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Introducao

A enzima cruzipaina é um alvo validado na busca
de farmacos contra o Trypanosoma cruzi, agente
etioldgico causador da doenca de Chagas. Esta
enzima pertence a familia das papainas, sendo uma
cisteino protease, assim como a catepsina-L e B,
alvos contra o cancer.

A enzima xilelaina, também um membro da familia
da papaina, esta sendo usada como modelo na
busca de novos inibidores para a Cruzipaina. Duas
novas cistatinas isoladas da cana de acUcar,
chamadas Canacistatina-3 e 3C, foram testadas
contra a xilelaina.

A determinacdo dos parémetros termodindmicos
de interacdo, através da titulacdo calorimétrica
isotérmica (ITC) e a determinacdo da temperatura de
desenovelamento (T,) da enzima xilelaina e dos
inibidores, através da Nano-Calorimetria Exploratéria
Diferencial (n-DSC) auxiliam na busca de moléculas
bioativas contra o T. cruzi.

Resultados e Discussao

Clonagem, expressdo e purificacdo da enzima
xilelaina e dos inibidores por métodos previamente
estabelecidos’. As concentracdes das proteinas
foram determinadas pelo método de Bradford: 128,69
MM Canacistatina 3C, 63,76 UM Canacistatina 3 e
36,75 UM de enzima xilelaina em solucdo tampéo 10
mM Tris-HCI, 100 mM NacCl, pH 8.0.

No ensaio biocalorimétrico utilizou-se a enzima na
cela de amostra e os inibidores na seringa,
empregando o método de injecdo simples. Volume de
injecdo 200 uL a 25°C.

A determinacdo da T, (Figura 1) mostra que a
conformacdo nativa das proteinas € mantida na
temperatura de estudo a 25°C.

A “assinatura termodinamica” de interacdo entre a
enzima xilelaina e os inibidores sio mostrados na
Figura 2.
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Figura 1. Os picos definem a temperatura de desenovelamento
(T.), o deslocamento da linha base define a mudanca da
capacidade calorifica (? C,)
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Figura 2. Assinatura Termodinamica dos dois inibidores.

A entalpia e a entropia mostram-se favoraveis &
interacdo dos inibidores com a enzima xilelaina. A
energia livre de Gibbs reflete aespontaneidade do
processo.

Conclusodes |

As canacistatinas apresentam interacdo favoravel

com a enzima xilelaina, mostrando serem
promissoras moléculas inibidoras de cisteino
proteases.
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