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Introducéo

A doenca de Chagas é causada por um
protozoario flagelado chamado Tripanossoma cruzi.
Estima-se que cerca de 18 milhfes de pessoas
estejam infectadas na América Latina.

Benzonidazol e Nifurtimox sdo os férmacos
disponiveis para o tratamento da doenca, porém
apresentam baixa eficacia e fortes efeitos colaterais.

A enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH), presente na via glicolitica do parasito, € um
alvo promissor para a busca de novos farmacos.

Neste trabalho estudou-se a atividade da enzima
GAPDH frente a adicdo de DMSO e Metanol como
cossolventes através da Titulagdo Calorimétrica
Isotérmica (ITC)?, com o objetivo de estabelecer um
método de bioensaio robusto para a busca de novos
inibidores.

Resultados e Discussao

A clonagem, expressdo e purificacdo da enzima
GAPDH foram realizadas usando métodos
previamente estabelecidos. A concentracdo da
enzima nos ensaios foi de 5nM, determinada pelo
método de Bradford. O tamp&o usado para 0s
ensaios enzimaticos foi TEA-HCI 100 mM, pH 7.5
com 1 mM b-mercaptoetanol, 30 mM de arseniato de
sodio e 1,5 mM NAD'. O substrato da reacdo,
gliceraldeido-3-fosfato (G3P), 2,5 mM, foi preparado
no mesmo tampdo, para minimizar os calores de
diluicdo.

No ensaio biocalorimétrico aenzima foi colocada
na cela de amostra e o substrato na seringa,
utilizando-se o método das inje¢cBes multiplas. Desta
forma ndo foi observada inibicdo significativa da
reacao pelo produto.

Os parametros utilizados nos ensaios foram: 2
injecbes de 5 pL, intervalo entre injegcBes 60 s,
velocidade de agitacdo 307 rpm, temperatura 25 °C.
Um experimento controle foi feito sem adicdo de
cossolvente. Posteriormente fizeram-se 0s ensaios
com a adicdo de 2,5 5, 7,5 e 10% de DMSO e
repetiram-se os experimentos usando metanol.
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Determinou-se a entalpia aparente da reagéo para
a obtencéo da \elocidade de reagéo.

A curva representativa do ensaio cinético é
apresentada na Figura 1.
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Figura 2. Atividade versus concentragdo do cossolvente

As curvas da Hgura 2 mostram um aumento da
atividade da enzima, sugerindo um aumento da
afinidade desta pelo substrato na presenca dos
cossolventes. Na presenca de 7,5% e 10% de
Metanol e DMSO, o calor de diluicdo do substrato foi
maior que o limite de detec¢éo do calorimetro.

Conclusodes |

O método calorimétrico mostrou-se eficiente nos
bioensaios. Em apenas um experimento é possivel
determinar a constante catalica da reagdo (k) € a
constante de Michaelis-Menten (K,,).

A atividade da enzima é aumentada na presenca
de cossolvente, sendo possivel testar inibidores com
baixa solubilidade em &gua em concentra¢fes de até
5% de DMSO ou MeOH.
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