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Introducao |

A doenca de Chagas é endémica na América Latina
e ha deficiéncia no tratamento e limitado interesse
na pesquisa, motivando a busca por
antichagasicos'. No grupo de pesquisa®®, o
composto 1 foi selecionado por um modelo de VS
como potencial inibidor frente a cruzaina, protease
reconhecida como alvo para o desenvolvimento de
novos antichagésicos1. Ainda, para 1 foi observada
inibicdo dependente do tempo (K; =18,81+0,7uM e
kinat=9,5x10'2min'1)4 e inativacao irreversivel®,
todavia, ainda ndo havia sido estudados aspectos
relacionados ao grau de reatividade de 1 frente a
grupos SH bem como a seletividade frente a
cruzaina, relativamente a catepsina L humana.
Assim, neste trabalho estes aspectos foram
estudados, com o objetivo de melhor compreender o
mecanismo de inibicdo do composto 1, visando
fornecer subsidios que permitam otimizar tanto a
atividade inibitéria bem como a seletividade de 1.

Resultados e Discussao |

Métodos cromatograficos e espectrométricos foram
utilizados no estudo do grau de reatividade e da
seletividade de 1. A reatividade de 1 frente a grupos
-SH, foi estudada usando protocolos da literatura®®.
No primeiro, seguiu-se a rea¢ao entre grupos -SH e
DTNB (acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzéico). Os
resultados inicialmente obtidos indicaram que para 1

nenhuma reatividade frente a grupos -SH foi
observada, nas condi¢des utilizadas (10min de
reacdo). Considerando-se que o0 composto

apresenta inibigdo dependente do tempo*, tentou-se
avaliar o efeito do tempo. No entanto, foi constatado,
que para tempos de reagdo maiores, nao foi
observado consumo de DTNB, sugerindo que as
cisteinas poderiam ter oxidado durante o tempo de
reacdo, devido a impossibilidade de usar agente
redutor. Assim, fez-se necessario utilizar um
segundo protocolo para se estudar o grau de
reatividade de 1 frente a grupos -SH, no qual o meio
redutor fosse mantido e o tempo de reacédo pudesse
ser aumentado. Neste procedimento, o grau de
reatividade de 1 frente a SH foi avaliado através da
reacdo de 1 com cisteina, observando-se, por
CLAE, o consumo de 1 na presenca de cisteina bem
como se caracterizando, parcialmente, os produtos
formados nesta reacdo. Ainda, foram utilizados dois
diferentes pHs (6,3 e 10,0), visando-se obter
solucdes com cisteina nas formas de tiol e de tiolato
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e tempo de reagdo aumentado para 20 horas. Os
resultados indicam que 1 apresenta baixo grau de
reatividade frente a grupos —SH e que este depende
do grau de protonagéo do grupo —SH (favorecido por
tiolato). Adicionalmente, foi realizado o estudo de
seletividade frente a cruzaina, foi realizado avaliando
sua inibicdo frente a catepsina L humana (45% de
identidade com a cruzaina). Neste estudo, a
determinagéo do valor de K; de 1 frente a catepsina
L humana foi feita empregando-se protocolo analogo
ao utilizado nos teste de inibicdo de 1 frente a
cruzaina®. Os valores de K; e de ki de 1 frente a
catepsina L humana foram obtidos sendo estes
iguais a 132,84436 uM e a 041 min’,
respectivamente.

Conclusoes |

Neste trabalho foi possivel concluir que o composto
1 apresenta uma baixa reatividade frente a grupos —
SH nao proteicos e que esta depende do estado de
protonagdo dos grupos —SH livres, favorecido por
grupos —S'. Sabendo-se que tiolatos sdo melhores
nucledfilos que tidis, a preferéncia por tiolato sugere
que do ponto de vista mecanistico a reagao entre 1
e a cisteina possa ocorrer via ataque nucleofilico.
Ainda, estes resultados, juntamente com nossas
observagées anteriores*® (mecanismo irreversivel
e dependente do tempo), sugerem que a inibigdo de
1 frente a cruzaina possa ocorre através de
formagao de uma ligacdo covalente. Adicionalmente,
foi observado que 1 apresenta atividade inibitéria
frente a catepsina L (Ki=132,8+43,6uM). Os valores
de K obtidos para 1 frente a catepsina L humana e
frente a cruzaina foram iguais a 132,8143,6 uM e
18,81+0,7uM , respectivamente, indicando que
embora estejam na mesma faixa de grandeza (uM)
1 apresenta alguma seletividade frente a cruzaina
relativamente a catepsina L humana.
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