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Objetivos

O presente trabalho visa avaliar a
afinidade entre a cruzaina e uma série de
inibidores, sintetizados pelo grupo de Quimica
Medicinal e Bioldgica (NEQUIMED) do Instituto
de Quimica de Sado Carlos. Para tal propésito,
foram determinados os potenciais inibitérios
destes compostos, onde os mais eficazes
foram destacados como possiveis candidatos
para estudos futuros. Além disso, foi realizado
um estudo adicional sobre a estabilidade da
cruzaina expressada no laboratério e a
importancia do DTT (ditiotreitol, agente redutor)
na manutencdo da atividade enzimética.

Métodos e Procedimentos

O projeto foi desenvolvido através da
aplicacdo da metodologia descrita nas
seguintes etapas:

1. Expressao da proteina alvo em E. coli;

2. Purificacdo da cruzaina mediante a
combinacgédo de diferentes técnicas que
abrangem: o isolamento inicial (lise por
sonicacédo), clarificacdo (centrifugacéo)
da solucéo de proteina seguida de uma
etapa de didlise e isolamento da
proteina por cromatografia de afinidade
por ions metdlicos imobilizados em
nivel de bancada;

3. Ativagdo da cruzaina utilizando-se o
agente redutor p-mercaptoetanaol;

4. Realizagdo de ensaios de cinética e
inibicdo enzimatica, a fim determinar as
constantes de Michaelis (Km) e de
inibicdo (Ki);

5. Tratamento dos resultados através de
softwares especificos e conseguinte
avaliacdo dos valores de pKi para
determinacdo do potencial inibitério de
cada composto. E por fim, estudo da
estabilidade da proteina e importancia
do DTT em reacdes enziméticas.

Resultados

Os ensaios de cinética enzimatica
geraram resultados condizentes aos descritos
em literatura, com constante de Michaelis da
cruzaina variando de 1 a 5,2 yM. Sob o ponto
de vista préatico, os baixos valores de Ku
indicaram uma alta afinidade da cruzaina pelo
substrato e uma excelente taxa de conversdo
deste em produto, como demonstrado pelos
valores de kcat € eficiéncia catalitica (Kcat/Km)
que estdo de acordo com o0s parametros
descritos na base de dados BRENDA.

Tabela 1. Resultados obtidos de Ku e Vmax para
a cruzaina através da equacdo de Michaelis-
Menten

Ku (MM) 2,9+0,1

Vmax (Mmol min mg1) 14,4+ 0,1
Keat (s71) 5,44

Kead/Km (M1 s71) 2,58 x 106

*Resultados calculados através da média de duas
medidas

Através da variagdo de alguns
parametros — como pH, temperatura e
concentracdo de DTT — dos ensaios de inibicdo
enzimatica foram estudadas a estabilidade da
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cruzaina expressada e a importancia do DTT
na manutencao da atividade enzimatica.

Considerando-se que os valores ideais
de pKi do composto padrdo (Neq0570) variam
dentro de uma faixa de 6,5 a 6,7, averiguou-se
gue a cruzaina apresenta atividade 6tima sob
baixa temperatura e em meio levemente &cido.
Assim como, foi demonstrado que a ativagéo
da enzima ocorre de maneira mais eficiente
sob concentracdes de DTT em torno de 5 mM,
onde o0 agente apresenta efetivamente a
capacidade de reduzir a oxidacdo da amostra
de proteina, mantendo a atividade enzimatica
especifica.

Tabela 2. Resultados obtidos na avaliacdo da
atividade enzimatica da cruzaina variando-se o
pH do tampéo e temperatura de ativacdo

Parametros pK;
Banho de gelo (= 0°C) 6,6 + 0,01
25° 6,4+ 0,01
pH5,5 6,6 + 0,01
pH 7,5 53+0,19

A partir dos resultados obtidos para os
ensaios de inibicao enzimatica de cruzaina com
os inibidores selecionados para o projeto,
foram calculadas as constantes de inibicdo
gue, em seguida, foram convertidas em termos
de logaritmo (pKi). Determinados compostos
testados frente a cruzaina e seus respectivos
valores de pKi e porcentagem de inibicdo estdo
apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Determinados compostos testados e
seus respectivos valores de pKi e % inibicéo

Composto pKi % Inibicdo
Neq0570 6,5+0,01 -
Neql136 7,8+0,03 -
Neqll4l 8,5+0,02 -
Neq1164 4,7 £0,02 -
Neql170 - > 95%

*Os compostos estudados foram sintetizados pelo
grupo NEQUIMED/IQSC/USP

Além disso, foi realizado um estudo da
relagdo estrutura-atividade de uma série de
inibidores. No qual, através de uma abordagem
por MMPA (do inglés, Matched Molecular Pair
Analysis) foi possivel correlacionar a

modificacdo estrutural efetuada no composto e
a diferenca de afinidade dada por ApKi Tal
estudo forneceu informacfes significativas
sobre como a alteracdo de determinados
grupos funcionais em certos compostos podem
culminar em ganho ou perda de afinidade.

Conclusoes

O trabalho forneceu informaces
quantitativas sobre os diferentes inibidores
avaliados, sendo que o Neqll141 apresentou
alta poténcia contra a cruzaina. Além disso, os
parametros cinéticos obtidos comprovam a
atividade especifica da cruzaina. Enquanto, os
experimentos adicionais revelaram aspectos
interessantes quanto a estabilidade da enzima
expressada no projeto e contribuicdo do DTT
na manutencdo desta estabilidade.

Tais informagbes séo relevantes para a
pesquisa de farmacos baseados na inibicdo de
enzimas, como a cruzaina — principal cisteino
protease presente no T. cruzi (agente etioldgico
da Doenca de Chagas), possuindo um papel
crucial no ciclo de vida do parasito. Sendo
assim, um alvo muito promissor para o0
desenvolvimento de novos farmacos que
atendam as necessidades do tratamento desta
doenca e apresentem uma melhor tolerancia
que o Benzonidazol, que atualmente é o Unico
medicamento disponivel para o tratamento no
Brasil.
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