CARACTERIZACAO DE INIBIDORES PARA A PROTEASE MAJORITARIA DO
TRYPANOSOMA CRUZI (CRUZAINA), ENVOLVIDA COMO FATOR DE
VIRULENCIA.

Larissa de Oliveira Passos Jesus', Alyne Alexandrino Antunes?, Daniel Moreno
Garcia’, Luiz Juliano®, Wagner Alves de Souza Judice?

Graduada do Curso de Farmacia da UMC; lari.opj@hotmail.com'

Mestre pelo programa Biotecnologia da UMC; aline-alexandrino@hotmail.com®
Mestre pelo programa Biotecnologia da UMC; danielm-g@hotmail.com”

Professor da UNIFESP; ljuliano@terra.com.br®

Professor da UMC; wagneras@umc.br*

Area do Conhecimento: Enzimologia

Palavras-chave: Tripanossomiase, cisteino protease, inibidor enzimatico, compostos
ciclopaladados

INTRODUCAO

Em protozoarios como o T. cruzi, agente causal da doenga de Chagas, as enzimas do tipo
cisteino-proteases desempenham importante papel no metabolismo protéico celular, no
processamento de pro-hormonios e pro-enzimas, e na degradagdo de proteinas de matriz
extracelular. As cisteino-proteases possuem multiplas funcdes que envolvem desde a
invasdo celular até o escape do parasito do sistema imune do hospedeiro. Considerando-se
o papel essencial dessa classe de enzimas no ciclo de vida do T. cruzi, algumas proteases
tétm sido selecionadas como alvos para o desenvolvimento de novos agentes
antichagasicos. A cruzaina constitui a mais abundante cisteino-protease do T. cruzi ¢ tem
sido alvo no desenvolvimento de varios inibidores potentes e seletivos (DIAS, 2009;
SIEWINSKI et al, 1994; IK,KOMINAMI, HIRANO, 1993; MORT, BUTTLE, 1997,
TANIGUCHI et al, 1993; DRENTH et al, 1968). No desenvolvimento de novos inibidores,
grande interesse tem sido dado a descoberta de novos farmacos a base de metais de
transicdo, especialmente de metais pertencentes ao grupo da platina, que sejam menos
toxicos e, ou possuam um espectro de atividade mais amplo. O paladio, representante deste
grupo, ¢ atualmente um potente alvo no desenvolvimento de drogas com atividade
antitumoral e antiparasitaria (CAIRES et al, 1999). Os compostos ciclopaladados
apresentam um enorme potencial de aplicagdo na area de sintese organica, permitindo,
através das propriedades reacionais da ligagdo palddio-carbono, a obtengdo de um grande
nimero de novos compostos organicos, principalmente heterociclos (CAIRES, MAURO,
1996; LUCHE,1996). Assim sendo, o presente trabalho tem por objetivo a caracterizagao
de compostos ciclopaladados como possiveis inibidores da protease majoritaria do
Trypanosoma cruzi, a Cruzaina.

OBJETIVO

O objetivo deste trabalho é a caracterizacdo compostos ciclometalados derivados de
paladio como possiveis inibidores da protease majoritaria do Trypanosoma cruzi, a
Cruzaina, envolvida como fator de viruléncia da doenca de Chagas.

METODOLOGIA
A enzima cruzaina foi incubada com tampao acetato de sodio 100 mM, pH 5,5, 2,5mM de
DTT por 5 minutos a 35°C e a atividade enzimatica monitorada pela hidrdlise do substrato



Z-FR-MCA em A=360nm e de emissao A, =480nm em um espectrofluorimetro modelo
F-2500 Hitachi. Nos ensaios de inibi¢ao procedeu-se a adicdo de concentragdes crescentes
de inibidor até a estabilizagdo da queda da atividade enzimatica e os dados coletados foram
analisados no programa Grafit 5.0 e os valores de ICsps determinados (CHAGAS,
JULIANO, PRADO, 1991; OLIVEIRA et al, 1996; WILKINSON, 1961). Os compostos
ciclopaladados utilizados foram: SE11, SE12, SF11, SF12, RE11, RE12, 45 (A), 10 (A),
D2, D2E11, D2E12, D2F11, D2F12, RcPd, RcPdE11, RcPdE12, RcPdF11, 35 (B), 36 (B)
e 13 (A), distribuidos entre os grupos A, B, C e D de acordo com o agente de
ciclometalagao.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados obtidos durante os ensaios de inibigao sao mostrados na tabela 1.

TABELA 1: Compostos ciclopaladados, nome, estrutura molecular e ICs,

goorrr?rfogso 1Cso M erupos (It\loorrTSO(;fo 1Cso UM erupos

SE11 3,8+0,6 D2E12 82 +8

RE11 38+3 D2F11 33+2 B
SE12 27+2 D2F12 8+1
RE12 152+ 11 RcPd 86+5

SF11 30+2 A RcPdE11 9,3+ 0,5

SF12 70 + 14 RcPdE12 53+2 -
45(A) 68+ 12 RcPAFI1 2943
10 (A) 8+ 1 35(B)  240+30

D2 43+2 36(B)  1,57+0,05 0
D2EIl  52+2 ° 13 (A) 29+2 E

Do grupo A (tabela 1), verificamos que os compostos SE11 (fosfina dppe) e 10(A)
(fosfoalcino) apresentaram os melhores valores de 1Csy (3,86 e 8,07uM, respectivamente)
na inibi¢do da cruzaina. Dados da literatura mostram que o composto SE11 é capaz de
inibir a invasdo celular por tripomastigotas, além disso, preveniu o crescimento de
amastigotas intracelulares, bem como causa a morte do parasita com mecanismo
semelhante a apoptose (MATSUO et al, 2010). Igualmente ao SE11, o composto 36(B) foi
muito efetivo na inibicdo da cruzaina (tabela 1). Sabendo-se que esta protease inibe a
ativacdo de macréfagos permitindo a sobrevida do parasito favorecendo sua replicagdo e
espalhamento da infec¢do, essa moléculas poderiam de alguma forma reduzir a
imunossupressao causada pela doenca (MATSUO et al, 2010). Os compostos do grupo B (
N-benzil-N-metiletanolamina) com fosfina dppe (molecular ou idnico), fosfina dppf
(molecular) e ndo fosfinicos foram de 4 a 10 vezes menos eficientes na inibi¢ao enzimatica
que o composto de referéncia deste grupo, D2F12 (IC5¢=7,96uM) (tabela 1). Em relagdo ao



grupo C apresentando benznidazol a qual ¢ a molécula de referéncia como farmaco na
quimioterapia da doenga de Chagas, esperdvamos um maior numero de compostos
realmente efetivos na inibi¢ao da cruzaina, contudo, entre os compostos RcPd, RcPdE11,
RcPdE12 e RcPdF11, somente o fosfinico dppe molecular RcPdEI1 foi potente, com
IC5=9,27uM (tabela 1). O grupo D apresentou os compostos com a pior [35(B) >
1C50=240,37uM] e a melhor [36(B) = ICs,=1,57uM] atividade inibitoria da cruzaina
(tabela 1). O composto 35 (B), membro do grupo D, apresentou a pior atividade inibitéria
da cruzaina com 1Cs5y;=240,37uM. e, muito interessantemente, 0 composto mais potente
pertenceu também a este grupo com um ICsp=1,57uM denominado 36(B), ambos contendo
fosfina dppf, porém o primeiro um complexo molecular e o segundo i6nico. Completando
a série de ciclopaladados, temos o composto idnico 13(A) contendo fosfina dppe
apresentando um ICs5;=29,20uM pertencente ao grupo E (tabela 1).

CONCLUSOES

Através da determinacdo dos ICsy para os compostos ciclopaladados foi possivel
evidenciar os que apresentaram melhores resultados. Dentre os compostos testados como
inibidores da enzima de tripanossomatideo (cruzaina) observamos que o 36 (B) e o
SE1lapresentaram os melhores resultados de ICsg, sendo, respectivamente, 152 e 62 vezes
mais efetivos na inibi¢do que o composto 35(B) apresentando o pior ICsy. Grandes sdo as
perspectivas da utilizacdo dos compostos ciclopaladados como drogas quimioterapicas no
tratamento da doenga de Chagas, para tanto, ainda é necessario estudos complementares in
Vitro e in vivo visando ndo somente o entendimento do mecanismo de inibi¢do da cruzaina
bem como as possiveis toxicidades desta classe de compostos.
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