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INTRODUCAO

Cisteino proteases sdo enzimas que quebram liggudetsdicas entre aminoacidos de
proteinas e peptideos. Atualmente esta classeziteantem sido estudada como novos alvos
terapéuticos para desenvolvimento de novas drdd&sS(et al 2009). NaLeishmania
mexicana foi observada uma atividade de cisteino proteasesideravelmente maior na
forma amastigota de mamiferos que na forma progmatique vive no inseto vetor. Isto
sugere que esta alta atividade de CP é de imp@atamacial para a sobrevivéncia do
amastigota nos macrofagos do hospedeiro mamifendosque a enzima pode tornar-se alvo
para o desenvolvimento de drogas anti-leishmarbaseadas na sua inibicdo (NORTH,
COOMBS, 1981; ROBERTSON, COOMBS,1992). Os inibidoséio avaliados através de
experimentos que levam a geracéao de graficos dadipcentracdo respostaA analise por
regressdo nao linear desses graficos leva a desggéd do fator de poténcia IC50 que
permite a analise quantitativa comparativa dentraia se€rie de compostos, gerando dados
Uteis para o estabelecimento de relagBes entrér#uea e a atividade. As benzofenonas
apresentam um efeito inibitdrio sobre as proteassendo resultados experimentais que
podem ser relacionados com certos motivos estigtiestimados cristalograficamente,
possibilitando assim relacdes entre estruturas iqgagmos compostos testados e a atividade
anti-proteolitica, que sédo suportadas por ensabwmspuatacionais dos inibidores no alvo
macromolecular (MARTINS, 2008). Dados de literatum@stram benzofenonas naturais
polipreniladas sendo capazes de inibir as cisteinteases catepsina B e papaina bem como
as serino proteases catepsina G e tripsina. Taig@stos apresentaram potencial como
drogas antiproteoliticas no tratamento de doengagjnais proteases estdo envolvidas, como
tumores cronicos (MARTINS, 2009).

OBJETIVOS

O presente trabalho tem por objetivo a caracteéizade compostos derivados de
benzofenonas como possiveis inibidores da Cistiotease Tipo B, rCPB2.8 dleishmania
mexicanae suas isoformas rCPB3.0 e rH84Y, envolvidas cdatores de viruléncias na
leishmaniose cutanea.

METODOLOGIA
A enzima rCPB2.8 foi incubada com tampéao acetatsdodem 100 mM, pH 5,5 e ativada com
2,5 mM de ditiotreitol (ativador de cisteino prates) por 5 minutos a 35 e a reacéo



iniciada pela adicdo de substrato carboxibenzail-grginil &cido metilcoumarinico (Z-FR-
MCA). Sua hidrolise foi seguida pela medicdo deorbscéncia do grupo MCA (acido
metilcoumarinico) em comprimentos de onda de eg@ithex 360 nm e emissd@m 480 nm

em um espectrofluorimetro Hitachi F2500 (CHAGAS, LIANO, PRADO, 1991;
OLIVEIRA et al, 1996; WILKINSON, 1961). Posteriormente a adicasdbstrato e medicéo
da atividade enzimatica na auséncia de inibidoeratii-se a velocidade inicial da reacao, foi
adicionado inibidor aumentando sua concentracaddagv@amente até a estabilizacdo do
decaimento na atividade enzimatica e com os dadtpsredos foi possivel determinar os4C
utilizando-se o programa Grafit-5.0. Apos os ersde determinacdo dos valores dey,|Gs
compostos mais ativos foram submetidos aos ensaigdicos para determinacdo do
mecanismo de inibicdo e consequentemente obtergggadbores das constantes de inibicao
Ki. O método experimental consiste em medir a vadblue da reacdo na auséncia e na
presenca de diferentes concentracdes de inibidorp&o menos cinco concentracdes de
substrato. Efetuou-se a escolha das concentragdesbitior com base nos valores degC
Os dados coletados originaram os graficos de deglprocos (plotes de Lineweaver-Burk) e
através do padrao de interseccéo das curvas no géacoordenadas cartesianas, determinou-
se 0 mecanismo de inibicdo. Os gréficos dos repligeinterceptos ou inclinacdo em funcao
da concentracdo de inibidor determinaram-se osesalias constantes de inibi¢&io

RESULTADOS E DISCUSSAO

De modo geral, de acordo com a Tabela 1, as berauds foram mais efetivas na inibicao
da rCPB3.0 comh\IC5¢0=5,6 UM do que para as enzimas rCPB2.8 e rH84Yaguesentaram
AlC5=29,2 UM eAlC50=90,9 uM, respectivamente. Os ensaios enzimaticostram que
para a enzima rCPB2.8, o composto CM-B se apresenmt@ melhor inibidor, com um g
=1,8 £ 0,2 uM. Para a enzima rCPB3.0, o melhorndoibtestado foi o LFQM-121, com um
ICs50=1,20 = 0,03 uM. Para a enzima rH84Y os compaskigM-120 e 121 foram os mais
potentes na inibicdo com IC50 de 2,1 + 0,2 puM et)]1 uM, respectivamente.

Tabela 1 Valores de Ig, determinados para as enzimas rCPB2.8, rCPB3.84YH

IC50 (uM)

Composto rCPB2.8 rCPB3.0 rH84Y
CM-A 4,65 +0,07 3,8+0,3 11,3+0,5
CM-B 18402 2,32 +0,04 9348

'-':ﬁ';"' 42+03 2,7+0,1 84+ 4
T 21+3 6,8+0,6 24+1
Y 2543 3,6%0,2 2240,8
i 3142 32+02 46+3
aitie 1721 1,6 40,1 2,1%0,2
T 14,6 0,5 1,20 +0,03 21+0,1

Condicbes: Tampao acetato de Sodio 100mM, pH 513, R5mM, 35C.

Dos resultados da Tabela 1, optamos em determina@aanismo de inibicdo do composto
LFQM-121. A Figura 1 (A a F) mostra os plotes dosersos de inibicdo das enzimas



rCPB2.8, rCPB3.0 e rH84Y e seus respectivos replate inclinacdo em funcdo da
concentracdo de inibidor. A Figura 1A mostra queesas interseccionam 0 eixo X em um
ponto comum definindo um mecanismo de inibicdo wampetitivo com variacdo de
inclinacdo e de intercepto e o replote (Figura Ad&@)mitiu a determinacéo do Ki = 0,28 £ 0,01
MM. O replote dos interceptos (dados nédo apresesitastabeleceu uaKi = 0,27 + 0,01
MM, assim temos Ki uKi. Dessa forma temos LFQM-121 apresentando mecenide
inibicdo ndo competitivo linear simples na inibiglorCPB2.8 (Figura 2A) ligando-se tanto a
enzima livre (E) quanto ao complexo enzima-sulis{as).
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Figura 1 —Cinéticas de inibicao das cisteino proteasdseihmania mexicanpela benzofenona LFQM-
121.

A e B correspondem aos Plote dos inversos e replotadiadcéo da enzima rCPB2.8 nas
concentracoes de 0; 0,25; 0,35; 0,5 e 1uM. Ki 8 &,0,01 uM.

C e D correspondem aos Plote dos inversos e replotadtiagcdo da enzima rCPB3.0 nas
concentracdes de 0; 16; 24; 40 e 70uM. Ki = 3,(2+0M.

E e F correspondem aos Plote dos inversos e replotadiimacédo da enzima rH84Y nas
concentracdes de 0; 5; 10; 20 e 40uM. Ki = 10,56H0M.

A Figura 1C apresenta o plote de inibicdo da rCeB8. qual as retas interseccionam o eixo
Y em um mesmo ponto estabelecendo um mecanisnmuldgiio competitivo em que ndo ha
variacdo de velocidade maxima e que a partir dergglote das inclinagdes (Figura 1D)
obteve-se Ki = 3,0 = 0,2 pM, sendo assim, LFQM-hptesenta mecanismo de inibicdo
competitivo linear simples conKi = o (Figura 2B). Igualmente a Figura 1C, observamos na
Figura 1E a intersec¢ao das retas no mesmo ponéixdoY na inibicdo da rH84Y tendo-se
assim um mecanismo de inibicdo competitivo. O tep(&igura 1F) estabeleceu um Ki =
10,5 £ 0,6 puM e portanto, LFQM-121 apresenta macanide inibicdo competitivo linear
simples conuKi = « (Figura 2B).
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Figura 2 — Modelos de mecanismos de inibicdo propostos




A: Mecanismo de inibicdo do LFQM-121 sobre a rCBERlIao0 competitivo linear simples);
B: Mecanismo de inibicdo do LFQM-121 sobre a rCPRS8rH84Y (competitivo linear
simples)

CONCLUSAO

Cisteino proteases deeishmania mexicanastao envolvidas como fatores de viruléncia na
leishmaniose e estdo presentes em 19 cépias génmicdmha definindo um grupo de 19
isoformas. O gene da CPB2.8 é formado por 14 c@nasandem diferindo da isoformas
rCPB3.0 e rH84Y em alguns poucos aminoacidos. Eksasisoformas diferem uma da outra
no dominio maduro da enzima em somente trés pasigG@B2.8 apresenta os aminoacidos
Asn, Asp e Asp nas posicdes 60, 61 e 64 em umagakcdorma a parede do sitio catalitico e
His na posicdo 84, distante deste sitio. Por datio rCPB3.0 possui A8} Asrf!, Sef* e
His® e a enzima rH84Y difere desta Gltima somente hati&uicdo de HE por Tyf%. Em
funcdo disso, nossos resultados claramente mosjueno aumento da hidrofobicidade das
moléculas de benzofenonas (de CM-A para LFQM-1213 pdicdo de cadeias carbbnicas
modifica o potencial inibitdrio sendo que no casa KCPB2.8 0s compostos menos
hidrofébicos (CM-A, CM-B e LFQM-113) foram mais potes na inibicdo. Por outro lado, a
substituicdo dos aminoacidos nas posi¢coes obseswvaddCPB3.0 basicamente eliminou essa
seletividade por hidrofobicidade. Interessantementéi84Y cuja diferenca com a rCPB3.0 &
a troca da His84Tyr levou a enzima ser mais susieéi inibicdo pelas moléculas mais
hidrofébicas (LFQM-120 e 121). Contrariamente asesbado na varredura do potencial
inibitorio, as constantes de inibicdo Ki para &s tnzimas mostrou que o composto LFQM-
121 apresenta aproximadamente 11 e 38 vezes nididade pela rCPB2.8 do que pelas
enzimas rCPB3,0 e rH84Y, respectivamente. Nestmltta mostramos que benzofenonas
sintéticas sdo capazes de inibir cisteino proteakestripanoissomatideos do género
Leishmania servindo como moléculas para o desenvolvimento rdeas drogas
leishmanicidas.
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