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Introducao |

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario
parasita Trypanosoma cruzi, € um dos problemas
médico-sanitarios mais importantes na Ameérica
Latina. Essa enfermidade atinge cerca de 18
milhdes de individuos causando 50 mil mortes ao
ano. Os farmacos disponiveis para o tratamento séo
limitados e tem seu uso restrito. No Brasil, apenas o
benznidazol é usado e apresenta baixa eficacia e
sérios efeitos colaterais. Dessa forma, o
desenvolvimento de novos farmacos, capazes de
oferecer novas alternativas terapéuticas torna-se
urgente para o tratamento da doenca. Um alvo
macromolecular investigado em nosso grupo de
pesquisa €é a enzima gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) de T. cruzi, essencial no
controle do fluxo glicolitico em tripanossomatideos.
Triagens biolégicas realizadas com sucesso em
nossos laboratérios resultaram na identificacdo de
vérios inibidores de diversidade quimica elevada.
Um aspecto de extrema importancia no contexto do
planejamento de inibidores é a investigacdo do
modo de ligacdo e mecanismo de a¢do. No presente
trabalho, descrevemos as principais diferencas no
modo de interagdo de dois inativadores da GAPDH
de T. cruzi, acido iodoacético (1) e iodoacetamida
(2). Estudos cinéticos e cristalograficos auxiliaram
nos estudos de identificacdo do mecanismo de acao
e do modo de ligacdo destes inibidores.

Resultados e Discussao |

Ensaios de co-cristalizacdo foram realizados usando
uma solucdo de GAPDH a 11 mg/mL pré-incubada
com os inativadores (1) e (2) nas concentra¢gdes de
5 e 1 mM, respectivamente. Os cristais cresceram
em duas semanas a 18 °C e os dados foram
coletados no LNLS. O mecanismo de inibicdo
proposto para essas moléculas estaria relacionado a
formagdo de um complexo irreversivel entre a
molécula do inibidor e a cisteina catalitica presente
no sitio ativo da GAPDH, conforme revelado por
estudos de cinética enzimética. Desse modo, este
complexo binario impediria a interacdo com o
cofator NAD*.' Dados cristalograficos recentes
demonstram que o NAD® é importante para a
estabilizacdo da interagdo do inibidor (1) no sitio
ativo da enzima (interacdes-m entre 0 grupo
carboxila do ligante e o anel benzamida do NAD")
(Figura 1A).” Por outro lado, a analise do complexo
GAPDH-(2) revelou que a fixacdo covalente a
Cysl66 é estabilizada por interacdes-n entre a
cadeia lateral da Tyr339 e o grupo amida do inibidor.
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Além disso, duas ligacdes de hidrogénio com
moléculas de agua (W131 e W135) estabilizam o
modo de ligacdo de (2) no sitio ativo. Desse modo, a
molécula do inibidor ocasiona um aumento estérico
no sitio ativo da enzima que impediria a ligacdo do
NAD" (Figura 1B).

Figura 1. (A) Modo de interac¢éo do inativador (1) com a GAPDH
de T. cruzi. (B) Superposi¢cdo da GAPDH nativa e do complexo
GAPDH-(2)

A andlise comparativa dos mapas de superficie
eletrostatica para os complexos GAPDH-(1) e
GAPDH-(2) revelou que a densidade residual
negativa no primeiro complexo é menor que no
segundo (Figura 2A e 2B, respectivamente),
sugerindo que a carga residual presente em (1) é
importante para a permanéncia do NAD" no sitio

Figura 2. Superficie eletrostatica dos inibidores (1) (A) e (2) (B)
nos complexos cristalogréficos.

Conclusodes

No presente estudo foram determinados o
mecanismo de acdo e o modo de ligacdo dos
inativadores (1) e (2) da GAPDH de T. cruzi.
Estudos cristalograficos revelaram o importante
papel do NAD" na estabilizagéo do inibidor (1), e os
requerimentos estruturais para a fixacdo de (2).
Essas informacdes sdo relevantes no planejamento
de novos inibidores mais potentes e seletivos.
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