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INTRODUÇÃO  
 

Leishmaniose é uma doença causada por parasitas do gênero leishmania, 
intracelulares, que se instalam em células do sistema fagocitário mononuclear. Esses 
parasitas infectam mamíferos como cães e seres humanos por intermédio de artrópodes dos 
gêneros Phlebotomus e Lutzomyia, os insetos vetores, quando os mesmos realizam 
hematofagia em mamíferos (REY, 2010). Por infectarem células que deveriam eliminá-los, 
eles necessitam de mecanismos para burlar o sistema imune do hospedeiro, sobreviver e se 
multiplicar, e um desses mecanismos se dão por meio de cisteíno-proteases, ou CPB’s, que 
agem “ativando” o sistema imune humoral e “desativando” o sistema imune celular da célula 
fagocitária, se camuflando (HANDMAN, BULLEN, 2002; SILVA-LOPEZ, 2010). Por conta 
disso, alguns compostos estão sendo testados a fim de inibir a ação dessas enzimas, como o 
paládio. O paládio é um composto descrito como tendo ação antibacteriana e principalmente 
antitumoral, porem, por ser um elemento tóxico, compostos derivados deste elemento estão 
sendo desenvolvidos e testados para tornar-se novos fármacos (BARRA et al, 2016; de 
MOURA et al, 2017). 

 

OBJETIVOS 
 

Analisar compostos derivados de paládio a fim de estabelecer uma possível ação 
inibitória das cisteíno-proteases de tripanossomatídeos rCPB2.8, rCPB3.0 e rH84Y. 
 

METODOLOGIA  
 

Realizou-se testes de IC50, avaliação da concentração mínima de composto capaz de 
diminuir a atividade enzimática em 50%, utilizando tampão acetato de sódio 100mM, triton X-
100 a 0,01%, EDTA 5mM, glicerol 20%, pH 5,5, adicionando o redutor Ditiotreitol (DTT) 1M, o 
substrato fluorescente Z-FR-MCA 9uM e a enzima a ser testada em temperatura de 37ºC. Os 
testes foram realizados por espectrofluorimetria em λEx=360nm e λEm=480nm de 
comprimentos de onda, onde os dados foram tratados no programa Grafit 5.0. Os compostos 
utilizados foram os derivados de paládio GAFOX 5 e 6, e CBZOX 5 e 6, cedidos pelo Prof. Dr. 
Adelino Vieira de Godoy Netto do Departamento de Química Geral e Inorgânica do Instituto 
de Química de Araraquara – UNESP Araraquara (Figura 1). 
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Para sequência dos testes a enzima rCPB2.8 foi expressa por intermédio de clone 
cedido Prof. Dr. Jeremy C. Mottram, do Centro de Imunologia e Infecção, do Departamento 
de Biologia da Universidade de York, Reino Unido. O plasmídeo foi retirado das cepas 
clonadas recebidas por meio de minipreparação plasmidial (Miniprep), e então inseridas em 
cepas de Escherichia coli BL21 (DE3) por transformação, realizada por choque térmico. A 
expressão foi realizada em volume de 700mL de meio LB Broth com a bactéria transformada, 
e após isso, as células foram lisadas e as enzimas então retiradas e purificadas por meio de 

cromatografia em coluna de níquel. 

 
Figura 1: Nomenclatura e estrutura dos compostos derivados de paládio. 

 

 

RESULTADOS/DISCUSSÃO 

  

Com os testes realizados, foram obtidos valores de IC50 (Tabela 1), e com esses 
valores foi possível perceber certa resistência da enzima rCPB 3.0 em relação aos compostos 
de paládio, possuindo valores de IC50 maiores do que os ealizados com a rCPB 2.8 e rH84Y. 
Ao mesmo tempo, a enzima rCPB 2.8 se mostrou mais sensível, possuindo valores menores, 
sendo a menor deles para o composto GAFOX 5, enquanto que para a rH84Y os compostos 
mais relevantes foram os CBZOX 5 e 6. Analisando os resultados percebe-se uma diferença 
em relação a como cada composto reage a cada enzima, sendo que cada composto foi mais 
efetivo em uma isoforma do que em outra, e isso pode ser explicado por conta de diferenças 
que as moléculas possuem, em relação às diferenças estruturais e de aminoácidos das 
enzimas, como a troca de uma Histidina por uma Tirosina na posição 84, e os aminoácidos 
das posições 60, 61 e 64 (JUDICE et al., 2005). As diferenças apresentadas podem indicar 
uma possível interação das moléculas com o sítio alostérico da enzima, pela distância que os 
aminoácidos citados têm do sítio catalítico. Em comparação a outros compostos derivados de 
paládio (DPPE 1.2 e 1.2) (DOS SANTOS et al., 2018; PALADI, 2012), os compostos deste 
estudo tiveram uma eficiência 1000 vezes menor, porém, o DPPE possui ligantes que tornam 
a molécula mais eletronegativa, o que pode estar interferindo na atividade enzimática 
(JUDICE et al., 2005). Já em comparação com Fricker et al. (2008), que utilizou um composto 
derivado de paládio obtendo um valor de 2,1uM, valor 1uM menor do que os compostos de 
nosso estudo, mas comparando as moléculas, a molécula de Fricker et al. (2008) também era 
mais eletronegativo, possuindo enxofre e carbonila. 
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Tabela 1: Resultados de IC50 para os compostos de paládio testados, em µM. 

 
 

CONCLUSÕES 

 
Conclui-se então que os compostos de paládio possuem boa inibição das cisteíno-

proteases recombinantes de Leishmania mexicana, sendo os compostos CBZOX os mais 
eficientes, tendo a rCPB 2.8 como a mais sensível e a rCPB 3.0 como a mais resistente aos 
compostos. Essas diferenças entre a inibição das enzimas pelos compostos se deve a 
diferença de aminoácidos entre as isoformas e as diferenças entre os ligantes dos compostos. 
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