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INTRODUCAO

A leishmaniose é uma patologia negligenciada com elevada incidéncia mundial, associada a
pobreza (DIAS et al.,, 2013). Segundo a organizacdo mundial da saude (OMS), ela é
classificada como umas das 18 DNT (Doencas tropicais negligenciadas), apresentando um
alto grau de mobilidade e mortalidade (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012, 2017). O
agente etiol6gico dessa patologia € o protozoario leishmania ssp. Esse protozoario tem uma
variedade de cisteino protease (CP) que possuem uma grande importancia para a
sobrevivéncia do protozoario dentro do hospedeiro. O composto utilizado para inibicdo
dessas CP foram os derivados de chalconas que possuem acdo anticancerigenas, anti-
inflamatdrias, antimicrobianas, antioxidantes e antiparasitarias (HIBA et al, 2021), os
compostos derivados de Flavonéis que apresentam atividade leishmanicida e antioxidante
(REIS et al, 2013) e os carbenos N-heterociclicos de ouro (I) que possuem diversas
atividades bioldgicas, sendo potenciais agentes quimioterapicos (FAROOQ et al, 2015).

OBJETIVOS

Avaliar compostos derivados de chalconas, Flavondis e carbenos N-heterociclicos de ouro
() como possiveis inibidores da atividade catalitica das cisteino proteases recombinantes de
Leishmania mexicana rCPB2.8, rCPB3.0 e rH84Y.

METODOLOGIA
Para os ensaios enziméticos foi utilizado o tampé&o acetato de s6dio 100mM, glicerol 20%,
triton X-100 a 0,01%, DTT 5mM, pH 5,5 a 37°C pré-ativacdo enzimética por 5 min. A

atividade enzimética foi feita em espectrofluorimetro RF6000 shimadzu, utilizando os
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comprimentos de onda de: AEx=360nm e AEm=480nm, utilizando como substrato Z-FR-
MCA. Na determinacdo do potencial inibitério utilizou-se concentracbes crescentes dos
compostos e o0 ICso determinado por regressao nao-linear utilizando o programa Grafit 5.0.

Foram testados 13 compostos sendo 6 derivados da classe das chalconas e 3 derivados de
da classe dos flavondis (figura 1) cedidos pelo Prof. Dr. Denis Pires de Lima da
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, Campo Grande, e 4 compostos da classe
dimetyl-imidazol (figura 2) cedidos pela Profa. Dra. Camilla Abbehausen do Instituto de

Quimica da Universidade de Campinas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes enzimaticos para determinacdo de ICsp, utilizando os compostos derivados
chalconas, flavonois e carbenos N-heterociclicos de ouro (l), mostraram serem efetivos na
inibicdo das enzimas de cisteino protease, entretanto esse comportamento de inibicdo néo
se repetiu para todas as enzimas, podendo ter relacdo com sua forma estrutura.

Figura 1 — Estrutura dos compostos derivados de Chalconas e flavonois
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EM: compostos derivados de chalconas, EM-F: compostos derivados de flavonois

Figura 2 — Estrutura dos compostos derivados de carbenos N-heterociclicos de ouro (I)

1A 2A 3A 4A

Os compostos derivados de chalconas, tiveram um carater inibitério em todos os trés tipos

de enzimas, sendo o composto EM-1C e EM-2A com o maior potencial de inibicdo para a
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enzima rCPB 2.8 apresentando os menores valores de ICso sendo eles: 2,75 + 1,18 uM e
2,34 + 0,19 uM (tabela 1) respectivamente, para a enzima rCPB 3.0 o composto EM-1B
mostrou ser mais efetivo em sua inibicdo possuindo o valor de ICsp de 5,60 + 0,35 UM
(tabela 1). O composto EM-2B mostrou ser mais efetivo na inibicdo da enzima Rh84Y tendo
o valor de ICso de 4,67 £ 0,13 UM (tabela 1). Possivelmente os grupos dimetilamino e cloreto
presente no composto EM-1C e o grupo hidroxil e metoxi presente no composto EM-2A
possivelmente tem maior afinidade com a enzima rCPB 2.8 e o composto EM-1B que possui
0s grupos cloreto e metilenodioxi possivelmente tenham maior afinidade com a enzima rCPB
3.0 e a enzima rH84Y possivelmente tem maior afinidade pelos grupos hidroxil e
metilenodioxi presente no composto EM-2B (figura 1). Estudos com modelos celulares
verificaram que a associagdo de chalconas potencializou o efeito leishmanicida contra a
forma amastigota da L. amazonensis por meio de sinergismo dos fitoconstituentes
(SANDJO; MORAES; KUETE; et al., 2016). Os compostos derivados de flavonoéis foram
capazes de inibir as trés enzimas, o composto EM-F12A e o EM-F12B, mostraram ter o
maior potencial de inibicdo. Para as enzimas rCPB 2.8, rCPB 3.0 e rH84Y o composto EM-
F12A teve o menor valor de ICso sendo eles: 4,2 + 0,38 uM, 7,71 £ 0,78 uM e 3,85 + 0,27 uM
(tabela 1), respectivamente, mostrando ter um alto potencial de inibicdo para a enzima
rH84Y, j& o composto EM-F12B apresentou ser mais efetivo na inibicdo das enzimas rCBP
2.8 (ICso: 5,24 + 0,33 uM) e rCPB 3.0 (ICs:7,05 £ 0,62 uM),

composto e a enzima pode ter relagdo com a presencga do grupo metoxi que se encontra no

essa afinidade entre o

composto EM-F12A e do grupo metilenodioxi que se encontra no composto EM-F12B

Figura 1
ICs0 (UM
Composto rCPB 2.8 rCPB(3.0) rH84Y
1A 0,86 0,01  comm | o
2A 341 40,08  coeceem e
3A 210+0,04 649+032 ceoeoeees
4A 2104005 12,29+1,09 -eoceeem-
EM-FI2A  472+038 7,71+078 3,85+ 0,27
EM-FI2B  524+033 7,05+062  885+0,33
EM-F12C  10,32+0,39 16,67 +253 28,56+ 1,62
EM-1A 13,66+ 0,74 9,91+059 29,74+ 2,62
EM-1B 742+025 560+035 15,34+ 0,60
EM-1C 275+1,18 10,16 +051 11,70 1,27
EM-2A 234+019 7,4+086 16,34+ 0,46
EM-2B 20,63+1,06 10,98+0,40  4,67+0,13
EM-2C 11,74+038 896+0,61 9,90+ 0,48



http://seer.umc.br/index.php/revistaumc/issue/view/20

ISSN: 2525-5150 v.7, n.2 (2022) Edigdo Especial - PIBIC

Os compostos derivados de flavondis foram capazes de inibir as trés enzimas, o composto
EM-F12A e o EM-F12B, mostraram ter o maior potencial de inibicdo. Para as enzimas rCPB
2.8, rCPB 3.0 e rH84Y o composto EM-F12A teve o menor valor de ICso sendo eles: 4,2 +
0,38 uM, 7,71 + 0,78 uM e 3,85 = 0,27 UM (tabela 1), respectivamente, mostrando ter um
alto potencial de inibicdo para a enzima rH84Y, jA o composto EM-F12B apresentou ser
mais efetivo na inibicdo das enzimas rCBP 2.8 (ICso: 5,24 = 0,33 uM) e rCPB 3.0 (ICs0:7,05 +
0,62 uM), essa afinidade entre 0 composto e a enzima pode ter relacdo com a presenca do
grupo metoxi que se encontra no composto EM-F12A e do grupo metilenodioxi que se
encontra no composto EM-F12B (figura 1). Os compostos derivados de carbenos N-
heterociclicos de ouro (I) mostraram ser efetivos na inibicdo da enzima rCPB 2.8, sendo o
composto 1A com o maior potencial inibitério apresentando o menor valor de ICso sendo ele:
0,86 = 0,01 uM (tabela 1). Entretanto para a enzima rCPB 3.0 os compostos 1A e 2A
ativaram a enzima em 3,6 e 11 vezes o valor controle, apés essa ativacdo ocorreu o
decaimento e sua estabilizacdo de sua atividade enzimatica, isso poderia ter relagdo com a
forma estrutural presente nesses compostos que estimulam a ativagédo da enzima (figura 2),
0s composto 3A e 4A tiveram carater inibitério com os valores de ICso de 6,49 + 0,32 uM e
12,29 + 1,09 pM (tabela 1), sendo o composto 3A com o maior potencial de inibicao,
possivelmente o grupamento trimetil fenil presente nesse composto (figura 2), aumenta sua
afinidade entre o composto e a enzima, podendo estar relacionada com seu potencial
inibitério. A enzima rH84Y apresentou oscilagcdes entre ativacdo e inibi¢cdo, possivelmente o
composto ndo se ligou a enzima, ndo mostrando afinidade entre eles, podendo ter relagédo
com a forma estrutural da enzima que apresenta uma variagdo nos dominios da posicao 84
onde ocorre a troca de histidina por tirosina (MOTTRAM et al, 1997). E importante que os
inibidores das cisteino proteases em estudo sejam efetivos contra as trés isoformas da
enzima, pois, estudos mostraram a formacdo de grandes lesbes em camundongos Balb/c
que receberam amastigotas que expressavam apenas CPB2.8 em comparacdo a
amastigotas deficientes das trés isoformas (DENISE; MCNEIL; BROOKS,; et al., 2003).

CONSIDERACOES FINAIS

Pode- se concluir que os compostos derivados de flavonois e chalconas mostraram ser mais
efetivos na inibicdo das enzimas de cisteino protease de leishmania mexicana que os
compostos derivados de carbenos N-heterociclicos de ouro (I). Tendo potencial para o
desenvolvimento de novos farmacos, uma vez que possuem acdo antioxidante, baixa
toxicidade e tem a capacidade de inibir as cisteino proteases de leishmania maxicana. O
composto EM-F12A e o EM-F12B presente na classe dos derivados de flavondis, e o

composto EM-2A presente na classe das chalconas se destacam dentre os outros composto
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por ter a capacidade de inibir os trés tipos de enzimas, com 0 menor quantidade de
composto, onde a EM-F12A apresentou maior potencial de inibicdo para enzima rH84Y,

podendo ter relagdo com sua forma estrutural presente na enzima.
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