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Resumo

Doengas causadas por tripanossomatideos sao, hd
muito tempo, conhecidas. Esses parasitos apresen-
tam como peculiaridade a alternincia de formas
nos vetores e em seus hospedeiros, com morfolo-
gia, bioquimica e maneiras de escape bem diferen-
ciadas. O conhecimento de estudos recentes, fun-
damentalmente sobre as vias metabdlicas usadas
por esses parasitos, apresenta grande interesse
cientifico, especificamente, nas divergéncias en-
tre as rotas metabdlicas de hospedeiros humanos
e desses parasitos. Desta forma, a via de obtengédo
de energia (via glicolitica), biossintese de poliami-
nas, biossintese de esterois, biossintese de micro-
tubulos, metabolismo do folato, e ainda, as enzi-
mas DNA topoisomerases, tripanotiona redutase,
hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase, éxido
nitrico sintase, arginase, cisteina protease e supero-
xido dismutase revelam-se importantes alvos para
novos farmacos antitripanossomatideos.
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mioterdpicos; sistemas enzimdticos.

TRYPANOSOMATIDS METABOLIC SYS-
TEMS AS POTENTIAL CHEMOTHERA-
PEUTIC TARGETS

Abstract

Trypanosomatids diseases are well known for a
long time. These blood-borne parasites peculiar-
ly present vector and host alternating forms with
well-differentiated biochemistry, morphology and
ways to escape. Recent studies about the metabo-
lic ways used by these parasites are of great scien-
tific interest, especially the divergence of parasite
and human host metabolic pathways. Thus, the
obtaining of energy (glycolytic pathway), polyami-
ne biosynthesis, sterol biosynthesis, microtubule
biosynthesis, folate metabolism, and the DNA to-

poisomerase, trypanothione redutase, hypoxanthi-
ne-guanine phosphoribosyltransferase, nitric oxide
synthase, arginase, cysteine protease, and superoxi-
de dismutase enzymes have proved to be important
targets to new anti-trypanosomal agents.

Palavras Chaves: trypanosomatids; chemothera-
peutic targets; enzymatic systems.
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1. INTRODUCAO

As doengas parasitarias, intestinais e nao-intes-
tinais, estdo entre as mais prevalentes do mundo,
atingindo milhées de pessoas. Dados recentes in-
dicam que mais de 24 milhdes de pessoas estao in-
fectadas ou sdo sorologicamente positivas apenas
para o protozodrio Trypanosoma cruzi. A preven-
¢do destas doengas depende de medidas ecologicas
e sanitarias que correspondem, por exemplo, ao
controle dos insetos vetores, do sangue e hemo-
derivados, leite materno de maes contaminadas,
polpa de frutas e caldo de cana e das condig¢des de
habita¢ao."” No passado, individuos eram tratados
com produtos extraidos de plantas, por administra-
¢do oral, pois se acreditava que o sitio das infec¢des
fosse apenas o trato intestinal. O atual conhecimen-
to de anatomia, bioquimica, fisiologia e ainda, de
quase todas as etapas do ciclo de vida dos parasitos
no homem, tem possibilitado o processo de plane-
jamento de farmacos de forma mais racional, com
énfase no mecanismo de agao, visando atingir os
alvos especificos e essenciais dos parasitos e assim
poupar seu hospedeiro humano.’
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Entre as doengas parasitarias nao-intestinais mais
importantes destacam-se as causadas por parasi-
tos dos géneros Trypanosoma (doenga de Chagas
e doenca do sono) e Leishmania (leishmaniose
visceral, mucocutdnea, e cutdnea). Esses parasitos
pertencem ao filo Euglenozoa, da classe Masti-
gophora, ordem Kinetoplastida, subordem Trypa-
nosomatina. Durante seu ciclo de vida, os parasi-
tos do género Trypanosoma apresentam-se sob as
formas flageladas (epismastigota e tripomastigota)
e aflagelada (amastigota). No homem e nos ani-
mais vertebrados (tatus, macacos, gambas etc.), o
tripomastigoto tem por habitat o meio circulante,
e 0 amastigoto, os tecidos. Nos triatomineos, inseto
vetor da doenga de Chagas, além das formas amas-
tigotas e tripomastigotas, observa-se a forma de
transicao epismastigota. Ja os parasitos do género
Leishmania existem em duas formas: promastigo-
ta e amastigota. A forma promastigota ¢ flagelada
e extracelular e infecta seres humanos e outros ver-
tebrados, vivendo também no trato digestivo do
inseto vetor, os flebotomineos. A forma amastigota
¢ desprovida de movimento e localiza-se nos ma-
crofagos dos hospedeiros.4 Segundo Vickerman,® a
caracteristica principal desses protozoarios é a pre-
senca de um cinetoplasto localizado na base do fla-
gelo, que contem o DNA mitocondrial (Figura 1).
A subordem Trypanosomatina contém uma unica
familia Trypanosomatidae, que por sua vez, além
dos géneros citados apresenta ainda os seguintes
géneros: Endotrypanum, Crithidia, Blastocrithi-
dia, Leptomonas, Herpetomonas e Phytomonas.
Nos ultimos anos, as pesquisas vém priorizando a
identificagdo de alvos enzimaticos vitais para os pa-
rasitos. Particularmente, na familia Trypanosoma-
tidae, os alvos enzimaticos mais estudados, visando
a quimioterapia, sao as enzimas da via glicolitica,
enzimas de rotas biossintéticas e as enzimas 6xido
nitrico sintase, arginase, superéxido dismutase, tri-
panotiona redudase, DNA topoisomerases, cisteina
protease e hipoxantina-guanina fosforibosiltransfe-
rase.’

As enzimas da via glicolitica sdo alvos promissores
para novos farmacos para o tratamento de doen-
cas causadas por tripanossomatideos porque suas
agOes sdo essenciais na fun¢do de suprimento de
ATP® Dentre as enzimas correlacionadas com as
rotas biossintéticas, destacam-se as enzimas media-
doras da sintese de espermidina, visto que os tripa-

nossomatideos dependem desta poliamina para o
seu crescimento e sobrevivéncia.”

A enzima o6xido nitrico sintase atua produzindo
citrulina e 6xido nitrico a partir de o aminoacido
L-arginina, em magrofagos, sendo a producdo de
oxido nitrico uma importante resposta microbicida
dessas células aos seus invasores. A enzima argina-
se, mais recentemente, vem despertando a atengdo
dos pesquisadores, pois compete com a enzima
o6xido nitrico sintase pelo substrato L-arginina. Os
parasitos modulam a resposta das células hospedei-
ras através da ativagdo da arginase. Este mecanismo
leva a deplecao de L-arginina, com consequente al-
teracao da producao de d6xido nitrico pelo hospe-
deiro e aumento da producdo de poliaminas essen-
ciais ao crescimento e diferenciacdo parasitarios.®

Figura 1. Trypanosoma sp na forma tripomastigota; Seta pre-
ta — cinetoplasto; vermelha — nucleo; azul - membrana ondu-
lante; verde - flagelo (www.ufrgs.br/para-site/siteantigo).

2. AS ENZIMAS COMO ALVOS QUI-
MIOTERAPICOS

O desenvolvimento de novos agentes antipara-
sitarios, de maneira geral, tem sido realizado con-
siderando-se os seguintes itens: a) o conhecimento
de principios ativos de plantas utilizadas na me-
dicina popular para o tratamento de doencas par-
asitarias; b) a investigacdo de farmacos ja utiliza-
dos para o tratamento de outras doengas, uma vez
que foram ja submetidos a ensaios clinicos muito
dispendiosos e c) a identificagdo de alvo especifico
em via metabolica-chave para o parasito. Estudos
recentes identificaram alvos potenciais em tripa-
nossomatideos, que incluem enzimas importantes
em varias vias metabolicas, como por exemplo, a
via glicolitica, o metabolismo de esterdis, a sintese




do DNA, entre outras.’

A morte do parasito por inibicdo de uma enzima
ou via metabolica, que é essencial para sua sobre-
vivéncia e nao-essencial para o hospedeiro, requer
a exploragao de diferencas entre essas vias ou en-
zimas. Alternativamente, a explora¢do quantitativa
dessas diferencas no metabolismo e na selecdo de
vias ou enzimas, que exercem um alto nivel de con-
trole metabdlico no parasito e um baixo nivel de
controle metabdlico no hospedeiro, sao fatores que
determinam a especificidade e consequentemente a
eficacia do farmaco a ser planejado."

3. PRINCIPAIS VIAS METABOLICAS E
ENZIMAS COMO POTENCIAIS ALVOS
QUIMIOTERAPICOS EM TRIPANOS-
SOMATIDEOS

As principais vias metabdlicas e enzimas estudadas
como alvos para o desenvolvimento de novos far-
macos com atividade antiparasitaria frente aos tri-
panossomatideos sdo: a) enzimas da via glicolitica;
b) enzimas da biossintese de poliaminas; c) enzi-
mas da biossintese de esterdis; d) enzimas do me-
tabolismo do folato; e€) enzimas da biossintese de
microtubulos; f) DNA topoisomerase; g) tripano-
tiona redutase; h) hipoxantina-guanina fosfori-
bosiltransferase; i) 6xido nitrico sintase; j) arginase;
k) cisteina protease e 1) superdxido dismutase.

AS ENZIMAS DA VIA GLICOLITICA

Tripanossomatideos sdo altamente dependentes
da glicdlise para a produgdo de ATP, e como mui-
tas enzimas glicoliticas apresentam caracteristicas
proprias, elas foram consideradas como poten-
ciais alvos para novos agentes quimioterapicos.
Desta forma, a maioria dos estudos realizados e
relatados na literatura envolve as enzimas de tri-
panossomatideos: frutose-1,6-difosfato aldolase,
triosefosfato isomerase, gliceraldeido-3-fosfato de-
sidrogenase, fosfoglicerato quinase, piruvato qui-
nase e glicerol-3-fosfato desidrogenase.'!

Dentre as enzimas da via glicolitica de tripanos-
somatideos, a que vem despertando maior in-
teresse ¢ a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GADPH, Figura 2). Esta enzima catalisa a fos-
forilagdo oxidativa de D-gliceraldeido-3-fosfato
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em 1,3-bisfosfoglicerato na presenca de NAD+ e
fosfato inorganico. As formas tripomastigotas de
T. cruzi, por exemplo, sdo altamente dependentes
da glicdlise para a produgdo de ATP, e como mui-
tas enzimas glicoliticas apresentam caracteristicas
proprias, revelam-se como importantes alvos de
novos agentes antiparasitarios.'?

Estudos do metabolismo de T. brucei mostraram
que a forma tripomastigota utiliza a glicolise como
sua unica fonte de obtencdo de energia. Poste-
riormente, Engel e colaboradores, mostraram que
a forma amastigota de T. cruzi, in vitro, possui
metabolismo essencialmente glicolitico, e que ad-
quire a habilidade de oxidar substratos, tais como
aminodacidos, somente apés a diferenciagdo para a
forma epimastigota.'*

Nos tripanossomatideos, o metabolismo parcial
de carboidratos, incluindo a glicélise, é comparti-
mentalizado em organelas especificas denominadas
glicossomas. A biogénese destas organelas e a cor-
reta compartimentalizagdo de enzimas glicoliticas
¢ assim essencial para esses parasitos. A biogénese
ocorre via processos que envolvem proteinas cha-
madas peroximas que apresentam, por sua vez,
baixo nivel de identidade com a correspondente hu-
mana.'>'¢ Desta forma, as peroximas constituem-se,
também, um alvo em potencial.

Figura 2. Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GADPH)
de L. mexicana em complexo com inibidor.17 (http://www.
pdb.orgpdb/home/home)

A enzima GADPH extraida dos parasitos T. brucei,
T. cruzi e L. mexicana teve sua estrutura elucidada e
apresentou 45-48% de homologia em relagdo a en-
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zima humana. A GADPH foi extraida dos trés pa-
rasitos diferentes e mostrou 80-90% de semelhanca
entre si."

A alta dependéncia da via glicolitica para a obten-
¢ao de energia pelos tripamossomatideos, a orga-
nizagdo particular das enzimas dessa via no gli-
cossomo e a ocorréncia de caracteristicas unicas
tanto estruturais quanto no mecanismo de muitas
enzimas envolvidas na glicolise oferece uma série
de oportunidades para o desenvolvimento de no-
vos agentes tripanocidas. Esse conjunto de carac-
teristicas explica o motivo pelo qual as enzimas da
via glicolitica se tornam alvos promissores na busca
por novos farmacos para o tratamento de doengas
causadas por tripanossomatideos.'® !

Entretanto, estudos recentes indicam que a maio-
ria dos tripanossomatideos desenvolve um estilo de
sobrevivéncia com mudangas morfolégicas com-
plexas na sua passagem por um ou mais hospedei-
ros vertebrados e um hospedeiro hematéfago, de
maneira que esses parasitos respondem a essas al-
teragdes morfoldgicas com alteragdes metabdlicas,
incluindo a adaptagdo do seu metabolismo de lipi-
deos e, principalmente, de obtengdo de energia.”

ENZIMAS DA BIOSSINTESE DE PO-
LIAMINAS

As poliaminas atuam regulando o crescimento e
diferenciagao celular. Na sintese destas moléculas,
encontra-se a a¢ao de duas enzimas de fundamen-
tal importancia: a ornitina descarboxilase e a S-a-
denosil-L-metionina descarboxilase.”” As poliami-
nas funcionam como substrato para a tripanotiona
redutase na sintese da tripanotiona. Os tripanosso-
matideos utilizam a via tripanotiona/tripanotiona
redutase para realizar o balan¢o redox de funda-
mental importancia para esses parasitos.*

Nos mamiferos este balango redox ¢é realizado via
glutationa/glutationa redutase, sendo equivalente
ao sistema tripanotiona/tripanotiona redutase dos
tripanossomatideos.”

Tripanossomatideos dependem, ainda, da esper-
midina para crescimento e sobrevivéncia. As polia-
minas espermidina e espermina (Figura 3) atuam,
também, no empacotamento do DNA e sdo neces-
sarias em grandes quantidades nas células em pro-
cesso de multiplicagao.”

H
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Figura 3. Estruturas das poliaminas espermidina e espermi-
na.

As enzimas envolvidas na biossintese da espermi-
dina sdo as seguintes: arginase, integrante do ciclo
da uréia (Krebs-Henseleit); ornitina descarboxilase
(ODC); S-adenosiltionina sintase (AMDC); esper-
midina sintase; tripanotiona sintase e tripanotiona
redutase (Figura 4). Assim, a inibi¢ao dessas enzi-
mas ¢ alvo em potencial para o desenvolvimentos
de farmacos com atividade antiparasitaria.”

Célula Humana (Hospedeiro)

@ Arginina
AdcMet

Ornitina
Q AdoMetDC
Espermina
dcAdoMet
AcSpm

Putrescina

AcSpd

e

MTA
E

spermidina

Célula Humana (Hospedeiro)

@ Arginina
AdoMet

Ornitina
Q AdoMetDC
Espermina
dcAdoMet
AcSpm

Putrescina

AcSpd
MTA MTA
Espermidina

e




Célula Humana (Hospedeiro)

@ Arginina
AdoMet

Ornitina
@ AdoMetDC
dcAdoMet

Vrmgl{/
(1) (7o)

Espermina

AcSpd

/

Célula Humana (Hespedeiro)

@ Arginina
doMet

Ornltlna
AdeMetDC
Espermina

dcAdoMet

AcSpd
Figura 4. Transporte, biossintese, interconversio e utiliza¢cdo

/

Espermidina

/

de poliaminas em células de parasitos e do hospedeiro hu-
mano, adaptado de Heby e colaboradores.”® As abreviaturas
correspondem a:

AcSpd: espermidina acetilada; AcSpm: espermina acetilada;
AdoMet: S-adenosilmetionina; AdoMetDC: adenosilmetio-
nina descarboxilase, ARG: arginase; dcAdoMet: S-adenosil-
metionina descarboxilada; GHS: glutationa; GSS: glutationi-
lespermidina sintase; MTA: 5’-deoxi-5-metiltioadenosina;
ODC: ornitina descarboxilase; PAO: poliamina oxidase; Put:
putrecina; ROS: espécies reativa de oxigénio; SAT: espermi-
dina/espermina N-acetiltransferase, Spd: espermidina; Spm:
espermina; TryR: tripanotiona redutase e TryS: tripanotiona

sintase.

A enzima arginase é essencial para a produgao da
poliamina precursora da ornitina em muitos ti-
pos de células, mas ndo em T. cruzi. A Figura 4-A
mostra que em células humanas, as descarboxila-
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ses (ODC e AdoMetDC) sao altamente reguladas
e possuem meia-vida curta, entretanto, as sintases
(SpdS e SpmS) sdo expressas constitutivamente.
As enzimas SAT e PAO proveem de uma via para
retroconversao da espermidina para putrecina via
seus intermediarios acetilados (AcSpm e AcSpd).

O transporte de poliamina pode regular seu nivel
intracelular. Na Figura 4-B observa-se que em T.
brucei, as enzimas ODC e AdoMetDC possuem
meia vida longa e SpdS é perene. Esses organismos
conjugam espermidina e glutationa (GSH), usando
duas enzimas (GSS e TryS) para formar a tripano-
tiona, quando envolve a defesa quimica e o estresse
oxidativo (destaque em vermelho). Na Figura 4-C,
observa-se em L. donovani que as enzimas que ca-
talisam a sintese de poliaminas e tripanotiona sdo
similares ao de T. brucei, mas os parasitas do géne-
ro Leishmania possuem um sistema de transporte
de poliaminas (POT1). Finalmente, na Figura 4-D
os parasitos T. cruzi ndo possuem a enzima ODC,
mas AdoMetDC e suas aminopropiltransferases es-
tao presentes.25

ENZIMAS DA BIOSSINTESE DE ESTE-
ROIS

O conhecimento sobre a sintese de esteréis em fun-
gos levou a possibilidade de interferéncia nesta via
em tripanossomatideos.”® Os tripanossomatideos,
como por exemplo o T. cruzi, de forma similar aos
fungos, sintetizam ergosterol, mas nao colesterol.
Assim, neste parasito, etapas da biossintese de es-
terdis que sdo divergentes em relagao a sintese rea-
lizada por células de mamiferos, que sintetizam o
colesterol, (Figura 5), sdo intensamente estudadas
como alvo quimioterapico pelo grupo de Urbina.

Em especial, devem-se observar os recentes estu-
dos realizados com as enzimas hidroximetilglu-
taril-coenzima A redutase, esqualeno epoxidase,
Cl4a-esterol desmetilase e esterol 24-C-metiltrans-
ferase.”
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Figura 5. Via da sintese de esterdis de acetato até ergosterol, adaptado de Zacchino.28

A enzima HMG-CoA (3-hidréxi-3-metilglutaril-coenzima A) redutase catalisa a redu¢do do NADPH
dependente de HMG-CoA para mevalonato. Ensaios com a estatina lovastatina evidenciaram que essa
molécula atua como um inibidor competitivo desta enzima em formas epimastigotas de T. cruzi, que é
primariamente localizada em sua mitocondria.” A mesma lovastatina em combinagdo com cetoconazol,
um azol que ¢ utilizado como agente antiftingico, ou a terbinafina uma alilamina, se mostrou ativa tanto in
vitro quanto in vivo sobre o parasito, sendo observado na forma epimastigota a inibi¢cdo da incorporagao
de acetato marcado com "C em esterdis, e a reversao do efeito antiproliferativo pelo esqualeno.’® A esta-
tina fluvastatina ¢ um importante inibidor competitivo da HMG-CoA, enquanto que a cerivastatina atua
por um processo bimodal, caracteristico de um inibidor do tipo lento e com ligagao forte.”
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A Figura 6 mostra as estruturas das estatinas, do cetoconazol e terbinafina.




A enzima esqualeno epoxidase catalisa a conversao
de esqualeno a 2,3-oxidoesqualeno, e a terbinafina
se mostrou um potente e importante inibidor des-
ta enzima em fungos.”” Em T. cruzi, a terbinafina
mostrou atividade significativa, tanto in vitro quan-
to in vivo.”

A Cl4a-esterol desmetilase catalisa a desmetilagao
do carbono 14 do anel D da molécula do lanoste-
rol levando a zimosterol, conforme a Figura 6. O
cetoconazol, um imidazol, foi capaz de induzir um
acumulo de Cl4a-esterdis em T. cruzi na forma
epimastigota, todavia nao foi capaz de eliminar o
parasito in vivo durante a infec¢do aguda ou croni-
ca ou ainda de interromper o progresso da doenga.
Outros compostos contendo o anel triazol ao invés
do anel imidazol, inibidores da Cl4a-esterol des-
metilase, além do cetoconazol, foram ensaiados
com relativo sucesso; dentre os quais se destacam:
albaconazol, ravuconazol e posaconazol (Figura

7).34
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Figura 7. Estruturas do albaconazol, ravuconazol e posaco-
nazol.

A enzima esterol 24-C-metiltransferase catalisa a
transferéncia de um grupo metila de S-adenosil-
metionina para o carbono 24 de esterois A, tais
como zimosterol com liga¢ao dupla na cadeia la-
teral, levando a formacgdo de esterdis A***, Uma
série de azaesterdis foi ensaiada frente a Leishma-
nia sp e T. cruzi apresentando atividade significa-
tiva indicando sua agdo sobre a inibicdo da enzi-
ma esterol 24-C-metiltransferase, destacando-se o
22,26-azaesterol com IC, = 0,028 uM e, também,
como potente inibidor, in vitro, do crescimento
de L. amazonensis (Figura 8).” Posteriormente,
diversos derivados do 22,26-azaesterol foram ava-
liados frente a enzima esterol 24-C-metiltransfera-
se, destacando-se o derivado com modificagdo na
posi¢ao do atomo de nitrogénio do anel piperidina
com IC_ = 0,1 uM, e com significativa inibigio do
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crescimento de L. donovani e T. cruzi.’® Mais recen-
temente, derivados esteroidais com grupamentos
amido e amino em substituicdo ao anel piperidina
do 22,26-azaesterol foram sintetizados e avaliados
quanto a inibicao da enzima esterol 24-C-metil-
transferase, mostrando-se menos ativos, porém, de
maneira geral, com atividade inibitéria frente a T.
cruzi, T. brucei e L. donovani com melhores resul-
tados para os derivados substituidos no nitrogénio

aminico.”
OH OH

NH

Iz

HO HO

22,26-azasterol Derivado 2'-piperidina

HoN,
(CH2)n
NH

HO
Derivados Aminossubstituidos

Figura 8. Estrutura do 22,26-azasterol e derivados.

ENZIMAS DO METABOLISMO DOS
FOLATOS

A enzima di-hidrofolato redutase (DHFR), da via
dos folatos (Figura 9), faz a reducéo do acido di-hi-
drofolico a acido tetra-hidrofélico, usando NADPH
como cofator. Esta via ainda ndo é bem definida em
tripanossomatideos e é uma das mais estudadas na
atualidade, pois muitos pesquisadores investigam
compostos que atuem inibindo a enzima di-hidro-
folato redutase com eficacia prejudicando, assim,
este metabolismo.*®

Figura 9. Estrutura cristalografica da enzima di-hidrofolato
redutase-timidalato sintase de Trypanosoma cruzi39 (http://
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www.pdb.org/pdb/home/home).

A inibi¢ao da via dos folatos impede a formacao do
tetra-hidrofolato, que é essencial para a sintese das
bases nitrogenadas, sendo que a deficiéncia desses
compostos purinicos e pirimidinicos pode levar a
inibi¢do da sintese de DNA, RNA e proteinas.®’ O
tetrafolato também estd envolvido na sintese dos
aminoacidos: serina e metionina. Assim, muitos
farmacos que inibem a DHFR (Figura 10) sao uti-
lizados na terapia anticancer e outros como anti-
bidticos ou agentes antitripanossomatideos.*!

NH, cl 0
H N_
1]
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H,N” N

Pirimetamina Sulfadiazina

Figura 10. Farmacos antitripanossomatideos inibidores da
DHFR: pirimetamina e sulfadiazina.

Zucotto e colaboradores descreveram a modela-
gem molecular da enzima DHEFR de T. cruzi com
base na estrutura cristalografica da enzima DHFR
de L. major. Varios derivados do metotrexato, um
inibidor da correspondente enzima humana, fo-
ram sintetizados e ensaiados, e alguns desses novos
derivados mostraram uma maior seletividade pela
enzima DHEFR do parasito do que pela enzima ho-
mologa dos humanos.*

ENZIMAS DA BIOSSINTESE DE MI-
CROTUBULOS

Os tripanossomatideos dos géneros Trypanosoma
e Leishmania exibem uma forma celular particular
que ¢é definida por seus citoesqueletos internos. O
citoesqueleto é caracterizado por um subpeculiar
colete de microtibulos que sdo ligados em cruz
reciprocamente, e na membrana plasmatica, confe-
rindo uma organizagdo precisa de suas organelas.*
A tubulina é um dos varios membros de uma pe-
quena familia de proteinas globulares. Os membros
mais usuais da familia da tubulina sdo a a-tubulina

e a B-tubulina, que sdo as proteinas que compdem
os microtibulos. Cada uma delas tem um peso
molecular de aproximadamente 55 kDa. Os micro-
tubulos sao formados por dimeros de a- e f-tubu-
lina.**

A diferenca estrutural entre as tubulinas de parasi-
tos e mamiferos é de aproximadamente 18%, desta-
cando que estas enzimas sdo bastante abundantes
em tripanossomatideos. Ja a y-tubulina apresenta
um importante papel na regulacao da nucleacdo de
microtibulos e funcionamento dos flagelos, indi-
cando-a como possivel alvo molecular.*> ¢*

Inibidores de microtibulos sdo comercializados
desde 1960, sendo a trifluralina e seus analogos,
compostos que tém apresentado resultados satisfa-
tdrios na inibi¢do da sintese de tubulinas em tripa-
nossomatideos (Figura 11)*¢*. No entanto, a triflu-
ralina apresenta atividade carcinogénica, o que tem
limitado avangos e desenvolvimento de analogos.*

N~

OZN\(E(NOZ
$ " F—F
F

Figura 11. a-Tubulina humana (http://www.pdb.org/pdb/

home/home) e estrutura da trifluralina.*’
DNA TOPOISOMERASES

As DNA topoisomerases (Figura 12) sdo enzimas
que catalisam mudangas na topologia da molécula
de DNA, alterando o nimero de vezes que as fitas
do DNA se entrelacam entre si e no espago. A iso-
merizagao topoldgica do DNA ocorre através da
quebra transitoria de uma ou ambas as fitas da mo-
lécula. Assim, a partir desta diferenga, surgem res-
pectivamente duas categorias de topoisomerases: as
do tipo I e as do tipo IL.*°

As topoisomerases do tipo I (topo 1), no curso da
reagdo clivam apenas uma das fitas do DNA, en-
quanto as topoisomerases do tipo II (topo II) cli-
vam ambas as fitas de DNA.*>>!

Os tripanossomatideos dos géneros Trypanosoma e
Leishmania apresentam um unico flagelo com uma
complexa estrutura paraxial, microtubulos subpe-
liculares associados @ membrana plasmatica e uma
unica mitocondria contendo uma regido alargada



com acumulo de DNA denominada cinetoplasto.*
O cinetoplasto concentra, aproximadamente, 30%
do DNA dos tripanossomatideos, sendo formado
por dois tipos de moléculas: os minicirculos (com
tamanho variando entre 0,5 e 2,5 Kb) e os maxicir-
culos (com tamanhos variando entre 20 e 38 Kb).
Aproximadamente, dez mil minicirculos e cin-
quenta maxicirculos se encontram formando uma
extensa rede de kDNA, como é chamado o DNA
do cinetoplasto.” Os minicirculos de uma determi-
nada espécie sao altamente heterogéneos quanto a
sequéncia de nucleotideos, embora o tamanho des-
tes circulos dentro da rede de kDNA seja idéntico.™
Ainda segundo Shapiro, apesar da grande hetero-
geneidade, os minicirculos dos tripanossomatideos
apresentam pelo menos uma regido conservada,
que corresponde a origem de replicagdo.”

A replicagdo do kDNA é um processo complexo e
restrito a fase S do ciclo celular.” Neste processo, os
minicirculos covalentemente ligados sdo decatena-
dos e liberados da regido central da rede de kDNA.
Uma vez livres, os minicirculos migram para um
dos dois complexos protéicos situados em polos
opostos da periferia do cinetoplasto onde ha as en-
zimas necessarias para a replicagio do KDNA.**

Nos tripanossomatideos as topoisomerases apre-
sentam uma importante fun¢ao na replicagdo do
DNA do cinetoplasto, ja que atuam na liberagao
dos minicirculos da rede de kDNA para que estes
se repliquem como moléculas livres, catalisam a se-
gregacdo de novos minicirculos sintetizados e reli-
gam os mesmos a rede de DNA. Além da atividade
catalitica, a topo II desempenha um papel estru-
tural de ancoragem dos maxicirculos a membrana
mitocondrial e na media¢do da movimenta¢ao dos
maxicirculos durante a replica¢ao.*

Assim, o0 DNA do cinetoplasto dos tripanossoma-
tideos tem gerado grande interesse no meio cienti-
fico como um alvo quimioterapico. A DNA topoi-
somerase I (Figura 9), recentemente isolada de L.
donovani, esta envolvida no relaxamento de rede
do DNA do cinetoplasto e, possivelmente, em sua
replicagdo. Ja os inibidores das DNA topoisome-
rases II demonstraram atividade contra parasitos
(amastigotas e promastigotas) de L. aethiopica, L.
mexicana e L. major.””>*
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Figura 12. Estrutura cristalografica do heterodimérico to-
poisomerase I-vanadato de L. donovani em complexo com
DNA59 (http://www.pdb.org/pdb/home/home).

OXIDO NITRICO SINTASE

A oxido nitrico sintase NOS, (Figura 13), assim
como a arginase, utiliza a L-arginina como subs-
trato, produzindo citrulina e éxido nitrico. A NOS
¢ expressa em macrofagos e essa produgdo ¢ uma
importante resposta microbicida dessas células.®
A NOS ¢ dependente de L-arginina, possibilitando
a atuacao negativa da arginase na regulacdo do ni-
vel de NO produzido, consumindo o substrato na
NOS.*

Foi demonstrado que a presenca de um inibidor de
arginase, a N-hidroxi-L-arginina, diminui a capa-
cidade de L. major em estabelecer a infec¢ao em
macrofagos.®

NH NADPH NADP+ @
J H LH 02§C82+f J H ltlH + NO
3 2 S 2
HoN NW H,N "\‘/\/\r
H COO” NOS H COO”
L- Arginina L-Citrulina

Figura 13. Oxido nitrico sintase (NOS)63 e conversdo da ar-
ginina a citrulina’.
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ARGINASE

A arginase (Figura 14) é uma metaloenzima com
um centro binuclear de magnésio que catalisa a
hidrolise de L-arginina para L-ornitina e ureia, na
etapa final do ciclo da ureia. Tal ciclo representa
uma série de reagdes bioquimicas que permite aos
mamiferos eliminar ureia que é prejudicial ao or-
ganismo.*

Existem duas isoenzimas da arginase. A arginase I
¢ encontrada principalmente no citoplasma e parti-
cipa do ciclo da ureia. J a arginase II esta envolvida
na regulacao dos niveis de concentragdo de argini-
na/ornitina em todas as células (ciclo da ureia), e
esta localizada nas mitocondrias de todos os tecidos
do corpo com maior abundéncia nos rins e prostata
e pode ser encontrada em baixos niveis no cérebro,
nas glandulas mamarias e nos macréfagos.® %

Figura 14. Estrutura da arginase de Trypanosoma cruzi67
(http://www.pdb.org/pdb/home/home).

A arginase, conforme citado anteriormente, pode
atuar negativamente na regula¢do dos niveis de NO
produzidos pela NOS consumindo o substrato ar-
ginina, logo diminuindo e eficiéncia da produgédo
de ¢xido nitrico pelo macrofago e, desta forma,
impedindo uma melhor resposta microbicida natu-
ral. Indiretamente, a inibicdo da arginase acarreta
no impedimento da produ¢ao de ornitina e, con-
sequentemente, afeta a biossintese de poliaminas
(Figura 15).

Esquema de Competigio entre Oxido nitrico sintase e Arginase

Oxido nitrico sintase
CITRULINA + Oxido Nitrico

Microbicida

L-Arginina

‘Arginase

ORNITINA + Uréia

N‘mna descarboxilase

PUTRESCINA

Espermidina sintase ou
Espermina sintase

POLIAMINAS

Impede o il a dif ao celular e o do DNA

Figura 15. Esquema de competigdo pela L-arginina entre as
enzimas NOS e arginase.

Ensaios realizados em culturas de L. amazonensis com
as formas promastigotas e amastigotas axénicas, re-
portados por Bezerra-Soares e colaboradores, frente a
compostos mesoionicos da classe 1,3,4-tiadiazdlio-2-a-
minidas, revelaram uma significativa diminui¢do na
produgao de dxido nitrico para os derivados metoxi-
lados nas posicoes 3 'ou 4’ (cloreto de 4-fenil-5-[4" ou
3’-metoxicinamoil]-1,3,4-tiadiaz6lio-2-fenilamina,
Figura 16), indicando o efeito de inibi¢do da atividade
da arginase.®®

X = 3"-OCHj; e 4'-OCHj

Figura 16. Estrutura do cloreto de 4-fenil-5-[3"ou 4" -metoxi-
cinamoil]-1,3,4-tiadiazdlio-2-fenilamina.

TRIPANOTIONA REDUTASE

A tripanotiona redutase (Figura 17) pertence a fa-
milia das FAD dissulfeto oxiredutases, que com-
preende (em mamiferos), além da glutationa re-
dutase, a lipoamida desidrogenase e a tioredoxina
redutase.” Esta enzima mantém a tripanotiona em
sua forma reduzida e assim capaz de ser oxidada
para tripanotiona oxidase, levando a redugdo dos
niveis de radicais livres e contribuindo para a ma-
nuten¢do de um ambiente intracelular redutor.”




|
(CH2)4
+NH2 \S
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Tripanotiona

Figura 17. Tripanotiona redutase ndo-ligada de Crithidia fas-
ciculata,” e estrutura de seu substrato a tripanotiona.

Em tripanossomatideos a tripanotiona redutase re-
presenta o principal mecanismo de defesa contra o
estresse oxidativo. No hospedeiro humano o meca-
nismo enzimatico defensivo contra o estresse oxi-
dativo ¢ realizado pela glutationa, catalase e supe-
roxido desmutase.”” Em humanos ainda existe um
mecanismo ndo enzimatico de defesa, envolvendo
moléculas anti—oxidantes tais como o P-caroteno e
o a-tocoferol, o que ¢ inexistente nos tripanosso-
matideos.” Pita e Pascutti relatam que entre as en-
zimas homologas, tripanotiona redutase do para-
sito e glutadiona redutase do hospedeiro humano,
existe uma significativa semelhanca entre os ami-
noacidos relacionados a ligagao com a glutationa
na glutationa redutase e aqueles aminoacidos cor-
respondentes relacionados a ligagdo da tripanotio-
na com a tripanotiona redutase. Este fato, deveria
representar um entrave ao planejamento de novos
farmacos, ja que os alvos, por apresentarem tama-
nha semelhancas, ndo propiciariam seletividade.”
No entanto, a andlise da superficie de potencial ele-
trostatico dos sitios ativos das enzimas revela que o
sitio ativo da glutationa redutase ¢ mais carregado
positivamente e hidrofilico. De outro modo, o sitio
ativo da tripanotiona redutase ¢ mais espagoso, ga-
rantindo assim, diferencas quanto a especificidade
e seletividade entre as enzimas.”
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Assim, Macarri e coloboradores consideram a tri-
panotiona redutase como um dos principais alvos
enzimaticos para o desenho de farmacos, cujo obje-
tivo é o tratamento da doenga de Chagas.”

HIPOXANTINA-GUANINA FOSFORI-
BOSILTRANSFERASE

As purinas sao essenciais para a sintese de nucleoti-
deos, porém, os tripanossomatideos, diferentemen-
te dos hospedeiros vertebrados, sio auxotrdficos
para purino-nucleotideos, isto é, nao apresentam
a via de sintese de novo desta base, convertendo
bases de purina a ribonucleotideos através de uma
unica enzima a hipoxantina-guanina fosforibosil-
transferase (HGPRT) (Figura 18). Sendo assim, os
tripanossomatideos sdo totalmente dependentes
desta enzima para recuperac¢ao das purinas durante
seu ciclo de vida.”

PRPP

XPRT  Xantina
Hipoxantina
Guanina

AMPS IMP XMP

|

ATP <—— ADP <—— AMP GMP ——» GDP — GTP

o N
- /T

PRPP
HGPRT
Adenina

Guanina

AAH
Hipoxantina

AMP, GMP, IMP: nucleotideos monofosfatados;
XPRT: xantina-fosforibosiltransferase; APRT: ade-
nina-fosforibosiltransferase; ADP e GDP: nucleo-
tideos difosfatados; PRPP: 5-fosforibosil-1-pirofos-
fato; AAH: adenina aminoidrolase; HGPRT: hipo-
xantina-guanina-fosforibosiltransferase.

Figura 18. Via de recuperagao de purinas por protozodrios
do género Trypanosoma adaptado de Silva e colaboradores.”

Estudos de modelagem molecular conduzidos por Freymann
e colaboradores identificaram vinte e duas estruturas como
potenciais inibidores para a enzima hipoxantina-guanina fos-
foribosiltransferase.”* Ensaios revelaram que trés desses com-
postos foram eficazes contra a forma amastigota intracelular
de T. cruzi, enquanto que o derivado [6-(2,2-dicloro)-aceta-
mido]-criseno (4) apresentou-se como um potente inibidor
da HGPRT (Figura 19).
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Figura 19. Estruturas identificadas por Freymann e colabora-
dores como ativos frente a forma amastigota intracelular de T.
cruzi (1-3) e inibidor da enzima hipoxantina-guanina fosfori-
bosiltransferase (4).

CISTEINA PROTEASE

Nos protozoarios da familia Trypanosomatidae, as
enzimas cisteina-proteases sio muito distribuidas,
ja tendo sido detectadas em varios géneros como:
Crithidia, Phytomonas, Herpetomonas, Trypano-
soma, Leishmania e Endotrypanum. Neste grupo
de micro-organismos, estas enzimas estdo envol-
vidas na nutricéo, ciclo de vida e na diferenciac¢do
morfolégica destes parasitos.”

Testes preliminares mostraram que a utiliza¢ao de
inibidores destas proteases é capaz de bloquear a
transmissao do parasito. Relato recente na litera-
tura indica que a inibi¢do de cisteina-proteases se
apresenta como uma importante estratégia para o
tratamento de doencas parasitarias como a doenca
do sono, doenca de Chagas e leishmanioses.”

No T. cruzi a cisteina-protease, chamada especifi-
camente de cruzaina (Figura 20), apresenta impor-
tante papel no ciclo de desenvolvimento do parasito
e esta envolvida na penetracao do parasita dentro
das células hospedeiras, participa da nutricdo do
parasita a custa do hospedeiro e dos mecanismos
de escape do parasita contra o sistema imune do
hospedeiro.”

Em parasitos do género Leishmania, inibidores
de cisteina-proteases impedem em grande parte a
transformagao de promastigotas para amastigotas,
e diminuem dramaticamente a infec¢ao de macro-
fagos.”

Figura 20. O complexo cruzaina com ligante nao covalente®
(http://www.pdb.org/pdb/home/home).

SUPEROXIDO DISMUTASE

A enzima superdxido dismutase (Figura 21), cata-
lisa a transformacgdo do radical superdxido em oxi-
génio molecular e peréxido de hidrogénio, através
de reacoes alternadas de reducio e de oxidacdo do
metal do sitio ativo na metaloenzima.®' Assim, a
inibi¢ao desta enzima provoca um estresse oxida-
tivo no parasito pelo acimulo do ion superoxido.
Segundo Turrens e colaboradores, parasitos do gé-
nero Trypanosoma apresentam sistemas antioxi-
dantes deficientes em comparagdo com mamiferos,
o que representa um importante diferencial para o
desenvolvimento de novos farmacos especificos na
inibi¢do dessa enzima.®

As enzimas superdxido dismutase sdo classificadas
de acordo com o metal presente em seu sitio ativo.
O protozodrio T. cruzi possui a enzima superoxi-
do dismutase contendo um atomo de ferro em seu
sitio ativo, ausente em células de eucariotos, o que
explica o interesse sobre farmacos que atuam sobre
esta enzima no parasito.”

O mecanismo de a¢ao dos compostos metalicos de
ferro sobre a inibi¢ao da enzima superdxido dis-
mutase, cuja atividade e importancia aumentam
em parasitos infectantes, levaria a um aumento do
nivel de radicais superdxido e a consequente morte
do parasito.**




Além disso, sabe-se que perdxido de hidrogénio
formado no meio intracelular é removido em cé-
lulas de mamiferos por acao da catalase e de outras
peroxidases. No entanto, em tripanossomatideos
que ndo dispéem ou dispdem de baixas concen-
tragdes de catalase e glutationa peroxidase isto ndo
ocorre provocando um acumulo de perdxido de
hidrogénio que provoca o colapso oxidativo nesses
tripanossomatideos, levando-os a morte.*>*

Figura 21. Estrutura cristalina da enzima Fe-superéxido dis-
mutase de Trypanosoma cruzi * (http://www.pdb.org/pdb/
home/home).

3. CONCLUSOES

A presente revisdo indica que trabalhos recentes
revelam a possibilidade de se identificar inibidores
seletivos de enzimas importantes envolvidas em tri-
panossomatideos como alvos quimioterapicos.

Conclui-se que as enzimas-alvo pertencem a varias
rotas energéticas, metabdlicas ou biossintéticas,
que a via metabolica das poliaminas vém desper-
tando grande interesse cientifico pelas diferencas
comprovadas entre os metabolismos de parasitos e
do hospedeiro humano.

A inibigdo da arginase, recentemente, revela-se,
também, bastante promissora, pois esta enzima
atua simultaneamente, competindo com a NOS e
interferindo na biossintese de poliaminas, o que em
ambas as situagdes causam uma elevada diminui-
¢do do nivel de vida dos tripanossomatideos.

Além disso, esses micro-organismos, evolutiva-
mente, se adaptaram a determinadas condigdes e
desenvolveram muitas maneiras de escape, estabe-
lecendo uma condi¢ao de promiscuidade enzimati-
ca, isto é, uma condigdo especial onde determinada
enzima altera sua especificidade e possivelmente
estabelece novas rotas que ainda sdo desconhecidas
pela ciéncia. Assim, acreditamos que o efeito sinér-
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gico entre varios firmacos com alvos em sistemas
bioldgicos diferentes possa ser uma saida para esse
enigma que se coloca.
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