CARACTERIZACAO DE INIBIDORES PARA AS CISTEINO PROTEASES DE
Leishmania mexicana ENVOLVIDAS COMO FATORES DE VIRULENCIA NA
LEISMANIOSE

Hélida Mara Carvalho'; Wagner Alves de Souza Judice?

Graduada do curso de Farmacia; e-mail: helida-carvalho@hotmail.com'

Professor da Universidade de Mogi das Cruzes; e-mail: wagnerjudice@gmail.com?
Area de conhecimento: Enzimologia

Palavras-chave: Leishmaniose, cisteino proteases, ciclopaladados

INTRODUCAO

As leishmanioses sdo parasitoses que apresentam manifestagcdes clinicas muito diversas
afetando milhdes de pessoas, principalmente em paises menos desenvolvidos. Estas
parasitoses sdo reunidas em quatro grupos distintos: leishmaniose cutinea, cutidneo-
mucosa, cutaneo difusa e visceral (REY, 2010). A espécie Leishmania mexicana
provoca dois tipos de leishmaniose: a cutinea e a cutanea difusa. O vetor da doenga é o
mosquito Lutzomyia, onde somente a fémea pratica a hematofagia. Os protozoarios do
género Leishmania se encontram em apenas duas formas durante o seu ciclo vital,
amastigota e promastigota (CIMERMAN, B, CIMERMAN, S.; 2005). As cisteinos
proteases desempenham importantes fungdes na forma amastigota presente nos
mamiferos constituindo assim, novos alvos terapéuticos a fim de se contornar os
problemas encontrados com o0s antimoniais pentavalentes, drogas utilizadas no
tratamento da doenga, que entre outras coisas apresentam alto custo, elevada toxicidade
e eficacia nem sempre completa. Estas enzimas existem como multiplas isoformas, as
quais podemos destacar a rCPB2.8, rCPB3.0 e rH84Y. DIAS et al, 2009). Compostos
ciclopaladados vém sendo estudados como agentes antitumorais e no controle de
doengas causadas por tripanossomatideos.

OBJETIVO
O presente trabalho tem por objetivo a caracterizacdo de compostos ciclopaladados
como possiveis inibidores da cisteino protease tipo B rCPB2.8 e suas isoformas,
rCPB3.0 e rH84Y de Leishmania mexicana envolvidas como fatores de viruléncia na
leishmaniose.

METODOLOGIA

Ensaio de Hidrolise de Substrato Fluorescente

A enzima rCPB2.8 foi incubada com tampao acetato de s6dio 100 mM, pH 5,5 e ativada
com 2,5 mM de ditiotritol (ativador de cisteino proteases) por 5 minutos a 37°C € a
reacdo iniciada pela adicdo de substrato carboxibenzoil-fenil-arginil 4acido
metilcoumarinico (Z-FR-MCA), concentra¢do 10 vezes o0 Km da enzima. Sua hidrolise
foi seguida pela medicao da fluorescéncia do grupo MCA (4acido metilcoumarinico) em
comprimentos de onda de excitagdo Aex 360 nm e emissdo Aem 480 nm em um
espectrofluorimetro Hitachi F2500 (CHAGAS, JULIANO, PRADO, 1991; OLIVEIRA
et al, 1996; WILKINSON, 1961).



Ensaios de Inibi¢éo

Os ensaios de inibi¢dao foram similares ao ensaio de hidrolise de substratos, entretanto,
apés a ativacdo enzimatica e medicao da atividade inicial da rCPB2.8, em velocidade
maxima de rea¢cdo enzimatica, procedeu-se a adicdo de concentracdes crescentes de
inibidor até a ndo observagdo da redugdo da atividade enzimatica em que a velocidade
de reacdo permanecesse constante (CHAGAS, JULIANO, PRADO, 1991; OLIVEIRA
et al, 1996; WILKINSON, 1961).

Classificacdo dos Compostos Ciclopaladados

Os compostos ciclopaladados sdo designados por letras e nimeros, a partir de uma
nomenclatura de uso interno no laboratério. Estes compostos foram classificados em
quatro grupos, grupo A: SE11, SE12, RE11, RE12, 44(A), 45 (A), 70(A), SF11, SF12 e
10(A), grupo B: D2E11, D2E12, D2F11, D2F12 e D2, grupo C: RcPd-E11, RcPd-E12
e RcPd, e por ultimo o grupo D: 35(B) e 36(B), conforme o agente de ciclometalagao
utilizado durante sua sintese.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para todos os compostos foram obtidos valores de ICsg, ou seja, concentragdo inibitéria
para reduzir em 50% a atividade enzimatica. Esses valores foram obtidos construindo
um grafico da velocidade da enzima em func¢do da concentracdo do inibidor e os dados
se ajustaram a equacdo abaixo para calculo de ICsy utilizando-se o programa Grafit
versao 5.0.13 (Eritacus Software Ltda).
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Segue abaixo o grafico representativo dos ensaios de inibigdo, exemplificando o
processo de tratamento de dados, com sua respectiva tabela com os valores das
concentragdes de inibidor utilizadas, bem como a atividade residual enzimatica
apresentada em unidades arbitrarias de fluorescéncia por minuto (UAF/min) do
composto D2F12.

Tabela 1: velocidade de inibicdo em relagdo as concentragdes do composto D2F12 para a
enzima rCPB2.8.
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Gréficol: correlagdo entre a velocidade da enzima rCPB2.8, convertida em porcentagem, € a
concentracdo do inibidor D2F12 em uM.



A tabela 2 apresenta os valores de ICsy determinados em fungdo dos resultados obtidos
a partir dos graficos e tabelas conforme apresentado acima no modelo.

Tabela 2: enzima rCPB2.8 ¢ suas isoformas rCPB3.0 e rH84Y com os respectivos compostos
ciclopaladados analisados e seus ICsy.

1C5; ubd
Composto - -
Ciclopaladado rCPFE28 rCPB3.0 rH34Y
1OCA) 2001 6,70 437
INE) 0,59 045 0,38
IE) 70,88 16,44 2133
44(A) 25,63 5,28 10,37
43(A) 83,12 2375 400
TA) 23,77 12,81 13,83
D2 38.67 11,34 5,99
D2E11 13,43 17,39 473
D2E12 494 1.66 409
D2F11 4723 5.81 059
D2F12 0,27 2048 12,32
FcPd 26.60 3,90 1,88
FePd Ell 10,76 0.60 10,02
FePd E12 01,14 2,33 10,01
EE11 835 13,72 810
EE12 290 2893 5,12
SE11 6,14 13,05 3.07
SE12 749 18.97 12,33
SF11 430 8.39 8,88
SF12 090 12,88 10,90

O grupo A dos ciclopaladados ¢ o que apresenta o maior nimero de membros sendo o
agente de ciclometalagdo o composto N,N-dimetil-1-fenetilamina (dmpa). Deste grupo,
o composto RE12 foi o mais efetivo na inibigdo da rCPB2.8 com 1Cs5y=2,99 uM. Em
relacdo a rCPB3.0, o composto 44(A) com ICsy=5,28 uM foi o mais potente. Para a
enzima rH84Y observamos que o ciclopaladado SE11 foi o mais efetivo com 1Cs,=3,07
uM.

Analisando os resultados de ICsp dos membros do grupo B contendo o agente de
ciclometalagdo N-benzil-N-metiletanolamina, observamos que o composto D2F12, foi o
mais efetivo na inibicdo da enzima rCPB2.8 (IC5y=0,27 uM), porém, para as enzimas
rCPB3.0 e rH84Y esteve entre os de menor atividade inibitoria.

Os compostos pertencentes ao grupo C, apresentando o agente de ciclometalagao
benzonidazol, o qual ¢ um dos farmacos de referéncia no tratamento da doenca de
Chagas, apresentou bons valores de ICsy na inibigdo da rCPB3.0. Para a rCPB2.8 estes
compostos foram ruins. Para a enzima rH84Yo composto RcPd foi o segundo melhor.
No grupo D, formado apenas por dois compostos tendo o agente de ciclometalacdo o
Cl-PyPheEt, foi encontrado o composto mais promissor, o 35(B). Este obteve a maior
atividade inibitoria para duas das trés enzimas testadas, rCPB3 e rH84Y com
IC50=0,45uM e 1Cs5y=0,88uM, respectivamente e a segunda maior para a rCPB3.0.
Conforme visto na tabela 2.

CONCLUSAO

Com os resultados aqui apresentados serd possivel estabelecer um protocolo de testes
dos melhores compostos tanto em cultura de células bem como in vivo, para real
caracterizacdo de suas efetivas agdes e assim determinar se tais compostos atuam via
inibicao enzimdtica ou nao. Porém, um fator que dificulta encontrar uma droga efetiva a



leishmaniose, em especial, a causada pela L. mexicana esta diretamente relacionada a
complexidade génica. O gene de CPB da L. mexicana é um agrupamento de 19 genes
em tandem que fornece ao parasita um mecanismo de escape, pois as isoformas
apresentam caracteristicas fisico-quimicas diferentes (JUDICE et al, 2005). Isto
dificulta o desenvolvimento de drogas baseados na atividade inibitoria, porém, do
mesmo modo que atualmente o controle da carga viral do virus do HIV est4 direcionado
no uso de um coquetel de drogas, sera possivel, neste contexto, o desenvolvimento de
coquetéis de inibidores enzimaticos que apresentam baixa toxicidade e alta poténcia
inibitoria (JUDICE et al, 2005).
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