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INTRODUCAO

A leishmaniose, causada por parasitas do género Leishmania, é considerada uma das
doencas infecciosas negligenciadas mais importantes, visto que de 400 milhdes de
pessoas que estdo susceptiveis a infeccdo, cerca de 14 milhdes chegam a ser
infectadas (AZEVEDO & MARCILI, 2020). O género Leishmania possui um ciclo de vida
gue se inicia pela picada de um mosquito hematéfago (geralmente o fleb6tomo Lutzomia
longipalpis) no hospedeiro susceptivel, inoculando de formas promastigotas que sao
fagocitadas por células do sistema fagocitico mononuclear e convertidas nas formas
amastigostas, as quais se multiplicam, levando ao rompimento celular e infectando
tecidos e outros macréfagos. O ciclo continua com o repasto pelas fémeas de
flebotomineos, que ingerem formas amastigotas e propiciam sua conversdo para
promastigotas metaciclicas infectivas (REY, 2017). Fatores ambientais e genéticos
estdo relacionados com a viruléncia de Leishmania, assim como determinantes
moleculares (proteinas), que sdo essenciais no estabelecimento da infec¢do. Dentre as
moléculas consideradas como fatores de viruléncia no género Leishmania, se destacam
a glicoproteina GP63, o lipofosfoglicano (LPG) e as cisteino proteases (CHAUDHURI &
CHANG, 1988). Considerando a disponibilidade limitada de tratamento e o baixo
investimento em pesquisas sobre a doenca, a necessidade de se pesquisar moléculas
que podem ser um alvo terapéutico para o desenvolvimento de novas drogas
leishmanicinas se mostra imperativa no combate a esta patologia negligenciada, que
acomete milhdes de pessoas ao redor do planeta (ROATT et al., 2020).
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OBJETIVO

Avaliar a capacidade inibitoria de analogos isoxazélicos sobre a atividade enziméatica
das proteases rCPB2.8 e rCPB3.0 de Leishmania mexicana.

METODOLOGIA

O processo foi iniciado com a adicdo de 1000 pL de tampéo acetato de sédio 100 mM,
NaCl 50 mM e EDTA de pH 5,5 em cubeta de quartzo previamente inserida no
espectrofluorimetro (SHIMADZU RF6000). Ap6s o aquecimento do tampdao de triagem,
adicionou-se 5 pL da enzima (ja disponivel para uso por processos anteriores de
clonagem e expressao realizados pelos demais alunos do Centro Interdisciplinar de
Investigacdo Bioquimica) e 3 uL de DTT 1 mM. A solucao foi deixada para incubar por
10 minutos a 37 °C. Passado o tempo estipulado, adicionou-se 5 yL de substrato Z-FR-
MCA e iniciou-se a leitura utilizando-se Aex = 360 Nnm e Aem = 480 Nm, respectivamente,
para se obter o valor controle. Em seguida, procedeu-se com a adi¢cdo dos compostos
nas concentracdoes de 10 uM e 100 uM. Para cada composto, anotou-se o0s valores
obtidos de atividade enziméatica nas concentracdes adicionadas, os quais foram
convertidos em atividade residual e tratados através do programa Grafit 5.0.13
(ERITHACUS SOFTWARE). Utilizando as mesmas condi¢cfes reacionais da triagem,
determinou-se o potencial inibitério dos compostos que foram mais efetivos a partir da
adicdo de concentracdes crescentes de inibidor e mantendo-se fixos os volumes de
substrato e enzima. Para a obtencéo dos valores, utilizou-se a equacéo da regressao
nao linear. Os dados foram analisados e tratados através do programa Grafit 5.0.13
(ERITHACUS SOFTWARE).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Como evidenciado pela Tabela 1, os compostos (divididos em Deia e DR conforme
autoria dos responsaveis pela sintese) apresentaram elevados valores de ICso no que
se refere a inibicdo da rCPB2.8, indicando que é necessario um grande volume de
composto para promover a inativagéo parcial da enzima. Nota-se que da classe Deia o
composto mais efetivo foi o Deia 3 (ICso = 26,81+1,56 uM) ao passo que 0 composto
menos efetivo foi 0 Deia 27 (ICso = 172,86+7,92 uM). Quanto aos compostos DR, o DR
19 apresentou a melhor capacidade de inibicdo (ICso = 82,24+3,38 uM) e o DR 17
mostrou-se 0 menos efetivo em interferir na atividade da enzima (ICso = 203,81+£25,04
UM). E interessante ressaltar, que apesar dessa comparacio, todos 0s compostos
apresentaram altos valores de ICsp, 0 que mostra sua pouca influéncia na inibicdo da
CPB2.8.
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Tabela 1: Potencial Inibitério (ICso) dos analogos isoxazélicos Deia e DR sobre a

atividade da rCPB2.8

Composto
Deia 2
Deia 3
Deia 27
Deia 29
DR 2
DR 5
DR 9
DR 17
DR 18
DR 19
DR 21

ICs0 (UM)
41,53+1,75
26,81 + 1,56
172,86 = 7,92
115,94 + 3,88
88,93 + 3,84
116,50 + 4,92
175,31 + 6,93
203,81 + 25,04
158,86 = 6,59
82,24 + 3,38
112,09 + 4,78

Fonte: Arquivo pessoal

Diferentemente do observado com a rCPB2.8, os compostos apresentaram baixos
valores de ICso na inibicdo da rCPB3.0 (Tabela 2), havendo destaque para Deia 8 (ICso
=3,20+0,24 uM), Deia 29 (ICso =4,82+0,49 pM), DR 17 (ICsp =2,21+0,26 uM) e DR 21
(ICs0=3,42+0,60 puM). E possivel observar, ainda, que os compostos Deia 5,10, 12 e 27
foram os menos efetivos, apresentando valores de ICso acima de 40 uM - uma grande
variagdo em relacdo & média geral de todos 0s compostos.
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Tabela 2: Potencial Inibitério (ICso) dos analogos isoxazélicos Deia e DR sobre a
atividade da rCPB3.0.

Composto ICs0 (UM)

Deia 3 12,41 +1,01
Deia 4 6,91 + 0,69
Deia 5 52,65+ 2,79
Deia 8 3,20+ 0,24
Deia 10 56,79 + 1,63
Deia 11 21,29 +1,62
Deia 12 41,43 + 4,35
Deia 27 4482 + 1,19
Deia 29 482 +0,49
DR 5 7,13+0,81
DR 11 8,57 +0,92
DR 13 10,43 £ 0,51
DR 17 2,21 +£0,26
DR 18 5,33+ 0,67
DR 19 9,50 + 0,99
DR 21 3,42 £ 0,60

Fonte: Arquivo pessoal

Ainda de acordo com os dados da Tabela 2, os baixos valores de ICso obtidos com a
rCPB3.0 indicam que os compostos possuem capacidade de interferir na ligacdo dessa
protease com seu substrato. Isso pode estar relacionado com a substituicdo de acido
aspartico por serina que existe no residuo 64 da rCPB3.0, o que deve ter influéncia na
ligagdo do inibidor no sitio ativo (JUDICE et al., 2005). O composto DR 17 (ICso =
2,21+0,26 pM) indubitavelmente foi o mais efetivo para inibir a rCPB 3.0, ainda que
curiosamente ndo tenha uma boa atividade na inibicdo da rCPB2.8 (na qual apresentou
um ICsode 203,81+25,04 uM). Na sua estrutura, o composto DR 17 apresenta um nucleo
isoxazolico acoplado a um arcabouco de nitrofurano e a um radical butil (TREFZGER et
al., 2019). As atividades de isoxazois e de grupos nitro contra parasitas sao bastante
elucidadas na literatura. Neves et al., (2019) j4 determinou que existe uma otima
atividade leishmanicida de analogos isoxazélicos modificados contra formas
amastigotas e promastigotas do parasita, porém a modificacdo especifica presente no
composto DR 17 levanta hipoteses acerca de como essa estrutura quimica interage com
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a enzima. A adi¢@o do radical butil a estrutura do nucleo isoxazélico, juntamente ao
nitrofurano (adi¢cdo ndo esté presente nos demais compostos DR) parece ter um caréater
incremental a inibicdo pelo composto. Estudos de sintese de inibidores de cruzaina
realizados por Avelar (2014) apontam que a presenca do radical butil influéncia nas
interacdes moleculares com os aminoacidos presentes no sitio ativo da enzima. Nesse
sentido, uma abordagem interessante seria realizar mais ensaios de potencial inibitorio
com outros analogos isoxazolicos que possuem o grupo butil na sua estrutura. Por outro
lado, espera-se que um inibidor seja efetivo contra mais de uma isoforma da enzima, o
que ndo parece ser o caso desses andlogos frente as atividades das rCPBs 2.8 e
rCPB3.0. Sabe-se que para o0 desenvolvimento de farmacos cisteino-protease
especificos, € necessario que o inibidor enzimatico tenha um amplo espectro de agéao.
Dessa forma, € imperativo que se dé continuidade ao estudo, analisando a inibi¢cdo da
isoforma rH84Y para determinar se 0os compostos possuem a capacidade de inibir
substancialmente mais de um isoforma com baixos valores de IC50. Com isso, sera
possivel prosseguir com ensaios de mecanismo de inibicdo para uma avaliacdo
completa da cinética enzimatica.

CONCLUSOES

Os anélogos isoxazdlicos avaliados neste estudo tiveram a capacidade de inibir as
cisteino proteases rCPB2.8 e rCPB3.0, porém com ressalvas no que se refere a
isorforma rCPB2.8, que apresentou altos valores de ICso. Os compostos DR e Deia
foram bastante efetivos ao inibir a atividade da rCPB3.0, principalmente o composto DR
17, cuja estrutura apresenta um radical butil que parece estar envolvido na interagdo
com o sitio ativo da enzima. Para determinar de forma indubitavel a influéncia desses
compostos nas CPBs, é necessario que se dé continuidade ao estudo avaliando-se
outras isoformas, uma vez que um candidato a farmaco efetivo para o tratamento das
leishmanioses deve ter um grande espectro de agéao.
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