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RESUMO

ENSAIOS BIOQUIMICOS E CELULARES PARA A IDENTIFICACAO
DE NOVOS INIBIDORES DE TcGAPDH SELETIVOS A HsGAPDH

A doenca de Chagas ¢ uma doenga tropical negligenciada que afeta
aproximadamente 10 milhdes de individuos, no ano de 2008 foi responsavel pela
morte de cerca de 10 mil pessoas. Os tratamentos que existem atualmente sdo
empregados apenas na fase aguda da doenca, utilizando os farmacos
benzonidazol e o nifurtimox, demonstrando ambos diversos efeitos indesejaveis.
Apesar da existéncia de alguns estudos na area, ndo hé registro de nenhum novo
farmaco para o tratamento da doenga de Chagas. Dessa forma, a busca por novas
moléculas bioativas para o tratamento desta doenca ¢ de fundamental
importancia. A enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) de
Trypanosoma cruzi aparece como um alvo promissor para pesquisa de novos
farmacos para doenca de Chagas, uma vez que essa enzima participa da via
glicolitica, que a principal via para obtencdo de energia do parasito. Neste
trabalho foram realizados ensaios de inibicdo utilizando uma classe de
compostos contra a TCGAPDH. A técnica utilizada para o estudo dos
compostos foi a calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC), que mede a troca de
calor observada durante uma reacdo e vem sendo utilizada atualmente para a
determinacdo de pardmetros termodinamicos e cinéticos. Os compostos
estudados apresentaram atividade inibitoria frente a enzima TCGAPDH e sua
homoéloga GAPDH de humanos. Foram estudados oito compostos analogos ao
cofator NAD". Os valores da constante de inibicdo aparente (K*) dos
compostos estdo no intervalo de 15,98 a 91,25 uM com mecanismo de inibi¢do
competitivo. A descoberta e desenvolvimento de farmacos baseiam-se em
sistemas modelos introduzidos no inicio dos projetos em quimica medicinal. A

otimizagao in vitro usando ensaios bioquimicos e cultura de células representa
VI



uma opg¢ao viavel no novo paradigma da quimica medicinal moderna. No caso
dos estudos celulares, modelos sdo estudados para mimetizar as células
humanas, especialmente com relacdo a atividade da GAPDH. Dessa forma, o
Saccharomyces cerevisiae foi usado como modelo para que a atividade
citotoxica dos compostos fosse detectada por espectroscopia de fluorescéncia.
Cinco dos oito compostos ndo apresentaram atividade contra a levedura, sendo
um bom indicativo que as moléculas apresentam baixa citotoxidade tornando-as

candidatas para os estudos in vitro no parasito T.cruzi.

VII



ABSTRACT

BIOCHEMICAL AND CELLULAR ASSAYS TO IDENTIFY NEW
INHIBITORS OF TcGAPDH SELECTIVES TO HsGAPDH.

Chagas disease is a tropical neglected illness; nearly 10 million people are
infected, in 2008 it was responsible for the deaths of about 10 thousand people.
At present, only two medicines (benznidazol and nifurtimox) are available to
treat this disease and they lack of efficacy/safety in chronic phase. This scenario
is changing due to advances in the search for new trypanocidal agents. The
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), a glycolytic enzyme of
Trypanosoma cruzi appears as a suitable target for drug discovery. In the present
work, a kinetic study using Isothermal Titration Calorimetry (ITC) were carried
out to investigate the activity of eight NAD" analogs against GAPDH. ITC was
been used to measure the heat exchange during reactions making it a powerful
tool of identification of bioactive compounds. Study compounds showed
inhibitory activity on TCGAPDH enzyme and its homologous human GAPDH.
The apparent inhibition constant values (K;*") were in the range from 15,98 to
91,25 uM describing competitive inhibition mechanisms. Important steps in
medicinal chemistry maybe biochemical followed by cell-based assays were, for
instance, Saccharomyces cerevisiae could be used as a model to assess the
cytotoxic activity of compounds. The technique used to study the action of
chemical compounds in yeast was the fluorescence spectroscopy. Five out of
eight compounds showed no activity against S. cerevisiae. This is a good
indication that study compounds have low cytotoxicity, which makes them

candidates for in vitro studies on the parasite.
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1-INTRODUCAO

1.1 Quimica Medicinal

A definicdo de Quimica Medicinal pela Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada (de sigla inglesa [UPAC — International Union of Pure
and Applied Chemistry): “ é uma drea do conhecimento com base em quimica,
envolvendo a invengdo, a preparagdo e a interpretagdo do mecanismo de agdo
molecular de compostos biologicamente ativos. Compreendendo também os
estudos do metabolismo e das relacoes entre estrutura quimica e atividade ”.[1]

A Quimica Medicinal envolve inovacdo, descoberta e
desenvolvimento de novas substancias bioativas, sintese e modificacao
molecular, extracdo, isolamento, identificacdo e eclucidacdao estrutural de
principios ativos naturais de plantas, animais ou minerais, descricdo de
moléculas desde a sua constituicdo atOmica até suas caracteristicas estruturais,
interagdes destas substancias com alvos bioldgicos de interesse terap€utico.[2]
Portanto, a quimica medicinal ¢ uma area do conhecimento que apresenta carater
inter e multidisciplinar, envolvendo matérias como Biofisica, Biologia
Molecular, Bioquimica, Clinica Médica, Fisico-Quimica, Fisiologia, Patologia,
Quimica Bioldgica, Quimica Inorganica, Quimica Organica e Quimica
Quantica.[3]

Emil Fisher ha aproximadamente 100 anos utilizou o exemplo da
chave e fechadura para a compreensdo da ag¢do de uma enzima, o que
posteriormente foi extrapolado para a acdo de um farmaco. Dois pontos de
extrema importancia nas bases atuais da Quimica Medicinal ¢ o reconhecimento
do receptor pelo fArmaco e o planejamento racional deste fArmaco.[4]

O processo de descoberta ¢ o desenvolvimento de um farmaco ¢
dividido em duas grandes fases: (i) fase pré-clinica e (if) fase clinica,[5] como

mostrado na Figural.l



O processo de descoberta e desenvolvimento de um novo farmaco
(Figura 1.1) inicia-se na fase pré-clinica pela identificacdo da necessidade de
uma nova terapia, ou adequagao dos tratamentos existentes, em conjunto com a
identificagdo e validag¢do do alvo terapé€utico, podendo este ser um receptor, uma
enzima, um canal i6nico, proteinas de membrana, DNA/RNA ou um modelo
celular. Esta ¢ a primeira etapa para o sucesso posterior de um projeto em
Quimica Medicinal, sendo assim, ¢ imprescindivel o conhecimento completo da
fisiopatologia da doenca.[6] Numa segunda etapa, ocorre a identificagdo de
compostos quimicos que possam intervir na fun¢ao fisioldgica do organismo
humano ou do eventual parasita de forma a causar um efeito terapéutico
adequado. Essa identificacdo pode ser feita por triagens reais ou virtuais,
utilizando diferentes métodos em Quimica Medicinal. Em seguida sado
identificadas substancias quimicas que apresentem atividade bioldgica in vitro
relevante, conhecidas como ligantes (do inglés, hits), € o teste em modelos
biolégicos apropriados de moléculas anélogas. E entdo realizada a selecdo de um
ou mais compostos, denominados compostos-lideres (do inglés, lead
compound), sendo estes candidatos a farmaco. Estes compostos serdo entdo
submetidos a testes toxicologicos em animais. Caso sejam aprovados em todos
os testes, as informagdes referentes sao submetidas ao 6rgao regulamentador do
uso de medicamentos (a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, ANVISA)
para que possam ser efetuados os estudos clinicos em humanos.[7, 8]

ApoOs todas essas etapas, inicia-se a fase clinica, que objetiva
descobrir e verificar os efeitos farmacoldgicos e clinicos das substancias
selecionadas a fim de que estas se tornem aptas ao uso clinico. Esses ensaios
podem assim ser divididos: ensaios clinicos da fase I, onde sdo avaliadas a
tolerancia e a toxicidade do candidato a firmaco em voluntirios humanos
saudaveis; ensaios clinicos II, que € o estabelecimento da eficicia e a dosagem
para humanos; se o candidato a farmaco apresentar baixa toxicidade e alta

eficiéncia ¢ entdo submetido aos ensaios clinicos III, no qual sdo realizadas
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triagens com milhares de pacientes para que uma avaliagdo mais confiavel seja
feita com relacdo a eficiéncia e as propriedades ADME. Se os candidatos a
farmacos sobrevivem a todos esses ensaios, as informac¢des acumuladas sao
submetidas ao 6rgdo regulamentador que podera aprovar o composto como
farmaco. Por fim, chega-se a fase IV dos ensaios clinicos que ocorre depois que
o farmaco seja langado no mercado e tem a finalidade de descobrir efeitos
adversos pouco frequentes, tendo grande importancia nesse processo a

farmacovigilancia.[7, 8]

Figura 1.1. Etapas da descoberta e desenvolvimento de farmacos. [7]

A Quimica Medicinal tem como foco principal a escolha dos
compostos para testes biologicos. Com o auxilio de varias ferramentas ¢ possivel
explorar o imenso espago quimico delineando o trabalho de identificacao,
selecdo e otimizacdo destes compostos que irdo interagir com o alvo molecular
selecionado, sendo este ultimo a representagdo do espago biologico.[9] Portanto,
a Quimica Medicinal representa a integracdo de tecnologias, a unido entre
métodos computacionais — como, por exemplo, o mapeamento do receptor,
docagem molecular, dindmica molecular — e métodos experimentais que vao
desde a expressdo e purificacdo de enzimas, passando por ensaios cinéticos €

experimentos in vivo.



1.2 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas ¢ uma doenga tropical negligenciada. Dados da
Organiza¢dao Mundial de Satde estimam que ha aproximadamente 10 milhdes de
individuos infectados na América Latina e mais de 25 milhdes de pessoas estao
sob risco de infeccdo. Apenas em 2008 ocorreram mais de 10 mil mortes
causadas por complicagdes desta doenga. [10] Foi descrita pela primeira vez
pelo sanitarista brasileiro Carlos Chagas em 1909. Carlos Chagas descreveu suas
manifestacoes clinicas, epidemiologia e todo ciclo de vida do vetor. [11, 12]

As primeiras campanhas para o controle da doenca de Chagas
ocorreram na Venezuela por volta de 1966 ¢ no Brasil entre 1975 ¢ 1983. No
ano de 1990 foi classificada pelo Banco Mundial como a doenga parasitaria mais
séria da América Latina, uma vez que os triatomineos se adaptam em ambientes
domésticos e os mesmos mostram alta capacidade de transmissdo do
parasito.[13]

O parasito Trypanosoma cruzi, causados da doenca de Chagas, tem
sido encontrado em regides nao endémicas (Figura 1.2) como na América do
Norte, Europa, Australia e Japdo. [14] A migracdo tem sido considerada uma
das principais causas para disseminagdo da doenga de Chagas para as regides
ndo endémicas. Durantes os anos 60 e 80 a agitagdo politica e a estagnagao
econdmica levou a emigracao de latino-americanos para paises desenvolvidos. O
destino mais frequente foi os Estados Unidos, porem também ocorreu emigragao

para Australia e Canada. [15]
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Figura 1.2. Distribui¢do geografica de casos de doenga de Chagas fora das regidoes edémicas e
representacdo dos movimentos migratorios que levam essa doenga a diferentes regides do
planeta. [14]

O protozoario Trypanosoma cruzi, possui um ciclo de vida que
envolve dois hospedeiros intermediarios e quatro estdgio de desenvolvimento
diferentes. [16] Seu ciclo de vida (Figura 1.3) [17] inicia-se quando a forma
tripomastigota € ingerida pelo inseto (conhecido no Brasil como barbeiro), onde
se transforma na forma epimastigota, que no intestino do parasito se desenvolve
novamente para a forma tripomastigota.[18, 19]

O homem ¢ infectado quando o barbeiro elimina suas fezes
contendo os tripomastigotas metaciclicos que ¢ a forma infectante e pode
penetrar através das mucosas. ApOs a penetracdo, o tripomastigota metaciclico
invade células alvo e perde flagelo, se transformando na forma amastigota.
Neste estadgio os amastigotas multiplicam-se por divisdo binaria até que a célula
infectada se torne repleta das mesmas. Entdo os amastigotas transformam-se
novamente em tripomastigotas. Ocorre o rompimento da célula alvo, liberando
os tripomastigotas que irdo infectar uma nova célula alvo, disseminando-se por

todo o organismo através da circulagdo sanguinea e linfatica. [20]
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Figura 1.3. Ciclo de vida do parasito 7. cruzi. [17, 21]

As formas de contaminagdo incluem transfusdo sanguinea,
transplante de oOrgdos e medula Ossea, picada do inseto vetor, transmissdao
vertical materno-fetal, e recentemente foram relatados casos de transmissao
alimentar, onde o inseto se encontrava macerado em meio a alimentos. [22]

A doenca de Chagas apresenta duas fases: aguda e cronica. [23] A
fase aguda tem duragdo de cerca de 2 meses e se inicia de 6 a 10 dias apds a
contaminacdo. Geralmente, a fase aguda da doenca apresenta manifestacdes
clinicas discretas, principalmente em adultos. Muitas vezes, a fase aguda passa
despercebida, com sintomas tipicos do mal-estar geral observado em outras
infecgdes. Quando ocorre a manifestagdo de uma fase aguda cléassica, os
sintomas sdo inflama¢do na regido da infecgdo, inchago das palpebras, quadro
febril e outras manifestagdes clinicas como miocardite, alteragdes
eletrocardiograficas, linfadenopatia e hepatoesplenomegalia. [24] A fase aguda

sintomatica ocorre principalmente em criangas antes dos 15 anos, e podendo
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levar a morte devido a complicacdes relacionadas a insuficiéncia cardiaca e
meningoencefalite que € um processo inflamatorio que envolve o cérebro. [25,
26]

Apos a fase aguda ocorre uma fase indeterminada, assintomaética,
em que 70-85% das pessoas contaminadas pela doenga de Chagas permanecem
nesta fase pelo resto de suas vidas. Porém 15-30% dos pacientes desenvolvem
lesdes de oOrgdos, produzindo as formas cardiaca, digestiva, nervosa, que sao
manifestacoes da fase cronica da doenga, que ocorre em torno de 10-25 anos
apos a infeccdo inicial. Os principais sintomas sdo palpitagdes, tonturas,
arritmias, insuficiéncia cardiaca, podendo chegar ate mesmo a morte subita. [25,
26]

Varios anti-tripanossomatideos foram descobertos no inicio do
século passado, sendo desenvolvidos inicialmente para outras indicagdes
farmacologicas. Atualmente os farmacos utilizados no tratamento sdo o
benzonidazol e o nifurtimox (Figura 1.4), que apresentam eficdcia limitada a
fase aguda da doenca, apresentando ambos diversos efeitos indesejaveis, tais
como anorexia, perda de peso, mudancas psicologicas, excitabilidade, tremores
musculares, sonoléncia, alucinagdes, nausea, vomito, dor abdominal, diarreia e
convulsoes. [27, 28] O nifurtimox nao ¢ mais comercializado no Brasil. Além do

aparecimento destes efeitos indesejaveis, ocorre o aumento de cepas resistentes
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Figura 1.4. Estruturas quimicas dos fArmacos utilizados no tratamento da doenca de Chagas.



O mecanismo de a¢do proposto para estes dois farmacos ¢ através
da formagdo de radicais livres e/ou metabolitos eletrofilicos. O grupo nitro de
ambos os farmacos ¢ reduzido a um grupo amino pela acdo de nitrorredutases,
com a formacdo de varios radicais livres intermediarios e metabolitos
eletrofilicos.[30, 31]

Apesar da existéncia de alguns estudos na area, ndo ha registro de
nenhum novo farmaco para o tratamento da doenca de Chagas. Dessa forma, a
busca por novas moléculas bioativas para o tratamento desta doenca ¢ de

fundamental importancia.

1.3 Via Glicolitica

Uma abordagem promissora para realizar essa tarefa ¢ a inibicao
seletiva das enzimas que participam da via glicolitica do parasita, uma vez que
os tripanossomatideos sdao altamente dependentes da glicdlise para produgao de
ATP. [32] Nos tripanossomatideos a glicdlise ocorre em uma organela
especializada chamada glicossomo. No glicossomo estdo presentes sete das dez
enzimas que participam da conversao da glicose em piruvato: hexoquinase
(HK), glicose 6-fosfato-isomerase; 6-fosfofrutoquinase (PYK), 1,6-difosfato
aldolase (ALD), triosefosfato isomerase (TIM), gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) e a fosfoglicerato quinase (PGK). [33]

Bakker et. al. (1999) identificaram os alvos mais promissores para
o desenvolvimento de farmacos tripanossomicidas. Para tanto, foram utilizados
modelos matematicos para calcular quais as etapas da glicolise precisam ser
menos inibidas para induzir a inibi¢do de certa quantidade do fluxo glicolitico.
[34] A Tabela 1.1 reporta a porcentagem em que cada enzima da glicolise
precisa ser inibida para que o fluxo glicolitico diminua em 50%.

A enzima Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase exerce papel
significativo no controle do fluxo glicolitico. A inibi¢do dessa enzima em 84%

provoca a redugdo do fluxo glicolitico em 50%. Outro ponto importante € que
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um modelo elaborado da glicolise em eritrocitos humanos mostrou que uma
deficiéncia de 95% das enzimas ALD, PGK e GAPDH nao provoca nenhum

sintoma clinico. [34]

Tabela 1.1. Enzimas envolvidas no controle da glicélise, cuja inibi¢ao leva a uma reducdo de
50% do fluxo glicolitico.

Enzimas* Inibicao necessaria (%)
Transporte de glicose 51
ALD 76
GDH 83
GAPDH 84
PGK 85
HK 93
PFK 93
PYK 97

*ALD, frutose-1,6-difosfato aldolase; GDH, glicerol-3-fosfato desidrogenase; GAPDH,
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; PGK, 3-fosfoglicerato quinase; HK, hexoquinase;
PFK, 6-fosfofrutoquinase; PYK, piruvato quinase.

Estudos realizados por Engel et. al.(1987) mostraram que uma
cultura da forma amastigota do 7. cruzi possui um metabolismo essencialmente
glicolitico, e que a mesma adquire a habilidade de oxidar substratos, tais como
aminoacidos, somente apds a diferenciacao para a forma epimastigota.[35] Essa
forte dependéncia dos tripanossomatideos pela via glicolitica para a obtengado de
energia explica o motivo pelo qual as enzimas desta via se tornaram alvos

promissores na busca por novos farmacos para o tratamento da doenca de

Chagas.[33, 36]

1.4 Alvos Enzimaticos

Enzimas sao biocatalisadores, com eclevada seletividade e/ou

especificidade, propriedades que lhes permitem a realizacdo de uma grande
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variedade de processos bioquimicos. Sua especificidade ¢ baseada nas
interacdes entre a molécula do substrato/inibidor e o sitio ativo da enzima,
interagdes estas que podem ocorrer através de ligagdes de hidrogénio, interagdes
de van der Waals e interagdes eletrostaticas. [37]

As enzimas, devido ao seu papel essencial em vias bioquimicas
associadas a doencas e disfun¢des humanas sdo alvos bioldgicos de extrema
importancia para o desenvolvimento de novos farmacos. Essa importancia das
enzimas no tratamento de doencas e no processo de descoberta de farmacos
pode ser demonstrada pelo nlimero de farmacos em uso clinico que atuam como

inibidores enzimaticos. [9, 37]

1.4.1 Gliceraldeido-3-Fosfato-Desidrogenase (GAPDH)

Estudos recentes tém permitido a identificagdo de alvos potenciais
em 7. cruzi, dentre estes alvos encontra-se a enzima Gliceraldeido-3-Fosfato
desidrogenase (GAPDH).

A GAPDH ¢ uma enzima que catalisa a reagdo que corresponde a
sexta etapa da via glicolitica, convertendo gliceraldeido-3-fosfato (G3P) em 1,3-
bifosfoglicerato (1,3-BPG) e concomitantemente reduzindo NAD" a NADH
(Figura 1.5). Esta enzima ¢ um homotetraimero com massa molecular de
aproximadamente 156 kDa. Cada uma de suas subunidades ¢ constituida de dois

dominios — o dominio de ligagdo do NAD" e o dominio catalitico. [38]
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Figura 1.5. Representacao esquematica da reacdo catalisada pela enzima GAPDH.
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O mecanismo da reacdo da GAPDH (Figura 1.6) ocorre no seu sitio
ativo e envolve o ataque nucleofilico da cisteina catalitica (Cys166) através do
seu grupo sulfidrila (—SH), ao carbono carbonilico do G3P formando um
intermedidrio tetraédrico hemitioacetal. A His194 ¢ outro residuo que participa
diretamente da catalise e atua como uma base responsavel por ativar a Cys166 e
assim facilitando a forma¢ao do intermedidrio tetraédrico. Este intermediario ¢
decomposto pela transferéncia de um hidreto (H) para o cofator NAD",
formando um tioéster altamente energético. Por fim, ocorre a fosforilagao deste
ultimo que se da pelo ataque nucleofilico de um fosfato inorginico e

subsequente liberagcdo do produto (1,3-BPQG) pela enzima. [39, 40]
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Figura 1.6. Esquematizacdo do mecanismo da reagdo da enzima GAPDH. (1) Formacdo do
complexo enzima-substrato. (2) Formagdo do intermediario hemitioacetal, facilitado pela
catalise acido-base promovida pela His194. (3) Formagdo do intermediario tioéster pela
reducio do NAD" a NADH. (4) Saida do NADH e posterior entrada de NAD" no sitio ativo
da GAPDH e ataque nucleofilico do fosfato inorganico ao grupo tioéster levando a (5)
liberagdo do produto 1,3-BPG. [41]
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Através da estrutura cristalografica da GAPDH de Trypanosoma
cruzi (Figura 1.7) que se encontra depositada no Protein Data Bank (PDB), [42]
pode-se observar que a estrutura apresenta diferengas estruturais importantes em
relacdo a enzima homologa de humanos, principalmente no dominio de ligagdo
do NAD" e no sitio catalitico, o que torna o estudo de inibidores desta enzima

bastante promissor.

CADEIA C
3

DOMINIO
CATALITICO

(a) (®)
Figura 1.7. Representacdo em fitas (a) das quatro cadeias da enzima GAPDH e (b) dos
dominios NAD" e catalitico. [18]

O dominio do NAD" compreende os residuos 1-150 na extremidade
N-terminal e os residuos 331-359 na extremidade C-terminal. Este dominio
contém uma al¢a formada pelos residuos 66-76, encontrada somente na familia
Trypanosomatidae. Ja& o dominio catalitico compreende os residuos 151-330,

incluindo os essenciais para a atividade catalitica, Cys166 e His194. [43]

1.5 Cinética Enzimatica

No planejamento de farmacos, receptores podem ser proteinas de
membrana, receptores hormonais, acidos desoxirribonucléico (DNA), enzimas,
entre outros. [2] Porém as enzimas sdo um tipo especial de receptor ja que
catalisam reagdes quimicas. Ao completar a reagdo catalitica a enzima libera o

produto e retorna a forma original. O processo ocorre em duas etapas, na
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primeira etapa a enzima (E) se combina com o substrato (S) para formar o
complexo ES, com constante de velocidade k;, sendo uma etapa reversivel. Em
seguida o complexo ES tem dois destinos possiveis, ele pode se dissociar a E ¢
S, com uma constante de velocidade k; ou pode prosseguir para formar o
produto P, com uma constante de velocidade k.

Uma explicagcdo qualitativa da dependéncia da velocidade de uma
reacao enzimadatica com relacdo a concentracdo de substrato e sua descri¢ao

esquematica, que segue abaixo, foi fornecida por Brown em 1902. [44]

k1 k>
E+S—ES—~E + P
k—1

Como a velocidade da reagdo (V) ¢ limitada pela etapa de
conversao do complexo [ES] em P, esta dependera da concentracdo da enzima
que interage com os substratos, € como k, ¢ a constante cinética da etapa lenta

da reacdo, [44] tem se que:
V =k, [ES] Equacao 1

onde k, ¢ denominado k., que por sua vez define o niumero de ciclos cataliticos
por unidade de tempo e por quantidade de enzima presente. Quando a enzima
encontra-se saturada, sob condicOes de estado estaciondrio, a reacdo atinge a
velocidade maxima (V). Essa velocidade ¢ atingida quando praticamente
todas as moléculas da enzima estiverem na forma de complexo ES, ou seja, [ES]
= [E]. Portanto, a velocidade maxima pode ser descrita quantitativamente como
a velocidade da reagcdo enzimatica quando a concentragdo de substrato se

aproxima do infinito, assim:
Vméx = kcat [E] Equac;éo 2

Em solucao contendo um excesso de substrato, a reacdo atinge o

estado estacionario e a concentragdo do complexo [ES] permanecera
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praticamente constante durante o decorrer do tempo. Em um estado estacionario,
as concentragdes dos intermediarios permanecem as mesmas, enquanto as dos
materiais iniciantes e dos produtos estdo variando. Isso ocorre devido ao fato de
as velocidades de formacdo e de degradacdo do complexo ES serem iguais.

Assim este estado pode ser descrito matematicamente da seguinte forma:
ki [E][S] = (k.1 + ky)[ES] Equacgdo 3
Dividimos ambos os lados por (k. + kj):

k4[E][S]
(k—1+ k2)

= [ES] Equagédo 4

A partir da Equacdo 4 ¢ obtida a constante de Michaelis Mentem
(Ku), que € a concentragdao de substrato necessaria para que a velocidade da
reagdo enzimatica seja igual a metade da velocidade méxima, ou seja, a
concentracdo de substrato necessdria para saturar metade dos sitios ativos da
enzima presente. Apesar de ser uma constante cinética € ndo termodindmica o
Ky pode ser usado como uma forma de mensurar a afinidade da enzima pelo
substrato. Quanto menor o valor da constante de Michaelis, maior ¢ a afinidade

entre enzima e substrato.

K_q+ ko
k4

= Ky Equagdo 5
Sendo Vinax — kz [E()]
[Eo] = [E] + [ES] Equacéo 6

Rearranjando as equacoes 2, 3, 4 ¢ 5 chegamos a Equagdo de Michaelis-Menten
(Equagdo 7), que ¢ a equagdo que descreve quantitativamente a cinética

enzimatica no estado estacionario
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Vmax [S] ~
V= — Equacao 7
K [5] auas

Esta equacdo nos fornece um grafico (Figura 1.8) que relaciona a velocidade de

uma reacao enzimatica em fun¢ao de diferentes concentragdes de substrato.

____________________________________ !
50 /
e Vmax
wm 404 7
-4 Ve Vmax
-]
1
3307
%] :
o :
S 20 i
o) :
= :
-] :
104 :
= /Km
0 : T T 1
0 50 100 150 200

Concentrag¢io do substrato

Figura 1.8. Representacdo de uma curva tipica de Michaelis-Menten.

No grafico acima se observa trés regides distintas, uma no inicio da
curva que apresenta comportamento linear como esperado de uma reagdo que se
processa mostrando comportamento cinético de pseudo-primeira ordem, na qual
a concentracdo do complexo ES ¢ diretamente proporcional a concentracao de
substrato; uma intermediaria que mostra dependéncia curvilinea de acordo com
a concentracao de substrato; e uma final na qual a concentragdo do complexo ES
deixa de depender da concentragdo de substrato, pois praticamente toda a
enzima presente faz parte do complexo ES. Assim, a adicdo de substrato nio
resulta em aumento da velocidade da reagdo, o que caracteriza uma reacdo que
apresenta comportamento cinético de ordem zero. [44]

Outro pardmetro cinético importante ¢ a eficiéncia catalitica
(ke Ky) que € razdo entre diferentes constantes cinéticas. Esse parametro
cinético geralmente ¢ utilizado para comparar a eficiéncia entre diferentes

enzimas ou a eficiéncia de uma enzima frente a diferentes substratos. Além
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disso, quando se comparam diferentes substratos de uma determinada enzima
frequentemente sdo vistas maiores diferencas nos valores de k., invés do valor
de K, uma vez que a especificidade entre substratos normalmente resulta de
diferencas em seus estados de transicdo e nao da interacdo dos mesmos com a
enzima. Portanto, a razao entre k.,/K, vem sendo considerada como a melhor

medida da especificidade de um substrato. [44]

1.6 Inibicao Enzimatica

Muitas doencas sdo causadas pela deficiéncia ou pelo excesso de
um metabolito especifico no organismo, devido a infec¢do por um organismo
estranho ou pelo crescimento de células mutantes. Se os metabolitos forem
normalizados, o organismo estranho ou as células mutantes podem ser
destruidos e a doenca tratada. Esses problemas se resolvem por meio da inibi¢ao
de uma enzima especifica. [45]

Usualmente quando a inibicdo da enzima ocorre, o substrato €
acumulado e os produtos metabolicos deixam de ser gerados ou sdo em menor
quantidade. Se uma célula tem uma deficiéncia de um substrato para a enzima
alvo e essa deficiéncia resulta em um estado patologico, entdo a inibicdo dessa
enzima pode impedir a degradagdo desse substrato aumentando sua
concentragao.

Inibidor enzimatico € uma substancia capaz de interagir com uma
enzima bloqueando parcialmente ou completamente sua atividade catalitica. A
capacidade de uma substancia inibir a catilise enzimatica depende
primeiramente da sua complementaridade em relagdo aos residuos do sitio
catalitico. [46]

Existem dois tipos de inibicdo enzimadtica, a irreversivel e a
reversivel. A inibicdo enzimatica irreversivel ocorre quando um inibidor leva a

inativagdo da enzima. Tipicamente isto ocorre devido a formagdo de uma
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ligagdo covalente entre a enzima e o inibidor, apesar de que alguns inibidores
irreversiveis podem interagir com o alvo enzimatico de forma tio forte que eles
se tornam ligados permanentemente. Na inibi¢do enzimadtica reversivel uma
molécula de inibidor se liga de forma reversivel a enzima, e com isso
apresentando altas velocidades de associacdo e dissociagdo. Os inibidores
enzimaticos reversiveis podem ser classificados como competitivos, nao

competitivos € incompetitivos.

1.6.1 Inibicao competitiva

Inibidor competitivo ¢ uma substiancia que compete diretamente
com o substrato pelo sitio de ligacio de uma enzima (Figura 1.9). Em geral,
assemelha-se estruturalmente ao substrato ou ao estado de transi¢ao da reacao.
Inibidor competitivo reduz a concentragdo da enzima livre disponivel para a
ligacdo do substrato, ja que o inibidor competitivo se liga apenas a enzima livre

¢ nao ao complexo enzima-substrato. [44, 47]

E+8 —— E3 ?

@

Figura 1.9. Representacdo esquematica da inibigdo competitiva. [41]

A competi¢do entre inibidor e substrato pela enzima livre tem o
efeito de aumentar a concentragdo de substrato requerida para que a reagdo

alcance metade da velocidade maxima. Assim, na inibi¢gdo competitiva observa-

17



se que a V. ndo ¢ alterada e K, ¢ aumentada. A equagao de Michaelis-Menten

para um inibidor competitivo ¢é

Vmax [S]
[S]+ KM(1+ %)

Vo = Equacgdo 8

Obtencio do K;

Na inibi¢do enzimatica reversivel, como hé intera¢do entre a enzima
e o ligante, entra o conceito da constante de dissociagdo Ky, que nesse caso €
referido como K;. O valor de K; pode ser determinado por varios métodos
experimentais. A forma mais simples de obten¢do do K; ¢ através da influéncia
do inibidor na atividade catalitica da enzima.

Além da determinag¢do da constante de inibi¢do associada a uma
enzima ¢ um inibidor, uma informacao relevante para estudos de inibi¢ao
enzimatica ¢ o mecanismo de inibicdo. Para tal tem sido descritos varios
métodos graficos que realizam essa tarefa de forma simples. Um deles ¢ o
grafico dos duplo-reciprocos ou de Lineweaver-Burk. Esse grafico relaciona os
valores do inverso da velocidade em funcdo do inverso da concentracao de
substrato. Quando essas retas sdo oriundas de ensaios enzimaticos realizados em
diferentes concentracdes de inibidor e sobrepostas ¢ possivel obter como
resultado um padrio caracteritico que informa a respeito do mecanismo de
inibicdo. Esse grafico pode ser obtido a partir do rearranjo da equacdo 3

resultando em:

1 —2Ev 1 ! Equagio 9

Vmax Vmax [S] Vmax

O grafico (Figura 1.10) dessa equagdo € linear, tem uma inclinacao
de a K,/ V,. uma intersec¢ao no eixo 1/[S] que corresponde a -1/K,;, € uma
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interseccdo no eixo 1/vy que tem como valor 1/ V,,. O grafico de duplo-
reciprocos para um inibidor competitivo em varias concentragdes de inibidor
tem intersec¢do em um mesmo valor de 1/ V. no eixo 1/vy, uma propriedade da
inibigdo competitiva.

A partir da determinacdo de valores de o em diferentes
concentracdes de inibidor para uma enzima de K,, conhecido, o valor de K; pode
ser calculado pela equacdo 9. A comparagdo dos valores de K; de inibidores
competitivos com diferentes estruturas pode fornecer informagdes sobre as
propriedades de ligag¢do do sitio ativo de uma enzima e, consequentemente, seu
mecanismo catalitico.

Os estudos de inibigdo competitiva sdo também utilizados para
determinar a afinidade de analogos do estado de transicao pelo sitio ativo de

uma enzima.

[I] aumenta

N

1/[5]

Figura 1.10. Grafico de Lineweaver-Burk de uma inibigdo competitiva. A intersec¢do com o
eixo Y ¢ constante e igual a 1/1V,,,,, mas a inclinagdo das retas (K3/V ..x) € a intersec¢do com
o eixo X (correspondente a -1/K),) se alteram com o aumento da [I]. [48]

1.6.2 Inibicao Nao-competitiva

Na inibigdo ndo-competitiva, o inibidor ndo ocupa o sitio ativo da

enzima, interagindo com outro sitio e assim ndo competindo com o substrato
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pelo sitio de ligacao (Figura 1.11). Assim, inibidores ndo-competitivos possuem

afinidade tanto pela enzima livre quanto pelo complexo ES. [44]

E+8 ES E+P
+ +
I I

e
of e
—

Figura 1.11. Representagdo esquematica da inibi¢cao ndo-competitiva. [41]

Na inibi¢do nao-competitiva o valor de V,,,, ¢ diminuido e o valor
de Kj; ndo ¢ alterado. A equacdo de Michaelis-Menten para um inibidor néo-
competitivo €

Vinax [S]

[S](1+%]i>+ KM(1+ %)

l

V= Equacao 10

O grafico dos duplo-reciprocos (Figura 1.12) para inibi¢do nao-
competitiva consiste de retas com uma inclinacdo igual a K,/V,. com
interseccao no eixo 1/[S]. Ao contrario da inibigdo competitiva, a inibigdo nao
competitiva ndo pode ser suplantada pelo aumento da concentracdo de substrato
1/vo de 1/Vax € intersecgdo no eixo 1/[S] de —1/K,,. As retas obtidas de ensaios

com diferentes valores de [I] cruzam-se a esquerda do eixo 1/v.
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Figura 1.12. Grafico Lineweaver-Burk de uma inibi¢do ndo-competitiva. Tanto a interseccao
com o eixo Y quanto a inclinagdo das retas (Kjs/ V) variam de acordo com a [I]. Todas as

retas interceptam o eixo X (correspondente a —1/K};) no mesmo ponto independente da [I].
[48]

1.6.3 Inibicao Incompetitiva

Na inibicdo incompetitiva, o inibidor se liga exclusivamente ao
complexo ES com baixa ou nenhuma afinidade pela enzima livre, como
mostrado na Figura 1.13. Neste tipo de inibicdo € necessario que primeiramente
se forme o complexo enzima-substrato, para que sé entdo o inibidor possa se

ligar ao complexo e assim inibir a reagdo enzimatica. [44]

E+53 = = E3 E+P
I
- @@
ESI ,“li@
=

Figura 1.13. Representagdo esquematica da inibi¢cao incompetitiva. [41]

Na inibi¢do incompetitiva ha o decréscimo dos valores de V.« € de
Ky . A equacdo de Michaelis-Menten para um inibidor incompetitivo ¢ alterada
por um fator de a.
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Vmax [S]

[S](1+a[+§i)+ Ky

V= Equacgao 11

O grafico de duplos reciprocos (Figura 1.14) consiste em um
conjunto de retas paralelas com inclinacdo K,,/V.. Essas retas interceptam o
eixo 1/vy e interseccdo em 1/[S] igual a —1/K,,. A inclinagdo das retas nao
depende da concentracdo do inibidor e proporciona a determinagdao de K/ Viax,

que por sua vez sdo afetados igualmente na presencga do inibidor.

[I] aumenta

" <

113)
€
Figura 1.14. Gréfico Lineweaver-Burk de uma inibi¢cdo incompetitiva. A diminui¢do do valor
de V.. € refletida através de diferentes interseccdes no eixo Y para concentragdes crescentes
de inibidor. A intersec¢dao com o eixo X também varia com a [I], fornecendo diferentes

valores do termo —1/K), evidenciando que o valor de K, também diminui para esse tipo de
inibicao. [48]

1.7 Calorimetria de Titulacao Isotérmica (ITC)

Todos os fendmenos biologicos, virtualmente, dependem do
reconhecimento molecular, sendo intramolecular quando um ligante interage
com uma macromolécula. A descri¢do das forcas que regem a formagao de
complexos bimoleculares tem enorme importancia na descoberta e
desenvolvimento de novos farmacos. Diferentes métodos podem ser utilizados

para descrigdao das interagdes complementares com orientagdo dos grupos que
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estdo interagindo. Varias técnicas experimentais podem ser usadas para estudar
os processos de interagdo ligante-receptor, como por exemplo, a calorimetria.

A calorimetria de titulagcdo isotérmica (ITC) mede a troca de calor
observada durante uma reacao e vem sendo utilizada atualmente para determinar
parametros termodinamicos e cinéticos. [49]

A ITC ¢ utilizada principalmente no estudo de interacdes ndo-
covalentes entre cadeias poliméricas, equilibrios de dissociacdo de aminoacidos
em diferentes estados de protonagdo, estudos termodinadmicos de detergentes e a
formagdao de micelas, interagdes entre macromoléculas e ligantes e estudos

cinético enzimaticos. [50]

1.7.1 Determinacido dos Parametros Cinéticos da Interacao

Enzima-Inibidor através de ITC

A maioria dos calorimetros de titulacao isotérmica sao baseados em
celas com sistema de retorno e mede os efeitos diferenciais do calor entre a cela
de referéncia (preenchida com tampao ou agua) e a cela de amostra (ou cela de
reacdo) e trabalha com base no sistema de compensagéo de calor. [51] E feito o
monitoramento constante da temperatura entre as duas celas e uma energia
constante (definida pelo usuario) € aplicada na cela de referéncia, a qual ativa o
circuito de retorno para aplicar uma quantidade de energia varidvel sobre a cela
de amostra para manter uma diferenga de temperatura entre as duas celas

proxima de zero (Figura 1.15). [52]
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Figura 1.15. Representacdo de um calorimetro de Titulagdo Isotérmica: (a) celas de referéncia
e amostra que sao mantidas na mesma temperatura no inicio do experimento. (b) Ao se iniciar
a titulagdo ocorre variagdo na temperatura da cela de amostra, levando a uma variagdo da
energia fornecida a esta cela, mantendo assim a diferenca de temperatura entre as celas iguais
a zero. Figura adaptada. [53]

Quando ocorre uma reacdo, a temperatura na cela de amostra ¢
alterada, levando a uma diferenca de calor entre as duas celas. O calorimetro
detecta essa diferenca e aplica uma energia na cela de amostra, ajustando a
temperatura ¢ mantendo a diferenca de calor entre as celas igual a zero. O sinal
observado num experimento calorimetro ¢ a energia fornecida a cela de amostra.

Atraveés da ITC ¢ possivel acompanhar a velocidade de reagdo em
sistemas enzimdaticos, uma vez que a energia produzida pela reagdo ¢
proporcional ao calor liberado pela mesma. Foi demonstrado por Todd e Gomez
[52] que a quantidade de energia ou poténcia térmica (E) produzida pela reacao
¢ proporcional ao calor (Q) trocado pelo sistema, seja exotérmico ou

endotérmico.

_ aQ <
E = T Equacao 12
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Uma reacdo quimica termodinamicamente favoravel ¢ espontanea
desde que se tenha uma diminuicdo da energia livre, que ¢ a soma dos termos
entalpico e entropico (AG = AH -TAS). Em condigdes de pressdo constante, o
componente entdlpico ¢ observado como calor. A quantidade de calor associado

na conversao de n moles de substrato em produto ¢ dada por
Q = nAHgp, = [PltotaiVAHgpp Equagdo 13

em que V € o volume de solugdo na cela de amostra, AH,,, ¢ a entalpia molar
aparente e [P] a concentragdo molar do produto. Uma vez que a poténcia térmica

¢ proporcional a taxa de produto gerado pela reacao, tem-se:

_ 40 _ 4]

E = rr e VAH Equagédo 14

Rearranjando a Equacdo 14, onde d/P//dt € igual a velocidade de formacao do

produto ou consumo do substrato:

dlP] 1 dQ

V= Equacao 15

onde dQ/dT ¢ o fluxo de calor determinado, v € a velocidade da reagao , Vo€ o
volume da cela e AH,,, ¢ a entalpia aparente da reacdo determinada
experimentalmente.

Sistemas enzimaticos que necessitam mais de um substrato, deve
ser realizada sob as condi¢des de pseudo-primeira ordem com relacao a um dos
substratos. Uma curva tipica da velocidade de reagdo através do uso da
calorimetria de titulagdo isotérmica ¢ demonstrada na Figura 1.16. Observa-se
um pico inicial logo apos a injecdo do substrato, neste caso endotérmico, € que

corresponde ao calor de diluicdo. A linha base se estabiliza numa poténcia
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térmica menor que a observada antes da inje¢ao (linha pontilhada). Isso se deve
ao fato de certa quantidade de calor ser gerada pela reagdo enzimatica e assim a
energia necessaria para manter o equilibrio entre as duas celas ¢ menor. A cada
inje¢do a linha base se estabiliza ¢ um nivel inferior. A quantidade de calor
gerada para cada concentragdo de substrato ¢ proporcional a velocidade de

reacao. [51]

L
ot
10 49, .
el
B ]

E 'l L
0 &5 10 15 20 25 30 35 40 45

Tempo (min)

Figura 1.16. Representagdo grafica de uma curva tipica da velocidade de uma reagdo obtida
no ITC: poténcia térmica versus o tempo. [51]

Os dados obtidos sdao ajustados graficamente a equagdo de
Michaelis-Menten através de uma regressdo nao linear. E entdo os parametros
cinéticos k., ¢ K, sdo determinados. A constante de inibi¢ao (K;) também pode
ser obtida através de experimentos calorimétricos. [54] E realizado um
experimento controle e determinadas as constantes de Michaelis-Menten, em
seguida realizado um experimento na presenca do inibidor ¢ os dados obtidos
sdo ajustados graficamente na equagdo correspondente ao tipo de inibi¢do, sendo

assim, determinada a constante de inibi¢ao (X;).
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1.8 Estudo Celular utilizando como organismo modelo a levedura

Saccharomyces cerevisiae

Muitos farmacos utilizados na terap€utica foram descobertos
durante ensaios experimentais ¢ mediante observagdes em seres vivos. Os
avancos no desenvolvimento de medicamentos baseiam-se em determinar as
alteragdes, tanto bioquimicas como celulares, que causam doengas, € no estudo
de compostos que possam prevenir ou corrigir essas anormalidades de modo
especifico. [55]

Os ensaios bioquimicos e celulares sdo geralmente usados no inicio
do processo de descoberta de moléculas bioativas, enquanto que estudos mais
complexos em o0rgdos € em animais sdo usados na fase de otimizacdo a fim de se
caracterizar as propriedades farmacologicas da molécula. [55]

A atividade de uma pequena molécula em um ensaio bioquimico
nem sempre se traduz na mesma atividade num contexto celular, devido a certas
caracteristicas como a permeabilidade da membrana e citotoxicidade. [56] As
células se constituem como a menor unidade vital no organismo em estudo,
portanto esta apresenta caracteristicas mais proximas do ser vivo. Esse sistema,
no entanto, possui uma complexidade muito maior que em estudos enzimaticos
que utilizam apenas uma macromolécula isolada. Dessa forma, torna-se mais
dificil estabelecer o mecanismo de acdo de uma nova molécula em ensaios
celulares, quando comparado com o estudo enzimatico. Portanto, observa-se que
os ensaios celulares e bioquimicos sdo complementares e devem ser aplicados
nas etapas iniciais de caracterizagdo da atividade farmacoldgica da molécula em
estudo.

Os ensaios baseados em células muitas vezes ndao tem a priori
nenhum conhecimento de um alvo molecular especifico. Em vez disso, eles
visam identificar moduladores de uma rota bioquimica na cé¢lula. Nesses

ensaios, diversas macromoléculas podem ser investigadas, dando oportunidade
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para multiplos potenciais pontos de intervengdo, em oposicdo a uma Unica
possibilidade predefinida como na abordagem bioquimica. O estudo baseado em
células permite a selecdo de compostos que sdo capazes de atravessar a
membrana celular e também pode fornecer indicios de citotoxicidade aguda, que

servira como um alerta para os estudos posteriores destes compostos. [56]

1.8.1 Saccharomyces cerevisiae

A célula ¢ a unidade estrutural e funcional basica de todos os
organismos vivos. E a menor entidade que exibe todas as caracteristicas da
vida. Organismos unicelulares que crescem rapidamente podem ser usados como
modelos que mimetizam algumas propriedades das células de mamiferos. O
Saccharomyces cerevisiae, uma levedura, ¢ um organismo unicelular com tais
caracteristicas, pois sua GAPDH possui elevada identidade (aproximadamente
63% de identidade na sequéncia primaria de aminoacidos) com a de humanos.
[57] Assim o S. cerevisiae se mostra como um excelente ponto de partida para a
analise de organismos eucariontes mais complexos.

O Saccharomyces cerevisiae ¢ uma levedura que se multiplica a
partir de brotamento e ¢ bastante utilizada desde os tempos antigos, em
panificacdo e cervejaria. [58] E um dos organismos eucariotos mais estudados
como modelo em biologia molecular e celular. Possui formato arredondado e
10-50 micrometros de diametro. [59]

As leveduras possuem duas formas de crescimento e sobrevivéncia:
haploides e diploides. O ciclo de vida haploide consiste em mitose, o
crescimento, e finalmente a morte, esta ultima mais rapida em condigdes
extremamente estressantes. Ja as células dipléides, apresentam uma maior
facilidade de replicacdo e isolamento, possuem um sistema genético bem
definido, e um sistema de transformag¢dao de DNA altamente versatil. Sendo elas
ndo patogénicas, permite uma facil manipula¢do, com baixo risco para o (a)
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pesquisador (a). [60] Devido a sua rapida multiplicacdo e facilidade de trabalho,

0 S. cerevisiae ¢ comumente usada em triagens de moléculas bioativas.

1.8.2 Ensaio Celular por Fluorimetria

O mecanismo fundamental de fluorescéncia ¢ a emissdo de fotons
quando a molécula excitada no estado singleto retorna ao estado fundamental. O
processo de emissdo e excitacdo no fenomeno de fluorescéncia ¢ muito radpido
com tempo de vida na ordem de nano segundo. Desta forma, ¢ possivel observar
facilmente fluorescéncia a temperatura ambiente e diretamente em solucao.[61]
Como a detecgdo da do sinal analitico ¢ dependente da quantificacdo da emissao
de um foton excitado, as maiores limitacoes do método advém da alteracao desta
como, por exemplo, da presenga de moléculas que irdo atuar como desativadoras
(“quencher”), quando ocorre decomposicdo do fluoréforo excitado
(“photobleaching”), ou entdo quando a amostra possui interferentes (ou outros
fluoroforos) que emitem no mesmo comprimento de onda. [62]

Uma variedade de métodos de deteccao pode ser utilizada em
ensaios celulares. Entre os quais para se ter medidas uniformes destacam-se
fluorescéncia, quimioluminescéncia e espectrofotometria (colorimetria,
ultravioleta, infravermelho). A detec¢do por fluorescéncia por meio de um
fluorimetro ¢ sem duvida a abordagem mais amplamente utilizada devido a
varios aspectos: alta sensibilidade, existéncia de diversos fluoroforos
disponiveis, facilidade de operagdo e varios modos de leitura. Como resultado, a
fluorescéncia tem sido aplicada para monitorar uma ampla gama de ensaios
biolodgicos, tais como pesquisa de dinamica e interagdes moleculares, atividades
enzimaticas, transducdao de sinal, a vitalidade das células e distribuicao de
moléculas, organelas ou células, etc. [56]

Os ensaios de fluorescéncia geralmente sdo divididos em duas

classes. A primeira classe engloba técnicas que macroscopicamente detectam a
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intensidade total de fluorescéncia, como fluorescéncia polarizada, transferéncia
ressonante de energia de fluorescéncia (FRET), fluorescéncia resolvida no
tempo, € combinacdo destas técnicas, como a polarizagdo de fluorescéncia
resolvida no tempo. A segunda classe de ensaios baseados em fluorescéncia
detecta fluorescéncia a partir de simples moléculas fluorescentes, tais como a
espectroscopia de correlagdo de fluorescéncia e a analise da distribuicdo da

intensidade de fluorescéncia. [56]

1.8.2.1 Ensaio celular utilizando o FUN-1

Muitas técnicas de fluorescéncia sdo empregadas para avaliar a
viabilidade e atividade de cé€lulas microbianas utilizadas nos estudos celulares
para a descoberta de moléculas bioativas € em biotecnologia. [63]

O tipo de célula em estudo ¢ um dos parametros que deve ser
analisado para escolher o tipo de fluoroforo e qual método devera ser aplicado.
Conforme dito anteriormente, a viabilidade celular ¢ um parametro importante
para detectar a resposta bioldgica e, neste caso, pode estar associada a atividade
toxica. O S. cerevisiae ¢ uma levedura que possui a enzima GAPDH com
elevada identidade a do ser humano e, assim, foi usada como modelo. Caso as
moléculas intbam a GAPDH do parasito 7. cruzi (e levem a sua morte) em uma
concentracao similar na levedura, teremos um indicativo da elevada citotoxidade
destas.

O ensaio fluorimétrico utilizando o FUN-1, obtido da empresa
Invitrogen pode ser realizado para determinar a presenca de células de leveduras
vivas e mortas de amostras em varios fluidos biologicos. [64]

O FUN-1 [10deto-2-cloro-4-(2,3-diidro-3-metil-(benzo-1,3-tiazol-2-
il)-metilideno)-1-fenilquinolina] [65] ¢ um corante fluorescente que pode ser
utilizado em estudos de leveduras e outros fungos a fim de se monitorar a

viabilidade celular e também ensaio de infecgdo flngica no contexto clinico.[66,
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67] Este fluoréforo apresenta o seguinte mecanismo: quando a membrana
plasmatica estd intacta a levedura internaliza o FUN-1, entdo o corante ¢ visto
como uma fluorescéncia citosolica verde difusa. O FUN-1 ¢ entdo transportado
para o vacuolo metabolicamente ativos em células do tipo selvagem e,
posteriormente ¢ compactado em estruturas cilindricas intravacuolares (CIVS)
vermelho fluorescente por uma via de transporte ainda desconhecida, como pode
ser visto na Figura 1.17. [68]

Este corante ¢ usado para determinar a viabilidade de leveduras, ja
que apenas células vivas formam CIVS. Células mortas ndo sdo capazes de
transportar o corante para o vacuolo e, portanto ndo formam CIVS

permanecendo o corante citosolico verde fluorescente. [69, 70]

Figura 1.17. Micrografia das células de S. cerevisiae depois de serem expostas ao corante.
Setas 1: células metabolicamente ativas; Seta 2: células metabolicamente inativa. [70]

Deve-se salientar que esse tipo de ensaio ndo ¢ capaz de identificar
o mecanismo de morte celular. Portanto, esses estudos podem ser

complementados com ensaios bioquimicos para a enzima isolada.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Identificar inibidores da GAPDH de T. cruzi seletivos a GAPDH de
humanos, e utilizar o S. cerevisiae como sistema modelo para a integra¢do dos

ensailos enzimaticos aos celulares.

2.2 Objetivos especificos

(1) Determinar a atividade/seletividade de compostos frente a TcGAPDH e
HsGAPDH no sitio do NAD" utilizando a ITC.
(11) Ensaios celulares por fluorimetria usando S. cerevisiae como modelo de agdo

bioldgica.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Ensaios cinéticos

Os reagentes D,L-gliceraldeido-3-fosfato (G3P ), tampao HEPES,
acido etilenodiamino tetra-acetico (EDTA), P-mercaptoetanol, arseniato de
sodio (NaHAsO,.7H,0), nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD") e o
dimetilsulféxido (DMSO), fosfatos de s6dio monobasico e dibasico e enzima
GAPDH de humanos, foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich.

A enzima GAPDH de T. cruzi foi obtida através de ensaio de
expressao e purificagdo por protocolo desenvolvido no grupo NEQUIMED - PN
em trabalhos anteriores. [71]

Os compostos Nequimedl135, Nequimedl136, Nequimedl37,
Nequimed138, Nequimed139, Nequimed140, Nequimedl41 e Nequimed142,
foram sintetizados pelo Laboratorio de Nucleosideos, Heterociclos e
Carboidratos — LNHC da Universidade Federal Fluminense (UFF), coordenado

pela Professora Dr.* Maria Cecilia Bastos Vieira de Souza.

3.1.2 Ensaios Celulares

Os reagentes dimetilsulfoxido (DMSO), tampao HEPES, acetato de
sodio, a glicose, foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich. O meio de cultura
Luria Broth (LB) foi adquirido da empresa Fermentas.

O composto FUN-1(R) foi adquirido da empresa Invitrogen.

O indculo contendo S. cerevisiae em agar Sabouraud fo1 adquirido

da Colegdo Brasileira de Micro-organismos de Ambiente e Indistria (CBMALI).
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3.2 Procedimento Experimental

Os experimentos de Calorimetria de Titulagdo Isotérmica (ITC)
foram realizados num calorimetro VP-ITC da Microcal (Northampton, MA).
Previamente ao inicio dos experimentos, a seringa ¢ a cela de amostra foram
lavadas com 500 mL de uma solugdo de agua e detergente e depois mais 500 mL
de 4gua ultrapura (Mili-Q).

A cela de referéncia foi preenchida com agua Mili-Q previamente
desgaseificada durante 5 minutos sob agitacdo constante no ThermoVac, que ¢
uma bomba de vacuo com controle de temperatura. Todas as solu¢des usadas na
cela de amostra e na seringa também foram desgaseificadas e simultaneamente
termostatizadas por 5 minutos a fim de se eliminar bolhas de ar, as quais
provocam ruidos no sinal obtido pelo aparelho. As solugdes foram
termostatizadas em uma temperatura menor que a temperatura experimental
(entre 0,5 e 2 °C) para evitar um longo periodo de estabilizacdo térmica entre as
celas de amostra e referéncia do calorimetro.

As celas de referéncia e amostra foram preenchidas com o auxilio
de uma seringa de 2,5 mL do tipo “gaslight” (Hamilton). A solucdo foi
lentamente injetada para evitar a formacao de bolhas. Ao fim da injecdo, foram
realizados movimentos em circulo e verticais com a seringa para retirar bolhas
pudessem ter sido formadas. Foi preparado 2 mL de solugdo para preenchimento
da cela de amostra, que apresenta um volume de 1,427 mL, sendo que o excesso
retirado apds o preenchimento da cela. A seringa que apresenta um volume de
284,21 uL foi preenchida lentamente e em seguida purgada duas vezes,
eliminando bolhas.

Ao inicio de cada experimento, ¢ necessario um tempo por volta
de 5 minutos para estabilizagdo da temperatura. Em seguida, comeca a
estabilizagdo da linha base que dura em torno de 15 minutos. Foi estabelecido
um tempo adicional de 60 s, ap6s a equilibragdo preliminar, para se gerar a linha
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base usada na analise. A velocidade dos experimentos foi de 307 rpm e a
temperatura de 25 °C.[72] A poténcia térmica (ucal s™) foi registrada como uma
funcdo do tempo. Os dados foram coletados pelo Software VPViwer a cada 2
segundos.

Os experimentos fluorimétricos foram conduzidos com um
fluorimetro Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader da empresa BioTec

Instruments, Inc. Os dados obtidos foram coletados pelo Gen5™™ Software.

3.2.1 Determinacdo dos parametros cinéticos da enzima

TcGAPDH

Os parametros cinéticos da enzima 7cGAPDH para o sitio do
NAD' foram determinados de acordo com protocolo ja estabelecido no grupo
NEQUIMED- PN. [18] A seringa foi preenchida com NAD" 5 mM no tampao
HEPES (100 mM pH 8,0) e 5% de DMSO. A cela de amostra foi preenchida
com o mesmo tampao, NaHAsO, 30 mM, D,L-G3P 1mM, 5% de DMSO ¢ a
enzima 7cGAPDH 5 nM. O substrato foi titulado sobre a enzima através de 25
injegdes consecutivas de 2 pL., com intervalo entre elas de 90 segundos.

Os parametros cinéticos em relagdo ao substrato G3P também
foram determinados. Nesse caso a seringa foi preenchida com D,L-G3P 5 mM
no tampao HEPES 100 mM pH 8,0 e 5% de DMSO. A cela de amostra foi
preenchida com o mesmo tampao, NaHAsO, 30 mM, NAD" 1,5 mM, 5% de
DMSO e a enzima TcGAPDH 5 nM. O substrato foi titulado sobre a enzima
através de 25 inje¢des consecutivas de 4 ulL, com intervalo entre elas de 120

segundos.
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3.2.2 Ensaios de inibicao

Foram realizados os ensaios de inibi¢do preenchendo-se a cela de
amostra com o tampao HEPES 100 mM pH 8.0, NaHAsO, 30 mM, D,L-G3P
ImM, 5% de DMSO e a enzima 7cGAPDH 5 nM.

Antes de cada ensaio de inibi¢do foi realizado um experimento
controle. Em seguida, o ensaio de inibicdo foi realizado sob as mesmas
condi¢des do controle, o composto a ser testado foi adicionado conjuntamente
na cela de amostra contra a enzima em uma concentragdo de 50 uM. A seringa
foi preenchida com solugdo contendo NAD" 5,0 mM, no mesmo tampao da cela
de amostra e 5% de DMSO. Titulou-se o NAD" na solugdo contendo a enzima

através de 25 inje¢des com intervalos entre elas de 90 segundos.

3.2.3 Ensaio de seletividade dos compostos frente a HsGAPDH

Um ponto de fundamental importancia no estudo de inibidores de
enzimas essenciais para agentes causadores de doencas ¢ a sua seletividade.
Dessa forma os compostos foram testados contra a enzima GAPDH de humanos,
uma vez que o objetivo € que estas inibam a enzima GAPDH presente no
parasito, porém que ndo sejam inibidores da enzima GAPDH de humanos.

Primeiramente os pardmetros cinéticos da enzima HsGAPDH
foram determinados. A seringa foi preenchida com NAD' 5 mM no tampdio
HEPES (250 mM pH 8,0) e 5% de DMSO. A cela de amostra foi preenchida
com o mesmo tampao, NaHAsO, 30 mM, D,L-G3P 1mM, 5% de DMSO ¢ a
enzima HsGAPDH 0,5 nM. O substrato foi titulado sobre a enzima através de 25
injegdes consecutivas de 2 puL., com intervalo de 90 segundos entre elas.

A avaliagdo dos compostos frente a enzima HsGAPDH a fim de se
testar a sua seletividade, foi realizada preenchendo-se a seringa com NAD"

SmM no tampdo HEPES (250 mM; pH 8,0) ¢ 5% de DMSO. A cela foi
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preenchida com o mesmo tampao, NaHAsO, 30mM, G3P 1 mM, a enzima
HsGAPDH 0,5 nM e os compostos diluidos em DMSO numa concentragao de
50 uM. Titulou-se a enzima através de 25 injecoes de 3 puL, com intervalos entre
elas de 90 segundos. Foi realizado um experimento controle na auséncia de
inibidor antes de cada ensaio de inibi¢do seguindo o mesmo protocolo ja

descrito.
3.2.4 Analise dos dados

Todos os experimentos nesse trabalho foram realizados ao menos
em duplicata. Os dados referentes a concentragdo do substrato [S], ¢ a
velocidade da reagdo, (v), foram obtidos usando o programa Origin 7.0 [73] no
modo “Ensaio Enzimatico” desse programa de acordo com o “método 2:
somente substrato”. Esse método ¢ usado quando o experimento ¢ realizado
através de maltiplas injecdes. Os dados obtidos foram exportados do programa
Origin 7.0 para o programa SigmaPlot 10.0.1 e as constantes cinéticas
determinadas a partir do ajuste nao-linear dos minimos quadrados a equagao de

Michaelis-Menten.

3.2.5 Ensaio Celular

3.2.5.1  Preparacao do Meio

Para o crescimento das células foi necessaria a preparagao do meio
de cultura Luria Broth suplementado com 2% de glicose, além de um tampao.
Inicialmente, diferentes condigdes tamponantes (pH entre 4,0 e 7,0) foram
testadas para o meio, sendo que houve uma variacdo no seu pH 6,0 ¢ 7,0. A
concentracdo do tampdo também foi otimizada para que houvesse a manutencao
de seu efeito ao longo de todo o experimento. A melhor condicao foi obtida para

o tampao acetato 10 mM em pH 5,0. Esta solugdo foi filtrada e em seguida
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autoclavada nas condi¢des especificas para esterilizagdo, com a pressao de 1 atm

durante 20 minutos.

3.2.5.2 Crescimento das Células

As células foram reconstituidas a partir de uma aliquota
armazenada a -86°C, usando 25 mL do meio de cultura. Essa solu¢ao foi
mantida sob agitacdo (220 rpm) a 37°C, conforme observado anteriormente.[74]
Houve o acompanhamento do crescimento das células a cada 2 horas até que
fosse atingido o patamar de estabiliza¢do da cultura que ocorreu por volta de 60
h. Este acompanhamento se deu pela leitura de sua absorbancia a 700 nm, além

da contagem de células com o auxilio da cAmara de Neubauer.

3.2.5.3 Determinacao da concentracao do FUN-1

Para o ensaio dos compostos através da espectroscopia de
fluorescéncia foi necessaria a determinagdo da concentragdo de FUN-1 a ser
utilizada, de acordo com o protocolo estabelecido pela Invitrogen/Molecular
probes [64] a seguir:

1. Preparou-se o tampao que iria ser utilizado nos ensaios: Na-
HEPES pH 7,2, contendo 2% de Glicose (solu¢ao GH).

2. Centrifugou-se aproximadamente 10’ células/mL™" de células
por 5 minutos a 10000 rpm Em seguida as cé€lulas foram ressuspensas com a
solugdo estéril GH, produzindo uma concentra¢do com 1 x 107 células/mL".

Adicionou-se 200 mL de 4gua para todos os pocos das linhas A e H,
e colunas 1 e 12 para evitar uma excessiva evaporacao de liquido dos pogos
mais proximos das bordas. Foi pipetado 100 uL. da solucdo contendo as células
nas linhas B a D, nas colunas 2 a 11. Nas linhas E a G ¢ colunas 2 a 11 fo1

adicionado 100 uL do tampao Na-HEPES. Por fim nas linhas B a G e colunas 2
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a 11 o FUN-1 foi adicionado num esquema de dilui¢do seriada de acordo com as
seguintes concentragdes: 60, 30, 20, 10, 5 e 2,5 uM. As linhas 8-11 foram
utilizadas como branco.

O ensaio foi realizado numa placa de 96 pogos (Figura 3.1), onde a
reacdo do FUN-1 com a célula foi acompanhada por fluorescéncia com a
excitagdo em 485 nm e emissdo 530 nm e 620 nm. O experimento foi
acompanhado durante 2 horas, com intervalo de 10 minutos entre cada leitura,

mantendo-se temperatura a 37°C.

Figura 3.1.Representacdo da placa de 96 pocos para ensaio de determinacdo da concentracio
de FUN-1. Regido em verde = 4gua; Regido em vermelho = célula + FUN-1; Regido em
amarelo: tampdo + FUN-1, Regido em azul: célula e tampao (corresponde ao branco).

3.2.5.4 Ensaio dos inibidores da GAPDH na Saccharomyces
cerevisiae

ApOs a determinagdo da concentracdo do FUN-1 e porcentagem de
DMSO, realizou-se o ensaio dos compostos contra a levedura. O composto foi
preparado numa solucdo de tampao Na-HEPES e DMSO, conforme as
condi¢des anteriormente obtidas. Pipetou-se 100 uL da solugdo contendo as
células nas linhas B a D, nas colunas 3 a 11. Nas linhas E a G e colunas 3 a 11
foi adicionado 100 puL do tampao Na-HEPES. Os compostos foram adicionados

nas linhas B a G e colunas 3 a 9 com uma concentragao de 500 uM. A coluna 10
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foi utilizada como branco da célula e FUN-1, enquanto que a coluna 11 foi
utilizada como branco da célula, FUN-1 e DMSO. O restante da placa foi

preenchido com 200 uL de agua.

3.2.5.5 Ensaio de dose-resposta do composto com atividade
contra a Saccharomyces cerevisiae

Foi realizado o estudo do composto ativo (Nequimed137) contra a
S. cerevisiae, obtido a partir de triagem inicial especificada no subitem anterior.
Pipetou-se 100 pL da solucao contendo as células nas linhas B a D, nas colunas
3 a 10. Nas linhas E a G e colunas 3 a 10 foi adicionado 100 uLL do tampdo Na-
HEPES. O composto foi adicionado nas linhas B a D, nas colunas 3 a 9 num
esquema de diluicdo seriada de acordo com as seguintes concentragoes: 500;
250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81 uM. O restante da placa foi preenchida com

agua.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Determinacio dos parametros cinéticos da enzima
TcGAPDH

Foram realizados estudos cinéticos da enzima 7cGAPDH em
funcdo do NAD'. Os resultados experimentais obtidos foram ajustados
graficamente sendo a equacdo de Michaelis-Menten e os pardmetros cinéticos
Vi € Ky obtidos por ajuste nao-linear. Na figura 4.1 ¢ demonstrado o ensaio

calorimétrico da enzima 7cGAPDH.
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Figura 4.1. (A) curva obtida no ensaio calorimétrico da enzima GAPDH. (B) Ajuste dos
dados a equagao de Michaelis-Menten.

ApOs a estabilizagdo da linha base, verifica-se uma inflexdo desta
até a sua nova estabilizagdo em um nivel inferior. Esse decréscimo da poténcia
térmica fornecida pelo instrumento indica que a reagcdo de conversdo substrato
em produto ¢ exotérmica. Esse processo ¢ repetido nas proximas injecoes, ate
que a enzima fique totalmente saturada com o substrato (a partir da 16* injecao).

Os valores de Vpiu, Ky € k. da enzima TcGAPDH foram

calculados e se encontram na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1. Constantes cinéticas calculadas para a enzima 7cGAPDH em relagdo o cofator
NAD"

Parametros Valores 95% Intervalo de confianca
Vmax (WM s7) 0,24 + 0,01 0,23 20,27
Ky (uM) 40,14 + 3,13 33,90 a 46,39
Keat (s7) 51,37 + 0,33
Keat/ Kpr (x 10% s M) 1,28
R’ 0,917
Sy.x* 0,011

*Desvio padrao dos residuos

Estudos anteriores [75] demonstraram que o valor de K, da enzima
diminui significamente na presenga de DMSO. Sendo o K, considerado a
medida da afinidade da enzima pelo substrato, pode-se sugerir que a afinidade
da enzima pelo substrato aumenta na presenca do co-solvente. Possivelmente o
co-solvente provoca uma expulsdo de moléculas de agua da superficie da
enzima proxima do sitio ativo, facilitando o encontro da enzima com o substrato.
Sendo assim, os parametros cinéticos do NAD" foram determinados na presenca

de 5% de DMSO.

4.2 Determinacao da constante e mecanismo de inibicao dos
compostos avaliados

Uma vez que os compostos testados (Figura 4.2) eram parecidos
com o NAD" a reagiio cinética foi realizada em relagdo a pseudo-primeira ordem
para este substrato. Além da determinagdo da constante de inibi¢do aparente
(K;"") também foi possivel determinar o mecanismo de inibi¢do das moléculas

que se apresentaram ativas contra a enzima 7cGAPDH.
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Figura 4.2. Estruturas das moléculas analogas ao Nad" testadas contra a enzima TcGAPDH,

As constantes de inibi¢do foram obtidas pelo ajuste ndo linear dos
dados experimentais no programa SigmaPlot 10,0, no modo ‘“andlise cinética
enzimatica”.

Foi realizado o ensaio cinético de oitos moléculas, sendo todas
ativas e apresentaram mecanismos de inibigdo competitivos em relacdo ao
NAD". Inibidores dessa classe se ligam exclusivamente a enzima livre e
competem com o substrato pelo sitio ativo da enzima. Dessa forma, a enzima se

liga ao substrato ou ao inibidor. Assim, para que a reacdo alcance metade da
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velocidade maxima tem ter um aumento da concentragdo de substrato, o que
leva a um aumento no valor de K, [48] Os resultados obtidos estdo de acordo

com essa afirmacao, ja que para todos os compostos que estao listados na Tabela

4.2 o valor de K;; aumentou na presenca deles.

Tabela 4.2. Valores de K;/””, K3; e mecanismo de inibicdo.

Compostos Ky (uM) K" (uM) Mecanismo
NEQUIMEDI3S :29,697852%375* 15,98 + 1,27 Competitivo
NEQUIMED137 (‘3‘323‘1‘ N gfﬁ) 17,10 + 1,00 Competitivo
NEQUIMED142 (‘3‘322? . fg% 18,67 + 0,96 Competitivo
NEQUIMED139 (23?; . ?32) 29,53+ 1,31 Competitivo
NEQUIMED140 (gg‘g . 52% 32,27 £ 0,99 Competitivo
NEQUIMED141 (‘313? ; i ? zég) 57,61+ 3,84 Competitivo
NEQUIMED138 (g;ﬁ’ . 3:;;) 59,49 +2.27 Competitivo
NEQUIMED136 (ggzzj . (7)21;2) 91,25+ 10,17 Competitivo

Kw (uM)
NAD" 40,14+ 3,13

*Qs valores entre parénteses foram obtidos na auséncia de inibidor

Os parametros estatisticos dos dados referentes a Tabela 4.2 estao
descritos na Tabela 4.3.

Tabela 4.3. ParAmetros estatisticos dos ajustes dos estudos experimentais.

AICc* R? Soma dos Sy.x" Valor

Quadrados teste p°
NEQUIMED135 -1.010,61 0,92 0,12 2,94 x 107 < 0,001
NEQUIMED137 -1.111,48 0,96 0,06 2,07 x 107 <0,001
NEQUIMED142 -1.160,74 0,96 0,04 2,00x 107 <0,001
NEQUIMED139 -1.348,52 0,97 0,01 9,09x 107 <0,001
NEQUIMED140 -1.517,80 0,99 0,003 5,05x 107 <0,001
NEQUIMED141 -1.298,13 0,95 0,01 1,08 x 107 <0,500
NEQUIMED138 -1.506,56 0,98 0,004 525x 107 <0,001
NEQUIMED136 -1.264,34 0,92 0,02 1,20 x 107 <0,001

* Parametro relacionado ao ajuste do modelo aos dados experimentais. Quanto menor o valor, melhor o ajuste.
® Este pardmetro quantifica o tamanho dos residuos, e quanto menor o seu valor melhor seré o ajuste dos dados
na regressdo néo linear. © Quanto menor o valor de p, melhor o ajuste do modelo estatistico.
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Outra caracteristica da inibigao competitiva fica evidente na analise

do grafico de Michaelis-Menten (Figura 4.3): a velocidade maxima nao se altera

na presenca de um inibidor competitivo, como pode ser observado nos graficos

dos compostos que se encontram abaixo.
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Figura 4.3. Ajuste dos dados a curva de Michaelis-Menten para os inibidores que atuam pelo
mecanismo de inibicdo competitivo contra a enzima 7cGAPDH no sitio do NAD+. Curva em
azul: experimento controle (I = 0), Curva em vermelho: concentra¢dao do inibidor igual a 50
uM.

Os compostos sio nucleosideos analogos ao cofator NAD' e
apresentaram K;*” variando aproximadamente de 16 a 92 uM, dentre os quais
cinco (Nequimedl135, Nequimedl137, Nequimedl42, Nequimedl39 e
Nequimed140) apresentaram uma afinidade maior que o proprio NAD' pela
enzima. Um fator importante a se observar € que aqueles compostos que
apresentavam substituintes com maior volume — grupos brometo (Br) e metoxi

(OMe) — foram os que apresentaram maior inibi¢do contra a enzima.
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4.3 Estudo da variacao da concentraciao dos inibidores da enzima
TcGAPDH

Para a confirmacdo do mecanismo de inibicdo dos compostos o
ensaio de inibigao foi repetido para diferentes concentracdes dos inibidores.
Através de um rearranjo matematico das curvas de Michaelis-Menten obtidas
experimentalmente, ¢ obtido o grafico de duplo-reciproco de Lineweaver-Burk
para tais compostos.

Na Figura 4.4 estdo os graficos obtidos para os compostos que

tiveram sua concentracao variada.
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Figura 4.4. Ajuste dos dados a curva de Michaelis-Menten e Lineweaver-Burk para os
inibidores que atuam pelo mecanismo de inibi¢do competitivo contra a enzima 7cGAPDH no
sitio do NAD+. Curva em azul: experimento controle (I = 0); Curva em vermelho:
concentragdo do inibidor igual a 50 uM; Curva em verde : concentracdo do inibidor igual a
100 uM.

Os parametros estatisticos dos ajustes referentes aos estudos

experimentais representados na Figura 4.4 encontram-se na Tabela 4.4.
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Tabela 4.4. ParAmetros estatisticos dos ajustes dos estudos experimentais.

e wo gl g S
NEQUIMED142 -1.065,42 0,95 0,08 2,43 x 10 < 0,001
NEQUIMED136 -1.316,03 0,95 0,01 1,02 x 107 <0,001
NEQUIMED138 -1.206,54 0,91 0,03 1,49 x 10 < 0,001
NEQUIMED139 -1.148,86 0,93 0,04 1,82 x 107 <0,500

# Parametro relacionado ao ajuste do modelo aos dados experimentais. Quanto menor o valor, melhor o ajuste.
® Este pardmetro quantifica o tamanho dos residuos, e quanto menor o seu valor melhor seré o ajuste dos dados
na regressdo ndo linear. © Quanto menor o valor de p, melhor o ajuste do modelo estatistico.

O ajuste matematico das curvas de Michaelis-Menten para o grafico
de Lineweaver-Burk nos sugere que os inibidores demonstraram ser
competitivos. Porém, observa-se que as curvas ndo se ajustam completamente ao
modelo teorico. A fim de se estudar este comportamento foi realizado um ajuste
para o grafico de Eadie-Hofstee (Figura 4.5). O grafico de Eadie-Hofstee
relaciona a velocidade da reagdo enzimatica pela razdo entre a velocidade e a
concentracdo de substrato.[76] Para uma enzima que apresenta comportamento
cinético do tipo Michaelis-Menten ¢ esperado que seja formada uma reta com
inclinagdo igual a -K);, com intersec¢dao nos eixos X € y iguais a Viyax/Ky € Vinaxo

respectivamente, como mostrado na Figura 4.5a.
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Figura 4.5. Ajuste de Eadie-Hofstee do Nequimed136
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Pelo fato da GAPDH utilizar um substrato e um cofator para a
catalise, um modelo cinético “Michaeliano” se torna possivel apenas quando
uma dessas espécies esteja em altas concentracdes, de forma que a reagdo se
processe seguindo cinética de pseudo-primeira ordem. Dessa forma, por
limitagcdes do modelo cinético de pseudo-primeira ordem para a GAPDH, foi
observado desvios da linearidade no grafico de Eadie-Hofstee quando houve
variagdo das concentracdes dos inibidores. Isso sugere que o substrato ou o
cofator interfere na ligagdo do outro com a enzima, o que leva ao fendmeno de
cooperatividade. Para comprovagdo deste mecanismo cinético € necessario um
estudo mais detalhado a respeito do mecanismo de catalise da enzima, bem
como a interagdo entre 0 NAD" e o G3P.

Observando os graficos da Figura 4.4 e os dados da Tabela 4.5
nota-se um efeito de cooperatividade positiva sobre a cinética de reacdo enzima-

catalisada. A inclusao de inibidor aumenta o efeito de cooperatividade.

Tabela 4.5. Parametros do estudo de cooperatividade do composto Nequimed136

Intervalo

Nequimed136 Vi Interi\:alo de h de K; Interi\:alo de
confianca confianca (uM) confianca
24 + 24a0.2 1,13+ 1 1,1 +
0 uM %’,003 0.2420.25 (’),32 082 1,18 51’,9170 49,70 a 66,23
0,20+ 0,16a0,25 1,31 + 0,79a1,83 147,1 £ 0,0a379,8
S0 uM 0,02 0,25 115.4
100 uM 0,17+ 0,17a0,17 1,43 + 1,38a 1,48 276,8+ 233,4a320,2
0,001 0,02 21,55

# Coeficiente de Hill

Os parametros estatisticos dos ajustes referentes aos estudos

representados na Tabela 4.5 encontram-se na Tabela 4.6.

Tabela 4.6. ParAmetros estatisticos dos ajustes dos estudos experimentais.

. Graus de Soma dos
Nequimed136 Liberdade R’ Quadrados Sy-x
0 pM 45 0,99 1,54 x 10™ 1,15x 107
50 pM 45 0,86 1,20 x 10 1,62 x 10
100 uM 45 0,99 7,16 x 107 1,26 x 107
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Considerando-se os resultados acima e o fato de que a GAPDH tem
subunidades cooperativas que podem influenciar no mecanismo de agao, €
possivel que o grafico da velocidade como fun¢do da concentragdo do substrato
seja sigmoidal. Os dados mostrados na Tabela 4.5 sugerem que o coeficiente de
Hill ¢ maior que 1 e uma cooperatividade positiva do substrato pode ser
observada. A Figura 4.6 mostra o ajuste ndo linear. Embora esse efeito explique
um pequeno desvio da cinética de Michaelis-Menten, o efeito ¢ aumentado
quando ha inclusdo de inibidor, com aumento subsequente por aumento de sua
concentragao.

Na cooperatividade positiva do substrato, a interagdo do primeiro
substrato no primeiro sitio ativo estimula a forma ativa da enzima e promove a
interag¢do do segundo substrato (hyparenee = hy = 1,13). Claramente, a presenga de
mnibidor diminui a atividade da enzima e aumenta o valor de K; aumentando a
cooperatividade (hy = 1,31 e 1,43). Estes efeitos moderados de cooperatividade
embora bem modelados, ndo resultam em valores de hy representativos do
numero de sitios de interagdo. Isto ¢ provavel por for¢a da condi¢cdo de estado
estacionario aplicada nos experimentos realizados neste trabalho, j4 que esse
sistema nao satisfaz o requerimento de rapido equilibrio apropriado para a

analise de Hill.
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Figura 4.6. Ajuste ndo linear do composto Nequimed136
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4.4 Estudo da inibicao dos compostos frente ao G3P

A enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase possui dois sitios, o
sitio do cofator NAD' e o sitio de ligagdo do G3P. Com a finalidade de
determinar de forma inequivoca o mecanismo de inibi¢ao e de avaliar a inibi¢ao
enzimatica desses compostos em outro sitio da enzima, os compostos foram
testados contra o sitio do G3P. Para tal os parametros cinéticos do G3P foram

determinados como mostrado na tabela a seguir:

Tabela 4.7. Constantes cinéticas para a enzima 7cGAPDH em relagdo ao substrato G3P

Parametros Valores 95% Intervalo de confianca
Vmax (WM s7) 0,63+6,51x 107 0,62 a 0,64
Ky (uM) 34,10+ 1,23 31,63 a 36,57
Keat 57) 146 + 0,61
Keat/ Kar (x 10° s M 4,28
R’ 0,986
Sy.x* 0,011

*Desvio padrao dos residuos

Foi realizado o ensaio cinético de quatro moléculas, sendo todas
ativas e apresentaram mecanismos de inibicdo ndo-competitivos em relacdo ao
G3P. Inibidores dessa classe se ligam tanto a enzima livre quanto ao complexo
ES e ndo competem com o substrato pelo sitio ativo da enzima. Os resultados

para este estudo se encontram na Figura 4.7 abaixo.
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Figura 4.7. Ajuste dos dados a curva de Michaelis-Menten para os inibidores que atuam pelo
mecanismo de inibi¢do ndo-competitivo contra a enzima 7cGAPDH no sitio do G3P. Curva
em azul: experimento controle (I = 0); Curva em vermelho: concentracdo do inibidor igual a
50 uM.

Os quatro compostos testados apresentaram mecanismo de inibicao
nao-competitivo nos ensaios contra o sitio do G3P, o que € mais uma prova de
que eles interagem competitivamente com o NAD'. Apresentaram um K,**
variando de 105 a 486 uM. Os parametros estatisticos dos ajustes representados
na Figura 4.7 e o valor da constante de inibi¢do aparente (K*”) encontram-se na

Tabela 4.8.
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Tabela 4.8. Pardmetros estatisticos dos ajustes do estudos experimentais e os valores de
K"P(em pM) das substancias testadas contra a TcGAPDH no sitio de ligagdo do G3P.

. Soma dos »  Valor K" Intervalo de
2

AlCe R Quadrados SYX" teste p___ (M) Confian¢a
150,94 + 131,52 a

NEQUIMED135  -629,492 0,93 0,12 0,04  <0,001 3.62 170,36

NEQUIMED138  -591,277 0,93 0,07 002 <0001 0% e

3,39 1118

485,97 + 406,91 a

NEQUIMED136 -736,035 0,97 0,04 0,02 <0,001 39.81 565.0
305,44+  245,05a

NEQUIMED142  -608,767 0,91 0,15 0,04  <0,001 30,41 365,84

*Parametro relacionado ao ajuste do modelo aos dados experimentais. Quanto menor o valor, melhor o ajuste.
b A . . L

Este parametro quantifica o tamanho dos residuos, e quanto menor o seu valor melhor sera o ajuste dos dados
na regressdo ndo linear. © Quanto menor o valor de p, melhor o ajuste do modelo estatistico.

4.5 Determinaciio da eficiéncia do ligante

A eficiéncia do ligante tem se mostrado como um parametro
importante na descoberta de farmacos. Esse parametro pode ser utilizado para
determinar a qualidade dos ligantes obtidos no ensaio inicial. Hopkins[77]

definiu a eficiéncia do ligante como:

AG RTInK —RTInIC N
LE= —— = — S = Equacdo 15
HAC HAC HAC

onde AG ¢ a energia de interacdo do ligante por uma alvo especifico, HAC ¢ o
nimero de atomos pesados (diferentes de hidrogénio) e a constante de
dissociagcdo (K,;) pode ser substituida pelo valor de K;, como uma medida
aproximada da afinidade do ligante pelo alvo. Para um ligante ser considerado
vidvel, um bom valor de eficiéncia do ligante ¢ de aproximadamente 0,29 kcal
mol” atomo™. A Figura 4.8 ilustra como o conceito de eficiéncia do ligante esta
relacionado com as possibilidades de um determinado composto ser otimizado e
ao final possuir ndo so afinidade alvo, mas também caracteristicas fisico-
quimicas que permitam o ajuste fino de suas propriedades farmacocinéticas. [78]
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O valor de 0,29 kcal mol™ dtomo™ ¢é visto como a eficiéncia do ligante minima
necessaria para que um composto, depois de otimizado, possua uma
caracteristica farmaco-similar, e ¢ representado pela linha transversal que separa
as regioes de alta e baixa eficiéncia do ligante no grafico. Quanto mais préximo
da area de alta eficiéncia do ligante um determinado composto se localizar,
maior a possibilidade do mesmo ser otimizado. Assim, fragmentos moleculares
sdo geralmente mais promissores que moléculas similares a compostos lideres,
que por sua vez sao mais promissoras que a maioria das moléculas geralmente

encontradas através de ensaios em massa.

Farmacos

area de alta LE

-log (Ki#PP)

area de baixa LE

) L ) 1

10 20 30 40 50
Numero de atomos pesados

Figura 4.8. Evolucdo do ligante a composto-matriz partindo de diferentes espagos quimicos.
Figura adaptada.’

Para se tornar um candidato a composto-matriz, o ligante precisa ter
sua poténcia melhorada, isto ocorrendo quase sempre em paralelo com um
aumento da massa molecular. [79] Os ligantes que provem da técnica de HTS
apresentam uma extensa faixa de massas moleculares (250-600 Da) e
geralmente exibem afinidade na faixa de baixo uM até alto nM. [79] A
otimizacdo de um numero significativo desses ligantes dificilmente ird produzir
moléculas que se enquadram no espaco quimico definido pela regra dos cinco

de Lipinski [80], que estabeleceu alguns pardmetros estruturais relevantes -
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massa molecular menor que 500 Da, LogP menor que 5, namero de
grupamentos doadores de ligagdo hidrogénio menor que 5, nimero de
grupamentos aceitadores de ligagdo hidrogénio menor que 10 - para a predicao
tedrica do perfil de biodisponibilidade oral e ¢ utilizada como um guia
qualitativo para predizer se as moléculas apresentardo boa absorcdo e
permeabilidade.

Como os ligantes com caracteristicas de fragmentos moleculares
[81, 82] apresentam menor complexidade, ou seja, menor massa molecular sao
capazes de fazer interagdes mais especificas, podendo se ajustar com maior
facilidade no sitio do alvo. Assim, na otimizacao dessas moléculas, ndo so a
afinidade aumenta, mas também o perfil farmacocinético adequado ¢ mantido.
[80]

Na Tabela 4.9 sdao apresentados a eficiéncia do ligante, a massa
molecular e o numero de atomos pesados dos compostos em estudo.

Tabela 4.9. Eficiéncia do ligante dos inibidores da 7cGAPDH.

Compostos MM* HAC** K™ (M) LE*** (kcal mol’
atomo™)
NEQUIMED135 400,18 24 15,98 £ 1,27 0,27
NEQUIMED137 335,31 24 17,57 £ 1,08 0,27
NEQUIMED142 351,31 25 18,67 = 0,96 0,26
NEQUIMED139 400,18 24 29,53 + 1,31 0,26
NEQUIMED140 355,73 24 32,27 +£0,99 0,25
NEQUIMED141 335,31 24 57,61 £ 3,84 0,24
NEQUIMED138 351,31 25 59,49 £ 2,27 0,23
NEQUIMED136 355,73 24 91,25+ 10,17 0,23

*Massa Molecular; ** Numero de dtomos diferentes de hidrogénio; *** Eficiéncia do ligante

Os compostos estudados e que foram ativos contra TcGAPDH,
apresentam massa molecular em torno de 350Da e 25 atomos pesados. A
eficiéncia do ligante dos compostos é por volta de 0,27 kcal mol” dtomo™, ou
seja, apresentam uma eficiéncia do ligante muito proxima do valor ideal, o que

os tornam compostos possiveis de serem otimizados.
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4.6 Estudo da seletividade dos compostos analogos ao NAD'

frente a GAPDH de humanos (HsGAPDH)

Um ponto de fundamental importdncia no estudo de inibidores
enzimaticos de agentes causadores de doencas ¢ a seletividade. Dessa forma os
compostos foram testados contra a enzima GAPDH de humanos, uma vez que o
objetivo € que estas inibam a enzima GAPDH presente no parasito, porém que
seja seletiva a enzima GAPDH de humanos.

O parametros cinéticos do NAD" da enzima HsGAPDH foram
calculados. Os resultados experimentais obtidos foram ajustados graficamente a
equacao de Michaelis-Menten e os parametros cinéticos V., € K, obtidos por

ajuste nao-linear. Os valores obtidos encontram-se na Tabela 4.10.

Tabela 4.10. Valores de K;””, Kj; e mecanismo de inibi¢do

Parametros Valores 95% Intervalo de confianca
Vinax (0M s™) 0,32 + 0,001 0,322 0,33
Ky (nM) 22,31 + 0,48 21,36 a 23,27
Keat (™) 685 + 4,1
Keat/Kpr (x 10° s M7 30,70
R? 0,989
Sy.x* 0,04

*Desvio padrao dos residuos

Um ponto importante a se observar ¢ que o K;; do NAD" da enzima
HsGAPDH ¢ menor que o K, da enzima TcGAPDH, isso demonstra que o
cofator NAD", possui uma maior afinidade pela enzima GAPDH de humanos, o
valor da eficiéncia catalitica para HsGAPDH ¢ maior que da 7cGAPDH,
mostrando que esta enzima ¢ mais eficiente em converter o gliceraldeido-3-
fosfato em 1,3-bifosfoglicerato.

Os resultados obtidos nos ensaios de inibigdo dos compostos contra

enzima HsGAPDH encontram-se na Tabela 4.11.
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Tabela 4.11. Valores de K7, Kj; e mecanismo de inibi¢do de HsGAPDH

Compostos Ky (mM) K (uM) Mecanismo
NEQUIMED139 é(l):gg ;0’143?* 16,03 = 1,57 Competitivo
NEQUIMED140 ég:gg . 8322) 23,18+ 1,27 Competitivo
NEQUIMED142 éi ;g i (1)222) 30,59 +2,37 Competitivo
NEQUIMEDI136 (Bﬁgi 6:‘6‘3) 51,67+ 3.68 Competitivo
NEQUIMED137 éi?g i &gi) 55,38+ 6,19 Competitivo
NEQUIMED138 égg; . ;ﬁg) 79.87 + 12,45 Competitivo
NEQUIMED135 é‘l‘ﬁg " f};) 160,64 + 30,67 Competitivo
NEQUIMED141 (12%”‘;86;& (}’?71) >1mM -

Ky (mM)
NAD" 22,31 +0,48

* Os valores entre parénteses foram obtidos na auséncia de inibidor.

O composto Nequimed135 inibiu a 7cGAPDH dez vezes mais do
que a HsGAPDH e o composto Nequimed141 apresentou uma constante de
inibigdo K;** para HSGAPDH maior que 1 mM, o que torna estes compostos um

bom ponto de partida para otimizagdo visando a seletividade.

4.7 Estudo dos analogos nucleosideos em Saccharomyces
cerevisiae

4.7.1 Estudo do tampao e crescimento das células

Para realizagdo do ensaio celular por espectrofotometria de
fluorescéncia, primeiramente € necessario o estabelecimento das condicdes
1deais para o crescimento da c€lula. As principais condi¢oes a serem estudadas
sdo: o tampao para o crescimento da levedura e o tempo em que a célula atinge
um patamar, no qual o numero de células no meio permanece estavel, antes que

elas comecem a morrer.
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Foi realizado o estudo com dois tampdes com diferentes pHs, a fim
de se determinar qual deles seria o melhor para o crescimento das células. Os
tampdes utilizados nos ensaios foram acetato (pH 4,0 e 5,0) e citrato (pH 5,0).
Neste ensaio inicial, foi observado os tampdes na concentracdo de 1 mM.
Conforme pode ser visto na Figura 4.9, todas as trés condi¢coes foram adequadas

para manter o meio tamponado durante os estudos de crescimento de levedura.

6,0
—m— Acetato pH5,0
—e— Acetato pH 4,0
Citrato pH 5,0
5,5
5,0 g/“"*\:;f——ﬁ’—:/f
I
[«
4,5
4,0- - Te—0— , —*

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo (h)

Figura 4.9. Representacdo grafica do estudo com tampao. Curva preta: acetato pH 5,0; Curva
Verde: citrato pH 5,0; Curva vermelha: acetato pH 4,0.

Para determinar qual o tampao a ser utilizado, foi necessario
observar em qual deles as células se multiplicavam mais rapidamente até atingir
um patamar de estabilidade da cultura. Estudos da absorbancia e a contagem de

células foram efetuados com essa finalidade, demonstrado na Figura 4.10.
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Figura 4.10. Representacdo grafica (a) numero de células e (b) absorbancia a 700 nm. Curva
preta: acetato pH 5,0; Curva verde: citrato pH 5,0; Curva vermelha: acetato pH 4,0.
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Através da Figura 4.10 podemos observar que o tampao acetato (pH
5,0) foi o mais apropriado para o crescimento celular. Nota-se que o nimero de
células no decorrer do experimento foi bem maior neste tampao. A absorbancia
(Figura 4.10b) confirma os resultados, pois a levedura atingiu o patamar de
crescimento mais rapidamente no tampao acetato pH 5,0 por volta de 60 hs.
Portanto este foi o tampao escolhido para o trabalho, juntamente com o tempo

necessario para que a cultura seja incubada.

4.7.2 Determinacao da concentracio de FUN-1

Para realizagdo do ensaio celular foi determinado qual a
concentracao de FUN-1 a ser utilizada. O resultado deste estudo encontra-se na

Figura 4.11.

—u— Fluoréforo 20uM
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Figura 4.11. Representacdo grafica do estudo e diferentes concentracdes do FUN-1. Curva
preta: fluoréforo 20 uM; Curva vermelha: fluoréforo 10 uM; Curva verde: fluoréforo 5 uM;
Curva azul: fluoréforo 2,5 pM

A concentra¢ao de FUN-1 que apresentou o melhor resultado foi a
20 pM. Nesta concentragdo a razdo vermelho-verde apresentou a melhor

60



resposta. Nas demais concentracoes a razao vermelho-verde foi baixa, quase nao

variando entre si.

4.7.3 Ensaio dos inibidores da GAPDH na Saccharomyces
cerevisiae

Apo6s a determinacdo da concentragdo de FUN-1 e porcentagem de DMSO, foi

realizado o ensaio com os compostos em uma concentragao de 500 puM.

—u— Controle

—e— Nequimed136
Nequimed139

—v— Nequimed140
Nequimed137

0,7 4% I —<— Nequimed141
] N i 3 Nequimed142
—

0,6 o— 3 44— |—»— Nequimed138

0,8

0,5

0,4 -

0,3 -

Razao Vermelho/Verde

0,2 T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Tempo (min)

Figura 4.12. Representacdo grafica do ensaio celular dos compostos na concentracao de 500
pM.

O Nequimed141 ndo reduziu a viabilidade do S. cerevisiae, como
pode ser observado na Figura 4.12, enquanto que as outras moléculas
apresentaram graus variados de morte celular, observado a partir da redugao da
razao vermelho/verde.

O fato de alguns compostos desta classe, que possuem estruturas
muito semelhantes, terem tido influéncia sobre o crescimento celular, enquanto
outros praticamente nao alteraram o crescimento, fornece indicios de que

algumas destas moléculas apresentam baixa toxicidade.
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Outro fator importante que deve ser destacado ¢ que alguns dos
compostos que apresentaram grande afinidade pela enzima TcGAPDH, como
por exemplo o composto Nequimed142, ndo tiveram influéncia tao significativa
sobre o crescimento celular, assim, estes compostos t€ém maior prioridade para o
ensaio contra o parasita 7. cruzi, além de estudos mais detalhados com relacao a

sua atividade toxica em células de mamiferos.

4.7.4 Ensaio Dose-Resposta para o composto Nequimed137

O composto Nequimed137 foi o que apresentou maior atividade
toxica contra o Saccharomyces cerevisiae na concentracdo de 500 uM. Foi
realizado um ensaio variando a concentracao deste composto a fim de investigar
qual seria o seu comportamento em outras concentragdes, para complementar as
informacdes até entdo obtidas por meio de concentracdo unica. Este estudo foi
realizado a partir de uma diluicdo seriada de acordo com as seguintes
concentracdes: 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81 uM. O resultado deste

estudo pode ser observado na Figura 4.13.
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Figura 4.13. Representacao grafica para o estudo com diferentes concentragdes do composto
Nequimed137. Curva preta: controle (Nequimedl37 = 0 upM); Curva Vermelha:
Nequimed137 = 500 uM; Curva Verde: Nequimed137 = 250 uM; Curva Azul: Nequimed137
=125 uM; Curva Ciano: Nequimed137 = 62,5 uM; Curva Ciano: Nequimed137 = 31,25 uM;
Curva Ciano: Nequimed137 = 15,62 uM; Curva Ciano: Nequimed137 = 7,81 uM.

O comportamento da molécula frente a levedura ¢ praticamente o
mesmo em todas as concentracdes e, assim, este efeito ndo ¢ realmente tao
significativo, sendo mais um indicio de que as moléculas ndo sdo
consideravelmente toxicas ou nao sdo permedveis a membrana. Porém para
confirmacdo de alguma destas hipdteses estudos mais detalhados serdo
necessarios. Novos estudos envolvendo células de mamiferos compordo o
proximo passo do estudo toxicoldgico, além da caracterizacdo das outras

moléculas por meio de estudos dose-resposta.
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Conclusoes

A doenca de Chagas ¢ uma das doengas tropicais mais
negligenciadas no mundo. Em 2009 se completou 100 anos desde a sua
descoberta ndo existindo até¢ hoje tratamentos seguros e eficazes. Os Unicos
farmacos existentes apresentam severos efeitos colaterais. Nesse contexto, surge
a necessidade pela busca por novas moléculas mais eficazes € menos toxicas €
essencial para aliviar o sofrimento de milhdes de pessoas que estdo infectadas
por essa doenga.

A calorimetria de titulagcdo isotérmica que € uma técnica bastante
sensivel, tem sido utilizada com sucesso na identificagdo de novos e potentes
inibidores da enzima TcGAPDH que atuam diretamente como inibidores
competitivos para o cofator NAD". Os compostos estudados neste trabalho sdo
os primeiros andlogos do NAD" com baixo peso molecular encontrados como
inibidores competitivos. Trabalhos ja reportados na literatura,[83] encontraram
nucleosideos como inibidores da 7cGAPDH, porém estes apresentavam massa
molecular por volta de 900 Da ¢ eficiéncia do ligante em torno de 0,15 kal mol™
atomo™’, o que os torna invidveis de serem otimizados. J4 os compostos
estudados neste trabalho apresentam massa moléculas de aproximadamente 350
Da e eficiéncia do ligante por volta de 0,27 kal mol”' atomo™, ou seja, sdo
moléculas que poderdo ser otimizadas, a fim de aumentar sua afinidade pela
enzima, e a eficiéncia do ligante.

Atraves da ITC foi possivel determinar o mecanismo € a constante
de inibicdo das substancias, obteve-se K;”” entre 15,98 e¢ 91,25 uM para
TcGAPDH e 16,03 e 160,64 uM para a HsGAPDH. O mecanismo de inibicao
observado para todos os compostos foi o reversivel competitivo em relagdo ao
sitio do NAD". O composto Nequimed141 mostro-se seletivo ndo inibindo a
GAPDH de humanos e o composto Nequimed135 inibiu a 7cGAPDH 10 vezes

mais que a HsGAPDH. O mecanismo de inibicdo competitivo para estes
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compostos foi comprovado através do estudo da variacdo da concentragdao do
inibidor e por meio do ensaio de quatro destes compostos no sitio de ligacdo do
G3P, onde eles apresentaram mecanismo de inibi¢do ndo-competitivo.

Além da alta afinidade dos compostos, ao se observar a eficiéncia
do ligante, podemos dizer que estas moléculas se caracterizam como Otimas
candidatas a serem otimizadas, pois apresentaram uma eficiéncia do ligante
proxima ao valor ideal.

No processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos sao
utilizados sistemas modelos a fim de se determinar atividade bioldgica dos
compostos em estudo, como € o caso do Saccharomyces cerevisiae.

A maioria dos compostos ndo apresentou nenhuma atividade ou
baixa poténcia contra S. cerevisiae a 500 uM, fato este que fornece indicios que
muitos destas substancias podem apresentar baixa citotoxidade. Estes resultados
foram corroborados a partir dos estudos de dose-resposta para o composto
Nequimed137, que apresentou maior inibi¢do da atividade da levedura. Este
estudo foi de extrema importancia para demonstrar quais os compostos mais
atrativos para realiza¢do do ensaio contra o parasito.

A integragdo dos ensaios bioquimicos com ensaios celulares
demonstrou ser uma estratégia bastante interessante e promissora na busca de
novas substancias bioativas, uma vez que estas estratégias em conjunto nos
fornecem resultados bastante interessantes e resultados mais completos a

respeito das caracteristicas bioquimicas e biologicas dos compostos em estudo.
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Perspectivas

O ensaio dos compostos com o alvo macromolecular ¢ uma etapa
importante na descoberta e desenvolvimento de substancias bioativas, porém
para dar continuidade na génese do planejamento de farmacos € importante o
estudo destes compostos no parasito Trypanosoma cruzi. Essa ¢ uma etapa
importante, pois serd demonstrado se os compostos realmente apresentam
efeitos tripanossomicidas e assim avangar um pouco mais. Dessa forma a nova
etapa a ser realizada € o ensaio destes compostos contra o parasito.

Outro ponto importante ¢ a otimizacdo dos compostos, para o
aumento de sua atividade e busca pela seletividade, para tal € imprescindivel que
se tenha uma estrutura cristalografica do composto interagindo com a enzima
para que dessa forma os pontos de vital importancia na ligagdo entre o composto
e o alvo macromolecular possam ser identificados e assim a busca de analogos

mais potentes e seletivos possa ser realizada.
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