosfato
> Transaldolase l
=
E Eritrose-4-fosfato + Frutose-6-fosfato
(24

. Transcetolase |

1 J
\

\Frutose-(v-t‘osfﬂto + Gliceraldeido-3-fosfato /

Figura 1.6 — Representacdo esquematica da via de pentose fosfatos. NADPH (vermelho)
gerado no ramo oxidativo € usado na protecdo contra stress oxidativo e
biossintese de lipideos. Ribose-5-fosfato participa da biogénese de
nucleotideos e eritrose-4-fosfato € precursor de coenzimas e amino acidos
aromaticos. Glicose-6-fosfato, Frutose-6-fosfato e Gliceraldeido-3-fosfato, em
verde, sdo compartilhadas com a via glicolitica.

Por conta do importante papel que a via de pentoses exerce nos tripanosomatideos,
enzimas desta rota metabdlica tém sido consideradas alvos interessantes para o
desenvolvimento de farmacos antiparasitélrios.53’59 Essa i1déia é reforcada pelo fato de
inibidores desenhados para a enzima 6PGDH (6-Fosfogliconato Desidrogenase) de 7. brucei
afetarem tanto a proliferacio de formas trypomastigotas deste parasito, quanto as formas
amastigotas de de Leishmania e T. cruzi.®® Além disso, a inibi¢do da enzima G6PDH mostrou
ser capaz de afetar o crescimento de tripanosomas61 e do agente causador da maldria,

. . 2
Plasmodium falczparum.6 03
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1.3.1 - Enzima Glicose-6-fosfato Desidrogenase

A enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH; EC. 1.1.1.49) estd presente em
todos os organismos vivos, sendo responsdvel por catalisar a primeira etapa da via de
pentoses-fosfato e controlar o fluxo desta via bioquimica.®*® A reacdo catalisada pela
G6PDH envolve a oxidacdo de B-D-glicose-6-fosfato (G6P) a 6-fosfoglicono-6-lactona, com
concomitante redu¢cdo de NADP" para NADPH (Figura 1.7).

6-fosfoglicono-
G6P NADP” S-lactona NADPH

Figura 1.7 — Esquema da reagdo catalisada pela enzima glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PDH). Os produtos 6-fosfoglicono-6-lactona e NADPH sdo formados a
partir de B-D-glicose-6-fosfato (G6P) e NADP™. Os carbonos 1 € 6 do G6P,
bem como o carbono 4 do grupo nicotinamida do NADP(H), estdo numerados.

A enzima G6PDH desempenha um papel funcional essencial,*>%

68,69

com implicagdes em
doencas humanas como cancer,”’ distirbios metabélicos e doencas cardiovasculares™. A
G6PDH também estd associada com a enzimopatia humana mais comum, afetando mais de
400 milhdes de pessoal no mundo.”' Individuos com deficiéncia na G6PDH podem
desenvolver anemia hemolitica em condicdes de estresse oxidativo, que pode ser disparado
por fatores como infec¢des microbianas, alguns farmacos ou até mesmo pela dieta. A G6PDH

A 4 . A . (o 61,72
também € essencial para a sobrevivéncia de parasitas protozodrios.

Na forma sanguinea do
Trypanosoma brucei, agente causador da tripanossomiase africana em humanos (ou doenga
do Sono), a deplecio dos niveis de G6PDH por RNAi”® ou a supressio da atividade
enzimatica por moléculas organicas capazes de inibir a G6PDH levam o parasita a morte.”?
Além disso, moléculas organicas capazes de inibir a G6PDH de T. cruzi também sdo téxicos a
forma epimastigota deste parasita.”* Esses dados ddo fortes evidéncias que a GG6PDH pode ser
um alvo atraente para o desenvolvimento de novos farmacos tripanocidas.

Intermedidrios do metabolismo de esteroides humanos sdo conhecidos inibidores
incompetitivos da G6PDH. A primeira demonstragdo que androstanas € pregnanas eram

capazes de inibir as G6PDHs data do ano de 1960.” Esses inibidores se mostraram ativos

sobre a enzima de mamifero, mas ndo sobre as enzimas homodlogas de plantas, bactérias e



Capitulo 1 - Introducio e Objetivos 41

levedura. As G6PDHs de mamiferos possuem uma identidade sequencial de aproximadamente
50%, 40% e 50% com relacdo as proteinas de plantas, bactérias e leveduras, respectivamente.
Além disso, os esteroides nao mostraram efeito sobre outras duas enzimas de mamiferos
produtoras de NADPH, nomeadas isocitrato desidrogenase e 6-fosfogluconato desidrogenase.
Posteriormente, a caracterizacdo da interacio G6PDH-esterdides revelou um mecanismo de

o . ~ 6,77
inibi¢do incompetitivo com relagdo ao substrato e ao cofator.”®

Apesar de ndo revelar o sitio
de interacdo dos inibidores incompetitivos da G6PDH, que continua desconhecido até o
presente, esses trabalhos mostravam que esse tipo de inibidor poderia apresentar
especificidade para enzimas de diferentes espécies. Estudos mais recentes com derivados
halogenados da desidroepiandrosterona (DHEA) estabeleceram os esterdides inibidores da
G6PDH como uma promissora classe quimica para o desenvolvimento de novos farmacos
contra cincer e obesidade.”®

A G6PDH humana possui uma identidade de 46, 48 e 50 % com as proteinas
homdlogas de T. brucei, T. cruzi e L. mexicana. Tao logo nosso grupo iniciou os trabalhos
com as G6PDHs de tripanosomatideos, verificou-se que DHEA, epiandrosterona (EA) e 16-a-
bromo-EA (16BrEA) (Figura 1.8) também sao inibidores incompetitivo tanto da G6PDH de T.
cruzi quanto da enzima de T. brucei.”™* Os derivados de DHEA também se mostraram
capazes de matar os parasitas 7. brucei quanto T. cruzi in vitro. Entretanto, essas mesmas
moléculas ndo foram capazes de inibir a G6PDH de Leishmania, possivelmente por restri¢des
impostas pelo ainda desconhecido sitio de interagdo de inibidores incompetitivos, tdo pouco
afetaram o crescimento de L. mexicana in vitro.”” Os inibidores de G6PDH pertencentes a
classe dos esteroides, especialmente derivados halogenados, mostraram valores de ICsy que
chegavam a faixa de concentracdo submicromolar.”* Esse fato sugere que o sitio de interacao
dos inibidores incompetitivos nas G6PDHs é druggable, ou seja, suscetivel a interagir com

moléculas com caracteristicas de farmacos com alta afinidade.

Desidroepiandrosterona Epiandrosterona 16-Br-Epiandrosterona
O o]

!

' “Br

HO” HO”

Figura 1.8 — Estrutura dos esteroides que atuam como inibidores incompetitivos da Go6PDH.
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Apesar dos promissores resultados obtidos com DHEA e seus derivados sobre
parasitas do género Trypanosoma, esses esteroides apresentam algumas limitagdes. Conforme
mencionado anteriormente, os esteroides sdo potentes inibidores da G6PDH humana
(HsG6PDH)”® e a falta de seletividade, possivelmente imposta pela classe quimica, pode
limitar o uso destas moléculas para tratamento de Chagas. Efeitos adversos no hospedeiro
humano devido a inibicdo da HsG6PDH podem incluir desde episddios de anemia hemolitica
até alteragdes metabodlicas. Outro efeito indesejado que poderia estar associado a classe
quimica dos esteroides sdo efeitos androgénicos induzidos em seres humanos. Além disso, os
derivados de DHEA nao inibem a G6PDH de L. mexicana (LmG6PDH),72’74 uma notavel
observacdo uma vez que a LmG6PDH possui uma identidade com as enzimas homoélogas de
T. brucei e T. cruzi de 62 e 64 %, respectivamente, bem como de 50% com a enzima de
humanos. Até o presente momento nao existem inibidores das G6PDHs de Leishmania que
possam ser usados como sondas quimicas para estudar a importancia desta enzima para os
parasitas. Sendo assim, a identificacdo de novos inibidores ndo-esteroidais da G6PDH de T.
cruzi e Leishmania sao altamente desejados, especialmente se estes inibidores apresentarem
seletividade para a enzima do parasita sobre a enzima humana. A distinta susceptibilidade das
G6PDHs de tripanosomatideos a inibicdo por derivados de DHEA, onde as enzimas de
tripanosoma sdo inibidas e de Leishmania ndo, sugere que seria possivel desenvolver
inibidores incompetitivos seletivos para G6PDHs de diferentes espécies.

Devido ao importante papel biolégico da G6PDH e o potencial desta enzima como
alvo para desenvolvimento de firmaco, estudos de caracterizacdo estrutural destas enzimas
tem sido realizados. Atualmente, as estruturas das G6PDHs de Leuconostoc mesenteroides
(LmesG6PDH), Mycobacterium avium (MaG6PDH), humanos (HsG6PDH) e T. cruzi
(TcG6PDH) estao disponiveis na base de dados de proteinas (PDB; do inglés, Protein Data
Bank).80 Entretanto, a maior parte do conhecimento estrutural sobre as GO6PDHs foi
estabelecido em estudos com a Lmes- e HsG6PDH. Trabalhos com a LmesG6PDH
recombinante revelaram que a estrutura quaterndria da enzima bacteriana € dimérica e que
cada subunidade ¢ composta por dois dominios, sendo um do tipo Rossman ¢ outro p+a.®'
Estudos de mutagénese sitio-dirigidas com a LmesG6PDH revelaram os sitios de ligacdo do
substrato (G6P) e do cofator (NADP"), bem como informaram sobre o mecanismo de catalise

. 2-84
destas enzimas.®*®

Por sua vez, a estrutura cristalografica da HsG6PDH revelou nao sé uma
estrutura quaterndria tetramérica inédita, como a ligacio de um NADP" adicional ao dominio
B+o que se tornou conhecido como NADP* estrutural ®>% Apoés um intervalo de seis anos,

Ortiz e colaboradores descreveram a cristalizacdo da forma curta da TcG6PDH® (TcG6PDH-
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S, Met38 até AlaS55) e disponibilizaram as coordenadas da forma apo (PDB 4E9I; resolucao
de 2,85 A) e do complexo enzima-substrato (PDB 4EMS; resolugcdao de 3,35 A). Mais
recentemente o Centro de Gendmica Estrutural para Doengas Infecciosas de Seattle (em
inglés, Seattle Structural Genomic Centre for Infectious Diseases) depositou a estrutura da
MaG6PDH (c6digo PDB: 4LGV) a uma resolucido de 2,3 A® Até o presente momento,
nenhuma discussdo detalhada sobre as estruturas da Ma- e TcG6PDH foi publicada, de modo
que ndo héd na literatura discussdes sobre diferencas entre as enzimas de patégenos e
hospedeiro, como diferencas nas bases moleculares de reconhecimento do G6P e NADP(H)
ou a presenca de sitios acessorios proximos ao sitio de interacao dos substratos, que poderiam

ser exploradas para o desenvolvimento guiado pela estrutura de inibidores seletivos.

1.4 — Construcao da Hipodtese e Objetivos

Recentemente, novos inibidores da HsG6PDH®® e da enzima bifuncional glicose-6-
fosfato desidrogenase 6-fosfogliconolactonase de Plasmodium falciparum (PfGluPho)63
foram identificados por HTS. Entretanto, nenhum inibidor incompetitivo foi reportado nestes
trabalhos. Considerando que o sitio para inibidores incompetitivos na 7cG6PDH € um sitio
druggable, seria esperado identificar inibidores potentes desta enzima em uma campanha de
HTS. Além disso, o uso de uma colecido de moléculas organicas com alta diversidade quimica
possivelmente facilitaria a identificacdo de inibidores incompetitivos das G6PDHs com um
esqueleto quimico distinto dos esterdides. Hipoteticamente, inibidores de outras classes
quimicas poderiam alcangar uma seletividade para G6PDH do parasita ainda ndo observada
dentre os esteroides, talvez por restricoes da classe quimica e ainda apresentar atividade sobre
a LmG6PDH.

Deste modo, nosso objetivo geral era identificar inibidores incompetitivos da G6PDH
que possuissem um esqueleto quimico distintos dos esteroides, que fossem seletivos para a
G6PDH de tripanossomatideos e capazes de modular a atividade da enzima de Leishmania.

Nossos objetivos especificos contemplavam os seguintes topicos:

v" Identificar novos inibidores ndo-esteroidais da G6PDH de T. cruzi mediante a
realizacdo de uma campanha de HTS usando uma colecdo de moléculas organicas

diversas;
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v' Caracterizar os hits identificados por HTS, determinando parimetros como poténcia
(ICsp), mecanismo de inibicao, seletividade frente a enzima humana e relagdes entre a

estrutura e a atividade;

v" Caracterizar as moléculas ativas contra a G6PDH de L. mexicana;

v Avaliar o efeito tripanocida in vitro dos inibidores identificados para a TcG6PDH

sobre a forma epimastigota do Trypanosoma cruzi.

v Determinar a estrutura cristalografica da G6PDH de tripanossomatideos visando a
mapear o sitio dos inibidores incompetitivos ou identificar diferencas com relacdo a

enzima humana que possam ser exploradas no desenvolvimento de inibidores seletivos.
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2 — Metodologia

2.1 — Identificacao e Caracterizacao de Inibidores da G6PDH de T. cruzi

2.1.1 — Producio e Purificacdo da G6PDH de T. cruzi e Humana usadas na Identificacio

e Caracterizacio de Novos Inibidores

A proteina TcG6PDH utilizada nas etapas de identificagdo e caracterizacdo de novos
inibidores era rotineiramente produzida em nosso laboratério. Para isso, células competentes
de Escherichia coli BL21 (DE3) eram transformadas com um vetor de expressao pET28a que
continha o gene da GO6PDH de T. cruzi (IcG6PDH) cepa CL Brener (GenBank:
XM_814967.1), clonado usando as enzimas Nhel e Xhol.”° Essas bactérias eram cultivadas a
20 °C sob agitacao de 200 rpm em meio auto-indutor ZYM-5052"" (0,5 L em erlenmeyers de
2L) contendo canamicina 50 pg.mL’. Apés um periodo de 48h, a cultura foi centrifugada
(10.000 g, 4 °C, 15 minutos), o sobrenadante descartado e as células suspendidas em tampao
Al (100 mM Tris-HCI pH 8,0, 300 mM NaCl e 10 mM Imidazol). A lise das bactérias foi
efetuada incubando as células com lisozima (2 mg por grama de pellet; incubacio a 4 °C por
cerca de 30 minutos), seguida de lise mecanica com o sonicador Sonics Vibra Cell VCX-500
(ciclos de 10 segundos de pulso com 10 segundos de repouso, por 25 minutos e amplitude de
40%). O lisado bacteriano foi clarificado por centrifugacio (40.000 g, 45 min, 4 °C) e a fracdo
soluvel filtrada com filtro de 0,45 um para ser utilizada na etapa de purificacdo.

No primeiro passo da purificagdo da TcG6PDH, aplicou-se a fracdo soluvel do extrato
celular uma resina de niquel (Ni-NTA, Qiagen) montada em uma coluna de gravidade. A
resina foi lavada com tampao Al contendo 40 mM e 80 mM de imidazol, para entdo a
T1cG6PDH ser eluida aumentando a concentragcdo de imidazol no tampao Al para 400 mM. As
fragdes contendo a 7cGO6PDH foram transferidas para um concentrador do tipo Centricon
(MWCO 30 kDa) e a amostra concentrada por centrifugacdo (3.000 g, 4 °C). A amostra
concentrada foi submetida a uma cromatografia de exclusdo por tamanho molecular usando
uma coluna HilL.oad Superdex 200 16/60 (GE HealthCare) acoplada a um sistema AKTA
Purifier (GE Healthcare) e o tampdao GF1 (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 200 mM NaCl). As
fracdes contendo a TcG6PDH foram reunidas, concentradas e quantificada por absorbancia a
280 nm. A proteina foi armazenada a -80 °C com 20% de glicerol.

Um fragmento da proteina G6PDH de H. sapiens (HsAGO6PDH, Ser29 a Asn511) foi
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utilizada em ensaios de inibicdo para avaliar se os inibidores identificados para a TcG6PDH
tinham efeito sobre a enzima homdloga humana. A clonagem, produgdo e purificagdo da
HsAG6PDH foi realizada pelo aluno de doutorado Américo Tavares Ranzani.”> A sequéncia
de nucleotideos codificando a HsAG6PDH foi clonada entre as enzimas EcoR/ e Xho/ de um
vetor de expressao pET28 modificado (pET-SUMO), que codifica a proteina SUMO em N-
terminal (Figura 2.1). A constru¢do pET-SUMO_HsAG6PDH foi utilizada para transformar
células de E. coli BL21(DE3) competentes e essas bactérias usadas para produzir a
HsAG6PDH, com uma cauda His-SUMO em N-terminal, usando o mesmo protocolo descrito
para a TcG6PDH. Apos lise das bactérias e clarificacdo da amostra por centrifugagao, a fracao
solivel do extrato celular foi transferida para uma resina de niquel (Ni-NTA, Qiagen). A
resina foi extensivamente lavada com tampdo Al e a cauda His-SUMO clivada incubando a
resina com a protease ULP-1 (12h a 4°C, sob agitacdo). A HsAG6PDH clivada foi eluida da
resina com tampdo Al, concentrada e submetida a uma etapa final de purificacdo por
cromatografia de exclusdo molecular usando uma coluna HiLLoad Superdex 200 16/60 (GE
Healthcare) e o tampdo GF1 usado como fase moével. A concentracio da proteina foi

quantificada por absorbancia a 280 nm e a amostra armazenada a -80 °C com 20% de glicerol.

Bginl promotor T7 operador lac Xoai ths
AGATCTCgatcocgogaaat TAATACGACTCACTATAGGYGAAT T TGAGCGGATAACAATTC coTCTAGRaataatt LTt ttaact LT 2aJARGGAGS
His tag 5itio de rombina Ndel Nhel SUMO tap
tataccATGIgCagcagcCATCATCATCATCATCACAQCagegy et TEETGLCECECEECAGCCATATGGCTAGCatgtcggact cagaagtcaatcaagaa

IG!!HBEIHHSIGLVi'P-,G:IIIASHIDS!VNQ!
SUMO tag
gectaagecagaggtcaagocagaagtcaagectgagactcacatcaatttasaaggtgtecgatggatettoagagatottottcaagatcaaaaagaccact
A X P BV X P BE Y K P E T N I NL XY 8D G 8 S EI P ? XKIXKIXKTOTT

SUMO tag
cotttaagaaggctgatggaagegttogectassagacagggtaaggasatggactocttaagattottgtacgacqggtattagaateccaagetgatcagace
P L R R L M E A Y A XK RQGKZEMD S LRUPLYDSGTIRTIOQADO QT

SUMO tag BamHI EcoRI Sall Saci Hind I Xher
cctgaagatttggacatggaggataacgatattattgaggctcacagagaacagattggt GAATTCGAGCTCCGT \CAAGCTTgCggeegeacT
”P_SDLDIBDNDI;!AIR!QI?G':‘.—.l-:}‘:‘Lb-.'-,tf‘_.,l;

sitio de civagem da ULP-1
Xhol
CGAG

R

Figura 2.1 — Mapa do vetor pET-SUMO, modificado a partir do vetor pET28. A sequéncia de
nucleotideos que codifica para a proteina SUMO foi inserida entre os sitios de
reconhecimento das enzimas de restricio Nhel e BamHI.

2.1.2 — Avaliacio da Atividade da TcG6PDH

A atividade da TcG6PDH foi acompanhada seguindo a formac¢do de NADPH ao longo

do tempo por medidas de fluorescéncia (Agxe/Em: 340 nm / 460 nm), usando um leitor de
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microplacas (CLARIOstar, BMG LABTECH). Os experimentos foram realizados em placas
pretas de 96 pocos (Greiner), usando tampao 50 mM Tris-HCI1 pH 7,6, 25 mM NaCl e 0,01%
triton X-100. As reacdes foram feitas em triplicata a 25 °C, com um volume final de 100 pL
por pogo. Os parametros cataliticos da 7cG6PDH foram obtidos variando a concentracao do
G6P de 2 mM a 15,6 uM e de NADP* de 100 uM a 1,56 uM, enquanto o outro substrato foi
mantido a concentragdes saturantes de 200 uM e 2 mM para o NADP' e G6P,
respectivamente. A concentragdo de 7cG6PDH foi mantida a 1 nM. Os valores aparentes para
a constante de Michaellis-Menten (K,""") e velocidade maxima de reacdo (V™) foram
calculados por regressdo ndo-linear dos dados, no programa GraphPad Prism, usando a

equagao:

V= (Vinax™ X [SD/(Kn™ + [S]), 2.1

onde v € a velocidade inicial de reacdo medida nas diferentes concentracdes de
substrato [S].

Nos ensaios de triagem de inibidores e determinacido do ICsy das moléculas ativas a
reacdo da TcG6PDH foi acoplado ao sistema amplificador diaforase-resazurina (Figura 2.1).
Neste ensaio, a enzima diaforase (E.C. 1.8.1.4) de Clostridium kluyveri usa o NADPH
formado pela G6PDH para converter resazurina a resorufina, um flu6foro de alto rendimento

quantico com fluorescéncia na regido do vermelho.

Glicose-6-fosfato 6-fosfoglicono-é-lactona

o 0

o—i‘;—c o‘—s’r‘-—o‘
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W A0 on M l 0

},/ 4N G6PDH Lzw . N,
O - ———— - fLoH -

HO *—’ H HO *—f
H OH o OH
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NADP* NADPH
. o

L, Diaforase N l

Resorufina Resazurina
(Fluorescente)

Figura 2.2 — Esquema da reagdo TcG6PDH acoplada ao sistema diaforase-resazurina usado
nos ensaios de HTS.

Para determinar a faixa de concentracao de DMSO que poderia ser usada nos ensaios

acoplados com a TcG6PDH, preparou-se uma reacdo onde a porcentagem deste solvente
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variava de 10 a 0,5 % (v/v). A atividade da TcG6PDH foi acompanhada seguindo a formacao
de resorufina por medidas de fluorescéncia (Agxe/Em: 545-20 nm / 600-40 nm), usando o leitor
de microplacas CLARIOstar (BMG LABTECH). Os experimentos foram realizados em
placas pretas de 384 pogos (Greiner), usando tampao 50 mM Tris-HCI pH 7,6, 25 mM NaCl e
0,01% triton X-100. As reacdes foram feitas em quadruplicata a 25 °C em um volume de 50
uL por poco. As concentracdes finais foram G6P 400 uM, NADP* 40 uM, diaforase 1U.mL",
resazurina 10 uM e TcG6PDH 1 nM. Controles positivos (100% de atividade) e negativos (0%
de atividade) foram feitos sem adi¢do de DMSO e enzima, respectivamente.

Os valores de ICsy dos esteroides DHEA, EA e 16BrEA foi determinado usando o
ensaio acoplado da TcG6PDH. Uma dilui¢do seriada dos inibidores foi feita usando um fator
de 0,4, de modo que as concentragdes finais de DHEA e EA estavam entre 80 e 0,13 uM,
enquanto o 16BrEA foi ensaiado na faixa de 4 uM a 6,5 nM. A concentracdo final de DMSO
foi de 8%. A reacdo foi monitorada seguindo a formacdo de resorufina usando o leitor de
microplacas CLARIOstar (BMG LABTECH) no modo fluorescéncia (Agxe/pm: 545-20 nm /
600-40 nm). Os experimentos foram realizados em placas pretas de 384 pocos (Greiner),
usando tampao 50 mM Tris-HCI1 pH 7,6, 25 mM NaCl e 0,01% triton X-100. As reacdes
foram feitas em quadruplicata a 25 °C em um volume de 50 uL por poco. As concentragdes
finais foram: G6P 400 uM, NADP™" 40 uM, diaforase 1U.mL'l, resazurina 10 uM e TcG6PDH
1 nM. Controles positivos (100% de atividade) e negativos (0% de atividade) foram feitos
sem adicdo de inibidores e enzima, respectivamente. No célculo dos valores de ICsy as
velocidades de reacdo obtidas foram normalizadas por controles positivos (100%) e negativos

(0%) e ajustadas usando a equagao,

%Atividade = 100 / (1 + 10WC0=pLID1y (2.2)

onde, %Atividade € a porcentagem de atividade observada nas diferentes
concentracoes do inibidor, p/I] é o logaritmo da concentragao do inibidor, pICsj é o logaritmo

do valor de ICsg e h é o coeficiente de Hill.
2.1.3 - Ensaio Primario Usado na Triagem Biologica Automatizada em Larga Escala
No ensaio primdrio a reagdo da TcG6PDH foi acoplada com a redug@o da resazurina a

resorufina, catalisada pela enzima diaforase (Figura 2.1). Aproximadamente 30.000 moléculas

da colecao DIVERset (ChemBridge) foram testadas a uma concentracao final de 20 uM. Os



Capitulo 2 - Metodologia 50

ensaios foram preparados em microplacas pretas de 384 pocos (Greiner), com um volume
final de 25 pL por poco, usando a estacdo automatizada JANUS-MDT (PerkinElmer)
equipada com um cabecgote de 384 canais. As reagdes foram feitas em tampao de reagao (50
mM Tris-HCI pH 7,6, 25 mM NaCl e 0,01% Triton X-100), transferindo 22 puL do reagente A
(0,28 nM TcG6PDH, 45,44 uM NADP", 1,14 U/mL diaforase e 11,36 uM resazurina), 0,5 uL
das moléculas da biblioteca (solu¢do de DMSO 1 mM) e 2,5 pL. de G6P 1,25 mM. Apds uma
incubacdo de 3h a temperatura ambiente, a fluorescéncia (Agxe/em = 530 nm / 615 nm) foi
medida usando o leitor de placas Envision (PerkinElmer). As colunas 1, 2, 23 e 24 foram
reservadas aos controles positivos (100% de atividade) e negativos (0% de atividade),
preparados sem inibidor e G6P, respectivamente. A porcentagem de atividade da 7cG6PDH

remanescente na presenca de cada composto foi calculada usando a equagdo:

90AR; = 100x(F; — peN) / (ucp- pen), (2.3)

onde, %AR; é a porcentagem de atividade remanescente calculada para a molécula i
presente na biblioteca, F; € a intensidade de fluorescéncia medida para a amostra i, tcn € a
média da intensidade de fluorescéncia dos controles negativos e ucp € a média da intensidade
de fluorescéncia dos controles positivos. Moléculas que reduziam a atividade da 7cG6PDH
para 62,5% ou menos no ensaio primdrio foram considerados candidatos a hit.

O fator Z’ foi usado para avaliar o desempenho do ensaio primdrio. Deste modo, para
cada placa preparada na campanha de HTS da 7cG6PDH obteve-se o valor do fator Z’ usando

a equagao:

Z’=1- (3x(ccp + 6cn) / |uce- pen) (2.4)

onde, ¢ e u sdo os desvios padrao e as médias dos controles positivos (CP) e negativos

(CN), respectivamente.

2.1.4 — Confirmacio dos Hits por Ensaio Ortogonal

A atividade dos candidatos a hit foram retestados usando um ensaio direto contra a
1cG6PDH, onde a taxa de producao de NADPH foi acompanhada por medidas de
fluorescéncia em diferentes concentracdes das moléculas. Os candidatos a hit foram

recuperados das placas da biblioteca e diluidos no tampao de rea¢do (50 mM Tris-HCI pH 7,6,
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25 mM NaCl e 0,01% triton X-100). Usando essas solugdes, foram feitas 8 diluicdes seriadas
(fator 0,5) de modo que as concentragdes finais cobriam a faixa de 60 a 0,47 uM. O ensaio foi
preparado em placas pretas de 384 pocos (Greiner Bio-One) transferindo 13,3 uL da dilui¢do
seriada dos candidatos a hit, 4 uL de um solu¢do da enzima (10 nM TcG6PDH e 200 uM
NADP, preparada em tampdo de rea¢iio) e disparando a reacdo com 2,7 uL G6P 940 uM. As
concentragdes finais dos candidatos a hit cobriam a faixa de 40 a 0,31 uM. As pipetagens
foram feitas usando a estacdo automatizada JANUS-MDT equipado com um cabecote de 384
canais. A fluorescéncia do NADPH (AgxeEm: 340/485 nm) foi medida usando o leitor
ENVISION (Perkin-Elmer). As velocidades iniciais calculadas usando a fase linear da reacdo
form normalizadas pelos controles positivo e negativo (100 e 0% de atividade,
respectivamente) para se obter as porcentagens de inibicdo em cada concentragdo das
moléculas testadas. As moléculas com atividade confirmada e um perfil de resposta

dependente da concentracao foram selecionadas para reaquisi¢ao.

2.1.5 — Caracterizacao dos Hits e Derivados

A partir dos hits selecionados nos ensaios ortogonais, foram recuperados 100 andlogos

no site da empresa Chembridge (http://www.hit2lead.com/). As 110 moléculas foram

adquiridas na forma de p6 e dissolvidas em DMSO para se obter solucdes estoque a 10 mM.
As solugdes estoque foram armazenadas em tubos individuais a -20 °C. Usando as solugdes
estoque, as moléculas foram diluidas em DMSO para se obter solugdes 1 mM e distribuidas
em placas de 96 pocos (placas-filha).

Como o ensaio acoplado da G6PDH (Figura 2.1) seria usado para determinar o /Csg
dos hits e derivados, a influéncia das moléculas adquiridas sobre o sistema de deteccdo de
NADPH (diaforase-resazurina) foi avaliada. As moléculas foram testadas a uma concentragdo
de 20 uM. O JANUS-MDT equipado com um cabecote de 96 canais foi usado para transferir,
em quadruplicada para uma placa preta de 384 pogos, 44 uL de uma solugcdo contendo
resazurina 11,36 uM e NADPH 22,72 uM, 1 pL das moléculas das placas-filha e 5 puL de
diaforase 125 mU.mL™". A formacdo de resorufina foi medida usando o leitor de microplacas
ENVISION (PerkinElmer) no modo fluorescéncia (Agxe/em: 570/590 nm). Controles positivos
(100% atividade) e negativos (0% atividade) foram feitos sem a presenca de inibidores e
diaforase, respectivamente. O tampao de reacdo continha 50 mM Tris-HCI pH 7,6, 25 mM
NaCl e 0,01% triton X-100.

Para selecionar quais dentre as 110 moléculas adquiridas tinham atividade contra a
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G6PDH, elas foram testadas a 80 uM contra as enzimas de 7. cruzi e humanos. Os ensaios
foram feitos em placas pretas de 384 pocgos, acoplando a reacdo da G6PDH ao sistema
diaforase-resazurina. O tampao de reag¢dao continha 50 mM Tris-HCI pH 7,6, 25 mM NaCl e
0,01% triton X-100. Para a G6PDH de T. cruzi, as reagdes foram preparadas transferindo 40
uL de uma solucdo de substratos (500 uM G6P, 50 uM NADP*, 1,25 U.mL" diaforase e 25
uM resazurina), 4 pL das moléculas das placas-filha e 6 uL da TcG6PDH 8,33 nM. No caso
da G6PDH humana, os ensaios foram feitos transferindo 40 uLL de uma solu¢do de substratos
(156,25 uM G6P, 50 uM NADP", 1,25 U.mL"! diaforase e 25 UM resazurina), 4 uL das
moléculas das placas-filha e 6 uL da HsAG6PDH 4,16 nM. As solugdes de substratos e das
enzimas foram adicionadas aos pocos das placas de ensaio usando o dispensador Multidrop
Combi (Thermo Fisher Scientific). As moléculas testadas foram transferidas das placas-filha
para as placas de ensaio, em quadruplicata, usando a estacdo de pipetagem Versette (Thermo
Fisher Scientific) equipada com um cabecote de 96 canais. A reagdo foi monitorada medindo a
formacdo de resorufina com o leitor de microplacas CLARIOstar (BMG LABTECH) no
modo fluorescéncia (ApxeEm: 945-20/600-40 nm). As velocidades calculadas foram
normalizadas usando controles positivos (100% atividade) e negativos (0% atividade), obtidos

omitindo inibidores e enzima, respectivamente.

2.1.6 — Determinacio dos Valores de ICsy

Os valores de ICsy foram determinados usando o ensaio acoplado G6PDH-diaforase-
resazurina, medindo as velocidades de reacdo a diferentes concentragdes dos inibidores.
Dilui¢des seriadas das moléculas foram preparadas em placas de 96 pogos, usando o solvente
DMSO. As concentragdes finais das moléculas testadas variaram de 80 uM a 78 nM, exceto
16BrEA que foi testado entre 16 uM a 15,6 nM. A ultima coluna das placas de dilui¢do
seriada foi reservada aos controles positivos e negativos.

As reacodes foram feitas em placas pretas de 384 pogos, usando um tampao de reacao
contendo 50 mM Tris-HCI pH 7,6, 25 mM NaCl e 0,01% triton X-100. Para a G6PDH de T.
cruzi, as reagdes foram preparadas transferindo 40 pL de uma solucdo de enzimas (50 uM
NADP*, TcG6PDH 1,25 nM, 1,25 U.mL" diaforase e 25 UM resazurina), 4 uLL das moléculas
nas placas de diluicdo seriada e 6 uL de G6P 3,33 mM. Com a G6PDH humana, os ensaios
foram feitos transferindo 40 uL de uma solu¢do de enzimas (50 uM NADP*, 0,63 nM
HsAG6PDH, 1,25 U.mL" diaforase e 25 uM resazurina), 4 pL das moléculas nas placas de
diluicao seriada e 6 uLL de G6P 1,04 mM.
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As solugdes de GO6P e das enzimas foram adicionadas aos pocos das placas de ensaio
usando o dispensador Multidrop Combi (Thermo Fisher Scientific). As moléculas das placas
de diluicdo seriada foram transferidas em quadruplicata para as placas de ensaio usando a
estacdo de pipetagem Versette (Thermo Fisher Scientific), equipada com um cabecote de 96
canais. A reacdo foi monitorada medindo a formacdo de resorufina com o leitor de
microplacas CLARIOstar (BMG LABTECH) no modo fluorescéncia (Agxe/Em: 545-20/600-40
nm). As velocidades foram normalizadas pelos valores médios dos controles positivos e
negativos, preparados sem adicdo de inibidores (100% atividade) e sem adi¢do de G6P (0%
atividade), respectivamente. Os valores de ICsy foram calculados no software GraphPad Prism

por regressdo ndo-linear dos dados com a equacgdo 2.2.

2.1.7 — Mecanismo de Inibicao

Os mecanismos de inibicdo das moléculas 7955679, 9126312 e 9068502, escolhidos
respectivamente como representantes das classes tienopirimidinas, quinazolinonas e
quinazolinonas-piperazina, foram determinados avaliando o efeito das trés moléculas sobre os
valores de K, e V™ de G6P e NADP'. O efeito de diferentes concentracdes dos
inibidores sobre o G6P foi avaliado medindo as velocidades iniciais de reagdo com o substrato
entre 2 mM a 15,6 uM (fator de dilui¢do 0,5), mantendo a concentracio do NADP" e da
enzima a 200 uM e 1 nM, respectivamente. De maneira similar, o efeito de diferentes
concentragdes dos inibidores sobre 0 NADP" foi avaliado variando as concentragdes do
cofator entre 200 a 1,56 uM (fator de dilui¢dao 0,5), mantendo a concentracdo do G6P e da
enzima a 2 mM e 1 nM, respectivamente. A reacdo foi monitorada medindo a fluorescéncia do
NADPH (Agxe/em: 340-20/460-20 nm) com o leitor de microplacas CLARIOstar. As reagdes
foram preparadas em quadruplicata em placas pretas de 96 pocos, usando um volume final de
120 pL. O tipo de mecanismo de inibicdo e os valores das constantes de inibicdo foram

determinados através do ajuste ndo-linear dos dados a equagao:

V= Vinax /B x [SD/(Kn™1B + [S]), (2.5)

onde, B = 1+[/]/aKj, com [I] sendo a concentragdo do inibidor e aKj a constante de

inibi¢do. Esta andlise foi realizada com o programa GraphPad Prism.
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2.1.8 — Agrupamentos dos Inibidores por Indice de Similaridade Estrutural

O programa SARANEA®’ foi usado para agrupar as moléculas ativas para a TcG6PDH.
O arquivo de entrada foi preparado incluindo sequencialmente: representacio SMILE,
identificacdo, nome, ICs, e descritores moleculares do tipo MACCS. Representacdes SMILE e
descritores MACCS foram gerados usando o programa Open Babel.”* O agrupamento foi feito
usando um indice de similaridade de 0,70, baseado no coeficiente de Tanimoto calculado

usando a equacdo:

Simq,p= Nc | (Na + Nb — Nc) (2.6)

onde, Nc é o numero de descritores comuns entre as moléculas a e b; com Na e Nb

sendo o numero de descritores de cada molécula.

2.2 — Inibicao da G6PDH de L. mexicana por Quinazolinonas

2.2.1 — Producao e Purificacao da LmG6PDH

Para produgdo da LmG6PDH, células E. coli BL21 (DE3) transformadas com uma
constru¢io pET28a_LmG6PDH descrita anteriormente’”” foram cultivadas em meio de auto
inducdo ZYM-5052 contendo 50 pg.mL™ de canamicina (200 rpm, 20 °C, 48h). As células
foram isoladas por centrifugacdo (10.000 g, 15 minutos, 4 °C) e ressuspendidas em tampao
A2 (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 0,3 M NaCl, 10 mM imidazol, 5 mM B-ME) de modo a se obter
0,5 gpetlemL. PMSF (1mM) e lisozima (1 mg/mL) foram adicionados a suspensdo de células
e ap6s uma incubagdo de 30 minutos a 4 °C, a amostra foi submetida a 25 ciclos de sonicacdo
com duracdo de 10 segundos e intervalos de 10 segundos entre cada ciclo (VibraCell VCX-
500, Sonics). Apos lise, a amostra foi clarificada por centrifugacido (18.000 g, 30 minutos,
4 °C) e o sobrenadante submetido a uma cromatografia de afinidade (IMAC) usando uma
coluna HisTrap FF de SmL (GE Healthcare). O tampao B2 (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 0,3 M
NaCl, 1 M imidazol, 5 mM B-ME) foi usado para gerar um gradiente crescente de imidazol
at¢ a LmG6PDH ser eluida da coluna. As fragdes contendo a proteina de interesse foram
combinadas e concentradas a 4 °C (Centricon, 30 kDa, 3.000 g). A amostra obtida por IMAC

foi submetida a uma cromatografia de exclusdo molecular em uma coluna HilLoad Superdex
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200 16/60 (GE Healthcare), usando tampao GF2 (50 mM Tris-HCI1 pH 8,0, 0,3 M NaCl e
5 mM B-ME) como fase mével. As fracdes obtidas na cromatografia de exclusdo molecular
que continham a LmG6PDH foram novamente combinadas e a amostra concentrada até

aproximadamente 1,5 mg/mL (Centricon, 30 kDa, 3.000 g).

2.2.2 — Ensaios Cinéticos com a LmG6PDH

A reacdo da LmG6PDH foi monitorada usando o leitor de microplacas CLARIOstar
(BMG LABTECH) para medir a emissao de fluorescéncia do NADPH (Agxe/gm: 340 nm / 460
nm). A atividade das enzimas foi medida em tampao contendo 50 mM Tris-HCI1 pH 7,6, 25
mM NaCl e triton X-100 0,01%. As reacOes foram feitas em triplicata a 25 °C, usando
microplacas pretas de 96 pogos (Greiner), em um volume de 120 pL. K, € Viax™* foram
calculados por regressdo nao-linear dos dados com o programa GraphPad Prism, usando a
equacgdo (2.1). Os parametros cataliticos da LmG6PDH foram obtidos variando a concentracao
do G6P de 2 mM a 15,63 uM e de NADP" de 200 uM a 1,56 uM, enquanto o outro substrato
foi mantido a concentragdes saturantes de 200 uM e 2 mM para o NADP" e G6P,

respectivamente. A concentracdo de LmG6PDH foi mantida a 1 nM.

2.2.3 - Determinacao dos Valores de ICsg

Microplacas de 96 pocos foram usadas para fazer 11 diluigdes seriadas (fator de 0,5)
das moléculas usando o solvente DMSO. Essas placas foram usadas para preparar ensaios
onde as concentracdes finais das moléculas testadas cobririam a faixa de 80 uM a 78 nM. A
coluna 12 das placas de dilui¢do seriada receberam DMSO para serem usadas no preparado de
controles positivos e negativos. Os valores de ICsy foram determinados usando o ensaio
acoplado LmG6PDH-diaforase-resazurina. As reagdes foram feitas em placas pretas de 384
pocos, usando a estacdo de pipetagem JANUS-MDT (PerkinElmer) equipada com uma
cabeca de 96 ponteiras. Um volume final de 50 uL por pogo foi obtido transferindo, em
quadruplicata, 44 pL do mix de reagentes (LmG6PD 0,568 nM, NADP" 68,2 uM, Diaforase
1,14 ITU.mL" e resazurina 11,76 pM), 1 uL das moléculas nas placas de diluicdo seriada e
iniciando a reagdo com 5 pL G6P 1,1 mM. Tanto o mix de reagentes quanto o G6P foram
preparados em tampado de reagdo (50 mM Tris-HCl pH 7,6, 25 mM NaCl e 0,01% triton
X-100). A atividade da LmG6PDH foi correlacionada com a formagdo de resorufina medida

com o leitor de microplacas CLARIOstar (BMG LABTECH) no modo fluorescéncia
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(ABxe/Em: 545-20/600-40 nm). As reagdes foram feitas a 25 °C e as velocidades obtidas nas
diferentes concentracdes do inibidor foram normalizadas pelos controles positivo € negativo
(obtidos omitindo inibidores e G6P, respectivamente). Os valores de /Csy foram calculados no

software GraphPad Prism por regressio ndo-linear dos dados com a equagdo 2.2.

2.2.4 — Mecanismo de Inibicao das Quinazolinonas

O mecanismo de inibicdo da molécula 97148049, escolhido como representante da
classe das quinazolinonas, foi determinado avaliando o efeito da molécula sobre os valores de
K™ € Vinax™® do G6P e também do NADP™. O efeito de diferentes concentragdes do inibidor
(6,25 a 0,78 uM) sobre o G6P foi avaliado medindo as velocidades iniciais de reagdo com o
substrato entre 400 a 3,13 uM, mantendo a concentra¢io do NADP" e da enzima a 80 uM e 1
nM, respectivamente. De maneira similar, o efeito de diferentes concentragdes do inibidor
sobre 0 NADP" foi avaliado variando as concentracdes do cofator entre 80 a 0,63 uM,
mantendo a concentracdo do G6P e da enzima a 400 uM e 1 nM, respectivamente. A reacao
foi seguida medindo a fluorescéncia do NADPH (Agxe/em: 360-20/465-20 nm) com o leitor de
microplacas CLARIOstar, a uma temperatura de 25 °C. As reacdes foram preparadas em
triplicata em placas pretas de 96 pogos, com um volume final de 100 puL, usando tampao
50 mM Tris-HCI1 pH 7,6, 25 mM NaCl e 0,01% triton X-100. O tipo de mecanismo de
inibicdo e os valores das constantes de inibicdo foram determinados através do ajuste ndo-

linear dos dados a equacgdo 2.5. A anélise foi feita com o software GraphPad Prism.

2.3 — Avaliacao do Efeito das Quinazolinonas e Tienopirimidinas sobre a
Viabilidade do Trypanosoma cruzi

2.3.1 — Cultivo da Forma Epimastigota de 7. cruzi cepa’Y

A forma epimastigota do 7. cruzi (cepa Y) foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Otavio
Henrique Thiemann (Instituto de Fisica de Sao Carlos, Universidade de Sdo Paulo) e
cultivada a 27 °C em meio LIT pH 7,2 (do inglés, Liver Infusion Tryptose) (Tabela 2.1). A
cultura de células foi repicada, em condi¢des assépticas, sempre que atingia uma densidade

préxima de 10’ parasitos.mL’l.
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Tabela 2.1 — Composicdo do meio LIT pH 7,2 usado para cultivar células epimastigotas de
Trypanosoma cruzi.

Reagente Concentraciao
NaCl 4,0gL"’
KCl 04 gL’
Na,HPO, 8,0 gL
Triptose 5,0 g.L'1
Infusdo de figado 3,0gL"
Dextrose 2,0 g.L'l
Soro Fetal Bovino 10 % (v/v)
Hemina 10 mg.L'1
Penicilina/Estreptomicina

(10.000 ULmL /10 mg.mLy X %

2.3.2 —Ensaios de Viabilidade Celular com a Forma Epimastigota de 7. cruzi (cepaY)

Para avaliar se as quinazolinonas e tienopirimidinas que inibiam a enzima 7cG6PDH
afetavam o crescimento de epimastigotas de 7. cruzi, essas moléculas foram inicialmente
incubadas com o parasito a uma concentracdo de 80 uM por um periodo de 96h. Os ensaios
foram preparados em microplacas de 96 pocos, transferindo para cada poco 2 uL das
moléculas teste a 4 mM (preparadas em DMSO) e 98 uL de meio LIT contendo 1 x 10°
parasitas.

Ap6s incubacdo das moléculas testadas com os epimastigotas, o nimero de células
vidveis foi estimado por medida indireta usando o kit comercial CellTiter96 Aqueous Non-
Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega). Para isso, 20 pL. uma mistura do sal MTS (3-
[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-5-[3-carboximetoxifenil ]-2-[4-sulfofenil |-2H-tetraz6lio) e do agente
acoplador de elétrons PMS (metilsulfato de fenazina) (preparada segundo recomendagdes do
fabricante) foi adicionada aos pocos da placa de ensaio e incubada no escuro a uma
temperatura de 27°C por 3-4 horas. Nesse periodo, o MTS foi bioreduzido por células
metabolicamente ativas através da agdo do PMS levando a formacao do produto colorimétrico
formazan, que foi quantificado medindo a absorbancia a 490 nm com o leitor de microplacas
Envision (PerkinElmer). Quando as células morrem ou tem sua atividade metabdlica reduzida,
perdem a capacidade de reduzir MTS a formazan. Assim, o valor da absorbancia a 490 nm foi
usado como uma estimativa do numero de células vidveis. Os valores de absorbancia foram
normalizados usando controles positivos (100% de viabilidade) e negativos (0% de

viabilidade) que foram preparados com DMSO e Benzonidazol 160 uM, respectivamente.
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Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

As moléculas que mostraram atividade tripanocida a 80 uM foram retestadas, usando a
metodologia descrita acima, em concentracdes que estavam na faixa de 80 a 1,25 pM.
Também foram testadas as moléculas de benzonidazol, epiandrosterona (EA) e 16-0-Bromo-
epiandrosterona (16BrEA). Os valores de ECsy foram estimados no programa GraphPad
Prism ajustando uma curva sigmoidal semi-logaritmica aos dados de viabilidade celular,

usando a equacdo:

%Viabilidade = 100 / (1 + 10"PECO-pIIDxh)y (2.7)

onde %Viabilidade é a porcentagem de células vidveis, pECsy € o logaritmo do valor

de ECso, p[1] é o logaritmo da concentracao do inibidor e 4 € o coeficiente de Hill.

2.4 — Estudos Estruturais e Cinéticos da G6PDH Truncada

2.4.1 — Desenho das Construcoes Truncadas

Baseados nas sequéncias das proteinas GOPDH de T. cruzi cepa CL Brener (7cG6PDH;
XP_820060.1; 555 aa) e de L. mexicana cepa NHOM/B2/84/BEL46 (AAO37825.1; 562 aa)
disponiveis na base de dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), uma
sequéncia de nucleotideos com cédons otimizados para expressao heter6loga em bactéria foi
desenhada para produzir um fragmento da 7cG6PDH (TcAG6PDH; Asp58 a Thr545) e da
LmG6PDH (LmAG6PDH; Ser60 a GIn551). Os genes sintéticos da TcAG6PDH e LmAG6PDH,
clonados entre as enzimas BamH/ e Xhol/ do vetor de expressio pET28a
(pET28a_TcAG6PDH e pET28a_LmAG6PDH, respectivamente), foram adquiridos junto a

GenScript (Piscataway, New Jersey).

2.4.2 — Clonagem das G6PDHs Truncadas em Vetor de Expressao pET28-TEV

O vetor pET28-TEV € um vetor pET28a modificado, onde a regido que codifica a
cauda T7 foi removida e os nucleotideos que codificam para o sitio de reconhecimento da
trombina foram alterados para codificar o sitio de reconhecimento da protease do virus do

mosaico do tabaco (TEV; do inglés, Tobacco Etch Virus) (Figura 5.2). Assim, a insercao dos
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genes das LmAG6PDH e TcAG6PDH entre os sitios BamH/ e Xho!/ do vetor pET28-TEV faz
com que a proteina codificada contenha uma cauda adicional de 21 aa, contra 34 aa

codificados no vetor pET28a, com o sitio da protease TEV localizado logo apds o peptideo de

polihistidinas.

His tag
aattcccctictagaaataatntogtttaacttitaagaaggagatataccatgggccatcatcatcatecatcac
ttaaggggagatctttattanagcaaattgaaattcticoctictatatggtacccggtagtagtagtagtagtyg

MetGlyHisHisHisHisHisHis
HindII
| aagctt a ca
] J aa t gt
HisMetAlaSerGlysS e ArgArgGlnAlacCysCGlyArgThrArgila
His tag
ccaccaccaccaccactgagatccggetgoctaacaaageocogaa
ggtggtggtggtggtgactctaggccgacgattgrrroggget
ProProProProProleuArgSerGlyCysEnd

Figura 2.3 — Mapa do vetor pET28-TEV, modificado a partir do vetor pET28a para codificar
o sitio de reconhecimento da protease TEV. Os sitios de clonagem estdao
coloridos de acordo com as enzimas de restricdo mostradas acima deles.

O vetor pET28-TEV e as construcdes pET28a_TcAG6PDH e pET28a_LmAG6PDH
foram linearizados por digestdo dupla com as enzimas de restricdo BamH/ e Xhol/ (New
England Biolabs), seguindo o protocolo descrito na tabela 2.2. Os produtos da digestdo foram
submetidos a uma eletroforese em gel de agarose 1% a 120V por 1h (Figura 2.4-A) e os
fragmentos que apresentaram o tamanho esperado (aproximadamente 5.400 bp para pET28-
TEV e 1.500 bp para os genes TcAG6PDH e LmAG6PDH) foram purificados usando o kit
QIAquick Gel Extraction (Qiagen). Os genes TcAG6PDH e LmAGO6PDH purificados foram
ligados ao vetor pET28-TEV, visando a obtencdo das constru¢des pET28-TEV_TcAG6PDH e
pET28-TEV_LmAG6PDH, usando o kit Clonables (Novagem). O protocolo usando nas

reacOes de ligagdo esta descrito na tabela 2.3.
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Tabela 2.2 — Protocolo usado na digestdao dupla do vetor pET28-TEV e das construgdes
pET28a_TcAG6PDH e pET28a_LmAG6PDH.

Vetor pET28-TEV pET28a pET28a

Inserto - TcAG6PDH LmAG6PDH
15 uL 7,0 uL 7,0 uL

pDNA (124 ng/ul) (183 ng/ul) (151 ng/ul)

Buffer 3 (10x) 3,0 uL 2,0 uL 2,0 uL

BSA (10 mg/mL) 0,3 uL 0,2 uL 0,2 uL

H,O estéril 9,7 uL 8,8 uL 8,8 uL

BamH/ 1,0 L 1,0 uL 1,0 uL

Xhol 1,0 L 1,0 uL 1,0 uL

Incubagdo a 37 °C por 1h.
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Figura 2.4 — Géis de agarose (1%) obtidos na constru¢do do sistema de expressdo da
LmAG6PDH e TcAG6PDH em pET28-TEV. A) Colunas 1 e 2, pET28-TEV (~
5.400 bp); Colunas 3 e 4, pET28a_LmAG6PDH; Colunas 5 e 6,
pET28a_TcAG6PDH. B) DNA plasmidial extraido de dois clones obtidos apds
reacdo de ligacdo da LmAG6PDH (colunas 1 e 2) e TcAG6PDH (colunas 3 e 4)
com pET28-TEV. Um dos clones (coluna 3) ndo apresentava o inserto.
HyperLadder 1kb (Bioline) usado como marcador molecular (M). Conforme
descrito na metodologia, todas as amostras foram digeridas com BamH/ e

Xhol.
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Tabela 2.3 — Protocolo usado nas reacdes de ligac@o dos genes TcAG6PDH e LmAG6PDH aos
vetores pET28-TEV.

Etapa  Descricao

1 1,0 uL pET28-TEV 6,7 ng/puL.

2 4,0 pL Inserto (7cAG6PDH 4,0 ng/puL ou LmAG6PDH 2,1 ng/uL)

3 5,0 pL Ligation Premix

4 Incubagdo a temperatura ambiente (~20 °C) por 15 minutos

5 Usar amostras para transformar células super competentes NOVABIlue

O produto da reacdao de ligacdo foi usado para transformar bactérias E. coli
NOVABIue super competentes. Entdo, dois clones de cada uma das enzimas foram cultivados
em 20 mL de meio LB com 30 ;.lg.mL'1 de canamicina (16h, 37 °C, 250 rpm). O pDNA foi
extraido conforme descrito anteriormente e uma fragdo dessas amostras foi submetida a uma
nova digestdo dupla com BamH/ e Xhol/ (Tabela 2.4). Apds digestdao, as amostras foram
analisadas por eletroforese em gel de agarose 1% para confirmar a presenca do inserto (Figura
2.4-B). A integridade das construcdes pET28-TEV_TcAG6PDH e pET28-TEV_LmAG6PDH

foi verificada por sequenciamento de DNA.

Tabela 2.4 — Protocolo usado na digestdo dupla da constru¢do pET28-TEV_TcAG6PDH.

Construcao pET28-TEV_ TcAG6PDH pET28-TEV_ LmAG6PDH
Clone 1 2 1 2
pDNA 7,0 uL 7,0 uL 7,0 uL 7,0 uL
(128 ng/puL) (169 ng/uL) (122 ng/pL) (156 ng/puL)

Buffer 4 (10x) 2,0 uL 2,0 uL 2,0 uL 2,0 uL
BSA (10 mg/mL) 0,2 uL 0,2 uL 0,2 uL 0,2 uL
H,O0 estéril 8,8 uL 8,8 uL 8,8 uL 8,8 uL
BamH/ 1,0 uL 1,0 L 1,0 pL 1,0 pL
Xho! 1,0 uL 1,0 uL 1,0 uL 1,0 uL

Incubagio a 37 °C por 1h.

2.4.3 — Clonagem da TcG6PDH em vetor de expressao pET28-TEV

A clonagem do gene da 7cG6PDH (Metl a Ala555) no vetor pET28a
(pET28a_TcG6PDH) foi reportada anteriormente.” Assim, pET28a_TcG6PDH e pET28-TEV
foram submetidos a uma digestao dupla com as enzimas de restricio Nhe/-HF e Xhol (New

England Biolabs), seguindo o protocolo descrito na tabela 2.5.



Capitulo 2 - Metodologia

62

Tabela 2.5 — Protocolo usado na digestdo dupla do vetor pET28-TEV e da construgdo

pET28a_TcG6PDH.

Vetor pET28-TEV pET28a_TcG6PDH
pDNA 11,5 pL (166 ng/ul) 7,0 uL (185 ng/ul)
Buffer 4 (10x) 3,0 uL 2,0 uL

BSA (10 mg/mL) 0,3 uL 0,2 uL

H,O0 estéril 13,2 uL 8,8 uL

Nhel-HF 1,0 uL 1,0 uL

Xhol 1,0 uL 1,0 uL

Incubagdo a 37 °C por 1h.

O produto da digestdao foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1% (120V por

1h) (Figura 2.5-A) e os fragmentos que apresentaram o tamanho esperado (1668 bp para

1cG6PDH e 5.400 bp para pET28-TEV) foram purificados usando o kit QIAquick Gel

Extraction (Qiagen). Para obtencao da construcao pET28-TEV_TcG6PDH, foi realizada uma

reacdo de ligacdo (Tabela 2.6) usando o kit Clonables (Novagem).

(A)

w M 1 2 3

10037

8000 Vetor
5400 bp

6000 — S —
2300
4000 w

3000 oo
2500 .

2000 - O—
1500 W

1000
BO0 s

600 « w
400

pET28a pET28
TcG6PDH TEV

TcG6PDH
1700 bp

(B)

pp M 1 2
10037

8000 pET28-TEV
§§ 8 s 00 5400 bp
155

2000 TcG6PDH

-

1500 iy 1700 bp
1000 il

800 iy

600 -

400

Figura 2.5 — Géis de agarose (1%) obtidos na constru¢do do sistema de expressao pET28-
TEV_TcG6PDH. A) Colunas 1 e 2, pET28a_TcAG6PDH; Coluna 3, pET28-
TEV. B) DNA plasmidial extraido de dois clones obtidos apds reacdo de
ligacdo da TcG6PDH com pET28-TEV (colunas 1 e 2). HyperLadder 1kb
(Bioline) usado como marcador molecular (M). Conforme descrito na
metodologia, todas as amostras foram digeridas com Nhe/-HF e Xhol.
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Tabela 2.6 — Protocolo usado na reacdo de ligagdo do gene 7cG6PDH ao vetor pET28-TEV,
ambos digeridos com as enzimas de restricdo Nhe/-HF e Xhol.

Etapa  Descricao

1 1,0 pL pET28-TEV 10 ng/puL.

2 4,0 uL TeAG6PDH 3,7 ng/uL

3 5,0 uL Ligation Premix

4 Incubagdo a temperatura ambiente (~20 °C) por 15 minutos

5 Usar amostras para transformar células super competentes NOVABIlue

O produto da reacdo de ligacdo foi usado para transformar bactérias E. coli
NOVABIue super competentes. Dois clones foram cultivados em 20 mL de meio LB com 30
pug.mL” de canamicina (16h, 37 °C, 250 rpm) e o pDNA foi extraido conforme descrito
anteriormente. Uma fracdo dos plasmideos obtidos foi digerida com Nhe/-HF e Xho! (Tabela
2.7) e analisada por eletroforese em gel de agarose 1% para confirmar a presenga do inserto
(Figura 2.5-B). A integridade da constru¢do pET28-TEV_TcG6PDH foi verificada por

sequenciamento de DNA.

Tabela 2.7 — Protocolo usado para digestdo dupla das constru¢des pET28-TEV_TcAG6PDH e
pET28-TEV_LmAG6PDH.

Construcao pET28-TEV_ TcAG6PDH pET28-TEV_LmAG6PDH
Clone 1 2 1 2
pDNA 7,0 uL 7,0 uL 7,0 uL 7,0 uL
(128 ng/pL) (169 ng/uL) (122 ng/uL) (156 ng/puL)

Buffer 3 (10x) 2,0 uL 2,0 uL 2,0 uL 2,0 uL
BSA (10 mg/mL) 0,2 uL 0,2 uL 0,2 uL 0,2 uL
H,O estéril 8,8 uL 8,8 uL 8,8 uL 8,8 uL
BamH/ 1,0 uL 1,0 uL 1,0 uL 1,0 uL
Xho! 1,0 uL 1,0 uL 1,0 uL 1,0 uL

Incubagio a 37 °C por 1h.

2.4.4 — Producao e Purificacao da 7cAG6PDH e TcG6PDH-TEV

Células E. coli BL21 (DE3) competentes foram transformadas com
pET28-TEV_TcAG6PDH ou pET28-TEV_TcG6PDH e crescidas em meio de auto inducio
ZYM-5052°! contendo 50 pg.mL" de canamicina, com agitacdo de 200 rpm, 2 37 °C por 3h e

depois por mais 21h a 20 °C. As células foram isoladas por centrifugacdo a 3.500 g por 30
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minutos a 4 °C e ressuspensas em tampao A3 (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 0,5 M NaCl, 20 mM
imidazol, 5% glicerol e 5 mM B-mercaptoetanol). DNAse e uma pastilha de inibidores de
protease livre de EDTA (ThermoFisher) foram adicionados a suspensdo de células antes de
realizar a lise com um disruptor de células (Pressure Cell Homogeneizer, Stanted) usando uma
pressao de 20.000 psi. Ap6s lise, a amostra foi clarificada por centrifugacao (4 °C, 30 minutos,
40.000 g) e o sobrenadante submetido a uma cromatografia de afinidade (IMAC; do inglés,
Immobilized Metal Affinity Chromatography) usando uma coluna HisTrap HP (GE Healthcare)
de SmL conectada a um sistema de purificacdo de proteinas (AKTA Purifier, GE Healthcare).
O tampao B3 (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 0,5 M NaCl, 500 mM imidazol, 5% glicerol ¢ 5 mM
B-mercaptoetanol) foi usado para gerar um gradiente de imidazol, de modo que as proteinas
que ligavam inespecificamente a coluna de afinidade eram eluidas com aproximadamente 80
mM imidazol, enquanto a 7cAG6PDH ou TcG6PDH-TEV (7TcG6PDH contendo sitio de
reconhecimento da protease TEV na cauda de histidina) foram eluidas da coluna com
aproximadamente 200 mM de imidazol. Na purificacdo de cada uma das enzimas, as fracdes
contendo a proteina de interesse foram combinadas e a amostra concentrada usando um
dispositivo de ultrafiltragdo (Vivaspin 20, 30 kDa, Sartorius) a 3.000 g em um temperatura de
4 °C. No caso da TcAG6PDH, a amostra obtida por IMAC foi concentrada e submetida a uma
cromatografia de exclusdo molecular em uma coluna Hil.oad Superdex 200 26/60 (GE
Healthcare) conectada a um AKTA Purifier, usando tampao GF3 (20 mM Tris-HCI pH 8,0 e
0,2 M NaCl) como fase mdvel. As fragdes obtidas na cromatografia de exclusdo molecular
que continham a 7cAG6PDH foram novamente combinadas, f-mercaptoetanol (B-ME) foi

adicionado (concentragdo final 5 mM) e a amostra foi concentrada.
2.4.5 — Producao e Purificacio da LmAG6PDH

A enzima LmAG6PDH foi produzida e purificada usando o mesmo protocolo descrito
para a TcAG6PDH (item 2.4.4), exceto que as células de E. coli BL21 (DE3) foram
transformadas com pET28-TEV_LmAG6PDH.
2.3.6 — Ensaios Cinéticos com a TcAG6PDH e TcG6PDH-TEV

A atividade da TcAG6PDH e TcG6PDH-TEV foi medida acompanhando a formacao

de NADPH na reacdo direta. A fluorescéncia do NADPH (Agxeem: 340 nm / 460 nm) foi
monitorado usando um leitor de microplacas (FLUOstar OPTIMA, BMG LABTECH). A
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atividade das enzimas foi medida em tampao contendo 50 mM Tris-HCI pH 7,6, 0,5M NaCl,
5% glicerol e 2 mM B-ME. As reagdes foram feitas em triplicata a 25 °C, usando microplacas
pretas de 96 pocos (Greiner), com um volume final de 120 puL por poco. Os valores aparentes
para a constante de Michaellis-Menten (K,,"*") e velocidade maxima de reacdo (V") foram
calculados por regressdo ndo-linear dos dados, no programa GraphPad Prism, usando a
equacdo (2.1).

Para a TcAG6PDH, o K,,"** para o G6P foi obtido variando a concentra¢io do substrato
de 2 mM a 15,6 uM, enquanto a concentracdo de NADP" e enzima foram mantidas a 1 mM e
2 nM, respectivamente. Igualmente, o K,*** do NADP™ foi obtido variando a concentragio de
I mM a 7,8 uM, a uma concentragdo fixa de 2 mM de G6P.

Os parametros cataliticos da 7cG6PDH-TEV foram obtidos variando a concentracio
do G6P de 2 mM a 15,6 uM e de NADP" de 1 mM a 7,8 uM, enquanto o outro substrato foi
mantido a concentracdes saturantes de 600 uM e 2 mM para o NADP' e G6P,

respectivamente. A concentracdo de 7cG6PDH-TEV foi mantida a 2 nM nestes ensaios.

2.4.7 — Ensaios Cinéticos com a LmAG6PDH

A reacdo da LmAG6PDH foi monitorada usando o leitor de microplacas FLUOstar
OPTIMA (BMG LABTECH) para medir a emissao de fluorescéncia do NADPH (Agxe/pm: 340
nm / 460 nm). A atividade das enzimas foi medida em tampao contendo 50 mM Tris-HCI pH
7,6, 25 mM NaCl e triton X-100 0,01%. As reacdes foram feitas em triplicata a 25 °C, usando
microplacas pretas de 96 pogos (Greiner), em um volume de 120 pL. K" € Vi ™* foram
calculados por regressdo nao-linear dos dados com o programa GraphPad Prism, usando a
equacdo (2.1). O K,,"** para o G6P foi obtido variando a concentra¢do do substrato de 2 mM a
15,63 uM, enquanto a concentragdo de NADP" e enzima foram mantidas a 300 uM e 1 nM,
respectivamente. Igualmente, o K" do NADP" foi obtido variando a concentracio entre 300

mM a 2,34 uM, a uma concentracio fixa de 2 mM de G6P.

2.4.8 — Ensaios de Cristalizacio da 7cAG6PDH e LmAG6PDH

As amostras puras da 7cAG6PDH e LmAG6PDH concentradas até aproximadamente
20 mg.mL’1 foram filtradas (0,1 pm Ultrafree-MC centrifugal filter, Millipore) para remover
quaisquer agregados e usadas nos ensaios de cristalizag@o. Para triagem inicial das condi¢des

de cristalizagdo, utilizou-se o método de difusdo de vapor em gota sentada. Os kits comerciais
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de triagem utilizados, preparados com base na técnica de matriz esparsa, foram obtidos junto
as empresas Qiagen (Classics Suite) e Molecular Dimensions (PGA e JCSG plus). As gotas de
cristalizacdo foram preparadas em microplacas de 96 pogos usando o sistema automatizado
Phoenix/RE (Art Robbins Instruments), transferindo 100 nL da solug¢do da proteina e 100 nL
da solucdo do reservatodrio. As gotas foram equilibradas contra 50 puL do reservatério a 20 °C
e fotodocumentadas com o hotel de placas CrystalMation (Rigaku). As condi¢des de triagem

feitas para a TcAG6PDH e LmAG6PDH estao descritas na tabela 2.7.

Tabela 2.8 — Triagens Iniciais de Condig¢des de Cristalizacdo das GO6PDHs Truncadas.

Kit de Triagem  Proteina Ligante Solucao Tampao
Classics Suite TcAG6PDH 10 mg.ml'1 2 mM NADP" 20 mM Tris-HCl pH 8,0
0,2 M NaCl
2 mM G6P 20 mM Tris-HCI pH 8,0
2 mM NADPH 0,2 M NaCl
LmAG6PDH 10 mg.ml‘1 5 mM G6P 20 mM Tris-HCI pH 8,0
0,2 M NaCl
5 mM G6P 20 mM Tris-HCI pH 8,0
2 mM NADPH 0,2 M NaCl
JCSG plus TeAG6PDH 10 mg.ml™ 2 mM NADP* 20 mM Tris-HCI pH 8,0
0,2 M NaCl
2 mM G6P 20 mM Tris-HCI pH 8,0
2 mM NADPH 0,2 M NaCl
LmAG6PDH 10 mg.ml’1 5 mM G6P 20 mM Tris-HCI pH 8,0
0,2 M NaCl
5 mM G6P 20 mM Tris-HCI pH 8,0
2 mM NADPH 0,2 M NaCl
PGA LmAG6PDH 10 mg.ml‘] 5 mM G6P 20 mM Tris-HCI pH 8,0
0,2 M NaCl

Cristais da TcAG6PDH obtidos na condicido G1 do kit JCSG-plus da Molecular
Dimensions (30 % jeffamina ED-2003, 0,1 M HEPES pH 7,0) foram reproduzidos usando a
técnica de difusdo de vapor em gota suspensa, preparados manualmente em placas Linbro de
24 pocos (Hampton Research), misturando 1 pL da proteina (10 mg.ml”' 7cAG6PDH, 2 mM
de G6P, 2mM NADPH, 20 mM Tris-HCI pH 8,0, 0,2 M NaCl, 5 mM B-ME) com 1uL da
solugdo do reservatério (30 % jeffamina ED-2003, 0,1 M HEPES pH 7,0). Essas gotas foram
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equilibradas a 18 °C contra 500 pL do reservatério. A otimizag¢do da condi¢do inicial foi feita
usando a técnica de gota suspensa descrita. Cristais apropriados para experimentos de difracdo
de raios-X foram obtidos quando 2 uL da solucdo de proteina (10 mg.ml'1 TcAG6PDH, 5 mM
de G6P, 2 mM NADPH, 20 mM Tris-HCI pH 8,0, 0,2 M NaCl, 5 mM B-ME) foi misturado
com 1 puL da solucdo do reservatorio (27-32 % de jeffamina ED-2003, 0,1 M HEPES pH 6,8-
7,2).

2.4.9 — Coleta dos Dados, Processamento e Determinacio da Estrutura da 7cAG6PDH

Os cristais da 7cAG6PDH foram colhidos usando um loop de nylon, banhados em
solucdo crioprotetora (45 % jeffamina ED-2003, 0,1 M HEPES pH 6,8) e resfriados usando
nitrogénio liquido. Os cristais foram inicialmente testados a uma temperatura de -170 °C em
um difratdmetro de raios-X (Rigaku MicroMax-007 HF) disponivel na Universidade de
Dundee (School of Life Sciences, Univ. of Dundee), equipado com um de anodo rotatdrio,
detector do tipo CCD (Saturn 944 HG+) e brago robodtico para transferir os cristais para o
gonidometro. Os cristais que difrataram a uma resolucdo igual ou superior a 4 A in-house,
foram enviados para coleta de dados na linha 104-1 da fonte de luz sincrotron Diamond
(Didcot, UK). A coleta dos dados de difracao foi feita usando o método de rotacdo-oscilagao,
onde os cristais eram rotacionados no eixo perpendicular ao feixe de raios-X (¢) em pequenos
passos de oscilagdo.

Os dados de difragdo foram indexados e integrados usando o programa XDS,” para
entdo serem escalonados usando o programa AIMLESS.”® A estrutura foi resolvida por
substituicdo molecular com o PHASER®” usando a cadeia A do PDB 4E9I (TcG6PDH-S, 100%
de identidade) como modelo de busca. O programa COOT?® foi usado para manipulagdo do
modelo e incorporacdo de ligantes e solventes. O refinamento foi feito com o software
REFMAC,” usando tensor TLS (do inglés, Translation, Libration and Screw) e restri¢io por
simetria ndo cristalografica (NCS; do inglés, Non-Crystallographic Symmetry). Em
combinagdo com as ferramentas oferecidas pelo COOT, a geometria do modelo foi
inspecionada usando o MOLPROBITY.'®

Figuras moleculares foram preparadas usando o PyMOL v.1.8 (Schrédinger, LLC).
Quando necessario, a superficie de potencial eletrostatico foi calculada usando com os
programas PDB2PQR'" ¢ APBS'®. O alinhamento das sequéncias das G6PDHs foi feito
usando Clustal Omega103 Identificagdo de cavidades e célculos de seus volumes foram feito

104

usando o software KVFinder."™ A 4rea acessivel a superficie de dtomos que compde um
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modelo de alta resolucdo de uma proteina foi calculado com o software AREAIMOL'®”. Os

programas disponiveis no pacote de programas CCP4'® (Collaborative Computacional

Project Number 4) foram acessados usando a interface grafica CCP4i.
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3 — Identificacao de Inibidores da G6PDH de T. cruzi

3.1 — Producao e Purificacao da G6PDH de T. cruzi e humana usadas na
Identificacao e Caracterizacao de Novos Inibidores

A TcG6PDH ¢ rotineiramente produzida em nosso laboratério e conforme descrito na
secdo 2.1.1 recuperada da fragdo soldvel do lisado bacteriano através de uma cromatografia de
afinidade. Antes de ser utilizada nos ensaios enzimdticos, a amostra obtida na cromatografia
de afinidade era submetida uma etapa de polimento usando cromatografia de exclusdao
molecular (Figura 3.1-A). A andlise por SDS-PAGE das amostras obtidas na cromatografia de
exclusdo molecular (Figura 3.1-B) mostra que a 7cG6PDH eluia em diferentes estados
oligoméricos. Esse comportamento pode ser explicado pela existéncia de dois residuos de
cisteina presentes na regido N-terminal, que poderiam formar pontes dissulfeto levando a
formacdo de agregados proteicos. A presenca de um pico de proteina que elui préximo do
volume morto da coluna (Figura 3.1 - fracdo 1) indica a formag¢do de agregados de alto peso
molecular. Sendo assim, somente as amostras coletadas em um volume préximo a 60 mL
(Figura 3.1 — fracdes 4 e 5) eram mantidas para os ensaios subsequentes. A quantidade e
pureza destas fragdes eram suficientes para realizacdo de uma campanha de HTS e

caracterizacao de inibidores.
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Figura 3.1 — Purificacio da 7cG6PDH. A) Cromatograma obtido na cromatografia de
exclusdo molecular. Fracdes indicadas por nimeros foram analisadas por SDS-
PAGE. B) Anélise por SDS-PAGE das amostras obtidas durante purificagdo da
TcG6PDH. Amostra na coluna AF foi obtida na cromatografia de afinidade,
sendo que as amostras nas colunas 1 a 5 foram obtidas na cromatografia de
exclusdo molecular. Coluna M, marcador de massa molecular. Gel de
poliacrilamida 12% revelado pelo método de Coomassie.
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A enzima HsAG6PDH foi purificada usando cromatografias de afinidade e exclusdo
molecular. No caso da enzima humana, quantidades substancias da enzima eram obtidas
usando a metodologia descrita no Capitulo 2, item 2.1.1. No cromatograma da gel filtracdo
era possivel notar tres picos distintos, contendo volumes de elui¢ao de aproximadamente 45,
65 e 70 mL (Figura 3.2-A). A anédlise por SDS-PAGE das amostras correspondentes a esses
picos mostrava que a G6PDH humana eluia entre 60 e 75 mL (Figura 3.2-B; fragdes 2 a 9). A
separacdo da HsAG6PDH em dois picos esta de acordo com o esperado para esta proteina.
Estudos com a G6PDH humana mostrarm que a enzima pode se apresentar como dimero ou
tetramero, sendo que fatores como pH e forca i6nica podem afetar o equilibrio entre essas
populacdes.'”” A caracterizacio bioquimica da HsAG6PDH mostrou que K" para o G6P e

NADP" sdo iguais a 58,3 + 0,7 uM e 7,5 £ 0,8uM, respectivamente.92
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Figura 3.2 — Purificagdo da HsAG6PDH usada na caracterizacdo dos novos inibidores da
G6PDH. A) Cromatograma mostrando o perfil de eluicdo das proteinas durante
a cromatografia de exclusdo molecular. Fragcdes indicadas por nimeros foram
analisadas por SDS-PAGE. B) Andlise por SDS-PAGE das amostras obtidas
durante purificagdo da HsAGO6PDH. Amostras na coluna AF foi obtida na
cromatografia de afinidade, sendo que as amostras nas colunas 1 a 9 foram
obtidas na cromatografia de exclusdo molecular. Coluna M, marcador de massa
molecular. Gel de poliacrilamida 12% revelado pelo método de Coomassie.

3.2 — Avaliacao da Atividade da 7cG6PDH

Uma das principais fontes de falsos positivos nas fases iniciais de desenvolvimento de

farmacos sdo pequenas moléculas orginicas que atuam por um mecanismo de agregacao
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promiscuo.lo&109 Os trabalhos que descrevem o efeito de moléculas agregadoras sobre
diferentes enzimas mostram que € possivel prevenir e/ou reverter esse tipo de inibi¢do
inespecifica pela adi¢do do detergente triton X-100 no tampao de ensaio.'%!%

Afim de avaliar se o detergente triton X-100 teria algum efeito sobre a atividade da
TcG6PDH, determinamos o K,*** do G6P e NADP" na presenca deste detergente (Figura 3.3).
A afinidade da TcG6PDH pelo G6P e NADP* nio foi afetada pela presenca de triton X-100,

. 90
estando de acordo com os valores reportados anteriormente.

K, 2PPC%P = 211,3 + 17,9 uM

-NADP
Vinay PP = 6,51 + 0,17 uM.min"" K ™~ =6,2108 uM
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Figura 3.3 - Gréficos de Michaelis-Menten para G6P ¢ NADP" obtidos com a enzima
TcG6PDH. Os valores de K™ € Vinax™* obtidos na presenga de triton X-100
estdo de acordo com os dados publicados para a enzima.”

Bibliotecas de pequenas moléculas comumente utilizadas em ensaios de HTS
costumam ter uma alta ocorréncia de moléculas organicas que absorvem luz e/ou florescem na
regido do espectro usada para detec¢do do NAD(P)H (Agxe = 340 nm; Agpmi = 460 nm).7 Por
este motivo, ensaios baseados na deteccio do NAD(P)H podem levar a identificagdo de um
grande nimero de falsos positivos e/ou negativos. Um fato interessante é que raramente
pequenas moléculas organicas aborvem luz e/ou fluorescem em uma regido do espectro
vermelho (550-750 nm). Por este motivo, nos ensaios de triagem de inibidores com a
T1cG6PDH a formacdo de NADPH foi acoplada ao sistema diaforase-resazurina,''® de modo
que poderiamos monitorar a reacdo enzimatica medindo a formacao do fluoréforo resorufina
(Figura 2.1). Este ensaio acoplado vem sendo empregado com sucesso na identificacdo de
inibidores de enzimas produtoras de NAD(P)H.62’63’89’“0

O dimetilsulféxido (DMSO) € um solvente amplamente empregado na diluigdo de

moléculas organicas presentes em bibliotecas usadas nos ensaios de HTS. Deste modo,
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decidimos avaliar qual seria a maxima concentragdo de DMSO que poderia ser usada na
reacdo acoplada da TcG6PDH (figura 3.4-A). Nesses experimentos observamos que
concentracoes de até 8-10% de DMSO eram bem toleradas. Essa foi um interessante
observacao pois, a presenca de DMSO o ensaio enzimético pode favorecer a solubilizacao de
moléculas lipofilicas. Além disso, notamos que em ensaios de inibi¢do da 7cG6PDH usando o
sistema diaforase-resazurina com 8% de DMSO, os valores de ICsy obtidos para o DHEA, EA

e 16BrEA estdo de acordo com o esperado para esses esteroides (Figura 3.4-B)."
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Figura 3.4 — Ensaios com a 7cG6PDH usando o sistema acoplado diaforase-resorufina. A)
Experimentos com diferentes concentracoes de DMSO mostrando que
concentracoes de até 8-10% do solvente sdo bem toleradas. B) Curvas
concentracdo-resposta obtidas em ensaios de inibicdo com os derivados de
esteroides. Os valores de ICsy estimados para o0 DHEA, EA e 16BrEA sdo de
26,7 uM (23,7 a 30,0 uM), 9,8 uM (8,7 a 11,0 uM) e 0,31 uM (0,28 a 0,35 uM),
respectivamente. Os valores em parénteses correspondem aos limites estimados
usando um intervalo de confianca de 95%.

3.3 — Ensaio Primario de Triagem Biologica Automatizada em Larga Escala

No ensaio de HTS primério da 7cG6PDH uma colecdo de aproximadamente 30.000
moléculas organicas com ampla diversidade quimica (DIVERSet, ChemBridge) foi triada a
uma concentracao de 20 uM usando o ensaio acoplado com a enzima diaforase (Figura 2.1).
O fator Z° ¢ um parametro estatistico amplamente usado para monitorar a qualidade de
ensaios de HTS, podendo refletir tanto a faixa dinamica de sinal do ensaio quanto a variagao

111,112 4
7 Além de poder ser usado

dos dados associadas com medidas deste sinal (Equacdo 2.4).
validacdo de ensaios, pode também ser empregado no controle de qualidade de cada placa de

ensaio preparada durante uma campanha de HTS. Como pode ser observado na figura 3.5,
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todas as placas apresentaram um valor de Z’ acima de 0.5, o que implica em uma grande
janela de separacdo entre os sinais medidos para os controles positivos e negativos. A média

do fator Z’ calculado sobre as 93 placas preparadas na campanha de HTS foi de 0,80 + 0,03.
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Figura 3.5 — Fator Z’ calculado para todas as placas da campanha de HTS da 7cG6PDH
usando a biblioteca DIVERSet (ChemBridge).

A fluorescéncia medida em cada ensaio do HTS primério foi normalizada usando os
controles positivos e negativos presentes nas respectivas placas de ensaio, de modo que a
porcentagem de atividade fosse obtida para todas as moléculas testadas (Figura 3.6). A média
da atividade calculada sobre todas as moléculas da biblioteca DIVERSet foi de 93,6 + 6,2 %.
Um total de 96 moléculas reduziram a atividade da 7cG6PDH para menos de 62,5%,
equivalente a média da atividade normalizada menos cinco vezes o desvio padrdo, sendo

assim consideradas candidatas a hits.

LT e R ST T T R 124.6 % (Média + 5DP)
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Figura 3.6 — Resultado da campanha de HTS da 7cG6PDH. A porcentagem de atividade
remanescente da enzima contra cada molécula da biblioteca DiverSet
(Chembridge) foi calculada usando os controles positivos e negativos de cada
placa. Todas as moléculas foram testadas a uma concentragdo de 20 uM.
Noventa e seis moléculas reduziram a atividade da 7cG6PDH para menos de
62,5%, sendo consideradas candidatas a hit.
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3.4 — Confirmacao dos Hits por Ensaio Ortogonal

As 96 moléculas consideradas candidatas a hit foram recuperadas das placas da
colecdo de moléculas e retestadas contra a 7cG6PDH usando um ensaio direto, onde a
producdo de NADPH ¢é acompanhada por medidas de fluorescéncia. Nesse ensaio
confirmatério as moléculas foram diluidas serialmente em tampao de reac¢do, de modo que
pudessem ser testadas em uma faixa de concentragdo de 40,0 a 0,3 uM. Apenas 22 das 96
moléculas retestadas mostraram alguma atividade no ensaio direto, entretanto apenas 10
moléculas que mostraram uma relagdo entre a concentragdo e a resposta foram selecionadas
para os estudos subsequentes (Figura 3.7). Uma possivel explicacdo para o nimero
relativamente baixo de moléculas com atividade confirmada pode estar relacionada a
limitacdes impostas pela metodologia usada nos ensaio ortogonal. Nestes ensaios, a reagao
enzimatica foi monitorada medindo a formag¢ao de NADPH, uma molécula que fluoresce em
um comprimento de onda (Apxeem: 340/460 nm) que € suscetivel a interferéncias na deteccio

por outras moléculas organicas.

3.5 —Caracterizacao dos Hits e Derivados

A partir dos 10 hits selecionados nos ensaios ortogonais, foram recuperados 100

andlogos no site da empresa Chembridge (http://www.hit2lead.com/). Essas moléculas podem

ser agrupadas em 7 classes quimicas, com a seguinte distribuicdo: 80 quinazolinonas, 15
quinolinas, 7 tienopirimidinas, 3 quinazolinas, 1 benzoquinona, 1 cromenoindol, 1 benzoxazol,
1 indolinona e 1 benzosulfonamida. As 110 moléculas foram adquiridas na forma de pé e
solugdes estoques foram preparadas usando o solvente DMSO.

Para determinar quais das 110 moléculas inibiam a 7cG6PDH resolvemos usar o
ensaio acoplado com a diaforase. A escolha pelo ensaio acoplado foi baseada na possibilidade
de se eliminar falsos positivos usando um contra ensaio simples, onde se descarta as
moléculas que apresentarem atividade contra a diaforase. Como mencionado anteriormente,
ensaios bioquimicos usados para avaliar a atividade de substancias quimicas estdo sujeitos a

108,109,113
Quando a

interferéncias que podem levar interpretacdes equivocadas dos resultados.
interferéncia de uma molécula organica € reprodutivel e dependente da concentragdo, se torna
especialmente dificil diferenciar se a atividade da molécula orgéanica € contra o alvo bioldgico

. A . 11
estudado ou resultado de interferéncias.''?


http://www.hit2lead.com/
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Figura 3.7 — Moléculas consideradas hits e resultados dos ensaios ortogonais. As 10
moléculas representadas foram selecionadas para os estudos subsequentes por
apresentarem um efeito dependente da concentragdo. Conforme serd mostrada
a seguir, as moléculas 5160354, 6130303, 6985461 e 7708424 acabaram

sendo caracterizadas como falsos positivos.
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As principais fontes de interferéncia estdo relacionadas a: 1) inibicdo inespecifica,
causada por moléculas altamente reativas ou que inibem outras enzimas usadas nos ensaios
que ndo sdo o alvo bioldgico; 2) agregacdo promiscua, causada por moléculas que formam
agregados que sequestram o alvo em sua superficie inativando a enzima; e 3) interferéncias na
tecnologia de detec¢do, causada por moléculas que, por exemplo, absorvem luz ou apresentam
fluorescéncia no comprimento de onda usado para detec¢do do sinal.

Dentre as moléculas adquiridas junto a ChemBridge, 4 inibiram a diaforase em 30%
ou mais a 20 uM (Tabela 3.1) e foram excluidas dos ensaios de caracterizacdo. As 106
moléculas restantes foram inicialmente testadas contra as G6PDH de T. cruzi € humanos a 80
uM. Trinta e seis moléculas foram capazes de inibir a TcG6PDH em 40% ou mais, sendo que
14 delas também apresentaram algum efeito inibitério contra a HsAG6PDH (Figura 3.8).
Dentre as moléculas com atividade contra a 7cG6PDH, 5 pertencem a classe das
tienopirimidinas (Figura 3.8-A) e 31 das quinazolinonas, subdivididas em dois subgrupos
onde um contem derivados de anilina conectados C2 da quinazolinona (Figura 3.8-B) e outro
contendo uma piperazina ligada ao C2 (Figura 3.8-C). A molécula 6730303 (Figura 3.7) e

seus derivados ndo tiveram atividade confirmada.

Tabela 3.1 — Moléculas excluidas da lista de hits da 7cG6PDH por apresentarem atividade
contra a enzima diaforase.

Codigos 5160354 6138697 6985461 7708424
QOH
L U\ ot M, —
struturas - : rn, P 6 % =, o el ) .
o) &1 e ) ‘Wi E_{;.,u_;}" o °
-.':""I"C-‘ i [}
AR20? 31,313 % 62,0+1,6 % 70,0+ 1,4 % 54119 %

? — Atividade enzimatica remanescente obtida na presenca de 20 uM da molécula testada.
Valores apresentados representam média e desvio padrao.
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Figura 3.8 — Efeito dos derivados de tienopirimidinas e esteroides (A), quinazolinonas (B) e
quinazolinonas-piperazina (C) sobre as GO6PDH de T. cruzi e humanos. DHEA,
EA e 16BrEA (estruturas na figura 18, pag. 40) foram incluidas para ilustrar a
falta de seletividade dos esteroides, reduzindo a atividade de ambas as enzimas.
As estruturas das outras moléculas estdo apresentadas nas tabelas 3.2, 3.3 e 3.4.

As moléculas que a 80 uM reduziram a atividade da G6PDH de T. cruzi e/ou humanos
para menos de 60% foram usadas em ensaios de concentragdo-resposta para determinar os
valores de ICsy. Nestes experimentos foi possivel determinar os valores de ICso para 31 novos
inibidores da 7cG6PDH, que cobriam uma faixa de 1,1 a 86,7 uM. Usando o software
SARANEA,” os novos inibidores foram separados de acordo com sua similaridade estrutural

em 3 grupos: tienopirimidinas, quinazolinonas e quinazolinonas-piperazina (Figura 3.9). O
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grupo das tienopirimidinas contem 5 moléculas ativas, com valores de ICsy entre 4,0 e 82,0
uM (Tabela 3.2). O grupo das quinazolinonas contem 20 inibidores com valores de /Csp na
faixa de 1,1 a 86,7 uM (Tabela 3.3). Finalmente, o grupo com quinazolinonas-piperazina

possui 6 moléculas ativas com valores de ICsg entre 2,9 e 25,4 uM (Tabela 3.4).

Quinazolinonas-piperazina (6) Tienopirimidinas (5)
29 uM <ICs, <25.4 pM 4.0 uM < IC;, < 82.0 pyM

Quinazolinonas (20) Esteroides (3)
1.1 pM = IC,( < 86.7 pkM 0.3 pM = IC; 26.7 pM

Figura 3.9 — Agrupamento dos inibidores da 7cG6PDH por similaridade estrutural. Além do
grupo formado por esteroides previamente descritos (DHEA, EA, e 16BrEA),
trés novos grupo sdo observados, um contendo 20 quinazolinonas e outros dois
menores com 6 derivados de quinazolinonas-piperazinas e 5 derivados de
tienopirimidinas. Cada molécula € representada por uma esfera, colorida de
vermelho (mais potente) a verde (menos potentes). Os valores de ICsy estdo
reportados na tabela 3.2 (tienopirimidinas), 3.3 (quinazolinonas), 3.4
(quinazolinonas-piperazinas) e 3.5 (esteroides). A relacdo entre a estrutura e
atividade destes inibidores sera discutida no item 3.8. O agrupamento foi feito
usando um indice de similaridade de 0,7, baseado no coeficiente de Tanimoto.
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Tabela 3.2 - Atividade das tienopirimidinas sobre a glicose-6-fosfato desidrogenase de 7.
cruzi (TcG6PDH) e humana (HsAG6PDH).

TcG6PDH HsAG6PDH
Codigo/Estrutura ARS0* ICs (IC95)°¢ ARS0"
7864332
(o}
49,8 uM
Hz:}_(}rujw 34,5+2,7 % 453 —5477) 92,6 +8,6 %
5
7950825
=]
H’Z}—)j::)w 21,0 £2.8 % (141155’8_“11;43) 108,1 6,0 %
4 I
7955679
o 8,7 uM
m}mw\@ 93+1,6% 83-9.1) 102,0 5,3 %
N
7963739
. b—}ﬂ Y 4,0 £0,6 % (34330—“411\41) 94,4 +5,7 %
o -1 | j
7965246

82,0 uM
H_}_}:(Elw 51,5+6,1 % (73.6—0913) 97,1 £3,6 %
<]

“ AR80, atividade enzimatica remanescente obtida na presen¢a de 80 uM da molécula testada.
Valores apresentados representam média e desvio padrio; * ICsg, concentragdo do inibidor
que reduzir a velocidade de reagdo em 50%; © IC935, intervalo de confianga de 95%;
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Tabela 3.3 - Atividade das quinazolinonas sobre a glicose-6-fosfato desidrogenase de 7. cruzi
(TcG6PDH) e humana (HsAG6PDH).

TcG6PDH HsAG6PDH
Cédigo/Estrutura ARS0° ICs) (IC95)¢ ARS0° ICs) (IC95)¢ LS.
7972305
9 24,4 uM 74,8 uM
,é[\" : 32,0 2,6 % (222 -26.9) 66,1 3.4 % 702-797) >
9002823
o 13,1 uM
,d\" i 147£09% 57 Ny 8L0£83% - -
N
9033917
© 8,5 uM
i':[%" i 8,4 +04 % (78-92) 81,8+4.2 % - :
9040093
o 37,2 uM
21£31% 30 g RELS% - -
9074125
39,5 uM
M\ 31,1 2,1 % (36.1—433) 112,1+5,1 % - -
9116934
o 5.8 uM 22,6 UM
I:IILW- 10,8 1,0 % (53-63) 3[I£14% 515 )30 3,9
N
9119184
o 4,8 uM 9,2 uM
tj(j\ 0 T1x08% o Mh 167£09%  GrRo 19
H
9121488
a 3,0 uM 8,5 uM
éﬂl @,p 4,6+0,1 % (28-33) 155+09 % (80— 89) 2,8
H
9123884
2,0 uM 19,3 uM
m ,;0& 2,0+0,1% (18-22) 26,6 +0,8 % (183 -20.3) 9,7
9125232
F
o F——F 4,0 uM } c
A, [ 54,4 +3,7 % (36— 45) 102,5+8,5 %
éENAN
9126312
1,1 uM 8,3 uM
&:‘k p, 1,4+0,1 % (10— L1 159 +1,7 % (78-87) 7.5
N

Continua...
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Tabela 3.3 — Continuagao.

TcG6PDH HsAG6PDH
Cédigo/Estrutura ARS0* ICsy (IC95)°¢ ARS0° ICs) (IC95)¢ LS.
9126930
2.8 uM 23,9 uM
gll:k Q, S6x07%  sotg 24E5T% B 85
N
9127078
22 uM 20,4 uM
&LN i 48205%  ophn sSsE24%  glthl 9
N’I‘n
9127995 s o
) uM J7 uM
&t‘k" “@,o,ﬁ 52803% o5 les  B6222%  (sei'tol 95
9134127
F
o E 1,2 l.,lM c
|, ) 5 164£08% M 80.9 1,9 % - -
N
9148049
B 2,1 uM 7,0 uM
i:(:k ,ﬁ:" 2,103 % e 13,908 % e 33
N
9193366
o
54,632 % 36.9uM 99.2 + 6,0 % - -
| A“@ (31,6—43.1)
N
9210803
54,3 uM
M 205£20% ol 1015£71% - -
9232989 ]
86,7 uM
mﬁ 482434%  ortore 103.0£104% - -
9267114
F‘
16,5 uM
? X 5 23£18% 57N 980£42% : :
N

“ AR80, atividade enzimatica remanescente obtida na presencga de 80 uM da molécula testada.

Valores apresentados representam média e desvio padriio; ? ICsy, concentragdo do inibidor
que reduzir a velocidade de reagdo em 50%; ¢ IC95, intervalo de confianga de 95%;d LS.,
Indice de seletividade calculado dividindo os valores de ICsy obtidos para a HsAG6PDH
pelos obtidos para a TcG6PDH.
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Tabela 3.4 - Atividade das quinazolinonas-piperazina sobre a glicose-6-fosfato desidrogenase

de T. cruzi (TcG6PDH) e humana (HsAG6PDH).

TcG6PDH HsAG6PDH
Cédigo/Estrutura AR80° ICsy” (IC95)° AR80°
9040647
&N
3,1 uM
NA\N,ﬁ . 9.5+1,3 % (29— 3.4) 92,6 +4,9 %
9062385
&N
| 6,8 UM
"A"/\l 79+15% (64-7.3) 959+ 11,4 %
l\x"x.@
9068502
5%
| 2,9 uM
NgLN,ﬁ 34+02% 2.8-3.0) 83,4 +8,6 %
LN
108
9080528
%
19,5 uM
N’ku"j 15213 % (175 -217) 99,0 6,5 %
K/N\[j
9083961
N 11,2 uM
&LO 15,1 £0,8 % (105 12.0) 82,8 +6,7 %
6N
9193380
o]
A A 254 uM
B 4
A 25418 % (232 -27.9) 98.9+3,3 %
Mo N

“ AR80, atividade enzimatica remanescente obtida na presenga de 80 uM da molécula testada.
Valores apresentados representam média e desvio padrdo; ® ICsy, concentra¢io do inibidor
que reduzir a velocidade de reagdo em 50%; © IC95, intervalo de confianga de 95%.
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Os esteroides DHEA, EA e 16BrEA foram descritos anteriormente como potentes
inibidores incompetitivos da G6PDH de T. cruzi’* e humanos.”®”® Apesar dessas enzimas
compartilharem uma identidade sequencial de 48%, a semelhanca dos valores de ICs, obtidos
para os esteroides com a 7c- e HsA-G6PDH (Tabela 3.5; Figura 3.10-A) sugeria que alcangar
seletividade para esta classe quimica pode ser uma tarefa desafiadora. Entretanto, o fato da
TcG6PDH ser inibida por derivados de esteroides e a LmG6PDH, que compartilha uma
identidade de 64 % com a enzima de 7. cruzi, ndo ser afetada pelas mesmas moléculas chama
a aten¢do. Com base na identidade que as G6PDHs de tripanosomatideos compartilham
(aproximadamente 65%), € razodvel assumir que o sitio para inibidores incompetitivos deve
existir nas enzimas de distintas espécies. Assim, a indiferenca da LmG6PDH a presenca dos
esteroides sugere que pode haver diferencas nos sitios de inibidores incompetitivos entre as
G6PDHs de diferentes espécies que permitiriam a identificagdo de inibidores seletivos. A
campanha de HTS feita com uma colecdo de moléculas de grande diversidade quimica
(DIVERSet, ChemBridge) permitiu a identificacdo de novos inibidores da 7TcG6PDH
pertencentes as classes quimicas das tienopirimidinas € quinazolinonas. Ensaios com a
G6PDH de T cruzi e humanos usando os novos inibidores mostraram que inibicao seletiva da
enzima do parasita poderia ser alcancada em ambas as classes (Figura 3.8; Tabelas 3.2 a 3.4).
No caso das tienopirimidinas, mesmo o inibidor mais potente da 7cG6PDH nao afetava a
HsAG6PDH (Figura 3.10-B). Para as quinazolinonas, uma seletividade pronunciada foi

observada com derivados que carregavam uma piperazina ligada ao C2 (Figura 3.10-C).

Tabela 3.5 — Atividade dos esteroides sobre a glicose-6-fosfato desidrogenase de 7. cruzi
(TcG6PDH) e humana (HsAG6PDH).

TcG6PDH HsAG6PDH

Cédigo ARS8V ICs)” (IC95)¢ ARS80" ICs” (IC95)° LS.
DHEA B2208% a5 oo 186%17%  oWET 0s
EA 1,7£0,9 % (8’97’8_‘%0) 9,5+0,6 % (3%’247“;\516) 0.3
16BrEA 3,7+03 % (0?2’381_ %1,\;15) 11,8+0,6 % (0%83_*(‘)1’\2 6 20

“ AR80, atividade enzimatica remanescente obtida na presenga de 80 uM da molécula testada.
Valores apresentados representam média e desvio padrdo; ® ICsy, concentra¢io do inibidor
que reduzir a velocidade de reagdo em 50%; © IC95, intervalo de confianga de 95%;d LS.,
Indice de seletividade calculado dividindo os valores de ICsy obtidos para a HsAG6PDH
pelos obtidos para a TcG6PDH.
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* IC5o C%PPH = 0 31 UM * ICsq T CePOH = 4 0 UM ® [C5o"C%P0H = 2 9 UM
C95% = 0.28 a 0.35 uM C95% =38a4.1uM C95% =2.8a3.0 M
a ICSOHB \G6PDH =063 pM - ICMHS \G6PDH >>> B0 }JM o ICSOH‘ AVG6PDH >>> 80 HM

C95% = 0.60 a 0.66 uM

%Atividade
%Atividade

v T ™~

0001 001 01 1 10 100 0.01 0.1 1 10 100 0.01 0.1 1 10 100
[16BrEA] (1M) [7963739] (M) [9068502] (M)

Figura 3.10 — Curvas concentracdo-resposta do esteroide 16BrEA (A), da tienopirimidina
7963739 (B) e da quinazolinona 9068502 (C) para a TcG6PDH (e) e
HsAG6PDH (o). Os novos inibidores identificados por HTS apresentam uma
seletividade que ndo foi observada para os esteroides descritos como
inibidores da G6PDH.

3.6 — Mecanismo de Inibicao

A atividade da G6PDH ¢ altamente suscetivel a modulagao por inibidores derivados de
DHEA. Os esteroides que inibem a G6PDH o fazem por um mecanismo incompe'citiv0,74’76’77
indicando que o complexo ternario G6PDH-G6P-NADP*, ou uma espécie subsequente,
possui um sitio druggable para interacdo com inibidores. Por este motivo, seria esperado que
em uma campanha de triagem de inibidores com a G6PDH fossem encontrados, inibidores
potentes que atuassem por um mecanismo do tipo incompetitivo. Surpreendentemente, nas
campanhas de HTS da HsG6PDH® e PfGluPho® (glicose-6-fosfato desidrogenase 6-
fosfogliconolactonase de P. falciparum) nenhum inibidor incompetitivo foi reportado.

Para determinar o mecanismo de atuacdo dos novos inibidores da 7cG6PDH
identificados por HTS, escolhemos as moléculas 7955679, 9126312 e 9068502 como
representante da classe das tienopirimidinas, quinazolinonas e quinazolinonas-piperazinas. Os
gréficos duplo-reciproco obtidos para os trés inibidores, variando a concentracdo de G6P ou

NADP’, revelam curvas paralelas condizentes com um mecanismo de inibi¢do incompetitivo

(Figura 3.11).> Os valores de aK; obtidos estdo reportados na tabela 3.6.
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Figura 3.11 — Gréficos duplo-reciproco de ambos os substratos da 7cG6PDH obtidos

titulando os inibidores identificados por HTS. Curvas paralelas caracteristicas
de inibidores incompetitivos, que reduzem tanto os valores aparentes de Ky,
quanto de Vp,x com aumento da concentracdo do inibidor, foram obtidas na
titulacdo da tienopirimidina 7955679 (A), quinazolinona 9726312 (B) e
quinazolinona-piperazina 9068502 (C). Os pontos de interceptacdo no eixo
das abcissas (X) e ordenadas (Y) correspondem aos valores de -1/Ky, € 1/Vipax,
respectivamente. Os valores de aK; estdo reportados na tabela 3.6.

Tabela 3.6 — Valores de oK; dos inibidores incompetitivos da TcG6PDH obtidos contra o

substrato G6P e cofator NADP™*.

oK; (uM)*
G6P NADP*
7955679 2,26 £ 0,07 2,02 £0,04
9126312 0,36 + 0,02 0,42 + 0,01
9068502 1,31 £0,05 0,64 + 0,02

“ — erro reportado: desvio padrio.
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3.7 — Relacao entre Estrutura e Atividade dos Novos Inibidores da
TcG6PDH

3.7.1 — Derivados de Tienopirimidinas

A andlise da relacdo estrutura-atividade (REA) dos derivados de tienopirimidinas
indicam que a presenca do grupo carboxamida no C6 e um grupo hidrofébico no N3 (R1) sdo

relevantes para inibi¢do da 7cG6PDH (Figura 3.12).

Essencial
At_p{lga d 0 Necessaria
IVICSCe «&n Presenca

/~ HzN \\‘ N}(Ml”de Gl'upOS

o : /ﬂ Hidrofébicos
b 0/' S N

N
S

Figura 3.12 - Ilustrac@o das principais relacdes entre estrutura e atividade observadas para os
derivados de tienopirimidinas.

A importancia da carboxamida para a atividade das tienopirimidinas se torna evidente
quando o inibidor 7955679 (Tabela 3.2) é modificado nesta posi¢ao, gerando duas moléculas
inativas (Figura 3.13). Além disso, a comparacao dos valores de ICsy das moléculas 7950825,
7864332 e 7965246 (Tabela 3.2) sugere que cadeias alifaticas longas favorecem a inibi¢ao da
enzima. Finalmente, tienopirimidinas com poténcia na faixa de baixo micromolar sao obtidas
quando grupos aromdticos estdo conectados a N3. Como essas moléculas apresentam boa
atividade para a enzima de 7. cruzi e ndo afetam a enzima humana (Figura 3.10), futuras

modificacOes na cadeia lateral ligada a N3 se mostram promissoras.

7955679 7587286 7954424
D o] ! 5
I | h |
MM L Ju._N,ﬂ.h_,ex__,,e.-% .. Py A N
i é" _r_"./' M - L— W F o ] - =9
D}:I ‘S-I"N-’J !-\.:J S.-Jl_N_-"'.-’ '\l-\._‘__.'_-,'.'-" ljﬁS”JHN‘;J [l:\.::?
1 C 50 = 8, 7 ﬂM _ B
(8,3a9,) AR80 =91,1+2,6% AR80 = 108,6 + 5,3 %

Figura 3.13 — Ilustracdo da importancia do grupo carboxamida para atividade das
tienopirimidinas contra a 7cG6PDH. Valores entre parénteses representam o
intervalo de confianca de 95%. AR80 ¢ a atividade enzimatica
remanescente obtida na presenca de 80 uM da molécula testada.
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3.7.2 — Derivados de Quinazolinonas

O conjunto das quinazolinonas era composto de 80 derivados, sendo que 21 deles
apresentavam uma piperazina ligada ao C2. Conforme serd detalhado a seguir, a andlise dos
resultados obtidos com esse conjunto de moléculas resultou nas seguintes padroes de REA: a
adi¢do de substituintes volumosos em C7 (R3) é proibida uma vez que gera moléculas
inativas; o grupo cetona em C5 € essencial para a atividade; metil em C4 (R2) pode aumentar
levemente a seletividade para a enzima do parasita mas também pode reduzir a poténcia das
moléculas; finalmente, substituintes hidrofobicos na extremidade do C2 (R1) sdo essenciais
para a atividade e variacdes destes grupos tem efeito tanto na poténcia quanto na seletividade

(Figura 3.14).

’,-s ——

Essencial para 3 (’ ™\ Grupo metil tolerado podendo
atividade (\ 0/’ \B_Z,} aumentar seletividade

NN
o /j\ ‘5 1 Grupos hidrofébicos
('st N NH Q\__U Necessarios
Substit;:intes A
Volumosos Substituicdo
Proibidos por piperazina

aumenta seletividade

Figura 3.14. Ilustracdo das principais relacdes entre estrutura e atividade observadas para os
derivados de quinazolinonas.

A incorporacdo de substituintes ao C7 (R3) do motivo quinazolinona é deletério para a
atividade destas moléculas (Figura 3.15). Substituintes volumosos como os grupos fenil, furil
ou tienil sdo totalmente proibidos, gerando moléculas inativas. Do mesmo modo, sao
proibidos grupos metoxifenil, butilamino, hidroxifenil e metilfenil. Apesar de algumas
moléculas ativas apresentarem um grupo metil em C7, em geral elas apresentam valores de

ICs elevados quando comparadas com moléculas sem nenhuma modificacao (tabela 3.3).
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Figura 3.15 — Tlustracdo mostrando a relacdo estrutura-atividade da posicdo C7 (R3) das
quinazolinonas contra a TcG6PDH. Um aumento no volume do substituinte
R3 causa uma diminuicao na atividade. Em parénteses estdo os intervalos de
confianga de 95%. AR80 ¢ a atividade enzimatica remanescente obtida na
presenca de 80 uM da molécula testada.

A remocao da cetona C5 da quinazolinona gera uma quinazolinamina inativa a 80 uM,
0 que sugere que a presenca de um aceptor de hidrogénio nesta posi¢do deve ser essencial
para atividade das quinazolinonas.

Com relagdo as substituicoes no C4 das quinazolinonas (R2), a adicdo de um grupo
metil tem um efeito discreto sobre a atividade das moléculas sobre a TcG6PDH. Isso pode ser
observado para os seguintes pares de moléculas: 9126312 e 9126930, 9123884 e 9127995;
9121488 e 9116934; 9134127 e 9125232 (Tabela 3.3). Uma interessante observacdo com
relacdo a posicdo C4 vem da molécula 9748049, que com um metil gera a molécula 9127078.
A molécula metilada apresenta um indice de seletividade 2,8 vezes maior que a molécula
original, sugerindo que essa posi¢do poderia ser explorada para aumentar seletividade.

A respeito da posicdo R1 das quinazolinonas, foi observado que todos os derivativos
ativos possuiam um anel aromatico conectado ao C2 através de uma amina (Tabela 3.3) ou
piperazina (Tabela 3.4). A importincia do anel aromdtico em R1 para a atividade das
quinazolinonas é refor¢ada pelo estudo do fragmento 2-amino-5-quinazolinona, que reduz a
atividade da 7cG6PDH em aproximadamente 10% quando testada a 80 uM, enquanto as
moléculas 9126312 e 9148049 (Tabela 3.3; Figura 3.8) praticamente levam a inibi¢do total da
enzima na mesma concentracao.

Uma analise dos radicais em posicdes orto, meta € para do motivo anilina (R1) traz

algumas conclusdes interessantes. Primeiro, a mudanca do grupo metoxi da anilina da
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orientagdo para no derivado 9074125 (Tabela 3.3) para a orientagcdo orto gera uma molécula
inativa contra a G6PDH. A comparacdo das moléculas 9119184, 9126930, 9127078, 9127995,
9116934 e 9125232 (Tabela 3.3) mostra que a adicdo de um metil, metoxi, flior ou
trifluormetil nas posi¢des meta ou para do motivo anilina tem efeito discreto no ICsy das
moléculas sobre a TcG6PDH. Entretanto, os derivados com um metil (97126930 ou 9127078)
ou metoxi (9127995) apresentam poténcia reduzida para HsAG6PDH se comparados ao
derivado 9119184, que ndo apresenta modificacdes na anilina ligada ao C2. Esse efeito
antagonista sobre as enzimas do parasita e humana causa um pequeno aumento na
seletividade das moléculas para TcG6PDH.

Para moléculas contendo uma metil-anilina ligada a C2 da quinazolinona, a adi¢ao de
um segundo grupo metil reduz a atividade das moléculas resultantes sobre a 7cG6PDH. Isso
pode ser observado comparando as moléculas 9148049 e 9002823 com os derivados 9033917
e 9232989, respectivamente (Tabela 3.3). Vale destacar que a molécula 9033917 nao inibe a
enzima humana a 80 uM, apesar de ter um ICsy aproximadamente 4 vezes maior que a
molécula 9148049.

Uma notdvel seletividade € observada para os derivados de quinazolinona quando uma
piperazina faz uma ponte entre o C2 e um anel aromético (Tabela 3.4). Tomando a molécula
9062385 como referéncia, notamos que a substituicdo do anel fenil por um grupo p-
metoxifenil (9068502) ou o-fluor-fenil (9040647) gera os dois derivados mais potentes deste
conjunto de moléculas (Figura 3.16). A mudanca grupo p-metoxifenil da molécula 9068502
para o-metoxifenil na molécula 9076123 leva a uma reducio considerdvel na atividade.
Similarmente, a mudanga do fldor ligado ao grupo fenil da posi¢cdo orfo na molécula 9040647
para orientacdo para no derivado 9083961 leva a uma reducdo no ICsy de 3,6 vezes (Tabela
3.4; Figura 3.16). Além disso, a substituicdo do grupo fenil da molécula 9062385 por piridina
ou pirimidina nos derivados 9080528 e 9193380, respectivamente, reduz consideravelmente o

ICsy das moléculas (Tabela 3.4; Figura 3.16).
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Figura 3.16 — Atividade de derivados de quinazolinonas-piperazinas contra a 7cG6PDH. Em
parénteses estdo os intervalos de confianca de 95%. AR80 é a atividade
enzimatica remanescente obtida na presenca de 80 uM da molécula testada.

Finalmente, na figura 3.17 estdo representadas as estruturas de alguns derivados de

quinazolinonas-piperazinas que mostraram alguma atividade para a TcG6PDH a 80 uM, mas

que ndo tiveram o valor de ICsy determinado por limitacdes imposta pela solubilidade da

molécula em tampao aquoso. Conforme predito, os derivados com grupo metil no C7 do

motivo quinazolinona (9034734, 9125403 e 9132877) acabam tendo atividade reduzida. Além

disso, nota-se que modificacdes no grupo fenil ligado ao motivo piperazina podem ter

resultados negativos para a atividade contra a 7cG6PDH.
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Figura 3.17 — Atividade de derivados de quinazolinonas-piperazinas contra a TcG6PDH.
AR80 ¢ a atividade enzimatica remanescente obtida na presenga de 80 uM da
molécula testada. Valores reportados referem-se as médias e desvios padroes.
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4 — Inibicao da G6PDH de L. mexicana por Quinazolinonas

4.1 — Producao e Purificacdo da LmG6PDH

Como descrito na metodologia, o gene da LmG6PDH foi clonado em um vetor de
expressdo da familia pET de modo que ao ser traduzida a proteina possui uma cauda de
histidina N-terminal.”” Deste modo, a proteina recombinante foi recuperada do lisado
bacteriano usando uma cromatografia de afinidade (Figura 4.1). A amostra obtida nesse
processo apresentava algumas proteinas de baixo peso molecular, que foram removidos por
cromatografia de exclusdo molecular para se obter uma amostra homogénea da LmG6PDH

(Figura 4.2).

(A)

LmG6PDH
65,8 kDa

Figura 4.1 — Cromatografia de afinidade da LmG6PDH. A) Cromatograma mostrando
porcentagem do tampao B3 usado para gerar gradiente de imidazol (20, 40, 80,
200, 400 e 1.000 mM). Setas no cromatograma indicam as fracOes usadas no
SDS-PAGE, numeradas de acordo com as colunas do gel. B) Gel de
poliacrilamida 12% mostrando que a LmG6PDH elui com 80 ¢ 200 mM
imidazol (colunas 7-9), apresentando contaminantes de baixo peso molecular.
Proteinas reveladas com Azul de Coomassie. Coluna M, marcador de massa
molecular.
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Figura 4.2 — Cromatografia de exclusdo molecular da LmG6PDH. A) Cromatograma de
eluicdo isocrdtica mostrando o perfil de eluicio das proteinas. Fragdes
indicadas por nimeros foram analisadas por SDS-PAGE. B) SDS-PAGE das
amostras obtidas durante cromatografia mostrando que a LmG6PDH (coluna 2)
foi separada de outras proteinas de baixo peso molecular (colunas 3 e 4). Gel
de poliacrilamida 12% revelado com Azul de Coomassie. Coluna M, marcador
de massa molecular.

4.2 — Atividade Catalitica da LmG6PDH

A fim de avaliar a atividade da LmG6PDH purificada, foram realizados ensaios
cinéticos com a enzima. Os valores de K, do G6P e do NADP" obtidos para a LmG6PDH
(Figura 4.3) estavam dentro do esperado, ja os valores de afinidade (Kgsp € KnaDpP+)

reportados anteriormente para o substrato e cofator eram iguais a 74,5 + 3,0 e 12,1 £ 0,5,

respectivamente.
KMGPP-GG‘ =46,3 +1,0 uM Kmapp-NA[Po =7,76 + 0,55 uM
Vinax PP = 10,71 0,05 uM.min"! Vinax PP MAPP* = 11,68 +0,19 uM.min™!

15 -
10 . - = 10
s £
- =
< e
> 5 = 5-

0 T T T T T 0 T T T T T
0 50 1000 1500 2000 0 50 100 150 200
[G6P] (1M) [NADP*] (uM)

Figura 4.3 — Grificos de Michaelis-Menten do G6P e NADP" para a LmG6PDH. Os valores
de K, e Vinax aparentes estdo reportados acima das curvas de Michaelis-Menten.
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4.3 — Inibicao da LmG6PDH por derivados de Quinazolinona

A capacidade de androstanas e pregnanas modular a atividade de G6PDH de
mamiferos foi descrita pela primeira vez a quase sete décadas’ e estudos posteriores

76,77

revelaram um mecanismo a¢do incompetitivo para essas moléculas. Mais recentemente,

foi demonstrado que derivados de DHEA inibem a G6PDH de Trypanosoma pelo mesmo

7274 mas ndo tém efeito sobre a LmG6PDH.”

mecanismo,

Uma interessante observacdo sobre a G6PDH de L. mexicana é que esta enzima
compartilha uma identidade relativamente alta com as enzimas homdlogas de T. cruzi, T.
brucei e humanos (64, 62 e 50%, respectivamente). Assim, seria esperado que o sitio de
interacdo com inibidores incompetitivos fosse preservado na LmG6PDH. Como a quantidade
de derivados de esteroides testado contra a LmG6PDH foi restrita (DHEA e EA),73 uma das
nossas hipéteses é que outros inibidores incompetitivos poderiam inibir esta enzima. Para
testar essa hipotese resolvemos avaliar se os novos inibidores da 7cG6PDH identificados por
HTS poderiam ter algum efeito sobre a enzima de Leishmania. Sete derivados de
quinazolinonas mostram efeito inibitério contra a LmG6PDH, possuindo valores de I/Csy na
faixa de 12,5 a 42,1 uM (Tabela 4.1).

A comparagdo derivados de quinazolinonas ativos contra a LmG6PDH e TcG6PDH
mostra algumas diferencas notdveis. Primeiro, que os inibidores sdo menos potentes contra
enzima de Leishmania. Uma diferenca de até 16,5 vezes nos valores de /Csy de um mesmo
derivado pode ser observada, como no caso do derivado 9123884 que possui valores de ICs
iguais a 2,0 e 33,0 uM para as enzimas de T. cruzi e L. mexicana, respectivamente. Segundo,
que nenhum derivado com grupo metil em C4 (figura 3.14) possui atividade para LmG6PDH.
Todos os derivados de quinazolinonas contendo o motivo piperazina testados contra as
G6PDHs possuem um metil em C4, o que pode explicar porque nio se observou inibi¢ao da
LmG6PDH por essas moléculas. Assim, estudos de inibicdo da LmG6PDH por
quinazolinonas-piperazinas, que ndo contenham gurpo metil em C4, podem levar a

identificacdo de inibidores mais potentes e potencialmente seletivos.
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Tabela 4.1 - Atividade das quinazolinonas sobre a glicose-6-fosfato desidrogenase de L.
mexicana (LmG6PDH) e humana (HsAG6PDH).

LmG6PDH HsAG6PDH
Cédigo/Estrutura ARS0° ICs) (IC95)¢ ARS0° ICs) (IC95)¢ I.8.1
7972305
o 42,1 uM 74,8 uM
,éf‘" : 40,7 +2,5 % (373 - 47.4) 66,1 + 3,4 % (702 -79.7) 1,8
9002823
o 23,0 uM
,d\" i 33,1 0,7 % (217245 81,083 % - -
]
9033917
o 31,4 uM
@N i 29,4 +0,8 % (298 33.1) 81,8+42 % - -
9121488
9 15,7 uM 8,5 uM
&lgp 188+12% (145 - 16.6) 15,5+0,9 % (8.0 89) 0,5
H
9123884
33,0 uM 19,3 uM
gmwgo\ 298 +0,7 % (316 34.5) 26,6 0,8 % (183 -2023) 0,6
9126312
o 13,5 uM 8,3 uM
CI:J“\ Q/ 272 +1,7 % (129 - 14.1) 159+1,7 % (78-8.7) 0,6
N
9148049

12,5 uM 7,0 uM

=]
iﬁl,ﬁ) 154+04% N 139:£08% 64-75 056
N

“ AR80, atividade enzimatica remanescente obtida na presenga de 80 uM da molécula testada.
Valores apresentados representam média e desvio padrio; ® ICsy, concentracdo do inibidor
que reduzir a velocidade de reagdo em 50%; © IC935, intervalo de confianga de 95%;d LS.,
Indice de seletividade calculado dividindo os valores de ICs, obtidos para a HsAG6PDH
pelos obtidos para a LmG6PDH.

4.4 — Mecanismo de Inibicao

A molécula 9748049 foi usada nos experimentos de determina¢do do mecanismo de
inibi¢do das quinazolinonas sobre a enzima LmG6PDH (Figura 4.4). Assim como observado
para a TcG6PDH, os gréificos duplo-reciproco obtidos para a LmG6PDH variando a
concentracdo de G6P ou NADP" e titulando o derivado de quinazolinona 9148048, revelam

curvas paralelas condizentes com um mecanismo de inibi¢do incompetitivo. Esse experimento
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confirma nossa hipétese da existéncia de um sitio para interacao para este tipo de inibidores

na LmG6PDH. Entretanto, o fato de DHEA e EA nao inibirem a enzima de L. mexicana e as

quinazolinonas serem menos potentes para esta enzima, do que para as GOPDHs de T. cruzi e

humanos, sugere que o sitio de ligacdo de inibidores incompetitivos da LmG6PDH deve ser

mais restritivo.

0.061

0.00 1M 9148048
1.56 uM 9148048
3.13 uM 9148048
6.25 1M 9148048

|

000 002 004 006 008
1/[G6P]

o> 0O e

1lv

0.00 UM 9148048
1.56 uM 9148048
3.13 uM 9148048
6.25 1M 9148048

Figura 4.4 — Graificos duplo-reciproco de ambos os substratos da LmG6PDH obtidos
titulando o inibidor 9148049. Curvas paralelas obtidas sdo caracteristicas de
inibidores incompetitivos, que reduzem tanto os valores aparentes de K,
quanto de Vp.x com aumento da concentracdo do inibidor. Os pontos de
interceptacdo no eixo das abcissas (X) e ordenadas (Y) correspondem aos
valores de -1/Ky, e 1/Vnay, respectivamente. Os valores de oK; obtidos contra o
G6P e NADP" foram 1,89 + 0,05 uM e 1,70 + 0,06 uM, respectivamente.
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5 — Avaliacao do Efeito das Quinazolinonas e Tienopirimidinas sobre
Trypanosoma cruzi

A essencialidade da G6PDH para a sobrevivéncia de parasitas protozodrios foi
demonstrada anteriormente.”' Para o parasita Trypanosoma brucei, causador da doenca do
Sono em humanos e nagana no gado, tanto a deplec@o dos niveis de G6PDH quanto a inibicao
enzimdtica por derivados de DHEA levam o parasita 2 morte.”>”® Além disso, os esteroides
EA, 16BrEA e 16BrDHEA mostraram ser potentes inibidores da 7cG6PDH e t6xicos para a
forma epimastigota do parasita 7. cruzi T4

O efeito dos novos inibidores da 7cG6PDH pertencentes as classes das
tienopirimidinas, quinazolinonas e quinazolinonas-piperazinas sobre a viabilidade da forma
epimastigota do parasita 7. cruzi foi avaliada usando a cepa Y do parasito. Essa cepa foi
escolhida para os ensaios in vitro por ser moderadamente resistente ao benzonidazol,"'*'"?
droga que continua sendo a principal alternativa clinica para tratamento da doenca de Chagas.
Conforme mencionado no Capitulo 2 (Secdo 2.3), apds o tratamento com moléculas teste os
reagentes MTS/PMS foram wusados para determinar se os parasitos continuavam
metabolicamente ativos, levando a formacdo de formazan. Uma vez que células mortas
perdem rapidamente sua capacidade metabdlica, a conversio de MTS a formazan foi
correlacionada com viabilidade dos parasitos.

Inicialmente, os valores de ECsy de moléculas com comprovado efeito tripanocida
foram determinados usando forma epimastigota do parasita 7. cruzi (cepa Y) (Figura 6.1). Os
valores de ECsp obtidos para o benzonidazol, EA e 16BrEA reproduziam bem os dados

. 4,116,11
observados da literatura.”*!1®!!”

Benzonidazol Epiandrosterona (EA) 16BrEA
ECs = 10,1 (9,6 a 10,5) uM ECs; = 61,8 (57,9 a 65,9) M ECs;=13,9 (12,8 2 15,1) uM
—~ e ‘004: 1004
2 = 2
o D
3 : .| £
g g 504 T 504
2 2 3
fo P 54 pa 4
5 S 2 S 25
0 e ™ 07 T vy 0 o
1 10 100 1 10 100 1 10 100
[Inibidor] (uM) [Inhibitor] (uM) [Inibidor] (uM)

Figura 5.1 — Valores de ECsy do EA, 16BrEA e Benzonidazol para a forma epimastigota de T.

cruzi cepa Y. Os valores de ECsy obtidos estdo de acordo com os dados de
literatura.
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Dentre os inibidores da TcG6PDH pertencentes aos grupos das tienopirimidinas,
quinazolinonas e quinazolinonas-piperazina, os mais potentes (ICso’ ™" < 15 pM) foram
selecionados para realizar um ensaio de viabilidade a uma dose de 80 uM com a forma
epimastigota de T. cruzi cepa Y. Apesar das moléculas 7963739, 9040647, 9062385 e 9083961
apresentarem um /Csy para a 7cG6PDH menores que 15 uM (Tabelas 3.2 e 3.4), elas ndo
foram incluidas nestes experimentos, pois foram adquiridas em um momento posterior a
execugdo destes ensaios. Dentre as moléculas testadas, 14 derivados de quinazolinonas
reduziram a viabilidade do 7. cruzi para menos de 75%, sendo que 9 destas moléculas
reduziram a viabilidade abaixo de 25%, enquanto 1 tienopirimidina e 1 quinazolinona-

piperazina também mostraram uma atividade moderada contra o parasita (Figura 5.2).
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Figura 5.2 — Atividade tripanocida dos inibidores da glicose-6-fosfato desidrogenase. Estao
representados os derivados ativos ou moderamente ativos pertencentes aos
grupos das tienopirimidinas (barra cinza), quinazolinonas (barras brancas) e
quinazolinona-piperazina (barra tracejada). O benzonidazol (barra preta),
adicionado como controle, nao atua sobre a G6PDH. Todas as moléculas foram
testadas a uma concentragao de 80 uM com a forma epimastigota de 7. cruzi
cepa Y.

Os 9 derivados de quinazolinona que reduziram a viabilidade da forma epimastigota
de T. cruzi (cepa Y) para menos de 25% a uma concentracdo de 80 uM foram usados para
realizar ensaios concentragdo-resposta. Os valores de ECsy obtidos para estas quinazolinonas
(Figura 5.3) sdo da mesma ordem de grandeza que o valor observado para o benzonidazol

(Figura 5.1), farmaco atualmente usado para tratar a doenca de Chagas.
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Figura 5.3 — Ensaios concentracdo-resposta dos derivados de quinazolinona contra 7. cruzi
cepa Y. Os ensaios foram feitos com a forma epimastigota do parasito. Os
valores de ECsy foram obtidos por regressdo ndo-linear usando o software
GraphPad Prism. Em parénteses representam intervalos de confian¢a de 99%.
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Os tripanosomatideos utilizam preferencialmente glicose como fonte de energia
quando essa molécula estd disponivel, metabolizando este carboidrato majoritariamente pelas
vias glicolitica e de pentoses-fosfato.**’ Uma vez que os inibidores da TcG6PDH
encontrados até a presente data mostraram ser capazes de reduzir a viabilidade da forma
epimastigota do 7. cruzi quando este € cultivado em meio rico em glicose, espera-se que essas
moléculas possuam atividade contra as forma tripomastigotas encontradas no sangue
hospedeiro mamifero. Essa ideia € reforcada pelo fato da G6PDH ser essencial para a forma
sanguinea do T. brucei.”" A situacdo é um pouco diferente quando o parasito ndo tem glicose
disponivel, pois a manutencio do fluxo na via de pentose dependeria da via gliconeogénica. A
gliconeogénese jd foi demonstrada em Leishmania®™ e T. brucei*®, mostrando sem importante
para esses parasitos. No caso do T. cruzi, sabe-se que enzimas envolvidas no metabolismo de
aminodcidos sdo importante para a viabilidade de formas replicativas e infectivas do
parasita.” Além disso sabe-se que a G6PDH estd presente em todos os estdgios do ciclo
bioldgico do parasito, sendo que a forma amastigota intracelular € aquela com maior nivel de
expressdo da enzima.” Assim, é provavel que na forma amastigota de 7. cruzi, que pode
utilizar aminodcidos como fonte de carbono, o fluxo através da via de pentoses-fosfato seja
mantido através da gliconeogénese. De fato, inibidores da enzima 6PGDH (6-Fosfogliconato
Desidrogenase) afetam a proliferacio de formas amastigotas de Leishmania e T. cruzi,”
reforcando a idéia que a via de pentoses deve ter um papel essencial para os
tripanosomatideos. Estudos futuros serdo importantes para determinar se as quinazolinonas e
tienopirimidinas ativas contra a enzima 7cG6PDH possuem atividade contra as formas
tripomastigota e amastigota de 7. cruzi, bem como se essas moléculas sdo bem toleradas por

c€lulas de mamiferos.
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6 — Estudos Estruturais e Cinéticos das G6PDHs Truncadas

6.1 - Construcoes truncadas das G6PDHs de T. cruzi e L. mexicana

Até a presente data, foram determinas as estruturas das G6PDHs de apenas quatro
organismos, sendo eles Leuconostoc mesenteroides (LmesG6PDH), Micobacterium avium
(MaG6PDH), humanos (HsG6PDH) e Trypanosoma cruzi (IcG6PDH). As enzimas oriundas
de bactéria sdo as que apresentam maior resolucdo, podendo chegar a 2,0 A para
LmesG6PDH®' ¢ 2,3 A para MaG6PDH™. Para a HsG6PDH o modelo de maior resolugio
chega a 2.5 A. J4 no caso da TcG6PDH, existem dois modelos cristalograficos, sendo que o de
maior resolucdo (2.85 A) ndo possui nenhum ligante e o complexo com o G6P € de baixa
resolucao (3.35 A). A comparacdo das sequéncias de aminodcidos das G6PDHs de L.
mesenteroides (acesso: WP_010278795.1) e M. avium (acesso: WP_009975401.1) com as
enzimas de 7. cruzi (acesso: XP_820060.1), L. mexicana (acesso: AAO37825.1) e humanos
(acesso: NP_001035810.1) mostra que as proteinas de eucariotos possuem uma extensao em
N-terminal n3o observada em procariotos (Figura 6.1). Quando as primeira estruturas da
HsG6PDH foram resolvidas, percebeu-se que essa cauda N-terminal era desordenada. A
delecdo dos 25 residuos de aminodcidos iniciais resultou em uma variante da enzima humana
(HsAG6PDH) que produziu cristais melhores, que difratavam até uma resolugdo de 2,5A, sem
comprometer as propriedades cinéticas da enzima.®> #0118

No caso da TcG6PDH, duas metioninas (Metl e Met38) sdo encontradas na regido N-
terminal (Figura 6.1), levantando a hipdtese que duas formas da proteina poderiam ser
traduzidas pelo 7. cruzi. Embora a forma longa da enzima (7TcG6PDH; Metl a Ala555) seja
produzida pelo parasito,90 fol com a forma curta (7cG6PDH-S; Met38 a Ala555) que se
obteve os primeiros cristais da G6PDH de T. cruzi.¥’ Entretanto, conforme mencionado os
cristais da 7cG6PDH-S difratavam a uma resolucdo mdxima de 2,85 A. Visando a obtencdo da
estrutura de complexos das G6PDHs de tripanosomatideos com ligantes a uma maior
resolugdo, variantes das G6PDHs de T. cruzi (IcAG6PDH; Asp58 a Thr545) e L. mexicana
(LmAG6PDH; Ser60 a GIn551) (Figura 6.1). Genes contendo sequencias de nucleotideos que
codificam para a TcAG6PDH e LmAG6PDH foram clonadas em plasmideos do sistema pET
de modo que as proteinas eram produzidas com uma cauda de histidina que permitia sua

purificagdo por cromatografia de afinidade por metal.
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Figura 6.1 — Alinhamento das sequéncias de G6PDHs de T. cruzi (Tc), Humanos (Hs), M.
avium (Ma) e L. mesenteroides (Lmes). Metl (amarelo) e Met38 (azul) sdo os
primeiros aminodcidos da 7cG6PDH longa e curta, respectivamente. Asp58
(laranja) e Thr545 (vermelho) sdo o primeiro e dltimo residuo da 7cAG6PDH,

respectivamente. Ser60 (magenta) e GIn551 (verde) marcam o inicio e fim da
LmAG6PDH, respectivamente. Residuos que reconhecem o G6P (retangulos
vermelhos), NADP(H) catalitico (retdngulos azuis) ou NADP" estrutural
(retAngulos pretos) estdo destacados. As setas (|) indicam residuos que formam
uma cavidade abaixo do sitio do NADP(H) catalitico.
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6.2 — Producao e Purificacao da 7cAG6PDH e TcG6PDH-TEV

Estudos anteriores com a TcG6PDH mostraram que uma pequena quantidade da
enzima € obtida na forma soldavel por producio heteréloga em E. coli.”® Entretanto, de acordo
com os autores uma quantidade substancial da forma curta da enzima (7cG6PDH-S) era
obtida usando o mesmo sistema de expressdo. No caso da TcAG6PDH, cerca de 5 mg de
proteina solivel eram recuperados por litro de cultura, sendo que a amostra obtida na
cromatografia de afinidade apresentava bom grau de pureza (Figura 6.2). Quando essa
amostra era submetida a uma cromatografia de exclusdo molecular, uma amostra homogénea
de tetrameros da TcAG6PDH era obtida (Figura 6.3), o que estd de acordo com os dados

publicados para a TcG6PDH-S."’
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Figura 6.2 — Cromatografia de afinidade da 7cAG6PDH. A) Cromatograma obtido por
medida da absorbancia a 280 nm, mostrando gradiente do tampdo B. Setas no
cromatograma indicam as fragdes usadas no SDS-PAGE, numeradas de acordo
com as colunas do gel. B) Gel de poliacrilamida (Mini-PROTEAN TGX Stain
Free, BIORAD) obtido em condi¢@o desnaturante (SDS-PAGE) mostra que a
TcAG6PDH (coluna 5) elui com elevado grau de pureza quando concentracdo
de imidazol estd proxima de 200 mM imidazol. Detec¢do das proteinas feita
por fluorescéncia usando sistema de detec¢do livre de corante Gel Doc EZ
(BIORAD). Coluna M, marcador de massas em kDa.
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Figura 6.3 — Cromatografia de exclusdo molecular da 7cAG6PDH e andlise da estrutura
quaterndria. A) Cromatograma de eluic@o isocrdtica mostra que uma amostra
homogénea da proteina elui com uma estrutura quaterndria correspondente a
um tetrAmero (grafico do canto superior direito). B) SDS-PAGE da amostra da
TcAG6PDH (coluna 1) obtida na cromatografia. Gel (Mini-PROTEAN TGX
Stain Free, BIORAD) revelado com sistema de deteccdo Gel Doc EZ
(BIORAD). Coluna M, marcador de massas em kDa.

Como serdo apresentados nas proximas se¢oes, os parametros cinéticos da 7cAG6PDH

foram determinados por cinética do estado estaciondrio. Para comparar a atividade das formas

truncada e longa da enzima, a TcG6PDH foi produzida usando o mesmo sistema de expressao

empregado na obtencdo TcAG6PDH. A quantidade e o grau de pureza da TcG6PDH obtida em

um passo unico de purificagdo por cromatografia de afinidade foram considerados

satisfatorios para realizacdo dos ensaios planejados (Figura 6.4).
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6.3 — Producao e Purificacdo da LmAG6PDH

Similar ao observado para a forma truncada da G6PDH de T. cruzi, a LmAG6PDH
obtida na cromatografia de afinidade apresentava alto grau de pureza (Figura 6.5). Uma
amostra homogénea de dimeros da LmAG6PDH era obtida na cromatografia de exclusdo

molecular (Figura 6.6)

(A) (B)

~
‘Aa
S
kba 9 1 M2 3
250 -
1 150 p=
100 -
3000 4 100
e " '..LmAGGPDH
- 2000 2 o 50 58,1 kDa
T | 3 50 = 37 -
1000 l ' -
. 25 -
0+ = - & s ) 20 g
0 50 100 150 200 250 -
mL 15 -

Figura 6.5 — Cromatografia de afinidade da LmAG6PDH. A) Cromatograma mostrando a
absorbancia no UV e a porcentagem do tampdo B2, usado para gerar um
gradiente de imidazol. Setas no cromatograma indicam as fracOes usadas no
SDS-PAGE, numeradas de acordo com as colunas do gel. B) Gel de
poliacrilamida (Mini-PROTEAN TGX Stain Free, BIORAD) mostrando que a
LmAG6PDH (coluna 5) eluida com 200 mM imidazol apresenta alto grau de
pureza. Proteinas reveladas com sistema Gel Doc EZ (BIORAD). Coluna M,
marcador de massa molecular.
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Figura 6.6 — Cromatografia de exclusdo molecular da LmAG6PDH e andlise da estrutura
quaterndria. A) Cromatograma de elui¢do isocrdtica mostra que uma amostra
homogénea da proteina elui com uma estrutura quaterndria correspondente a
um dimero (grafico do canto superior direito). B) SDS-PAGE da amostra da
LmAG6PDH (coluna 1) obtida na cromatografia. Gel Mini-PROTEAN TGX
Stain Free (BIORAD) revelado com sistema de deteccdo Gel Doc EZ
(BIORAD). Coluna M, marcador de massas em kDa.

6.4 — Atividade Catalitica TcAG6PDH e TcG6PDH-TEV

Nos ensaios enzimdticos realizados com a 7cAG6PDH, a adi¢do de glicerol e NaCl ao
tampdao de reacdo eram essenciais para manter a enzima ativa. Esses aditivos sdo
classicamente usados para aumentar a solubilidade de proteinas em solugdo, muito
provavelmente atuando via estabilizacdo de cargas e interacdes hidrofébicas. Deste modo, o
efeito do NaCl e glicerol sobre a TcAG6PDH sdo provavelmente resultado do aumento da
solubilidade da enzima. Nestas condi¢des experimentais, 0 K,*** para G6P ¢ NADP" foram
306,1 £ 20,3 e 80,1 = 5,9 uM, respectivamente (Figura 6.7-A). Usando esta mesma condic¢ao
de ensaio, os valores de K,**® obtidos com 7cG6PDH-TEV foram 210,3 + 21,6 ¢ 47,4 + 4,3
uM para G6P e NADP", respectivamente (Figura 6.7-B). Apesar de levar a uma pequena
diminui¢do na afinidade do substrato e cofator, a remog¢ao dos 67 residuos de aminodcidos da
TcG6PDH gera uma forma truncada da enzima que € funcional e poderia ser empregada nos

ensaios de cristalizagdo.
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Figura 6.7 — Graficos de Michaelis-Menten para G6P ¢ NADP'. A) K,"" € Via™" obtidos
para TcAG6PDH. B) K,*"" € Via™* observados para a TcG6PDH-TEV.

6.5 — Atividade Catalitica da LmnAG6PDH e LmG6PDH

O K, do G6P e do NADP* obtidos para a LmAG6PDH (Figura 6.8) sdo
aproximadamente 4 e 2,6 vezes maior do que o valor observado para a forma longa da enzima
(Figura 4.3), respectivamente. Apesar de apresentar uma afinidade reduzida pelo substrato e
cofator quando comparada a enzima nativa, a G6PDH de L. mexicana truncada se mostrou

estavel e funcional, sendo considerada apta para realizacao dos ensaios de cristalizacdo.
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Figura 6.8 — Graficos de Michaelis-Menten do G6P e NADP" para a LmAG6PDH. Os valores
de K, e Vinax aparentes estao representados na figura.

6.6 — Ensaios de Cristalizacao das G6PDHs Truncadas

Nas triagens feitas com a LmAGO6PDH usando os kits de cristalizacdo comerciais
(Classics Suite, PGA e JCSG plus) ndo foram obtidos cristais da proteina. No caso da
TcAG6PDH, cristais obtidos na condi¢ao G1 do kit JCSG-plus (Figura 6.9) foram otimizados
de modo a se obter cristais apropriados para experimentos de difracdo de raios-X (Figura
6.10). Cristais bipiramidais da 7cAG6PDH obtidos na presenca de G6P e NADPH cresciam a
uma dimensao maxima de 0,3 mm em aproximadamente 15 dias e difratavam a uma resolugao

maxima de 2,65 A usando radiagdo sincrotron.

Proteina TeAG6PDH 10 mg.ml™ TeAG6PDH 10 mg.ml™
Ligante 2 mM NADP* 2 mM G6P + 2 mM NADPH
Tampao 20 mM Tris-HC1 pH 8,0 + 0,2 M NaCl 20 mM Tris-HCI pH 8,0 + 0,2 M NaCl

Cristais

Figura 6.9 — Cristais obtidos na triagem inicial da TcAG6PDH. Fotos do poco G1 do kit
JCSG plus, contendo 30 % jeffamina ED-2003 e 0,1 M HEPES pH 7,0.
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(A) (B)

Figura 6.10 — Cristalizacao da TcAG6PDH e padrao de difracdo de raios-X. A) Tipico cristal
da enzima truncada, obtido misturando 2 pL da solu¢do de proteina
(10 mg.ml‘1 TcAG6PDH, 5 mM de G6P, 2 mM NADPH, 20 mM Tris-HCI pH
8,0, 0,2 M NaCl, 5 mM B-ME) com 1 pL da pricipitante (27-32 % de jeffamina
ED-2003, 0,1 M HEPES pH 6,8-7,2). B) Padriao de difracdo da TcAG6PDH
obtido na linha 104 do Diamond usando detector do tipo Pilatus 2M.

6.7 — Estrutura da G6PDH de 7. cruzi

Dados de difracdo coletados na linha 104 do Diamond foram indexadas e os dados
integrados com o programa XDS, para entdo ser escalonados com o programa AIMLESS. As
estatisticas obtidas no processamento do conjunto de dados da 7cAG6PDH sdo apresentadas
na tabela 6.1.

Os célculos de substituicdo molecular posicionaram trés cadeias polipeptidicas na
unidade assimétrica (U.A.), nomeadas A, B e C. Durante o refinamento no espaco real
observou-se densidade eletrOnica para os residuos Pro62 a Tyr545, bem como uma molécula
de G6P e uma de NADPH, para todas as cadeias polipeptidicas presentes na U.A. A estrutura
da G6PDH de T. cruzi é o primeiro complexo ternirio obtido para enzimas homoldgas de
eucariotos. Duas alcas expostas para o solvente, cobrindo da Argl129-His136 e Ala290-Y?295,
foram mantidas no modelo final apesar de serem pouco ordenadas. Essas al¢cas ndo estavam

envolvidas em contatos cristalinos ou interagdo com ligantes.
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Tabela 6.1 — Estatisticas cristalograficas do complexo ternario da TcAG6PDH-G6P-NADPH.
Modelo final depositado no PDB sob o c6digo SAQI.

Coleta de Dados e Processamento

Numero de Imagens e Ao 2.000, 0,1°
Faixa de Resolucao (A) 49,13-2,65 (2,72-2,65)
Grupo Espacial 14,22
Parametro de Cela (A, ) a=b=154,95, c = 348,36
a=B=y=90°
Comprimento de Onda (A) 0,91741
Numero de Refleccdes Totais 508422 (39534)
Nimero de Reflexdes Unicas 58510 (4584)
Runerget (%) 12,9 (83,5)
Completeza (%) 95,4 (96,9)
<Illo(])> 11,1 (2,5)
Multiplicidade 8,7 (8,6)
Teor de Solvente (%) 60
Subunidades por unidade assimétrica 3
Fator de temperatura (Az) 39,6
Refinamento
Ryork§ (%) 19,99
Riree] (%) 22,55
R.m.s.d., ligacdes (A) 0,0048
R.m.s.d., ngulos (°) 1,0476
Residuos de aminoacido 1458
Numero de dtomos de proteina 11571
Numero de dtomos de solvente 253
Fator de temperatura médio (A%
Proteina — Cadeias A/ B/ C 43.0/46,9 /54,2

BG6 —CadeiaA/B/C
NDP - CadeiaA/B/C
Aguas

29,21/32,7/37,1
51,8/53,5/67,4
34,1

 _ Valores em parenteses sdo referentes a faixa de resolugio mais alta (2,72 a 2,65 A).

T Rumerge = Zhki 2 | i(hkD) - <I(hkl)> |/ Zp Z; I;(hkl), aonde Ii(hkl) é a intensidade da medida i da
refleccao hkl e (hkl)> é o valor médio de I;(hkl) para todas as medidas i.

§ Rwork = it | |Fobs| - |Feate| | /' Znr |Fobs|, aonde Fops € a amplitude do fator de estrutura
observada e F,c ¢ a amplitude do fator de estrutura calculada para o modelo.

9 Riree € 0 mesmo que Ry €xceto que este € calculado com um subconjunto (5%) dos dados

que foi excluido do refinamento.
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A andlise de Ramachandran da estrutura da 7cAG6PDH, feita wusando
MOLPROBITY,'® nio mostrou residuos em regides proibidas, sendo que 98% dos residuos
estavam em regides favordveis e 2% em regides permitidas. A sobreposicao das cadeias A, B e
C usando o esqueleto C* mostra que essas cadeias sdo praticamente idénticas, retornando um
valor de RMSD de 0,10 A (434 dtomos C%), 0,23 A (445 dtomos C*) e 0,17 A (448 dtomos C*)
ao se alinhar as cadeias AB, AC e BC, respectivamente.

A TcAG6PDH apresenta uma topologia similar a das enzimas homdlogas de bactéria e

81,85
humanos,

sendo composta de um dominio do tipo Rossmann (residuos Pro62 a Ile245) e
um dominio B + a (residuos Aso246 a Thr545) (Figura 6.11-A). O dominio Rossmann possui
6 folhas-P centrais cercadas por 3 a-hélices de cada lado. J4 o dominio  + o possui uma
extensa folha-f formada por nove fitas antiparalelas, que na HsG6PDH formam sitio de
ligacdo do NADP" estrutural. Na estrutura da TcAG6PDH ndo hé densidade eletrdnica para

suportar a presenca de um NADP™ estrutural.

(A)

Dominio Rossmann Cadela
e A" ouC
-« ¢ T e

NADPI! £ ‘ ! >
catalitico v . ]

il ¢
R

NADP 3 ;3 ' i/ \
Estrutural A\ n 4 \ ] s AW .
na HsG6PDH i X %9 3, -
- Cadeia ’ Cadeia
Dominio g +a A" ou B’ A'ouC

Figura 6.11 — Representacdo na forma de fitas e esferas da 7cAG6PDH e seus ligantes. A)
Estrutura de uma subunidade, mostrando o dominio Rossmann N-terminal
(laranja), dominio B + o C-terminal (cinza), NADPH (esferas magenta) e o
GO6P (esferas verdes). O sitio do NADP" estrutural na HsG6PDH est4 indicado
(elipse vermelha). B) Unidade biolégica da TcAG6PDH: residuos da interface
do tetrdmero sdo exclusivamente localizados no dominio B + o. Dois
tetrameros Unicos podem ser gerados a partir das subunidades da 7cAG6PDH,
um com a cadeia A e vizinhos relacionados por simetria (A', A" e A") e outro
usando o dimero formado pelas cadeias B e C e um dimero relacionado por
simetria (B' e C").
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Embora existam trés cadeias polipeptidicas na U.A. dos cristais da TcAG6PDH, a
unidade bioldgica esperada pode ser reconstruida por operacdes de simetria cristalografica.
Assim, o tetramero da TcAG6PDH pode ser formado pela unido de dois dimeros das cadeias
B:C o por quatro cadeias A (Figura 6.11-B). Nao ha diferencas significativas entre esses dois
tetrameros, sendo que em ambos, 0s contatos entre as cadeias para forma a unidade biolégica
sdo estabelecidos exclusivamente por residuos do dominio B + a. Cerca de 12 % da area
superficial de cada subunidade (equivalente a uma 4rea de aproximadamente 3250 A?) que

forma o tetramero esta envolvida no contato inter-cadeias.
6.8 — Sitio de Ligacao do G6P

A GOPDH catalisa a oxidacdo do G6P para produzir 6-fosfoglicono-6-lactona, que
possui uma ligagdo dupla entre o0 Cl1 e Ol, com concomitante redu¢io do NADP" pela

transferéncia de um ion hidreto para o C4 da nicotinamida (Figura 6.12).

o

His309 i\

[ )

0,P0 N) \N')‘ 0,pP0 = N)\
' |
© H
H O) = H N 4 I
—— OH H —0 H
OH | O
o NH,

H OH H OH 0 NH,
p-D-glicose- + NADP' 6-fosfoglicono- + NADPH + §*
6-fosfato S-lactona

Figura 6.12 — Esquema da reagdo catalisada pela GGPDH. Na TcG6PDH, o dtomo N°' da
His309 faz uma ligag@o de hidrogénio com o 0° do Asp246, formando o par
catalitico da enzima. O dtomo N® da His309 atua como base que abstrai o
préton da hidroxila do C1 do G6P, induzindo a transferéncia do hidreto do C1
para o C4 do motivo nicotinamida do NADP+. Como produto da reacdo, sio
formados 6-fosfoglicono-d-lactona e NADPH. Apenas o grupo nicotinamida
do NADP(H) esta representado na ilustragao.
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Na estrutura da 7cAG6PDH, o andmero-3 de G6P se encontra em uma conformagio
cadeira ‘C, e forma ligagdes de hidrogénio com as cadeias laterais de 11 residuos de
aminoacidos (Tabela 6.2). Esses residuos séo altamente conservados nas enzimas de humanos
e da bactéria L. mesenteroides.*™ A conformacdo adotada pelo G6P na TceAG6PDH orienta a
hidroxila do C1 na direcao do N da His309. Além disso, o N°' da His309 forma uma ligacdo
de hidrogénio com o 0% do Asp246. Essas interacdes estdo de acordo com o mecanismo de

H,%* onde o par catalitico, representado pela His 309 e

reacdo postulado para a G6PD
Asp246 na TcAG6PDH, ¢é responsavel pela abstracdo do préton no substrato (Figura 6.12 e

Figura 6.13-A).

Tabela 6.2 — Ligacdes de hidrogénio formadas pelo G6P com residuos da 7cAG6PDH (PDB
SAQI). As distancias reportadas referem-se a cadeia A.

Glicose-6-fosfato (G6P) TcAG6PDH Distancia (4)
- S istancia
Atomo Residuo Atomo
01 K217 N© 3,3
01 H309 N2 2.8
02 K217 N© 3,1
02 D304 0! 2,6
03 D304 0% 25
03 K403 N© 2.8
04 E285 0% 25
04 K403 N© 3,0
01 - PO, Y248 o" 2.7
01 -PO, Q437 N* 2,9
02 - PO, H247 N 2,6
02 - PO, K251 N© 2.9
03 - PO, R408 N™ 3,5

A comparacdo entre o complexo terndrio 7cAG6PDH-G6P-NADPH e o complexo
binario 7cG6PDH-G6P (PDB 4EMS, Buschiazzo, A.; Botti, H.; Ortiz, C.; Comini, M.A.)
revela uma conformagdo inesperada para o G6P. No complexo bindrio existem quatro cadeias
polipeptidicas na U.A. e em trés delas o anel piranose do G6P estd invertido, com a hidroxila
do C4 orientada para o N** His309 (Figura 6.13-B). Esse posicionamento do G6P, que ndo é

compativel com o mecanismo de reagdo proposto, pode ser observado nas cadeias A, B e C.
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Na cadeia D, o G6P estd na orientacdo esperada, com a hidroxila do C1 apontando para a
His309. A baixa resolu¢dao do complex bindrio (3,35 A) pode ter dificultado a interpretacdo da
densidade eletronica do substrato e neste sentido nds fomos favorecidos pela obtengao de
dados de difragao a uma melhor resolu¢do, permitindo a obtencdo de um modelo mais preciso

e confiavel.

. Y248‘E H247

L K251

Figura 6.13 — Sitio de ligacdo do G6P na enzima G6PDH de Trypanosoma cruzi.
A) Orientacdo do substrato na estrutura do complexo terndrio (PDB 5AQ1)
obtido pelo nosso grupo. Mapa Fo-Fc do G6P contornado a 3,8 ¢. As linhas
tracejadas representam ligacdes de hidrogénio. B) Orientac@o do substrato na
estrutura do complexo bindrio (PDB 4EMS), com a piranose em uma
conformag¢do ndo compativel com o mecanismo de reagdo. A His309 e
Asp246 (bastdes amarelos) formam o par catalitico responsivel pela
abstragdao do proton da hidroxila do C1 do G6P. Os residuos em cinza e
amarelo pertencem ao dominio B + o, enquanto a Lys217 (bastdao laranja)
pertence do dominio Rossmann. As figuras foram preparadas usando a
cadeia A de ambas as estruturas.

6.9 — Sitio de Ligaciao do NADP(H) Catalitico

Na estrutura da 7cAG6PDH, observa-se uma molécula de NADPH ocupando o sitio do
cofator no dominio Rossmann (Figura 6.14-A). O cofator forma ligagdes de hidrogénio com 8
residuos de aminodcido distintos (Tabela 6.3), além de uma interacdo do tipo cation-m

envolvendo seu motivo adenina e a Arg109.
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(A)

V190

TcAG6PDH HsG6PDH

Figura 6.14 — Comparacgdo entre o sitio de ligacio do NADP(H) catalitico da TcAG6PDH
(cadeia A; PDB 5AQ1) e HsG6PDH (cadeia A; PDB 2BH9). A) Residuos da
TcAG6PDH (laranja claro) fazendo ligacdes de hidrogénio (linhas tracejadas)
com o NADPH catalitico (magenta). Mapa Fo-Fc do NADPH representado
com o igual a 2,5. B) Residuos da HsG6PDH (azul claro) fazendo interagcdes
de hidrogénio (linhas tracejadas) com o NADP" catalitico (amarelo).

Tabela 6.3 — Ligacdes de hidrogénio formadas pelo NADPH com residuos da 7cAG6PDH
(PDB 5AQ1). Distancias reportadas sao referentes a cadeia A.

Nicotinamida adenina dinucleotideo,

forma reduzida (NADPH) TeAGOPDH Distancia
Atomo Residuo Atomo @)
Ol -2'PO, R109 N™ 3,0
02 -2'PO, S77 o’ 2,6
02 -2'PO, S110 N 3,1
02 -2'PO, S110 o’ 2,7
03 -2'PO, R109 N°® 3,0
03 -2'PO, R109 N 3,0
03 -2'PO, Y151 o" 2,7
03 — Ribose da Adenina S77 o’ 2,9
O2A — Difosfato D79 N 3,4
OIN - Difosfato L8O N 2,9
02 — Ribose da Nicotinamida K217 O 2,7
O3 — Ribose da Nicotinamida L186 O 2,6

N7N — Nicotinamida D79 0° 3.4
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Conforme mencionado anteriormente, a reagdo de catdlise postulada para a G6PDH
envolve a abstracdo do préton do G6P pelo par catalitico His/Asp seguido da transferéncia de
um hidreto para o C4 do motivo nicotinamida do NADP'. No complexo terndrio da
TcAG6PDH o grupo nicotinamida do cofator se apresenta em uma conformagdo syn,
acomodando seu C4 a uma distdncia de 3,9 A do Cl do G6P (Figura 6.15). Assim,

proximidade do C4 da nicotinamida e o C1 do G6P € compativel com 0 mecanismo de reagao.

2,7.

f

\_/“
D246

Figura 6.15 — Representagdo na forma de bastdoes do NADPH (magenta), G6P (verde) e do
par catalitico (amarelo) da estrutura da TcAG6PDH. As distancias entre os
atomos envolvidos na reacdo de catalise estdo mostradas em angstrons (A).
Figura preparada usando a cadeia A da enzima (PDB 5AQ1).

Todos os residuos envolvidos na ligagdo do NADP(H) catalitico sdo conservados nas
estruturas da 7cAG6PDH e HsG6PDH, com uma marcante exce¢do. Na enzima humana, o
atomo O" da Tyr147 doa seu hidrogénio para o grupo carbonila da cadeia principal do Glu170,
formando uma ligacdo de hidrogénio (Figura 6.14-B). Na TcAG6PDH a Tyrl47 ¢
naturalmente substituida pela Phel91, que apresenta uma rotacdo no angulo y; de
aproximadamente 120° e passa a estabelecer uma interagdo com a Cys195 (Figura 6.16-A).
Apesar de interacdes entre cadeias laterais de aminodcidos aromdticos com outro contendo
enxofre ndo ser abundante, esse tipo de interacao usualmente envolve residuos de a-hélices (i
e i+4) contribuindo para aumento da estabilidade deste tipo de elemento estrutural.''*'*' O par
Phe-Cys € altamente conservado nas G6PDHs de tripanosomatideos, mas ndo nas enzimas
homologas de bactéria. Por exemplo, nas G6PDHs de M. avium e L. mesenteroides (c6digos
PDB 4LGV e 1DPG, respectivamente) a cisteina € substituida por uma valina ou alanina,
respectivamente, fazendo com que a fenilalanina (equivalente a Phe191 na 7cAG6PDH) adote
0 mesmo rotamero observado para a Tyr147 da HsG6PDH. A distinta orientagdo da Phe191 na

TcAG6PDH, possivelmente permitida pela perda de uma ligacdo de hidrogénio restritiva e a
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formacdo de uma interacdo Phe-Cys, leva a formac¢do de uma cavidade abaixo da ribose da
nicotinamida na 7cAG6PDH (Figura 6.17). Notoriamente, essa cavidade ndo existe na
HsG6PDH por conta da distinta orientacdo da Tyr147 (Figura 6.16-B) e também nido foi
encontrada em outras proteinas humanas que, de acordo com a base de dados CATH,120
também possuem um dominio do tipo Rossmann capaz de ligar NADP(H). As estruturas das

proteinas inspecionadas estdo listadas na Tabela 6.5.

(R) (B)

TcAG6PDH HsG6PDH

T151 »

Figura 6.16 — Vizinhanca do sitio do NADP(H) catalitico na G6PDH humana e de T. cruzi. A
comparagdo entre a TcAG6PDH (A) e HsG6PDH (B) mostra a entrada da
cavidade acessdria na enzima do parasito, proximo a ribose da nicotinamida,
que nao € observada na enzima humana.

Usando o software KVFinder,lO4 o volume da cavidade encontrada abaixo do NADP(H)
catalitico na TcAG6PDH foi estimado em aproximadamente 220 A3, Com esse volume, essa
cavidade seria capaz de acomodar, por exemplo, substituintes ciclicos ligados a ribose da
nicotinamida (Figura 6.17). Além disso, os 4tomos que formam a parede desta cavidade sdao
majoritariamente hidrofébicos (Tabela 6.4). Desta forma, a cavidade na enzima de T. cruzi
abre novas oportunidades para o desenho baseado em estrutura de inibidores competitivos da
G6PDH. Como essa caracteristica estrutural representa uma diferenca com relacdo a enzima
humana, é possivel que inibidores desenvolvidos para ocupar ao mesmo tempo o sitio do

NADP(H) e a cavidade identificada na G6PDH de T. cruzi sejam altamente seletivos.
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Figura 6.17 — Diagrama estéreo da mostrando uma seccdo da cavidade encontrada no
dominio Rossmann da 7cAG6PDH. Os residuos que definem a cavidade sdo
majoritariamente hidrofébicos (Tabela 6.4). As esferas verdes foram
adicionadas pelo software KVFinder e usadas para estimar o volume da
cavidade (aproximadamente 220 10\3).

Tabela 6.4 - Residuos e dtomos formando a parede da cavidade vizinha ao sitio do NADP(H)
catalitico na TcAG6PDH. Os valores em parénteses correspondem a drea (A da
superficie acessivel ao solvente (SAS) do dtomo, calculada com o programa
AREAIMOL disponivel no pacote CCP4.

Atomos da Cadeia Principal Atomos da Cadeia Lateral
Residuo Apolar Polar Apolar Polar
L184 0 (2.8) " (1.3), C° (0.3)
L186 0 (6.4) P (2.5), C* (0.5)
P188 C@0.1) 0(0.8) C*(0.9), c? (15.2)
F191 C*(0.7), C* (3.4), C" (2.9), C*' (11.3),
C*> (1.1), C* (6.5), C* (1.0), C* (3.2)
V192 N (1.0) " (3.9)
V215 C” (1.4)
E216 0 (9.7),N (1.7) Cc?0.2)
P218 0 (6.4), N (0.1)
F219 c? 2.7), C* (10.5), C*' (3.6)
G220 N (2.1)
$226 0 (1.0) 0" (3.0)
1229 C (1.4) 0 (1.3) C? (3.9), C* (14.7)
$230 N (0.3) C*(2.3) 0" (8.1)
1233 P (2.5), C*' (1.8), C* (9.7)
R244 NE (6.5),
N™ (4.3)
L499 Cc*2(2.7)
SAS Total  (1.5) (33.6) (110.7) (21.9)

% SAS 1 20 66 13
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Tabela 6.5 — Estruturas de enzimas humanas que de acordo com a base de dados CATH
possuem um dominio do tipo Rossmann capaz de ligar NADP(H). Estruturas
representativas possuindo uma identidade de sequéncia de 70% foram

recuperadas do PDB.
PDB Nome da Macromolécula
TV 17-B-hidroxi-esterdide desidrogenase tipo I
1ZBQ 17-B-hidroxiesterdide desidrogenase tipo II
1YB1 17-B-hidroxiesterdide desidrogenase tipo XI
1A27 17-B-hidroxiester6ide desidrogenase
1WoeuU 2,4-dienoil-CoA redutase
219P 3-Hidroxiisobutyrate desidrogenase
4GWG 6-Fosfogliconato desidrogenase
3GVP Adenosil-homocisteinase 3
203S ADP-ribosil ciclase I
3COS Alcool desidrogenase IV
2FZW Alcool desidrogenase classe ITI — cadeia
1U3W Alcool desidrogenase — Cadeia y
1YOV APPBP I (Proteina de ligacdo a proteina precursora de amiléide, tipo I)
1XG5 ARPG836
1HDO Biliverdina IX, B redutase
2H63 Biliverdina redutase A
11ISI Antigeno 1 de células estromais da medula dssea
1IMX3 Potein de ligagdo C-terminal do tipo I
IWMA Carbonil redutase |
1XU9 Corticosterdide 11-B-desidrogenase
2G76 D-3-fosfoglicerate desidrogenase
3G3E D-aminoécido oxidase
2AGS5 Membro 6 da Familia SDR desidrogenase/redutase
2Q05 Membro 1 da Familia SDR desidrogenase/redutase
304R Membro 4 da Familia SDR desidrogenase/redutase
1HDR Diidropteridina redutase
4B40 Proteina Sdr39U1 da Familia Epimerase
2PD6 Estradiol 17-B-desidrogenase 8
1T2A GDP-manose 4,6-desidratase
2BH9 Glicose-6-fosfato desidrogenase
IL1F Glutamato desidrogenase |
3HO9E Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

Continua. ..
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Tabela 6.5 — continuacao...

PDB Nome da Macromolécula

1X0V Glicerol-3-fosfato desydrogenase [NAD+], citoplasmaética
2023 Proteina HADH?2

1PL8 Sorbitol desidrogenase

3KVO Proteina do tipo Hidroxiesteroide desidrogenase 11
1F0Y L-3-Hidroxiacil-CoA desidrogenase

110Z L-Lactato desidrogenase

1PR9 L-Xilulose reductase

2DFD Malate desidrogenase

2VQ3 Metaloredutase Steap3

1A41 Metilenotetrahidrofolato desidrogenase

1ZSY 2-Enoil tioester redutase mitochondrial

20YY Proteina N-pac

1PJ3 Enzima malica NAD-dependente, mitocondrial
2GDZ 15-hidroxiprostaglandina desidrogenase NAD-dependente
2AWS5 Enzima mélica NADP-dependente

4FC7 2,4-dienoil-CoA redutase peroxissomal

1YXM Trans 2-enoil CoA redutase peroxissomal

2YO05 Prostaglandina redutase |

27B4 Prostaglandina redutase II

2GRA Pirrolina-5-carboxilato redutase I

2177 Pirrolina-5-carboxilato redutase I

1YB5 Quinona oxidoredutase

1YDE Retinal desidrogenase III

1LI4 S-adenosilhomocisteina hidrolase

1Z6Z Sepiapterina redutase

2BKA Proteina TTIP30

1YOV Enzima Ativadora de Ubiquitina E1C

216T Enzima de conjugacdo de Ubiquitina tipo E2, isoforma A
1Y8Q Enzima Ativadora de Ubiquitina E1A

1Y8Q Enzima Ativadora de Ubiquitina E1B

1EK6 UDP-galactose 4-epimerase

2Q3E UDP-glicose 6-desidrogenase

2B69 UDP-glicuronato descarboxilase I
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6.10 — Sitio do NADP* Estrutural

Na HsG6PDH (PDB: 1QKI, 2BH9) um sitio ndo-catalitico para ligacdo de uma
molécula adicional de NADP*, denominado NADP® estrutural, foi anteriormente
reportado.85 0 Foi postulado que esse NADP" estrutural, que se liga ao dominio B + a no lado
oposto ao G6P, é importante para a estabilidade da proteina. Na HsG6PDH, o NADP"
estrutural participa de interacdes de hidrogénio com os residuos Lys238, Lys366, Arg370,
Arg393, Tyrd401, Lys403, Asp421, Thr423 e Argd87 (Figura 6.18-A). Além disso, o Trp509 e
a Tyr503 estabelecem interagdes do tipo empilhamento de elétrons-m com os anéis

nicotinamida e adenina do NADP", respectivamente.

Figura 6.18: Sitio do NADP"
estrutural. (A) Na HsG6PDH (PDB
2BH9) o NADP" estrutural (bastdes
amarelos) ancora no dominio f + «
através ligacoes de hidrogénio (linhas
tracejadas) ou empilhamento de
elétrons-n. (B) A comparacdo com
TcAG6PDH mostra que a Lys366,
Arg487 e Tyr503 da HsG6PDH sdo
equivalentes a Leud409, Cys528 e
Thr544 na TcAG6PDH (destacados
em vermelho), respectivamente. Essas
mudancas podem comprometer a
ligacdo do NADP" estrutural. A figura
foi preparada usando a cadeia A das
estruturas da enzima humana e T.

cruzi.
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A comparacdo entre o sitio de ligacio do NADP" estrutural da Hs- e TcA-G6PDH
revela que a Lys366, Argd487 e Tyr503 (HsG6PDH) sdo naturalmente substituidas pela
Leud09, Cys528 e Thr544 (TcAG6PDH), respectivamente (Figura 6.18-B). A Leu4(09 e
Cys528 da TceAG6PDH nido seriam capazes de formar ligacdes de hidrogénio com fosfato-2'
de um NADP" estrutural que viesse a ocupar esse sitio. Somado a isso, a Thr544 nio seria
capaz de estabelecer uma interacio do tipo empilhamento de elétrons-t com o motivo adenina.
Além das diferencas naturais entre as G6DH de 7. cruzi e humanos, na TcAG6PDH a cauda C-
terminal é artificialmente truncada. Na HsG6PDH, a cauda C-terminal cobre o NADP*
estrutural fornecendo um residuo aromatico (Trp509) que empilha com o motivo adenina.
Essas mudancas podem comprometer a ligacio do NADP" estrutural na TcAG6PDH e
explicar o porque este ndo foi observado na estrutura. Notavelmente, nos ensaios enzimaticos
realizados com as TcAG6PDH observou-se que NaCl e glicerol, reagentes conhecidos por
aumentar a estabilidade de proteinas, sdo necessdrios para manter a proteina solivel e

consequentemente ativa.
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7 — Conclusoes e Perspectivas

Nesta tese de doutorado foram apresentados os resultados obtidos com os estudos das
enzimas G6PDH de T. cruzi e L. mexicana, desenvolvidos no Laboratorio Nacional de
Biociéncias (LNBio) do Centro Nacional de Pesquisa em Energia ¢ Materias (CNPEM) e na
Universidade de Dundee (School of Life Sciences, University of Dundee, UK).

Uma campanha de triagem biologica automatizada em larga escala (HTS) foi
executada com a 7cG6PDH, usando uma colecdo de moléculas organicas com alta
diversidade quimica. Derivados de quinazolinonas e tienopirimidinas com valores /Csy abaixo
de 10 uM foram identificados e revelaram atuar por um mecanismo de inibi¢do incompetitivo.
REA preliminares foram obtidas tanto para as tienopirimidinas quanto para as quinazolinonas,
permitindo o estabelecimento de duas novas séries de hits para a 7cG6PDH. Em ambas
classes quimicas foram encontradas moléculas que apresentavam uma seletividade sem
precedentes para G6PDH de 7. cruzi, uma vez que os mais potentes inibidores de G6PDH
conhecidos até entdo eram pregnanas e/ou androstanas capazes de inibir tanto a enzima de
parasitas como a de humanos. Esses resultados abrem a possibilidade de se expandir as séries
de derivados de quinazolinonas (especialmente aqueles carregando motivo piperazina) e
tienopirimidinas. O desenvolvimento de moléculas seletivas ainda mais potentes sera
importante para avaliar a eficacia e a toxicidade dos inibidores da 7cG6PDH em modelos
experimentais in vitro.

Contrario as G6PDHs de Trypanosoma, a LmG6PDH nao ¢ inibida por derivados de
DHEA, o que colocava em duvida a existéncia de um sitio para interagdo de inibidores
incompetitivos na enzima de Leishmania. Ensaios enzimaticos com os hits encontrados para a
TcG6PDH revelaram que derivados de quinazolinonas também sdo capazes de inibir a
LmG6PDH. As moléculas mais potentes apresentaram valores de /Csy proximos de 12 uM,
mas apesar de apresentarem uma potencia reduzida com relagdo a TcG6PDH, a demonstracdo
de que as quinazolinonas inibem a LmG6PDH por mecanismo incompetitivo confirma a
existéncia nesta enzima de um sitio para interagdo de inibidores incompetitivos. Como ainda
ndo existe um corpo de evidencias que demonstrem que a G6PDH ¢ essencial para a
sobrevivéncia ou multiplicacdo de Leishmania spp, os derivados de quinazolinona surgem
como potenciais sondas quimicas para avaliar se em ensaios in vitro a inibi¢do da LmG6PDH
afetaria o crescimento do parasita.

Anteriormente j& havia sido demonstrado que os inibidores incompetitivos da G6PDH,

como EA e 16BrEA, afetavam o crescimento dos parasitas Trypanosoma brucei (formas
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tripomastigotas sanguineas) e 7. cruzi (formas epimastigotas). Do mesmo modo, derivados de
quinazolinonas se mostraram capazes de levar a forma epimastigota do 7. cruzi a morte em
experimentos in vitro. O fato da G6PDH ser expressa nos quatro principais estagios
biologicos do ciclo de vida do 7. cruzi indica que a via de pentoses pode estar ativa nao sé nas
formas epimastigota, metaciclica e tripomastigota, como também na forma amastigota. Diante
da escassez de carboidratos, os tripanosomatideos sdo capazes usar a via gliconeogénica para
produzir de carboidratos e manter o fluxo através da via de pentoses fosfato. Como a G6PDH
controla o fluxo da via de pentoses, importante para producdo de NADPH e metabdlitos como
a ribose-5-fosfato, ¢ provavel que a inibicdo da G6PDH seja capaz de afetar o
crescimento/desenvolvimento da forma amastigota. Assim, experimentos futuros serdo
executados para determinar o efeito tripanocida dos derivados de quinazolinonas contra outras
formas do parasito. Vale lembrar que para a forma amastigota ¢ importante que as moléculas
ndo apresentem citotoxidade para células de mamiferos e neste sentido ¢ importante
desenvolver uma série de moléculas que sejam seletivas/especifica para a TcG6PDH.

Durante o periodo como estudante na University of Dundee (UoD), divisdo Biological
Chemistry and Drug Discovery (BCDD), nos realizamos os estudos estruturais da G6PDH de
T. cruzi e L. mexicana sob orientacao do Prof. Dr. Willian N. Hunter. Sistemas de producao e
purificacdo de formas truncadas das proteinas de 7. cruzi (TcAG6PDH) e L. mexicana
(LmAG6PDH) foram estabelecidos. Tanto a LmAG6PDH quanto a TcAG6PDH mostraram
uma afinidade reduzida pelo substrato e cofator quando comparadas com as enzimas nativas,
entretanto o mais importante foi que as formas truncadas das proteinas eram funcionais. No
caso da TcAG6PDH, além de obter uma melhora significativa na quantidade e pureza da
amostra obtida, a forma truncada ainda mostrou uma maior predisposi¢cdo a formacgdo de
cristais com qualidade suficiente para se obter um conjunto de dados de difracdo a baixa
resolugdo (2,65 A). Tsso permitiu a obtencdo da estrutura do primeiro complexo enzima-
substrato-cofator para G6PDHs de eucariotos. A comparacao da estrutura da TcAG6PDH com
outras G6PDHs obtidas anteriormente levou a algumas observacdes interessantes.
Primeiramente, o modelo obtido com a 7cAG6PDH representa o modelo mais confidvel para
esta enzima no que diz respeito as bases moleculares de reconhecimento do substrato e
cofator. Além disso, foi identificada uma cavidade tnica a enzima do parasita que pode ser
explorada para o desenvolvimento de inibidores. Finalmente, o complexo terndrio obtido
representa um avanco na tentativa de se identificar o sitio de ligacdo dos inibidores de
G6PDH pertencentes a classe dos esteroides, quinazolinonas e/ou tienopirimidinas. Isso

porque esses inibidores atuam por um mecanismo incompetitivo, o que implica que eles
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devem se ligar a um complexo enzima substrato(s). A obtencdo da estrutura da enzima em
complexo com inibidores traria informagdes uteis para a otimiza¢do das moléculas tanto em

termos de poténcia quanto seletividade de modo mais assertivo.
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