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RESUMO 
 

O fator de tradução de eucariotos 5A (eIF5A) é altamente conservado em eucariotos 
e arqueas e sofre uma modificação pós-traducional exclusiva, chamada hipusinação. 
A enzima desoxi-hipusina sintase (DHPS) atua nessa modificação catalisando a 
primeira etapa: a transferência da porção 4-aminobutil da molécula de espermidina 
para um resíduo específico e conservado de lisina de eIF5A. Essa enzima é um bom 
alvo terapêutico para doenças negligenciadas, tendo em vista suas diferenças 
estruturais entre espécies de parasitas. Dessa forma, nesse trabalho foi realizado o 
estudo funcional e caracterização das duas isoformas de DHPS de Leishmania 
major, denominadas de isoforma A (LmDHPSA) e isoforma B (LmDHPSB). Foi 
realizada a clonagem de diferentes construções dessas proteínas no vetor de 
expressão em E. coli pNIC28-Bsa4. Algumas dessas proteínas foram purificadas em 
larga escala, mas não apresentaram atividade enzimática in vitro. Também foi 
realizada clonagem dos genes para essas proteínas em vetor de expressão em 
Saccharomyces cerevisiae, em 3 diferentes construções, pSP-LmDHPSA (contendo 
a isoforma A), pSP-LmDHPSB (contendo a isoforma B), pSP-LmDHPSAB (contendo 
as duas isoformas). Apenas o plasmídeo contendo as sequências codificantes para 
as isoformas A e B de DHPS  de Leishmania major, pSP-LmDHPSAB, foi capaz de 
complementar a deleção do gene essencial que codifica DHPS em S. cerevisiae, 
DYS1, indicando que essa enzima atue como um heterocomplexo, assim como a 
enzima de Trypanosoma brucei. Essa linhagem de S. cerevisiae expressando as 
enzimas DHPS de L. major apresentou taxa de crescimento e hipusinação 
aproximadamente 25% inferior à linhagem expressando DHPS de humano. Além 
disso, é possível que existam diferenças entre o sítio de ligação ao GC7 entre essa 
espécie e a DHPS de humano, uma vez que o análogo estrutural da espermidina, 
GC7, potente inibidor da DHPS de humano, não apresentou capacidade inibitória 
significativa na linhagem expressando as enzimas DHPS de L. major. Visando 
investigar a ausência de sensibilidade ao GC7, foram comparados estruturalmente 
os sítios ativos da DHPS de Trypanosoma brucei, Homo sapiens e Leishmania major 
(para esta última foi gerado um modelo por homologia). Há uma alta conservação 
entre os sítios funcionais de DHPS de L. major e T. brucei com o sítio de H. sapiens. 
No entanto, a isoforma A de L. major apresenta grandes extensões em sua 
sequência, possuindo um total de 601 aminoácidos, enquanto as demais DHPS 
possuem, aproximadamente 400 aminoácidos. Tais semelhanças e diferenças 
estruturais serão investigadas futuramente, pois podem levar à descoberta de 
compostos específicos para DHPS de espécies de Leishmania.   
 
Palavras-chave: eIF5A; desoxi-hipusina sintase, Leishmania major; GC7. 

 

 

 



	
	

ABSTRACT 

 
The eukaryotic translation factor 5A (eIF5A) is highly conserved in archaea and 
eukaryotes and undergoes a unique post-translational modification called 
hypusination. The enzyme deoxyhypusine synthase (DHPS) acts on this modification 
by catalyzing the first step: the transfer of the 4-aminobutyl moiety of the spermidine 
molecule to a specific and conserved residue of lysine in eIF5A. This enzyme is a 
good therapeutic target for neglected diseases, due to their structural differences 
among species of parasites. Thus, in this work, the functional study and 
characterization of the two Leishmania major DHPS isoforms, denominated isoform 
A (LmDHPSA) and isoform B (LmDHPSB) were performed. Cloning of different 
constructs of these proteins into the E. coli expression vector, pNIC28-Bsa4, was 
performed. Some of these proteins were purified on large scale, but did not show 
enzymatic activity in vitro. Cloning of the genes for these proteins into a 
Saccharomyces cerevisiae expression vector was also performed in 3 different 
constructs, pSP-LmDHPSA (containing only isoform A), pSP-LmDHPSB (containing 
only B-isoform), pSP-LmDHPSAB (containing the two isoforms). Only the plasmid 
containing the sequences coding for both Leishmania major DHPS isoforms, pSP-
LmDHPSAB, was able to complement the knockout of the essential gene encoding 
DHPS in S. cerevisiae, DYS1, indicating that this enzyme acts as a heterocomplex, 
as well as the Trypanosoma brucei enzyme. This strain expressing the Leishmania 
major DHPS enzymes showed a growth rate and hypusination approximately 25% 
lower than the human DHPS. In addition, it’s possible that there are differences 
between the GC7 binding site between this species and human DHPS, since the 
structural analog of spermidine, GC7, a potent human DHPS inhibitor, did not show 
significant inhibitory capacity in the strain expressing the enzymes DHPS of L. major. 
Aiming to investigate the absence of sensitivity to GC7, the active sites were 
compared the structures of the DHPS active sites from Trypanosoma brucei, Homo 
sapiens and Leishmania major (for the latter one a homology model was generated). 
There is high conservation between the functional sites of L. major and T. brucei 
compared to the site of the H. sapiens DHPS. However, the L. major isoform A has 
large extensions in its sequence, having a total of 601 amino acids, while the other 
DHPS have approximately 400 amino acids. These structural similarities and 
differences will be investigated in the future, as they may lead to the discovery of 
specific compounds able to inhibit DHPS from Leishmania species. 
 
Keywords: eIF5A; deoxyhypusine synthase; Leishmania major; GC7. 
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1. INTRODUÇÃO  
 

Durante a expressão gênica, a etapa da tradução é mediada e regulada por 

vários fatores de tradução, os quais atuam no seu início, elongação, terminação e 

reciclagem do ribossomo. A maior parte destes fatores são altamente conservados e 

essenciais para a viabilidade celular (DEVER; DINMAN; GREEN, 2018). Como 

estes, o fator de tradução eIF5A é altamente conservado em eucariotos e arqueas  

(Figura 1) e, além disso, é essencial para a viabilidade celular de todos os 

organismos em que foi estudado até o momento (DEVER; GUTIERREZ; SHIN, 

2014; ROSSI et al., 2014). 

 
Figura 1. Representação da conservação entre eIF5A de eucariotos e arqueas. 

Alinhamento global entre as sequências de eIF5A de Haloferax volcanii DS2 

(Arquea: WP_004042193.1), Trypanosoma brucei (Tbrucei: XP_828167.1), 

Saccharomyces cerevisiae (Scerevisiae: NP_010880.3) e Homo sapiens 

(Hsapiens: NP_001137234.1). Alinhamento elaborado utilizando as ferramentas 

online Clustal ômega (<https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/>) e BoxShade 

(<https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/>). Preto: resídudos de aminoácidos 

idênticos. Cinza: aminoácidos similares. *: Conservação da lisina essencial para a 

hipusinação.   

 
 

Um fato que chama atenção para eIF5A é sua modificação pós-traducional 

exclusiva e necessária para seu funcionamento, conhecida como hipusinação 

(detalhada mais adiante nesta dissertação; (PARK et al., 2010). Esta modificação 
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ocorre em uma lisina específica (Lys50 em humanos, Figura 1), a qual é convertida 

em um resíduo de hipusina (hidroxi-putrescina-lisina) e faz de eIF5A um interessante 

alvo para desenvolvimento de fármacos, o que será explorado neste projeto.  

Inicialmente, eIF5A foi caracterizada como fator de início da tradução, mas 

estudos subsequentes não reafirmaram esse papel (GANOZA; KIEL; AOKI, 2002). 

Somente depois de muito tempo, foi demonstrado que eIF5A tem um papel 

essencial na tradução, no entanto, na etapa de elongação da tradução e não no 

início (ZANELLI et al., 2006; DIAS et al., 2008; GREGIO et al., 2009). É proposto 

que eIF5A atue durante a elongação de determinadas sequências de 3 ou mais 

resíduos que tendem a induzir um tipo de parada (stalling) do ribossomo, como, por 

exemplo, sequências consecutivas de prolinas (Figura 2) (PELECHANO; ALEPUZ, 

2017; SCHULLER et al., 2017). Sequências repetitivas de aminoácidos que 

apresentam rigidez estrutural, como o aminoácido cíclico prolina, podem causar uma 

conformação estrutural do polipeptídeo em crescimento (ligado ao peptidil-tRNA) 

que é desfavorável para seu trânsito pelo túnel de saída do ribossomo (ROSSI et al., 

2014). 

 

Figura 2. Atuação de eIF5A durante a elongação de sequências consecutivas de 

prolinas. Esquerda: stalling ribossomal induzido por sequências repetitivas de 

prolina. Nesse caso, há uma di-prolina no sítio P (peptidil) e um Pro-tRNAPro no 

sítio A (aminoacil). Direita: Ligação de eIF5A perto do sítio E (saída), com a 

cadeia lateral de hipusina adjacente ao peptidil-tRNA no PTC (centro da peptidil-

transferase) do ribossomo, onde pode ajudar a promover a formação de ligações 

peptídicas com o aminoácido ligado ao sítio A (aminoacil). Como descrito em 

Gutierrez et al., 2013.  

 

Fonte: Adaptado de Gutierrez et al., 2013. 
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Possivelmente, interações eletrostáticas e outras interações fracas com 

regiões próximas da entrada do túnel de saída do ribossomo poderiam também 

causar stalling do ribossomo, o que justificaria o stalling ribossomal causado por 

sequências que não contêm prolina (GUTIERREZ et al., 2013). Por fim, foi publicado 

um trabalho demonstrando que EF-P, um homólogo estrutural de eIF5A em 

bactérias, atua na correção do posicionamento do peptidil-tRNA contendo duas 

prolinas consecutivas (e um prolil-tRNA no sítio aminoacil do ribossomo), 

estabilizando uma conformação favorável à formação de ligação peptídica pelo PTC 

(centro da peptidil-transferase) com o resíduo de prolina ligado ao tRNA no sítio 

aminoacil do ribossomo (HUTER et al., 2017). Devido à semelhança estrutural de 

eIF5A e EF-P nesta região das proteínas e ao fato de eIF5A se ligar ao ribossomo 

de forma similar a EF-P, a função de eIF5A na tradução deve ocorrer da mesma 

forma (SCHMIDT et al., 2016).  

A essencialidade de eIF5A e outros efeitos celulares e fisiológicos da inibição 

da sua função em diferentes organismos faz com que eIF5A seja um interessante 

alvo para desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas. Por exemplo, existe 

extensa literatura de correlação entre a expressão elevada de eIF5A e vários tipos 

de câncer, a qual acarreta em implicações prognósticas desfavoráveis. Alguns 

desses estudos também relacionam eIF5A como um marcador tumoral de 

diagnóstico ou prognóstico (MATHEWS; HERSHEY, 2015; MILLER-FLEMING et al., 

2015; NAKANISHI; CLEVELAND, 2016). Em adenocarcinoma ductal pancreático 

induzido por uma mutação em KRAS, por exemplo, ocorre aumento dos níveis de 

eIF5A e consequente aumento da tirosina quinase não-receptor PEAK1. O aumento 

de PEAK1 resulta em um comportamento agressivo em adenocarcinoma ductal 

pancreático (STRNADEL et al., 2017).  

Além disso, a função de eIF5A parece ser necessária para a proliferação e 

diferenciação de linfócitos T mediadores de inflamação e liberação de citocinas pró-

inflamatórias por células do sistema imune inato e que estas correlações biológicas 

podem ser relevantes para o tratamento de sépsis e diabetes. Nas ilhotas de 

Langerhans, a depleção de eIF5A leva a tradução prejudicada do mRNA codificador 

de oxido nítrico sintase induzível (iNOS), alterando a resposta imune (TAYLOR et 

al., 2009; ROBBINS et al., 2010; IMAM; MIRMIRA; JAUME, 2014; TERSEY et al., 

2014). Por fim, a função de eIF5A também foi associada a replicação viral. Foi 
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demonstrado que a inibição de eIF5A reduz a replicação dos vírus HIV-1 (HOQUE et 

al., 2009; LIU et al., 2011) e Ebola (OLSEN et al., 2016).  

Como mencionado anteriormente, eIF5A sofre uma modificação pós-

traducional única, a hipusinação. A formação do aminoácido hipusina ([Nε-(4-amino-

2-hidroxibutil)-lisina]) ocorre em duas etapas, que envolvem a ação de duas 

enzimas. Primeiramente, a enzima desoxi-hipusina sintase (DHPS) catalisa a 

transferência da porção 4-aminobutil da molécula de espermidina para o resíduo de 

lisina 50 de eIF5A, em humanos. A lisina 50 (K50, na Figura 3) previamente 

modificada é hidroxilada pela desoxi-hipusina hidroxilase (DOHH), finalizando a 

maturação de eIF5A (Figura 3). A hipusinação é um processo irreversível, uma vez 

que a eIF5A modificada permanece assim até a sua degradação (PARK et al., 2010; 

DE ALMEIDA JR et al., 2014). 

 

Figura 3. Modificação pós-traducional de eIF5A em humanos, catalisada pelas 

enzimas desoxi-hipusina sintase (DHPS) e desoxi-hipusina hidroxilase 

(DOHH). A DHPS transfere o grupo 4-aminobutil da molécula de espermidina para 

K50 (lisina 50) de eIF5A. DOOH finaliza a modificação realizando uma 

hidroxilação na porção aminobutil em K50.  

 
Fonte: Adaptado de DE ALMEIDA JR et al., 2014. 

 

Já foram descritas as estruturas e alguns inibidores para ambas as enzimas, 

no entanto, como a desoxi-hipusina hidroxilase necessita de ferro como cofator, as 

moléculas inibidoras identificadas para DOHH até o momento são quelantes de íons 

de Fe (KIM et al., 2006; VU et al., 2009), o que dificulta o processo de triagem de 

novos inibidores e gera uma inibição não totalmente específica por serem também 
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inibidores de outras enzimas que usam íons de Fe como cofator. Além disso, apesar 

de ter sido demonstrada a essencialidade de DOHH em mamíferos, esta enzima não 

é essencial em Saccharomyces cerevisiae (PARK et al., 2006) e 

Schizosaccharomyces pombe (WEIR; YAFFE, 2004; KANG et al., 2007) e não se 

sabe ainda ao certo o impacto da hidroxilação na função de eIF5A, enquanto já está 

bem demonstrada a essencialidade da desoxi-hipusinação em todos os organismos 

testados até o momento (PARK et al., 2010; NISHIMURA et al., 2012). 

Além de já existir muito mais informações relacionadas à estrutura e aos 

resíduos do sítio ativo da desoxi-hipusina sintase, inclusive estruturas 

cristalográficas já com um inibidor (descrito abaixo), essa enzima utiliza NAD+ como 

cofator e a poliamina espermidina como substrato, facilitando a triagem de 

inibidores, através de análogos estruturais do substrato, por exemplo (UMLAND et 

al., 2004). Além disso, recentemente foi publicada a estrutura cristalográfica da 

DHPS de um organismo patogênico, Trypanosoma brucei, aumentando assim as 

informações a respeito das diferenças estruturais entre as enzimas de humanos e 

tripanossomatídeos (AFANADOR; TOMCHICK; PHILLIPS, 2018). 

Desta forma, o impedimento da maturação de eIF5A por intermédio da 

inibição da enzima desoxi-hipusina sintase tem sido apontado em diversos estudos 

como um alvo promissor para o desenvolvimento de alternativas terapêuticas, 

principalmente em relação a desordens de proliferação celular e a processos 

inflamatórios. Diversas estratégias já foram desenvolvidas visando à inibição da 

desoxi-hipusina sintase (ROBBINS et al., 2010; BANDINO et al., 2014; 

SCHROEDER et al., 2014; KERSTING et al., 2016). 

GC7 (N1-guanil-1,7-diaminoheptano) está entre os mais potentes inibidores 

conhecidos da DHPS. Esse composto atua competindo com o substrato, 

espermidina, pela ligação ao sítio ativo da enzima e é considerado um potencial 

fármaco no tratamento de diabetes e diversos tipos de câncer, entre outras doenças 

(BANDINO et al., 2014; ZHOU et al., 2017). No entanto, GC7 não possui atuação 

limitada à inibição de desoxi-hipusina sintase. Foram observados efeitos de GC7, 

independentes da atividade de eIF5A, desregulando a autofagia basal (OLIVERIO et 

al., 2014) e interferindo com a biossíntese de poliaminas (LANDAU et al., 2010). 

GC7 também afeta o início da tradução, competindo com a espermidina em vias 

enzimáticas ou regulatórias necessárias para a modulação da fosforilação de eIF2α 



	

20	
	

e 4E-BP (LANDAU et al., 2010). A falta de seletividade do GC7 implica na 

necessidade do rastreamento de novas substâncias que sejam mais específicas 

para DHPS, evitando assim, efeitos não desejados e aumentando o potencial de 

atuação (SCHRODER et al., 2016). 

Os rastreamentos in silico e as técnicas de modelagem molecular permitiram 

a síntese química de outros inibidores da DHPS. O Semapimod (CNI- 1493) e 

diversos análogos desse composto apresentaram resultados promissores na 

supressão da replicação do HIV, via inibição dose-dependente da DHPS 

(SCHRODER et al., 2014, 2016). 

 A desoxi-hipusina sintase também é considerada alvo terapêutico em outros 

organismos, como em protozoários e fungos. Há estudos mostrando a inibição da 

desoxi-hipusina sintase in vitro, utilizando GC7, em Trypanosoma brucei (NGUYEN 

et al., 2013, 2015), Cryptosporidium parvum (MITTAL et al., 2014) e Plasmodium 

falciparum (KAISER et al., 2007). Curiosamente, GC7 apresentou baixa capacidade 

inibitória na desoxi-hipusina sintase de Leishmania donovani, sugerindo possíveis 

diferenças no sítio de ligação ao GC7 entre as enzimas de humano e L. donovani 

(CHAWLA et al., 2010). Essas diferenças estruturais entre as enzimas de diferentes 

organismos podem ser exploradas para o desenvolvimento de moléculas que 

interajam especificamente com o parasita (CHAWLA et al., 2010, 2012).  

Existem, ainda, estudos mostrando a inibição de DHPS em Fusarium 

graminearum, utilizando o composto CNI-1493 (Semapimod) durante a infecção de 

trigo. Essa inibição foi específica ao patógeno, sem gerar interferências ao 

desenvolvimento do grão, mostrando que a inibição dessa enzima também possui 

importância agronômica ( WORIEDH et al., 2011; MARTINEZ-ROCHA et al., 2016). 

O alinhamento global das sequências de desoxi-hipusina sintase de diversos 

organismos permite analisar melhor algumas diferenças e semelhanças estruturais 

(Figura 4). Os resíduos do sítio ativo que interagem a uma menor distância com 

GC7, no co-cristal de desoxi-hipusina sintase de humano (ID de entrada no PDB: 

1RQD) (UMLAND et al., 2004), são altamente conservados na maioria das espécies 

e estão destacados em vermelho na Figura 4. 

Curiosamente, na maior parte dos organismos com genoma conhecido, 

incluindo Homo sapiens, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, 

Paracoccidioides brasiliensis, Caenorhabditis elegans, Plasmodium vivax, 
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Schistosoma mansoni, Drosophila melanogaster e Danio rerio é encontrada apenas 

uma sequência de desoxi-hipusina sintase, ou seja, apenas um gene. Já em 

tripanossomatídeos como, Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi, Leishmania 

major, Leishmania donovani e Leishmania infantum, há mais de uma desoxi-hipusina 

sintase codificada no genoma. 

Em T. brucei e L. major, observa-se ainda, que apenas uma das isoformas da 

proteína possui o resíduo de lisina essencial para a atividade de desoxi-hipusina 

sintase (identificado por seta verde, Figura 4). Além disso, a maioria dos resíduos do 

sítio ativo que interagem com GC7 na co-cristal de H. sapiens (1RQD) só estão 

conservados em uma das isoformas dessas espécies (LmajorA e TbDHSc, na figura 

4). 
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Figura 4. Alinhamento global entre as sequências de desoxi-hipusina sintases de 

Leishmania major (LmajorA: XP_001686123.1; LmajorB: XP_001682779.1), 

Trypanosoma brucei (TbDHSc: XP_822628.1; TbDHSp: XP_001218790.1), 

Saccharomyces cerevisiae (Scerevisiae: NP_011935.1) e Homo sapiens 

(Hsapiens: NP_001921.1). Vermelho: Aminoácidos que se ligam ao GC7 a uma 

distância de 5Å no co-cristal de humanos (ID PDB: 1RQD) (Umland et al., 2004). 

Alinhamento elaborado utilizando as ferramentas online Clustal ômega e 

BoxShade (<https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/>). Preto: resídudos de 

aminoácidos idênticos. Cinza: aminoácidos similares. Seta verde: Lisina 

essencial para a atividade catalítica de DHPS.   

 

TbDHSc         1 --------------------------------MAELAKSAVLVSSCTDDLLGDAKQVVVG 
LmajorA        1 --------------------------------MANIAESAVLVSSASSAQAVAKLTQVQG 
Hsapiens       1 MEGSLEREAP------------------------AGALAAVLK---HSSTLPPESTQVRG 
Scerevisiae    1 -MSDINEKLP------------------------ELLQDAVLK---ASVPIPDDFVKVQG 
TbDHSp         1 -----------------------------------------------MSGVPFPSRVIGD 
LmajorB        1 MLASAPAPRPAKKDSAASRRKSASKSTGAAVKDDSSARVSASG---AAESPEQSCTQVHG 
 
 
TbDHSc        29 PNQEDL------HSAEAVLNRYSTVGFQASNLARAFSICEMMLTPQSPSPSLMPTEGDQ- 
LmajorA       29 P-TSGF------DKAQHIIGSYSTMGFQATNYGLARSIAQRMIRKQPPSKVYQIKDGKYV 
Hsapiens      34 YDFNRG------VNYRALLEAFGTTGFQATNFGRAVQQVNAMIEKKLEPLS--------- 
Scerevisiae   33 IDYSKPEA--TNMRATDLIEAMKTMGFQASSVGTACEIIDSMRSWRGKHID--------- 
TbDHSp        14 LDYSNLLNIGQEEAIRCVLNAYPNIGLEATNLGRARRIVQRALND--------------- 
LmajorB       58 VDFQSLVHATQEETLRAVVSSLPTTGLQATQIGRARQLVQQILHH--------------- 
 
 
TbDHSc        82 ----------ASESPVMVQPTLFVGVTANLFGTGCREAIRFLCTECVPLPNGVEPATPL- 
LmajorA       82 LVPPDVGEDGRTLQQEHVYPNLFMGVSANLMGTGCREAVRFLVQEGVAHRSPEASAAASA 
Hsapiens      79 -QDEDQHADLTQSRRPLTSCTIFLGYTSNLISSGIRETIRYLVQHNM------------- 
Scerevisiae   82 -ELDDHEKKGCFDEEGYQKTTIFMGYTSNLISSGVRETLRYLVQHKM------------- 
TbDHSp        59 --------------NGMDGNKVMLAYTSNLISSGLRDTFACLARENR------------- 
LmajorB      103 --------------RS-PEDRVFLAYTSNMISCGLRDTFTYLARERL------------- 
 
 
TbDHSc       131 ---DD------MAGIS---CDGTGALKPSPCDSRALIHVLVVSGGAMEHDIRRACESYKL 
LmajorA      142 DGTDDQLMFARLKREYVETYGGPPHPDEEVPRAHSFLCAIVVSGGGVEHDLRRACTAYTL 
Hsapiens     125 ------------------------------------VDVLVTTAGGVEEDLIKCLAPTYL 
Scerevisiae  128 ------------------------------------VDAVVTSAGGVEEDLIKCLAPTYL 
TbDHSp        92 ------------------------------------IGAVVTTAGGVEEDVIKCLGDTLV 
LmajorB      135 ------------------------------------VDCFISSAGGIEEDVIKCGGSTLL 
 
 
TbDHSc       179 SRDGAEEEGEQF------------------HHPVERDRSRSKGTDCHFGNVRYNSSGVAS 
LmajorA      202 HYYASEAQGHVSSTISSEATAPLEGLQQRAETPLGTGAAAGAAKPARFGNVEYPPQGSPG 
Hsapiens     149 GEFSLRG------------------------------KELRENGINRIGNLLVPNENY-- 
Scerevisiae  152 GEFALKG------------------------------KSLRDQGMNRIGNLLVPNDNY-- 
TbDHSp       116 GDFALND------------------------------HALRNNGLNRVGNLLVPNDNY-- 
LmajorB      159 GQFGLDG------------------------------RALRRRGINRIGNLLVPNDNY-- 
 
 
TbDHSc       221 RNLFSCVMRCLVKRLAEAQRKEKANREAAPIPEAYYDVCSWAITPSTLWYMAGLWMADIF 
LmajorA      262 SALFDRLMRTFAQRLCARQARLRAAAMAKPIPDKYDDVCSWSVTPSEVWALCGLWLVDML 
Hsapiens     177 -CKFEDWLMPILDQMVMEQN-----------------TEGVKWTPSKMIARLGKEI---- 
Scerevisiae  180 -CKFEEWIVPILDKMLEEQDEYVKKHGAD-CLEANQDVDSPIWTPSKMIDRFGKEI---- 
TbDHSp       144 -RNFEDFFVPLLRRLHEQQRDSR---------------WTTKTTPSQIIAEIGAAL---- 
LmajorB      187 -CWFEDFFTPVLESVQEAQRASR---------------WKTHTAPSEFIEAMGAAI---- 
 
 
TbDHSc       281 TEALQETGEVT-------------------------------DEKVASEEGLKRAKSTVL 
LmajorA      322 AEALRAVQSCPSHLTSGSGVGTAESVTANGKGQEADRDAHIATSALYRAEALARARTTVV 
Hsapiens     215 -----------------------------------------------N------NPESVY 
Scerevisiae  234 -----------------------------------------------N------DESSVL 
TbDHSp       184 -----------------------------------------------ESVRPNDCGSSLI 
LmajorB      227 -----------------------------------------------AKNHPDTCTSSLV 
 
 
TbDHSc       310 YWAARNGVPIFSPSLTDGDIMEFILTAGD------------------------------- 
LmajorA      382 YWAAVQQVSLFSPSFVDGDITSYLLPTPVPAARPAHRKGGSVADESAANSKELKRRRKAS 
Hsapiens     222 YWAQKNHIPVFSPALTDGSLGDMIFFHSYK------------------------------ 
Scerevisiae  241 YWAHKNKIPIFCPSLTDGSIGDMLFFHTFK------------------------------ 
TbDHSp       197 YWCYRNDIPVFSPAFTDGSMGDMIYFYNYS------------------------------ 
LmajorB      240 YWCYRNGISVFSPAFTDGSMGDMIYFYNFS------------------------------ 
 

TbDHSc         1 --------------------------------MAELAKSAVLVSSCTDDLLGDAKQVVVG 
LmajorA        1 --------------------------------MANIAESAVLVSSASSAQAVAKLTQVQG 
Hsapiens       1 MEGSLEREAP------------------------AGALAAVLK---HSSTLPPESTQVRG 
Scerevisiae    1 -MSDINEKLP------------------------ELLQDAVLK---ASVPIPDDFVKVQG 
TbDHSp         1 -----------------------------------------------MSGVPFPSRVIGD 
LmajorB        1 MLASAPAPRPAKKDSAASRRKSASKSTGAAVKDDSSARVSASG---AAESPEQSCTQVHG 
 
 
TbDHSc        29 PNQEDL------HSAEAVLNRYSTVGFQASNLARAFSICEMMLTPQSPSPSLMPTEGDQ- 
LmajorA       29 P-TSGF------DKAQHIIGSYSTMGFQATNYGLARSIAQRMIRKQPPSKVYQIKDGKYV 
Hsapiens      34 YDFNRG------VNYRALLEAFGTTGFQATNFGRAVQQVNAMIEKKLEPLS--------- 
Scerevisiae   33 IDYSKPEA--TNMRATDLIEAMKTMGFQASSVGTACEIIDSMRSWRGKHID--------- 
TbDHSp        14 LDYSNLLNIGQEEAIRCVLNAYPNIGLEATNLGRARRIVQRALND--------------- 
LmajorB       58 VDFQSLVHATQEETLRAVVSSLPTTGLQATQIGRARQLVQQILHH--------------- 
 
 
TbDHSc        82 ----------ASESPVMVQPTLFVGVTANLFGTGCREAIRFLCTECVPLPNGVEPATPL- 
LmajorA       82 LVPPDVGEDGRTLQQEHVYPNLFMGVSANLMGTGCREAVRFLVQEGVAHRSPEASAAASA 
Hsapiens      79 -QDEDQHADLTQSRRPLTSCTIFLGYTSNLISSGIRETIRYLVQHNM------------- 
Scerevisiae   82 -ELDDHEKKGCFDEEGYQKTTIFMGYTSNLISSGVRETLRYLVQHKM------------- 
TbDHSp        59 --------------NGMDGNKVMLAYTSNLISSGLRDTFACLARENR------------- 
LmajorB      103 --------------RS-PEDRVFLAYTSNMISCGLRDTFTYLARERL------------- 
 
 
TbDHSc       131 ---DD------MAGIS---CDGTGALKPSPCDSRALIHVLVVSGGAMEHDIRRACESYKL 
LmajorA      142 DGTDDQLMFARLKREYVETYGGPPHPDEEVPRAHSFLCAIVVSGGGVEHDLRRACTAYTL 
Hsapiens     125 ------------------------------------VDVLVTTAGGVEEDLIKCLAPTYL 
Scerevisiae  128 ------------------------------------VDAVVTSAGGVEEDLIKCLAPTYL 
TbDHSp        92 ------------------------------------IGAVVTTAGGVEEDVIKCLGDTLV 
LmajorB      135 ------------------------------------VDCFISSAGGIEEDVIKCGGSTLL 
 
 
TbDHSc       179 SRDGAEEEGEQF------------------HHPVERDRSRSKGTDCHFGNVRYNSSGVAS 
LmajorA      202 HYYASEAQGHVSSTISSEATAPLEGLQQRAETPLGTGAAAGAAKPARFGNVEYPPQGSPG 
Hsapiens     149 GEFSLRG------------------------------KELRENGINRIGNLLVPNENY-- 
Scerevisiae  152 GEFALKG------------------------------KSLRDQGMNRIGNLLVPNDNY-- 
TbDHSp       116 GDFALND------------------------------HALRNNGLNRVGNLLVPNDNY-- 
LmajorB      159 GQFGLDG------------------------------RALRRRGINRIGNLLVPNDNY-- 
 
 
TbDHSc       221 RNLFSCVMRCLVKRLAEAQRKEKANREAAPIPEAYYDVCSWAITPSTLWYMAGLWMADIF 
LmajorA      262 SALFDRLMRTFAQRLCARQARLRAAAMAKPIPDKYDDVCSWSVTPSEVWALCGLWLVDML 
Hsapiens     177 -CKFEDWLMPILDQMVMEQN-----------------TEGVKWTPSKMIARLGKEI---- 
Scerevisiae  180 -CKFEEWIVPILDKMLEEQDEYVKKHGAD-CLEANQDVDSPIWTPSKMIDRFGKEI---- 
TbDHSp       144 -RNFEDFFVPLLRRLHEQQRDSR---------------WTTKTTPSQIIAEIGAAL---- 
LmajorB      187 -CWFEDFFTPVLESVQEAQRASR---------------WKTHTAPSEFIEAMGAAI---- 
 
 
TbDHSc       281 TEALQETGEVT-------------------------------DEKVASEEGLKRAKSTVL 
LmajorA      322 AEALRAVQSCPSHLTSGSGVGTAESVTANGKGQEADRDAHIATSALYRAEALARARTTVV 
Hsapiens     215 -----------------------------------------------N------NPESVY 
Scerevisiae  234 -----------------------------------------------N------DESSVL 
TbDHSp       184 -----------------------------------------------ESVRPNDCGSSLI 
LmajorB      227 -----------------------------------------------AKNHPDTCTSSLV 
 
 
TbDHSc       310 YWAARNGVPIFSPSLTDGDIMEFILTAGD------------------------------- 
LmajorA      382 YWAAVQQVSLFSPSFVDGDITSYLLPTPVPAARPAHRKGGSVADESAANSKELKRRRKAS 
Hsapiens     222 YWAQKNHIPVFSPALTDGSLGDMIFFHSYK------------------------------ 
Scerevisiae  241 YWAHKNKIPIFCPSLTDGSIGDMLFFHTFK------------------------------ 
TbDHSp       197 YWCYRNDIPVFSPAFTDGSMGDMIYFYNYS------------------------------ 
LmajorB      240 YWCYRNGISVFSPAFTDGSMGDMIYFYNFS------------------------------ 
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Em T. brucei, as duas desoxi-hipusina sintases apresentam atividade 

catalítica altamente reduzida em relação à enzima de H. sapiens, uma delas, a 

TbDHSp  pode inclusive ser considerada  inativa, incapaz de se ligar ao substrato 

(NGUYEN et al., 2013). No entanto, a união desses dois parálogos forma um 

heterotetrâmero ativo, uma vez que as enzimas possuem resíduos complementares 

para o sítio de ligação a NAD+ (Figura 5) (NGUYEN et al., 2013; AFANADOR; 

TOMCHICK; PHILLIPS, 2018). Como L. major apresenta ortólogos tanto de TbDHSc 

como de TbDHSp (Figura 4), provavelmente estes funcionem de maneira 

semelhante a T. brucei. Além disso, em L. major, a isoforma possuindo um sítio ativo 

completo (LmajorA, Figura 4) possui longas inserções em sua sequência, as quais 

fazem com que esta tenha uma extensão de 601 resíduos, enquanto a maior parte 

das desoxi-hipusina sintases dos outros organismos e as isoformas não catalíticas 

de desoxi-hipusina sintase de tripanossomatídeos, são compostas por menos de 

TbDHSc         1 --------------------------------MAELAKSAVLVSSCTDDLLGDAKQVVVG 
LmajorA        1 --------------------------------MANIAESAVLVSSASSAQAVAKLTQVQG 
Hsapiens       1 MEGSLEREAP------------------------AGALAAVLK---HSSTLPPESTQVRG 
Scerevisiae    1 -MSDINEKLP------------------------ELLQDAVLK---ASVPIPDDFVKVQG 
TbDHSp         1 -----------------------------------------------MSGVPFPSRVIGD 
LmajorB        1 MLASAPAPRPAKKDSAASRRKSASKSTGAAVKDDSSARVSASG---AAESPEQSCTQVHG 
 
 
TbDHSc        29 PNQEDL------HSAEAVLNRYSTVGFQASNLARAFSICEMMLTPQSPSPSLMPTEGDQ- 
LmajorA       29 P-TSGF------DKAQHIIGSYSTMGFQATNYGLARSIAQRMIRKQPPSKVYQIKDGKYV 
Hsapiens      34 YDFNRG------VNYRALLEAFGTTGFQATNFGRAVQQVNAMIEKKLEPLS--------- 
Scerevisiae   33 IDYSKPEA--TNMRATDLIEAMKTMGFQASSVGTACEIIDSMRSWRGKHID--------- 
TbDHSp        14 LDYSNLLNIGQEEAIRCVLNAYPNIGLEATNLGRARRIVQRALND--------------- 
LmajorB       58 VDFQSLVHATQEETLRAVVSSLPTTGLQATQIGRARQLVQQILHH--------------- 
 
 
TbDHSc        82 ----------ASESPVMVQPTLFVGVTANLFGTGCREAIRFLCTECVPLPNGVEPATPL- 
LmajorA       82 LVPPDVGEDGRTLQQEHVYPNLFMGVSANLMGTGCREAVRFLVQEGVAHRSPEASAAASA 
Hsapiens      79 -QDEDQHADLTQSRRPLTSCTIFLGYTSNLISSGIRETIRYLVQHNM------------- 
Scerevisiae   82 -ELDDHEKKGCFDEEGYQKTTIFMGYTSNLISSGVRETLRYLVQHKM------------- 
TbDHSp        59 --------------NGMDGNKVMLAYTSNLISSGLRDTFACLARENR------------- 
LmajorB      103 --------------RS-PEDRVFLAYTSNMISCGLRDTFTYLARERL------------- 
 
 
TbDHSc       131 ---DD------MAGIS---CDGTGALKPSPCDSRALIHVLVVSGGAMEHDIRRACESYKL 
LmajorA      142 DGTDDQLMFARLKREYVETYGGPPHPDEEVPRAHSFLCAIVVSGGGVEHDLRRACTAYTL 
Hsapiens     125 ------------------------------------VDVLVTTAGGVEEDLIKCLAPTYL 
Scerevisiae  128 ------------------------------------VDAVVTSAGGVEEDLIKCLAPTYL 
TbDHSp        92 ------------------------------------IGAVVTTAGGVEEDVIKCLGDTLV 
LmajorB      135 ------------------------------------VDCFISSAGGIEEDVIKCGGSTLL 
 
 
TbDHSc       179 SRDGAEEEGEQF------------------HHPVERDRSRSKGTDCHFGNVRYNSSGVAS 
LmajorA      202 HYYASEAQGHVSSTISSEATAPLEGLQQRAETPLGTGAAAGAAKPARFGNVEYPPQGSPG 
Hsapiens     149 GEFSLRG------------------------------KELRENGINRIGNLLVPNENY-- 
Scerevisiae  152 GEFALKG------------------------------KSLRDQGMNRIGNLLVPNDNY-- 
TbDHSp       116 GDFALND------------------------------HALRNNGLNRVGNLLVPNDNY-- 
LmajorB      159 GQFGLDG------------------------------RALRRRGINRIGNLLVPNDNY-- 
 
 
TbDHSc       221 RNLFSCVMRCLVKRLAEAQRKEKANREAAPIPEAYYDVCSWAITPSTLWYMAGLWMADIF 
LmajorA      262 SALFDRLMRTFAQRLCARQARLRAAAMAKPIPDKYDDVCSWSVTPSEVWALCGLWLVDML 
Hsapiens     177 -CKFEDWLMPILDQMVMEQN-----------------TEGVKWTPSKMIARLGKEI---- 
Scerevisiae  180 -CKFEEWIVPILDKMLEEQDEYVKKHGAD-CLEANQDVDSPIWTPSKMIDRFGKEI---- 
TbDHSp       144 -RNFEDFFVPLLRRLHEQQRDSR---------------WTTKTTPSQIIAEIGAAL---- 
LmajorB      187 -CWFEDFFTPVLESVQEAQRASR---------------WKTHTAPSEFIEAMGAAI---- 
 
 
TbDHSc       281 TEALQETGEVT-------------------------------DEKVASEEGLKRAKSTVL 
LmajorA      322 AEALRAVQSCPSHLTSGSGVGTAESVTANGKGQEADRDAHIATSALYRAEALARARTTVV 
Hsapiens     215 -----------------------------------------------N------NPESVY 
Scerevisiae  234 -----------------------------------------------N------DESSVL 
TbDHSp       184 -----------------------------------------------ESVRPNDCGSSLI 
LmajorB      227 -----------------------------------------------AKNHPDTCTSSLV 
 
 
TbDHSc       310 YWAARNGVPIFSPSLTDGDIMEFILTAGD------------------------------- 
LmajorA      382 YWAAVQQVSLFSPSFVDGDITSYLLPTPVPAARPAHRKGGSVADESAANSKELKRRRKAS 
Hsapiens     222 YWAQKNHIPVFSPALTDGSLGDMIFFHSYK------------------------------ 
Scerevisiae  241 YWAHKNKIPIFCPSLTDGSIGDMLFFHTFK------------------------------ 
TbDHSp       197 YWCYRNDIPVFSPAFTDGSMGDMIYFYNYS------------------------------ 
LmajorB      240 YWCYRNGISVFSPAFTDGSMGDMIYFYNFS------------------------------ 
 

TbDHSc       339 --------------TGVPLLQLDLVADIHRLNRLAMR---SRRTGMMILGGGVVKHHVCN 
LmajorA      442 SSSPTAATAVEDEPPVVERLQIDLVRDVYSINKLAML---SKKTGMLICGGGVVKHHVCN 
Hsapiens     252 --------------NP--GLVLDIVEDLRLINTQAIF---AKCTGMIILGGGVVKHHIAN 
Scerevisiae  271 --------------ASPKQLRVDIVGDIRKINSMSMA---AYRAGMIILGGGLIKHHIAN 
TbDHSp       227 ----------------RKGLVVDPVPDVRRLRQLGCKSTNVGRITCIVLGAGLPKHHLLR 
LmajorB      270 ----------------HKGLVVDPLEDVVRLRKLAAKE--KGRNLAIVLGGGLPKHHLLR 
 
 
TbDHSc       382 ANLMRNGADYAVFLNNAQEFDGSDAGARPGEAVSWGKLRLDSTAVKVYSEVTIVFPLIVV 
LmajorA      499 ANLMRNGADFTIILNNGQEFDGSDAGAKPEEALSWGKVRMEGAFVKVYGEVSTYLPLLVA 
Hsapiens     293 ANLMRNGADYAVYINTAQEFDGSDSGARPDEAVSWGKIRVDAQPVKVYADASLVFPLLVA 
Scerevisiae  314 ACLMRNGADYAVYINTGQEYDGSDAGARPDEAVSWGKIKAEAKSVKLFADVTTVLPLIVA 
TbDHSp       271 N----VQADAVVYVTTGSDADGCESSCNVMADRANGLLSPNCDVVRVHGDATIISPLLLL 
LmajorB      312 N----VSMDAVVMVTTGLEADGCVSSGVLADDVACGLLREETETVRVQGDATVVFPLMLI 
 
 
TbDHSc       442 HVFVAWVRMMRSKGKENIRS----------------------- 
LmajorA      559 DVFVPAVRQRRATDDAQPRRRQSSRGARLPQDVSGHSHLCRGE 
Hsapiens     353 ETFAQKMDAFMHEKNED-------------------------- 
Scerevisiae  374 ATFASGKPIKKVKN----------------------------- 
TbDHSp       327 RSSDGKEKVGVREDGN--------------------------- 
LmajorB      368 AEKAATLEGAAA------------------------------- 
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400 resíduos (Figura 4).  

 
Figura 5. Sobreposição dos resíduos do sítio ativo entre a DHPS de humano e as 

DHPS de T. brucei e representação da complementação do sítio de ligação a 

NAD+ em T. brucei. TbDHSp: isoforma não funcional, prozyme. TbDHSc: 

isoforma funcional. HsDHS: DHPS de Homo sapiens. As sequências de HsDHS, 

TbDHSp e TbDHSc estão demonstradas na Figura 4. 

 
Fonte: Adaptado de AFANADOR; TOMCHICK; PHILLIPS, 2018. 

 

A determinação da estrutura tridimensional das desoxi-hipusina sintases de 

diferentes eucariotos patogênicos é objetivo do projeto de doutorado de outra aluna 

do laboratório, como parte do projeto "INCT 2014: Centro de Química Medicinal de 

Acesso Aberto" (FAPESP 14/50897-0). Dessa forma, serão buscadas diferenças 

estruturais entre as enzimas desoxi-hipusina sintases de organismos patogênicos 

em relação à enzima de humanos que possam ser utilizadas no desenho de 

inibidores que sejam mais ativos com relação as primeiras (PINHEIRO; EMERY; 

NONATO, 2013). 

A busca de inibidores através de rastreamento de coleções de moléculas 

pequenas in silico e em ensaios enzimáticos in vitro também constituem importantes 

estratégias para a descoberta de novos possíveis agentes terapêuticos (COUÑAGO 

et al., 2017; SANTIAGO et al., 2018). Além da possibilidade da execução de ensaios 

enzimáticos in vitro, já foi utilizada a estratégia de busca de inibidores de coleções 

de moléculas pequenas através da inibição diferencial de crescimento de linhagens 
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de S. cerevisiae complementadas com enzimas de humano ou de organismos 

patogênicos. Com esta estratégia ficou demonstrada sua capacidade de analisar o 

efeito de mutações no gene de um alvo conhecido que levam à resistência a um 

inibidor utilizado na terapêutica e comparação na suscetibilidade de enzimas 

ortólogas a um mesmo inibidor (BILSLAND et al., 2016, 2018). 

Dadas semelhanças estruturais e evolutivas entre a enzima DHPS de T. 

brucei e das espécies de Leishmania, consideramos aqui a possibilidade de que 

DHPS de Leishmania também atuem como um heterotetrâmero. Por outro lado, 

DHPS de Leishmania apresentam uma das subunidades com várias extensões e 

essas diferenças estruturais não foram ainda estudadas. Assim, esse projeto buscou 

o estudo funcional e a caracterização das enzimas desoxi-hipusina sintase de L.

major in silico e utilizando o organismo modelo S. cerevisiae.
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5. CONCLUSÃO 
 
Foi realizada a clonagem de várias versões das isoformas LmDHPSA e 

LmDHPSB para produção em E. coli. No entanto, apesar de ter sido possível sua 

produção e purificação, não foi observada atividade enzimática in vitro. Além disso, 

houve bastante dificuldade para produção e purificação de LmDHPSA em E. coli. 

Estes resultados sugerem que LmDHPSA, ou ambas isoformas, não foi/foram 

produzida(s) com sua conformação correta em E. coli.  

 LmDHPSA e LmDHPSB  também foram clonadas em vetor de expressão de 

Saccharomyces cerevisiae e, posteriormente, tentou gerar-se uma linhagem 

haplóide expressando uma de cada ou ambas isoformas como única fonte de DHPS 

na célula para ensaio de complementação. A capacidade de complementação 

funcional foi obtida apenas na presença conjunta das duas isoformas, confirmando a 

hipótese de que essas enzimas atuem como um heterocomplexo, como a DHPS de 

Trypanosoma brucei.  

A linhagem de S. cerevisiae expressando as enzimas DHPS de L. major 

apresentou taxa de crescimento e hipusinação, aproximadamente, 25% inferior à 

linhagem expressando a DHPS de humano. 

 O potente inibidor da DHPS descrito na literatura, GC7, não mostrou 

capacidade inibitória significativa na linhagem de S. cerevisiae expressando as 

enzimas DHPS de L. major. 

Um modelo estrutural gerado por homologia prediz que a enzima DHPS de L. 

major seja um tetrâmero, formado por um sítio ativo compartilhado, contendo um 

sítio cataliticamente funcional e outro não funcional (não possui o resíduo catalítico). 

O sítio funcional apresenta alta conservação nos locais de ligação a NAD e GC7, em 

relação à enzima de humano e T. brucei, ao contrário do sítio não funcional. O sítio 

funcional de ligação a NAD seria composto majoritariamente por aminoácidos de 

LmDHPSB, enquanto que o sítio funcional de ligação a GC7, pela LmDHPSA. 

As análises moleculares deixaram alguns questionamentos que serão 

abordados futuramente. Serão investigadas as funções das inserções na sequência 

da isoforma A e dos resíduos não conservados entre T. brucei e L. major. Também 

serão analisadas as funções dos aminoácidos no sítio ativo e suas potenciais 

contribuições na atividade e estabilidade da enzima. Essas investigações podem 
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auxiliar no entendimento da ausência de sensibilidade do GC7 e na busca de novos 

compostos com potencial interação a DHPS de L. major. 
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