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INTRODUCAO

Cisteino proteases lisossomais sdo enzimas que quebram as ligacdes peptidicas entre
0s aminoacidos das proteinas. Dentre elas, temos as catepsinas B e L, que participam na
progressao tumoral, metastase, também estéo envolvidas no programa apoptético em células
tumorais, na morte celular programada e senescéncia, e no controle da proliferacdo e
diferenciagdo de células (TURK et al, 1996). Por suas agbes deletérias, elas sé&o
interessantes alvos para o desenvolvimento de novos farmacos. De modo geral, a regulagéo
da atividade das enzimas proteoliticas ocorre por meio de inibidores de proteases, um grupo
especifico de moléculas, que tem a propriedade de reduzir a atividade catalitica de enzimas
proteolitica (BARRETT et al.,1987). Atualmente, os compostos ciclicos de paladio séo
potentes candidatos destaque no desenvolvimento de novas drogas metalicas antitumorais e
antiparasitarias por serem complexos mais estaveis, permitindo acdo eficaz em
concentracdes muito baixas, além de apresentarem menor toxicidade (CAIRES et al., 1999).

OBJETIVOS

Estudar o comportamento das catepsinas B e L recombinantes humanas frente a
compostos metalicos de paladio, bem como a determinagéo do mecanismo de agédo daqueles
que apresentaram potencial inibitrio sob as cisteino proteases.

METODOLOGIA

Realizou-se a triagem em duas concentracdes (10uM e 100uM) de 16 moléculas de
Paladio (Figura 1), monitorada utilizando tampéo especifico em espectrofluorimetro
Shimadzu RF6000 nos Aex=360nm e Aem=480nm utilizando como sonda fluorogénica Z-FR-
MCA, na auséncia e presenc¢a dos compostos. Para a determinacao do potencial inibitorio 1Csg
e do mecanismo Time Course, utilizou-se concentragdes crescentes dos compostos e 0s
dados obtidos foram analisados no programa Grafit 5.0, sendo possivel calcular Ki, ks € ks

RESULTADOS E DISCUSSAO

No processo de triagem de inibicdo da catepsina B pelos compostos na concentracao
de 10uM apenas a molécula GAFOXG6 foi capaz de inibir mais de 50% da atividade enzimatica.
Por outro lado, na concentracdo de 100uM, os compostos CBZOX5, CBZOX6 GAFOX5 e
GAFOX®6 inibiram mais de 50% a atividade da catepsina B. Em relacédo a inibicdo da catepsina
L, o processo de triagem permitiu averiguar que na concentracéo de 10uM, a inibicdo foi mais
significativa, se destacando os compostos RL1, RL3, H,H e H,Ph na inibicdo maior que 50%.
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Na concentracédo de 100uM, todas as moléculas tiveram bom desempenho, com uma inibicdo
que variou de 10 a 41,5%, exceto o composto CBZOX1.

Tabela 1: Determinagdo do potencial inibitorio ICso nos ensaios de inibicdo das catepsinas B

elL.
COMPOSTO 1Cs0 (M)
CATB CATL
CBZOX1 77.40 £ 4,29 10453+2.43
CBZOX5 42,09 + 2,10 20,88 + 1,25
CBZOXG6 19,62 + 0,53 42,97 + 0,56
GAFOX1 3839145830 24820+ 2351
GAFOX2 * 76,20 + 6,27
GAFOX3  14486+1087 36561 +47,88
GAFOX4 4380746276  113,32+10,76
GAFOXS5 12,15 + 0,84 34,39 + 0,69
GAFOX6 45,67 + 3,59 38,85 + 0,35
RL1 * 412+033
RL2 * 4344018
RL3 * 3,62+0,14
H.H 45,45 + 2,65 8,86 + 0,35
H.M 126,40 + 9,46 7.46 + 0,06
H.E 18061+2362 29,65+ 3,60
H.Ph 202,49 + 4,64 12,88 + 3,00

Os valores de ICsg variaram de 12,15uM a 438,07uM para a catepsina B e 3,62uM e 365,61uM
para a catepsina L, contudo, apenas as moléculas CBZOX6 e GAFOX5 foram as mais
potentes na inibicAo da catepsina B com valores de ICso de 19,62uM e 12,15uM,
respectivamente. Para a catepsina L, é possivel observar que os compostos foram mais
potentes na inibicdo. Para os compostos que mais se destacaram, foram feitos ensaios de
mecanismo Time Course para determinar o tipo de mecanismo dos compostos. O mecanismo
do tipo slow-binding é um processo que depende do tempo (time-dependent), onde os
inibidores se ligam a enzima e se dissociam lentamente devido a essa forte ligacao. Segundo
a literatura, isso ocorre pois hd uma mudanca na estrutura da enzima, ou por uma ligacédo
covalente reversivel, ou pela baixa concentracdo de inibidor durante o ensaio (SIMON;
SMITH,2005). Sabe-se que para que haja um mecanismo do tipo slow-binding a ligagéo entre
enzima e inibidor deve ser lenta, mas € necessario que ocorra reagado inversa da mesma
maneira. Isso € observado a partir das variaveis k3 e k-3, constantes de associacao e
dissociacdo entre enzima e inibidor, que para este tipo de mecanismo devem ter valores
baixos, originando baixos valores de Ki (COPELAND, 2000). E possivel evidenciar o bom
desempenho dos compostos H,M e H,H para a catepsina B, com valores de 0,41 + 0,06uM e
0,833 £ 0,023uM de Ki, respectivamente. Para a catepsina L, os compostos H,E e H,Ph
apresentaram excelentes valores de Ki abaixo de 1uM, e o composto RL3, menor eficiéncia
de inibicAo, com um alto valor de Ki. Os compostos H,H e H,M, devido aos valores
extremamente baixos de Ki, demonstram grande tendéncia para uma inibi¢cdo irreversivel,
porém sao necessarias outras analises.



Revista Cientifica UMC

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

Figura 1. Mecanismo Time Course para as catepsinas B e L.
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Mecanismo de Inibicdo para os compostos de Paladio.

A-C-E-G-I-K-M-0-Q-S-U: Gréfico de Fluorescéncia em fungao do Tempo.
B-D-F-H-J-L-N-P-R-T-V: Grafico de Kobs em funcdo do [composto].
W: Mecanismo de Inibicdo das catepsinas B e L proposto para os compostos
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Tabela 2: Valores de K-3, K3 e Ki para as catepsinas B e L.

CatB CatL
COMPOSTO Ka ks Ki ks ks .
-4 -1 SN -4 1, 4 s Ki (um)
(x10°'s7) (x10 uM™s7) (M) (x107's7) (x10 uM™57)

[PACI(TSC-HH)L. 1,490,189 15404 083310023 02465:0,1275 31980155 00772004

[PACI(TSC-HM)]. 0,4610,17 1135018 041:006  00038:0,1132  3062:0,157  0,0012£0,0001

[PACI(TSC-H,E)], 0602300357  049:001  123:007  04703:00208 0924003 0510,02

[PACI(TSC-H,Ph)L, 0558:015  0469:006  1,189+0,4 082401 22402 0374003

RL-[PACI(CITSC)] * * * 077£0092  0175:0018  441:035

RL-[PdI(CITSC)] * * * 2,69+0,0387 1,39+0,04 1,93:0,18
RL-[Pd(SCN)(CITSC)] * * * 186002 0153£0005  12,15+11

CONCLUSAO

Mediante os dados de triagem obtidos, foi possivel analisar o composto que mais se
destacou com bom potencial inibitério em baixa concentragéo foi o GAFOX 6 para a catepsina
B. Em altas concentragdes, os compostos CBZOX5 e CBZOX6, GAFOX5 e GAFOX6 tiveram
bom desempenho para esta enzima. J4 para a catepsina L, os resultados foram mais
significativos, j& que foi possivel observar bons resultados tanto em baixas quanto em altas
concentracdes para grande parte dos compostos. Com os resultados dos ensaios de inibicdo
ICso feitos em seguida, os melhores resultados foram para a catepsina L, e isso possivelmente
ocorreu devido a grande diferenga molecular entre as catepsinas B e L, pois a primeira tem
uma alca de oclusdo, ausente na catepsina L. As classes de compostos que se destacaram
foram RL - [Pd(R)(CITSC)] e [PACI(TSC-R)]2. A partir destes dados foi possivel estabelecer o
tipo de mecanismo dos compostos selecionados pelo ensaio de mecanismo Time Course, e
determinou-se que os todos 0s compostos apresentaram inibicdo reversivel competitiva do
tipo slow-binding, devido aos baixos valores de Ki e das constantes microscépicas K-z e ks,
concluindo-se que a associagao e dissociagdo entre enzima-inibidor ocorre de maneira lenta.
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