DERIVADOS ALQUILTRIAZOLICOS E ALQUILFOSFOLIPIDIOS COMO
INIBIDORES DE PROTEASES LISOSSOMAIS DA FAMILIA DAS
CATEPSINAS

Bianca Yoshie Ikari', Vanessa Silva Gontijo?, Rossimiriam Pereira Freitas®, Alyne
Alexandrino Antunes®, Ricardo José Soares Torquato’, Wagner Alves de Souza Judice®.

Estudante do Curso de Biomedicina da Universidade de Mogi das Cruzes;
biancaikari@outlook.com.!

Estudante de Doutorado da Universidade Federal de Minas Gerais, Departamento de
Quimica; vanessagontijo@yahoo.com.br.?

Professor da Universidade Federal de Minas Gerais, Departamento de Quimica;
rossipdf@yahoo.com.br.?

Estudante de  Doutorado da  Universidade de Mogi das  Cruzes.
alexandrinoaa@gmail.com.*

Técnico de Nivel Superior, Universidade Federal de Sdo Paulo, Departamento de
Bioquimica; torquato.bioq@epm.br.’

Professor e pesquisador da Universidade de Mogi das Cruzes, CIIB;
wagneras@umc.br.

Area do conhecimento: Enzimologia
Palavras chaves: Inibidores, cisteino proteases, catepsina L.

INTRODUCAO
As cisteino proteases sdo conhecidas por desempenharem importante papel no

metabolismo proteico celulares, no processamento de proé-hormoénios e pro-enzimas, e
na degradacdo de proteinas de matriz extracelular e por estarem envolvidas em muitas
patologias, em todas as etapas da progressao tumoral, na doenca de Alzheimer, na
distrofia muscular e na artrite reumatdide (Mort & Buttle, 1997).

As catepsinas possuem diversas funcgdes especificas como processo de degradacao
proteica durante a morte celular por necrose ou autofagia, apresentacao antigé€nica
mediada por MHC de classe II, diferenciagdo de queratinocitos, ativagdo de pro-
horménios, entre outros (Turk et al, 2000). Os inibidores enziméaticos sdo substancias
que tem a capacidade de interferir em uma reacao de catalise enzimatica, assim podendo
reduzir ou estacionar um processo de reacao ou especificidade biologica (Nelson et al,
2006).

Alquilfosfolipidios como os farmacos miltefosina e perifosina sdo utilizados no
tratamento de tumores e leishmaniose humana e canina (Woerly et al, 2009).

Estudos de relagdo estrutura-atividade de alquilfosfolipidios revelam que a cadeia
alquilica longa e um grupo polar sdo essenciais para a atividade antitumoral. Nos
ultimos anos, um numero grande de trabalhos tem relatado a sintese e a atividade
bioldgica de varios derivados destes firmacos. Varios trabalhos apresentam o uso de
1,2,3-triaz6is como substancias com atividade anti-HIV )Whiting et al, 2006) ou contra
virus da herpes simples tipo 1 (HSV-1), herpes simplex tipo 2 (HSV-2), varicela-zoster
(VZV TK" e TK') e citomegalovirus. Outra atividade descrita para essa classe de
compostos ¢ a antimicrobiana (Gonzaga et al, 2013) além da atividade inibidora de



enzimas como, por exemplo, a inibi¢gdo da enzima FabG4 (Rv0242¢) de Mycobacterium
tuberculosis, dentre outras (Banerjee et al, 2014). A atividade anticancerigena tem sido
também intensamente relatada para compostos triazolicos (Praveena et al, 2014).

OBJETIVOS
Caracterizar moléculas derivadas de alquiltriazolicos e alquilfosfolipidios como
potenciais inibidoress da catepsina L.

METODOLOGIA

Catepsina L recombinante humana foi expressa e purificada de acordo com as técnicas
de Linnevers e colaboradores (Linnevers et al, 1997),

Os compostos sintéticos derivados de alquiltriazdlicos e alquilfosfolipidios foram
cedidos pela Profa. Profa. Rossimiriam Pereira de Freitas LABSINTO - Laboratorio de
Sintese Organica Departamento de Quimica-ICEx - Universidade Federal de Minas
Gerais.

Nos ensaios cinéticos da catepsina L foi usado tampao acetato de sédio 100 mM, com 5
mM de EDTA, pH 5,5. Aliquotas da enzima foi pré-incubada com DTT 5 mM durante 5
minutos a 37°C. Sua hidrdlise foi seguida pela medicdo da fluorescéncia (substrato Z-
FR-MCA =2 lex = 360 nm e Aem = 480 nm) em um espectrofluorimetro Hitachi F2500.
Determinaram-se os pardmetros cinéticos por regressao ndo linear usando o programa
Grafit 5.0 (Erithacus Software Ltda).

Os ensaios de inibicdo da protease foram similares aos ensaios de hidrdlise de
substratos, entretanto, apds a ativacdo enzimatica e medi¢do da atividade inicial da
catepsina, procedeu-se a adicdo de concentragcdes crescentes de inibidor até a
estabilizacdo do decaimento da atividade enzimdtica em que a velocidade de reagao
altere significativamente.

RESULTADOS E DISCUSAO

A inibi¢do da catepsina L pelos compostos derivados de alquiltriazolicos e
alquilfosfolipidios mostrou que as moléculas 1, 21 e 5 sdo os mais potentes na inibi¢do
desta cisteino protease lisossomal, com valores de ICso de 1,04; 1,3 ¢ 6,1 uM
respectivamente (Tabela 1).

Verificamos que o composto 1 foi aproximadamente entre 10 e 358 vezes mais efetivo
na inibicao da catepsina L que os demais compostos.

Figura 1: Moléculas dos compostos alquifosfolipidios (1 ¢ 4) e alquitriazolicosa (7 ¢ 21)
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O mais potente dos compostos na inibi¢cdo da catepsina L (composto 1,) denominado
miltefosina, ja ¢ comercializado em varios paises e foi a primeira droga de uso oral
usada no tratamento da Leishmaniose Visceral.

TABELA 1: Valores de ICso na inibi¢ao da catepsina L pelos compostos
alquilfosfolipidios e alquiltriazolicos.

4 1Cs UM 4 ICoHUM 4  ICs UM

1 1,04+002 g 66%3 15 52%5
5 9213 g 97+3 15 106%4

291+16 10 144+7 17 373%25

w

119+07 11 105+8 15 176%08

SN

5 61+07 1o 1504 19 109+04

340 £ 11 13 111+3 20 14+1

»

7 132+11 14 242%7 91 1,30%0,04

O genoma da Leishmania consiste de genes das cisteino proteases multi copia da
catepsina L e simples copia da catepsina B (Mundodi et al, 2002). Dessa forma, ¢
possivel que a miltefosina esteja atuando como farmaco no tratamento da Leishmaniose
por meio da inibi¢do da catepsina L.

Comparando as moléculas dos compostos 1 e 21, que apresentaram valores de IC50
muito préoximos (1,04 e 1,3, respectivamente) verificamos que o primeiro ¢ uma
alquilfosfolipideo enquanto que o segundo ¢ um alquiltriazolico.

Em relagdo as estruturas dos compostos 1 e 4, a presenga do grupo azida (-N3) ligado ao
grupo alquil promoveu uma redugdo de aproximadamente 11 vezes no potencial
inibitodrio.

No tocante a estrutura do composto 7 (alquiltriazdlico) verificou-se que a proximidade
do grupo carbonila ao anel triazélico promoveu uma reducdo do potencial inibitorio
IC50 comparativamente ao composto 21, o qual apresenta um espacador de 2 carbonos
entre o grupo carbonila e o anel triazolico, em aproximadamente 100 vezes. Esse evento
pode estar facilitando a interacdo do oxigénio da carbonila do comporto 21 a
aminoacidos do sitio ativo da enzima.

CONCLUSAO

Os resultados aqui apresentados mostram que tanto o composto comercial miltefosina
(composto 1) e o composto 21 sdo fortes candidatos para desenvolvimento de drogas em
patologias em que a cisteino protease catepsina L esteja envolvida.

Estruturas compostos 1, 4, 7 e 21.
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