“MG Revista Cientifica UMC

UNIVERSIDADE Edicao Especial PIBIC, outubro 2018 ¢ ISSN 2525-5250

AVALIACAO DE CICLOPALADADOS NA MODULACAO DA
ATIVIDADE DE CISTEINO PROTEASES DE TRIPANOSSOMATIDEOS

Jonathan Nicolau da Silval; Camila Gracielle Dellatorre Padovani?; Adelino Vieira de Godoy
Netto3; Gabriela Francini Bozza Ricci*; Débora Martins de Andrade®; Wagner Alves de Souza
Judice®

Estudante do curso de Biomedicina; e-mail: jonathanicolau@hotmail.com
Mestranda em Biotecnologia; e-mail: camipadovani@yahoo.com.br

Professor UNESP-Araraquara; e-mail: adelino@ig.unesp.br

Estudante de Quimica da UNESP-Araraquara; e-mail: gabrielafrancini@gmail.com
Professor da Universidade Mogi das Cruzes; e-mail: wagneras@umc.br

S

Area de conhecimento: Enzimologia
Palavras-Chave: Paladio; Cisteino-proteases; Leishmania.

INTRODUCAO

Leishmaniose é uma doenca causada por parasitas do género leishmania,
intracelulares, que se instalam em células do sistema fagocitario mononuclear. Esses
parasitas infectam mamiferos como cédes e seres humanos por intermédio de artrépodes dos
géneros Phlebotomus e Lutzomyia, os insetos vetores, quando 0s mesmos realizam
hematofagia em mamiferos (REY, 2010). Por infectarem células que deveriam elimina-los,
eles necessitam de mecanismos para burlar o sistema imune do hospedeiro, sobreviver e se
multiplicar, e um desses mecanismos se ddo por meio de cisteino-proteases, ou CPB'’s, que
agem “ativando” o sistema imune humoral e “desativando” o sistema imune celular da célula
fagocitaria, se camuflando (HANDMAN, BULLEN, 2002; SILVA-LOPEZ, 2010). Por conta
disso, alguns compostos estdo sendo testados a fim de inibir a acdo dessas enzimas, como o
paladio. O paladio € um composto descrito como tendo acao antibacteriana e principalmente
antitumoral, porem, por ser um elemento téxico, compostos derivados deste elemento estao
sendo desenvolvidos e testados para tornar-se novos farmacos (BARRA et al, 2016; de
MOURA et al, 2017).

OBJETIVOS

Analisar compostos derivados de paladio a fim de estabelecer uma possivel agéo
inibitéria das cisteino-proteases de tripanossomatideos rCPB2.8, rCPB3.0 e rH84Y.

METODOLOGIA

Realizou-se testes de ICso, avaliacdo da concentracdo minima de composto capaz de
diminuir a atividade enzimatica em 50%, utilizando tampéao acetato de s6dio 100mM, triton X-
100 a 0,01%, EDTA 5mM, glicerol 20%, pH 5,5, adicionando o redutor Ditiotreitol (DTT) 1M, o
substrato fluorescente Z-FR-MCA 9uM e a enzima a ser testada em temperatura de 37°C. Os
testes foram realizados por espectrofluorimetria em AEx=360nm e AEmM=480nm de
comprimentos de onda, onde os dados foram tratados no programa Grafit 5.0. Os compostos
utilizados foram os derivados de paladio GAFOX 5 e 6, e CBZOX 5 e 6, cedidos pelo Prof. Dr.
Adelino Vieira de Godoy Netto do Departamento de Quimica Geral e Inorganica do Instituto
de Quimica de Araraquara — UNESP Araraquara (Figura 1).
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Para sequéncia dos testes a enzima rCPB2.8 foi expressa por intermédio de clone
cedido Prof. Dr. Jeremy C. Mottram, do Centro de Imunologia e Infeccdo, do Departamento
de Biologia da Universidade de York, Reino Unido. O plasmideo foi retirado das cepas
clonadas recebidas por meio de minipreparacéo plasmidial (Miniprep), e entdo inseridas em
cepas de Escherichia coli BL21 (DE3) por transformacéo, realizada por choque térmico. A
expressao foi realizada em volume de 700mL de meio LB Broth com a bactéria transformada,
e apos isso, as células foram lisadas e as enzimas entéo retiradas e purificadas por meio de
cromatografia em coluna de niquel.

Figura 1: Nomenclatura e estrutura dos compostos derivados de paladio.
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RESULTADOS/DISCUSSAO

Com os testes realizados, foram obtidos valores de ICsq (Tabela 1), e com esses
valores foi possivel perceber certa resisténcia da enzima rCPB 3.0 em relacdo aos compostos
de paladio, possuindo valores de ICs, maiores do que os ealizados com a rCPB 2.8 e rH84Y.
Ao mesmo tempo, a enzima rCPB 2.8 se mostrou mais sensivel, possuindo valores menores,
sendo a menor deles para o composto GAFOX 5, enquanto que para a rH84Y os compostos
mais relevantes foram os CBZOX 5 e 6. Analisando os resultados percebe-se uma diferencga
em relacdo a como cada composto reage a cada enzima, sendo que cada composto foi mais
efetivo em uma isoforma do que em outra, e isso pode ser explicado por conta de diferencas
gue as moléculas possuem, em relacdo as diferencas estruturais e de aminoacidos das
enzimas, como a troca de uma Histidina por uma Tirosina na posicéo 84, e os aminoacidos
das posi¢fes 60, 61 e 64 (JUDICE et al., 2005). As diferencas apresentadas podem indicar
uma possivel interagdo das moléculas com o sitio alostérico da enzima, pela distancia que os
aminoécidos citados tém do sitio catalitico. Em comparagéo a outros compostos derivados de
paladdio (DPPE 1.2 e 1.2) (DOS SANTOS et al., 2018; PALADI, 2012), os compostos deste
estudo tiveram uma eficiéncia 1000 vezes menor, porém, o DPPE possui ligantes que tornam
a molécula mais eletronegativa, o que pode estar interferindo na atividade enzimatica
(JUDICE et al., 2005). J4 em comparacdo com Fricker et al. (2008), que utilizou um composto
derivado de paladio obtendo um valor de 2,1uM, valor 1uM menor do que 0s compostos de
nosso estudo, mas comparando as moléculas, a molécula de Fricker et al. (2008) também era
mais eletronegativo, possuindo enxofre e carbonila.
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Tabela 1: Resultados de ICsp para os compostos de paladio testados, em M.

ICso0 (uM)
ENZIMA

JAFOX5 GAFOX6 CBZOX5 CBZOX6

rCPB 2.8 338 +£0,13 490+044 450+036 492+0.,13
rCPB3.0 20,12+1,20 10,02+0,5 7,27+047 6,603
rH84Y 1.958+E037 488+£056 308:£020 362028

CONCLUSOES

Conclui-se entdo que os compostos de paladio possuem boa inibicdo das cisteino-
proteases recombinantes de Leishmania mexicana, sendo os compostos CBZOX os mais
eficientes, tendo a rCPB 2.8 como a mais sensivel e a rCPB 3.0 como a mais resistente aos
compostos. Essas diferencas entre a inibicdo das enzimas pelos compostos se deve a
diferenca de aminoacidos entre as isoformas e as diferencas entre os ligantes dos compostos.
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