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INTRODUCAO

As cisteino proteases desempenham importante papeketabolismo protéico celular,
no processamento de pro-hormdnios e pro-enzimasjegeadacdo de proteinas de
matriz extracelular e estdo envolvidas em muitdsl@gias. Dentre as varias cisteino
proteases (CPs), algumas da familia da papaina pst&entes nos Protozoarios do
género Leishmania. Essas CPs demonstraram uma caracteristica queertes o
interesse de pesquisadores no comeco dos anou8@ q alto nivel de expressao
estagio-reguladora (Barret et al, 1998). IN#shmania mexicana, foi observada uma
atividade de cisteino protease consideravelment®rnea forma amastigota de
mamiferos do que na forma promastigota que viveinseto vetor (North, 1981,
Coombs, 1982). Isto sugere que esta alta atividadeP é de importancia crucial para a
sobrevivéncia do amastigota nos macréfagos do Hespemamifero. No caso da
Cruzipaina (Schaffer, 1988), a cisteino proteas@nitaia do Trypanosoma cruz, foi
identificada como um potencial alvo terapéuticaapatratamento da doenca de chagas
(Meirelles, 1992; Harth, 1993) e é reconhecida camdator de viruléncia d®. cruz.
Essa enzima esta associada a varios processasdatgarasita, tendo um papel crucial
durante a infeccdo das células hospedeiras, nacae@pb e no metabolismo. Os
flavondides compdem uma ampla classe de substéaeiasgem natural, cuja sintese
nao ocorre na espécie humana. Tais compostos possoa série de propriedades
farmacoldgicas que os fazem atuar sobre sisternlmluos.

OBJETIVOS
Nosso objetivo foi determinar o mecanismo de idibiglo composto VGO sobre a rCPB2.8 e
determinacgdo das constantes individuais de inidig&dkas.

METODOLOGIA

Ensaios de hidrolise de substratos fluorescentesizana rCPB2.8 foi incubada com
tampéo acetato de sédio 100mM, pH 5,5, 200mM delNath 2,5mM de ditiotreitol
(ativador de cisteino proteases) por 10min 8C35Apods ativacdo da enzima, foi
adicionado sonda fluorogénica Z-FR-MCA em conce&@éinalOx o Km juntamente com
0 composto biflavondide. A hidrélise do substratdo dcompanhada pela medi¢cdo da
fluorescéncia Xex 360nm ekem 480nm) em um espectrofluorimetro Hitachi F2500
como descrito previamente (Chagas et al, 1990; edlivet al, 1992). Para a



determinacdo das constantes de associacdo e digamcdo inibidor, k3 e k-3,
respectivamente, os experimentos foram realizadosdiéerentes concentracfes do
inibidor. Os parametros cinéticos foram determisgolar regressao nao linear usando o
programa Grafit 5.0 (Erithacus Software Ltda) (Widon, 1961).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente verificou-se se os compostos biflavdag apresentavam supressdo da
fluorescéncia do grupo MCA. Para verificar essaresgiio foram realizados
experimentos com 0,4uM de MCA livre com diferentescentracbes do composto
VGO no espectrofluorimetro Hitachi F2500, obtend@digura 1.:
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Figura 1: Nivel de fluorescéncia conforme quantidades em®s de composto biflavonéide (VGO).

Foi constatado com esse experimento que conceafra® inibidor menores do que
5uM tem uma supressdo da fluorescéncia de até &5eeonforme € aumentada a
concentracdo do composto, a supressao chega &% ®6dm 125uM do VGO. Em
funcéo desse efeito, os valores de velocidadeualsidh acdo dos biflavonéide foram
corrigidos. Na analise temporal do efeito inibidrilo composto sobre a enzima
realizada no espectrofluorimetro F2500, foram $egcaficos com as variaveis tempo e
o logaritmo neperiano (Ln) das velocidades relatifx@locidades corrigidas devido a
supresséo) em funcao da velocidade inicial [Ln(\J/¥®empo] e quantidade utilizada
de inibidor. Os dados obtidos foram inicialmentalsados por equacéao linear y = ax +
b, em que y é o valor de Ln(V/Vo) e x a variavehpe. Os coeficientes angulares
(“slope”) obtidos para cada uma das retas foraagts de acordo com a concentragao
do composto VGO, obtendo-se o gréfiggsks concentracao de VGO.
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Figura 2: Analise Temporal do efeito do composto biflavonéae funcdo do tempo para a cisteino
protease rCPB2.8.



Concentragdes crescentes de inibidor (0,2-0,4-@8M) foram incubadas na presenca
de rCPB2.8 e posteriormente a atividade residuaismmada utilizando-se a sonda
fluorescente Z-FR-MCA.
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Figura 3: Plote para de terminacdo da constante k3 e k8anismo de inibicdo da rCPB2.8 pelo VGO
A: Plote dos coeficiente angulares em funcdo daenacéo de inibidor para a enzima rCPB2.8.
B:Esquema do mecanismo de inibicdo da rCPB2.8lpiévondide VGO.

ks: constante de associacdo enzima/inibi#tar,constante de dissociacao enzima/inibider,constante
de associacdo enzima/substr&tpconstante de dissociacdo enzima substkatmnstante catalitica

Os coeficientes angulares das retas da figura 8Agminados Jgs foram plotados em
funcdo das concentragcdes do composto VGO parateincsprotease rCPB2.8 de
mexicana utilizando-se o programa Grafit 5.0. Coeficientag@ar calculado:
“Slope”=0,0450+0,0032 BuM, intercepto= 0,0058+0,0024sEm funcdo dos dados
obtidos a partir dos plotes da figura 2 e figuréoBpossivel determinar a constakte
correspondente a constante de associacdo enzionddnde acordo com 0 mecanismo
de inibicdo abaixo descrito para os resultadoglobti

A constanteks € dada pelo coeficiente angular (“slope”) da detdigura 3. Em qué&s
(s1) é a constante de associacdo enzima/inibBluM) a concentracdo de substrato e
Km (MM) a constante de afinidade Michaelis-Mentenpdfimentalmente, de acordo
com os dados d& e K, calculamos o valor desk0,5689uM".s*. Os resultados
mostraram que o processo de interacdo rCPB2.8&epasto biflavondide VGO ocorre
de forma lenta e reversivel (figura 3B) comparatigate aos resultados obtidos por
Baici at al (2009). Aléem da determinacdo da consté foi possivel a determinacao
da constanteks; que corresponde ao intercepto da reta no eixofigur& 3),
apresentando o valor des;=0,0058+0,00245 De acordo com o mecanismo, Ki
(constante de inibicdo) é dada porka/ks assim, foi determinadki=0,01uM. Dessa
forma, VGO atua sobre a enzima rCPB2.8 como unidoilreversivel competitivo com
Ki na ordem de 10nM (nano molar).

CONCLUSOES

Verificou-se que os compostos biflavonoides sdcazep de efetuar a supressao de
fluorescéncia do MCA. Foi possivel constatar asaw#os experimentos que
concentracdes de inibidor menores do que 5uM temsupresséo da fluorescéncia de
até 15%, e conforme é aumentada a concentragdondposto, a supressao chega até
54,5% com 125uM do VGO.

Os dados de velocidades obtidos foram corrigidoa paanalise temporal do efeito do
composto biflavondide em funcdo do tempo para &®iois protease rCPB2.8. Foram



calculados os valores das constantes individuais irdbicAo de associagao

ks=0,5689uM'.s* e de dissociacdes=0,0058+0,0024%

Verificou-se que o composto VGO apresenta um pseaceg interagdo com a enzima
rCPB2.8 de forma lenta (slow-binding) de forma reixel e competitiva, com Ki na

ordem de 10nM (nano molar).
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