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INTRODUCAO

Cisteino proteases desempenham importante papektabolismo protéico celular, no
processamento de pré-horménios e pro-enzimasdegradacao de proteinas da matriz
extracelular e estdo envolvidas em muitas patado@leEt al., 1993). O virus da febre
aftosa (FMDV) € um patdgeno que afeta uma grandedade de animais biungulados
de importancia agricola e econémica em todo o muAddP® é uma cisteino protease
do FMDV envolvida na clivagem do fator de iniciagiiohospedeiro eucarittica (elF4),
Gl e 4Gll, facilitando a traducéo viral e diminun@ sintese de Interferon - gama,
favorecendo a replicacdo viral (GUARNE, A. et 4998) (SKERN, T., FITA, I. &
GUARNE, A.,1998). Os complexos de ruténio tem geaimdportancia no tratamento
do cancer, sendo muito menos toxico que a cisplagisies efetuam forte ligacdo com a
albumina e a transferina influenciando diretame@distribuicdo dos complexos e na
capacidade de inibir a angiogénese e as metalegsed de matriz (MMPSs), inibindo o
processo de metastase in VIKOSTOVA, J., 2006) (ALAMA, A.et al., 2009).

OBJETIVOS

O presente projeto de iniciacdo cientifica tem pbjetivo o estudo de compostos
organometalicos de ruténio como possiveis inibslal@ cisteino protease do virus da
febre aftosa (Foot and Mouth Disease Virus - FMDV).

METODOLOGIA

Nos ensaios cinéticos daf'bfoi usado tamp&o borato/borax 50mM, pH 7,8. Adias

da enzima foi pré-incubada com DTT 2.5mM durantén5en 37C. Suas hidrolises
foram seguidas pela medicdo da fluorescéncia (EubsAbz-KVQRKLKGAGQ-
EDDNnp 2 Xex 320nmM €kem 420nm) em um espectrofluorimetro Hitachi F2500. Os
parametros cinéticos foram determinados por re§oes&o linear usando o programa
Garfic 5.0. Os ensaios de inibicdo da proteaserfaianilares aos ensaios de hidrélise
do substrato, entretanto, apds a ativagdo enzinétimedi¢cdo da atividade inicial da
LbP™, procedeu a adicdo de concentragdes crescenteibider até a estabilizagdo do
decaimento da atividade enzimética. Com os dadgsirdbs calculamos o Kg que



corresponde a concentracdo de inibidor necessararpduzir a atividade enzimatica
em 50%.

MATERIAIS / INSTRUMENTOS

A construcdo do plasmidio foi realizado pelo pfbifn Skern do Max F. Perutz do
Laboratorio do Departamento de Bioguimica Médicaiversidade de Vienna, Austria.
A enzima foi expressa e purificada de acordo conRQHWEGER, R.,1994)
(GUARNE, A. et al., 2000) e gentilmente cedidasopptofessor Jorge Alexandre
Nogueira Santos do Instituto Federal do Sul de MWin® substrato Abz-
KVQRKLKGAGQ-EDDnp foi gentiimente cedido pela Prdbra. Maria Aparecida
Juliano da Universidade Federal de S&o Paulo eceneentragdo determinada em
funcdo da massa molar e volume de solucéo preparada

Foram utilizados 14 compostos organometalico déniatque foram nomeados por
letras e nameros, para uso especifico no labooat®s compostos foram gentilmente
cedidos pelo prof. Dr. Douglas Wagner Franco davémsidade de S&o Paulo do
Instituto de Quimica de Sao Carlos.

RESULTADOS

A Tabela 1 mostra que o composto Ru-01, constitygielo (SQ)pic, apresentou a
melhor atividade inibitéria com um valor des§G= 9,2 + 0,4uM e o segundo melhor
organometalico de ruténio denominado Ru-13, cardtitpelo isbmerais da molécula
Ru(NH;)(OHy)2, mostrou um Ig = 9,8 + 0,4uM. Por outro lado, com o Ru-12
apresentando a formutieans do isémero [Ru(NB)sOH,]S,0g, verificamos o pior 16
(118 + 5 uM).

E possivel analisar a eficiéncia de alguns dessamastos através da presenca de
Oxido Nitrico (NO) ou Sulfato (S§ Observou-se que, no geral, os organometalicos de
ruténio homoélogos derivados do NO apresentaragn i@lhores do que os derivados
do SQ (Tabela 2). A maior disparidade € observada enRe-05 [(NO) ImN] e Ru-10
[(SO,) ImN], em que o Ig do primeiro é quase 4 vezes menor do que o dadegu

Tabela 1.0Organometdlicos de ruténio e seus respectivosestte 1G, na inibicdo da LY.

Organometalicos LbP" Organometalicos LbP"

de Ruténio ICsq (M) de Ruténio IC 50 (UM)
Ru-01 92+0,4 Ru-08 19+1
Ru-02 13,1 +0,2 Ru-09 20+1
Ru-03 34 +1 Ru-10 42 +1
Ru-04 40 + 2 Ru-11 57+1
Ru-05 11+1 Ru-12 118 +5
Ru-06 14 +1 Ru-13 9,8+0,4
Ru-07 21 +2 Ru-14 18+2

Tabela 2 Comparacéo dos gdos organometalicos de ruténio contendo 6xidacnifNO) ou sulfato
(SOy) em fungdo do mesmo ligante, na inibicdo d&’Lb

NO ICs0 (UM) SO,
(NO) pic — Ru-06 14 + 1 9,2+0,4 (SQy) pic — Ru-01
(NO) nic — Ru-02 13,1 +0,2 19+1 (SOy) nic — Ru-08
(NO) py — Ru-07 21+ 2 34+1 (SOy) py — Ru-03
(NO) isn — Ru-09 20+1 40+ 2 (SQy) isn — Ru-04
(NO) ImN — Ru-05 11+1 42 +1 (SO;) IMN—-Ru-10




CONCLUSOES

Os organometalicos de ruténio apresentaram vahlbeeks;, entre 9 e 118 pM. Os
compostos apresentando oxido nitrico (NO) na médécamparativamente aos seus
homologos contendo sulfato (§@oram mais efetivos na inibicdo daf A obtencédo

de informacbes complementares (constante de inilecénecanismo de inibicdo) das
moléculas com melhores valores deol€8o necesséarias no desenvolvimento de novos
farmacos para a febre aftosa. Além disso, os estddanibicdo da L'y servird como
modelo experimental para analises das proteasgis@®avirus incluindo o poliovirus,
virus da hepatite A, rinovirus e virus da encefadmardite cujas cisteino proteases
apresentam grande similaridade estrutural e fuatioom a LB™.
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