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INTRODUCAO

As enzimas Cisteino-proteases desempenham importante papel no metabolismo
protéico celular, no processamento de pro-hormoénios e pro-enzimas, € na degradagao de
proteinas de matriz extracelular (Ii et al., 1993). Na Leishmania mexicana, foi observada
uma atividade de cisteino-protease consideravelmente maior na forma amastigota de
mamiferos do que na forma promastigota que vive no inseto vetor (North et al., 1981;
Coombs et al., 1982; Lockwood et al., 1987; Robertson et al., 1992). Isto sugere que
esta alta atividade de cisteino-protease ¢ de importancia crucial para a sobrevivéncia da
forma amastigota nos macrofagos do hospedeiro mamifero. Cruzipaina, a principal
cisteino-protease do Trypanosoma cruzi, foi identificada como um alvo terapéutico em
potencial para o tratamento da Doenga de Chagas reconhecida como fator de viruléncia
do T. cruzi. Sendo assim, estas enzimas podem tornar-se alvos para o desenvolvimento
de drogas anti-parasitarias. Flavonodides, que compdem uma ampla classe de substancias
de origem natural, cuja sintese ndo ocorre na espécie humana possuem uma série de
propriedades farmacologicas que os permitindo atuarem sobre sistemas biologicos.
Conseqiientemente, muitas dessas propriedades agem de forma benéfica para a satde
humana (Peterson et al., 1998). Em funcao disso, esses compostos naturais tém sido
alvos no desenvolvimento de novas moléculas com potencial efeito inibitério das
proteases de tripanossomatideos.

OBJETIVOS
Nosso objetivo ¢ estabelecer os possiveis mecanismos de inibi¢do das enzimas rCPB2.8,
rCPB3, rH84Y e cruzaina pelos compostos VGO e VG4.

METODOLOGIA

As enzimas rCPB2.8 e suas isoformas rCPB3 e rH84Y foram incubadas com tampao
acetato de sodio 100mM, pH 5,5, com 2,5mM de ditiotreitol por 5 minutos a 35°C e as
reagOes iniciadas pela adicdo de substrato. As hidrdlises foram acompanhadas pela
medicdo da fluorescéncia (substrato Z-FR-MCA > Xex 360nm e Aem 480nm) em
espectrofluorimetro Hitachi F2500.

As enzimas foram ensaiadas utilizando a metodologia de Michaelis-Menten para
saturacdo de substrato para cada concentracdo de inibidores VGO e VG4 definidas. Os



dados coletados foram analisados no programa Grafit-5.0 e os plotes dos reciprocos e os
respectivos replotes foram construidos.

As enzimas rCPB2.8 e suas isoformas rCPB3 e rH84Y de L. mexicana foram clonadas
em vetor de expressdo pQE-30 e obtida a partir de Escherichia coli (Sanderson et al.,
2000). A cruzaina foi obtida a partir de E. coli (cepa DH5a contendo o plasmidio de
expressdo) sendo expressa, purificada e ativada seguindo procedimentos previamente
reportados (Eakin et al., 1992). As concentracdes molares das proteases foram
determinadas por titulagdo do sitio ativo com inibidor de cisteino-protease E-64 (Barret
et al., 1981). O substrato Z-FR-MCA foi obtido comercialmente e utilizado como sonda

fluorogénica para acompanhamento da atividade enzimatica.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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FIGURA 1: Plotes Lineweaver-Burk e replotes das inibi¢des das enzimas rCPB2.8 ¢ rCPB3.0 pelos
compostos VGO e VG4. A: rCPB2.8 e VGO; B: rCPB2.8 ¢ VG4; C: rCPB3.0 e VGO; D: rCPB3.0 e VG4.

Os resultados mostraram que na inibi¢do da rCPB2.8 pelo VGO (Figura 1A) temos
inibi¢do ndo competitiva tipo mista ndo produtiva e pelo VG4 (Figura 1B) inibi¢do ndo
competitiva simples (Ki=3,2uM). Os compostos VGO (Ki=12,2uM) e VG4 (Ki=2,5uM)
também apresentaram inibigdo ndo competitiva tipo mista nao produtiva para a rCPB3.0
(Figura 1C e D) (Figura 3B).
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FIGURA 2: Plotes Lineweaver-Burk e replotes das inibigdes das enzimas rH84Y e Cruzaina pelos

compostos VGO e VG4. A: rH84Y e VGO; B: rH84YS8 e VG4; C: Cruzaina e VGO.
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Figura 3: Mecanismo de inibi¢do das enzimas de tripanossomatideos pelos compostos VGO e VG4. A:
Inibicdo competitiva para enzima rH84Y com o composto VGO; B: Inibi¢do ndo-competitiva para as
enzimas rCPB2.8 com os compostos VG0 e VG4 e rCPB3.0 com os compostos VGO ¢ VG4; C: Inibigdo
mista com ESI produtivo para as enzimas rH84Y com composto VG4 e cruzaina com o composto VGO.

Para a isoforma rH84Y, o composto VGO apresentou inibicdo competitiva com
Ki=5,2uM (Figura 2 A e Figura 3A). Por outro lado, o composto VG4 apresentou
inibi¢do mista com complexo ESI produtivo (Figura 2B e Figura 3C) em fun¢do dos
replotes hiperbolicos. Para cruzaina (Figura 2C), VGO apresentou inibicdo mista com
EIS produtivo (Figura 3C) também com replotes hiperbdlicos.

Essas variagdes nos mecanismos de inibicdo bem como nos valores de Ki estdo
relacionados as modificagdes nos aminoacidos nas posi¢des 60, 61, 64 e 84 entre as
isoformas de CPBs e a modificagdo na hidrofobicidade dos compostos biflavonoides
atuando como fatores fundamentais nas alteragdes do comportamento da relagdo
enzima-inibidor.



CONCLUSOES

Doengas causadas por tripanossomatideos sao enfermidades tipicas de paises pobres ou
subdesenvolvidos que sdao negligenciadas pelas industrias farmacéuticas. Nesse
contexto, a busca de drogas preferencialmente de baixo custo ¢ de relevancia
fundamental para suprir a necessidade de uma populacdo de baixa renda acometida
pelas enfermidades causadas por Tripanossoma cruzi e Leishmania mexicana. Com uma
forte presenca da medicina popular através da utilizacdo de plantas ditas medicinais, a
busca de novas moléculas a partir de compostos naturais torna-se um meio relevante no
desenvolvimento de possiveis drogas no combate a doengas parasitarias. Assim, 0s
biflavonodides aqui em estudo mostraram potente atividade inibitdria sobre as proteases
consideradas fator de viruléncia na doenga de Chagas e leishmaniose.
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