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Introducao |

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi foi descoberta em 1909 pelo
médico sanitarista Carlos Chagas. A doenca atinge
cerca de 18 milhdes de individuos distribuidos
majoritariamente na Ameérica Latina, causando
aproximadamente 50 mil mortes ao ano, com mais
de 100 mil pessoas vivendo sob risco de infeccéo.
Os tratamentos disponiveis (benzonidazol e
nifurtimox), desenvolvidos na década de 70,
apresentam baixa eficacia e elevada toxicidade."
Dessa forma € extremamente importante o
desenvolvimento de novos farmacos eficazes e
seguros. A enzima gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) de T. cruzi é um alvo
molecular importante para o planejamento de novos

agentes  antichagasicos. Triagens  biolégicas
realizadas em nosso laboratério resultaram na
identificacdo de varios inibidores com boa

diversidade quimica. Os estudos de quimica
medicinal no planejamento de inibidores enzimaticos
requerem, além da identificacé@o e caracterizagdo de
propriedades como poténcia e afinidade, o estudo
do mecanismo de inibicdo. Neste trabalho é
investigado um novo sitio de ligagdo alostérico,
usando como modelo a interacéo de um derivado de
acido anacardico que atua como inibidor nao-
competitivo da enzima alvo (Figura 1).
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Figura 1. Estrutura quimica do inibidor de GAPDH de T.
cruzi.

Resultados e Discussao |

Os estudos de cinética enzimética realizados
previamente permitiram a caracterizacdo de um
mecanismo de inibicdo ndo-competitivo para o
derivado de &cido anacardico.” Varios ensaios de
co-cristalizacdo foram conduzidos através do
método da gota suspensa utilizando uma solucdo de
GAPDH de T. cruzi na concentracdo de 12 mg/mL,
pré-incubada com o inibidor na concentragdo de 1
mM. Cristais cresceram a 19°C em quarenta dias.
Um conjunto de dados a 1,9 A de resolucdo foi
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coletado na linha de luz MX2 do Laboratério
Nacional de Luz Sincrontron. O processamento e 0
escalonamento dos dados realizados com o0s
programas MOSFLM e SCALA, respectivamente, e
o refinamento foi conduzido com os programas
REFMAC, PHENIX e COOT. Apds varios ciclos de
refinamento, a analise dos mapas de Fo-Fc e 2Fo-
Fc revelou uma densidade positiva referente ao
inibidor da Figura 1, em uma regido diferente dos
sitios de ligacdo do substrato e do co-fator, préxima
ao residuo Pro98. (Figura 2)

\

Figura 2. Modo de ligagdo do inibidor no sitio de ligagédo
alostérico da GAPDH de T. cruzi.

O inibidor é estabilizado no sitio por meio de ligagao
de hidrogénio com a Lys101 e intera¢ges de van der
Waals com a Pro98. A molécula se liga na interface
de interacdo entre os monbmeros de forma
simétrica, interagindo com a Pro98 da cadeia A e da
cadeia C ao mesmo tempo.

Conclusodes

Nesse estudo foi determinado o modo de ligacédo do
inibidor da GAPDH de T. cruzi derivado de &cido
anacardico. Estudos cristalogréficos revelaram as
caracteristicas estruturais e espaciais de um novo
sitio alostérico que podera ser explorado no
planejamento  racional de novos inibidores
candidatos a agentes antichagéasicos.
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