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INTRODUGCAO

As leishmanioses estdo presentes ha anos nas listas das doencgas negligenciadas.
Originam formas clinicas graves que levam a mutilagdo, invalidez e morte, e sua
gravidade e distribuicdo geografica as tornam um problema de saude publica que,
apesar das estratégias de prevencéo e controle, ainda sdo um desafio (OPAS, 2019).
Os farmacos de referéncia empregados no tratamento apresentam uma série de efeitos
adversos indesejaveis, como elevada cardiotoxicidade, nefrotoxicidade e
hepatotoxicidade, sendo contraindicado para varios grupos de risco e, portanto, estdo
longe de atender as necessidades de popula¢cdes endémicas (VELTRI, 2019). No
desenvolvimento de novos compostos inibidores de cisteino-proteases, aqueles a base
de metais de transicdo despertaram grande interesse, em destaque os de metais
pertencentes ao grupo da platina, pois sdo menos téxicos e podem possuir um espectro
mais amplo de atividade. O paladio, representante deste grupo, € um forte candidato na
concepcdo de novas drogas organometalicas antitumorais e também antiparasitarias
atualmente. As tiossemicarbazonas sdo uma classe de moléculas que apresentam
grande versatilidade farmacoldgica, tais como atividade antiviral, antibacteriana,
antitumoral, bem como por sua acdo parasiticida contra Plasmodium falciparum e
Trypanosoma cruzi (TENORIO et al., 2005, GREENBAUM, 2004). Sua habilidade para
formar complexos organometalicos confere a propriedade de agente quelante,
despertando muito interesse nessa classe para sintese de novas moléculas (BERALDO
et al., 2004). As cisteino proteases sdo a classe de proteinas mais relatadas em
atividades virulentas nas espécies de Leishmania, sendo notorio que ha uma correlagéo
direta entre os niveis de expressado de cisteino proteases (CPs) e a infecciosidade dos
parasitas. A CPB tem sido apontada como a CP mais relevante para a espécie de
parasitas Leishmania mexicana. Formas recombinantes das CPs, como a rCPB2.8, a
rCPB3.0 e sua forma mutante rH84Y, tem sido muito utilizada no estudo da
especificidade de seu substrato. Judice et al., 2005 demonstraram que as pequenas
variagbes de aminoacidos em suas composicdes afetam diretamente sua
especificidade. A alta toxicidade, o custo e prejuizos causados ao hospedeiro, mostram
gue as terapias disponiveis estdo longe de atender as necessidades de populacdes
endémicas (VELTRI, 2019).
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OBJETIVO

Avaliar e caracterizar compostos derivados de vanilina-morfolina-etil-tiossemicarbazona
e complexo de paladio, como possiveis inibidores de cisteino proteases de Leishmania
mexicana rCBP2.8 e rCPB3.0.

METODOLOGIA

As enzimas rCPB2.8 e rCPB3.0 foram expressas no Centro Interdisciplinar de
Investigacdo Bioquimica da Universidade de Mogi das Cruzes (CIIB/UMC). Foram
avaliados 5 compostos (cedidos pelo cedidos pelo Prof. Dr. Adelino Vieira de Godoy
Netto, UNESP-ARARAQUARA), sendo 2 complexos de paladio, um composto de
complexo de ouro, 2 compostos vanilina-tiossemicarbazona sem ligante metalico.
Compostos J1, M1, L1 e L2 apresentam o ligante 3-metoxi-4-hidroxibenzaldeido
tiossemicarbazona (vanilina tiossemicarbazona). Potencial inibitério 1C50 foi
determinado por regressdo nao-linear utilizando como sonda fluorogénico o substrato
Cbz-FR-MCA em espectrofluorimetro HITACHI-F2500. Os dados obtidos foram tratados
no software Grafit 5.0 configurado para calculo de regressao nao-linear, e forneceu os
valores de ICsp para os compostos testados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De modo geral os compostos apresentaram maior efetividade inibitéria da rCPB2.8,
comparativamente a inibigcdo da rCPB3.0 (TABELA 1). Os residuos de amino&cidos 60,
61 e 64 estdo localizados em um a-hélice que forma a parede do sitio catalitico
(JULIANO et al., 2004). A rCPB2.8 possui os residuos Asn60, Asp6l e Asp64; ja a
rCPB3, contém Asp60, Asn6l e Ser64. As alteracdes existentes entre eles acabam
resultando em modificacdes no ambiente eletrostatico que deve ser responsavel pelas
variagdes na atividade das CPBs (STOKA et al., 1998).

Tabela 1 — Potencial inibitério (ICso0) dos compostos sobre a rCPB2.8 e rCPB3.

ICs0 (MM)
Composto (CPB2.8 SR
WB 8,16 + 0,9, 16,76 £ 0,74
L1 7,55 + 0,5 78,51 + 14,41
L2 17,56 £+ 1,1 323 +139
M1 6,27 + 0,6 232 +91
J1 486+0,3  cceemeeeeeeee-

O composto J1, que contém paladdio em sua estrutura, apresentou comportamento de
ativacao da enzima rCPB3.0, portanto, ndo foi possivel realizar a determinacéo de seu
potencial inibitério. Por outro lado, foi o composto com melhor potencial inibitério
(IC50=4,86%0,36 uM) sobre a rCPB2.8 (TABELA 1). Ele apresenta o grupo trifenilfosfina
ligado ao palédio. A trifenilfosfina aumenta a lipofilicidade dos complexos, estabelece
fortes ligacdes com Pd(lIl) e apresenta a capacidade de ocupar bolsdes hidrofébicos nos
sitios de vérias enzimas (QUEIROZ E BATISTA, 1998; GUNATILLEKE e BARRIOS,
2008). Nesse sentido, cisteino proteases de parasitos apresentam o subsitio S2 com
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caréater hidrofébico o qual poderia ser local de interacdo do grupo trifenilfosfina. Por sua
vez, A4-fenil-tiossemicarbazona fornece aos complexos maior estabilidade
termodindmica (ROCHA, 2013). O composto L2 se mostrou 0 menos reativo frente as
duas enzimas, apresentando os maiores valores de ICso. O composto L2 possui ligante
piperidina ao invés de uma morfolina, o que poderia justificar a menor atividade inibitéria.
Podemos especular que o oxigénio do anel morfolinico favorece interacdo com a
rCPB3.0, pois sua substituicdo pelo anel piperidinico aumentou o valor de IC50 na
inibicdo da rCPB2.8 e rCPB3.0. Morfolina pode ser o principal ligante em compostos
com potencial leishmanicida em funcdo da presenca do nitrogénio no anel (KHAN et al.
2009). Compostos derivados da tiossemicarbazonas se mostraram ativos contra
tripanossomideos, ou seja, leishmanicidas (BRITTA et al., 2014). Apesar do mecanismo
de acdo dessa classe de molécula ndo ser exatamente entendido, supfem que
componentes intracelulares podem ser alvos de sua especificidade estrutural.
Tiossemicarbazonas sdo drogas promissoras no combate de varios protozoarios
parasitas, atuando através da inibi¢cdo de cisteino proteases (GREENBAUM et al. 2004).
O composto WB apresenta o ligante 2,6-dimetilpiperidina e foi o mais efetivo na inibicdo
das enzimas rCPB2.8 e rCPB3.com valores de IC50 de 8,16uM e 16,76uM,
respectivamente.

CONCLUSAO

Compostos Tiossemicarbazonas contendo metal sdo uma fonte promissora no
desenvolvimento de moléculas inibidoras de cisteino proteases de tripanossomatidios.
Contudo, uma vez que os protozoarios dessa familia apresentam uma gama de cisteino
proteases envolvidas na patogenicidade bem como auxiliado no mecanismo de escape
em funcao de presenca de diferentes isoenzimas, o desenvolvimento de uma molécula
deverd levar em consideracgéo a possibilidade de inibicdo de um grande niumero dessas
cisteino proteases de parasitas para efetiva acao tripanocida. Assim sendo, 0 composto
WB poderia ser assumido como molécula lider para futuras modificacdes visando
aumentar seu potencial inibitério.
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