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Objetivos

A finalidade desse trabalho é analisar a inibicao
enzimatica promovida por um dado composto,
mediante a determinacdo dos valores da
constante de inibicdo, Ki, e a avaliacdo dos
valores de pKi Visando, principalmente,
determinar a constante de Michaelis-Menten
(Km) e a constante de inibicao (Kj) de inibidores
de catepsina L, sintetizados no grupo
NEQUIMED/IQSC/USP, avaliando o potencial
de inibicdo destes frente a catepsina L.

Métodos e Procedimentos

Os ensaios cinéticos enzimaticos para a
catepsina L foram realizados a 37°C em 200 pL
de uma solugé@o contendo tampao acetato 100
mM (pH 5,5), NaCl 300 mM, EDTA 1 mM,
ditiotreitol 5 mM (DTT), 5% v/v dimetilsulfoxido
(DMSO), 0,01% v/v Triton X-100 e catepsina L
0,3 nM, usando microplacas de poliestireno
pretas com 96 pocos de fundo plano. A taxa de
velocidade da reacd@o foi monitorada no leitor
de placas Biotek Synergy HT através da
emissdo de fluorescéncia a 460 nm (excitacdo
a 355 nm) em razdo da hidrélise do substrato
Z-Phe-Arg-7-amido-4-metilcumarina (Z-FR-
AMC).! Os inibidores de catepsina L sao
dissolvidos em uma sequéncia de diluicbes e,
em seguida, sdo dispensados nos pocos. A
reacdo foi iniciada pela adicdo de substrato (de
concentracdo igual ao Kn da enzima) e os
pocos foram monitorados por um total de 5
minutos. Cada ensaio foi realizado em
triplicatas para o0 composto testado. Uma
medida de controle na auséncia de inibidor (Km)
foi realizada e as constantes de inibigdo foram
calculadas a partir do ajuste ndo linear das
curvas de Michaelis-Menten. O software

SigmaPlot (v. 10.0) foi utilizado no ajuste néo
linear dos dados e na determinagcdo dos
parametros cinéticos.

Resultados

Mediante os ensaios fluorimétricos e o devido
tratamento dos dados em software especifico,
determinou-se a inibicdo da catepsina L frente
ao inibidor NEQ570 Além disso, foram
realizados ensaios para a determinacdo da
inibicdo da cruzaina frente ao mesmo inibidor.
Os resultados obtidos estdo apresentados na
tabela abaixo.

Tabela 1. Inibicio de catepsina L e cruzaina frente
ao inibidor NEQO570 testados no trabalho

Pardmetros - Enzimas -
Catepsina L Cruzaina
pKi? 7,35 +0,0108 6,61 +0,0108
Ki (mol/L) 4,46 x 108 2,37 x107
Km (mol/L) 5,29x10° * 2,28x10°%+
1,769 x 10”7 1,495x107
apKi = — logioKi

Conclusodes

Os resultados obtidos para a constante de
inibicdo do inibidor NEQO570 demonstraram
que este possui um alto desempenho na
inibichio da catepsina L. Apresentando
caracteristicas importantes para seu uso como
inibidor enzimatico seletivo e potente, vide os
altos valores de pK; adquiridos tanto para a
catepsina L quanto para a cruzaina.
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