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INTRODUCAO

As cisteino proteases desempenham importante papel no metabolismo proteico celular,
no processamento de pré-hormonios e pro-enzimas, na degradagdo de proteinas de
matriz extracelular e estdo envolvidas em muitas patologias como, por exemplo, em
todas as etapas da progressao tumoral, na doenga de Alzheimer, na distrofia muscular e
na artrite reumatoide (SIEWINSKI, et. al, 1994). O estudo dessas enzimas ¢ importante
para o combate das doencas a que elas estdo associadas, € para estabelecer as relagdes
entre sequéncia primaria de aminodcidos, estrutura e o papel bioldgico. Entender o
mecanismo de agdo e a especificidade primaria dessas enzimas ¢ fundamental para o
desenho de drogas que possam bloquear sua ac¢do, podendo funcionar como ferramentas
no estudo da fun¢do dessas proteinas ou como quimioterapicos.

Os protozoarios do género Leishmania contem uma gama de cisteino proteases (CPs) da
familia da papaina (C1). Uma caracteristica que despertou o interesse de pesquisadores
no comec¢o dos anos 80 foi o alto nivel de expressdo estagio-reguladora referente as
cisteino proteases (BARRETT et. al., 1998). Na Leishmania mexicana, foi observada
uma atividade de cisteino protease consideravelmente maior na forma amastigota de
mamiferos que na forma promastigota que vive no inseto vetor (North et. al., 1981).
Isso sugere que esta alta atividade de CP ¢ crucial para a sobrevivéncia do amastigota
nos macrofagos do hospedeiro mamifero.

Benzofenonas sdo compostos organicos utilizados como intermediarios sintéticos na
industria quimica e com grande importancia na perfumaria, na fotoquimica € no ramo
farmacéutico (MARVEL et. al., 1941). Dados de literatura mostram benzofenonas
naturais polipreniladas sendo capazes de inibir as cisteino proteases catepsina B e
papaina e as serino proteases catepsina G e tripsina. Tais compostos apresentaram
potenciais como produtos naturais como drogas antiproteoliticas no tratamento de
doencas nas quais proteases estdo envolvidas, como tumores cronicos (MARTINS et.
al., 2009). As benzofenonas apresentam um efeito inibitorio sobre as proteases trazendo
resultados experimentais que podem ser relacionados com certos motivos estruturais
estimados cristalograficamente, possibilitando assim relagdes entre estruturas quimicas
dos compostos testados e a atividade anti-proteolitica, que sdo suportadas por ensaios
computacionais dos inibidores do alvo macromolecular (MARTINS. 2008).

OBJETIVOS



O presente projeto de iniciag@o cientifica tem por objetivo o estudo da uma classe de
benzofenonas derivadas de Gutiferona-A como possiveis inibidores de cisteino
proteases de tripanossomatideos.

METODOLOGIA

A CPB2.8ACTE (versdo truncada da CPB2.8 faltando a extensdo C-terminal) e suas
isoformas CPB3.0 ¢ rH84Y derivadas de biblioteca genomica da L. mexicana também
sdo enzimas recombinantes clonadas em vetor de expressdo pQE-30 e obtidas a partir de
Escherichia coli (SANDERSON et. al., 2000) gentilmente cedidas pelo professor
Graham H. Coombs da University of Strathcycle, Glasgow. Os compostos sintéticos
derivados de benzofenonas da classe das gutiferonas-A, candidatos a inibidores, foram
cedidos pelo professor Dr. Marcelo Henrique dos Santos da Universidade Federal de
Vigosa, Departamento de Quimica — CCE. Foram usados para a realizagdo dos ensaios
de inibicdo os compostos sintéticos LFQM-79, LFQM-80, LFQM-81, LFQM-82,
LFQM-113, LFQM-114, LFQM-126, LFQM-127, LFQM-128 ¢ LFQM-129. Nos
ensaios cinéticos das cisteino proteases de tripanossomatideos rCPB2.8, rCPB3.0 e
rH84Y foi usado tampao acetato de sodio 90,91mM, com SmM de EDTA, 10% de
glicerol, 0,01% de Triton X100, pH 5,5. Aliquotas das enzimas foram pré-incubadas
com DTT ImM durante 10 minutos a 37°C. As concentracdes das enzimas para a
determinagdo das velocidades iniciais foram determinadas de modo que a hidrélise do
substrato ndo seja superior a 5%. Os valores de fluorescéncia obtidos foram convertidos
em uM/min usando uma curva de calibracdo determinada através da hidrolise total do
substrato. Suas hidrolises foram seguidas pela medi¢do da fluorescéncia (substrato Z-
FR-MCA — Xex = 360 nm e Aem = 480 nm) em um espectrofluorimetro Hitachi F2500.
Os parametros cinéticos sdo determinados por progressao nao-linear usando o programa
Grafit 5.0 (Erithacus Software Ltda). Os ensaios de inibicdo das proteases foram
similares aos ensaios de hidrolise de substratos, entretanto, apds a ativagdo enzimatica e
medicdo da atividade inicial das enzimas, procedeu-se a adigdo de concentragdes
crescentes de inibidor até a ndo observagado da redugdo da atividade enzimatica em que a
velocidade da reagdo estabilizou. Com os dados adquiridos, calculou-se o ICso

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme a TABELA 1, pode-se verificar qual a concentra¢do para a inibi¢ao de 50%
da atividade enzimatica da rCPB2.8, com relagdo a cada composto. Esta tabelao foi
elaborado com base nos dados experimentais, avaliando-se as curvas obtidas.

Dentre estes compostos, a benzofenona LFQM-113 (ICso= 0,15 + 0,01 uM) foi a mais
eficiente na inibicdo da rCPB2.8. Apesar do composto LFQM-81 apresentar a menor
lipofilicidade expressa em cLogP (oct/wat) (DIAS et. al., 2012) foi o composto LFQM-
113, com a segunda menor lipofilicidade, o mais potente na inibi¢cdo da rCPB2.8.
Igualmente a inibicdo da rCPB2.8, o composto LFQM-113 também foi o mais potente
na inibicdo da rCPB3.0 com IC50 = 0,40 = 0,04 uM (TABELA 1). Além disso, o
composto LFQM-126 foi o pior para ambas as cisteino protease de tripanossomatideos
(rCPB2.8 e rCPB3.0).

Em termos estruturais, as diferen¢as moleculares entre a rCPB2.8 ¢ rCPB3.0 sdo os
residuos nas posigdes 60, 61 e 64 os quais estdo localizados em uma alfa-hélice que
forma uma das paredes do sitio ativo. Na rCPB2.8 temos os residuos asparagina,
aspartico, aspartico, nestas posi¢cdes ¢ na rCPB3.0 sdo aspartico, asparagina e serina
(MOTTRAM et. al., 1997).

As proteases rCPB2.8 e rCPB3.0 foram capazes de discriminar as estruturas dos
compostos LFQM 79, 80 e 82 foram possivelmente devido as diferengas dos residuos



anteriormente mencionadas o que implica que a alfa-hélice contendo os residuos 60, 61
e 64 esteja envolvida na interacdo dos compostos LFQMs.

Diferentemente das CPBs rCPB2.8 e rCPB3.0, a enzima mutante rH84Y, que ¢ similar a
rCPB3.0 com substitui¢do da histidina da posi¢do 84 por uma tirosina, 0 composto mais
potente foi FLQM-114 com IC50 = 1,45 + 0,09 uM (TABELA 1).

Tabela 1 . ICso para as enzimas rCPB2.8, rCPB3.0 e rH84Y contra os compostos
benzofenonicos LFQMs.

ICso
COMPOSTO rCPB2.8 rCPB3.0 rH84Y
LFQM-79 0,51 +£0,02 2428 £0,70 23,26 £0,79
LFQM-80 6,65+0,13 2291 +1,75 26,10 £ 1,16
LFQM-81 0,41 +0,03 0,65+ 0,08 3,54 £ 0,04
LFQM-82 0,32 £ 0,00 2,41 £0,06 1,81 £ 0,05
LFQM-113 0,15+0,00 0,40 + 0,04 2,70 £ 0,05
LFQM-114 2,37+0,10 1,45 £ 0,09 9,40 + 0,69
LFQM-126 28,58 + 1,47 46,00 + 2,32 32,20 £ 0,59
LFQM-127 9,54 +0,31 20,39 + 0,60 21,99 £ 0,48
LFQM-128 3,40 £ 0,08 1,56 £ 0,08 6,99 + 0,12
LFQM-129 10,77 £0,23 13,79 £ 1,23 14,33 £ 0,32

Analisando os compostos 79 e 80, essas benzofenonas foram mais efetivas na inibi¢ao
da rCPB2.8 do que a rCPB3.0, entretanto, os valores de ICso na inibicdo da rCPB3.0
foram muito similares a inibicdo da rH84Y.

A tirosina 84 estd localizada na superficie da estrutura da protease rH84Y e longe do
sitio catalitico o que possivelmente nao interfere na atividade inibitéria do LFQM-79,
80, 126, 127 e 129 para rCPB3.0 e rH84Y. Por outro lado, o composto LFQM113 foi
discriminado entre essas proteases, pois a substituicdo da histidina da rCPB3.0 pela
tirosina na rH84Y promoveu uma reducdo no potencial inibitério em quase sete vezes.
Deste fato podemos analisar duas situagdes, uma em que o LFQM-113 esté ligando ao
sitio catalitico e este sitio sofreu a influéncia da substituicdo do residuo, ou o residuo 84
faca parte de um sitio alostérico de ligagdo desta benzofenona. Contudo, estudos
complementares de determinacdo de mecanismo de inibicdo e modelagem molecular
poderiam responder estes apontamentos.

CONCLUSAO

Todos os compostos benzofenonicos estudados neste projeto de pesquisa demonstraram
possuir um potencial de inibi¢do enzimatica das cisteinos proteases utilizadas (rCPB2.8,
rCPB3.0 e rH84Y).

As substitui¢des dos residuos de aminodcidos nas posigdes 60, 61 e 64 ¢ 84
promoveram modificacdes nas cisteino proteases de tripanossomatidios que permitiram
a discriminagdo entre alguns compostos benzofendnicos.

As diferencas estruturais dos compostos que acarretaram alteracdes na lipofilicidade

também ocasionaram modificagdes nos potencias inibitdrios das proteases rCPB2.8,
rCPB3.0 rH84Y.
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