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o AND B-GLUCOSIDASES AS MOLECULAR TARGETS FOR DRUG DEVELOPMENT. Glucosidases are involved in key steps
in the processing of oligosaccharides by cleaving O-glucose residues. Since they catalyze breaking and transfer reactions of glucosidic

groups for the normal growth and development of all the cells, defects or genetic deficiencies in these enzymes are associated with

serious disorders of the carbohydrate metabolism. Thus, glucosidases represent important targets to develop inhibitors, owing to

their potential activities against viruses, tumoral growth and metastasis, diabetes, Gaucher’s disease and other syndromes associated

with the lisosomal storage of glucoesphingolipids, and osteoarthritis. This paper presents a description of the biochemical pathways

and mechanisms of o and B-glucosidases, and the currently available drugs capable to inhibit these enzymes.

Keywords: o and B-glucosidases; diabetes and Gaucher’s diseases; HIV.

INTRODUCAO

As enzimas responsdveis pela clivagem e transferéncia de gru-
pos glicosidicos conhecidas, respectivamente, como glicosidases e
glicosiltransferases, sdo vitais para o crescimento normal e desen-
volvimento das células e sdo amplamente distribuidas em mamife-
ros, plantas e microrganismos. Defeitos ou deficiéncias genéticas
nestas enzimas estdo associados a graves desordens do metabolis-
mo de carboidratos, como diabetes e obesidade!. A familia das
glucosidases, em particular, participa de processos bioquimicos
fundamentais do metabolismo, como processamento de oligossaca-
rideos provenientes da alimentacdo, tornando disponiveis unida-
des monossacaridicas de glucose para geracdo de glicogénio e glico-
proteinas celulares, biossintese e modifica¢do de glicoesfingo-
lipidios e catabolismo de peptidioglicanos e outros glicoconjugados.
Adicionalmente, estas enzimas promovem alteracdes de paredes
celulares bacterianas e vegetais e hidrélise de polissacarideos es-
truturais altamente insoldveis, como quitina e celulose'.

As glucosidases estdo, paralelamente, envolvidas no proces-
samento de glicoprotefnas e a regido oligossacaridica destes glico-
conjugados desempenha fungdes fundamentais nos processos bio-
l6gicos, como resposta imune, reconhecimento intercelular (inclu-
indo fertilizagdo), diferenciaciio celular, enovelamento, estabilida-
de e solubilidade das proteinas, além dos processos patoldgicos,
como cancer e inflamacdo. As reagdes de glicosilagdo em muilti-
plos sitios das proteinas geram enorme diversidade estrutural de
glicoproteinas contendo uma ou até quarenta unidades monos-
sacaridicas, conectadas entre si em diferentes posi¢cdes do anel
glicopiranosideo. Sua estrutura varia de acordo com a espécie, Or-
gdo e célula, apresentando-se em diversas isoformas com unidades
de aguicares que diferem quanto a natureza do residuo, compri-
mento, ramificaciio e nimero de sitios de glicosilagdo da proteina.
Sdo classificadas em trés categorias gerais: N-glicoproteina, repre-
sentando uma unidade de actcar ligada ao dtomo de nitrogénio do
aminodcido de asparagina; O-glicoproteina, ligado ao dtomo de
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oxigénio dos aminodcidos de serina ou treonina, representadas na
Figura 1, e glicofosfatidilinositol, envolvendo a derivatizagdo do
grupo carboxilico C-terminal®. A reag@o mais comum em eucariotes
esta relacionada a N-glicosilacdo de asparagina ligada a proteinas,
catalisada pela enzima associada a membrana, oligossacarideo-
transferase (OT).
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Figura 1. Exemplos de estruturas de glicoproteinas caracteristicas contendo

ligagoes N- ou O-glicosidicas. Adaptada da ref. 2

A transformacio destas proteinas envolve a transferéncia co-
translacional do sacarideo presente no doador dolicol pirofosfato
para a cadeia lateral de asparagina de uma proteina nascente, ilus-
trada na Figura 2. O oligossacarideo comum em eucariotes apre-
senta estrutura ramificada terndria composta pelos aciicares
Glec, Man GleNAc,, com excegdo do protozodrio tripanosomatideo
que transfere o sacarideo Man,GIcNAc,, uma vez que ndo possui a
enzima Dol-P-Glc sintase®.

A diversificagdo subseqiiente do glicoconjugado, gerado pela
acdo da OT no limen da membrana do reticulo endoplasmético
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Figura 2. Reagdo de N-glicosilagdo de proteinas, catalisada pela enzima
OT. Adaptada da ref. 2

(RE), ocorre a partir de uma série de reagdes de processamento
pela acdo conjunta de glicosilases e glicosiltransferases, presentes
no RE e Complexo de Golgi. As o-D-glucosidases I e II agem nas
etapas iniciais do processamento do tetradeca-oligossacarideo ima-
turo [Glc,Man (GlcNAc),], hidrolisando as ligagdes O-glicosidicas
1-2 e 1-3, respectivamente, liberando os trés residuos de glucose
mais expostos da glicoproteina (Figura 3)*°. O restante da cadeia
sofre acdo de o-manosidases, seguido de alongamento por proces-
sos catalisados por glicosiltransferases e sulfotransferases, intro-
duzindo residuos de fucose, galactose, N-acetil-glicosamina, 4ci-
dos sidlicos e sulfato®. A importancia da hidrélise dos trés residuos
de glucose pode ser evidenciada em processos de inibi¢do de
glucosidases I e II, onde ocorre diminuicdo significativa da secre-
¢do e estimulo da degradacdo de certas glicoproteinas, além de
bloqueio da entrada destes glicoconjugados no caminho autofégico’.
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Figura 3. Processamento inicial da regido oligossacaridica
(Glc ,Man,GlcNAc,) de N-glicoproteina imatura pela a¢ao das enzimas a-D-
glucosidases I e I1. Adaptado das refs. 4 ¢ 5

o-glucosidades sdo respresentadas pelas enzimas intestinais o-
amilase, trealose-6-fosfato hidrolase, sacarase e maltase, enquanto
as B-glucosidases, pelas B-glucosidase, B-galactosidase, B-glucu-
ronidase e 3-D-acetil-hexosaminidase'. o-glucosidades podem tam-
bém ser denominadas de transglucosidases em razdo das ativida-
des hidrolitica e de transglucosilagio, catalisando, respectivamen-
te, dois tipos de reacdo, uma envolvendo a transferéncia de residuo
de D-glucose do lado ndo-redutor de oligossacarideo para molécu-
la de dgua (hidrdlise) ou a transferéncia deste residuo para uma
unidade aceptora (transglucosila¢@o). Nestas reacdes, D-glucose ¢
liberada como andmero «., retendo a configura¢do do substrato no
carbono anomérico C-1 no produto de transglucosilacdo. Estas
enzimas apresentam atividade em diversos substratos e podem ser
subdivididas em forma 4cida ou neutra, com pH 6timo variando de
4-5 ou 6-7, respectivamente®.
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MECANISMOS DE HIDROLISE

A clivagem da ligacdo glicosidica envolvendo o ou B-gluco-
sidases pode ocorrer por dois mecanismos principais S, 2, relacio-
nada a substitui¢do nucleofilica direta por molécula de dgua no
carbono anomérico C-1 de glucose, com inversdo de estereoquimica
(I), menos comum, normalmente observada em glucoamilase, ou
pelo mecanismo bimolecular de substituicio com formacdo de in-
termedidrio covalente, que resulta em retenc@o de configuragao (II),
Figura 4. Somente enzimas que atuam com reten¢io de configura-
¢do apresentam atividade de transglucosilagdo, como demonstrado
para diversas o-glucosidases®.

No mecanismo I, um grupo carboxilico age como é4cido e ou-
tro como base, diferentemente do mecanismo II, no qual um grupo
de dcido carboxilico age como 4cido e base e o outro, como
nucledfilo. No entanto, algumas evidéncias tém sugerido a gera-
¢do de fon no estado de transigdo, pelo mecanismo S 1, com parti-
cipacdo de ambos aminodcidos do sitio catalitico contendo grupos
carboxilicos, com clivagem da ligacdo entre o carbono anomérico
e o oxigénio glicosidico, gerando espécies positivamente carrega-
das, como carbocdtion (A) e fon oxocarbénio (B), Figura 5°1°. O
estado de transi¢ao necessdrio para hidrélise da ligacdo glicosidica
¢ caracterizado pela orientagdo pseudo-axial da ligagdo C-O a ser
quebrada e conformacdo distorcida “skew”!!.
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Figura 4. Mecanismos I e II propostos para clivagem da ligagdo glicosidica
pela agdo de a e B-glucosidases. Adaptado da ref. 8

Estudos de mutagénese de Glu-358 para Ala (E358A) envol-
vendo B-glucosidases que atuam pelo mecanismo II (Agrobacterium
faecalis) na presenca de grupo azido, como nucledfilo alternativo
ao segundo grupo carboxilato, demonstraram que a reag¢do pode
fornecer o fon A. Adicionalmente, estudos envolvendo o-
glucosidase de Saccharomyces cerevisiae, na presenca de fluoretos
de 5-fluoroglicosidicos, relacionaram Asp214 como sendo o resi-
duo nucleofilico observado no mecanismo II°.
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Figura 5. Formagdo de carbocdtion (A) e ion oxocarbénio (B) durante a
clivagem da ligagdo glicosidica pela agdo de glucosidases. Adaptada das
refs. 9 e 10

FARMACOS DISPONIVEIS NA TERAPEUTICA

Inibidores de glucosidases sdo agentes de grande interesse
terapéutico, uma vez que apresentam atividade contra virus®'?,
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crescimento tumoral e metastases, diabetes, doenca de Gaucher e
outras sindromes associadas ao armazenamento lisossomal de
glicoesfingolipidios' e osteoartrite'’. Sdo também descritos como
inibidores da rejeicdo de 6rgdos transplantados'*, agentes agroqui-
micos'? e no tratamento da cdrie dentdria'®.

Os farmacos acarbose (1) (Precose®), miglitol (2) (Glyset®) e N-
butil-1-desoxi-nojirimicina (3) (Zavesca®) sdo inibidores de
glucosidases, disponiveis na terapéutica, sendo 1 e 2 indicados para
tratamento de diabetes mellitus tipo II e 3, para o controle da doenca
de Gaucher'*'*'¥, Na diabetes mellitus tipo II, mais comum em adultos
e ndo dependente de insulina, a secre¢do de insulina pelo pancreas
pode ser normal, mas a entrada de glucose nas células € comprome-
tida devido ao reduzido nimero de receptores para insulina, elevan-
do os niveis de glucose sanguineos. Adicionalmente, o farmaco 1
diminui as chances de pacientes com problemas de intolerancia a
glucose tornarem-se diabéticos e reduzem o desenvolvimento de
doencas cadiovasculares ou problemas de pressdo sanguinea'. A
administracdo oral de 3,4,5-piperidinetriol 2, antes das refeicdes,
inibe o-glucosidases (sacarase, maltase e glucoamilase) presentes
no trato gastrointestinal, retardando a digestdo de carboidratos e,
conseqiientemente, promovendo melhor controle nas concentracdes
de glucose apds as refeicdes. A associagdo de 2 com agente anti-
hiperglicémico da classe das sulfoniluréias pode ter efeito aditivo no
tratamento da diabetes, uma vez que o mecanismo de acdo deste
ultimo € distinto e relacionado ao aumento da secrecdo de insulina.
O farmaco 2 (N-hidroxietil-1-desoxi-nojirimicina) apresenta maior
absor¢do no trato gastrintestinal que 1 e foi introduzido no mercado
em 1999, como o mais potente inibidor de o-glucosidases de 2* ge-
ragdo com efeitos colaterais reduzidos, normalmente relacionados a
distensdo abdominal, flatuléncia e diarréia'.
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Por outro lado, o farmaco 3 ¢ indicado para uso oral no trata-
mento da doenca de Gaucher tipo I, relacionada a disttrbio genéti-
co do metabolismo de lipidio, mais especificamente envolvendo
mutagdes em genes que codificam glicosil-hidrolases, como [3-
glucocerebrosidase, responsdveis pelo catabolismo de glicoesfin-
golipidios (GSL) dentro dos lisossomos. O actimulo de GSL, prin-
cipalmente em macréfagos, promove disfuncdo celular e aumento
do volume do figado, baco e anormalidades na medula espinhal,
causando neurodegeneragdo progressiva e morte ainda na infancia.
As estratégias usadas para tratamento desta doenga tém sido au-
mentar a concentragido da enzima que metabolisa GSL ou promo-
ver a privacdo de substratos essenciais para producdo de GSL.
Zavesca® representa uma nova abordagem para tratamento da doen-
ca de Gaucher, uma vez que diminui a formacdo de glucosilce-
ramida, uma unidade importante na formagdo de GSL, pela inibi-
¢do da enzima glucosilceramida sintase (D-glucosiltransferase).
Adicionalmente, melhora a capacidade da enzima glucocerebro-
sidase em catabolisar GSL (Figura 6)'3%.

PERSPECTIVAS NO TRATAMENTO DA AIDS

Inibidores de o-glucosidases também tém sido estudados como
potenciais agentes anti-HIV, com grande influéncia no ciclo de
replicagdo viral®'. A estrutura morfoldgica dos virus HIV tipo 1 e 2
inclui proteinas estruturais e funcionais e um genoma de RNA pro-
tegidos por uma capa externa, conhecida como envelope viral. O
envelope € constituido por uma bicamada lipidica e contém uma
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Figura 6. Biossintese de glicoesfingolipidios (GSL), sendo a primeira etapa
inibida pelos imino-agiicares, N-butil desoxi-nojirimicina e N-butil-desoxi-
galactonojirimicina, com a transferéncia de residuo de glucose (como UDP-
Glc) para ceramida (N-acil-esfingosina), catalisada pela enzima D-
glucosiltransferase. Adaptada da ref. 13

proteina complexa conhecida como env, que consiste das glico-
proteinas gp41, transmembrana, e gp120, exposta a camada exter-
na do envelope e ancorada a gp41?. Glucosidases I e II, envolvidas
no processamento de Glc,Man,GlcNAc, da N-glicoproteina imatu-
ra (Figura 3) na célula, participam da formacdo de gp120, respon-
sével pela interagdo do virus com os receptores CD4 dos linfécitos
T4 (receptor primdrio), etapa inicial fundamental no processo de
infecgdo viral. Gp120 apresenta regides varidveis e conservadas de
forma extensivamente glicosiladas, representando verdadeiros al-
vos para ligacdo aos receptores primdrios e neutralizacdo por
anticorpos liberados no processo de infec¢do. A modulacdo da
imunogenicidade e antigenicidade de gp120 € dependente da vari-
abilidade e grau de glicosilagdo de sua superficie®. A estrutura
cristalografica do complexo terndrio de interagdo gp120, parcial-
mente des-glicosilada, com receptores CD4 e anticorpos neutra-
lizantes (omitidos na figura) € ilustrada na Figura 72+%.

Figura 7. Estrutura cristalogrdfica do complexo gp120 (fitas azuis) e receptores
CD4 (fitas amarelas), modelo des-glicosilado gerado no processo de
reconhecimento e adesdo do virus ao linfocito T4. Figura montada no programa
Accelrys Viewer Lite 4.2, PDB 1GCI, cujos anticorpos neutralizantes foram
omitidos para melhor visualizagdo. Adaptada da ref. 24
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Os contatos entre gp120 e receptores CD4 sdo reduzidos, mas
existe certa complementaridade estrutural evidenciada pelo poten-
cial eletrostdtico das duas superficies. Segundo estudos realizados
por Kwong e colaboradores?, as interagdes mais importantes, mos-
tradas na Figura 7, sdo realizadas por Phe43 e Arg59 de CD4 (ama-
relo) com multiplos contatos com residuos conservados, Asp368,
Glu370 e Trp427 de gp120 (azul). Os maiores contatos de Phe43
sdo polares com os residuos Asp368, Glu370, Asn425, Met426,
Trp427 e Gly473, além de uma interacdo hidrofébica com Ile371
de gp120. Por outro lado, Arg59 interage por dupla ligacdo de hi-
drogénio com Asp368 e Val430 da glicoproteina gp120. A cavida-
de de interface presente entre estas estruturas ¢ normalmente pre-
enchida por aminodcidos com razodvel taxa de variacdo entre os
tipos de virus da imunodeficiéncia.

Substancias inibidoras de glucosidases I e II, como N-butil-
desoxi-nojirimicina (3) e castanospermina (4) possuem a capacida-
de de bloquear a atividade do virus HIV in vitro, provavelmente por
induzir a producdo de gp120 imperfeitas que seriam incapazes de
efetuar sua interacdo a membrana celular do linfécito T4 hospedeiro
nos primeiros estagios da infec¢do?. Aparentemente, o tratamento
de cultura de células com 3 ndo bloqueia a ligagdo de glicoproteinas
do envelope a CD4, mas impede a fusdo subseqiiente do virus com a
membrana celular®. A Figura 8 mostra as etapas do mecanismo de
dolicol pirofosfato no processamento de glicoproteinas que sio ini-
bidas por 3, 4 e desoxi-manojirimicina (5).
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Figura 8. Biossintese de N-glicoproteinas na célula, a partir de dolicol fosfato,
e as respectivas etapas inibidas por derivados de carboidratos. Adaptada da
ref. 2

Além das atividades delineadas acima, o inibidor 4 demons-
trou efeitos imuno-moduladores na expressdo, func@o e transducgio
de sinais de glicoproteinas envolvidas na fisiopatologia da encefa-
lopatia autoimune experimental, usada como modelo de esclerose
multipla®. Por outro lado, o composto 3 promoveu a inibi¢do do
desenvolvimento da infeccéio causada pelo virus da diarréia bovina
(BVDV), modelo usado para o virus da hepatite C (HCV). Nestes
estudos, a combinagdo de 3 com interferon o.-2b promoveu potencia-
lizagdo da agdo contra infec¢do por BVDV¥,
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CONCLUSOES

Frente ao exposto, existe considerdvel interesse na sintese e de-
senvolvimento de novos inibidores de glucosidases, visando o trata-
mento de infecgdes virais, cancer, patologias autoimunes, diabetes e
outros distirbios metabodlicos, além da possibilidade de obtencdo de
modelos bioquimicos para estudo da estrutura e funcdo de glico-
proteinas®. Atencdo especial tem sido dada aqueles que mimetizam
a configuracdo dos grupamentos hidroxila das unidades expostas de
glucose do oligossacarideo Glc,Man GlcNAc -N-glicoproteina®. o e
B-glucosidases sdo alvos moleculares de enorme interesse terapéutico,
gracas a capacidade apresentada por alguns derivados de agucar de
inibir glucosidases intestinais, dando origem a novos agentes anti-
diabéticos, diminuir a formagdo de glucosilceramida na doenga de
Gaucher e a capacidade in vitro documentada para inibicdo da
replicacdo do virus HIV, possibilitando o desenvolvimento de nova
classe de farmacos para terapia anti-AIDS.
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