VALIDAGCAO DAS PROTEINAS NQO1 E EG5 COMO ALVOS
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As quinonas podem ser reduzidas cataliticamente pela enzima citosdlica
NADP(H) quinona desidrogenase 1 (NQO1l), produzindo compostos reduzidos
instaveis, geradores de espécies reativas de oxigénio, ou produtos estaveis
alquilantes de DNA e inibidores especificos de outras proteinas. J& os antimitéticos
sao inibidores da mitose e, como as quinonas, também sdo importantes para o
desenvolvimento de novos quimioterapicos. O antimitético trimetoxi-pterocarpano
(PTC) provoca segregacao andmala de cromossomos durante a mitose, resultando
em fuso mitético monopolar e parada do ciclo celular em G2/M. Em pesquisas
realizadas no Laboratério de Oncologia Experimental do Nucleo de Pesquisa e
Desenvolvimento de Medicamentos, as o-nafotquinonas ENS)] 563 e 564
apresentaram seletividade significativa por linhagens tumorais humanas (Cl 50
inferior a 9,5 umol/L). Apesar desses bons resultados, é preciso confirmar se ENS]J
563 e 564 sao substratos de NQO1 e descrever seus provaveis mecanismos de
acdo. Também foi demonstrado que o analogo de PTC LQB 507 foi citotéxico
contra a linhagem PC3 (carcinoma de prdstata humano) e provocou fendtipo
celular de desorganizacao do fuso mitético, semelhante ao causado pelo PTC e
pelo monastrol, um inibidor da proteina motora cinesina Eg5. Analises in silico
mostraram que o PTC e LQB 507 sao provaveis ligantes de Eg5, o que nao foi
confirmado experimentalmente. Para permitir o estudo biofisico da interacao entre
NQO1 e Eg5 e seus provaveis ligantes, construcdes recombinantes desses alvos
proteicos foram produzidos em E. coli BL21 (DE3) pRARE, induzida com IPTG a
18°C em meio TB liquido seletivo. Posteriormente, as proteinas foram purificadas
por cromatografia e serao usadas em ressonancia plasmoénica de superficie,
termoforese e cristalografia, para estudo cinético e estrutural da interacao
alvo-ligante. A implantacao da tecnologia do DNA recombinante permitira que o
estudo da farmacologia seja aprofundado ao nivel molecular na UFC.
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