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INTRODUCAO

A catepsina B é encontrada em diversas células em tecidos humanos e no meio extracelular
guando liberadas. Atuam na degradacdo de proteinas e quando sua liberacdo para o meio
extracelular ocorre, estas catepsinas atuam degradando componentes da matriz
extracelular. A catepsina B além apresentar atividade como endopeptidase também atua
como exopeptidase devido a presenca de uma algca de oclusdo em sua estrutura. S&o
sintetizadas como zimogénios e os glicosaminoglicanos atuam na modulagdo da ativacdo
destas, acelerando a ativacéo destas catepsinas mesmo em pH neutro (DICKINSON, 2002;
VERMA, DIXIT, PANDEY, 2016). A catepsina L se encontra presente em diversos
organismos como bactérias, vertebrados e em células de mamiferos atuando na degradacéo
de proteinas. Sua pro-regido possui trés a-hélices e uma folha 8 curta e a ativagdo desta
catepsina ocorre através de autoativacdo, além de contar com a presenca dos GAGs que
aceleram a ativacdo mesmo quando em pH neutro (LEON et al., 2013; VERMA, DIXIT,
PANDEY, 2016). Uma vez que as cisteino proteases, mais especificamente as catepsinas B
e L possuem envolvimento em diversos processos patologicos entre eles o cancer e estando
ligadas inclusive a sua progressao, tais enzimas representam um potencial no quesito de
estudo e desenvolvimento de farmacos que atuem inibindo-as (ANDRADE et al., 2021;
CUNHA, FERNANDES, RAMOS, 2022; DE DIOS HERNANDEZ, 2021).

OBJETIVOS
O objetivo desse estudo foi avaliar o potencial inibitério de compostos derivados de vanilina-
morfolina-etiltiossemicarbazona e compostos aril-N-heterociclicos de carbenos Au(l) na

auséncia e na presenca de glicosaminoglicanos sobre a atividade das catepsina B e L.
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METODOLOGIA

Os ensaios enzimaticos sobre as catepsinas B (cat-B) e L (cat-L) foram realizados por
espectrofluorimetria nos comprimentos de ondas AEx/AEm= 360/480nm utilizando tampdao
acetato de sédio 100 mM; EDTA 5 mM, NaCl 100 mM; Triton X-100 0,01 %; 20 % glicerol,
pH 55 e 3 mM de DTT e substrato Z-FR-MCA a 37°C na auséncia de na presenca de
concentracdes crescentes dos compostos. Além disso, os compostos foram testados na
auséncia e na presenca dos glicosaminoglicacos heparina (40uM) e condroitin-4-sulfato
(CS4) (5uM) cedidos pelos Prof. Dr. Ivarne Luis dos Santos Tersariol (UNIFESP-SP) e Prof.
Dr. Marcelo Andrade de Lima (Molecular & Structural Biosciences, School of Life Sciences,
Keele University, UK). Foram testados 5 compostos sendo que 4 apresentavam o ligante 3-
metoxi-4-hidroxibenzaldeido tiossemicarbazona - vanilina tiossemicarbazona (L1, L2, J1,
M1) (figura 1). Dentre os compostos, dois complexos de paladio (J1 e WB), dois de vanilina-
tiossemicarbazona sem ligante metdlico (L1 e L2) e um complexo de prata (M1) cedidos
pelo Prof. Dr. Adelino Vieira de Godoy Netto do Departamento de Quimica Geral e
Inorganica da Unesp-Araraquara. Foram também testados quatro compostos aril-N-
heterociclicos de carbenos Au(l) (figura 2) cedidos pela Profa. Dra. Camilla Abbehausen do

Instituto de Quimica da Universidade de Campinas (figura 2).

Figura 1 - Estruturas moleculares dos compostos tiosemicarbazonas e paladio
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Figura 2 - Estruturas moleculares dos compostos aril-N-heterociclicos de carbenos Au(l).
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Os dados coletados nos ensaios de inibicdo foram analisados em programa Grafit® 5.0.13
(Eritacus Software Ltda) e o potencial inibitorio (ICsq foi determinado por regressdo nao-

linear.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificamos que composto M1, o qual apresenta dois grupos trifenilfosfina (PPh3) ligada a
prata e um grupo piperidina, demonstrou significativa inibicdo enzimética sobre ambas as
catepsinas com 1C50=2,24+0,04 pM para cat-B e 1C5=1,81+0,05 uM para cat-L. O composto
WB apresentou alto valor de ICso para a cat-B (45,81+2,06 uM) o que pode estar relacionado
a presenca da alca de oclusdo interferindo na ligagdo do composto e para cat-L
(1C50=13,24+0,24 uM). Na presenca dos GAGs verificamos redugdo dos ICsgs para ambas
as enzimas. Na presenca de CS4 o composto WB apresentou 1C5=5,34+0,10 pM e
1C50=5,21+0,07 uM para cat-B e cat-L, respectivamente. O composto J1 foi pouco efetivo na
inibicdo de ambas as enzimas na auséncia ou presenc¢a de heparina. Contudo, na presenca
de CS4 houve grande efeito inibitério com 1C50=5,84+0,33 uM para cat-B e 1C5,=1,80+0,01
UM para cat-L. Heparina é capaz de interagir com His!!! localizada na alca de oclusédo da
cat-B (ALMEIDA et al.,, 2001). Os compostos M1 e J1 que apresentam o metal prata e
paladio, respectivamente apresentaram grandes diferencas nos valores de IC50, sendo que
a prata potencializou a inibicdo da cat-B em 19 vezes e cat-L em 35 vezes, na auséncia dos
GAGs (Tabela 1). O composto L1 foi o segundo mais efetivo na inibicdo da cat-B
(IC50=4,90£0,13 uM) e o terceiro para cat-L (IC5=6,86+0,18 uM). Contudo, GAGs reduziu o
efeito inibitério sobre cat-B e potencializou sobre cat-L. Na inibicdo da cat-L pelo composto
L1 verificamos os valores de 1C50=3,04+0,24 uM na presenca de heparina e 1Cs=1,67+0,07
na presenca de CS4. Na inibicdo da cat-L pelo composto L2 obtivemos os valores de
1C50=2,50£0,14 uM (sem GAG) e 1C5,=1,91+0,05 uM (com heparina) e 1C5,=10,34+0,13 uM
(CS4). Na inibicdo da cat-B, também verificamos reducéo do ICsp na presenca de heparina e
aumento na presenca de CS4 (Tabela 1). Esses dados mostram que a presenca dos GAGs

mostra efeitos complexos no processo inibitorio das catepsinas.
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Tabela 1 — Resultados obtidos de potencial inibitério sobre as enzimas Catepsina B e L

utilizando compostos derivados vanilina-morfolina-etiltiossemicarbazona e complexo de

paladio.
ICso ]ll\[
\ T . TN CATEPSINA B + | CATEPSINA B +
COMPOSTOS CATEPSINA B HEP ARINA CS.4
Ml 2,24+ 0,04 pM 2,11£0,05 pM 2,01£0,01 M
WB 45,81 £2,06 uM 10,19 £0.22 yM 5.340,10 WM
J1 4345315 M 26,73 £ 6,09 pM 584033 uM
L1 4,90 0,13 tM 7,93 £ 0,58 uM 20,87 0,17 pM
L2 16,88 £ 0,20 pM 523 0,44 WM 18,78 £ 0,23 uM
ICso ]ll\[
g R g . CATEPSINA L +|CATEPSINA L +
COMPOSTOS CATEPSINA L HEPARINA .4
Ml 1,81 £0,05 uM 138+ 0,02 M 2,50 £0,15 pM
WB 13,24 044 uM 4,62 0,16 tM 521+ 007 M
J1 62,74 £ 3,79 tM 15523 + 1641 pM 180 £0,01 pM
Ll 6,86+ 0,18 \M 3,04 2024 1M 1,67+0,07 M
L2 2,50+ 0,14 uM 1,91+ 0,05 xM 10,34 0,13 tM

Experimento conduzido em espectrofluorimetro nos comprimentos de onda AEX/AEm= 360/480nm a

37°C de acordo com metodologia. Heparina a 40 UM e CS4 a 5 uM.

Na inibicdo das catepsinas pelos compostos aril-N-heterociclicos de carbenos Au(l),
observamos que os compostos 1A, 3A e 4A foram potentes inibidores da cat-B na auséncia
da GAGs com ICso abaixo de 2 uM. Interessantemente, o0 composto 2A (que apresenta dois
grupos diisopropil fenil ligado ao imidazol), o pior na inibicdo da cat-B (ICs0=5,58+0,34 uM),
teve seu efeito inibitorio potencializado em 7 vezes na presenca de CS4 (ICs=0,77+0,01
MM), contudo a inibicdo da cat-L (ICs50=0,55+0,047 pM) foi reduzida em 2 vezes
(IC50=1,05+0,06 pM) (Tabela 2).

Tabela 2 - Resultados obtidos de potencial inibitério sobre as enzimas Catepsina B e L

utilizando compostos aril-N-heterociclicos de carbenos Au(l).

ICs0 pM
: s ; ; CATEPSINA B +| CATEPSINA B +
COMPOSTOS CATEPSINA B HEPARINA 0S4
1A 1,11+0,006 uM 1,40+ 0,03 uM 0,73£0,01 pM
2A 5,58+0,37 uM 4,06+0,13 uM 0,77+ 0,06 uM
3A 0,64 0,03 uM 0,58 £0,01 uM 0,89 £ 0,004 uM
4A 1,57£0,05 uM 2,51£0,08 uM 2,65£0.25 uM
ICs0 nM
; G % ; CATEPSINA L +| CATEPSINA L +
COMPOSTOS CATEPSINA L HEPARINA 0S4
1A 142+ 0,38 uM 1,07+ 0,01 yM 0,37+0,07 uM
2A 0,55 £0,047 uM 0,89+ 0,01 uM 1,05 0,06 uM
3A 1,17£0,10 uM 0,53+ 0,03 uM 0,60 0,03 uM
4A 1,08+ 0,06 uM 1,88 £0,041 uM 1,15+0,08 uM
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Experimento conduzido em espectrofluorimetro nos comprimentos de onda AEx/AEm= 360/480nm a
37°C de acordo com metodologia. Heparina a 40 pM e CS4 a 5 pM.

O composto 3A (contendo dois grupos de disopropil e um grupo dimetil aminopiridina ligados
ao imidazol) foi o mais potente na inibigdo da cat-B (1Cs0=0,64+0,03 pM) e se manteve um
bom inibidor na presenga de heparina (ICs=0,58+0,01 pM) e CS4 (IC50=0,89+0,004 pM).
Porém, foi quase 2 vezes menos potente na inibi¢cdo da cat-L tendo seu efeito potencializado
em 2 vezes pelos GAGs. Os efeitos do composto 4A (apresentando o grupo dimetil
aminopiridina juntamente de dois grupos de disopropil fenil ligados ao imidazol) na inibicdo
da cat-B apresentou valores de ICsp muito proximos na presenca de GAGs, porém, maiores
do que na auséncia (Tabela 2). De forma geral, a presenca da heparina ndo promoveu
grandes alteracbes nos valores de ICso na inibicAo da cat-B pelos compostos aril-N-
heterociclicos de carbenos Au(l). Efeitos mais significativos foram observados em funcéo da
presenca de CS4. Cat-B é capaz de hidrolisar CS4 (TRAN, et al., 2018) podendo gerar
fragmentos menores de GAGs que de modo ainda desconhecido poderia favorecer
mudangas estruturais e facilitar a interagdo dos compostos promovendo a redugdo nos

valores de ICso.

CONSIDERACOES FINAIS

Os compostos M1 e L1 se mostraram ser bons inibidores das catepsinas B e L, sendo que
M1 foi efetivo na inibicdo de ambas as enzimas, além disso, M1 sofreu menos interferéncia
dos GAGs do que o L1. Os compostos aril-N-heterociclicos de carbenos Au(l) se
apresentaram mais potentes na inibicdo das catepsinas do que o0s compostos
tiosemicarbazonas e paladio, principalmente o composto 3A para cat-B e 2A para cat-L, na
auséncia de GAGs. Considerando a presenca de GAGs, o composto 3A € uma molécula
promissora para a inibicdo de ambas catepsinas.

De forma geral, a presenca de heparina ou CS4 promoveu modificagdes nos valores de ICso,
tanto de aumento quanto de reducdo dos potenciais inibitorios, efeito esse dependente da
enzima e da molécula, mostrando-se um fator importante a ser considerado no
desenvolvimento de farmacos inibidores de catepsinas que se encontra em ambientes que

possuem glicosaminoglicanos.
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