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RESUMO

MEDEIROS, Patricia Soares de Maria de. ESTUDO CINETICO DA ENZIMA 2-TRANS-
ENOIL-ACP-REDUTASE (E.C.1.3.1.9) DE Plasmodium falciparum E ENSAIOS DE INIBI(;AO
PELO COMPOSTO PENTACIANO (ISONIAZIDA) FERRATO II. 2011, 112p. Tese de
Doutorado. Fundacao Universidade Federal de Rondodnia.

A Malaria promove um pesado tributo sobre a saude e a qualidade de vida dos
residentes de paises intertropicais, afetando um terco da populacdo humana do
mundo. Aproximadamente 90% de todas as mortes causadas por malaria ocorrem
em criangas Africanas com idade inferior a cinco anos. A disseminacdo da
resisténcia aos farmacos utilizados na quimioterapia causou uma preocupacao
recente referente a malaria, destacando a necessidade urgente por novos
medicamentos e novos alvos bioldgicos. A abordagem moderna para o
desenvolvimento de novas compostos quimicos contra as doencas complexas,
principalmente as doencas endémicas negligenciadas como malaria e tuberculose, é
baseada no uso de alvos moleculares definidos. O parasita da malaria humana,
protozoario do género Plasmodium, sintetiza &cidos graxos empregando o sistema
de biossintese de acidos graxos Tipo Il (FAS Il), ao contrario dos humanos que
dependem da via Tipo | (FAS 1). O sistema FAS Il alonga os precursores acil da
membrana celular em Plasmodium. A enzima 2-trans-enoil-ACP-redutase (ENR) é
um membro do sistema FAS Il. Neste trabalho sdo apresentados dados de cinética
em estado estacionario, cinética em estado pré-estacionario, e de espectroscopia de
fluorescéncia em equilibrio que nos permitiram propor um mecanismo enzimatico de
deslocamento duplo para a ENR de P. falciparum (PfENR). Além disso, o presente
estudo avalia também a inibicdo da PfENR pelo composto pentaciano (isoniazida)
ferrato 1l. Nossos resultados mostraram que este composto € um inibidor de acédo
lenta (slow-onset inhibitor) da atividade de PfENR. Neste mecanismo de ac¢do, um
complexo enzima-inibidor inicial € rapidamente formado e, em seguida, sofre uma
reacdo de isomerizacdo lenta para um complexo binario enzima-inibidor, no qual o
inibidor é mais fortemente ligado a enzima. Desta forma, o complexo pentaciano
(isoniazida) ferratoll representa uma nova classe de compostos lideres para o
desenvolvimento de agentes antimalaricos voltados para a inibicdo da PfENR.
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ABSTRACT

MEDEIROS, Patricia Soares de Maria de. KINETIC STUDY OF 2-TRANS- ENOYL-
ACP-REDUCTASE ENZYME (E.C.1.3.1.9) OF Plasmodium falciparum AND
INHIBITION ASSAYS WITH PENTACYANO (ISONIAZID) FERRATE Il COMPOUND.
2011, 112p. Tese de Doutorado. Fundagao Universidade Federal de Rondonia.

Malaria promotes a heavy toll on the health and quality of life of the residents of
intertropical countries, affecting one third of the world’s human population.
Approximately 90% of all malarial deaths occurring in African children below the age
of 5 years. The spread of resistance to the drugs used in chemotherapy has recently
caused concern malaria, regarding underlining the urgent need for new antimalarial
drugs and novel biological targets. The modern approach to the development of new
chemical entities against complex diseases, especially the neglected endemic
diseases such as malaria and tuberculosis, is based on the use of defined molecular
targets. The human malaria parasite, protozoan of the genus Plasmodium,
synthesizes fatty acids employing the Type Il fatty acid biosynthesis system (FAS II),
unlike humans, that rely on the Type | (FAS 1) pathway. The FAS Il system elongates
acyl fatty acid precursors of the cell membrane in Plasmodium. The enzyme 2-trans-
enoyl-ACP-reductase (ENR) is a member of the FAS Il system. In this work we
present steady-state kinetics, pre-steady-state kinetics, and equilibrium fluorescence
spectroscopy data that has allowed us to propose a double displacement mechanism
for P. falciparum ENR (PfENR) enzyme. Moreover, the present study also evaluates
the PfENR inhibition by the pentacyano (isoniazid) ferrate Il compound. Our results
showed that this compound is a slow-onset inhibitor of PFENR enzyme activity. In this
mechanism of action an initial enzyme-inhibitor complex is rapidly formed, which then
undergoes a slow isomerization reaction to an enzyme-inhibitor binary complex,
where the inhibitor is more tightly bound to enzyme. Thus, the inorganic complex
pentacyano (isoniazid) ferrate Il represents a new class of leading compounds for the
development of antimalarial agents focused on the inhibition of PIENR.
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1. INTRODUCAO:

1.1 - Malaria

A malaria, também conhecida como maleita ou paludismo, € uma doenca
infecciosa presente na histéria da humanidade provavelmente desde seu surgimento
na Africa ha milhdes de anos, associada a pantanos, regides palustres, varzeas e
alagadicos (CAMARGO, 1995). O vocabulo malaria surgiu no século XVIII, vem do
italiano, mal aire, ar ruim ou nocivo, e paludismo vem do latim, palus, pantano,
porque se acreditava que a causa da enfermidade estivesse no ar insalubre de

certas regioes pantanosas (REY, 2001).

A maléaria apresenta caracteristicas clinicas inconfundiveis que podem ser
reconhecidas no curso de um acesso malarico tipico, quais sejam: presenca de
calafrios seguidos pela sensacdo de calor, cefaléia intensa; febre alta, e, na fase
final do acesso maléarico, a sudorese seguida do declinio da temperatura. A pele
sofre transpiragcdo abundante que molha a roupa do paciente. Se a doencga nao for
tratada adequadamente, em particular a malaria provocada por Plasmodium
falciparum, o mais virulento dos plasmodios que infectam o homem, pode
desenvolver outros quadros como edema pulmonar, complica¢des renais, ictericia e
obstrucdo de vasos sanguineos no cérebro (nos casos graves da doenca), situacao
que podera levar & morte do individuo (REY, 2001).

O diagndstico laboratorial da malaria € feito através do exame do sangue
periférico ao microscépio de luz. As alternativas a microscopia tradicional séo:

microscopia de fluorescéncia, deteccdo de antigenos parasitarios e de anticorpos e

reacdo em cadeia da polimerase — PCR (FERREIRA & AVILA, 2001).



1.2 - Agente etiolégico

Em 1880, Charles Louis Alphonse Laveran, médico do exército colonial
francés na Argélia, descobriu o agente etiolégico da malaria, um protozoario que
parasita os glébulos vermelhos do sangue (CAMARGO, 1995). Mais tarde, outros
autores descobriram que eram quatro as espécies parasitas da malaria que infectam
o homem, protozoarios atualmente classificados como pertencentes ao Filo
Apicomplexa, Classe Aconoidasida, Ordem Haemosporida, Familia Plasmodidae,
Género Plasmodium (BRANDS, 2009). Sao eles: P. falciparum (Welch,1897),
causador de uma forma grave da doenca conhecida como ter¢cd maligna, com
acessos febris a intervalos de 36 a 48 horas. Das mortes anuais devidas a malaria,
mais de 95% sao causadas pelo P. falciparum; P. vivax (Grassi & Feletti 1890),
responsavel por uma forma menos grave, conhecida como ter¢a benigna, com ciclo
de 48 horas, apresenta o inconveniente de retornar apods ter sido aparentemente
curada; P. malariae (Laveran, 1881), causa a febre quartd, com acessos febris a
cada 72 horas e P. ovale (Stephens, 1922), causa a febre ter¢ca benigna com ciclo
de 48 horas. Os dois ultimos sdo causadores de formas mais atenuadas da doenca,
sendo que o P. ovale apresenta distribuicdo limitada ao Continente Africano (REY,
2001; CAMARGO, 2003).

O homem é o hospedeiro natural de P. falciparum, P. vivax, P. malariae e P.
ovale, e, de forma geral, ndo se infecta com plasmodios de outros mamiferos, aves
ou répteis. Entretanto, algumas espécies que causam malaria em simios, como P.
simium, P. brasilianum, P. cynomolgi, P. inui e P. knowlesi, ja foram implicadas em
malaria em humanos, tanto em infec¢Bes experimentais e acidentais como em

infecgdes naturais. (VYTHILINGAM et al., 2006; COX-SINGH et al., 2008).



1.3 - Transmissao

O vetor é sempre um mosquito fémea do género Anopheles, no entanto, das
380 espécies conhecidas de mosquitos desse género, apenas cerca de 60 podem

transmitir a doenca (STANLEY et al., 1991 apud FRANCA et al., 2008 ).

1.4 - Ciclo bioldgico

O ciclo de vida do plasmddio inicia-se com a picada de uma pessoa por um
mosquito fémea do género Anopheles. O mosquito infectado, imediatamente antes
de sugar o sangue dos capilares, injeta no local da picada pequena quantidade de

saliva com atividade anticoagulante contendo a forma infectante para o homem.
Ciclo assexuado no homem

No momento da picada o mosquito infectado inocula os esporozoitos do
plasmoédio no ser humano. Os esporozoitos em seguida penetram 0S vasos
sanguineos e chegam, em geral, entre 15 e 45 minutos pela corrente sanguinea ao
figado, onde invadem os hepatécitos, e, no seu interior, transformam-se em
trofozoitas e depois em esquizontes multinucleares (Figura 1). Esses, reproduzem-
se assexuadamente por esquizogonia, gerando milhares de merozoitos, numa fase
gue dura seis dias, no caso de P. falciparum, e oito dias no caso de P. vivax,
conhecida como ciclo pré-eritrocitico, em vista de preceder obrigatoriamente a fase
de parasitismo sanguineo. Sao os merozoitos hepaticos que invadem os eritrocitos,
e, desta forma, ddo inicio ao segundo ciclo de reproducdo assexuada dos
plasmaddios: o ciclo esquizogdnico eritrocitico que pode repetir-se indefinidamente,

provocando a maléria clinica, se ndo for interrompido através do tratamento por



farmacos anti-malaricos ou pelo desenvolvimento de imunidade induzida (JONES,

M.K. & GOOD, 2006).
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Figura 1: Ciclo de vida do parasita da malaria. Ao picar a pele humana o mosquito injeta
esporozoitos que penetram 0s vasos sanguineos ou linfaticos, chegam ao figado, invadem
0s hepatécitos e la se reproduzem por esquizogonia, gerando milhares de merozoitos.
Estes caem novamente na corrente sanguinea, infectam eritrécitos, diferenciam-se em
trofozoitos e sofrem o segundo ciclo de esquizogonia. ApOs a ruptura dos eritrécitos,
merozoitos sdo liberados na circulagdo sanguinea, invadem novos eritrocitos, dando
continuidade ao ciclo e a doenca. Alguns merozoitos se diferenciam em gametdcitos
masculinos e femininos. O ciclo sexuado tem inicio quando os gametdcitos sdo aspirados
pelo mosquito Anopheles no momento da picada. No estdmago do mosquito os gametas
sofrem maturacdo e o gameta masculino fecunda o gameta feminino gerando um zigoto.
Este se diferencia em oocineto, uma forma mével, que se aloja na parede intestinal do
mosquito, e, em seguida, se diferencia em oocisto. Os oocistos, por esporogonia, geram
esporozoitos que migram para as glandulas salivares do mosquito, de onde invadem um
novo hospedeitro no momento da picada.

Fonte : Adaptado de MENARD, 2005.

Gametas

Em determinadas espécies de plasmaodios, entre estas o Plasmodium vivax,
algumas formas do parasita presentes nos hepatdcitos ficam dormentes, sob uma
forma conhecida como hipnozoita, e a infeccdo pode reaparecer, mesmo se
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aparentemente curada, muitos anos depois. As recaidas nas infec¢cbes por P. vivax
correspodem a este fator, a ciclos pré-eritrociticos e eritrociticos tardios, devido a
hipnozoitas que permaneceram quiescentes no figado durante determinado periodo
de tempo (REY, 2001).

Os plasmdédios se desenvolvem dentro do vacuolo parasitoforo, onde se
alimentam de hemoglobina, passando por varios estagios. O primeiro estagio é
chamado de trofozoita jovem ou anel que, apds ter seu citoplasma aumentado,
evoluem para trofozoitas maduros prontos para a multiplicacdo. Estes, primeiro pela
divisdo dos nucleos, se transformardo em esquizontes através de um processo de
divisdo celular denominado esquizogonia; em seguida, pela citodierese, dao origem
aos merozoitas nos esquizontes maduros também denominados rosaceas. Apoés a
ruptura dos eritrocitos 0os novos merozoitos séo liberados na circulagdo sanguinea e
invadem novas hemécias, dando continuidade ao ciclo e a doenca. No entanto,
alguns parasitas nao iniciam o processo de divisdo celular e se diferenciam nas
formas sexuadas, os gametocitos masculinos e femininos. Quando ingeridos pelo
mosquito no momento do repasto sanguineo alcangcam o trato digestivo do inseto,
onde as heméacias séo digeridas e os gametdécitos sdo liberados (JONES, M.K. &

GOOD, 2006).

Ciclo Sexuado no mosquito

O ciclo sexuado tem inicio quando as formas sexuadas (macrogametécitos e
microgametdcitos) do plasmdédio sdo aspiradas pelo mosquito Anopheles quando
este pica a pele humana (Figura 1). No estbmago do mosquito 0s gametdcitos
sofrem maturagcdo, 0 microgameta se forma por exflagelacdo, fecunda o

macrogameta, e gera um zigoto. Este diferencia-se em oocineto, uma forma movel,



gue atravessa a parede do estdmago e se aloja na membrana basal, diferenciando-
se em oocisto. Este desenvolve-se e divide-se em milhares de esporozoitos, em um
processo denominado esporogonia. ApGs a ruptura do oocisto 0s esporozoitos séo
liberados e migram para as glandulas salivares do inseto, de onde invadem um novo

hospedeiro humano no momento da picada (MENARD, 2005).

1.5 — A Maléria no Brasil e no mundo

A malaria é ainda hoje uma das mais importantes endemias mundiais.
Considerada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a principal doenca
infecciosa causada por protozoario que acomete a humanidade ha séculos,
causando atualmente cerca de 250 milhdes de novos casos e, aproximadamente,
um milhdo de mortes por ano em todo o mundo. Os parasitas estdo presentes em
todas as areas tropicais e a doenca é endémica em toda a Africa sub-sahariana,
sudeste da Asia, Indonésia e ilhas da Oceania com exce¢do da Nova Zelandia, e
nas Américas Central e do Sul. A situagcdo da malaria é especialmente mais

preocupante na Africa, onde uma em cada cinco mortes infantis (20%) esta

relacionada aos efeitos da doenca (WHO, 2009).

No Brasil, nos dias atuais, aproximadamente 95% dos casos registrados
ocorrem na Amazénia Legal (COURA et al., 2006). O numero de casos registrados
no Brasil nos dltimos anos teve uma variacdo significativa, em 1999 foram 610.000,
reduzindo para aproximadamente 350.000 em 2002 e recrudescendo a partir de
2003 quando foram registrados aproximadamente 400.000 casos. (MINISTERIO DA

SAUDE, 2005). Em 2009, no periodo entre janeiro e agosto, 282.088 casos foram



registrados na regido amazonica. Deste total, 79,2% dos casos se concentraram nos
estados do Amazonas, Para e Ronddnia (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

A maléaria no Brasil é causada por P. falciparum, P. vivax e, mais raramente
por P. malariae. Atualmente, o P. vivax é responsavel por cerca de 80% do numero
de casos, enquanto o P. falciparum é responsavel por menos de 20% destes, porém,
pelo maior nUmero de casos graves e mortais. Existe elevada perda econdmica em
virtude dos dias em que os doentes deixam de trabalhar, bem como a maléaria causa
prejuizo também na exploracdo do potencial turistico da regido (MINISTERIO DA

SAUDE, 2003).

1.6 - Quimioterapia da Malaria

A grande complexidade do ciclo de vida do parasita explica as enormes
dificuldades que tém surgido, ao longo dos tempos, para o estabelecimento de
uma terapia antimalérica eficaz e segura. Por atuarem em diferentes fases do ciclo
do parasita, os antimalaricos podem ser classificados como esquizonticidas,
hipnozoiticidas, gametocitocidas ou esporonticidas (NUNES & FERREIRA, 2005).

Na atualidade os farmacos antimalaricos expandem-se em um grande
numero de moléculas organicas que sao normalmente distribuidas em trés familias:
(a) os compostos aril aminoalcoois, que incluem os alcaldides da quina (Chinchona
Sp.) como a quinina, todas as aminoquinolinas sintéticas e as acridinas; (b) o grupo
constituido pelos antifolatos, como a pirimimetamina e a trimetoprima, pelos
antibioticos com atividades antimalaricas, como os biguanidas e as sulfonamidas e
outros como as naftoquinonas; (c) o grupo constituido pelos derivados artemisinicos
gue englobam a artemisinina e seus derivados (WONGSRICHANALAI et al., 2002;

FRANCA et al., 2008).



Antes da chegada dos europeus ao continente americano, os indios
peruanos ja utilizavam a casca da quina (Chinchona) para o tratamento da
malaria. Em 1639, missionarios jesuitas levaram consigo algumas cascas desta
planta para a Europa, e la elas se tornaram a terapéutica principal para o
tratamento da malaria. Todavia, foi somente em 1820 que o0s quimicos franceses
Pelletier e Caventou isolaram a substancia ativa da casca da quina, o alcaléide
quinina (VALE et al., 2005).

A quinina faz parte da familia das quinolinas (Figura 2) que incluem as 4-
aminoquinolinas (cloroquina e amodiaquina), as 8-aminoquinolinas (pamaquina e
primaquina) e os alcoois quinolinicos (mefloquina, halofantrina e quinina). Estes
compostos sdo ativos contra formas eritrociticas de P. falciparum e P. vivax. A
quinina (Figura 2) é reservada ao tratamento da malaria falciparum sensivel a esse
farmaco, sendo usualmente utilizada em conjunto com um segundo farmaco, como a
doxiciclina ou a tetraciclina, em areas onde ocorre resisténcia. O principal efeito
colateral produzido pela quinina é o chinchonismo, caracterizado por zumbido e
tonturas, que pode ser intenso o suficiente para diminuir a adesdo ao tratamento.
Além deste, sdo outros efeitos adversos relacionados a quinina, a hipoglicemia (por
estimulo a liberacdo de insulina pelo pancreas) e a hipotensédo arterial (NUNES &
FERREIRA, 2005).

O mais eficaz dentre esta familia de farmacos foi a cloroquina (Figura 2),
uma das substancias antimalaricas mais utilizadas para o tratamento e profilaxia da
malaria em muitas regides endémicas. Foi sintetizada primeiramente na Alemanha,
todavia, ndo foi reconhecida como um antimalérico potente até 1940, periodo a partir
do qual teve a sua eficacia validada por militares americanos (FRANCA et al., 2008).

Por conseguinte, a cloroquina foi o farmaco de escolha utilizado na campanha de
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erradicacdo da maléria promovida no periodo de 1950 a 1960, até o surgimento da
resisténcia do parasita. Ela atua como um agente esquizonticida e raramente produz
efeitos colaterais graves no tratamento profilatico da doenca (GREGSON & PLOWE,

2005).

e P

Quinina Cloroquina Amodlaquma

Halofantrina Lumefantrina

Mefloquine

Figura 2. Estruturas dos alcoois quinolinicos: Quinina, Mefloquina, Halofantrina e
Lumefantrina, e das 4 aminoquinolinas: Cloroquina e Amodiaquina.
Fonte: Adaptado de OLIVEIRA et al., 2007.

A mefloquina (Figura 2) tem acdo esquizonticida para P. falciparum, P. vivax
e P. malariae, e agcdo gametocida para P. vivax. Os efeitos colaterais mais comuns,
geralmente leves, incluem nauseas, vOmitos, diarréia e dor abdominal,
manifestagcdes neuropsiquiatricas e arritmias cardiacas podem ocorrer mais
raramente. A mefloquina € contra-indicada em pessoas com antecedente de doenca
neurolégica ou psiquiatrica, pacientes com arritmias cardiacas e profissionais que

necessitem de boa coordenacéao espacial (NUNES & FERREIRA, 2005).
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A amodiaquina (Figura 2) surgiu em 1945 e, comparativamente a
cloroquina, se apresenta mais ativa contra P. falciparum e menos toxica para 0s
pacientes. Foi largamente utilizada ao longo de quarenta anos, até ter sido
associada a efeitos graves de agranulocitose e hepatotoxicidade, em 1986
(KRISHNA & WHITE, 1996).

Nos anos 60, o Walter Reed Army Institute of Research (WRAIR)
desenvolveu um novo antimalarico denominado halofantrina, um fenantrenometanol
(Figura 2), efetivo contra a malaria resistente a cloroquina. Este farmaco apresenta
disturbios gastrintestinais como principal efeito colateral (VALE et al., 2005).

A lumefantrina (Figura 2) foi inicialmente sintetizada na Academia Militar
das Ciéncias Médicas de Beijing, na China, na década de 80. Até o momento, ndo
existem dados clinicos da sua eficAcia como monoterapico, todavia, tem sido
relatada a sua eficacia em combinagdo com o arteméter (ibid.).

As 8-aminoquinolinas constituem a Unica classe de farmacos gametocidas,
além da eficicia contra formas teciduais primarias e secundarias do parasita. A
primaquina e a pamaquina (Figura 3) sdo dois exemplos. A pamaquina, sintetizada
na Alemanha durante a década de 20, é o mais antigo agente antimalarico do grupo
das 8-aminoquinolinas (FRANCA et al., 2008), enquanto a primaquina foi sintetizada
nos Estados Unidos da América em 1946, e tem sido amplamente utilizada contra
hipnozoitos (formas exoeritrocitarias) em P. vivax e P. ovale (VALE et al., 2005).

A primaquina € o0 mais utilizado dos farmacos desse grupo, sendo
geralmente co-administrada com um agente esquizonticida sanguineo, como a
cloroquina, a amodiaquina ou a pirimetamina (FRANCA et al., 2008).

Uma vez que a primaquina apresenta de atividade contra os gametocitos de

todas as espécies do plasmédio que causam a malaria humana, destaca-se por ser
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0 Unico antimalarico bloqueador da transmissdo da doenca (BOLCHOZ et al., 2001).
Todavia, a primaquina é toxica para pacientes com deficiéncia em glicose-6-fosfato
(G6PD) eritrocitaria, condicdo que provoca anemia hemolitica e confere maior
resisténcia ao parasita (BAIRD & RIECKMANN, 2003). Por esta razao a primaquina
é formalmente contra-indicada para o tratamento de gestantes, sob o risco de

causar hemdlise no feto (NUNES & FERREIRA, 2005).
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Primaquina Pamaquina

Figura 3. Estruturas da Primaquina e da Pamaquina
Fonte: Adaptado de VALE et al., 2005.

O mecanismo de acdo das quinolinas ainda ndo estd completamente
elucidado. Existem evidéncias de que a interacdo entre os antimalaricos
esquizonticidas sanguineos com o grupo heme ou ferriprotoporfirina 1X (Fe(ll)PPIX)
esta envolvida na toxicidade destes farmacos ao parasita intraeritrocitico. Varios
experimentos in vitro estabeleceram que farmacos antimalaricos quinolinicos agem
na cristalizagdo da hemozoina, inibindo a formacdo da mesma (SULLIVAN et al.,
1998).
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Os parasitas degradam cerca de 75% da hemoglobina dos eritrocitos e a
utilizam como fonte alimentar. A hemoglobina é importada para dentro de um
compartimento acidico do parasita, o vacuolo alimentar, e é degradada por enzimas
proteoliticas, chamadas plasmecinas. O residuo livre heme ou ferriprotoporfirina
IX(Fe(ll)PPIX) é téxico ao parasita. A Fe(lll)PPIX é polimerizada formando um
composto inerte, insollvel e ndo toxico ao parasita, o pigmento malarico hemozoina
(SILVA et al., 2005). Nesta situagcéo, o efeito primario dos farmacos antimalaricos
gue atuam na fase eritrocitica da doenga € a ligagcdo com a Fe(lll)PPIX e a inibicdo
da sua polimerizacdo para formagédo da hemozoina. Secundariamente, a Fe(lll)PPIX
e o complexo FE(lI)PPIX-farmaco acumulam-se e ficam disponiveis para exercer
seus efeitos toxicos (ORJIH et al., 1994).

A base precisa para os efeitos toxicos da Fe(llI)PPIX livre e seus complexos
com antimalaricos quinolinicos no parasita ndo esta completamente estabelecida.
Uma das hipoteses é que esta toxicidade resulta da atividade peroxidativa da
Fe(llNPPIX e dos complexos Fe(lll)PPIX-farmaco sobre os lipideos da membrana
(SUGIOKA & SUZUKI, 1991). Outra hipétese é que a Fe(ll)PPIX lisa o parasita via
um mecanismo coloidosmotico, possivelmente pela inibigdo da manutencdo do
gradiente de céations (EGAN & MARQUES, 1999).

O grupo constituido pelos antifolatos pode ser dividido em dois subgrupos de
acordo com o mecanismo de acao. O primeiro grupo (antifolatos do tipo 1) inclui
compostos que sao competidores do &cido para-aminobenzéico (PABA),
interrompendo a formacdo do acido di-hidrofélico, necesséario para a sintese de
acidos nucléicos, através da inibicdo da di-hidropteroato sintase. Sao constituintes
deste subgrupo as sulfonas e as sulfonamidas. A dapsona (Figura 4) é a sulfona

antimalarica mais conhecida, porém, apresenta alta toxicidade, fato que justifica a
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sua baixa utlizacdo. As sulfonamidas antimalaricas sdo representadas pela

sulfadoxina (Figura 4), a sulfadiazina e o sulfaleno. Os representantes desta familia

sdo de facil absor¢éo pelo organismo, porém apresentam dificil excrecdo (FRANCA

et al., 2008).
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Figura 4. Estruturas dos antifolatos do tipo |, Dapsona e Sulfadoxina, e dos antifolatos do

tipo I, Pirimetamina e Trimetoprima
Fonte: Adaptado de OLIVEIRA et al., 2007.

O segundo subgrupo de antagonistas do folato (antifolatos do tipo Il) liga-se

preferencialmente e seletivamente a enzima di-hidrofolato redutase-timidilato sintase

(DHFR-TS) do parasita. Esta inibicdo interfere na capacidade do Plasmodium em

converter o acido dihidrofélico em tetra-hidrofolato, cofator importante no processo

de sintese de &cidos nucléicos e aminoacidos. Esta enzima j& teve sua estrutura

determinada inicialmente de forma incompleta, por métodos de difragdo de raios- X
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(YUVANIYAMA et al.,, 2003), depois a estrutura foi completada por modelagem
molecular por homologia (FRANCA et al., 2004) e tem sido alvo de diversos estudos
por modelagem molecular visando o planejamento de novos antimaléricos
(SIRAWARAPORN et al., 1997; DELFINO et al., 2002; FRANCA et al., 2004).

Inibidores da DHFR s&o potentes agentes esquizonticidas que atuam sobre
formas assexuadas do parasita. S&o compostos deste subgrupo de antifolatos a
pirimetamina e a trimetoprima (Figura 4).

Tanto a pirimetamina como a trimetoprima sédo farmacos de atuacdo lenta
contra o P. falciparum, ndo sendo, portanto, indicados para o tratamento da fase
aguda da malaria. A combinacao da pirimetamina com a sulfadoxina resultou em um
farmaco denominado Fansidar®, patenteado pela Roche.

As biguanidas tém um mecanismo de acdo semelhante ao da pirimetamina e
da trimetoprima. O mais importante destes compostos, o proguanil (Figura 5) é um

pro-farmaco que é metabolicamente ciclizado a cicloguanil (Figura 5).
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Figura 5. Estruturas do Proguanil e do Cicloguanil
Fonte: FRANCA et al., 2008.



Este composto € pouco toxico e € atil como agente profilatico, destruindo
parasitas durante a passagem para a corrente sanguinea antes que invadam as
hemécias (FRANCA et al., 2008).

A atovaquona (Figura 6) é uma hidroxi-naftoquinona cuja atividade anti-
plasmddica baseia-se num mecanismo de acado particular, a inibicdo do sistema de
transporte de elétrons mitocondriais do parasita, afetando, por consequéncia, a
biossintese de pirimidina (WILLIAMS & CLARK, 1998).

A atovaquona foi utlizada como antimalarico durante a Segunda Guerra
Mundial, apresentando eficiéncia inferior a cloroquina. Posteriormente deixou de ser
utilizada como monoterapico, passando a ser utilizada em combina¢cdo com outros

farmacos.

HO

C

Figura 6. Estrutura da Atovaquona
Fonte: VALE et al., 2005.

A artemisinina, ou ginghaosu € um produto natural extraido de uma erva
medicinal chinesa a Artemisia annua ou Qing Hao como € conhecida pelos chineses.

Consta que os chineses, desde o século Il, j& usavam com sucesso infusfes da
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planta Artemisia para a cura da malaria (FRANCA et al., 2008). Porém, o farmaco
dela derivado, a artemisinina, foi isolado pela primeira vez na década de 70. A partir
da artemisinina, jA foram sintetizados varios analogos com variadas atividades
famacocinéticas como o artesunato de sédio, a dihidroartemisinina, o arteéter e o
arteméter (Figura 7).

Estes compostos sesquiterpénicos sao esquizonticidas sanguineos além de
apresentar também atividade gametocida, o que limita a transmissdo do plasmdédio
para outros hospedeiros, reduzindo assim a propagacdo de formas resistentes

(VALE et al., 2005).
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Figura 7. Estruturas da Artemisinina e seus derivados: Dihidroartemisinina, Arteméter,

Arteéter e Artesunato de sédio
Fonte: FRANCA et al., 2008.

A artemisinina é o agente antimalarico de acdo mais rapida, promovendo
melhoras significativas do estado febril em apenas 32 horas, em contraste com 0s
dois ou trés dias que outros antimalaricos classicos levam para provocar efeitos

semelhantes (VALE et al., 2005).
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Os derivados artemisinicos, por sua vez, caracterizam-se pela rapida
absorcao oral e boa distribuicdo tecidular e tém despertado interesse na
concepcao de formulas terapéuticas combinadas, envolvendo outros antimalaricos
de acdo lenta e tempos de meia vida mais longos. Esta estratégia visa a reducao
da duracdo do tratamento e do desenvolvimento de resisténcia por parte do
parasita. Uma destas formula¢cbes terapéuticas, por exemplo, combina o
artesunato com a mefloquina e é recomendada como terapia padrdo na Tailandia
(WIESNER et al., 2003).

Além disto, estas substancias sdo ativas contra cepas de Plasmodium
resistentes a todos os outros farmacos e tém aplicacéo crescente no tratamento de
malaria falciparum aguda, sobretudo no sudeste asiatico. Apesar do sucesso dessa
familia de farmacos, ja ha relatos da ocorréncia de resisténcia a esses compostos
em algumas provincias da China (HYDE, 2002).

O mecanismo de acdo dos farmacos artemisinicos tem sido atribuido a
quebra da ligacéo peroxido por reagcdo do farmaco com o Fe(ll) do grupo heme, no
vacuolo do parasita, gerando-se radicais que vao alquilar esse grupo (WIESNER
et al., 2003). Estudos mostram que a ponte de endoperdxido destes compostos pode
ser clivada pela reducdo com o ion ferroso presente no grupo heme da hemoglobina
ou de origem exogena. Esta clivagem forma um ou mais radicais livres que podem
alquilar ou modificar covalentemente proteinas dos parasitas. Todavia, em estudo
posterior pesquisadores refutam esta hipotese, defendem que a artemisinina néo
€ ativada pelo ferro hémico no parasita, e que ndo ha a necessidade de formacgéo
de radicais para que o farmaco exerca a sua toxicidade sobre o Plasmodium

(PARAPINI et al., 2004).
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Tem-se discutido recentemente a associacdo de farmacos altamente
eficazes como estratégia para evitar o surgimento de resisténcia, em geral
envolvendo um medicamento de meia-vida curta (por exemplo, o artesunato), e um
de eliminacédo lenta (como a mefloquina, a cloroquina ou a amodiaquina). A
combinacao de fAirmacos para a terapia da malaria pode ter efeitos complementares
(por exemplo, contra as diferentes fases do parasita), efeitos aditivos contra a
mesma fase do parasita, efeitos sinérgicos, ou qualquer uma destas combinagdes
(GREGSON & PLOWE, 2005). Com base nessas premissas, a Organizacao Mundial
da Saude tem patrocinado ensaios clinicos em que antimalaricos convencionais e de
baixo custo sdo associados ao artesunato e ao arteméter (NUNES & FERREIRA,
2005). Além disso, novos farmacos efetivos contra todos os estagios, combinados
ou ndo com artesunato, vém sendo testados na Africa e na Asia. Sdo exemplos
destas combinac¢des que atualmente estdo disponiveis para uso clinico:

o Atovaquona-proguanil (Malarone®) - a atovaquona é uma naftoquinona que
atua na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, enquanto o proguanil
bloqueia a sintese do &cido félico. Sua associacdo tem efeito sinergistico; o
proguanil potencializa a a¢gdo da atovaquona. Em estudos randomizados no
Gabao e no Brasil, essa combinagcdo mostrou uma taxa de cura de 87% e
98,7%, respectivamente, em infeccdes ndo complicadas por P. falciparum.
Todavia, existe uma séria restricdo ao seu uso referente ao alto custo deste

medicamento (RADLOFF et al, 1996 apud NUNES & FERREIRA, 2005).

o Arteméter-lumefantrina (Riamet®, Coartem®) - o arteméter é um derivado da
artemisinina, enquanto que a lumefantrina, um arilaminodlcool, pertence a

mesma classe da halofantrina. Em estudos randomizados, observaram-se
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taxas de cura entre 87% e 97% para malaria falciparum ndo-complicada (VAN

AGTMAEL et al, 1999).

0 Artesunato-mefloquina (Artequin 600/750®) - essa associacdo tem sido usada
na Tailandia. Seu uso pode resultar na diminuicdo da transmissao de P.
falciparum e na restauracdo da sensibilidade a mefloquina (BROCKMAN et

al., 2000).

o Clorproguanil-dapsona (Lapdap®) - ambos os farmacos sdo antifolatos.
Estudos clinicos no Quénia mostraram que existem duas caracteristicas
favoraveis a esta nova associacdo, ela é tdo efetiva quanto a combinacgéo
sulfadoxina-pirimetamina, todavia, conta ainda com a vantagem de apresentar
meia-vida mais curta, o que devera retardar o desenvolvimento de resisténcia

por parte do plasmodio (WATKINS et al, 1988).

1.7 — Resisténcia aos antimaléricos.

A resisténcia a quimioterapia € um dos maiores entraves no controle da
malaria. Ela se deve ao principio da evolugdo das espécies, no qual a presenca de
farmacos, também conhecida como a “pressdo dos farmacos”, funciona como
processo de selecdo natural dos parasitas resistentes no interior do hospedeiro
(HASTINGS & DONNELLY, 2005). A grande capacidade de adaptacdo dos parasitas
da malaria revela-se na rapidez com que se desenvolveu, em particular em P.
falciparum, resisténcia a praticamente todos o0s antimalaricos sintéticos
desenvolvidos a partir de 1940 (SILVA & OLIVEIRA, 2002). Muta¢cbes em diferentes

genes sao o principal mecanismo capaz de produzir resisténcia dos plasmédios aos
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antimalaricos. Em decorréncia deste fato, o tratamento inadequado das infec¢cdes
seleciona eficazmente as mutacbes que conferem resisténcia (NUNES &
FERREIRA, 2005).

Muitos fatores contribuem para o desenvolvimento e a disseminacdo de
resisténcia do Plasmaodio aos farmacos, entre 0os quais se destacam: a interagdo de
padrbes de utilizacdo do farmaco, como a dosagem; as caracteristicas intrinsecas
do medicamento, como a meia-vida; fatores relacionados ao hospedeiro, como o
sistema imunoldgico; caracteristicas do parasita, como a presenca de mutacdes
genéticas; fatores relacionados ao vetor, como a afinidade deste pelo parasita; e
fatores relacionados ao meio ambiente, como as regides endémicas
(WONGSRICHANALAI et al., 2002).

A suscetibilidade do P. falciparum aos quimioterapicos antimalaricos é
comumente avaliada pela resposta terapéutica (teste in vivo), como também por
ensaios de sensibilidade intrinseca do P. falciparum realizados in vitro, através da
medida da inibicdo do crescimento do parasita, ou da maturagcéo do esquizonte, na
presenca do farmaco (BLOLAND, 2001). A Organizacdo Mundial da Saude definiu
originalmente que a resposta in vivo aos medicamentos, correspondente a
sensibilidade do plasmdédio ao farmaco utilizado, seria avaliada nos termos do
clareamento da parasitemia, o que gerou a classificagdo das cepas de plasmddio em
cepas sensiveis (S) e cepas resistentes (R), estas ultimas sendo subdivididas em
trés graus de resisténcia, RI, RIl e RIlIl (WHO, 2001).

Acredita-se que a primeira ocorréncia de cepas de P. falciparum resistentes
a cloroquina ocorreu no final dos anos 50, no Sudeste Asiatico e também na
América do Sul (WHO, 2001). Atualmente, cepas com esta caracteristica estao

espalhadas por todas as areas endémicas do mundo excetuando-se a América
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Central e o Caribe (WERNSDORFER & PAYNE, 1991; WONGSRICHANALAI et al.,
2002).

Atualmente, a resisténcia clinica a monoterapia do quinino ocorre
esporadicamente no sudeste da Asia e na Oceania ocidental. Resultados de estudos
in vitro indicam que a resisténcia é menos frequente na América do Sul (ZALIS et al.,
1998) e na Africa (JELINEK et al., 2001). Para as duas Ultimas décadas, o quinino
tem sido constantemente utilizado em combinagdo com um parceiro antibiético como
a tetraciclina ou doxiciclina para aumentar a eficacia do tratamento. O quinino é
atualmente reconhecido como um farmaco de segunda ou de terceira linha, utilizado
em casos de malaria grave (WONGSRICHANALAI et al., 2002).

A resisténcia a sulfadoxina-pirimetamina foi notificada pela primeira vez na
fronteira entre Tailandia e Camboja, em meados da década de 1960 (BJORKMAN,
1990). Atualmente, alto nivel de resisténcia a este farmaco € encontrada em grande
parte do sudeste da Asia, no sul da China, em grande parte do continente Africano e
no Brasil (WHO, 2001; VASCONCELOS, 2000), enquanto que graus mais baixos e
frequéncias menores de resisténcia sdo observados na costa do Pacifico da América
do Sul, no sul da Asia, no leste do Ird, e na Oceania ocidental (BLOLAND, 2001).

A resisténcia a mefloquina também foi observada pela primeira vez na
fronteira da Tailandia com o Camboja no final da década de 80 (SHANKS, 1994). O
advento da resisténcia a mefloquina na Tailandia pode ter sido influenciado pelo uso
intensivo do quinino (farmaco quimicamente relacionado) justamente pouco tempo
antes da introducao da mefloquina (WERNSDORFER, 1994).

As artemisininas ndo sao utilizadas isoladamente para o tratamento clinico,
sdo normalmente combinadas com antimalaricos de acdo mais prolongada, como a

mefloquina ou a lumefantrina. De uma forma geral, doses adequadas dos esquemas
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terapéuticos de combinacfes de artemisina e mefloquina, ou arteméter e
lumefantrina, ndo tém apresentado falhas no tratamento devido a resisténcia a
artemisinina (WONGSRICHANALAI et al., 2002).

No Brasil ha relatos de resisténcia a praticamente todos os farmacos
adotados como de primeira linha para o tratamento da malaria ndo-complicada
(NUNES & FERREIRA, 2005). A combinacéo sulfadoxina-pirimetamina deixou de
ser usada no territorio brasileiro no inicio da década de 90, devido ao surgimento de
resisténcia. Atualmente, todos os isolados de P. falciparum da Amazoénia brasileira
apresentam mutacdes que conferem resisténcia a cloroquina (VIEIRA et al., 2004).
Quanto aos demais farmacos, hé relatos de diminuicdo de sensibilidade ao quinino e
falha terapéutica tardia com artesunato em isolados brasileiros de P. falciparum
(ZALIS et al., 1998).

Varias mutagfes tém sido descritas em isolados resistentes aos
antimalaricos. Uma mutacao no cédon 76 do gene pfcrt, que codifica uma proteina
de transporte da membrana do vacuolo digestivo do parasita, € fortemente
associada com a resisténcia a cloroquina (FIDOCK et al., 2000). Além deste gene,
experimentos de transfeccdo demonstraram que polimorfismos do gene pfmdrl
apresentam possibilidade de associagcdo a diversos graus de resisténcia a
cloroquina e modulam também a susceptibilidade a mefloquina e aos compostos
estruturalmente relacionados, quinino e halonfantrina (REED et al., 2000). Mais
recentemente, estudos moleculares realizados com cepas de P. falciparum oriundas
da Africa, Asia e América do Sul revelaram que cepas com haplétipos mutantes do
gene pfcrt ndo apenas apresentavam resisténcia a cloroquina, bem como exibiam

também maior suscetibilidade a artemisinina e ao quinino (SIDHU et al, 2002).
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A resisténcia a sulfadoxina/pirimetamina (Fansidar®) surge pela presenca de
mutacOes pontuais nas regides codificantes do centro ativo da enzima bifuncional
DHFR- TS, para a pirimetamina, e da enzima dihidropteroato sintetase (DHPS), para
a sulfadoxina (KUBLIN et al., 2002; COWMAN et al., 1988). Para a pirimetamina,
geralmente a mutacdo no gene dhfr no cédon 108, que corresponde a alteracédo de
uma serina para uma asparagina, parece ser suficiente para conferir resisténcia a
este medicamento e consequentemente a sulfadoxina/pirimetamina (PETERSON et
al., 1991). Este fato explica a razdo pela qual a resisténcia do parasita tenha surgido
imediatamente apds a generalizacdo do uso deste farmaco como terapéutica da
malaria (FERNADES, 2007). Além disto, muta¢des nos cédons 51 e 59 encontram-
se normalmente implicadas nos elevados niveis de resisténcia a este farmaco
(KUBLIN, et al., 2002). Estudos realizados demonstraram que para o gene dhps,
mutagdes pontuais nos codons 436, 437, 540 e 613, estdo associadas a resisténcia
a sulfadoxina (PETERSON et al., 1988). Outros estudos demonstraram também que
o conjunto de trés muta¢cées no gene dhfr (cédons 51, 59 e 108) e duas no gene
dhps (coédons 437 e 540), designado quintuplo mutante, é considerado como um
marcador molecular para a falha terapéutica, observado no tratamento de
Plasmodium falciparum com sulfadoxina/pirimetamina (PLOWE et al., 1997).

A multirresisténcia aos farmacos de P falciparum foi definida como sendo a
resisténcia a mais de dois compostos antimalaricos operacionais de classes
guimicas diferentes (WERNSDORFER,1994). Ela ocorre principalmente no sudeste
da Asia, particularmente nas regides fronteiricas da Tailandia. Desde 1995 o alto
nivel de resisténcia a mefloquina levou a substituicAo desta monoterapia pela

combinacao de artesunato e altas doses de mefloquina para os casos confirmados,
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por microscopia, de maléaria falciparum em é&reas da Tailandia reconhecidamente
multirresistentes (WONGSRICHANALAI et al., 2002).

Além da Tailandia, algumas areas da regido Amazénica Brasileira também
se encontram na categoria de areas multirresistentes Estas areas tém apresentado
relatos esporadicos de resisténcia a mefloquina e reduzida suscetibilidade ao
quinino. A terapia da combinagdo artesunato-mefloquina estd sendo adotada como
regime de primeira linha, na fronteira entre Peru e Brasil (ibid.).

A falta de uma vacina profilatica efetiva, associada a disseminacéo de cepas
resistentes e multirresistentes aos farmacos em uso indicam claramente a
necessidade de desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas e identificacdo

de novos alvos para a prevencao e terapéutica da Malaria (TASDEMIR, 2006).

1.8 - Apicoplasto

O Filo Apicomplexa €é composto por organismos unicelulares e
intracelulares obrigatérios de grande importancia médica e veterinaria. Neste Filo
encontram-se os patdogenos humanos do género Plasmodium, o agente etioldgico da
malaria, o Toxoplasma gondii, agente causal da toxoplasmose, bem como
patdgenos que causam doencas em criagdes de animais para 0 consumo humano,

como Babesia spp, Theileria spp e Eimeria spp.

A grande maioria dos representantes deste grupo apresenta um plastideo
nao-fotossintético, delimitado por quatro membranas, contendo genoma préprio, 0
apicoplasto, que da nome ao Filo. A origem provavel do apicoplasto foi o processo
de endossimbiose realizado pelo apicomplexo com uma célula procaridtica

semelhante a cianobactéria (WILSON, 1995). A existéncia de quatro membranas no
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apicoplasto é indicativo de ter havido dois eventos endossimbioticos no decorrer do
processo evolutivo dos apicomplexos. O primeiro evento endossimbidtico gerou um
plastideo caracterizado por duas membranas, semelhante ao das algas e vegetais.
Este plastideo, posteriormente, teria sofrido transferéncia lateral em varias linhagens
eucaribticas, por um processo denominado endossimbiose secundaria, no qual o
endossimbionte que continha o plastideo sofre agora fagocitose por outro
eucarionte. Desta forma o plastideo secundario que surge apresenta quatro
membranas (McFADDEN & ROOS, 1999).

Embora o apicoplasto contenha um genoma circular pequeno, a maioria do
proteoma desta organela é codificada no genoma nuclear do protozoario, e as
proteinas sdo subsequentemente transportadas para o0 apicoplasto, por
apresentarem na extremidade N-terminal uma sequéncia sinal, semelhante ao sinal
classico de secrecdo encontrado em peptideos, que as direciona para o sistema de
endomembranas do plastideo (RALPH et al., 2004).

O apicoplasto é reconhecido como essencial para a viabilidade dos parasitas
de longo prazo, fato coerente com a sua conservacdo durante a evolugado dos
apicomplexos. Suas fungdes de manutencdo, tais como, replicacdo de DNA,
transcricdo, processamento e traducdo de RNA, sdo alvos estabelecidos para a
intervencdo médica, seja diagndstica, ou terapéutica (GORNICKI, 2003). Além disto,
a finalizacdo da sequéncia gendmica do P. falciparum (GARDNER et al.,, 2002),
juntamente com a disponibilidade dos bancos genémicos de Plamodium (PlasmoDB,
PATS e PlasmoAP), revelaram a existéncia de genes com produtos destinados ao
plastideo que constituem vias metabdlicas tipicas de plantas, tais como: a via de

biossintese de acidos graxos Tipo Il (FAS 1), a via metil-eritrol fosfato (MEP) para a
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biossintese de isoprendides e a via de biossintese de heme (WILSON, 2005; RALPH

et al., 2004).

1.9- Via metabdlica de biossintese dos acidos graxo s em Plasmodium

Até pouco tempo acreditava-se que as espécies de Plasmodium haviam
perdido a via metabdlica de sintese de novo de &cidos graxos (VIAL & ANCELIN,
1992). Este dogma comecgou a mudar com a descoberta e caracterizagcdo de
inUmeras enzimas participantes da sintese de acidos graxos em P. falciparum
(WALLER et al.,, 1998), e demonstragdo da incorporacdo de acetato em &cidos
graxos de P. falciparum (SUROLIA & SUROLIA, 2001).

A biossintese de acidos graxos é fundamental para o desenvolvimento do
plasmaddio. Além dos &cidos graxos constituirem o0s principais componentes das
membranas celulares, sdo uma importante fonte de energia, desempenham um
papel fundamental na transducao de sinal, na acilacdo de proteinas, bem como séo
necessarios para o crescimento, diferenciagdo e homeostase do P. falciparum
(TASDEMIR, 2006). Também é sabido que a biossintese de lipidios aumenta muito
durante as fases eritrocitarias, nas quais o parasita cresce e se divide extremamente
rapido (ibid.). Quando o parasita invade seu hospedeiro, ele tenta se proteger,
induzindo a formagdo de um vacuolo chamado vacuolo parasitéforo, que
desempenha uma funcéo protetora ao sistema imunolégico do hospedeiro (VIAL et
al., 2003). Neste processo, 0 parasita necessita produzir seus proprios acidos graxos
de novo, de modo a formar e expandir a sua membrana celular (SINNIS &
SIM,1997).

O mecanismo biossintético dos acidos graxos, denominado sistema FAS

(Fatty Acid Synthase), envolve ciclos repetitivos de condensacéo, ceto-reducéo,
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desidratacdo e enoil-reducdo (ANDRADE et al., 2008). Os fungos, mamiferos e
algumas micobactérias realizam a sintese de acidos graxos através da acdo de
proteinas multifuncionais, sendo cada reacdo catalisada por uma regido distinta
(dominio) desta proteina Unica, multifuncional. Essas enzimas sao classificadas
como acido graxo sintases do Tipo |, e também sdo descritas como acido graxo
sintases do tipo “associadas”, pois etapas sucessivas na reacdo de sintese de
acidos graxos ocorrem em dominios especificos (ROCK & CRONAN, 1996;
SUROLIA & SUROLIA, 2001). De outra forma, as plantas e muitas bactérias utilizam
as enzimas acido graxo sintases do Tipo Il ou "dissociadas". Neste caso, cada etapa
do sistema de biossintese de acidos graxos do Tipo Il (FAS II) é catalisada por uma
enzima especifica codificada por um determinado gene. Estas enzimas foram melhor
caracterizadas em E. coli (WEEKS & WAKIL, 1968). Uma vez que o sistema FAS Il
€ ausente em humanos, representa uma grande oportunidade para aplicacdes
terapéuticas.

A primeira enzima envolvida no sistema FAS Il € a acetil-CoA carboxilase
(ACC), uma proteina que carboxila acetil-CoA para produzir malonil-CoA, que é
entdo transferido para a proteina transportadora de acil (ACP) pela enzima
transacilase ACP (FabD) (Figura 8). A biossintese de acidos graxos, propriamente
dita, € iniciada pela condensacdo de malonil-ACP e acetil-CoA, catalisada pela
enzima B-cetoacil ACP sintase Il (FabH). Logo apds, inicia-se a série ciclica de
alongamento, que é repetida até que determinado &cido graxo saturado seja
produzido. A primeira etapa do ciclo € a reducdo NADPH-dependente de B-cetoacil-
ACP a B-hidroxilacil-ACP, catalisada pela enzima B-cetoacil-ACP redutase (FabG).
Em seguida, uma molécula de &gua é removida pela [B-hidroxiacil-ACP

desidratase/isomerase (FabA) e/ou pela B-hidroxiacil-ACP desidratase (FabZ) para
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formar trans-2-enoil-ACP. O passo final no processo de alongamento € a reducéo,
NADH-dependente, da ligacdo dupla, formando acil-ACP. E um passo fundamental
do processo, catalisado pela enzima 2-trans-enoil-ACP redutase (Fabl ou ENR).
Ciclos subsequentes sao iniciados pela condensacao de malonil-ACP com acil-ACP,
formando B-cetoacil-ACP com dois carbonos adicionais. Esta reacdo € catalisada

pela B-cetoacil-ACP sintase | (FabB), ou pela B-cetoacil-ACP sintase Il (FabF).
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Acetil-CoA Malonil-CoA Malonil-ACP
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Figura 8. Biosssintese de acidos graxos do Tipo Il (FAS Il) e as enzimas integrantes do processo.
ACC: acetil-CoA carboxilase, ACP: proteina transportadora de acila, FabD: ACP transacilase, FabH:
B-cetoacil-ACP sintase Ill, FabG: B-cetoacil-ACP redutase, FabA: B-hidroxidecanoil-ACP desidratase
/isomerase, Fabz: B-hidroxi-ACP desidratase, Fabl: enoil-ACP redutase, FabB: B-cetoacil-ACP sintase
|, FabF: B-cetoacil-ACP sintase Il

Fonte: Adaptado de CARBALLEIRA, 2008.

Os ciclos continuam até que um determinado comprimento de cadeia de
acido graxo seja alcancado (HEATH et al., 2001). Em Plasmodium, ciclos sucessivos

de alongamento levam a formagédo dos &cidos decandico (C-10), laurico (C-12) e
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miristico (C-14), como os principais produtos do processo de sintese de &cidos
graxos (VIAL et al. 2003), enquanto que o acido palmitico (C-16) é o acido acido
graxo mais predominantemente sintetizado em seres humanos (TASDEMIR, 2006).
A biossintese de &cidos graxos tem despertado atencdo especial como alvo
atraente no desenvolvimento de novos farmacos antibacterianos, antifingicos e
antimalaricos. Sao exemplos de inibidores conhecidos que tém sido apresentados
como agentes antimicrobianos em raz&o de inibir a biossintese de acidos graxos:
isoniazida (inibe a Fabl), tiolactomicina e seus derivados (inibe FabB e FabH),
ceruleina (inibe Fabl) e triclosan (inibe a Fabl), entre outros inibidores reportados na

literatura (GORNICKI, 2003; CARBALLEIRA, 2008).

1.10 — 2-trans enoil-ACP redutase (ENR, E.C. 1.3.1.9)

A enzima 2-trans enoil-ACP redutase (ENR) merece destaque, pois catalisa
a reacao principal do processo de biossintese dos acidos graxos (Figura 9) e regula

o ciclo de alongamento dos mesmos (HEATH et al., 2001).

o ) ) OH (|>r (|>r N \N NADH +H* NAD* ° ) ) on T' T' N N
/\)LS/\/NT\/N#OZ/P\OZ;\ </jﬁ'; \—/ /\)LS/\/NT‘/\/NNO,//P\O,//P\ </ I )

PfENR

Crotonoil-CoA r on Butiril-CoA T
> 7

-0

o- -0
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Figura 9. Reacdo catalisada pela PfENR: Reducdo, NADH-dependente, da ligagdo dupla do
Crotonoil-CoA, formando Butiril-CoA
Fonte: Medeiros et al., 2011
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Vérios inibidores da atividade da ENR do P. falciparum (PfENR) ja foram
descritos na literatura, entre os quais destacam-se: ceruleina, um antibiético
produzido por fungos, inibidor ndo competitivo de PfENR, com ICs variando entre 10
a 20 uM (SUROLIA & SUROLIA, 2001; WALLER et al., 2003); Genz-10850 e Genz-
8575, dois analogos da piperazina, selecionados por triagem virtual com ICsg
variando entre 10 a 50 uM (KUO et al., 2003); triclosan, um bisfenol clorado que atua
formando um complexo ternario com a enzima e o NAD" e inibe o crescimento in
vitro de Plasmodium falciparum com valor de ICsp < 10 pM; (McLEOD et al., 2001;
SUROLIA & SUROLIA, 2001)

Dentre os inibidores de PfENR mencionados destaca-se o triclosan, que tem
demonstrado ainda poucos efeitos secundarios, sendo amplamente usado em
produtos comerciais, como sabdes, sabonetes, cremes dentais entre outros, pelo
gue se considera ser eficaz e nao téxico (HEATH et al., 2001). O triclosan, de modo
contrario a outros antibiéticos, forma um complexo ndo-covalente com o NAD" e a
PfENR , via ligac&o hidrogénio (PEROZZO et al., 2002).

A ENR de Mycobacterium tuberculosis (conhecida também por MtinhA) foi
inicialmente identificada como sendo o alvo principal da isoniazida (INH; Figura 10),
0 medicamento mais utilizado para tratar a tuberculose ativa (BANERJEE et al.,
1994). A enzima é uma enoil-ACP redutase dependente de NADH, especifica para
substratos enoil tioéster de cadeia longa. A MtInhA é uma enzima do sistema FAS Il
micobacteriano que alonga acil acidos graxos precursores dos acidos micélicos.

A isoniazida é um pré-farmaco que é ativado pela enzima micobacteriana
catalase-peroxidade (KatG) na presenca de ions de manganés, NAD(H) e oxigénio

(JOHNSSON & SCHULTZ, 1994; JOHNSSON et al.; 1995). Aproximadamente cerca
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de 50% dos isolados clinicos INH-resistentes de M. tuberculosis apresentam
delecbes ou mutacdes no gene katG (HEYM et al, 1995, RAMASWAMY et al.,

2003).

3 - )
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=
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sonlazida . e_-
CN” | “CN
. CN B

Pentaciano (isoniazida) ferrato Il

Figura 10. Estrutura quimica da isoniazida e do pentaciano (isoniazida) ferrato |l
Fonte: adaptado de OLIVEIRA et al., 2006.

O mecanismo de acdo da INH requer a sua conversdo, pela KatG
micobacteriana, em varios intermediarios eletrofilicos (JOHNSSON & SCHULTZ,
1994). Em seguida, ocorre a formacdo do aduto através da adicdo de um &nion
isonicotinico-acil ao NAD", ou de um radical isonicotinico-acil a um radical livre NAD"
(ROZWARSKI et al., 1998), conforme ilustrado na Figura 11 .

O aduto isonicotinil-NAD* foi caracterizado espectroscopicamente, e, desta
forma, demonstrou-se que o mesmo liga-se a Mtinha com uma constante de
dissociacdo de valor menor do que 0,4 nM (LEI et al.,, 2000). Posteriormente, foi
mostrado que este aduto constitui um inibidor competitivo lento que se liga
fortemente a Mtinha selvagem. A ligacao inicial, rapida e reversivel (K; = 16 nM), é

seguida de lenta isomerizagdo, formando um complexo enzima-inibidor mais forte,
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com um valor da constante de dissocia¢éo global (Ki*) de aproximadamente 0,75 nM

(RAWAT et al., 2003).
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Figura 11. Estrutura quimica da isoniazida e do aduto INH-NAD que inibe a atividade
enzimatica de MtinhA
Fonte: OLIVEIRA et al., 2006.

A atividade peroxidase da KatG catalisa a conversdo de Mn?* para Mn®*
(MAGLIOZZO & MARCINKEVICIENE, 1997). Experimentos de espectroscopia de
ressonancia paramagnética eletrénica de congelamento rapido tém demonstrado
que as abstracdes dos atomos de hidrogénio podem ser iniciadas por um radical
tirosil KatG (CHOUCHANE, et al., 2002). Além disso, foi demonstrado que o
rendimento do aduto isonicotini-NAD" é aproximadamente o mesmo apds a
oxidag&o da INH por KatG ou Mn** (WILMING & JOHNSSON, 1999). Desta forma, a
oxidag&o por pirofosfato-Mn®" tem sido proposta como um método alternativo para a
ativacao do INH ndo enzimatica para a sintese quimica simples de vérios derivados

INH gue imitam o aduto isonicotinil-NAD* (NGUYEN et al., 2001).
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Com base no mecanismo de ativagdo proposto para a INH, por intermédio
de uma reacdo de transferéncia de elétrons (DeBARBER et al., 2000), uma rota
alternativa de autoativagdo tem sido proposta para o desenvolvimento de novos
medicamentos para o tratamento da tuberculose resistente e sensivel a INH
(BASSO, et al., 2005). Estess farmacos seriam ativados por reacbes de
transferéncia de elétrons antes de interagir com o seu alvo celular. A maior parte da
resisténcia a INH esta associada com alteragbes no gene estrutural katG que
resultam em enzimas catalase-peroxidase mutantes com capacidade alterada para
formacdo dos intermediarios ativados de INH (ROSSETTI et al.,, 2002). A rota
alternativa, em contraposicdo a situacdo de resisténcia relacionada a KatG, esta
baseada na sintese de novas moléculas capazes de promover uma reacdo de
transferéncia eletrbnica esfera-interna (SOUZA et al., 2005). Neste contexto, 0 uso
de um complexo metélico redox-reversivel em conjunto com o pré-farmaco aparece

como um sistema primério (OLIVEIRA et al., 2004).

1.11 — Complexo Pentaciano (isoniazida) ferrato Il

Recentemente foi demonstrado que o complexo pentaciano (isoniazida)
ferrato Il (Figura 10) inibe a atividade enzimética de ambos os tipos, selvagem e
mutante 121V (INH-resistente), da enzima MtinhA (OLIVEIRA et al., 2004). Os
resultados dos experimentos de cinética de inativagédo in vitro indicaram que este
processo ndo requer ativagdo por KatG, ndo necessita da presenca de NADH, e é
também eficaz contra a MtInhA mutante INH-resistente. Foi determinado o valor da
concentracdo inibitéria minima (MIC) de 0,2 pg.mL™ para este complexo inorganico
pelo sistema radiométrico BACTEC AFB para a cepa H37Rv de M. tuberculosis,
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enquanto que ensaios de toxicidade realizados em células leucémicas HL60, e em
células de cancer de mama MCS-7 produziram um valor de ICse> 25 pg.mL?,
indicando assim um bom indice de seletividade (S| = IC5o/MIC> 125); o Tuberculosis
Antimicrobial Acquisition & Coordinating Facility of USA sugere que para um
composto avancar atravésde programas de triagem, o Sl deve ser maior que 10
(BASSO et al., 2005).

Posteriormente, foi comprovado que o complexo pentaciano (isoniazida)
ferrato Il € um inibidor de acdo lenta da atividade enziméatica da MtinhA,
apresentando um valor real da constante de dissociacdo global de 70 nM (OLIVEIRA
et al., 2006). Neste mecanismo de agcdo, um complexo enzima-inibidor inicial é
rapidamente formado, e em seguida, sofre uma lenta reacdo de isomerizagao para
um complexo binario enzima-inibidor, no qual o inibidor € mais fortemente ligado a
enzima. A situagéo fragil no uso de inibidores enziméaticos classicos como farmacos
para condi¢Bes clinicas € que a inibicdo resulta na acumulacdo do substrato da
enzima, fato que pode ser superior a inibicdo. Em contrapartida, a acumulacdo de
substrato pode né&o ter efeito algum sobre a isomerizagdo do complexo inibidor-
enzima tipica do mecanismo de inicio lento, e desta forma, ndo favorecer a reversao
da inibicdo (MORRISON & WALSH, 1988).

A comparagdo realizada com as estruturas terciarias das proteinas ENR de
P. falciparum, B. napus, E. coli e M. tuberculosis, mostrou que todas as quatro
estruturas sao muito similares, ocorrendo, todavia, pequenas diferencas referentes
ao tamanho e posicionamento do loop de ligagdo do substrato (PEROZZO et al.,
2004). A MtinhA apresenta este loop em uma conformagdo mais aberta do que a

PfENR. Isto se d&a, segundo os autores do trabalho, provavelmente, pela
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necessidade de acomodar neste sitio a ligacdo dos &cidos graxos de cadeia longa
(C16-C56), precursores dos acidos micélicos (ibid.).

Por considerar: a importancia vital da via de biossintese FAS Il para o
Plasmodium; o entendimento de que a enzima ENR, por catalisar a reag&o principal
desta via, é alvo validado para pesquisa de novos medicamentos antimicrobianos; a
semelhancga estrutural existente entre as enzimas PfENR e MtinhA, bem como os
resultados anteriores de inibicdo da atividade de MtInhA pelo composto pentaciano
(isoniazida) ferrato Il, de modo independente de ativagao pela peroxidase KatG, nos

propomos a verificar a acdo deste complexo inorganico contra a enzima PfENR.
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2. OBJETIVOS

Geral:

Determinar os parametros cinéticos verdadeiros da enzima recombinante 2-
trans-enoil-ACP-redutase de Plasmodium falciparum (PfENR) e realizar ensaios de

inibicdo desta enzima pelo composto pentaciano (isoniazida) ferrato Il.

Especificos:

» Expressar e purificar a PFENR recombinante fusionada a uma cauda de
histidina;

» Definir os parametros cinéticos verdadeiros da PfENR;

» Realizar estudos in vitro sobre 0 mecanismo cinético da PfENR,;

» Realizar estudos inibitérios da PfENR pelo composto pentaciano
(isoniazida) ferrato II;

» Determinar a constante de inibicdo (Ki) para o composto pentaciano

(isoniazida) ferrato II.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1- Andlise por Bioinforméatica

O gene da proteina 2-trans-enoil-ACP-redutase da cepa 3D7 de P.
falciparum esta identificado no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), com os
seguintes cddigos de acesso: XM 961044 e XP_966137.1, enquanto no banco
genbmico especifico para Plasmodio, o Plasmodb (http://plasmodb.org/plasmo/),
esta cadastrada com o codigo PFF0730c.

O gene da PfENR contem 1.299 pb, esta localizado no cromossomo 6, e
codifica uma proteina com 432 amino&cidos, massa molecular de 49,76 kDa e ponto
isoelétrico tedrico de 9,11. No banco de dados de proteina (http://www.pdb.org/)
existem varias estruturas da PfENR depositadas, o cddigo de acesso da estrutura
utilizada neste trabalho foi 202Y.

Com o intuito de realizar um alinhamento da estrutura priméria da PfENR
com sequéncias homoélogas, e posteriormente comparar a estrutura primaria da
PfENR com a estrutura primaria da MtINHA, foram utilizadas as ferramentas de
bioinforméatica  Blast  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/homologene/63285) e

ClustalWw?2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).

3.2- Amplificagéo do gene da PfENR e clonagem em ve tor de expressao

A primeira estratégia de trabalho adotada neste estudo foi a via
tradicionalmente utilizada em biologia molecular: a amplificagdo do gene selvagem
da PfENR a partir do DNA gendmico do P. falciparum; com posterior clonagem do
gene de interesse em vetor de expressdo. Todavia, esta estratégia nao obteve éxito,
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provavelmente, por ndo ter sido planejada inicialmente nenhuma otimizacéo do gene
da PfENR visando assegurar a expressao deste em sistema procarioto, a exemplo
do que vinha sendo realizado por outros pesquisadores (KAPOOR et al., 2001,
PEROZZO et al., 2002).

O P. falciparum tem um genoma muito rico em A-T, 0 que representa cerca
de 80% do seu genoma e torna a expressao heteréloga de genes de Plasmodium
em E. coli algo mais complicado de se conseguir, quando comparados a outros
organismos (BACA & HOL, 2000). Outra grande dificuldade existente na
superexpressdo de genes de P. falciparum em E. coli é a presencga, nesta ultima, de
cbdons raramente utilizados por procariotos (codon bias), o que pode dificultar ou
inibir totalmente a expressdo da proteina recombinante de Plasmédio (CINQUIM et
al., 2001)

Por conseguinte, em decorréncia das dificuldades de expresséo
encontradas, decidiu-se abortar esta estratégia inicial de trabalho e optar pela
aquisicdo comercial da proteina purificada, oriunda da expresséo de gene sintético e
otimizado da PfENR, produzido por uma empresa de biotecnologia, como segunda

alternativa de trabalho.

3.3- Aquisicao comercial da proteina PfENR

A proteina 2-trans-enoil- ACP-redutase de Plasmodium falciparum
(PfENR) utilizada no presente trabalho foi expressa, purificada e obtida
comercialmente da empresa GenScript Corporation New Jersey, EUA (lotes de
nameros 66474S1/P105904 e 94657801/P10011006). Juntamente com a proteina

acima citada foi obtido também da mesma empresa o plasmidio pGS21l1a (Figura
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12), contendo como inserto o gene da PfENR, fusionado a uma sequéncia de
tiorredoxina (Trx), na regido N-terminal, e a uma cauda de histidina. A fusdo da

PfENR a tiorredoxina justifica-se como estratégia para melhorar o nivel de

expressao desta proteina.

T7 Promoter

Enterokinase

Nco |
EcoR V
BamH |
EcoR |
Sac |
Sall
Hind I
Not |
__——Xhol
{His)s

lac |

pGS-21a
(6169 bp)

Ori

T7 Terminator
Ampicillin

\

f1 ori

Figura 12. Mapa do vetor de expressao pGS-21a
Fonte: Genscript Corporation (cat. No. SD0121).

O vetor pGS-21a possui 6.169 pb e foi projetado para clonagem,
expressdo em alto nivel e purificacdo de proteinas em fusdo com ambos 6xHis e
GST. (GenScript Corporation - Cat. N°. SD0121). O gene de interesse clonado neste
vetor encontra-se sob regulagcdo do promotor T7 do fago Lambda. O inserto da

PfENR neste vetor foi flanqueado por sequéncias especificas das enzimas de

restricdo Ncol e Sall.
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A sequéncia de aminodcidos da proteina PfENR sintética produzida pela
empresa  Genscript  foi comparada, através do programa Blast
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), a sequéncia original da proteina PfENR da
cepa 3D7 de P. falciparum depositada no Gene Bank (XM_961044) e no PlasmoDB

(PFF0730c), como se observa na Figura. 13.

A) Sequéncia de aminoacidos da PfENR selvagem — Pla smoDB (PFF0730c)
432 aminoacidos; 49,76 kDa

M\KI SQRLLFLFLHFYTI VCFI ONNTQKTFHNVLQNEQ RGKEKAFYRKEKRENI FI GNKMKHL NN
MNNTHNNNHYVEKEEQDASNI NKI' KEENKNEDI CFI AG GDTNGYGWE AKELSKRNVKI | FG WP
PVYNI FMKNYKNGKFDNDM | DKDKKWNI L DM_PFDASFDTANDI DEETKNNKRYNVLONYTI EDV
ANLI HOKYGKI NMLVHSLANAKEVQKDL LNTSRKGYLDALSKSSYSLI SLCKYFVNI MKPQSSI | S
LTYHASQKVVPGYGGCAVESAKAALESDTRVLAYHLGRNYNI RI NT1 SAGPLKSRAATAI NKLNNTY
ENNTNQNKNRNSHDVHNI MNNSCGEKEEKKNSASONYTFI DYAI EYSEKYAPLRQKLLSTDI GSVAS
FLLSRESRAI TGQTI YVDNGLNI MFLPDDI YRNENE

B) Sequéncia de aminoacidos da PfENR sintetizada pe la empresa Genscript
564 aminoacidos; 63,62 kDa

MSDKI | HLTDDSFDTDVLKADGAI LVDFWAEWCGPCKM API LDEI ADEYQGKL TVAKLNI DONPG
TAPKYG RGA PTLLLFKNGEVAATKVGAL SKGQL KEFL DANL AGSGSCHMHHHHHHSSGL VPRGSG
MKETAAAKFERCHVDSPDL GT DDDDKQKTFHNVLQNEQ RGKEKAFYRKEKRENI FI GNKMKHL NN
MNNTHNNNHYVEKEEQDASNI NKI' KEENKNEDI CFI AG GDTNGYGWE AKELSKRNVKI | FG WP
PVYNI FMKNYKNGKFDNDM | DKDKKWNI L DM_PFDASFDTANDI DEETKNNKRYNVLONYTI EDV
ANLI HOKYGKI NMLVHSLANAKEVQKDL LNTSRKGYLDALSKSSYSLI SLCKYFVNI MKPQSSI | S
LTYHASQKVVPGYGGCGAVESAKAALESDTRVLAYHLGRNYNI RI NT1 SAGPLKSRAATAI NKLNNTY
ENNTNQNKNRNSHDVHNI MNNSCGEKEEKKNSASONYTFI DYAI EYSEKYAPLRQKLLSTDI GSVAS
FLLSRESRAI TGQTI YVDNGLNI MFLPDDI YRNENE

Figura 13. Sequéncia de aminodcidos das proteinas PfENR selvagem (A) e PfENR
sintetizada pela empresa GenScript Corporation (B). Em destaque amarelo, a reg