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Introducao |

A cruzaina é uma protease reconhecida como um
alvo valido para o desenvolvimento de terapia anti-
chagasica'. A doenca de Chagas é endémica no
Brasil e ha deficiéncia no tratamento e limitado
interesse na pesquisa, motivando a busca por novos
anti-chagasicos. Em nosso grupo de pesquisa, foi
desenvolvido e validado um modelo de virtual
screening (VS) na busca de inibidores da cruzaina,
considerando  um  mecanismo de inibicdo
covalente®®. Este modelo foi aplicado a biblioteca de
compostos ZINC, sendo adquiridos e avaliados 19
compostos (compostos 1 a 19) utilizando-se modelo
de inibicdo de tight-binding. Na literatura* sugere-se
que inibidores covalentes podem apresentar uma
cinética dependente do tempo. Assim, avaliou-se a
atividade inibitéria do composto 1 frente a cruzaina
em fungdo do tempo e observou-se que este
apresenta um mecanismo de inibicdo dependente
do tempo (K =17,39 puM e kina=9,5x10%min™)°.
Dando continuidade a caracterizagdo do mecanismo
de inibicdo ja apresentado na 32°RASBQ®°, neste
trabalho, foram realizados experimentos para
verificar se o inibidor 1 apresenta um mecanismo de
inativagao irreversivel, ou ndo, frente a cruzaina.

Resultados e Discussao |

Seguindo-se protocolo da literatura’, no qual se
introduziram algumas modificagbes, foram feitos
experimentos para verificar se 0 mecanismo de
inativacdo do inibidor 1 é irreversivel, ou ndo. Estes
consistiram em incubar em uma solucao a cruzaina
(0,17uM) com o inibidor 1 (648,77uM) numa solugao
tampéao pH 6,30 [NaCl (400mM), Na,HPO,4 (100mM)
e EDTA (10 mM)], DTT (5mM) e Triton-X100 (0,01%
v/v) mantida a 37°t0,1°C com agitacao, durante 90
min. Inicialmente, uma aliquota de 30uL da solugao
foi retirada, para medida da atividade enzimatica, e a
reacado foi interrompida. A aliquota de 30pL da
solucdo foi adicionada a uma cubeta contendo
965uL do tampdo. A reacdo foi iniciada com a
adicao de 5,0uL de substrato Bz-FR-MCA (100uM) e
seguida pela formagdo de produto fluorescente.
Todas as medidas foram registradas em um
fluorimetro SHIMADZU modelo RF-5301 PC,
Aex=380 e A.n=460, equipado com agitador
magnético e banho termostatizado, ajustado para
37°C +0,1°C. A seguir, o inibidor 1 foi retirado da
solugéo através de repetidas etapas de lavagem e
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de filtragao por centrifugagcdo em um filtro Microcon
YM 10, cutoff de 10kDa. Os valores da atividade da
cruzaina inicialmente obtidos para a solugao
contendo o inibidor 1 foram comparados com o0s
valores obtidos apds sua retirada desta solugao,
verificando-se a0 mesmo tempo se ocorreu, ou nao,
um aumento significativo no valor da atividade. Os
valores da velocidade inicial de formagéo do produto
(vo) foram utilizados como parametro da medida da
atividade enzimatica. Nestes experimentos, a perda
de atividade enzimatica, inerente ao experimento, foi
considerada utilizando-se solucédo controle, sem o
inibidor 1, que foi mantida as mesmas condicdes
experimentais. Os valores de v, obtidos antes e
apds as etapas de lavagem e de filtracdo para as
solucbes com e sem o inibidor 1, estéo,
respectivamente, apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Valores de atividade da cruzaina (vo [UFA/s])
obtidos antes e ap6s as etapas de lavagem e de filtragao
ara as solugdes preparadas com e sem o inibidor 1.

Lavagem e filtracdo Com inibidor | Sem inibidor
Antes 4,03 9,37
Depois 4,34 8,19

Os valores de v, obtidos antes e depois das etapas
de lavagem e de filtracdo, para as solugbées com e
sem inibidor 1 foram idénticos, considerando-se o
erro experimental de 10%, aceito para este tipo de
experimento. Os valores de v, obtidos para o teste
com inibidor 1 mostraram que ap6s sua retirada nao
se observou aumento significativo na atividade da
cruzaina, como seria esperado para um inibidor
reversivel. Analisando-se o teste controle feito sem
o inibidor 1 foi observado que as etapas de lavagem
e de filtracdo nao acarretaram uma diminuicdo
significativa na atividade da cruzaina.

Conclusoes |

Verificou-se que o inibidor 1 apresenta mecanismo
de inativagao irreversivel frente a cruzaina.
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