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Introducao

A infec¢do pelo protozoario parasita Trypanosoma
cruzi causa a doencga de Chagas. Estima-se que 18
milhoes de pessoas estdo infectadas, sendo que os
tratamentos disponiveis séo limitados e insuficientes
A principal cisteino protease do T. cruzi, cruzaina
(EC 3.4.22.51), esta envolvida em varios processos
vitais do parasita, tendo um papel importante
durante a infeccdo de células do hospedeiro,
replicacdo e metabolismo.! Recentemente, uma
série de chalconas mostrou boa inibicdo da
cruzaina, com valores de ICso na faixa do baixo
micromolar.? No presente trabalho, o mecanismo de
inibicdo desses compostos foi determinado.

Resultados e Discussao

A chalcona da Figura 1 foi utilizada como modelo.
O experimento para determinacgdo da reversibilidade
foi conduzido apés 15 e 30 min de incubacdo do
inibidor com a enzima. A curva de progresso de
velocidade obtida apds diluicdo rapida (Figura 2)
mostra que a enzima recuperou a atividade,
caracterizando uma inibi¢cdo do tipo reversivel.?
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Figura 1. chalcona
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Figura 2: Gréafico para determinacdo da

reversibilidade da inibicdo apoés 30 min de

incubacéo.
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Foi entdo investigado a modalidade de inibigdo
reversivel. Para isso, foram feitas medidas da
velocidade de reacdo enzimatica variando-se a
concentracdo de substrato para diferentes
concentracdes crescentes de inibidor. Os resultados
obtidos indicam inibicdo n&o-competitiva.® (Figura
3)
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Figura 3: Inibicdo do tipo ndo-competitiva.

Em ambos os experimentos foi utilizada a enzima
purificada em tampao (50 mM fosfato de sodio, 100
mM cloreto de sédio, 5 mM EDTA, pH 6.5, contendo
5 mM de DTT). A fluorescéncia do substrato
fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC foi monitorada em um
espectrofluorimetro Wallac 1420-042 PerkinElmer e
medidas foram feitas usando comprimento de onda
de 380 nm em excitagdo e 460 nm em emissao.

Conclusdes |

O mecanismo de inibicdo das chalconas frente a
enzima cruzaina de T. cruzi foi determinado sendo
do tipo reversivel e ndo-competitivo.
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