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Introducao |

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario
parasita Trypanosoma cruzi, € um dos problemas
médico-sanitarios mais sérios na América Latina.
Decorridos 100 anos desde a sua descoberta, a
doencga atinge cerca de 18 milhdes de individuos,
causando 50 mil mortes ao ano'. O Unico farmaco
usados no tratamento quimioterdpico apresenta
baixa eficacia e sérios efeitos colaterais. Dessa
forma, o desenvolvimento de novos farmacos
seguros e eficazes é de fundamental importancia no
controle da doengca. Um alvo molecular bastante
atratvo é a enzima (liceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) de T. cruzi, essencial no
controle do fluxo glicolitico em tripanosomatideos.
Triagens biolégicas realizadas com sucesso em
nossos laboratérios resultaram na identificacdo de
alguns inibidores de diversidade quimica elevada.
Nesse sentido, especial destaque pode ser dado
para o inibidor inorganico cis-[Ru(NO)(bpy),SOs]PFe,
(c-[RU"NO'™). No presente trabalho, estudos
cinéticos e cristalograficos foram realizados com o
objetivo de elucidar o modo de ligagédo e determinar
as bases moleculares envolvidas no mecanismo de
acdo desta classe de inibidores.

Resultados e Discussao |

Estudos de cinética enzimética foram conduzidos
utilizando solug¢do de GAPDH a 0,5 mg/mL na
presenca do inibidor tornando possivel determinar o
seu mecanismo tempo dependente. Ensaios de co-
cristalizagdo através do método da gota pendurada
também foram realizados com a solu¢cdo de GAPDH
a 10 mg/mL pré-incubada com o c-[Ru"'NO*T™ na
concentracdo de 600 pM. Os cristais cresceram
depois de um més a 18 °C e um conjunto de dados
a 1.65 A de resolucéo foi coletado no Laboratério
Nacional de Luz Sincrontron (LNLS). Os programas

MOSFLM e SCALA foram empregados na
integracdo e  escalonamento  dos  dados,
respectivamente, e o refinamento foi realizado

utilizando os programas PHENIX e COOT. Depois
de varios ciclos de refinamento, a analise dos
mapas F,-F. e 2F,F. revelou uma densidade
referente ao grupo nitrosil covalentemente ligado ao
residuo catalitico Cys166 nas subunidades A, C e D
(Figura 1).
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Figura 1. Modo de interagdo do inibidor c-[Ru"NO*]" & Cys166
(CysNO) da enzima GAPDH de T. cruzi.

O complexo formado é estabilizado por ligagbes de
hidrogénio com o residuo His194 e com uma
molécula de agua W1, interacdes-r sdo também
observadas com o grupo benzidamida do cofator
NAD". O modo de ligacdo sugere que 0 mecanismo
de reacdo ocorra de acordo com o esquema:’

c-[RU'NOT" + Cys166 « c-[RU'N(O)Scysieel™ —
C-[RLI”C)Hz]n-:L + NOSCyslGG

A enzima interage com o inibidor formando um
intermediério instavel, resultando na nitrosilagdo do
residuo Cys166 do sitio catalitico.

Conclusodes

No presente estudo, foram realizados estudos
cinéticos que determinaram 0 mecanismo tempo
dependente do inibidor c-[Ru"NO*]™. Além disso, a
analise estrutural do complexo GAPDH/c-[Ru"NO*T™
permitiu a elucidacdo do modo de ligacdo e
elaboracdo de uma hipotese para o mecanismo de
inibicdo. A integracdo de métodos de cinética
enzimatica e cristalografia  constitui-se em
importante ferramenta em quimica medicinal no
planejamento de novos farmacos que atuam em
alvos definidos com mecanismo conhecido.
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