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Introducéo \

A doenca de Chagas como problema de salde publica
afeta tanto os paises em desenvolvimento quanto os
paises desenvolvidos' e desperta o interesse pelo
desenvolvimento de técnicas rapidas e eficazes na
descoberta de potenciais substancias, para o tratamento
da doenca. Como os processos fundamentais de agéo
dos fa&rmacos como a absorgéo, a excrecao e a ativagéo
do receptor sdo dindmicas na natureza e, portanto,
similares aos processos cromatograficos, técnicas
cromatogréficas podem ser utilizadas para estudos de
afinidade dos farmacos adicionando-se agentes
biolégicos em sistemas cromatogréaficos.>® formando
assim os biorratores. As maiores vantagens da utilizagéo
de, por exemplo, enzimas imobilizadas s&o: o aumento
da estabilidade que pode passar de algumas horas da
enzima em solucdo para semanas quando imobilizada,
pequenas quantidades de enzima e a possibilidade de se
realizar screening de alta eficiéncia on-line para
inibidores especificos.* Considerando a importancia da
gGAPDH no ciclo de vida do protozoario T. cruzi, e as
significativas diferencas estruturais entre a gGAPDH e
sua homéloga humana esta enzima tornou-se o alvo na
busca por inibidores especificos para o tratamento da
doenga de Chagas. Baseado nos resultados obtidos com
a imobilizagdo da GAPDH humana em capilares de silica
fundida® foi desenvolvido um biorreator capilar utilizando-
se a enzima gGAPDH do T. cruzi.

Resultados e Discussao |

No método de imobilizacdo escolhido as enzimas séo
covalentemente ligadas as paredes internas de um
capilar de silica fundida fig. 1.
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Figura 1. Método de imobilizac&o em capilar.

Medindo-se a producdo ce NADH a 340 nm pode-se
avaliar a atividade enzimatica correspondente. Com a
ineficiéncia de resolucdo do NAD" e NADH pelo capilar
foi utilizado um sistema de cromatografia
multidimensional e uma coluna analitica do tipo C8.

GAPDH, T. cruzi, estudos enzimaticos.
Varios fatores que influenciaram a baixa atividade
inicial apresentada pelo IMER-GAPDH-TC foram
avaliados tais como: tampdo de imobilizacdo, pH,
temperatura e tampao de trabalho. Os melhores
resultados foram obtidos nas condic¢des ilustradas na
fig. 2.
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Figura 2. Cromatograma de separacdo de NAD e NADH.
Condigdes: coluna C8-acoplada, [TEA (1%)/AcOH]:ACN
(96,5:3,5), v= 0.8 ml.min™, 340 nm.

Nos estudos cinéticos realizados foram obtidos os
valores de K, para o cofator (NAD') e substrato (D-
G3P) da enzima, além da avaliagdo da estabilidade
desse biorreator. (Fig. 3.)
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Figura 3. Estabilidade do IMER-GAPDH-Tc, expressa em % de

atividade retida.

Conclusdes e Perspectivas

As condicdes de imobilizacdo utilizadas se
mostraram eficientes permitindo os estudos cinéticos e
manutencdo da atividade do biorreator por pelo menos
uma semana. Pretende-se agora testar alguns
inibidores naturais selecionados.
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