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Por isso cuidado meu bem
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RESUMO

Papaina Imobilizada em Particulas Magnéticas: Novos Modelos de Triagem de

Ligantes. As catepsinas, enzimas lisossomais humanas, estdo associadas ao
desenvolvimento de varias doengas, e a cruzaina é uma enzima importante no
desenvolvimento do protozoario Trypanossoma Cruzi, causador da doenca de
Chagas. As catepsinas e a cruzaina sdo cisteino proteases, conhecidas como
papain-like, devido suas similaridades estruturais e mecanismo catalitico com a
papaina. A papaina € uma enzima comercial, de baixo custo, estavel, e foi
utilizada como modelo no desenvolvimento de métodos de triagem para ligantes
de cisteino proteases. Uma vez que os meétodos classicos de triagem sdo
espectrofotométricos, o ensaio aqui descrito mesura diretamente o produto da
reacdo enzimatica por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa
(LC-MS/MS). Neste contexto, novas condi¢des reacionais foram determinadas.
A papaina em solucdo apresentou um Ky de 52,9 + 3,12 uM. A fim de
desenvolver um novo modelo de triagem, um biorreator de papaina, P-MB (K
de 34,9 £ 3,59 uM), foi produzido pela imobilizacdo covalente da enzima em
particulas magnéticas. Para qualificacdo do ensaio de prospeccdo de ligantes
usando a P-MB, 10 inibidores conhecidos de cisteino proteases (acridonas,
quinolinonas, flavonoides e dipeptidil nitrilas) foram ensaiados com a papaina.
Com excecdo da maltose, com valor de inibicdo em torno de 3%, a porcentagem
de inibicdo da papaina em solugdo (2,1 x 10 U), variou de 13 a 100%, enquanto
com as P-MBs (1,4 x 102 U) a inibicdo variou entre 34 e 85%. No ensaio de
Ligand Fishing, os biorreatores de papaina apresentaram afinidade por todos 0s
ligantes conhecidos de cisteino proteases, e ndo-afinidade com a maltose. Seis
deles apresentaram expressivos valores de afinidade pela P-MB ativa, sem
nenhuma retencdo com a P-MB controle. Os outros quatro ligantes mostraram
razdo de afinidade entre 2,0 a 3,5. Com o extrato etandlico do caule de Melia
azedarach foram bioconjugados 11 compostos entre eles a catequina e a

epicatequina. Os resultados descritos nesse trabalho inferem que biorreatores de



papaina podem ser usados em ensaios de triagem para ligantes de cisteino

proteases.
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ABSTRACT

Immobilized Papain on Magnetic Particles: New Models of Ligand Screening.

Cathepsins, human lysosomal enzymes, are associated with the development of
various diseases, and cruzaine is an important enzyme in the development of the
protozoan Trypanosoma cruzi, causes Chagas' disease. Cysteine proteases,
cathepsins and cruzaine, are known as papain-like, due to their structural
similarities and catalytic mechanism. Papain is a commercial enzyme,
inexpensive and stable, and thus, it has been used as a model for screening
assays for cysteine-proteases’ ligands. As the classical assays for these enzymes
are spectrophotometrically-based, herein a direct method for measuring the
enzymatic product of the reaction using liquid chromatography hyphenated to
mass spectrometry is described. For that, new reaction conditions were
employed. Under this condition, in solution papain showed a Ky of 52.9 £+ 3.12
uM. For developing new assay conditions and considering the advantages of use
of immobilized enzymes, papain was covalently immobilized on to magnetic
particles (P-MB), producing a bioreactor with a Ky of 34.9 + 3.59 uM. For
qualifying P-PB screening assay, 10 known cysteine protease inhibitors
including acridones, quinolinones, flavonoids, and dipeptidyl nitriles were
screened. Maltose was used as a non-binder of papain. With the exception of
maltose that showed no inhibitory capacity, in the solution assay (2,1 x 1073 U)
the percentage of inhibition ranged from 13 to 100%, while with P-MBs (1,4 x
102 U) the inhibition range was from 34 to 85%. Ligand Fishing assay, papain
bioreactors showed affinity for all known binders of cysteine proteases, and no
affinity for maltose. Six of them presented expressive affinity only ratio for the
active P-MB, with no retention to inactive P-MB control. The other four binders
varied their affinity ratio in the range of 2.0 to 3.5. With the ethanolic extract
from the stem of Melia azedarach, 11 compounds were fished, among them
catechin and epicatechin. The results herein described demonstrates that papain

bioreactors can be used for screening cysteine-proteases’ ligands.
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1. Introducdo e Fundamentos teodricos

1.1. Enzimas como alvos bioldgicos

A descoberta e o desenvolvimento de um novo farmaco na industria
farmacéutica envolvem processos complexos, com longos anos de pesquisa
atrelados a inovacdo, conhecimento cientifico, tecnologia e altos custos
financeiros! (Figura 1.1). Modernos avancos tecnoldgicos e a melhor
compreensdo dos ciclos bioquimicos dos sistemas vivos, das estruturas dos alvos
moleculares e dos mecanismos que ocasionam o0 surgimento e desenvolvimento
de patologias, tém propiciado desenvolvimentos terapéuticos importantes e de
grande sucesso, resultando em melhorias na qualidade de vida da populacéo
mundial 2.

Anteriormente a fase pré-clinica, busca-se a identificacdo e
otimizacdo de moléculas que possam ser caracterizadas como novas entidades
quimicas com potencial clinico promissor, triagem de ligantes. Neste processo
estd envolvido a validacdo do alvo molecular selecionado, afirmando-se sua
relevancia no processo fisiopatoldgico estudado e sua caracterizacdo no
tratamento e/ou cura de doencas 2.

A identificacdo bem-sucedida de um novo alvo é seguida por
avaliagbes moleculares detalhadas consistindo em estudos experimentais sobre
suas propriedades farmacodinamicas de acordo com a hipoOtese da doenca e

avaliacOes teoricas de sua especificidade e seletividade.



Fase Pré-Clinica
dColx)x cepiio Estudos in Formulacio
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da dose.

FIGURA 1. 1. Etapas envolvidas no processo de descoberta e desenvolvimento de um farmaco
(ADME: Absorcéo, distribuicdo, metabolismo e excrecéo). Adaptado da Referéncia 3.

A maioria das enzimas sdo proteinas, com excecao das ribozimas,
com funcéo catalitica e estdo envolvidas em diversos processos bioguimicos em
sistemas vivos. No organismo humano as enzimas fazem parte de diversos
processos que garantem o seu funcionamento, como por exemplo, a quebra do
alcool pela ingestdo de bebidas alcoolicas, a transferéncia de CO, dos tecidos
para 0 sangue e a quebra da lactose do leite.

Contudo, enzimas também estdo envolvidas em processos
bioquimicos celulares responsaveis por acarretar 0 aparecimento e
desenvolvimento de doencas. Por isso e por sua relevancia nos ciclos
bioquimicos, as enzimas se tornam alvos bioldgicos importantes na investigacdo

de novos farmacos “.



De acordo com a American Association for the Advancement of
Science, em 2000, as enzimas correspondiam a 28% do total de alvos
terapéuticos °. Ja em 2016, as enzimas passaram a apresentar 47% dos alvos de
interesse das indUstrias farmacéuticas ©, o que representa um aumento

consideravel no periodo de 16 anos.

1.1.1. Cruzaina

A cruzaina apresenta uma homologia tipica das enzimas da familia
da papaina. Formada por 205 aminoéacidos, com massa molecular estimada entre
40 e 60 kDa e pH 6timo de atividade de 5,5 7. E uma enzima ndo comercial,
obtida através de protocolos de expresséo e purificacdo para sua obtengéo 8°.

A cruzaina é a maior protease lisossomal do Tripanossoma Cruzi,
sendo uma das enzimas mais abundantes e essenciais para a sobrevivéncia do
protozoario 1°. Esta atrelada a remodelacéo da célula hospedeira e a evasdo do
mecanismos de defesa do hospedeiro "2,

O protozoario parasita T. Cruzi € o agente causador da Doenca de
Chagas, uma doenca negligenciada, que se caracteriza como um grave problema
de salde puablica em paises subdesenvolvidos e pobres. A forma de transmissao
da doenca para os seres humanos acontece indiretamente, através da picada do
inseto da subfamilia Triatominae, conhecido como barbeiro .

Atualmente existem no mercado dois medicamentos utilizados no
tratamento da doenca de Chargas, ambos heterociclos nitroaromaticos: o
Nifurtimox, (4-(5-nitrofurfurilindenamino)-3-metiltiomorfolina 1,1-dioxido), um
nitrofurano, produzido pela empresa Bayer, em El Salvador; e o Benzonidazol,
(N-benzil-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il) acetamida), um derivado da classe dos
nitroimidazois, produzido pela Roche, contudo ndo comercializado no Brasil.
Adicionalmente uma alta taxa de desisténcia no tratamento é observada,

principalmente na fase cronica 23, onde efeitos colaterais como anorexia,



vOmitos, perda de peso, polineuropatia periférica e dermopatia alérgica'* sdo
observados. Assim perante a baixa eficacia terapéutica, genotoxicidade 16,
entre outras razdes, encontrar novas entidades quimicas com potencial
farmacoldgico para o tratamento da doenca de Chagas tem sido estratégia de

pesquisa, tendo a cruzaina como alvo.

1.1.2. Catepsinas

O nome “catepsina” foi dado por Willstaetter e Bamann em 1929
para uma protease cuja atividade ocorre em pH levemente &cido, mas pode ser
diferenciada da pepsina *’.

As cisteino catepsinas sao membros da familia C1 das enzimas
papain-like, sendo elas: catepsinas B, H, L, S, C, K, O, F, V, X e W. Séo
enzimas comerciais, contudo alguns microgramas séo de alto valor comercial
(TABELA 1.1).

Seus perfis de expressdo indicam que estas enzimas estdo
envolvidas nas degradac@es de proteinas celulares. Porém, as catepsinas K, W e
S mostram uma distribuicdo restrita ou tecido-especifica, indicando que suas
rotas sdo mais especificas 819,

As catepsinas B, H, K, L, S e V apresentam massas moleculares de
25 a 40 kDa, e compartilham 60% da mesma homologia, porém cada uma delas
apresenta propriedade e funcbes homeostaticas diferentes. A catepsina S € a
Unica das catepsinas cisteino proteases que apresenta atividade étima em pH
neutro 20,21,22,23.

As catepsinas humanas sdo enzimas lisossomais que estdo
envolvidas em diversos processos fisioldgicos vitais do corpo humano tais como
coagulacdo do sangue, reabsorcdo Ossea, autofagia, entre outros. Porém suas
desregulacOes acarretam em diversas disfuncdes celulares, estando associadas ao

surgimento de diversas doencas, tais como, céancer, doenca de Alzheimer,



diabetes, obesidade, entre outras 2*. (Tabela 1.1). Por essas razoes, as catepsinas

também sdo vistas como importantes alvos na busca de novos inibidores.

TABELA 1. 1 Classes de catepsinas, tipos de protease, patologia associada, valor em reais das

catepsinas purificadas e empresa distribuidora. Adaptada da Referéncia 24.

Classe de Tipo de R$ por
Catepsinas P Patologia p* Empesa
Protease 5 Ug
Humanas
Catepsina A Serino Distrofia Muscular, Galactosialidolise 377,4 BioLegend
Catepsina B Cisteino Doenca de Alzheimer, Cancer 504,2  Sigma-Aldrich

Doenca de Papillon-Lefevre, Queratose

Catepsina C Cisteino Periodontite

344,5  Sino Biological

Cancer de Mama, Doenca de Alzheimer,

CatepsinaD  Aspartil Lipofuscinose Ceréide Neuronal

398,8  Sigma-Aldrich

Catepsina E Aspartil Dermatite Atdpica 1142 BioVision

Catepsina F Cisteino Doenca de Kufs tipo B 199,3  Sigma-Aldrich

Tuberculose, Artrite reumatoide, Doenca

Catepsina G Serino . ; : g
P arterial coronariana, Periodontite

133,2  Sigma-Aldrich

Tumor de prdstata, Miopia grave, Athens Rserach &

Catepsina H Cisteino Diabetes tipo 1 108,4 Technology

Osteoporose, Artrite, Aterosclerose,
Catepsina K Cisteino  Obesidade, Esquisofrenia, Metastase de  2.102,0  Sigma-Aldrich

Cancer
Catepsina L Cisteino Cancer, Supercrescimento Gengival 830,0  Sigma-Aldrich
: - : Signalway
Catepsina O Cisteino Doencas Cardiovasculares 474,2 Antibody

Catepsina S Cisteino  Glioblastoma Multiforme, Aterosclerose  903,5  Sigma-Aldrich

Catepsina V Cisteino Ceratocone 996,5  Sigma-Aldrich

Doenca Inflamatoria intestinal, Gastrite

CatepsinaW  Cisteino .
autoimune

542,0 MyBioSource

Catepsina X ou Z Cisteino Inflamac&o, Cancer Maligno 578,7 OriGene

*** Somente os valores da empresa Sigma-Aldrich foram adquiridos em Reais, 0s outros valores

foram convertidos da moeda americana délar. Data da Pesquisa 07/03/2019.



Varios inibidores de catepsinas estdo em etapas de ensaios clinicos,
em particular os inibidores da catepsina K para o tratamento da osteoporose,
tendo alguns agentes em desenvolvimento, tal como, o balicatib (AAE581) e o
odanacatib (MK-0822). Embora a catepsina S tenha sido inicialmente explorada
intensamente como alvo em muitas doencas inflamatérias e autoimunes, o
numero de patentes no desenvolvimento de seus inibidores diminuiram nos

ultimos 10 anos. No entanto, ainda é a segunda catepsina mais investigada 2°.

1.2. Papaina

As catepsinas cisteino proteases e a cruzaina sdo conhecidas como
enzimas do tipo papain-like, devidos suas similaridades quimicas estruturais e
seus mecanismos enzimaticos semelhantes a da papaina 7. As cisteino
proteases sdo enzimas que estdo envolvidas na protedlise/hidrélise de uma
ligacédo peptidica, tendo em seus sitios ativos um residuo de cisteina.l’ 2

Uma das mais famosas cisteino proteases é a papaina da Carica
Papaya. Uma enzima comercial (sendo, 5 pg menos do que R$ 0,01, Sigma
Aldrich®) de uso industrial e de alto interesse de pesquisa. Ha varias aplicacGes
de seu uso na industria de alimentos para clareamento de sucos e cerveja, na
industria de carnes #’, na producdo de queijo, na hidrélise de proteinas, na
extracdo de flavorizantes e corantes de plantas, na inddstria de couro,
cosmeéticos, téxtil, e outros 282°,

A papaina também apresenta propriedades anti-inflamatorias,
antibacteriana, e antioxidante sendo bastante utilizada para o tratamento de
lesGes da pele %°.

A papaina é proveniente do latex da fruta tropical Carica Papaya
(maméo). O latex do mamédo apresenta uma aparéncia leitosa sendo composto
por 15% de matéria seca. Desta matéria seca, cerca de 40% é constituido de

enzimas. A maioria destas enzimas apresentam um grande perigo a0 mamoeiro,



devido sua capacidade proteolitica. Entretanto, o latex armazena as enzimas em
suas formas inativas, e somente quando danos sdo causados as folhas da planta,
hé& a ruptura dos veios de latex e as enzimas rapidamente sdo convertidas em
enzimas ativas®.

A papaina foi cristalizada pela primeira vez em 1937 por Balls,
Lineweaver e Thompson 3. Entretanto somente em 1971, Drenth et al.
determinou a estrutura da papaina por cristalografia de Raio-X, sendo a primeiro
cisteino-protease que teve sua estrutura identificada 2. E, em 1880, foi
denominada “papaina” por Wutz *.

A papaina € um monbémero, formado por uma cadeia polipeptidica
de 212 residuos de aminoacidos, uma tiol proteinase, com massa molecular de
23.400 Dalton. Sua estrutura cristalina tridimensional apresenta uma dobra entre
os dois dominios, formando uma abertura sobre a superficie da enzima,
localizando-se o seu sitio ativo. O dominio N-terminal, também chamado de
dominio L, é composto em sua maioria de a-hélices, enquanto o dominio C-
terminal, dominio R, apresenta uma estrutura em folha-B. Na interface entre
esses dois dominios existe uma fissura na parte superior, onde encontra-se a
fenda do sitio ativo, com os residuos de aminoacidos cisteina na posi¢do 25
(Cis-25), Histidina 159 (His-159) e Asparagina 175 (Asn-175). A superficie do
sitio ativo é composta pelos residuos provenientes de quatro alcas localizadas
em ambos os dominios. As duas algcas do dominio L sdo curtas e interconectadas
com uma ligacdo dissulfeto. As duas algas do dominio R sdo muito maiores e
formam a superficie hidrofobico da folha-p. O substrato da reacdo enzimatica
liga-se ao longo da fenda do sitio ativo em uma conformacgédo estendida. A
papaina possui um total de 7 residuos de cisteina, trés pares envolvidos em trés
ligagOes dissulfeto, e sendo o Cis-25 presente no sitio catalitico 3233343518
(FIGURA 1.2)



Dominio L Dominio R

FIGURA 1. 2. Estrutura da papaina. Adaptada da Referéncia 18.

As cisteino-proteases possuem um mecanismo catalitico com a
formacdo de um intermediario tetraédrico covalente, a acil-enzima, devido ao
ataque nucleofilico do grupo tiol da cisteina do sitio ativo (Cis-25) sobre a
carbonila da ligacdo peptidica que sera hidrolisada do substrato. O grupo
imidazol presente na histidina (His-159) atua como um aceptor de proton na
catalise, e 0 residuo de asparagina (Asn-175) orienta 0 anel imidazélico da
histidina. O ataque nucleofilico do grupo tiol da cisteina sobre o carbono da
carbonila da ligacdo peptidica a ser hidrolisada gera um intermediario
tetraédrico covalente entre a enzima e o substrato. Através de uma reacdo de
acilacdo, a parte C-terminal do substrato € liberada, deixando a enzima acilada.
Em seguida, em uma reacdo de deacilacdo, a acil-enzima reage com uma
molécula de &gua liberando a parte N-terminal do substrato e a enzima se
regenera 33738 Na FIGURA 1.3 é proposto o esquema da reagdo enzimatica da

papaina com o substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC.



(O
cumarlna
R R T
n —cumarlna H.O : n
( 743 O en XK
TCH3 s -0
Cls \> CIS
N N
Enz% H Enzim I:I Enzim |7|
] h [
] I 1
|
o (o) O
HO HO R,

>< - |-|'A:6|'I2
+
N k_o/ ><5/H‘\

CIS \> s .
A § y
Enzim 'S > CIS \>
Enzima H N
," Enzima H
Asn 0
As

Asn
n

FIGURA 1. 3. Mecanismo da catélise enzimatica da papaina com o substrato Z-Phe-Arg-AMC.
1.3. Substrato Fluorogénico

O substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC (FIGURA 14) e
bastante utilizado nos estudos classicos em solucdo para cisteino proteases 2,
devido a alta sensibilidade do método de deteccdo para o produto fluorescente 7-

amino-4-metilcumarina (AMC, Aex = 380 nm € Aem = 460 nm) %,
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FIGURA 1. 4. Estrutura do substrato Z-Phe-Arg-AMC, sendo Z: carbobenzoxi, Phe:

fenilalanina, Arg: arginina e AMC: 7-amino-4-metil-cumarina.

1.4. Triagem de Ligantes

O entendimento dos processos quimicos e as interacdes entre as
moléculas em sistemas biolégicos vivos, é de grande importancia na busca de
ligantes. Por exemplo, anticorpos com antigenos, horménios com receptores,
enzimas com substratos, etc. Esses processos sdo altamente seletivos e as
interacdes sdo frequentemente reversiveis e as forcas de ligacdo variam de fracas
a fortes.

No processo de desenvolvimento de novos farmacos ocorre a busca
de ligantes que tenham interacdo/acdo com o alvo selecionado. No ensaio de
triagem busca-se eliminar falsos positivos e negativos 40 41: 424344

Uma forma eficiente para a selecdo de ligantes em um elevado
numero de substancias, com métodos computadorizados de testes em série e
sistemas robdticos, bastante utilizada na inddstria farmacéutica, € o High
Throughput Screening (HTS), ou seja, triagem de alta produtividade, ensaios de
um grande namero de potenciais moduladores bioldgicos contra um conjunto

escolhido de alvos definidos 4°:46:47:48:49,
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As vantagens desse tipo de ensaio sdo: a reducdo de custos, tempo de
analise, menores concentracdes e volumes (< 1 microlitro), no entanto, o nimero
de dados a serem processados € uma das desvantagens desses ensaios. Neste
contexto, o desenvolvimento de métodos eficazes que sejam capazes de
triarem e identificar novos ligantes/inibidores diminuindo ou excluindo os

resultados de falsos positivos e negativos tornam-se de grande interesse °%:51:°2,

1.5. Inibidores Enzimaticos

Moléculas que interferem no mecanismo catalitico das enzimas,
diminuindo ou interrompendo as reacGes sdo chamadas de inibidores
enzimaticos °3. Existe duas grandes classes de inibidores de enzimas: os
reversiveis e os irreversiveis.

Os inibidores reversiveis sdo caracterizados pelas interacdes nao
covalentes com a enzima (ligagbes i0nicas, ligacdes de Van der Waals,
ligacdes de hidrogénio e interacdes hidrofébicas). Havendo trés modos
potenciais de inibi¢do reversiveis: a) competitivo - modo de interacdo entre
enzima e inibidor em que o inibidor disputa com o substrato pelo sitio ativo da
enzima livre; b) incompetitivo - a inibicdo pode ocorrer com a ligagdo do
inibidor ao complexo enzima-substrato; e ¢) ndo competitivo - inibidores que
se ligam a enzima livre ou ao complexo enzima-substrato. J& para a inibicao
irreversivel, enzima e inibidor séo ligados covalentemente >4,

As cisteino proteases contém um grupo tiol, com isso ligantes que
bloqueiem o0s grupos tiols destas enzimas sdo considerados potenciais
inibidores. Um bom exemplo, sdo as substancias da classe diazometanos que
reagem irreversivelmente com cisteino proteases *°.

Um outro inibidor conhecido de cisteino-proteases € o L-trans-
epoxisuccinil-leucilamido(4-guanidino)  butano, conhecido como E-64

(FIGURA 5). Isolado de cultura fungica de Aspergillus japonicus, é um inibidor
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irreversivel especifico de cisteino proteases, e usualmente aplicado na titulagdo

do sitio ativo de véarias enzimas desta classe .

COOH HN NH,
o Y

FIGURA 1. 5. Estrutura molecular do E-64 (MM: 357,20 g/mol)

1.6. Imobilizacdo Enzimatica

O termo enzimas imobilizadas refere-se a enzimas
fisicamente confinadas ou localizadas em uma definida regido do
espaco com manutencdo das suas propriedades cataliticas e que
podem assim ser utilizadas repetidamente e continuamente. Wiley e

Sons, citado por Comerlato (1995) ¢,

O primeiro uso industrial de enzimas imobilizadas foi reportado em
1967 por Chibata e colaboradores ', que desenvolveram a imobilizacdo da
aminoacilase Aspergillus oryzae para a determinacdo de aminoacidos D-L
racémicos. Atualmente alguns processos industriais como a producdo de acucar,
aminoacidos, e até mesmo de alguns farmacos utilizam enzimas imobilizadas.
Em alguns deles as celulas microbianas inteiras contendo a enzima desejada s&o
imobilizadas e utilizadas como catalisadores °8.

Existem varias vantagens associadas a imobilizacdo de enzimas
frente aos ensaios convencionais em solucdo, isto se deve a capacidade de
reutilizacdo, grande estabilidade de armazenamento e térmica (aumento do
tempo de vida da enzima), baixo custo e reprodutibilidade dos dados obtidos *° .

As enzimas imobilizadas tém sido utilizadas para identificar

compostos biologicamente ativos em misturas complexas, como por exemplo,
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em extratos de produtos naturais %%, ou misturas complexas de proteinas, tal
como, venenos de animais peconhentos 2,

Na imobilizacdo, a definicdo do suporte mais apropriado é tido
como um dos grandes desafios. E necessario encontrar um suporte que favoreca
a imobilizacdo da enzima na melhor conformacéo possivel, a fim de que suas
caracteristicas sejam inalteradas, ou seja, deve-se evitar a perda da atividade
enzimatica pela ligacdo dos sitios ativos ao suporte ou perda de mobilidade
conformacional.

Parametros como estrutura quimica do suporte e tamanho dos poros
determinam a area superficial total do suporte. Assim, suportes porosos
geralmente sdo melhores porque a sua area superficial € maior e permite uma
carga de enzima mais elevada, havendo uma melhor eficiéncia na imobilizacéo e
protecdo da enzima. Contudo, € necessario ressaltar que quanto maior a
porosidade do suporte, maior a capacidade de adsorcéo de moléculas.

Existe uma variedade de suportes utilizados para imobilizacéo:
membranas e polimeros %8, particulas 346566 e nanoparticulas magnéticas 78,
capilares de silica fundida 8, materiais monoliticos °, entre outros.

Os varios métodos de imobilizacdo empregados baseiam-se nas
ligacGes fisicas e quimicas entre a biomolécula e o suporte.

Os trés métodos tradicionais de imobilizacdo enzimatica sdo °8:

1. As enzimas podem ser imobilizadas aos suportes por
diferentes formas de interacdo: adsorcdo fisica, ligacbes ibnicas ou ligacdes
covalentes;

2. Ha inclusdo da enzima em uma rede polimérica (estrutura de
gel ou membrana), havendo assim o aprisionamento (encapsulamento) da
enzima;

3. Ligacdo Cruzada.
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FIGURA 1. 6. Formas de Imobilizac&o. Retirada da referéncia 58.

A imobilizacdo de enzimas baseado através da formacdo de
ligacGes covalentes é 0 método mais utilizado *8. A vantagem desse método esta
na estabilidade da ligacdo formada entre suporte e enzima, com isso a enzima
néo é perdida para a solucéo.

E importante ressaltar que na producdo do biorreator deve-se
considerar o uso para o qual ele sera aplicado: por exemplo, biocatalise, ensaios
de triagem de ligantes através do uso de cromatografia zonal ou frontal de

bioafinidade e os ensaios de bioafinidade (Ligand Fishing).

1.6.1. Particulas Magnéticas

Dentre os suportes disponiveis para a imobilizacdo as particulas
magnéticas destacam-se pela vantagem de poderem ser separadas do meio
reacional atraves da separacdo magnética, interrompendo-se rapidamente as
reacdes enzimaticas e recuperando as enzimas para reutilizacdo. Também deve-
se destacar como vantagens, sua grande area superficial, a capacidade da
funcionalizacdo, insercdo de grupos funcionais diversos sobre a particula; baixa

porosidade e estabilidade mecanica, caracteristicas importantes para o
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desenvolvimento de um sistema catalitico matriz-enzima, biocompatibilidade.
Por esta razédo sua aplicabilidade vem se tornando cada vez mais intensa "1:/273,

Com diferentes tamanhos, variando do micro ao nandmetro, o
nucleo das particulas contém atomos de elementos que apresentam capacidade
magnética como o ferro, niquel ou nidbio tendo suas superficies funcionalizadas
com derivados tosila, amino, carboxila ou grupos epéxidos, possibilitando a
imobilizacédo de peptideos, proteinas, DNA, anticorpos, etc 7.

A primeira tentativa de usar enzimas imobilizadas em suportes
magnéticos ocorreu em 1973. Robson e colaboradores, 1973 ”, imobilizaram a
a-quimotripisina e a f-galactosidase em particulas de celulose-0xido de ferro a
fim de verificar o efeito magnético na atividade dessas enzimas.

Em 2018, Henriques e colaboradores ", coimobilizaram a lipase e a
[-D-galactosidase em nanoparticulas magneticas, preservando a atividade
catalitica das enzimas utilizadas, com o intuito de originar sistemas de reacao
em dominG em que o(S) produto(s) ou subprodutos da primeira reacdo atuam

como substrato para a segunda reagédo, proporcionando um processo continuo.

1.7. Ligand Fishing

Os ensaios de Ligand Fishing, no portugués Pesca de Ligantes,
foram desenvolvidos inicialmente para extracdo de proteinas em matrizes
complexas por imobilizagdo em micro ou nano particulas . O processo de
fishing envolve trés etapas bem definidas: a) incubacdo/loading: o biorreator
produzido pela imobilizacdo da proteina na particula é adicionado a matriz para
bioconjugacdo com os possiveis ligantes; b) lavagem: exclusdo das substancias
ndo conjugadas; c) extracdo dos ligantes: os ligantes que apresentaram afinidade

pelo alvo imobilizados séo extraidos e caracterizados "8,
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A técnica de Ligand Fishing é empregada na triagem ou no
isolamento de compostos ativos em misturas complexas, tais como extratos
celulares ™ e extratos de produtos naturais 88182,

Como visto, ha varios tipos de suporte podem ser utilizados para a
imobilizacdo, contudo o uso de particulas magnéticas para ensaios de Ligand
Fishing é visto com bastante interesse para ensaios com matrizes complexas
devido a facilidade de isolar os ligantes (capacidade magnética) sem
procedimentos de purificacdo prévios (filtracdo ou centrifugacdo), evitando
interferéncias e contaminagdes no processo de extracdo . Este ensaio apresenta
beneficios como aumento do tempo de vida da biomolécula imobilizada e
reducdo da sua inativacéo .

Moaddel e colaboradores, 2007 77, foram os primeiros a utilizar
particulas magnéticas para ensaios de Ligand Fishing. Albumina Sérica Humana
foi imobilizada em particulas magnética, fazendo o ensaio de pesca com ligantes
conhecidos e desconhecidos, e correlacionando os resultados com dados obtidos
em ensaios de cromatografia de bioafinidade.

Devido a grande variedade dos tipos de particulas disponiveis, as
modificacdes superficies diversas com espacadores de diferentes caracteristicas
e propriedades, isto, associado as técnicas modernas de detecgdo, tais como
espectrometria de massas, ressonancia magnética nuclear, etc., o ensaio de
Ligand Fishing torna-se uma importante ferramenta potencial para estudos de
afinidade e triagem de ligantes 74 83,

A FIGURA 1.7 mostra a representacdo de um ensaio de Ligand

Fishing com proteina imobilizada em particula magnética.
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FIGURA 1. 7. Representacdo de ensaio de Ligand Fishing com proteina imobilizada em
particulas magnéticas. Proteina (estrutura da papaina da Carica papaya) disponivel em:
<https://www.iycr2014.org/learn/crystallography365/articles/20140620> Acessado em: 26. Jun.
20109.

Por exemplo, Marszall e colaboradores, 2008 8, imobilizaram a
proteina Hsp90 em particulas magnética, que foram utilizadas para isolar
ligantes da Hsp90a conhecidos de uma mistura contendo ligantes e ndo ligantes.
As particulas com proteina imobilizada, também foram usadas para isolar
proteinas de uma mistura de proteinas, bem como em extrato celular.

A enzima neuraminidase é um alvo biologico para influenza, Zhao
e colaboradores, 2018 8, executaram o ensaio de Ligand Fishing com a
neurominidase imobilizada e para validagdo do método de triagem foram
utilizados ligantes sintéticos e de produtos naturais conhecidos.

Xu et al, 2019 &, adsorveram membranas celulares sobre filtro de
papel de celulose na triagem de compostos potencialmente ativos de produtos

naturais (Angelica dahurica).
1.8. Papaina Imobilizada
Devido a sua grande capacidade proteolitica e alta estabilidade, a

papaina tem sido imobilizada em diferentes tipos de particulas e para diversos

fins:
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o Lya e colaboradores, 2013 %, encapsularam papaina em matriz de
biosilica a fim de verificarem o aumento de sua estabilidade e capacidade

catalitica.

. Mosafa e colaboradores, 2013 ¢, imobilizaram papaina em
nanoparticulas magnéticas, investigando as condi¢cdes 6timas de imobilizacéo
e a estabilidade da enzima imobilizada. Também, compararam a atividade da

papaina livre e imobilizada no processo de clareamento de suco de roma.

o A papaina foi imobilizada por Sahoo et al, 2013 8, em nanoparticulas
de ouro modificadas com 3-(mercaptopropil) trimetoxissilano, demonstrando
maior estabilidade térmica e capacidade catalitica do que a papaina em

solucéo .

° He e colaboradores, 2014 ©, estudaram os mecanismos do método de

imobilizacdo da papaina em superficies de silica.

o Alpay e Uygun, 2014 28, utilizaram o corante Cibracon 3G azul como
espacador para imobilizacdo da papaina em nanoparticulas magnéticas (200

nm), comparando o potencial catalitico da papaina livre e imobilizada.

o Atacan, 2017 %, verificaram o aumento da capacidade antibacteriana de
nanoparticulas magnéticas de Ag/CuFe,O, com papaina imobilizada diante da

S. aureus e E. coli. Ressaltando a aplicabilidade das particulas de papaina.

o Nanoparticulas magnéticas de FesQOy, chitosana, e Cu?* foram suportes
utilizados para imobilizacdo da papaina. Comparada com a papaina livre, a
papaina imobilizada apresentou atividade e propriedade  enzimaticas

superiores, boa estabilidade operacional e de reutilizacdo .
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o Executou-se a imobilizacdo da papaina em nanoparticulas porosas de
fibras de seda com Fe;O4 de modo aumentar sua eficiéncia catalitica. Sheg e
colaboradores, 2019 2, verificaram vantagens como maior atividade catalitica,
boa capacidade de reutilizacdo e maior estabilidade nas faixas de pH e

variacOes de temperatura estudadas.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Modular ensaios de triagem de ligantes para papaina usando-a

como cisteino protease modelo.

2.2. Metas Alcancadas

° Desenvolvimento das condi¢Ges cromatograficas para monitorar a reacéo
catalitica da papaina;

o Desenvolvimento das condicdes de reacdo da papaina e determinagdo dos
parametros cinéticos em solucao;

o Imobilizacdo da papaina em particulas magnéticas e determinacdo dos
parametros cinéticos;

. Avaliacdo de inibidores previamente identificados através dos ensaios
com a papaina em solugdo e imobilizada;

o Modulacéo do ensaio de Ligand Fishing com os ligantes selecionados;

o Execucéo do ensaio de Ligand Fishing em extratos de produtos naturais.
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3. Materiais e Procedimento Experimental

3.1. Generalidades

O sistema de cromatografia liquida utilizado (SHIMADZU, Quioto,
Japéo) consiste de duas bombas modelo LC-20 AD, um auto injetor modelo
SIL-20A com loop de volume igual a 50 pL, um degaseificador modelo DGU-
20A5 e, uma interface modelo CBM-20A conecta o sistema. O equipamento
estd acoplado a um espectrometro de massas (Bruker Daltonics) modelo Esquire
6000 equipado com uma fonte de ionizacéo do tipo eletrospray (ESI), operando
no modo positivo e, analisador do tipo ion-trap (IT). A aquisi¢cdo dos dados foi
realizada através do software Bruker Daltonics.

A coluna analitica utilizada nos ensaios foi uma coluna Poroshell
HPH-C18 (50 X 2.1 mm, 2.7 um).

A agua utilizada na composicdo das fases moveis e preparacdo de
solugdes foi obtida em um sistema Milli-Q® Direct 8.

Os solventes organicos utilizados foram grau HPLC (PANREAC®,
J. T. BAKER®, HONEYWELL®), e degaseificados em ultrassom BRANSON®
1510.

Para a pesagem dos reagentes foi utilizada uma balanca analitica
AND, modelo HR200, com precisédo = 0,0001g.

As medidas de pH foram realizadas utilizando um pHmetro,
GEHAKA®, modelo PG1800, com precisdo de + 0,01 unidades de pH,
conectado a um eletrodo de vidro combinado Ag/AgCl. A calibracdo do
pHmetro foi realizada com solucdes tampé&o pH 7,00 e 10,0 (GEHAKA®).

Nos processos de agitacdo de solucdo foi utilizado um Agitador
Magnético IKA® RH B 1 S26.

O banho-maria utilizado foi um Banho Dubnoff, Nova Etica®.
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As micropipetas utilizadas no preparo das amostras foram
GILSON® e EPPENDORF®,

As amostras foram centrifugadas utilizando uma centrifuga da
marca Eppendorf® 5415R.

A enzima papaina, o substrato cloridrato Z-Phe-Arg-AMC e o
produto 7-amino-4-metilcumarina foram comprados da Sigma- Aldrich®.

Os ligantes utilizados nos experimentos de inibicdo e ensaios de
Ligand Fishing: os flavondides sdo de origem da Sigma- Aldrich®; as acridonas
e quinolinonas *3 sdo de origem do Laboratoério de Sintese de Produtos Naturais
da Universidade Federal de Sdo Carlos, Sdo Carlos-SP; e as dipeptidil nitrilas %
foram concedidas pelo Grupo de Pesquisa em Quimica Medicinal do Instituto de
Quimica de Séo Carlos, da Universidade de S&o Paulo, Sdo Carlos-SP.

O extrato etandlico empregado no ensaio de Ligand Fishing do
caule de Melia azedarach foi disponibilizado pelo laboratério de Produtos
Naturais da Universidade Federal de Sdo Carlos, S&o Carlos-SP.

As particulas magnéticas utilizadas eram de 1um Bemag Amine-
Terminated Magnetic Beads (30mg/mL) Bioclone Inc®.

Os reagentes e demais produtos quimicos utilizados foram obtidos
da Sigma- Aldrich® e Synth®.

3.2. Preparo das Solucdes de Trabalho

3.2.1. Fase Movel

. Solucdo Aquosa: dgua com adicdo de 0,1 % acido férmico

o Modificadores Organicos: Acetonitrila (ACN) com adicdo de
0,1% é&cido formico; e Metanol com adicao de 0,1% acido formico.

Os eluentes wusados foram sempre medidos na relacdo

volume/volume.
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3.2.2. Solucdes de Reacéao

o Solucgdes de Acetato de Amoénio (MM: 77,08 g/mol): Foram pesadas trés
quantidades diferentes de acetato de amonio: 19,3; 38,5 e 77,08 mg. Essas
massas foram diluidas em 100 mL de &agua, originando solucbes com
concentragdo de 2,5 mM, 5,0 mM e 10,0 mM, respectivamente. Agitou-se as

solucdes em agitador magnético para homogeneizacéo.

o Solucgdes de Acetato de Amonio de diferentes pH: Solucbes de acetato de
amonio de 2,5mM de diferentes pH, variando-se de 4,0 a 8,5, foram preparadas.
As solugdes acidas foram ajustadas com &cido acético 0,1M e as solucdes
basicas foram ajustas com hidréxido de aménio 0,1M. Adicionou-se gotas das
solugOes de ajuste até se atingir o pH desejado. Para homogeneizacédo fez-se uso

de um agitador magnético.

o Solugdes de Formiato de Amonio (MM: 63,06 g/mol): Foram pesadas trés
quantidades diferentes de formiato de amonio: 15,77; 31,53 e 63,06 mg. Essas
massas foram diluidas em 100 mL de agua, originando solucdes com
concentracdo de 2,5 mM, 5,0 mM e 10,0 mM, respectivamente. Agitou-se as

solucdes em agitador magnético para homogeneizacéo.

. Solucgdes de Bicarbonato de Amonio (MM: 77,06 g/mol): Foram pesadas
trés quantidades diferentes de bicarbonato de amonio: 19,8; 39,50 e 79,06 mg.
Essas massas foram diluidas em 100 mL de &gua, originando solu¢bes com
concentracdo de 2,5 mM, 5,0 mM e 10,0 mM, respectivamente. Agitou-se as

solucdes em agitador magnético para homogeneizacéo.
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3.2.3. Solucdes de Ditiotreitol (DTT) (MM: 154, 25g/mol)

Pesou-se 2 mg de DTT diluindo numa solucdo com 1,9 mL de
acetato de aménio 2,5 mM, pH 6,8, e 100 uL. de DMSO, volume de final de 2
mL. A solugdo permaneceu no ultrassom por 20 minutos.

Para as solucdes mais diluidas partiu-se desta solucdo mae, diluindo
as aliquotas em solucgéo de acetato de aménio 2,5 mM, pH 6,8, para volume final
de 2 mL.

3.2.4. Solucdes de Papaina

Pesou-se 2 mg de papaina diluindo-a em solucdo de acetato de
amonio 2,5 mM, pH 6,8, para 2mL. Para as solu¢des mais diluidas partiu-se

desta solugdo mae, diluindo-a em solucdo de acetato de amonio 2,5 mM, pH 6,8.

3.2.5. Solucbes do substrato

Pesou-se 2 mg do substrato, Z-Phe-Arg-AMC, diluindo-o0 em
solucdo de acetato de aménio 2,5 M, pH 6,8. A solucdo permaneceu no
ultrassom por 20 minutos. Para as solu¢des mais diluidas partiu-se desta solucéo

maée, diluindo em solucéo de acetato de aménio 2,5 mM, pH 6,8.
3.2.6. Solucgoes do padrao 7-amino-4-metilcumarina
Pesou-se 2 mg do produto de reacdo padrdo, AMC, diluindo numa

solucdo com 1,9 mL de acetato de aménio 2,5 mM, pH 6,8, ¢ 100 uL de DMSO,

volume de final de 2 mL. A solucdo permaneceu no ultrassom por 20 minutos.



25

Para as solu¢des mais diluidas partiu-se desta solugdo mae, diluindo

em solucdo de acetato de amonio 2,5 mM, pH 6,8.

3.2.7. Solucao de Fosfato de Potassio 100 mM pH 7,0.

Pesou-se 340,2 mg de fosfato de potassio monobasico, diluindo-se
em 25 mL de agua. Agitou-se a solugdo em agitador magnético para

homogeneizacao

3.2.8. Solucéo de 5% de glutaraldeido

Partindo-se de uma solucgéo estoque de 75% proveniente da Synth®,
retirou-se 333 pL e completando o volume para 5 mL, com solucdo de fosfato
de potassio 100mM, pH 7,0.

3.2.9. Solucdes dos Inibidores de Catepsinas e Cruzaina

As massas dos seguintes compostos: Neq409 com 1,12 mg, Neq
570 com 1,25 mg, LSPN 159 com 0,93 mg, LSPN 167 com 0,78 mg, LSPN 169
com 0,8 mg, LSPN 172 com 0,95 mg, LSPN 182 com 0,90 mg, foram diluidas
numa solucao com 1,9 mL de acetato de amdnio 2,5 mM, pH 6,8, e 100 uL de
DMSO, volume final de 2 mL. Também, pesou-se 2 mg de catequina,
epicatequina e quercetina, sendo diluidas na mesma solucdo que os compostos
anteriores. As solucdes permaneceram no ultrassom por 20 minutos.

Para solucbGes mais diluidas, partiu-se da solucdo-mée diluindo-as

em acetato de amonio 2,5M, pH 6,8.

3.2.10. Extrato Do Caule de Melia azedarach
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Uma aliquota de 500 uL do extrato etandlico do caule de Melia
azedarach (2,2 mg/mL) foi diluida em 500 uL de solucdo de acetato de aménio
2,5mM, pH 6,8, originando uma solucdo de 1,1 mg/mL. partir desta solucéo foi

executado o ensaio de Ligand Fishing.

3.3. Condicdes cromatograficas e de otimizacao do espectrémetro
de massas para deteccdo e quantificacdo do produto da reacao

enzimatica.

Para 0s ensaios o substrato utilizado foi o cloridrato de Z-Phe-Arg
7-amido-4-metilcumarina, e o produto AMC, 7-amino-4-metilcumarina. A
separacdo do Z-Phe-Arg e AMC ocorreu por modo reverso de eluicdo em
condicgOes isocraticas com uma coluna Poroshell HPH-C18 (50 X 2.1 mm, 2.7-
um), e ACN:H,O com 0,1% é&cido formico (32,5:67,5 v/v) como fase movel a
uma vazéo de 100 pL/min. Com 6 minutos de corrida cromatografica.

Os parametros do espectrometro de massas foram otimizados por
infusdo direta do AMC no espectrometro de massas, via uma bomba seringa
acoplado com o sistema LC nas devidas condicdes de separacdo. A unido entre
LC e bomba seringa se deu via um adaptador em forma de T. Os parametros
usados para deteccdo do AMC, [M-H]" 176 m/z, foram voltagem do capilar
4500 V; voltagem do skimmer 63.8 V; gas nebulizador (N;) 20 psi; gas de
secagem (N) 6 L/min e temperatura da fonte de ionizacdo 325 °C.

A aquisicao de dados no espectrometro de massas ocorreu no modo
de varredura total de ions na faixa de m/z 80 a 800, e analisados e quantificados

atraves do ion extraido [M-H]" 176 m/z.

3.4. Curva Analitica para quantificacdo do produto da reacéo

enzimatica
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A curva foi planejada com oito niveis de concentracdes (5, 10, 25,
30, 60, 70, 90 e 100 uM). Além disso, definiu-se 3 controles de qualidade: de
baixa, média e alta concentracdo, com concentragdes de: 15 uM (CQB), 45 uM
(CQM) e 80 uM (CQA).

Pesou 2 mg do padrdo AMC conforme Preparo de Solucdo 3.2.4,
obtendo uma solugdo de 5708,0 uM. A partir desta solucdo retirou-se duas
aliquotas de 35,0 e 87,6 uL, diluindo-as em solugbes de acetato de amonio, pH
6,8, originando duas solugcdes com concentragdes de 100 e 250 uM,
respectivamente.

Os volumes de AMC pipetados para execucdo dos diferentes niveis
de concentragdo e controles variaram conforme a concentracdo de cada nivel e
controle planejado, mantendo-se constante somente os volumes de DTT 15 uM
(30 pL de uma solugédo 150 uM), substrato 1 uM (15 pL de uma solucéo de 20
KUM) e ACN (2100 pl). Para completar o volume final de 300 pL, adicionou-se a
solugdo acetato de aménio 2,5 mM, pH 6,8. (TABELA 3.1.)

TABELA 3. 1. Volumes utilizados do padrdo AMC e de solucdo de acetato de amoénio no

preparo da curva analitica.

Concen}traf(;(”)es Concentragdo da Volumes de
dos Niveis e Solucio-mae Volumes de AAce_tato de
Controles da AMC (uL) Amonio 2,5mM
Curva (uM) (M) pH 6,8 (uL)

5 100 15 145

10 100 30 130

25 100 75 85

30 10 90 70

60 250 72 88

70 250 84 76

90 250 108 52
100 250 120 40

15 (CQB) 100 45 115
45 (CQM) 250 54 106

80 (CQA) 250 96 64
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3.5. Ensaio em solucéao - Verificacdo da atividade

Pré-ativacdo da enzima: Pipetou-se 15 pL de papaina de uma
solucdo de 50 ug/mL e 30 pL de DTT de uma solugdo de 150 UM, agitando-se a
solucdo por 30 segundos e deixando-a em repouso por 4,5 minutos. (solucdo A)

Reacdo enzimatica: Adicionou-se a solucdo A 140 pL de solugédo
acetato de amonio 2,5 mM, pH 6,8 e 15 pL de Z-Phe-Arg-AMC de uma solucéo
de 20 uM. Agitou-se a solucéo por 30 segundos, deixando-a em repouso por 4,5
minutos. (solucéo B)

Para finalizar, aqueceu-se a solucdo B em banho a 95 °C por 2
minutos. Em seguida, adicionou-se 100 pL de ACN, obtendo-se um volume
final de 300 pL. Centrifugou-se a solugcdo por 3 minutos em 12000 rpm,
recolhendo o sobrenadante para anélise.

As concentragdes finais dos reagentes em um volume de 300 pL
foram: 2,5 pg/mL de papaina, 15 uM de DTT e 1 uM de Z-Phe-Arg.

O tempo de 5 minutos de pré-ativacdo da enzima, seguiu-se 0

tempo definido por Ramalho, 2015 %,

3.6. Determinacdo dos parametros cinéticos da papaina em

solucéo

Planejou-se 18 niveis de concentracdio (TABELA 1.3) para
determinacdo das constantes cinéticas da papaina em solucdo. E os ensaios de
cada nivel foram executados em triplicata.

Pré-ativacdo da enzima: Seguiu-se 0 mesmo procedimento em 3.5,
originando Solucdes A.

Reacdo Enzimatica: As solugdes A adicionou-se volumes diferentes
da solucéo de acetato de amonio 2,5mM, pH 6,8, e da solucdo de 500 uM de Z-
Phe-Arg-AMC, a fim de se obter as concentragOes previamente planejadas.
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Agitou-se as solugdes por 30 segundos, deixando-as em repouso por 4,5
minutos. (Solucdes B)

Para finalizar, aqueceu-se as solugdes B em banho a 95 °C por 2
minutos. Em seguida, adicionou-se 100 pL de ACN, obtendo-se um volume
final de 300 pL. Centrifugou-se as solugdes por 3 minutos em 12000 rpm,
recolhendo o sobrenadante para anélise.

Os volumes e concentracfes de papaina e DTT foram os mesmos
para cada nivel, sendo a concentracdo de papaina 2,5 pg/mL e de DTT 15 puM
em 300 pL.

A partir dos valores de concentracdo obtidos, utilizou-se para

determinacéo dos parametros cinéticos o software GraphPad Prism.

TABELA 3. 2. Volumes utilizados de substrato e de solucdo de acetato de aménio para

determinacdo das constantes cinéticas da papaina em solucao.

Concentracéo Volumes de Z- Volumes de Acetato
Nivel Planejada de Phe-Arg-AMC  de Amonio 2,5mM
Z-Phe-Arg-AMC (uM) (nL) pH 6,8 (uL)
1 8,33 5 150
2 11,67 7 148
3 15,00 9 146
4 18,33 11 144
5 21,67 13 142
6 25,00 15 140
7 33,33 20 135
8 41,67 25 130
9 50,00 30 125
10 58,33 35 120
11 66,67 40 115
12 75,00 45 110
13 91,67 55 100
14 108,33 65 90
15 125,00 75 80
16 141,67 85 70
17 158,33 95 60
18 175,00 105 50
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3.7. Imobilizacdo da papaina em particulas magnéticas (P-MB)

O método de imobilizacao foi feito em acordo com o descrito em
trabalho de Vanzolini et al 96.

Dia 1: Adicionou-se 500 pL da solucdo de particulas magnéticas
(30 mg/mL) em um tubo eppendorf, colocando-0 no separador magnético por 2
minutos, e descartando o sobrenadante. Lavou-se as particulas com 1 mL com
uma solucdo de fosfato de potassio 100 mM, pH 7, por trés vezes. A cada
lavagem agitou-se a solucdo por 30 segundos e pds-se em descanso no separador
magnético por 2 minutos.

Apobs lavagem, adicionou-se 1 mL da solucdo de glutaraldeido 5%
nas particulas, fechando o tubo, vedando-o com ParaFilm.

Em seguida, com um agitador rotacional, agitou-se a solucdo por 3
horas a temperatura ambiente. Apos isto, colocou-se o eppendorf no separador
magnético por 2 minutos, descartando o sobrenadante, e repetindo o
procedimento de lavagem.

Ao final, adicionou-se 500uL da solucdo de papaina 0,5 mg/mL as
particulas, vedando com ParaFilm. Agitou-se a solugédo por 16 horas.

Dia 2 — Colocou-se as P-MBs no separador magnético, descartando
0 sobrenadante. Em seguida, foi executado o procedimento de lavagem das P-
MBs por trés vezes usando uma solucéo de acetato de amoénio, pH 4,5.

Foi adicionado 500 pL da solucéo de acetato de amonio 2,5mM, pH

4,5, as P-MBs, armazenando-as na geladeira a 4 °C.

3.8. Ensaio com a P-MB - Verificacdo da atividade

Condicionamento da P-MB: Agitou-se a P-MB armazenada em 500
UL de solucédo de acetato de amonio 2,5mM, pH 4,5, por 1 minuto. Em seguida
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colocou-a no separador magnético por 2 minutos. Recolheu-se o sobrenadante,
descartando-o.

Adicionou-se a P-MB 500 pL de solugdo de acetato de aménio
2,5mM, pH 6,8, agitando-se por 1 minuto. Em seguida, colocou-a no separador
magnético por 2 minutos. Recolhendo-se 0 sobrenadante e descartando-o. Este
procedimento foi repetido por mais duas vezes.

Pré-ativacdo da P-MB: A P-MB condicionada adicionou-se 30 pL
de DTT de uma solugdo 150 uM. Agitou-se o sistema por 30 segundos e deixou-
0 em repouso por 4,5 minutos. A concentracdo de DTT nesta etapa foi de 100
HUM. (Sistema A)

Reacdo Enzimatica: Adicionou-se ao Sistema A 155 pL de solucéo
acetato de amonio 2,5 mM, pH 6,8 e 15 pL de Z-Phe-Arg-AMC de uma solugéo
de 20 uM. Agitou-se o Sistema A por 30 segundos, deixando-o 2,5 minutos em
repouso no suporte de eppendorf e mais 2,5 minutos no separador magnético.

Recolheu-se o sobrenadante, e adicionou-se 100 pL de ACN,
obtendo-se um volume final de 300 uL. Em seguida, centrifugou-se a solugéo
por 3 minutos em 12000 rpm, recolhendo o sobrenadante para analise.

Lavagem e Estocagem da P-MB: Adicionou-se a P-MB 500 uL de
solucdo de acetato de amonio 2,5mM, pH 4,5. Agitou-se o sistema por 1 minuto
colocando-o no separador magnético por 2 minutos. Em seguida, recolheu-se o
sobrenadante, descartando-o. Este procedimento foi efetuado mais duas vezes.

Adicionou-se a P-MB 500 uL de acetato de aménio 2,5mM, pH 4,5,
estocando-a na geladeira com temperatura de 4 °C.

3.9. Determinacéo dos parametros cinéticos da P-MB

O mesmo planejamento dos niveis de concentragdo do
Procedimento 3.6 foram utilizados para a determinacdo dos parametros cinéticos

da papaina imobilizada em particulas magneticas.
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Aliquotas de 100uL de 30 mg/mL de P-MB foram utilizados para
determinacdo dos parametros cinéticos. Cada nivel, em triplicata, foi ensaiado
individualmente variando os volumes de reagentes utilizados conforme
planejamento prévio.

Os mesmos procedimentos experimentais executados em 3.8 foram
efetuados para o Condicionamento e para Pre-Ativacdo da P-MB.

Reacdo enzimatica: Adicionou-se volumes diferentes da solucdo de
acetato de amonio 2,5mM, pH 6,8, e da solucdo de 500 UM de Z-Phe-Arg-
AMC, a fim de se obter as concentracdes planejadas previamente. (TABELA
1.4) Agitou-se o biorreator por 30 segundos, deixando-0 em repouso no suporte
para eppendorf por 2,5 minutos e 2 minutos no separador magnético (Sistemas
B).

Para finalizar, recolheu-se os sobrenadantes, adicionando-se 100 pL
de ACN, obtendo-se um volume final de 300 pL. Centrifugou-se as solugGes por
3 minutos em 12000 rpm, recolhendo-se os sobrenadantes para anélise.

A lavagem e estocagem da P-MB apds o ensaio também seguiram
0s procedimentos em 3.8.

A partir dos valores de concentracdo obtidos, utilizou-se para

determinacéo dos parametros cinéticos o software GraphPad Prism.
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TABELA 3. 3. Volumes utilizados de substrato e de solucdo de acetato de aménio para

determinacdo das constantes cinéticas da papaina imobilizada em particulas magnéticas.

Concentracéo Volumes de Z- \Xz:l:tr:tzs(?ee
Nivel Planejada de Z-Phe-  Phe-Arg-AMC g
Arg-AMC (M) (uL) Amonio 2,5mM
pH6.8 (uL)
1 8,33 5 195
2 11,67 7 103
3 15,00 9 To1
4 18,33 11 139
S 21,67 13 187
6 25,00 15 185
/ 33,33 20 180
8 41,67 o5 175
9 50,00 30 170
10 58,33 35 165
11 66,67 40 160
12 75,00 45 155
13 91,67 55 145
14 108,33 65 135
15 125,00 75 125
16 141,67 85 115
17 158,33 95 105
18 175,00 105 95

3.10. Condicdes cromatograficas e de otimizacao do espectrémetro

de massas para deteccdo dos ligantes.

Ensaios de inibicdo: A separacdo do AMC dos ligantes ocorreu por
modo reverso de eluicdo em condicdes isocraticas com uma coluna Poroshell
HPH-C18 (50 X 2,1 mm, 2,7 um), e usando ACN:H,O 0,1% é&cido formico
(32,5:67,5 v/v) como fase movel a uma vazédo de 100 pL/min.

Ensaio de prova de conceito de Ligand Fishing: As condicdes de
ionizagcdo do massas mantiveram-se as mesmas para todos 0s ensaios realizados

neste trabalho, sendo possivel identificar cada um dos analitos de interesse.
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A separacdo dos ligantes ocorreu por modo reverso de eluicdo em
condi¢cOes gradiente com uma coluna Poroshell HPH-C18 (50 X 2,1 mm, 2,7
um), com vazédo de 100 pL/min, e fase movel composta por uma solucéo aquosa
com (A) e MeOH (B), ambas com 0,1% acido férmico. O percentual de B
variou de 15 — 60% nos primeiros 5 minutos, de 60 a 100% por 22 minutos e 3
minutos a 100%. A corrida cromatogréafica teve um tempo total de 25 minutos e
volume de injegdo igual a 10 pL. O tempo de condicionamento da coluna foi de

7 minutos.

3.11. Ensaios de Inibicéo

3.11.1.  Ensaio de Inibicdo em solucéo

Com cada inibidor executou-se o ensaio de inibicdo em triplicata.

A etapa de Pre-ativacdo da enzima seguiu-se 0 mMesmMo
Procedimento em 3.5, obtendo-se as solugdes A.

Reacdo de Inibicdo: Adicionou-se as solugdes A 36,6 pL de solucdo
acetato de aménio 2,5 mM, pH 6,8; 47,4 uL, 79 uM, de Z-Phe-Arg-AMC e 71
ulL, 237,0 uM, de inibidor. Agitou-se as solug6es por 30 segundos e deixando-as
em repouso por 4,5 minutos. (solucdes B)

Para finalizar, aqueceu-se as solugdes B em banho a 95 °C por 2
minutos. Adicionou-se 100 pL de ACN, obtendo um volume final de 300 pL.
Centrifugou-se a solugdo por 3 minutos em 12 rpm, recolhendo o sobrenadante
para analise.

As concentracdes finais dos reagentes utilizados foram: 2,5 pg/mL
de papaina, 15 uM de DTT, 79 uM de Z-Phe-Arg-AMC e 237 uM dos
inibidores.
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3.11.2.  Ensaio de Inibicdo na P-MB

Duas aliquotas de P-MB de 150 pL, 30mg/mL, foram utilizadas
para 0s ensaios de inibicdo. Cada inibidor, em triplicata, foi ensaiado
seguidamente da seguinte forma:

Biorreator 1 (B-1): 1° maltose; 2° Neg570; 3° quercetina; 4°
epicatequina; 5° catequina e 6° LSPN 159.

Biorreator 2 (B-2): 1° Neg409; 2° LSPN 167; 3° LSPN 169; 4°
LSPN 172 e 5° LSPN 182.

A etapa de condicionamento e Pré-ativacdo das P-MBs seguiu-se 0s
mesmos procedimentos em 3.8, originando as solugdes A.

Reacéo de Inibicdo: Adicionou-se as solucdes A 91,5 uL de solugéo
acetato de amonio 2,5 mM, pH 6,8; 31,5 uL, numa concentracédo de 52,5 uM, de
substrato e 47,0 uL, 157,4 uM de inibidor. Agitando as P-MBs por 30 segundos,
deixou-as em repouso no suporte para eppendorf por 2,5 minutos e mais 2
minutos no separador magnético. Recolheu-se os sobrenadantes, e adicionou-se
100 pL de ACN, obtendo um volume final de 300 pL. Centrifugou-se as
solugdes por 3 minutos em 12 rpm, recolhendo o sobrenadante para analise.

Lavagem dos biorreatores no ensaio de inibicdo: A cada ensaio de
inibicdo as P-MBs foram lavadas com 500 pL de solucdo de acetato de aménio
2,5mM, pH 6,8, agitando as P-MBs por 1 minuto e deixando-as no separador
magnético por 2 minutos. Sendo este procedimento executado por mais duas
vezes.

Ao fim do ensaio de inibicdo os mesmos procedimentos de lavagem
e estocagem das P-MBs foram 0s mesmos do procedimento 3.8.

As concentracdes finais dos reagentes utilizados foram: 2,5 pg/mL
de papaina, 15 uM de DTT, 52,5 uM de Z-Phe-Arg-AMC e 157,5 uM dos

inibidores.
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3.12. Avaliacdo dos Tempos de Carregamento e Extracdo das P-
MBs

Foram avaliados tanto para o carregamento como para a extracao o0s
tempos de 5, 10 e 30 minutos. O mesmo biorreator que foi executado os testes
de carregamento de 5 minutos, também foi 0 mesmo que foi utilizado para testar
0 tempo de extracdo de 5 minutos, e assim sucessivamente.

Selecionou-se os compostos Neqg 409 e Neg570 para 0s ensaios.

Para este ensaio usou-se seis aliquotas de 150 pL de P-MB, 30
mg/mL.: trés controles e trés ativas. Sendo uma P-MB controle e uma ativa para
0 ensaio de cada um dos tempos.

Preparacdo das P-MBs controles: Adicionou-se as P-MBs controles
500 pL de solvente (200 pL de DMSO, 150 pL ACN e 150 pL MeOH). Agitou-
se as P-MBs por 30 minutos. Em seguida, aqueceu-as em banho a 95 °C por 10
minutos. Centrifugou-se as P-MBs a 12000 rpm, descartando o sobrenadante.
Para finalizar, verificou-se a atividade das P-MBs controles conforme
procedimento 3.8,

As P-MBs controles e ativas, também foram submetidas aos ensaios
de condicionamento e pré-ativacdo conforme procedimento 3.8.

Ensaio de Carregamento: Adicionou-se as P-MBs pre-ativadas 18
WL de cada ligante (concentragéo final de 6 uM) e 164 pL de solugdo de acetato
de aménio 2,5mM, pH 6,8. Agitou-se os biorreatores por 30 segundos, e 0S
tempos em repouso no suporte de eppendorf e separador magnético variaram da
seguinte forma:

o Ensaio 1: 2,5 minutos no suporte de eppendorf e 2 minutos
no separador magneticos;

o Ensaio 2: 5 minutos no suporte de eppendorf e 4,5 minutos

no separador magnetico;
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o Ensaio 3: 15 minutos no suporte de eppendorf e 14,5 minutos
para cada ensaio.

Em seguida, recolhe-se os sobrenadantes (S-1), centrifugando-os
por 3 minutos em 12000 rpm. Retirou-se os sobrenadantes, analisando-os.

Lavagem dos biorreatores: Adicionou-se 500 uL. de solugdo de
acetato de amoénio 2,5mM, pH 6,8, as P-MBs agitando-as por 1 minuto e
deixando-as no separador magnético por 2 minutos. Descartando-as em seguida.
Sendo este procedimento executado por mais duas vezes.

Ensaio de Extragdo: Adicionou-se as P-MBs lavadas 500 pL de
MeOH. E em seguida:

o Ensaio 1: Agitou-se as P-MBs por 3 minutos e depois colou-
Se em repouso no separador magnético por 2 minutos;

o Ensaio 2: Agitou-se as P-MBs por 8 minutos e depois
colocou-se em repouso no separador magnético por 2 minutos;

o Ensaio 3: Agitou-se as P-MBs por 25 minutos e depois
colocou-se em repouso no separador magnético por 2 minutos;

Em seguida, recolhe-se os sobrenadantes (S-2), centrifugando-os
por 3 minutos em 12000 rpm. Retirou-se novamente 0s sobrenadantes,
analisando-os.

As etapas de lavagem e estocagem das P-MBs seguiram

procedimento 3.8.

3.13. Prova de Conceito do Ensaio de Ligand Fishing

O ensaio de Ligand Fishing foi feito em acordo com o descrito na
referéncia "® com modificacdes.

Para este ensaio usou-se duas aliquotas de 150 pL de P-MB
(retiradas da P-MB estoque de 500 pL): uma ativa e uma controle.

A P-MB controle foi preparada conforme procedimento 3.12.
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As etapas seguintes foram executadas para as P-MB ativa e
controle:

As P-MBs controles e ativas, também foram submetidas aos ensaios
de condicionamento e pre-ativacdo conforme procedimento 3.8.

Carregamento (Loading): Adicionou-se uma solucdo contendo 18
WL dos 11 ligantes, 6 uM, ensaiados a atividade de inibicdo previamente, e 2 UL
de solucdo de acetato de aménio 2,5mM, pH 6,8. Agitou-se a P-MBs por 30
segundos, deixando-as em repouso no suporte de eppendorf por 2,5 minutos e 2
minutos no separador magnético. Recolheu-se o0s sobrenadantes (S-1),
adicionou-se 102 pL de ACN, e centrifugando-os por 3 minutos em 12 rpm.
Retirou-se os sobrenadantes, analisando-os.

A etapa de lavagem entre o condicionamento e a extragdo ocorreu
conforme procedimento 3.12.

Extragdo: Adicionou-se 160 pL de solucdo de acetato de amonio
2,5 mM, pH 4,0 e 40uL de MeOH. Agitou-se os biorreatores por 3 minutos,
colocando-os em repouso no separador magnético por 3 minutos. Os
sobrenadantes (S-2) foram recolhidos, e adicionou-se 100 puL de ACN.
Centrifugou-os por 3 minutos em 12000 rpm, retirando o sobrenadante,
analisando-os.

As etapas de lavagem e estocagem das P-MBs seguiram

procedimento 3.8.

3.14. Ensaio de Ligand Fishing com Extrato de Produtos Naturais

O mesmo procedimento 3.13 foi executado para o ensaio de Ligand
Fishing com extrato etandlico do caule de Melia azedarach:

A separacdo dos ligantes ocorreu no modo reverso de eluicdo em
condicdes gradiente com uma coluna Poroshell HPH-C18 (50 X 2,1 mm, 2,7

um), com vazao de 100 pL/min, e fase movel composta por uma solucdo aquosa
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com (A) e MeOH (B), ambas com 0,1% acido férmico. O percentual de B
variou de 5 — 100% nos primeiros 22 minutos, mantendo 100% nos ultimos 3
minutos da corrida cromatografica.

As condicOes de otimizacdo do espectrobmetro de massas Ss&o
descritas no procedimento 3.3. A aquisicdo de dados no espectrometro de
massas ocorreu no modo de varredura total de ions, na faixa de anélise de [M-
H]* 80 a 1000 m/z.

Foram empregados 300 pL do extrato, 1,1 mg/mL em uma aliquota
de 150 pL. da P-MB.

Determinacdo da massa exata da catequina e epicatequina:

Foi utilizado o sistema UHPLC Agilent ®1290 Infinity Il (Agilent
Technologies) composto por uma bomba binaria (G7120A — High speed Pumb),
autoinjetor e compartimento de colunas (G7129B — 1290 Vialsampler) e
detector de ultravioleta de comprimento de onda variavel (G7114B — modelo
1260 Infinity Il — VWD, acoplado ao espectrémetro de massas de alta resolucéo
do tipo QqTOF (Bruker Daltonics®) equipado com fonte ESI (LC-HRMS). A
aquisicdo e processamento dos dados foi realizada utilizando o software Data
Analysis® (Bruker Daltonics®).

A solucéo de extracdo do ensaio de P-MB foi injetada no LC-
HRMS em eluicdo gradiente de 5-100% em 20 minutos, com uma vazao de 0,4
mL/min. A coluna analitica utilizada foi Ascentis® Express F5 (2,7 um,
2,1x100mm).

Os parametros do espectrometro de massas foram: modo negativo
de ionizacdo; nebulizador 3 bar, energia do quadrupolo 5 eV, vazdo do gas de
secagem 8mL/min (N;), temperatura do gas de secagem 180 °C, tensdo do End
Plate e capilar de 500V e 4500V, respectivamente.
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4, Resultados e Discussao

4.1. LC-MS: Separacéao substrato e produtos

Na reacdo enzimatica entre papaina e o substrato Z-Phe-Arg-AMC
sdo gerados dois produtos: a parte C-terminal do substrato, AMC, e a partir N-

terminal, Z-Phe-Arg. A reacdo enzimatica é apresentada na FIGURA 4.1.

CHq
H
| +
Q 1A REP S S
NH

/Ti
MN)\NM, HN NH,

Z-Phe-Arg-AMC Z-Phe-Arg AMC

FIGURA 4. 1. Reacdo enzimatica da papaina e o substrato Z-Phe-Arg-AMC e os produtos

reacionais.

Nos ensaios classicos em cubeta e placa de ELISA com o
fluorimetro como detector, os produtos da reacdo enziméatica e 0s compostos
ensaiados (compostos sintéticos ou de extratos de produtos naturais, tais como,
alcaloides, quininas, flavonoides, entre outros) %, apresentam muitas vezes,
fluorescéncia nos mesmos comprimentos de onda que o produto da reacdo
monitorado, AMC, ocasionando interpretacdes erroneas diante dos dados
obtidos. Por isso, a fim de evitar falsos positivos ou negativos nos ensaios
enzimaticos optou-se pelo emprego de um sistema LC-MS/MS para o
monitoramento da atividade enzimatica e testes de triagem. A técnica de LC-
MS/MS possibilita o uso de amostras de baixas concentracdes, separacdo das
bandas cromatograficas caracteristicas de cada analito, obtencdo dos ions
moleculares e seus fragmentos, isto €, o método apresenta alta sensibilidade e

seletividade quando comparada com a técnica fluorimétrica.
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No modo reverso de eluicdo, a fase estacionéria € apolar, em geral
alquil silica, e a fase movel é composta por um solvente organico, componente
forte da mistura, e uma solucdo aquosa. Este modo de eluicdo é preferivel para
analitos com polaridade intermediaria. O mecanismo de separacéo envolvido ¢ a
hidrofobicidade, ou seja, 0os compostos que sdo hidrofébicos sdo mais
fortemente atraidos/retidos para a fase estacionaria que tem maior interacdo
quimica com os analitos. Assim sendo, quanto maior a hidrofobidade da fase
estacionaria e menor a concentracdo de solvente organico na fase movel, maior
serd o tempo de retencdo do soluto %,

Em condicges isocraticas, a composi¢do da fase movel mantém-se
constante durante a elui¢do, ndo alterando os valores de fator de retengdo, k. A
eluicdo isocrética é preferivel quando k das bandas cromatograficas forem de 0,5
< k < 20. Nestas condicdes, as bandas cromatograficas apresentam bastante
diferenca de valores de k entre si %,

Portanto, 0 modo reverso em condicdes isocraticas de eluicdo foi
escolhido para este ensaio devido: a necessidade de se separar somente trés
analitos, com polaridade intermediarias e com valores do fator de retencao
diferentes, consequentemente, diferencas nos valores de tempos de retencdo nas
condicOes de separacédo estudadas. Assim sendo, a separacdo do substrato e seus
respectivos produtos ocorreu numa coluna Poroshell HPH -C18® (50 X 2.1 mm,
2.7-um), com tempo de corrida de 6 minutos. O cromatograma de ions extraidos

dos produtos da reacdo enzimatica € apresentado na FIGURA 4.2.
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FIGURA 4. 2. Cromatograma de ions extraidos dos produtos da reacdo enzimética da papaina

com o substrato Z-Phe-Arg-AMC.

Foi utilizado como analisador um espectrémetro de massas de baixa
resolucdo, lon Trap, com fonte de ionizacdo do tipo eletrospray.

As fontes de ionizacdo a pressdo atmosférica, por exemplo
eletrospray, possibilitam uma ionizacédo branda, havendo pouca fragmentacéo da
molécula durante o processo. Como resultado da ionizacdo, a pressdo
atmosfeérica, ha a protonacdo ([M+H]*) ou desprotonacdo ([M+H]). A fonte de
ionizacdo por eletrospray é a técnica de ionizacdo mais utilizada em analises
quimicas e bioldgicas. No processo de ionizacdo, a amostra em solucéo, eluente
do sistema cromatogréafico, € introduzida em um capilar metalico de pequeno
diametro interno, o qual obtém uma diferenca de potencial de poucos quilovolts
(kV). Esta voltagem causa a separacdo das cargas, neutralizando os contra-ions
negativos, no caso de uma ionizagdo em modo positivo, ou contra-ions
positivos, no caso da ionizacdo em modo negativo. As vantagens dessa técnica
de ionizacdo é que os analitos podem apresentar média e alta polaridade, baixa
ou elevada massa molecular, e as vazdes variam de nano a mililitros %,

O analisador de massas é a parte fundamental do espectrémetro de
massas, sendo responsavel por separar os ions gerados na fonte de ionizacéo de
acordo com a razdo massa-carga (m/z) e direciona-los ao detector. O analisador
de massa utiliza 0 movimento de ions em campos elétricos e magnéticos,

acarretando na separagédo dos ions de diferentes m/z no espago ou no tempo. O
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analisador de massa por armadilha de ions, do inglés lon Trap, é constituido de
um eletrodo circular e dois eletrodos terminais, formando uma cavidade onde é
possivel armazenar os ions gerados na fonte de ionizagdo. O lon trap fornece
alta sensibilidade nos experimentos conduzidos no modo de varredura total de
fons devido a possibilidade do acumulo de ions por um tempo determinado, o
que torna de grande utilidade na obtencdo de informagdes qualitativas 1.

Os parametros de deteccdo foram otimizados automaticamente
utilizando o software Squire Control Brucker® para o analito AMC, padrdo de
quantificagcdo, de massa molecular 175,06 g/mol. A otimizacao foi feita no modo
positivo, ou seja, com adi¢do de um proton a molécula, fornecendo um ion 176
m/z. As relagbes m/z do substrato e produtos da reagdo enzimética séo
apresentados na TABELA 4.1.

TABELA 4. 1. Relagdo m/z do substrato e produtos da rea¢ao enzimatica.

Analito Massa m/z
Molecular | [M+H]*

Z-Phe-Arg 455,22 456

AMC 175,06 176

Z-Phe-Arg-AMC 612,27 613

A aquisicdo de dados no espectrémetro de massas ocorreu no modo
de varredura total de ions, no modo positivo, na faixa de analise de 80 a 800 m/z.
Foi utilizado o &cido formico, &cido volatil, a fim de melhorar o
processo de ionizacdo do analito. A adigédo de aditivos em baixas concentragdes

a fase movel favorece a ionizagdo de compostos polares neutros 1%,
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4.2. Determinacado das Condicbes de Reacéao

A técnica LC-MS/MS apresenta alta sensibilidade e seletividade.
Dessa maneira, as condigdes das reacdes enzimaticas foram adaptadas, buscando
a diminuicdo das concentragdes dos reagentes utilizados e 0os menores tempos
reacionais possiveis, a fim de se obter as melhores respostas e/ou melhores
sinais qualitativos e quantitativos.

Os parametros selecionados a seguir foram classificados
considerando aqueles resultados que apresentassem maior area para a formacao
do produto.

Os ensaios de determinacdo das condicGes de reacdo em solucéo
foram realizados uma Unica vez e os procedimentos experimentais efetuados sao

descritos em 3.5.

4.2.1. Determinacéo da concentracao de papaina

A fim de se determinar a menor concentracdo de enzima possivel
para 0s ensaios em solucdo, em contrapartida aos ensaios classicos que utilizam
concentracdes na faixa de miligramas 101192103 concentracOes de papaina de 0,1;
0,5; 0,75; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 5,0 pg/mL foram ensaiadas.

Para as concentragOes abaixo de 2,5ug/mL ndo se verificou a
presenca/formacdo de produto. Dessa forma, selecionou-se a concentracdo de
2,5ug/mL de papaina, como a menor concentracdo de enzima capaz de produzir

0 AMC em concentragdes detectaveis nas condi¢cdes de ensaio e anélise.

4.2.2. Determinacdo da concentracdo de DTT

O uso do reagente ditiotreitol (DTT), um agente redutor, faz-se

necessario no ensaio de cisteino proteases, pois 0s residuos de cisteina presentes
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na enzima formam pontes dissulfeto, impossibilitando o acesso do substrato ou
de ligantes ao sitio ativo. Portanto, o DTT é utilizado para reducdo das pontes
dissulfeto presentes na enzima, aqui denominado ensaio de pré-ativagdo da
enzima. Na FIGURA 4.3 é proposto 0 mecanismo de reducdo das pontes
dissulfeto de cisteino proteases.

As seguintes concentragdes de DTT foram avaliadas: 0,1; 0,25; 0,5;
1,0; 10,0; 50,0; 100,0; 250,0; 500,0; 1000,0 uM. Estas solugdes continham
valores abaixo de 5% de DMSO (solvente de solubilidade do DTT), a fim de se
evitar que a papaina diminuisse ou perdesse sua atividade catalitica. Pois,
porcentagens acima de 10% de DMSO no meio reacional afetam a atividade
enzimatica através de processos redox ¥,

A partir dos dados obtidos, verificou-se que a concentracdo de DTT

que apresentou maior sinal/area na formacdo de produto da reacéo foi a de 100

M.
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FIGURA 4. 3. Mecanismo de reducéo das pontes dissulfeto em cisteino proteases com agente

redutor ditiotreitol (DTT).
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4.2.3. Determinacéo da Solucao de reagao

Foram selecionados trés sais volateis comumente utilizados como
solugdes-tampd@o em analises por LC-MS/MS para 0s ensaios enzimaticos:
Acetato de Amonio, Bicarbonato de Amonio e Formiato de Amonio. Com
diferentes concentrag6es: 2,5; 5,0 e 10,0 mM.

No acoplamento LC-MS, a exigéncia é que os aditivos e solucdes
tampéo sejam volateis 1%, Ou seja, ensaios enzimaticos classicos com solugdes
tampéo de fosfato, borato, citrato, ou outras de sais ndo volateis ndo devem ser
usados nos sistemas de LC-MS/MS. A TABELA 4.2 sdo apresentados o0s

principais aditivos e tampdes volateis utilizados em analises por LC-MS.

TABELA 4. 2. Principais aditivos e tamp0es volateis utilizados em analises por LC-MS. Baseado

na referéncia 100.

Tampéo ou Ka Faixa
Aditivo b Tamponante
Acido acético 4.8 -
Acido férmico 38 -
Ambnia 9,2 -
Acetato de
amonio/acido 4.8 3,8-5,8
acético
Formiato de
amonio/acido 3,8 2,8-4,8
férmico
Formiato de
amoénio/hidréxido 9,2 8,2-10,2
de amonio
Acetato de
amonio/hidréxido 9,2 8,2-10,2
de amonio

Bicarbonato de

A 6,3/10,3/9,2  6,8-11,3
amonio
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Por esta razdo, uma nova configuracdo do meio reacional para a
papaina foi determinada. Das solugfes dos trés sais eleitos, a solucdo de acetato
de amonio 2,5 mM demonstrou o melhor resultado (Figura 4.4) Sendo esta

condicdo definida para os ensaios posteriores.
O ensaio enzimatico também foi executado em 100% &gua, contudo

ndo houve formacao de produto.

x10° 1,8
1,6
1,4
1,2

1
0,8
0,6

0,4
B | H

0
2,5 5 10

Concentracdo Solucdo de Reacdo (mM)

Area Produto

Acetato de Amonio Formiato de Amdnio M Bicarbonato de Amdnio

FIGURA 4. 4. Solucdes de compostos volateis para o ensaio enzimatico.
4.2.4. Determinacao do pH de ensaio

Com a solucdo de reacdo determinada (acetato de aménio 2,5 mM),
avaliou-se a influéncia do pH na atividade enzimatica.

O pH de o6tima atividade da papaina, de acordo com o fornecedor
(Sigma-Adrich), varia entre 6,0 — 7,0. Tendo inatividade reversivel de 4,0 — 4,5
e inatividade irreversivel abaixo de 3,0.

Considerando estas informacdes variou-se 0 pH do meio reacional

em: 4,0;: 5,0; 6,0; 6,8; 7,5; 8,0; 8,5.
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Constatou-se com os ensaios (FIGURA 4.5) que em faixas de pH
neutras a atividade enzimética € maior, ou seja, convertendo uma maior
concentracdo de substrato em produto. Adotou-se o pH 6,8, em contrapartida
com o valor de pH 7,5, que apresentou melhor atividade. O valor de pH 7,5
impossibilitou 0 manuseio experimental e a determinacdo dos parametros
cinéticos da papaina, pois, com poucos segundos de reacdo o substrato era

totalmente consumido.

08
0,75
0,7
0,65
0,6

0,55

Area Produto x (107)

0,5
0,45
0,4

0,35

0,3

pH

FIGURA 4.5. Variagdo de pH do meio reacional enzimético.

4.2.5. Determinacéo do tempo de reacdo enzimatica

Avaliou-se o0 tempo de reacdo enzimatico considerando as
condicdes de reacdo e analise definidos nos experimentos anteriores. Os tempos
ensaiados foram de: 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 45 e 5,0 minutos,
verificando que somente apds 5 minutos de reacdo houve formacao de produto.
Sendo este, 0 menor tempo reacional para formacdo de AMC determinado para

0S ensaios.



49

4.2.6. Verificacdo da Atividade Residual

Para os ensaios em solucdo foi feito um estudo para determinar as
condicOes de finalizagdo da reacdo enzimatica. Para isso, executou-se apos 0S 5
minutos de reacdo (tempo zero), experimentos a fim de finalizar a reagédo
enzimatica:

1. adicédo de 100 pL de ACN;

2. adicdo del00 pl MeOH;

3. adicdo de 100 pL de ACN e resfriamento do meio reacional a -18
°C por 10 minutos;

4. adicdo de 100 pL de ACN e resfriamento do meio reacional a -18
°C por 10 minutos;

5. aquecimento em banho do meio reacional em 80 °C por 2,5e 7
minutos;

6. aquecimento em banho do meio reacional em 95 °C por 2,5e 7
minutos;

Apols os tempos de 20, 40, 60, 80, 100 e 120 minutos dos
experimentos de finalizacdo enzimatica, foram verificadas as atividades
residuais das aliquotas reacionais.

Nos experimentos de aquecimento ndo foi adicionado solventes
organicos, pois 0s mesmos evaporariam diante das temperaturas avaliadas
(ponto ebulicdo MeOH: 64,7 °C; temperatura de ebulicdo ACN: 82 °C) sendo
insignificantes seus usos.

De acordo com os dados obtidos (FIGURA 4.6) as adicdes de
solventes organicos ao meio reacional foram as tentativas menos eficazes para o
fim da reacdo. Por exemplo, na aliquota reacional com adigdo de MeOH houve
um aumento de quase 31% da area do produto apOs 2 horas da adicdo do

solvente.
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No experimento de adicdo de solventes e resfriamento do meio
reacional -18 °C por 10 minutos, o ensaio com a adi¢do de ACN e resfriamento
em seguida foi o menos eficaz ACN, tendo aumento de 18% da &rea do produto.

Entre as formas de aquecimento a mais ineficiente foi o
aquecimento a 80 °C. Mesmo aquecendo-se 0 meio reacional por 5, 7 e até 10
minutos a atividade enzimatica ndo foi finalizada.

E por fim, a forma mais eficaz de interrupcdo da reacdo foi o

aquecimento a 95 °C por 2 minutos, capaz de finalizar a atividade da papaina.

=)
< 35
[=]
= 30
o 25
.
= 20
T 15
@
] ) i I . B
R L willl | gll.m |
g s 9 n 3 w0 W K o L
= > W& ro QOC Y @o S Y a&o °5°?
- &) N N e S & &
4 T & & & &

o N v \ i\ )

v N

" Método Experimental

Minutos: w20 w40 w60 - SO0 m100 =120

FIGURA 4. 6. Métodos experimentais para finalizacdo da atividade enzimatica.

4.2.7. Sumula das Condicdes Determinadas de Reacéo

Para o0 ensaio reacional em solucdo foi definido o uso de 2,5 pg/mL
de papaina; solucdo acetato de amonio 2,5 mM, pH 6,8, e a concentracdo de
DTT sendo 100uM. Para pré-ativagdo da enzima definiu-se o tempo de 5

minutos de reacdo entre a papaina e o agente redutor de pontes de dissulfeto.
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O tempo de reacgao entre enzima e substrato determinado foi de 5
minutos, sendo essencial o aquecimento em banho do meio reacional por 2
minutos a uma temperatura de 95 °C a fim de cessar a atividade enzimética da
papaina. Apos finalizacdo da reacdo foi adicionado 100 uL de ACN (o uso do
solvente acetonitrila ocorreu a fim de auxiliar no processo de ionizacdo da
amostra no espectrometro de massas), centrifugou-se por 3 minutos a 12000 rpm
e e seguida, analise por LC-MS/MS. A FIGURA 4.7 apresenta um esquema do

procedimento experimental do ensaio em solucéo.

o 4

AU

OH )\
5 minutos 5 minutos AN @ :
) ‘ o :

Adicao de Adicdo da Solucdo de = s T T T T e el

da Papainae Ensaio e do Substrato . . Adicio de
DTT 2 minutos deAql‘lecm}emo 100 uL ACN Centrifuga¢io por Andisdte:
a95°C 3 minutos a 12000rpm MS/MS

FIGURA 4. 7. Procedimento experimental do ensaio em solucédo da papaina. Proteina (estrutura
da papaina da Carica papaya) disponivel em:
<https://www.iycr2014.org/learn/crystallography365/articles/20140620> Acessado em: 26. Jun.
20109.

4.3. Curva Analitica

O padrdo selecionado para construcdo da curva analitica foi o 7-
amino-4-metilcumarina, AMC, um dos produtos da reacdo entre enzima e
substrato.

Para construcdo da curva analitica foram levados em consideragéo
os parametros do Guia para Validacdo Bioanalitica da Agéncia de Medicina

Europeia (EMA) 1% e a revisdo de Cassiano, et al, 2009 1%,
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A curva foi planejada com oitos niveis de concentracéo, de acordo
com o minimo de seis niveis de calibracdo exigidos na qualificacdo do método.
E trés niveis de controles de qualidade para avalicdo da precisdo e recuperacao
do método (controle de qualidade de baixa concentracdo (CQB), 3 vezes o
menor valor da curva; controle de qualidade de média concentracdo (CQM)
sendo 45% do valor do ponto mais alto; e, controle de qualidade de alta
concentracdo (CQA), correspondendo 85% do valor do P8 da curva analitica.

Os valores calculados devem estar em torno de até 15% dos valores
estimados, € no minimo 75% dos padrdes de calibracdo devem preencher este
critério. Sendo os mesmos requisitos aplicados aos controles de qualidade %4,

A equacdo da curva analitica foi calculada pelo programa
QuantAnalysis, Brucker®. A FIGURA 4.8 ilustra a curva analitica, sua equacéo

matematica e os trés controles de qualidade do método.

QuantAnalysis Summary (ISTD) Report

Resp, {
x1074

y =-966.919617 x* + 496453.483352 x + 773718.272933
R =0.999919

Q

Q

“

FIGURA 4. 8. Curva analitica, sua equagdo matematica e os trés controles de qualidade.

A curva foi do tipo quadratica e a regressao linear descreve 99,9%
de todos os valores.
O Limite de deteccdo do método analitico, ou seja, a menor

concentracdo de um analito que o método é capaz de diferenciar confiavelmente
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do ruido de fundo, porém ndo podendo ser quantificado com precisdo e
exatiddo'® foi de 0,5 uM.

Somente duas concentracdes ndo foram consideradas para céalculo
da curva analitica, P1 e um P2, engquanto todas as outras concentracfes
obtiveram exatiddo menores que 15%, e coeficiente de variacdo, precisdo, de no
méaximo 9,25 %.

O limite de quantificacdo 5,0 uM apresentou exatiddo de 90% e

coeficiente de variacao inferior a 0,78%.

4.4. Parametros cinéticos em solucao

A fim de se entender o comportamento da enzima nas condi¢Oes de
reacdo e no metodo de anélise determinados, ou seja, se diante de todas novas
condicOes estabelecidas 0 método é capaz de identificar a atividade enzimatica
da papaina, executou-se um planejamento para determinacdo do Ky da papaina
em solucdo a partir da Curva Analitica obtida em 4.3.

A constante de Michaelis-Mentem para o ensaio da papaina em
solucdo foi de 52,87 + 1,658 UM, com Vnax 70,18 + 1,658 uM/min e R? de
0,976, demonstrando seu comportamento Micaelino. (FIGURA 4.9)
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FIGURA 4. 9. Cinética de michaelis-menten para papaina em solugéo.

O Kwu determinado é chamado de Ky aparente (Kwap), pois, este
resultado da constante de Michaelis-Menten ¢é derivado das condicGes reacionais
definidas exclusivamente para este ensaio.

A partir do valor de Kuap foi determinada a unidade de enzima ativa
em solucdo. Uma unidade (U) de uma enzima € a quantidade que catalisara a
transformacédo de um micromolar de substrato por minuto, nas condic¢des padréo
de reacdo determinadas. Logo, a unidade de enzima ativa em uma solucdo de
300pL de papaina com 2,5 pg/mL foi de 2,1 x 1073 U.

4.5. Imobilizacédo da Papaina em Particulas Magnéticas

A imobilizacdo de enzimas em particulas apresenta Vvarias
vantagens quando comparado aos ensaios classicos em solucdo: estabilidade
térmica e estabilidade diante solventes organicos, resultando no aumento do
“tempo de vida” da enzima, reutilizacdo, baixo custo e reprodutibilidade dos
dados obtidos. E ao considerarmos as particulas magneéticas como suporte, mais
uma vantagem € acrescida, a facilidade de separacdo da biomolécula

imobilizada do meio reacional.
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Levando em consideracdo estes entre outros pontos positivos da
imobilizacdo de enzimas, em especial, a imobilizacdo em particulas magnéticas,
a papaina foi imobilizada em particulas magneticas para ensaios de triagem de
ligantes sintéticos e em extratos de produtos naturais.

No processo de imobilizacdo da papaina em particulas magnéticas,
fez-se uso do glutaraldeido, aldeido glutarico, um reagente bifuncional e que
permite o acoplamento com a enzima e particula pelos seus grupos amino com a
carbonila do aldeido. Por esta razéo, o glutaraldeido € utilizado como espacador
entre enzima e particula. O uso de um espacador faz-se necessario pois, a
imobilizacdo da enzima diretamente sobre a particula limita seus movimentos,
podendo ocasionar o impedimento ou aprisionamento dos seus sitios de ligacéo.
Logo, o espacador aumenta a liberdade da enzima do que quando imobilizada
diretamente no suporte 58106107,

O método de imobilizacdo envolveu a formacdo de ligagdes
covalentes entre o grupo amino-propila das particulas com as carbonilas do
glutaraldeido, e os residuos de lisina e arginina da enzima, com a outra parte
carbonilada do espacador.

A reacdo ocorreu através de uma adicdo nucleofilica das aminas,
bases de Lewis, aos grupos carbonilas do glutaraldeido, havendo a formacéao de
um intermediario tetraédrico. Em seguida, ocorreu a perda de agua, bom grupo
de saida, e formagcdo de um grupo imina, conforme mecanismo reacional
proposto na FIGURA 4.10.
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FIGURA 4. 10. Mecanismo reacional da imobilizacdo de enzimas em suportes magnéticos

amino-propilados para imobilizagdo covalente utilizando o glutaraldeido como espagador.

A fim de evitar a auto proteolise da enzima utilizou-se a solucéo de
acetato de aménio, pH 4,5, para armazenamento da papaina imobilizada nesta

faixa de pH encontra-se na sua forma inativa reversivel.

4.6. Verificacdo da atividade da papaina imobilizada em

particulas magnéticas (P-MB)

Apobs o procedimento de imobilizacdo da papaina em particulas
magnéticas, a fim de averiguar que a papaina manteve sua capacidade
proteolitica fez-se a verificacdo da atividade enzimética da P-MB.

As mesmas condi¢des reacionais de atividade e de andlise LC-
MS/MS da papaina em solucdo foram aplicadas ao ensaio de atividade da P-MB,

diferenciando-se apenas no momento de interrupcdo da reacdo enzimatica, que
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para a P-MB o fim da reacdo ocorreu via separagdo magnetica. A FIGURA 4.11

ilustra o procedimento experimental do ensaio com a P-MB.
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FIGURA 4. 11. Procedimento experimental do ensaio de verificacdo de atividade da P-MB.
Proteina (estrutura da papaina da Carica papaya) disponivel em:
<https://www.iycr2014.org/learn/crystallography365/articles/20140620> Acessado em: 26. Jun.
2019.

Uma aliquota reacional da P-MB de 10uL foi analisada via LC-
MS/MS, constatando-se a conversdo do substrato para produto pela P-MB,
conforme cromatograma da separacdo (FIGURA 4.12) e os espectros de massas
(FIGURA 4.13) dos analitos Z-Phe-Arg-AMC e AMC.
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FIGURA 4. 12. Cromatograma de ion extraido da separacdo do substrato (m/z 613) e produto

(m/z 176) da reacdo da papaina imobilizada em particulas magnéticas.
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FIGURA 4. 13. A) Espectro de Massas do Cromatograma de ion extraido [M-H]* 176 m/z; B)

espectro de massas do cromatograma de ion extraido [M-H]* 613 m/z.

A imobilizacdo da papaina apresentou-se ser bem-sucedida por este
método de imobilizacéo.

O potencial catalitico da P-MB ndo apresentou diminui¢do diante
variacOes de temperatura (P-MB foi armazenado na geladeira, em torno de 4 °C,
enguanto a reacdo enzimatica ocorreu a temperatura ambiente).

A adicdo de solventes organicos (por exemplo, MeOH e ACN)
diminuiram a atividade da P-MB em torno de 10%; Seu uso sucessivo nos
ensaios de verificacdo de atividade apresentou perda da capacidade proteolitica
em torno de 10% ap6s 10 meses de imobilizacdo; e diante os ensaios de ligante
(apds 15 ensaios seguidos de ligantes com diferentes afinidades), o biorreator
exibiu perda de somente 20%.
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4.7. Parametros cinéticos da P-MB

A fim de caracterizar o biorreator de papaina efetuou-se a
determinacdo dos parametros cinéticos da P-MB. O ensaio foi executado
conforme procedimento experimental 3.9.

O valor da constante de Michaelis-Mentem para o ensaio da P-MB
foi 34,99 + 4,404 uM, com Vpa de 88,55 + 4,404 uM/min e R? de 0,956
(FIGURA 4.14) Sendo a unidade de enzima ativa para 500uL de P-MB de 1,4 X
103 U.
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FIGURA 4. 14. Cinética de michaelis-menten para a papaina imobilizada em particulas

magnéticas

Ao comparar-se 0s valores de Ky da papaina livre em solugéo
(52,87 £ 1,658 uM) com a papaina imobilizada (34,99 + 4,404 uM), é possivel
afirmar que a interacdo do substrato com a P-MB foi mais efetiva do que com a

papaina livre.
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4.8. Ensaios de Inibicao

4.8.1. Ligantes para o Ensaio de Inibicéo

Selecionou-se os ligantes (FIGURA 4.15) com valores de inibigédo
(ICso ou K;) conhecidos de quatro cisteino-proteases: Catepsinas B, L, V e a
cruzaina (TABELA 4.3) para verificar suas inibicdes com a papaina.

Para validacdo do ensaio de Ligand Fishing também considerou-se
ensaiar as atividades de inibicdo de mais outros dois compostos: a maltose (MM:
342,3 g/mol) como controle negativo; e 0 E-64, inibidor conhecido de cisteino

protease, como controle positivo.

[o]
Il

o © NO, o
. CLO "CLCT, S
N
H N F O - O
H H

LSPN 159 LSPN 167 LSPN 169

LSPN172
258,23 g/mol 240,22g/mol 337,32 g/mol

346,34 g/mol
OH

o OH oH
Ho o ‘\\\\©( ©[ HO o O
Cﬁj\ i OH Ho O OH O ] OH
N~ (CHz)1CH
N (CHz)CHs i o
OH Sh

OH

OH ©
LSPN 182 Catequina 3 & z
Epicatequina Quercetina
299,45 g/mol 290,26 g/mol 290,26 g/mol 302,24 g/mol

[ o
Z on

; g i ' o

e N L e ] o

\ o = 2 (I. L NN HO °
HO
OH OH
HO” SO °" o OH
Neq 0409 Neq 0570 E-64 Maltose
307,35g/mol 333,39 g/mol 357,41 g/mol 342,12 g/mol

FIGURA 4. 15. Estruturas das moléculas selecionadas para o ensaio de inibi¢cdo da papaina
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TABELA 4. 3. Valores de ICs ou K dos inibidores de catepsinas B, L, V e cruzaina. Em acordo

com as Referéncias 12, 93, 108.

M.OI?CUIa Classe Quimica Enzima Alvo Valores de Inibigao
Inibidora IC 50 (uM) Ki (uM)

LSPN 159 Audo N Cateps'lna L 4,3+0,2 -

Arilantranilico Catepsina V 10,0+0,8 -

. Catepsina L 6,8+0,08 -

LSPN 167 Acridona Catepsina V 7.240,08 -

. Catepsina L 1,5+0,1 -

LSPN 169 Acridona Catepsina V 2,950 3 -

. Catepsina L 0,5+0,1 -

LSPN 172 Acridona Catepsina V 174008 -

- Catepsina L 2,9+0,3 -

LSPN 182 Quinolinona Catepsina V 9.920 2 -

i - Catepsina L 2,9+0,3 -

Catequina Flavondide Catepsina V 9.940.2 -

i i . Catepsina L 2,9+0,3 -

Epicatequina Flavondide Catepsina V 9.9%0 2 -

. . Catepsina B 33,8£3,0 -

Quercetina Flavondide Catepsina L 18016 4 -
Neq0409 Dipeptidil Nitrila Cruzaina 1,89+0,11 0,453+0,032
Neq0570 Dipeptidil Nitrila Cruzaina - 0,252+0,019

Verificada a inibicdo da papaina por estes inibidores, eles foram
utilizados para prova de conceito do ensaio de Ligand Fishing com a P-MB. E
com o ensaio validado, executou-se a triagem de ligantes em extratos de

produtos naturais conforme os objetivos desta dissertacéo.

4.8.2. LC-MS: Separacao Produto e Ligantes

As mesmas condicBes cromatograficas e os parametros utilizados
no espectrometro de massas para os ensaios de atividade foram adotadas para 0s
ensaios de inibicdo em solucdo. Garantindo que as bandas cromatogréaficas

formadas pelo produto da reacdo monitorado e 0s compostos em triagem de
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inibicdo ndo coeluissem, e assim causassem interferéncias na ionizacdo do

AMC, originando falsos-positivos ou negativos.

4.8.3. Ensaio de inibi¢do da papaina em solugao

Os ensaios de inibicdo da papaina em solucdo foram feitos com os
compostos apresentados na Tabela 4.3, e estruturas mostradas na Figura 4.15.

O intuito destes ensaios foi para verificar se estes compostos
apresentavam atividade de inibicdo frente a papaina, e que os métodos de reacao
e analise por LC-MS/MS determinados eram capazes de reconhecer/demonstrar
os resultados de inibicao.

Para 0s ensaios considerou-se todas as condicOes de reacdo de
atividade em solucéo definidas previamente.

A concentracdo de substrato foi 1,5 vezes o valor de Ky,
aproximadamente, 79,0 UM, e a concentracdo dos compostos em triagem foi 3
vezes a concentracdo de substrato utilizada, sendo aproximadamente, 237 uM.
Os experimentos foram executados em triplicata.

Na escolha da concentracdo do substrato considerou-se o efeito da
concentracdo na identificacdo de inibidores com diferentes mecanismos de
inibicdo. Inibidores competitivos sédo favorecidos a baixas concentragdes de
substrato uma vez que competem pelo mesmo sitio ativo, enquanto inibidores
ndo competitivos sdo favorecidos por maiores concentrages de substrato uma
vez que interagem tanto com a proteina quanto com o complexo enzima-
substrato. Baseado nisto, a concentracdo de substrato igual a 1,5 vezes o valor de
Kwu foi selecionado a fim de que o ensaio pudesse reconhecer inibidores de
diferentes mecanismos >*.

A FIGURA 4.16 ilustra o procedimento experimental executado no

ensaio de inibicdo em solucao.
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FIGURA 4. 16. Procedimento Experimental do Ensaio de Inibicdo em Solucdo. Proteina
(estrutura da papaina da Carica papaya) disponivel em:
<https://www.iycr2014.org/learn/crystallography365/articles/20140620> Acessado em: 26. Jun.
20109.

O grafico da figura 4.17 demonstra os resultados obtidos do ensaio
de inibicdo da papaina em solucdo com os inibidores conhecidos de cisteino

proteases selecionadas.
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FIGURA 4. 17. Valores de inibicao da papaina em solu¢do com inibidores conhecidos de cisteino
proteases e a maltose, controle negativo. Sendo a concentracdo de papaina 2,5 mg/ml e dos
inibidores 237 uM.
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Os valores de inibicdo foram calculados da seguinte forma:

T e (Cﬂ]‘lﬁ'&]‘lﬁ"ﬂ;ﬂﬂgnsmo de Atividade CORCERI'T'CIQHOE”EM-E, de I:zibi;‘ﬁoj x 100
Inibicdo (%) =

CORCERI’]"'CI;HOE”SM-G de Ativideads

Sendo:

e Concentracdo do ensaio de atividade: concentracdo do produto formado na
reacdo da enzima com 79 uM de substrato.

e Concentracdo do ensaio de Inibicdo: concentracdo do produto formado da

reacao de inibicéo

Os dados obtidos apresentam que os compostos Neg570, dipeptidil
nitrila, e LSPN 182, quinolinona, ocasionaram 100% de inibicdo da papaina. As
moléculas, LSPN 169 e 172 mostraram valores de 92,6 e 854 %,
respectivamente. Neq409, quercetina, LSPN 159 e 167, inibiram com valores
percentuais entre 50 a 65%. Somente a catequina e epicatequina tiveram valores
de inibicdo abaixo dos 50%.

O composto E-64, inibidor irreversivel, causou inibicdo de 100% na
atividade enzimatica da papaina, como esperado. E a inibicdo na presenca da
maltose foi de 3,92 + 0,78 %, demonstrando a maltose ser um ndo-inibidor.

Além disso, os métodos de reacdo e andlise mostraram-se
satisfatorios reconhecendo a inibicdo da papaina com 0S compostos

selecionados.

4.8.4. Ensaio de Inibicdo da Papaina Imobilizada em

Particulas Magnéticas

Tendo determinado o percentual de inibicdo da papaina pela série de

compostos da Tabela 4.3, o0 ensaio de inibicdo da P-MB foi também examinado.
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A justificativa é que essa série de compostos seria usada para prova de conceito
do ensaio de bioafinidade (Ligand fishing).

Para o0 ensaio, a concentracdo de substrato foi 1,5 vezes 0 Ky da P-
MB , no valor de 52,5 uM, e a concentragdo dos inibidores foi 3 vezes este
valor, 157,4 uM. Duas aliquotas individuais de 150 pL de P-MB foram
utilizadas para o ensaio de inibicdo, sendo que cada uma foi usada em triplicata
para 0 ensaio de cinco ligantes conforme descrito no procedimento 3.11.2. A
FIGURA 4. 18 ilustra o procedimento experimental do ensaio de inibicdo da P-
MB.

Previamente analisou-se a atividade da P-MB e em seguida
executou-se o0s ensaios de inibicdo um seguido do outro, com etapas de lavagem

entre eles. E ao final dos ensaios, novamente verificou-se a atividade da P-MB.
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FIGURA 4. 18. Procedimento Experimental do Ensaio de Inibi¢céo da P-MB
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Para esse estudo o E-64 foi desconsiderado, pois, sendo o E-64 um
inibidor irreversivel, este ocasionaria a inutilizacao do biorreator.

A FIGURA 4.19 apresenta um grafico de barras com os valores
obtidos do ensaio de inibigdo dos ligantes com a P-MB. Estes valores foram

calculados conforme a formula apresentada em 4.8.3.

%100 86,4
&

INIBIDORES

FIGURA 4. 19. Valores de inibicdo da P-MB com inibidores conhecidos de cisteino proteases e a
maltose um n&o inibidor da papaina, sendo a concentragdo da P-MB 30,0 mg/mL e dos
inibidores 157,5 pM.

De acordo com os dados, os compostos Neg570 e LSPN 182
tiveram as maiores porcentagens de inibicdo. Neq409, epicatequina, catequina e
0 LSPN 167 apresentaram inibi¢cdo abaixo de 50%. Quercetina, LSPN 159, 169
e 172 demonstraram valores percentuais que variaram de 50 a 61 %. Ja a
maltose ndo passou dos 1,5% de inibicéo.

As atividades de ambas as aliquotas utilizadas no ensaio foram
verificadas ap0s os ensaios de inibicdo, apresentando uma perda de 20% de suas
capacidades cataliticas. Esta diminui¢do da atividade dos biorreatores pode ser
explicada de duas formas: devido a perda de massa da P-MB, pois, ho processo

experimental do ensaio € possivel observar P-MB depositada sobre as ponteiras
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das pipetas utilizadas, e a presenca de pequenas quantidades de particula
depositadas nas aliquotas reacionais ap0s centrifugacdo. E também, ha
possibilidade que exista ligantes ligados no biorreator que néo foram lixiviados.
Ao comparar-se os valores de inibicdo da papaina em solucdo com
a P-MB verifica-se gque a inibicdo dos ligantes em solucéo foi mais efetiva, com
valores percentuais maiores. O grafico de barras da FIGURA 4.20 apresenta 0s

valores percentuais de inibicdo da papaina livre e imobilizada.
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FIGURA 4. 20. Valores de inibicdo da papaina livre em solucdo e da papaina imobilizada em

particulas magnéticas (P-MB).

A partir dos valores percentuais obtidos, é possivel observar que a
maioria dos compostos ensaiados apresentaram diminuicdo dos percentuais de
inibicdo na P-MB comparando-se com a papaina em solucdo. Sendo uma
diminuicdo percentual de 27,4% para 0 Neq409, 13,6% para o Neq570, 2% para
catequina, 4,7% para o LSPN 159, 9,8 % para o LSPN 167, 31,4% para o LSPN
169, 34,7% para o LSPN 172, 33,4% para o LSPN 182.
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Contudo, quercetina e epicatequina tiveram aumento nos valores de
inibicdo em torno de 2% para quercetina e 22,6% para epicatequina. Este
aumento nos valores dos ensaios de inibi¢cdo da quercetina e epicatequina podem
ser decorrentes de contaminagao de outro inibidor. Pois, 0s experimentos de
inibicdo de ambos flavonoides ocorreram ap6s o ensaio do composto Neq570
(conforme Procedimento Experimental 3.11.2). O Neq570 foi o0 composto com
maior inibicdo percentual, mostrando-se ser um inibidor mais efetivo do que a
quercetina e epicatequina, sendo possivel ainda estar presente no biorreator nos
ensaios que foram sucedidos ao seu.

Por este motivo, os valores de inibicdo para quercetina e
epicatequina tiveram aumento ao invés de diminuirem conforme os valores de
todos os outros ligantes.

A maltose manteve-se apresentando valores inexpressivos de
inibicdo, com uma diminuicéo de 3,92% para 1,31%. Ou seja, sua caracteristica
de ndo-inibidor foi conservada.

As divergéncias nos valores de inibicdo da papaina livre em solucéo
e da P-MB podem ser associadas a modulagdo do ensaio da P-MB. Enfatizam
este argumento, as disparidades nos valores de diminuicdo de inibi¢do entre os
compostos com estruturas similares, por exemplo, as dipeptidil nitrilas, Neg409
e Neq570, respectivamente, com diferenca percentual de inibicdo de 27,4 % e
13,6%. Em contrapartida, as acridonas LSPN 169 e 172, variaram em torno de
30% de diminuicdo. Ou seja, adversidades que podem estar associadas a
modulacéo do ensaio.

Embora a ICs tenha sido determinada para o lisinopril como
inibidor da enzima conversora da angiotensina (ECA)'® é preciso ressaltar que
enzimas imobilizadas em particulas magnéticas ndo sdo comumente utilizadas

para ensaios de inibicdo e, provavelmente o ensaio requeira otimizagéo.
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Contudo, interpretacbes mais precisas dos resultados obtidos so
podem feitas a partir da caracterizacdo do tipo de inibicdo de cada um dos

compostos triados.

4.9. Ligand Fishing

4.9.1. Determinacéo do Tempo de Carregamento e Extragao

No ensaio de Ligand Fishing h& quatro etapas experimentais: a
etapa de carregamento, seguida da etapa de lavagem, uma etapa de extragdo e
novamente mais uma etapa de lavagem 10109,

Na etapa de carregamento ocorre a ligacdo, bioconjugacdo, entre
ligantes e enzima imobilizada e adsor¢do de compostos ndo ligantes. E na etapa
de extracédo, faz-se uso de uma solucdo com a capacidade de retirar os ligantes
retidos no biorreator.

Estas etapas experimentais foram executadas em biorreatores com a
enzima ativa e com a enzima desnaturada. Os biorreatores com enzima
desnaturada, sdo chamados de controles, pois, sdo utilizados para verificar
ligantes que se adsorvem ao biorreator, a fim de se evitar falsos-positivos no
ensaio.

Com o intuito de se determinar o tempo minimo necessario de
interacdo e de extragcdo dos ligantes do biorreator selecionou-se 0s compostos
Neq409 e Neqg570.

As condi¢cbes do ensaio e 0s procedimentos experimentais s&o
descritos no Procedimento Experimental 3.12. A FIGURA 4.21 ilustra as quatro

etapas do procedimento experimental do ensaio de Ligand Fishing.
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FIGURA 4. 21. Procedimento Experimental das Quatro Etapas do Ensaio de Ligand Fishing

Na etapa de carregamento os ligantes ficaram retidos na P-MB e 0s
ndo ligantes permaneceram em solucdo. Nas etapas de lavagem foram
removidos os ligantes com baixa afinidade pela P-MB, adsorvidos a papaina
imobilizada ou que permaneceram retidos nos poros da particula. E na etapa de
Extracdo, com o auxilio de uma solucdo extratora, removeu-se os ligantes de
elevada afinidade pela papaina, deslocando-os dos sitios de ligacdo para a
solucéo.

Apbs o ensaio, foram feitas as analises das aliquotas S-1 e S-2 dos
seis biorreatores, trés controles e trés ativos.

No ensaio com as P-MBs controles, identificou-se os analitos
somente nas aliquotas S-1, ndo sendo verificados nas aliquotas S-2. Isto é,

indicando que os analitos ndo se bioconjuram com a P-MBs desnaturadas.
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Além disso, o processo de lavagem por trés vezes entre a etapa de
carregamento e extracdo pode ter retirado qualquer molécula que pudesse estar
adsorvida ao biorreator e que poderia ser identificada na anélise de S-2.

De maneira oposta, no ensaio com as P-MBs ativas ndo foi
verificada a presenca dos analitos nas aliquotas S-1, apenas em S-2. Ou seja, 0S
analitos bioconjuram-se as P-MBs ativas.

A auséncia dos analitos em S-2 das P-MBs controles e S-1 no
ensaio das P-MBs ativas provavelmente foi devido a baixa concentracdo dos
compostos utilizados, usou-se apenas 6 uM dos ligantes frente a concentragédo da
P-MB de 30 mg/mL. Além disso, ndo foi verificado a sensibilidade do método
de deteccéo.

Todos os tempos testados apresentaram as mesmas respostas para
0S ensaios.

Desta forma, diante dos resultados obtidos, é possivel concluir que
os tempos de 5, 10 e 30 minutos de carregamento e extracdo foram indiferentes.
Pois, os valores das areas dos analitos foram aproximadamente 0os mesmos para
0s tempos ensaiados, e assim optou-se pelo tempo de 5 minutos tanto para a

etapa de carregamento quanto para a etapa de extracéo.

4.9.2. Prova de Conceito do Ensaio de Ligand Fishing

Para 0 ensaio de prova de conceito da P-MB os inibidores
conhecidos de catepsinas e cruzaina aqui ensaiados como inibidores de papaina
(Figura 4.15) foram utilizados em uma mistura como ligantes padréo e a maltose
como um ndo ligante.

A partir dos resultados obtidos do ensaio de pesca dos biorreatores
controle e ativo, € possivel obter-se a razéo de afinidade:
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Area -
- - P—PMativa
Razio de Afinidade = —

AreaP—PM controle

Razdo de afinidade igual a 1 é desconsiderado pois significa que o
composto apresenta igual retencdo nos biorreatores ativos e inativos.

Para 0os compostos que ndo adsorvem a particula controle, ndo é
possivel calcular a razdo de atividade, sendo considerada uma afinidade de
100% entre ligantes e enzima imobilizada.

As condicOes do ensaio e 0s procedimentos experimentais s&o
descritos no Procedimento Experimental 3.3 e ilustrados na FIGURA 4.21.

Dois conjuntos de P-MB, uma controle e uma ativa, foram
utilizados a fim de se analisar a capacidade de extracdo de duas solucdes:

o Método de Extracdo 1: utilizou-se 300 puL de MeOH,

. Método de Extracdo 2: utilizou-se 240 pL de solucéo acetato
de aménio 2,5 Mm pH 4,0 e 20% de MeOH.

A aquisicdo de dados no espectrometro de massas ocorreu no modo
de varredura total de ions, na faixa de [M-H]" 150 a 500 m/z. A figura 4.22
apresenta o cromatograma de ions extraidos dos ligantes presentes na S-2 da P-
MB ativa.

Intens.
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FIGURA 4. 22. Cromatograma de ion extraido correspondentes a: 1. m/z 291: catequina; 2. m/z
291: epicatequina; 3. m/z 303: quercetina; 4. m/z 308: Neq409; 5. m/z 334: Neq570; 6. m/z 241:
LSPN 167; 7. m/z 347: LSPN 172; 8. m/z 259: LSPN 159; 9. m/z 338: LSPN 169 e 10. m/z 300:
LSPN 182.
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No método de extracdo com 100% MeOH néo se obteve sucesso,
pois, na solucéo de extracdo da P-MB ativa foi verificada apenas a presenca dos
ligantes Neq409 e Neq570. Ou, seja, a solugdo de extracdo ndo foi capaz de
remover 0s outros ligantes do biorreator.

Todavia, 0 método de extracdo 2 apresentou resultados efetivos.
Seis ligantes (Neg409, Neqg570, epicatequina, catequina, LSPN 159 e LSPN
172) foram identificados apenas nas solucdes de extracdo das P-MBs ativas,
demonstrando grande afinidade pelo biorreator e baixa adsor¢do no biorreator
controle, ndo identificadas pelo método de deteccdo. J& 0s compostos:
quercetina, LSPN 167, LSPN 169 e LSPN 182 foram analisados nas soluc6es de
extracdo das P-MBs controle e ativas, obtendo-se razbes de afinidade de 2,2;
2,9; 3,1 e 3,5 respectivamente, conforme FIGURA 4.23.
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FIGURA 4. 23. Compostos ensaiados e suas razfes de afinidade.

Todos o0s compostos referenciados como ligantes padrdes
apresentaram afinidade pela P-MB, bioconjugando-se. Contudo, as diferencas de
afinidades exibidas evidenciam que a capacidade de “pesca” esta relacionada
com a afinidade do ligante pela biomolécula alvo.

A maltose néo foi verificada nas aliquotas de S-2 da P-MB controle
e ativa, isto é, ndo foi pescada pelos biorreatores. Sua presenca foi constatada

apenas em S-1, mostrando sua eficiéncia como um padrdo ndo-ligante.
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A auséncia de alguns ligantes padrées em S-1 e da maltose em S-2
pode ser explicada como ocorreu em 4.9.1.

Os ligantes estando em baixas concentragdes foram completamente
bioconjugados devido suas significativas afinidades pela P-MB, sendo assim,
verificados apenas em S-2 ap0s a etapa de extracao.

Ja a maltose um ndo-ligante, apresentou um valor de é&rea
significativo em S-1 tanto da P-MB ativa quanto controle. E sendo o ensaio de
lavagem executado por trés vezes, possiveis moléculas adsorvidas foram
retiradas do biorreator. Por isso, ndo se verificou a presenca do nédo-ligante nas
aliquotas S-2.

Portanto, levando em consideragcdo os resultados obtidos para os
inibidores de catepsinas e da cruzaina aqui avaliados, que, em geral,
demonstraram capacidade de inibicdo em ensaios com a papaina e também
efetivas afinidades no ensaio de Ligand Fishing, é possivel afirmar que a
papaina imobilizada pode ser utilizada como um modelo para prospeccédo de

ligantes de cisteino proteases.

4.9.3. Ensaio de Ligand Fishing com Extratos do caule de

Melia azedarach

O Ensaio de Ligand Fishing é empregado na triagem ou no
isolamento de compostos ativos em misturas complexas, tal como extratos de
produtos naturais. Este ensaio elimina a etapa tradicional com colunas abertas
sobre bancada, processo arduo e demorado, para o isolamento dos compostos .

Produtos naturais tem um papel importante e de longa data no
desenvolvimento de novos medicamentos. Segundo dados do FDA, 2014 %,
nos ultimos anos do total de novos agentes terapéuticos aprovados, 31 % foram

decorrentes de origem de produtos naturais ou derivados de produtos naturais.
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A planta Melia azedarach é conhecida popularmente como
cinamomo, santa-barbara, jasmim-de-soldado ou para-raios **2. Nativa da Asia
tropical, mas introduzida e naturalizada nas Filipinas, Estados Unidos da
América, Brasil, Argentina e muitos paises africanos e arabes € uma planta de
amplo uso medicinal 3,

Suas folhas, caule, cascas e raizes sdo destacados com potencial
anti-inflamatério, anticancerigeno, antibactericida, entre outros 14115116113

O extrato etandlico do caule de Melia azedarach, foi utilizado no
ensaio de Ligand Fishing com a P-MB, a fim de verificar a habilidade de
captura seletiva do alvo imobilizado por ligantes em uma mistura complexa.

Os procedimentos experimentais foram descritos em 3.13 e as
condi¢bes LC-MS/MS foram executas conforme Procedimento Experimental
3.14.

Considerou-se um threshould de intensidade de 10° para
classificacdo dos ions presentes na solucdo da etapa de extracdo. E diante deste
parametro estabelecido, identificou-se 11 ions de maior intensidade. Seis
ligantes tiveram raz6es de afinidade calculadas, considerando-se suas retencoes
na P-MB controle e ativa. E cinco deles ndo foram identificados na solucdo de
S-2 da P-MB controle, extraidos apenas na solu¢do S-2 do biorreator ativo. Os
fons dos ligantes bioconjugados, seus tempos de retencdo e suas razbes de
afinidade séo apresentados na TABELA 4.4.
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TABELA 4. 4. lons dos ligantes identificados, seus tempos de retencéo e suas razoes de afinidade
do ensaio de Ligand Fishing da papaina imobilizada em particulas magnéticas com o extrato
etanolico do caule de Melia azedarach.

Ligantes  Tempo de Razéo de
(m/z)  Retencdo (Rt) Afinidade

237 23,3 1,5
242 16,7 1,6
267 22,5 2,2
274 19,9 **
289 22,5 1,8
291 9,8 *x
291 11,8 *x
299 17,2 3,6
318 20,0 15,0
511 22,0 **
751 4,4 e

**Qs ligantes que ndo apresentam valores de razéo de afinidade ndo foram identificados na S-2
da P-MB controle.

Os cromatogramas de ions extraidos da analise das solucbes de

extracdo da P-MB controle e ativa séo apresentados na FIGURA 4.24.
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FIGURA 4. 24. A) Cromatograma de ions totais dos ligantes presentes na solucao de extracao da
P-MB controle; B) Cromatograma de ions totais dos ligantes presentes na solucéo de extracao da
P-MB ativa.



77

Analisando os resultados obtidos, os ions m/z 274, 291, 511 e 751
foram identificados somente nas solucbes de extracdo da P-MB ativa. Os ions
m/z 237, 242, 267, 289 e 299 tiveram razdes de afinidade de 1,5 a 3,6, € 0 ion
318 destaca-se com uma razao de afinidade em torno de 15.

O Ensaio realizado de prova de conceito em 4.9.2 fez uso de dois
padrdes de ligantes com massas de 290,0 g/mol, sendo eles, a catequina e a
epicatequina, flavonoides comuns em extratos de produtos naturais 117118119,

Em modo positivo no espectrometro de massas de baixa resolucao,
estes compostos apresentam ions 291 m/z, ions que foram verificados na analise
do extrato ensaiado. A fim de confirmar se esses ions correspondiam a catequina
e epicatequina, a solugdo de extrato da P-MB ativa, foi analisada em um
espectrometro de massas de alta resolucdo, Q-ToF (conforme procedimento
3.14), para determinacao de suas massas exatas.

A analise apresentou duas bandas cromatograficas caracteristicas
para a catequina e para a epicatequina, ions (M-H)  289,0728 m/z. Epimeros
com massa exata de 290,0728.

Os outros ligantes pescados terdo suas estruturas moleculares
posteriormente determinadas.

Portanto, o ensaio de Ligand Fishing da P-MB com extratos de
produtos naturais mostrou-se eficiente. A P-MB nédo sO bioconjugou-se com
novos ligantes, mas também pescou ligantes com afinidades conhecidas

presentes em uma mistura Complexa.
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5. Conclusao

As condicdes reacionais determinadas e 0s parametros de anélise
por LC-MS foram eficazes para os ensaios de verificacdo da atividade da
enzima, determinacdo dos seus parametros cinéticos e dos valores calculados de
inibicdo e interacdo de ligantes; apresentando aumento da seletividade e
sensibilidade se comparado com os ensaios classicos em solucdo. Alem disso,
diante desses novos parametros determinados é importante destacar que manteve
suas caracteristicas proteoliticas correspondentes e identificadas.

A imobilizagdo da papaina foi efetiva, obtendo um valor de Ky da
particula menor do que da enzima em solucéo, isto €, havendo uma maior
interagdo entre enzima e substrato. Ademais, a imobilizagdo da enzima
apresentou vantagens quando comparada com a enzima livre, tais como:
estabilidade da enzima diante variagdes de temperatura, solventes organicos e
capacidade de reutilizacao.

Os inibidores das catepsinas B, L, V e da cruzaina selecionados
demonstraram inibicdo com a papaina. Em solucdo somente os compostos
catequina e epicatequina apresentaram valores de inibicdo abaixo de 50%, e na
P-MB, os valores de inibicdo variaram de 30 a 80%. Devendo as divergéncias
encontradas nesses ensaios decorrentes a modulagdo experimental.

No ensaio de prova de conceito a papaina imobilizada em particulas
magnéticas reconheceu ligantes e ndo-ligante padrdes. Além disso, 0 ensaio de
Ligand Fishing da P-MB com extratos de produtos naturais mostrou-se
eficiente, sendo capaz de identificar ligantes conhecidos e uma série de ligantes
que precisam ser caracterizados quimicamente, presentes nessas misturas
complexas. Evidenciando assim, a eficacia do modelo proposto.

Desta forma conclui-se que os biorreatores de papaina imobilizada

em particulas magnéticas apresentam-se como uma excelente alternativa, com
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alta estabilidade e baixo custo, como modelo para ensaios de triagem de ligantes

de cisteino proteases.
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