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INTRODUCAO

As Cisteino proteases desempenham importante papaktabolismo protéico celular,
no processamento de pro-hormdnios e pro-enzimasiegeadacdo de proteinas da
matriz (li et al., 1993). Nd.eishmania mexicana, foi observada uma atividade de
cisteino protease consideravelmente maior na fammstigota de mamiferos do que na
forma promastigota, que vive no inseto vetor (Nettal., 1981; Coombs et al., 1982;
Lockwood et al., 1987; Robertson et al., 1992p ftgere que esta alta atividade de CP
€ de importancia crucial para a sobrevivéncia dastigota nos macréfagos do
hospedeiro mamifero, sendo que a enzima pode tsenalvo para o desenvolvimento
de drogas anti-leishmaniais baseadas na sua ioib@@@izipaina, a cisteino protease
majoritaria doTrypanosoma cruz, foi identificada como um potencial alvo terapéaoti
para tratamento da Doenca de Chagas (Harth é983)), pois é reconhecida como um
fator de viruléncia dd. cruzi. Os organometéalicos sdo moléculas organicas que te
uma alta flexibilidade quanto a manipulacédo estalitunserindo grupos periféricos ou
adicdo de atomos metalicos a mes@s.complexos de ruténio tém grande importancia
no tratamento do cancer, sendo bem tolerados (Kwstova, 2006).

OBJETIVOS

Determinar os valores de J€compostos organometélicos de ruténio na inibig® d
enzimas rCPB2.8, rCPB3, rH84Y e cruzaina bem comaagacterizacdo dos
mecanismos de inibi¢o.

METODOLOGIA

As enzimas cruzaina, rCPB2.8 e suas isoformas (BCRB4Y) foram incubadas com
tampdao acetato de sédio, com 2,5mM de ditiotréétivador de cisteino proteases) por
10min a 35C e a reacdo iniciada pela adicdo de substratoggemdo-se a leitura com
a adicdo de concentracdes crescentes de inibidoqua ndo haja mais reducdo da
atividade enzimatica (Oliveira et al.,1992). Com daedos adquiridos foi possivel
calcular o 1G,. Apds os ensaios de determinacdo dos valores 4de d€ compostos
mais ativos foram escolhidos e submetidos aos @nsaiéticos para determinacdo do
mecanismo de agéo e consequentemente obtencidaldossvde Ki. Os estudos dos
mecanismos de acdo dos inibidores envolveram cebeperimental de dados e o
tratamento adequado usando o método de linearizhzmeweaver-Burk (Wilkinson,
1961). Os dados coletados deram origem aos grafieasiplo-reciprocos e através do



padrdo de interseccdo das curvas no plano de cwatde cartesianas, foi possivel
determinar o mecanismo de acdo. Dos interceptodosucoeficientes angulares das
retas do gréfico dos duplos reciprocos constraissgraficos dos replotes de inclinacao
ou dos interceptos dos quais obtém-se &g respectivamente.

MATERIAIS / INSTRUMENTOS

As enzimas rCPB2.8 e suas isoformas rCPB3 e rH&lY. dhexicana foram clonadas
em vetor de expressao pQE-30 e obtida a partEsdeerichia coli (Sanderson et al.,
2000). A cruzaina foi obtida a partir & coli (cepa DH& contendo o plasmidio de
expressdo) sendo expressa, purificada e ativadansegprocedimentos previamente
reportados (Eakin et al., 1992). O substrato Z-FRAVIoi obtido comercialmente e
utilizado como sonda fluorogénica para acompanhtonda atividade enzimatica.
Foram testados compostos organometalicos de rutgmolo eles (SO4) pic, (NO) nic,
(SO4) py, (SO4) isn, ImMN (NO), (NO) pic, (NO)pyS@4) nic, (No)isn, (SO4) ImN, T-
[ Ru (NH3)5CI] ClI2, T- [ Ru (NH3)(OH2)2] e T- RuRIlj NO+, gentilmente cedidos
pelo prof. Dr. Douglas Wagner Franco da Universidddd Sao Paulo do Instituto de
Quimica de Sao Carlos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

ICs0 € 0 valor da concentracdo de um inibidor necesgira reduzir pela metade a
velocidade da reacdo. Portanto, quanto menor f@ar de 1Go, mais eficiente sera o
inibidor . Sendo assim, para a enzima CPB2.8 okanes inibidores foram o Ru2 @&

= 3,16uM, 0 Ru7 (IGo = 4,64uM e o Rul3 (Ig = 3,52uM. Quanto a enzima
CPB3.0, foi possivel constatar que os inibidoressreficientes foram os compostos
Ru5 (1Go = 2,3QuM), Ru9 (IGo = 1,581M) e Rul0 (IGo = 3,0uM). Em relacéo a
enzima rH84Y, os organometalicos que apresentaraiorneficiéncia foram o Ru2
(ICs0 = 6,96uM), 0 Ru5 (IGo = 6,69uM) e o0 Rul3 (IG = 3,9uM). Para a enzima
cruzaina os melhores compostos foram o Rug @®,36uM, Ru5(ICso= 12,33uN)

e RU9(|C502 11,05}1'\/).

TABELA 1. Valores de IG, determinados para as enzimas CPB2.8, CPB3.0, rH84Y
Cruzaina.

CPB2.8 CPB3.0 rH84Y Cruzaina

Ru2 3.16+0.11 59403 7+1 8.4+0.3
Ru3 21+5 86+ 1,7 24+ 3 6+3
Ru4 91407 92+0.5 13+ 1 5644
Ru5 51+1.1 23402 6,7+ 03 12+1
Ru6 17+ 2 102+03 20+ 1 17,4403
Ru? 46+05 36402 11,1+0.5 21+3
Ru8 8.5+ 1.2 54407 12+1 14+ 1
Ru9 6.5+ 0.4 1.6+ 0.4 7.3+0,5 11.1+0.5
Rul0 16+ 2 3.1+06 13+ 1 106+ 10
Rull 9.6+ 0.9 12+0.7 18+ 1 75+ 11
Rul? 21+ 4 98+ 0,8 4946 127+ 11
Rul3 3.5+0.4 6.0+0.3 4,0+03 55+6

(Condi¢des: Tampdao acetato de S6dio 100mM, pH®[F, 2,5mM, 35C)
Apos a determinacdo dos valores depl@ram definidos os mecanismos de inibicdo
do composto Ru2 para as enzimas rCPB2.8 e rH84Y.Figmras 1A e 1C



correspondem ao plote dos duplos reciprocos naaguadtas estdo interseccionando o
eixo Y em um mesmo ponto, isso significa que nawdr@acao de velocidade maxima
nas varias concentragbes do composto Ru2, porésteexariacdo do & Este perfil
define a interac&o entre enzima e inibidor comangsanismo de inibicdo competitivo.
A partir das Figuras 1B e 1D, na qual se tem ofotep das inclinacées das retas,
verifica-se uma reta que define o mecanismo liseaples, determinando, entdo, uma
Inibicio Competitiva Linear Simples. Esses replgesnitiram determinar o valor da
constante de inibicdo do organometalico de rut&i2 na inibicdo das enzimas
rCPB2.8 com Ki = 6,9 + 0,4uM e rH84Y com Ki = 7,#50,02uM. A partir destes
resultados foi possivel estabelecer o mecanismniloiedo competitivo linear simples
apresentado na Figura 2, no qual verificamos quecomposto Ru2 liga-se
exclusivamente a enzima livre.
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FIGURA 1 - Inibicdo das cisteino proteases de Leisfania mexicana pelo organometalico de
ruténio Ru2.

A) Plote dos duplos reciprocos da inibicdo da rCPB2)&eplote da inclinagdoK;=6,9 + 0,4uM.
InibicAo competitiva linear simples]) Plote dos duplos reciprocos da inibicdo da rH8BY;
Replote da inclinagdoK;=7,75_+ 0,02uM. Inibicdo competitiva linear simples.



FIGURA 2 - Esquema da interacao entre enzima, inildior e substrato na Inibicdo Competitiva.

CONCLUSOES

Os compostos metalicos de ruténio mostraram valdeetG, variando de 18V a
127uM, sendo que a maioria ficou préxima deulD Em geral os compostos foram
menos eficientes na inibicdo da Cruzaina. Isso namagie estes compostos sdo mais
seletivos as cisteino proteaseslagshmania, tornando-as moléculas promissoras no
desenvolvimento de novas drogas antileishmaniaistolra Doenca de Chagas quanto a
leishmaniose sdo enfermidades tipicas de paiseeanu subdesenvolvidos e séo
negligenciadas pelas industrias farmacéuticafuatidlo maior importancia aos nossos
resultados.
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