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INTRODUCAO

Leishmaniose é uma doenca parasitaria que acomete principalmente paises tropicais,
causada por parasitos do género Leishmania, parasitos intracelulares que se hospedam em
células do Sistema Fagocitario Mononuclear de mamiferos, possuindo duas formas em seu
ciclo de vida (amastigota e promastigota), possuindo hospedeiros intermediarios artrépodes
Flebotomineos, que transmitem os parasitos por meio de hematofagia (CARVALHO, DIAS,
RANGEL, 2014). Para que estes parasitos possam sobreviver e se reproduzirem dentro de
fagocitos eles se utilizam de certos mecanismos, e um deles é a utilizacdo de enzimas
proteoliticas como as cisteino-proteases B de Leishmania, que possui fungdo de camuflar o
parasito diminuindo a resposta imune celular e aumentando a resposta imune humoral
(MOTTRAM; COOMBS; ALEXANDER, 2004). Por conta de ndo possuir tratamento bem
estabelecido, novas formas de combate & doenca estéo sendo testados, como a utilizagéo de
novos compostos capazes de neutralizar mecanismos de defesa dos parasitos, sendo um
destes compostos os derivados de paladio, sendo descritos como potenciais antiparasitarios,
antimicrobianos e antitumorais, agindo em proteases relacionadas a estas doencas (BARRA
et al., 2016).

OBJETIVO

Realizar testes a fim de esclarecer por qual mecanismo os compostos derivados de
paladio testados inibem as enzimas recombinantes rCPB 2.8, 3.0 e rH84Yde Leishmania
mexicana.

METODOLOGIA

Para realizacdo dos testes de mecanismo de inibicdo foi necessaria expressédo e
purificacdo das enzimas recombinantes rCPB 3.0 e rH84Y a partir de clones cedidos pelo
Prof. Dr. Jeremy C. Mottram, do Centro de Imunologia e Infeccdo, do Departamento de
Biologia da Universidade de York, Reino Unido, onde o gene de cada enzima foi inserido em
plasmideo pQe30. O plasmideo foi entdo inserido na bactéria Escherichia coli para expressao
em 700 mL de meio de cultura com adigdo de indutor de expressao IPTG. A purificagéo foi
realizada em coluna de niquel por cromatografia de afinidade. Os mecanismos de inibicdo
foram realizados utilizando os compostos de paladio GAFOX 5, GAFOX 6, CBZOX 5 e CBZOX
6 previamente testados, realizando curvas de Michealis-Menten com crescentes
concentracdes dos compostos, e com isso os plotes de inclinacdo (1/V em funcgéo de 1/S) e
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replotes de inclinacdo determinando a constante de dissociacdo do complexo enzima-
substrato, e entdo analisando como o composto interage com a enzima.

RESULTADOS/DISCUSSAO

Apoés selecdo dos compostos com maior potencial inibitorio, ou seja, melhores valores
de IC50 (Tabela 1) foram realizados os testes de mecanismo de inibigdo, onde em todos os
testes realizados foi constatado que todos os compostos inibem as enzimas recombinantes
de Leishmania de maneira competitiva. Isso pode ser visualizado a partir do plote dos inversos
(Lineweaver-Burk) onde todas as retas se interseccionam no eixo Y (Figura 1) (COPELAND,
2013; MARANGONI, 2003). A partir do replote de inclinagéo foi possivel adquirir o valor de Ki
para cada teste realizado (Tabela 2) onde se percebe que em sua maioria os valores séo
menores que 2,5 uM, demonstrando alta afinidade dos compostos de paladio pelas CPB’s.

Tabela 1: Valores de ICso dos compostos utilizados para realizacdo dos testes de
mecanismos de inibi¢ao.

I1Cs0 (uM)
GAFOX S GAFOX6 CBZOXS CBZOX6
rCPB 2.8 338013 490+044 450+£036 492+0.13

ENZIMA

rCPB3.0 20.12+1.20 10.02+0.5 7.27+047 6.6+03
rH84Y 758+ 037 488+056 3.08+0.20 3.62+0.28

Figura 1: Mecanismo de inibicdo do composto CBZOX 5 na enzima rCPB 3.0.

A 240 —— T T T T B ............
2201 . 014}
£ 200/ £ [
F 012 |
E 180 E L
% 160] % 01}
2 140 2 [
w 120 m 008 |
2 100f < 006 -
2 . E 004 |
2 6of £ 98]
< Aop < o002
20/ - [
[ - 2 SN Y IS I T T oL e o BT T IS ] L ] (I
0 2 4 6 8 10 12 14 16 02 0 02 04 06 08 1
[Z-FR-MCA] (uM) 1/RZ-FR-MCA] (uM)*

[CBZOX6 ] uM

Legenda: A) plote de Michaelis-Menten; B) plote dos inversos (Lineweaver-Burk); C) replote
da inclinagcdo. O-> controle; ®@-> 1uM; [1-> 2uM; B> 4uM; A-> 6uM.
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Tabela 2: Valores de Ki para os testes de mecanismo de inibicdo dos compostos de paladio.

rCPB 2.8 rCPB 3.0 rH84Y
GAFOX 5 2,19+ 0,11 uM - -
GAFOX 6 2,01 £0,12uM 13.1 +£1.2uM 0.29 £ 0,02 uM
CBZOX'5 0.65 + 0,04 uM - -
CBZOX 6 4.46 + 0,23 uM 0.52 £ 0,04 uM 1.25 £ 0,08 uM

CONCLUSOES

Conclui-se gque a partir dos testes realizados, os compostos GAFOX 5 e 6 e CBZOX 5
e 6 possuem alto potencial de inibicdo das enzimas recombinantes de Leishmania, possuindo
valor de Ki menores que 2 uM em sua maioria, porém alguns testes necessitam ser realizados
para melhor compreenséo dos resultados. Além disso, todos 0os mecanismos de inibi¢do sao
do tipo competitivo. Os baixos valores de Ki fazem dessa classe de compostos potenciais
moléculas para desenvolvimento de drogas leishmanicidas.
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