“MG Revista Cientifica UMC

UNIVERSIDADE Edicao Especial PIBIC, outubro 2019 - ISSN 2525-5250

AVALIACAO DO MECANISMO DE INIBICAO DE COMPOSTOS
DERIVADOS DO EUGENOL NA ATIVIDADE DE CISTEINO
PROTEASES DE TRIPANOSSOMATIDEOS

Pamela Moraes e Sllval; Marcia Paranho Veloso?; Wagner Alves de Souza Jidice®

1. Estudante do curso de Engenharia Quimica; e-mail: pamellamoraes.silva@hotmail.com
2. Professora da Unifa; e-mail: mparanho@gmail.com
3. Professor da Universidade de Mogi das Cruzes; e-mail:wagnerjudice@gmail.com

Area de conhecimento: Enzimologia
Palavras-chaves: Leishmaniose, cisteino proteases, eugenol
INTRODUCAO

Cisteino proteases sao encontradas em diferentes espécies de Leishmania, as cisteino
proteases (CP) séo essenciais na infectividade do parasito durante sua relagdo com o
hospedeiro (JUDICE et al., 2013; MOTTRAM et al., 1997). Essas proteases sdo fundamentais
no ciclo de vida e na patogenicidade de parasitas, o que as tornam alvo terapéutico (SAID e
PIETRO, 2002). As varia¢cdes dos residuos nas posi¢cdes 60, 61, 64 e 84 entre CPB2.8 e
isoformas alteram distribuicdo de cargas ocasionando significativas modificagdes do potencial
eletrostéatico na superficie das isoenzimas (JULIANO, 2004). O Eugenol é um produto volatil,
alil fenol natural encontrado no 6leo essencial do cravo-da-india (Syzygium aromaticum),
sassafras (Ocotea odorifera) e canela (Cinnamomum zeylanicum), tém sido bastante
estudados devido a sua riqueza quimica em fendis, aldeidos e alcoois e tem atraido atencéo
de pesquisadores por sua ampla atividade bioldgica e versatilidade quimica (ABRAO et al.,
2015).

OBJETIVO

Realizar testes para definicdo dos mecanismos de inibicdo dos compostos morfolinicos
derivados do eugenol sobre as enzimas recombinantes rCPB 2.8, rCPB 3.0 e rH84Yde
Leishmania mexicana.

METODOLOGIA

Para realizacdo dos testes de mecanismo de inibicdo foi realizada a expressao e
purificacdo das enzimas recombinantes rCPB rCPB3.0 e rH84Y a partir de clones cedidos
pelo Prof. Dr. Jeremy C. Mottram, do Centro de Imunologia e Infec¢do, do Departamento de
Biologia da Universidade de York, Reino Unido, na qual o gene de cada enzima foi inserido
em plasmideo pQe30. Assim, foi inserido o plasmideo na bactéria Escherichia coli para
expressdo em 700 mL de meio de cultura com adi¢do do IPTG, o indutor de expressao. A fase
final, a purificacdo, foi realizada em coluna de niquel por cromatografia de afinidade. Os
mecanismos de inibigcdo foram realizados utilizando os compostos morfolinicos derivados de
eugenol SBM3 e SBML11, ja anteriormente testados, realizando curvas de Michealis-Menten
com adicdes crescentes concentracées dos compostos, e com isso 0s plotes de inclinagcédo
(1/V em funcéo de 1/S) e replotes de inclinagdo determinando a constante de dissocia¢édo do
complexo enzima-substrato, para assim realizar a andlise de como o0 composto interage com
a enzima.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Realizado a sele¢do dos compostos com os melhores valores de ICsp, para definicdo
do potencial inibitério, conforme Tabela 1, feitos os testes de mecanismo de inibicao.
Foram identificados dois diferentes tipos de mecanismos de inibicdo, sendo esses do tipo ndo
competitivo linear simples (Figura 1) e cooperatividade positiva (Figura 2).

Tabela 1: Valores de ICs, dos compostos SBM3 e SBM11

ICso0 (ULM)
Composto  — ~5p5 8 [CPB3.0 rH84Y
SBM3 17401  38+02 61201
SBM11 176006 3349+08  40,77£0.9

Figura 1: Cinética de mecanismo de inibicdo da enzima rCPB3.0 pelo composto SBM3 (n&o
competitiva linear simples)
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A) plote de Michaelis-Menten; B) plote dos inversos (Lineweaver-Burk); C) replote da
inclinacdo; D) replote do intercepto. Em A e B: O-> controle; ®@-> 2,5uM; > 5uM; B>
10uM; A-> 20uM.
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Figura 2: Cinética de mecanismo de inibicdo da enzima rH84Y pelo composto SBM3
(cooperatividade)
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A) Plote de Michaelis-Menten; B) plote dos inversos (Lineweaver-Burk); C) replote da
inclinacéo; D) replote do intercepto. Em A e B: O-> controle; @-> 5uM; [1-> 10uM; B> 15uM;
A~> 20uM.

A partir do replote de inclinagé@o foi possivel adquirir o valor de Ki para cada teste
realizado, presente na Tabela 2, na qual de modo geral percebe-se que a maioria esta abaixo
de 8uM, mostrando uma boa afinidade dos compostos pelas enzimas testadas, porém o teste
com compostos SBM3 para a enzima rH84Y, além de apresentar um mecanismo de inibicdo
diferente dos demais, do tipo cooperatividade, mostra um valor de Ki mais elevado em relagéo
aos outros valores indicando uma menor afinidade com a enzima rH84Y em comparativo com
as outras enzimas ou um erro de execucao do teste.

Tabela 4: Valores de Ki para os testes de mecanismo de inibicdo dos compostos
morfolinicos derivados do eugenol

uM
ENZIMA  COMP < e 8K vKi « B v
SBM-3 2,93t0,29 6,82t0,89  ----- - 3y (—
‘CPB2.8  SBM-11 6154008 5.7540,01 o oee- (R —
SBM-3  4,91+0,43 4,8240,18 === - R —
‘CPB3.0 SpM-11 8224065 13,05¢0.85  -ocer <eee (- R —
‘gay ~ SBM-3 25+2 10012  5,7#0,5 1,5#0,1 3,57 0,20 0,05
SBM-11 4,58+0,37 4,83%0,32 === o 1 e e
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CONCLUSAO

Com os dados, a partir dos testes realizados os compostos SBM3 e SBM11 derivados
do eugenol possuem bom potencial de inibicdo das isoformas da enzima recombinantes de
Leishmania,mexicana possuindo valores de Ki menores que 8 uM em um geral.

Mas para melhor comparacdo dos resultados alguns testes ainda necessitam ser
realizados. Os valores de Ki fazem dessa classe de compostos interessants moléculas para
estudo e desenvolvimento de drogas leismanicidas.
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