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INTRODUCAO

Catepsinas (Cat) sdo cisteino-proteases encontradas nos lisossomos, desempenham
papel essencial no organismo participando de processos celulares mais especializados
estando envolvida também em processos patoldégicos como aterosclerose, progressiao
tumoral, artrite reumatoide, doenca de Alzheimer, esclerose multipla, distrofia muscular
além de participarem da apoptose, sendo assim, as catepsinas sdo alvos para o
desenvolvimento de novas drogas (TURK & GUNCAR, 2003; VASILJEVA & TURK,
2008). Dentre as estratégias de desenvolvimento estd a busca de moléculas naturais
dentre elas as benzofenonas e biflavondides. Benzofenonas sao compostos fenolicos de
origem natural produzidas em plantas superiores capazes de inibir cisteino-proteases
entre elas a catepsina B envolvida na progressao tumoral (MARTIS et al, 2009).
Flavonoides sdo substancias naturais produzidas por varias espécies vegetais, podendo
ser encontrados como dimeros flavona-flavona ou flavanona-flavanona denominados
biflavonodidesos quais possuem propriedades farmacologicas atuando beneficamente no
organismo humano sendo utilizadas no desenvolvimento de novos farmacos
(BAPTISTA & SIQUEIRA, 1994; YOKOZAWA et al, 1997).

OBJETIVOS
Nosso objetivo € a caracterizacdo de compostos naturais e semi-sintéticos derivados de
benzofenonas e biflavonoides como inibidores de catepsinas.

METODOLOGIA

Os ensaios de inibicdo das enzimas catepsinas B, K, L e V foram realizados em tampao
acetato de sodio 100mM, com 5SmM de EDTA, pH 5,5. Aliquotas das enzimas foram
pré-incubadas com DTT 2,5mM durante Smin a 35°C e as atividades enzimaticas
seguidas pela medicdo hidrélise de Z-FR-MCA em A,=360nm € A, 480nm) em
espectrofluorimetro Hitachi-F2500, como descrito previamente (CHAGAS et al, 1990;
OLIVEIRA et al, 1992). Os parametros cinéticos foram determinados por regressdo ndo
linear usando o programa Grafit 5.0 (WILKINSON, 1961).

Os ensaios de inibi¢do das proteases foram similares aos de hidrdlise de substratos,
entretanto, apds a ativagdo enzimatica e medicdo da atividade inicial das catepsinas,
adicionou-se concentragdes crescentes de inibidor até a estabilizacdo da reducdo da
atividade enzimatica e com os dados coletados calculou-se os valores de ICsgs.

As catepsinas recombinantes humanas B, K, V e L foram expressas em Pichia pastoris
de acordo com a metodologia descrita previamente por (LINNEVERS et al, 1997) e
gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Dieter Bromme, da University of British Columbia,



Vancouver, Canada. O substrato Z-FR-MCA foi obtido comercialmente e sua
concentragdo determinada em fun¢do da massa molar e volume de solucdo preparada.
Os compostos benzofenonas (CMA, CMB, LFQMI113, LFQMI114, LFQMI115,
LFQM119, LFQM120 e LFQM121) e biflavonoides (semi-sintéticos VG1, VG3, VG4,
e natural VGO) foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Marcelo Henrique dos Santos
do Laboratorio de Fitoquimica e Quimica Medicinal da Universidade Federal de
Alfenas. Os mesmos foram solubilizados em DMSO para concentragdo estoque de
2mM.

RESULTADOS/DISCUSSAO

Analisando os resultados de ICsy dos ensaios de inibi¢do das catepsinas B, K, L e V,
frente os biflavonodides e as benzofenonas observamos que dentre os biflavonoides o
mais eficiente para inibir a catalise das catepsinas foi o composto biflavondide VGO
com IC50=13uM para a Cat-B e 11uM para Cat-K e 7,5uM para Cat-V. Por outro lado,
o biflavonoide VG3 foi o mais efetivo na inibicdo da Cat-L. com ICs5;=0,90uM (Tabela

).

TABELA 1. Valores de ICs, de compostos Biflavonoéides para inibi¢do das Catepsinas B, K, L e V.

IC50 (UM)
COMPOST
o) CAT B CAT K CATL CATV
VGO 13+1 11+1 33+0,2 75+0,2
VG1 111+ 15 24+ 4 21+0,1 40 + 2
VG3 93+6 17 + 11 0,90 + 0,01 41+1
VG4 129 + 10 18+ 2 28+0,2 3742

Dentre as benzofenonas observamos que os composto LFQM-119 foi o mais efetivo na
inibi¢do das Cat-L (ICsp=1,1uM) e Cat-V (ICs;=3,1uM). Para as catepsinas B e K, os
compostos LFQM-121 e CMA foram os mais potentes com IC50 de 16uM e 20uM,
respectivamente (Tabela 2).

TABELA 2. Valores de ICs, de compostos de Benzofenonas para inibi¢do das Catepsinas B, K, L e V.

IC50 (UM)

COMPOSTO CAT B CATK CAT L CATV
CMA 31+2 20 + 1 31+0,1 83+0,5
CMB 42+ 4 7242 4,0+ 0,1 33+0,1

LFQM113 30 + 4 38+5 29+06 50+ 0,2
LFQM114 56 + 4 40+ 5 1,8+0,1 19+1
LFQM115 39+5 82 + 4 1,6 +0,1 28 +5
LFQM119 59 +5 27+6 1,1+0,1 31+0,3
LFQM120 30 +3 25 + 2 32+0,2 25 +1
LFQM121 16+ 1 22 +3 1,5+0,1 87+0,8

CONCLUSOES

Cisteino-proteases estdo envolvidas em diversas situagdes normais e patologicas nos
organismos, dentre elas as catepsinas. Nossos resultados mostraram que as catepsinas B,
K, L e V foram efetivamente inibidas por compostos naturais e/ou sintéticos
benzofendnicos e biflavonoidicos. Em funcdo de nossos resultados iniciais, os
compostos biflavondides VGO e VG3 e as benzofenonas LFQM-119, LFQM-121 sao



potenciais moléculas para o desenvolvimento de novos farmacos na inibigdo de
catepsinas envolvidas em processos patoldgicos, entretanto, novos estudos sdo
necessarios objetivando a determinagdo dos mecanismos de acdo bem como
citotoxicidade.
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