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Introducéao

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario
parasita Trypanosoma cruzi, € um dos problemas
meédico-sanitarios mais importantes na América
Latina. A doenca atinge cerca de 20 milhdes de
individuos causando 50 mil mortes ao ano.® Os
farmacos disponiveis para o} tratamento
quimioterapico (benznidazol e o nifurtimox) sao
limitados e tem seu uso restrito devido a elevada
toxidez, baixa eficacia e sérios efeitos colaterais.
Dessa forma, o desenvolvimento e novos farmacos,
seguros e eficazes, é de fundamental importancia no
controle dh doenca. Um alvo macromolecular muito
investigado em nosso grupo de pesquisa é a enzima
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) de T.
cruzi, essencial no controle do fluxo dicolitico em
tripanosomatideos. Triagens bioldgicas realizadas
com sucesso em nossos laboratérios resultaram na
identificacdo de vérios inibidores de diversidade
quimica elevada. Um aspecto de extrema importancia
no contexto do planejamento de inibidores é a
investigacdo do modo de ligagcdo e mecanismo de
acdo. No presente trabalho, descrevemos estudos de
cinética enzimética empregados na caracterizagao do
mecanismo de acdo de dois inativadores da GAPDH
de T. cruzi, acido iodoacético (1) e iodoacetamida (2).
Estudos cristalograficos também foram conduzidos e
complementam de forma eficaz e segura os estudos
cinéticos na elucidacdo do modo de ligacdo destes
inibidores.

Resultados e Discussao

Estudos de cinética enzimética foram conduzidos
utilizando a GAPDH pré-incubada em solu¢gbes com
concentragdes crescentes dos compostos 1 e 2. A
atividade enzimética foi monitorada em diferentes
intervalos de tempo, revelando um mecanismo de
inibicdo irreversivel, do tipo tempo dependente. Os
resultados da cinética destes compostos séo
apresentados nas Figuras 1. O mecanismo de
inibicdo previamente proposto para essas moléculas
estaria relacionado ao impedimento da formagéo do
complexo GAPDH/NAD".*®  Entretanto, estudos
cristalogréficos realizados neste trabalho com a
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GAPDH e o inativador 1 revelaram que o NAD' é
importante para a estabilizacdo da interacdo do
inibidor no sitio ativo da enzima (interagdes-p entre o
grupo carboxila do ligante e o anel benzamida do
NAD®). Portanto, os resultados sugerem que o
mecanismo de inibicdo & 1 estaria envolvido com o
impedimento da transferéncia de cargas, que ocorre
entre a cisteina e o NAD', durante a etapa de
desidrogenagdo do substrato GAP. O modo de
ligacdo e 1 no sitio ativo da GAPDH esta ilustrado
na Figura 2.
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Figura 1. Inibicdo tempo dependente da enzima
GAPDH pelo IAA (A) e IOA (B)
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Figura 2. Modo de interagdo do inativador 1 com a
GAPDH de T. cruzi..

Conclusoes

No presente estudo, foi determinado o mecanismo
tempo dependente dos inativadores 1 e 2. Além
disso, estudos cristalograficos forneceram dados
experimentais valiosos, que demonstram, pela
primeira vez, o modo de ligacdo de 1 com a GAPDH,
evidenciando o papel importante do NAD" para a
estabilizagdo do inibidor. Baseado no modo de
ligagdo, um novo mecanismo de inibicao foi proposto.
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