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INTRODUCAO

A espécie Leishmania possuem enzimas da classe das cisteino proteases (CP)
esséncias para o0 crescimento e a viabilidade celular do parasito, as quais alvos no
desenvolvimento de novos farmacos (NORTH, COOMBS, 1981; ROBERTSON,
COOMBS,1996). As CPs sdo encontradas em diferentes espécies de Leishmania, e na
L.mexicana ha trés classes de CP designadas CPA e CPB, ambas catepsina-L simile, e CPC,
uma catepsina-B simile. Dessa forma a modulacao da atividade enzimatica dessas proteases
pode implicar no controle de infectividade e patogenicidade do parasito no hospedeiro (AZIZI
et al., 2009; JUDICE et al., 2013; MOTTRAM et al., 1997). O gene CPB2.8 compreende 14
cOpias e a enzima CPB2.8 ¢ a principal e a abundante sendo estagio-regulada. Ela apresenta
os aminoacidos His!®, Asn®, Asp®! e Asp®*; a CPB3.0 possui His'8, Asp®, Asn® e Ser®; e a
CPB18, contém Tyr'®, Asp®, Asn® e Ser% (JUDICE et al., 2004). Compostos morfolinicos
derivados de eugenol tem sido considerado como possiveis prototipos de farmacos
leishmanicidas (HUANG et al., 2015; MODJINOU et al., 2016; PEREIRA; MENDES; LIMA,
2013).

OBJETIVO

Efetuar a caracterizagdo de compostos morfolinicos derivados do eugenol na atividade
das proteases rCPB2.8, rCPB3.0 e rH84Y recombinantes de L. mexicana.

METODOLOGIA

Ensaios enzimaticos de triagem de atividade inibitéria

Compostos morfolinicos derivados do eugenol (Figura 1) foram avaliados como
inibidores nas concentracdes de 10uM e 100uM, sobre as enzimas rCPB2.8, rCPB3.0 e rH84Y
em tampd&o acetato de sédio 100 mM, glicerol a 20%, triton X-100 a 0,01%, pH 5,5, 3mM de
DTT a 37°C. Monitoramos a atividade enzimatica por espectrofluorimetria utilizando substrato
Z-FR-MCA nos AEx=360nm e AEm=480nm.
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Ensaios cinéticos e determinacdo do potencial inibitério ICso

As inibicdes das enzimas foram realizados em concentracbes crescentes dos
composto usando 0 mesmo tampao mencionado. Os dados foram avaliados por regressao
ndo-linear (equacéo 1) e o ICsp determinado em programa Grafit 5.0.13.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O composto base SBM12 (morfolina do eugenol) apresentou baixo efeito inibitério
sobre as enzimas. Substituicbes para no acido benzoico ligado ao eugenol alterou a
seletividade dos compostos.

Os compostos SBM3 (paraNO3’), SBM6 (paraCl) e SBM11(paraF) inibiram a rCPB2.8
em 90%, 50% e 30% respectivamente (Figura 2A). Os compostos SBM4, SBM9, SBM11,
SBM12 ativaram a rCPB2.8 com possivel interagao alostérica.

Os compostos SMB2 (sem ligante para), SBM3, SBM4 (paraCHs), SBM5 (paraOCHs),
SBM6, SBMS8 (paraBr) e SBM9 (paraCFsz’) apresentaram inibicdo da rCPB3.0 em 65%, 35%,
45%, 40%, 75%, 40% e 50%, respectivamente e SBM12 e SBM13 promoveram ativacao
(Figura 2B).

Figura 2: Avaliacdo da atividade inibitéria sobre a enzima rCPB2.8, rCPB3.0 e rH84Y
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Evidenciou-se maior numero de moléculas na inibicdo da rH84Y (Figura 2C): SBM1
(paraCHsCOQ"), SBM2, SBM3, SBM4, SBM5, SBM6 e SBM7 (paraHidroxil) com reducéo da
atividade em 60%, 70%, 85%, 55%, 30%, 90% e 55%, respectivamente, contudo SBM10
promoveu ativagao.

Foram selecionadas as moléculas SBM3, SBM6 e SBM11 para a enzima rCPB2.8;
SMB2, SBM3, SBM4, SBM5, SBM6, SBM8 e SBM9 para a enzima rCPB3.0; SBM1, SBM2,
SBM3, SBM4, SBM6 e SBM7 para a rH84Y para determinacéo do ICso (Tabela 1).

O SBM3, contendo nitrogénio com carga formal positiva no grupamento nitro, € o
SBM11 apresentando atomo de flior de maior eletronegatividade, foram os mais efetivos na
inibicdo da rCPB2.8. O composto SBM6, que apresenta o cloro (menos eletronegativo que o
flaor) apresentou [Cs50=23,3+0,9uM, enquanto SBM3 e SBM11l apresentaram ICso de
1,7+£0,05uM e 1,7+0,06uM, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1: Potencial inibitorio 1Cso na modulagéo da atividade enzimatica da rCPB2.8,
rCPB3.0 e rH84Y.

1Cs0 (M)

Composto rCPB28 rCPB3.0 rH84Y
SBM1 : : 3409
SBM2 : 238+08  78+0,5
SBM3 174005 377402  607+0,13
SBM4 : 250+045  416+25
SBM5 : 30,34+ 0,6 :
SBM6 233+09 1196402 190403
SBM7 : : 21,1+0,6
SBM8 : 18,23 +0,35 :
SBM9 : 1,87 0,07 :
SBM11 1,7+ 0,06 : :

Os compostos SBM3 e o SBM9, possuindo trifluorometil como substituinte no anel,
foram mais efetivos na inibicGo da enzima rCPB3.0 com I[Cs5=3,77+0,2uM e
IC50=1,87+0,07uM. SBM2, SBM4, SBM5, SBM6 e SBM8 foram menos eficientes com 1Cso
acima de 11uM (Tabela 1). As isoformas CPB2.8 e CPB3.0 (Judice et al., 2004), apresentam
variagfes nas posi¢des 60, 61 e 64, resultando em diferencas na distribuicdo de cargas e
modificagfes do potencial eletrostatico ocasionando as diferencas de ICso do SBM3 sobre a
rCPB2.8 (ICs0=1,7+0,05uM) e rCPB3.0 (ICs50=3,77+0,2uM); e para o SBM6 sobre rCPB2.8
(IC50=23,3£0,9uM) e rCPB3.0 (IC50=11,96+0,2uM). As substituicbes na rCPB2.8 gerando a
rH84Y modificou a seletividade aos compostos interferindo no ICso (Tabela 1). SBM3 inibiu a
rH84Y com ICs0=6,07+0,13uM e o SBM2 (sem ligante no anel) apresentou 1Cs,=7,8+0,15uM.
Os compostos SBM1, SBM4, SBM6 e SBM7, comparados aos SBM2 e SBM3 foram menos
eficientes com I1Csp acima de 19uM (Tabela 1). O SBM11 sobre a rCPB2.8 e SBM9 sobre a
rCPB3.0 apresentaram ICso abaixo de 2uM (Tabela 1). SBM3 contendo nitrobenzeno o qual &
toxico e carcinogénico (Kovacic e Somanathan, 2014) podera ser toxico. A série em estudo
apresenta carater basico podendo atuar como peptide-like devido ao grupo éster de carbonila
com carbono de baixa densidade eletronica possibilitando a inteiracdo com a Cys? reativa. A
possivel interacdo da rCPB2.8 com grupamentos carregados positivamente (Gillmor, Craik e
Fletterick, 1997) talvez deve-se ao Glu®*®, possivel responsavel pela afinidade do SBM3, que
contém grupo nitro de carga positiva. A presenca do &tomo de maior eletronegatividade, o
fldor, e receptor de ligagcdo de hidrogénio, levou a uma boa atividade inibitéria do composto
SBM11 sobre a rCPB2.8.
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CONCLUSAO

Os compostos SBM3, SBM11 se mostraram 0s mais efetivos na inibicdo a rCPB2.8 e
0 SBM3 e SBM9 para a rCPB3.0.

Dessa forma, SBM3 e SBM11 se tornam candidatos antileishmanias, sendo
necessario estudo complementar in vitro para entendimento do mecanismo de inibicao das
cisteino proteases de Leishmania mexicana, por esta classe de compostos.
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