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Introducéao

A enzima (gliceraldeido-3-fosfato  desidrogenase
glicossomal (gGAPDH) de T. cruzi cataliza a
conversdo de gliceraldeido-3-fosfato (G3P) em 1,3
bifosfoglicerato. Nesta reacdo, ocorre a redugcdo do
cofator NAD®, produzindo NADH Fig. 1). O ensaio
cinético convencional, utilizado na triagem de
substancias quimicas que visa a identificacdo de
inibidores da enzima-alvo candidatos a novos agentes
anti-chagésicos, € realizado monitorando-se a
formacdo de NADH, através do aumento da
absorbancia no comprimento de onda de 340 nm. O
emprego desse bioensaio, embora eficaz no
monitoramento da atividade enzimética, leva a uma
reducdo consideravel do numero de substancias
vidveis para andlise (cerca de 50%), as quais
absorvem no mesmo comprimento de onda
monitorado. Com o objetivo de viabilizar a avaliacéo
biolégica de substancias em um comprimento de
onda alternativo, o presente trabalho descreve a
padronizacao e validagdo de um novo ensaio cinético.
Figura 1. Esquema da reacao enzimatica catalisada
pela GAPDH de T. cruzi.

Resultados e Discussao

O planejamento deste novo método de ensaio
enzimatico consistiu em monitorar uma regido do
espectro eletromagnético na qual as interferéncias
das substancias candidatas fossem minimizadas.
Véarios experimentos foram realizados até chegarmos
a novas condicdes para a padronizacéo do bioensaio,
que tem como maior inovagdo 0 emprego da tio-
nicotinamida adenina dinucleotideo oxidado (tio-
NAD"), substancia andloga ao substrato
convencionalmente utilizado. Desta forma, o novo
produto de reagdo a ser monitorado € o tio-NADH,
(forma reduzida do tio-NAD"), que possui absorbancia
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regiao convenientemente
usualmente observada para as substancias
submetidas as triagens in vitro (Fig. 2) Neste
processo de padronizagdo e validagéo, foi realizada
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também a determinagdo da constante de Michaelis-
Menten (K,,) para o tio-NAD" e G3P.

Figura 2. Espectro de uma substancia com um perfil
inapropriado para avaliacdo biolégica pelo método de
andlise convencional (? = 340 nm).

Para a validagdo do novo método, ensaios cinéticos
utilizando inibidores ja identificados pelo método
convencional foram realizados, sendo que o0s
resultados de ambos revelaram boa concordancia e
confiabilidade nas medidas cinéticas (Tabela 1).

Tabela 1. Percentual de inibicho de duas
substancias em ambos os métodos.

Substancia | NAD'(340 nm) | tio-NAD' (400 nm)
A 905 86+ 2
B 67 +2 65+ 2

Conclusdes

O novo método padronizado e validado sera util na
avaliagdo de um nimero bem maior de substancias
contra a enzima GAPDH de T. cruzi, maximizando-se
as chances de identificagdo de inibidores candidatos
a prototipos de novos agentes quimioterapicos contra
a doenca de Chagas.
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