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RESUMO 

 

FOSFOENOLPIRUVATO CARBOXIQUINASE IMOBILIZADA: 

NOVOS MODELOS DE TRIAGEM DE LIGANTES. 

A enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) é amplamente 

distribuída nos organismos e atua na conversão reversível do fosfoenolpiruvato 

(PEP) para oxaloacetato (OAA), na presença de CO2 e um cátion divalente, 

dependente de ATP ou GTP. A sua atividade catalítica é normalmente monitorada 

por ensaios acoplados com malato desidrogenase ou piruvato quinase/lactato 

desidrogenase. Assim, o produto da reação da PEPCK é convertido em outro pela 

ação de uma enzima NADH-dependente, com o monitoramento do NADH 

consumido através da diminuição da absorbância a 340 nm. A principal 

desvantagem dos ensaios acoplados é que qualquer interferência na atividade da 

segunda enzima afeta a atividade da primeira enzima. Também, o NADH foi 

reportado como inibidor da PEPCK de alguns organismos. Para superar estes 

problemas, relatamos aqui um ensaio direto para quantificar o PEP por 

cromatografia a líquido hifenada à espectrometria de massas (LC-MS). A 

dificuldade relacionada aos substratos e produtos da PEPCK é sua elevada 

hidrofilicidade e baixa retenção no modo reverso de eluição, o que leva a 

coeluição ou baixa resolução de picos. Apesar disso, o PEP foi quantificado em 

coeluição com OAA através da diferenciação obtida pelos íons no espectro de 

massas. O método desenvolvido foi qualificado e todos os valores estiveram de 

acordo com os critérios adotados. Assim, a PEPCK de T. cruzi foi expressa como 

uma enzima ativa em E. coli e purificada por cromatografia aniônica e de 

afinidade. O método LC-MS foi utilizado, então, para monitorar a purificação da 

PEPCK de T. cruzi, bem como para determinar todos os parâmetros cinéticos da 

enzima purificada. O método direto aqui reportado pode ser usado para outras 

PEPCKs. Além disso, um ensaio de captura de ligantes, através da imobilização 

da PEPCK em partículas magnéticas, foi modulado com base em uma série de 

compostos sintéticos que foram selecionados para PEPCK usando o ensaio de 

atividade em solução aqui desenvolvido. Na busca por ligantes seletivos, foram 

realizados ensaios de ligand fishing, baseados em afinidade, para a triagem em 

quatro extratos etanólicos de plantas brasileiras do cerrado: Qualea grandiflora, 

Diospyros burchellii, Anadenanthera falcata e Byrsonima coccolobifolia. A 

caracterização química dos ligantes identificados foi realizada através de análise 

por LC-HRMS. Esses resultados são totalmente discutidos. Os esforços para 

produzir um reator capilar de enzima imobilizada com a PEPCK para ser usado 

como uma coluna de bioafinidade em um ensaio de fluxo também são 

apresentados. 
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ABSTRACT 

 

IMMOBILIZED PHOSPHOENOLPYRUVATE 

CARBOXYKINASE: NEW MODELS OF LIGANDS SCREENING. 

Phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) is a ubiquitous 

enzyme found in all known groups of organisms, acting in the reversible 

conversion of oxaloacetate (OAA) to phosphoenolpyruvate (PEP) and CO2, in the 

presence of divalent metal ion, and dependent of ATP or GTP. Their catalytic 

activity is usually measured by coupled assays with malate or pyruvate 

kinase/lactate dehydrogenases as preferred second enzyme. Thus, the PEPCK 

reaction product is converted by the action of a NADH-dependent enzyme, 

wherein the catalytic reaction is followed by the decrease in the absorbance at 340 

nm due to the consumption of NADH. The main drawback in coupled assays is 

that any interference in the activity of the second enzyme will affect the result of 

the first enzyme. In addition, in the case of PEPCK, NADH has been reported as 

inhibitor of some of these enzymes. To overcome these problems, herein we report 

a direct assay to quantity PEP by liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry (LC-MS). The difficulty related to PEPCK’s substrates and products 

are their higher hydrophilicity and poor retention in reverse-phase elution mode, 

which leads to coelution or low peak resolution. In spite of this, PEP was 

quantified in coelution with OAA by the differentiation obtained by the mass 

spectra data. The developed method was validated, and all the significant figures 

were in accordance with the adopted criteria. For that, PEPCK of T. cruzi   was   

expressed as an active enzyme in Escherichia coli and purified by anionic 

exchanged and affinity chromatography. The method was used, then, to monitor 

the purification of T. cruzi PEPCK as well as to determine all the kinetics 

parameters of the purified enzyme. The direct method herein disclosed can be 

used for others PEPCKs. Moreover, a ligand fishing assay based on the 

immobilization of PEPCKs to magnetic particles was modulated based on a series 

of synthetic compounds that were screened towards PEPCKs using the solution 

activity assay here developed. In searching for selective binders, the affinity-

based assay was used to screen four ethanolic extracts of Brazilian Cerrado plants: 

Qualea grandiflora, Diospyros burchellii, Anadenanthera falcata and Byrsonima 

coccolobifolia. The chemical characterization of the identified ligands was carried 

out by means of LC-HRMS analysis. These results are fully discussed. The efforts 

to produce a PEPCK immobilized capillary enzyme reactor to be used as a 

bioaffinity column in a flow assay is also presented.  
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1 Introdução 

 

1.1 Enzimas e ensaios de triagem de alta eficiência 

 

Enzimas são macromoléculas que atuam como biocatalisadores 

destinados a acelerar, em ordens de magnitude, reações químicas essenciais à 

vida1, sendo conhecidas mais de 5.000 reações catalisadas pelas mesmas2. Ainda, 

mediam uma variedade de processos in vivo, incluindo transformações oxidativas 

e conjugativas, bem como as vias de sinalização intracelular3. Para controlar o 

metabolismo, muitas enzimas interagem naturalmente com compostos, 

denominados inibidores, que diminuem ou impedem sua função catalítica4.  

Devido à sua vasta gama de atividades biológicas, as enzimas são 

muitas vezes o alvo para a triagem de pequenas moléculas moduladoras de sua 

atividade, que possam atuar como fármacos5. Por exemplo, os inibidores da 

enzima conversora de angiotensina são importantes medicamentos para o 

tratamento de hipertensão, enquanto os inibidores de protease são agentes chave 

no tratamento do HIV, que controlam a AIDS3. 

O esforço para desenvolver medicamentos inovadores mais 

rapidamente, sem afetar a qualidade e segurança, tem impulsionado a procura de 

novas estratégias e metodologias. Os aspectos principais do processo de 

descoberta de um hit ou candidato a fármaco incluem o desenvolvimento de 

metodologias de triagem de alta eficiência (HTS, do inglês high throughput 

screening) em larga escala, para a avaliação da atividade biológica, análise de 

interações medicamentosas e a determinação das propriedades físico-químicas6. 

Existem três considerações importantes para a escolha de um alvo 

terapêutico destinado a HTS. A primeira está baseada na relevância do alvo, ou 

seja, refere-se a importância da doença na qual o mesmo se relaciona. A relação 

entre a relevância do alvo e seu ineditismo é inversa. A segunda consideração está 
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relacionada à probabilidade de que ligantes que produzam efeitos 

terapeuticamente relevantes contra um alvo estejam presentes na triagem. O 

desafio para o estudo com enzimas é encontrar compostos que contenham 

propriedades farmacodinâmicas e farmacocinéticas. O terceiro fator a ser 

considerado é a capacidade de desenvolver um ensaio de triagem robusto e de alta 

qualidade. Todos os fatores devem ser considerados, sendo que ensaios caros e 

tecnicamente difíceis devem ser comparados com o grau de validação e relevância 

biológica do alvo. Tal validade pode ser avaliada com abordagens genéticas - 

através de nocaute de gene ou RNA de interferência - e/ou experimentos baseados 

em ligantes7,8. 

Dentre as diversas formas de se buscar um hit, destaca-se o uso de 

ensaios bioquímicos ou com células. Os ensaios bioquímicos buscam por 

compostos que interagem com um alvo isolado em um ambiente artificial. Os 

ensaios com células, embora mais vantajosos; dado que os compostos testados 

interagem com uma mistura mais realista do alvo em seu ambiente fisiológico, 

são mais difíceis de executar em alta produtividade. Assim, desde o início da 

década de 90, quando HTS se tornou uma área central na busca de novos 

fármacos, os ensaios bioquímicos já predominavam8.  

Os ensaios bioquímicos de HTS referem-se à utilização de uma 

proteína alvo purificada ou parcialmente purificada para triagem em bibliotecas 

de compostos. Este sistema experimental, em princípio, é o mais simples, 

permitindo a avaliação direta da interação entre um alvo e uma molécula de teste. 

Em contrapartida, a complexidade das células, como a permeabilidade da 

membrana, interações no plasma e o metabolismo do composto, pode mascarar 

ou impedir a identificação de ligantes com baixa afinidade na descoberta de um 

hit. Com os dados bioquímicos iniciais, pode-se estender para ensaio secundário 

baseado em células e outros mais complexos9. 

Durante a década de 90, o aumento do tamanho das coleções de 

compostos químicos e a necessidade crescente de redução no volume de trabalho, 
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tempo e custo, impulsionaram a ampliação na capacidade das placas de 96 poços 

de HTS, para 384 poços (10-20 L) com uma média de 10 mil ensaios por dia e, 

posteriormente, para os microensaios com 1586 poços (~ 2 L) e média de 100 

mil ensaios por dia. Os microensaios apresentam longo tempo de projeto para 

implementação e operação robótica, o que os torna muito caros10–12. O termo ultra 

high throughput screening refere-se a capacidades superiores a 100 mil ensaios 

por dia (< 2 L), totalmente automatizados e, muitas vezes, é designado por 

HTS13,14. 

Os ensaios de HTS para inibidores enzimáticos normalmente 

envolvem testes espectrofotométricos ou fluorimétricos utilizando placas multi-

poços em bibliotecas de compostos sintéticos ou isolados de produtos naturais. 

Tais ensaios apresentam características como: necessidade de reagentes 

colorimétricos ou fluorimétricos adequados para gerar um sinal, interferências 

causadas por compostos que absorvem ou fluorescem em comprimentos similares 

ao reagente e ineficiência para triagem em misturas15. 

Alternativamente às coleções de compostos sintéticos, os 

metabólitos secundários, devido suas estruturas e grupos multifuncionais, são 

coleções atrativas para triagem16. No entanto, os extratos de produtos naturais são 

misturas complexas que contém um grande número de compostos, necessitando 

de isolamento, sendo que os compostos ativos estão normalmente presentes em 

baixa quantidade. No caso de plantas, por exemplo, o conteúdo é geralmente 

inferior a 0,01% do seu peso seco, com poucas exceções17,18. 

De forma clássica, os metabólitos são isolados e realizados testes de 

atividade biológica. Para evitar os isolamentos de metabólitos que não apresentam 

atividade, surgiram abordagens de fracionamento de extratos naturais guiado por 

bioensaios. Desta forma, apenas as frações bioativas são selecionadas para o 

isolamento dos compostos, seguido dos testes de atividade biológica individuais. 

No entanto, os fracionamentos bioguiados envolvem etapas repetitivas de testes 

de fracionamento e atividade biológica sendo, geralmente, trabalhoso, caro, pouco 
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eficiente e demorado18–20. Alternativamente às placas multi-poços dos HTS e, 

valendo-se da seletividade e alta produtividade, abordagens baseadas em 

afinidade têm  se tornado atrativas para triagem de produtos naturais18. 

 

1.2 A cromatografia de bioafinidade na identificação de ligantes 

 

A cromatografia de bioafinidade pode ser definida como uma 

cromatografia a líquido que utiliza uma enzima ou outra biomolécula alvo como 

fase estacionária.  Esta fase estacionária pode ser produzida ligando-se 

covalentemente, aprisionando, adsorvendo ou, de alguma outra forma, 

imobilizando a biomolécula em um suporte cromatográfico. Este suporte pode ser 

colocado dentro de uma coluna ou capilar para utilização21 ou, ainda, pode ser a 

própria superfície interna do capilar22. A biomolécula imobilizada se liga 

seletivamente ao ligante ou grupo de ligantes de uma amostra, com alta 

especificidade e seletividade, tal como observado nas interações dos sistemas 

biológicos como a interação enzima-substrato ou a antígeno-anticorpo23–25. 

Desta maneira, a cromatografia de bioafinidade é empregada com 

sucesso em projetos de química medicinal para a caracterização detalhada das 

interações entre os fármacos e as proteínas alvo. A exploração dos princípios de 

separação por afinidade foi desenvolvida por Emil Starkensten em 1910, que 

reportou a ligação de α-amilase em amido insolúvel26. O termo cromatografia de 

afinidade foi introduzido em 1968, por CUATRECASAS et al.27, ao descrever a 

técnica de purificação de enzimas através de fases estacionárias contendo 

substratos ou inibidores imobilizados, diferenciando-se das outras técnicas 

cromatográficas, como apresentado na FIGURA 1.1.  
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FIGURA 1.1 – Princípios empregados em cromatografia: (a) por filtração em gel, (b) de 

interações hidrofóbicas, (c) de troca iônica, (d) de afinidade e (e) em fase reversa, adaptado28. 
 

Nesse contexto, o que diferencia a cromatografia de afinidade 

clássica da cromatografia de bioafinidade é que, no primeiro caso, um ligante 

seletivo de alta afinidade é imobilizado usualmente para purificar uma proteína, 

enquanto no segundo, a biomolécula é imobilizada para triar ligantes de baixa a 

alta afinidade29. 

Três etapas são essenciais ao desenvolvimento da cromatografia de 

bioafinidade, quando a biomolécula alvo é uma enzima: a imobilização da enzima, 

a avaliação da preservação da atividade e determinação dos parâmetros cinéticos 

após a imobilização30. 

A cromatografia de bioafinidade permite a fácil caracterização 

termodinâmica, cinética e química, além do mecanismo de interação biológica em 

um sistema hifenado online31. Uma abordagem para este tipo de estudo é a eluição 

zonal. Nesse modo de eluição, injeta-se um ligante em baixa concentração na 

coluna de bioafinidade para determinações de, por exemplo, afinidade relativa, 

intensidade das interações, efeitos da mudança de condições reacionais (pH, 

solvente, temperatura, etc.), triagens e mecanismos de inibição32,33. 

Na cromatografia zonal, o fator de retenção de um composto é 

comparável com sua afinidade pelo alvo. Mas, dada a baixa eficiência 
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cromatográfica da coluna, não é possível, quase sempre, separar os compostos de 

uma mistura com base em suas afinidades relativas. Portanto, muitas vezes são 

utilizados sistemas cromatográficos multidimensionais31. 

Em métodos multidimensionais, a primeira dimensão está ligada em 

uma bomba de um cromatógrafo a líquido (LC); que é utilizada para a entrega de 

fase móvel, a um amostrador automático e à uma coluna que contém uma 

biomolécula imobilizada. A segunda dimensão também utiliza uma bomba de LC, 

mas está acoplada à uma coluna analítica e à um detector conveniente34, gerando 

um sistema cromatográfico bidimensional (2D LC). Alternativamente aos 

métodos multidimensionais, é possível acoplar a coluna de bioafinidade 

diretamente ao espectrômetro de massas35,36. Mesmo sem eficiência 

cromatográfica da coluna, o MS é capaz de monitorar seletivamente o íon de 

interesse, desde que a fase móvel usada para eluição com a biomolécula seja 

compatível com tampões de baixa força iônica, necessários ao electrospray 

(ESI)37. 

Uma outra abordagem para a cromatografia de bioafinidade é a 

eluição frontal, na qual a solução em triagem de concentração conhecida é 

continuamente injetada. Os diferentes ligantes migram pela coluna em taxas 

diferentes e permanecem retidos, baseado em suas afinidades, até a saturação dos 

sítios de interação, quando a eluição se inicia32,33. O cromatograma resultante 

deste modo de análise é frequentemente denominado curva de ruptura, sendo esta 

técnica empregada para avaliar a retenção relativa com base na afinidade31,38. A 

eluição frontal pode ser empregada para análises individuais de ligantes ou em 

misturas. Em análises individuais, pode ser utilizada a detecção por UV/Vis ou 

fluorescência31, enquanto em mistura exige a utilização de MS. 

Uma vantagem da eluição frontal sobre a zonal reside na 

possibilidade de informação simultânea das constantes de equilíbrio para a 

interação do alvo com o ligante e a capacidade de ligação da coluna. No entanto, 

a análise frontal necessita de maiores concentrações do ligante a ser estudado. Por 



7 

 

outro lado, experimentos com eluição zonal são mais convenientes para identificar 

os locais de interação e mensurar tais interações nesses locais21. 

A cromatografia de bioafinidade apresenta diversas conveniências na 

busca de ligantes, como a identificação direta de um composto bioativo. 

Entretanto, a triagem em extratos naturais ainda é um desafio. Além disso, a fase 

móvel deve ser predominantemente aquosa (tipicamente > 95%) para assegurar 

adequadas interações ligante-proteína, o que pode resultar em um aumento de 

interações não específicas com o suporte, sobretudo em colunas empacotadas39.  

 

1.3 Ensaios de ligand fishing 

 

O ligand fishing é uma técnica baseada em afinidade, na qual, devido 

a interação de um ligante com uma biomolécula alvo, é possível separá-lo dos 

demais componentes de uma mistura40. Estes ensaios têm sido aplicados de 

diferentes formas, tais como ultrafiltração41–43, microdiálise44,45, nanotubos46,47, 

partículas magnéticas40,48, zeólitas49, fibras ocas50,51, etc. Quando se trata de 

enzimas, dada a excelente preservação da atividade enzimática e a praticidade no 

manuseio, as partículas magnéticas (MB, do inglês magnetic beads) têm sido, até 

o momento, o suporte sólido mais amplamente utilizado para a captura de 

ligantes40,52. 

Desta forma, as MBs contendo a enzima imobilizada (enzima-MB) 

podem ser imersas diretamente em misturas de coleções  sintéticas ou em extratos 

naturais brutos, onde os compostos com afinidade pela biomolécula são retidos e 

facilmente retirados da mistura, com auxílio de um ímã, enquanto os não ligantes 

permanecem no sobrenadante e, em seguida, são removidos. A FIGURA 1.2. 

ilustra o processo geral dos ensaios de ligand fishing, na qual apenas os compostos 

que apresentam afinidade são capturados seletivamente ou “pescados” pela 

biomolécula39,53. 
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FIGURA 1.2 – Esquema geral do princípio dos ensaios de ligand fishing. Inicialmente a 

enzima-MB é imersa em uma mistura (representada por •,   e ) e apenas as substâncias com 

afinidade pela biomolécula (•) ficam retidas na mesma. Os demais compostos ( e ) 

permanecem em solução e podem ser facilmente removidos. 

 

Os ensaios de ligand fishing são realizados de maneira off-line, na 

qual a captura seletiva de ligantes e a análise são dois passos independentes54. A 

FIGURA 1.3 sumariza as etapas do processo onde, em princípio, seleciona-se a 

mistura ou extrato de interesse em que a enzima-MB será imersa (carregamento) 

e incubada (etapa 1), seguido de lavagem para remoção dos compostos que não 

apresentaram afinidade (etapa 2), extração dos ligantes retidos (etapa 3) e análise 

para identificação dos mesmos39,55.  

 

FIGURA 1.3 – Etapas envolvidas nos ensaios de ligand fishing. Etapa 1: carregamento com a 

mistura de interesse e incubação por tempo estabelecido, seguido da remoção do sobrenadante 

1 (S-1). Etapa 2: lavagem para retirada dos compostos não retidos utilizando-se a Solução 1, de 

2 a 3 vezes, gerando os sobrenadantes 2 (S-2). Etapa 3: extração dos compostos (ligantes) que 

apresentaram afinidade, através da adição da Solução 2, seguido de incubação por tempo 

estabelecido e análise desta fração (S-3). Etapa 4: recondicionamento com a Solução 1 para 

reuso, caso a Solução 3 não tenha desnaturado a proteína. 
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O tempo de incubação com a mistura de interesse, de lavagem e 

extração, bem como a solução extratora dos compostos retidos, são variáveis que 

devem ser avaliadas caso a caso. A solução extratora deve ser capaz de romper a 

interação entre o ligante e a biomolécula, através da redução da afinidade de 

ligação entre ambos, fazendo com que os ligantes voltem para o sobrenadante. A 

solução extratora (Solução 2, FIGURA 1.3) pode ser a mesma solução de 

incubação, mas com aplicação de temperatura, variação de pH e/ou força iônica, 

com adição do substrato ou solvente orgânico e, caso ainda não seja possível 

extrair os ligantes retidos, a solução extratora pode ser diferente da solução de 

incubação56. As variações na solução para a extração dos ligantes podem afetar a 

atividade da enzima e, desta forma, é necessária uma etapa de recondicionamento 

e avaliação da atividade, antes de reiniciar o processo. 

A análise dos ligantes extraídos nos ensaios de ligand fishing em 

combinação com técnicas cromatográficas hifenadas a espectrometria de massas 

de alta resolução (LC-HRMS) e/ou ressonância magnética nuclear (LC-PDA-

SPE-NMR)57, fornecem identificação rápida e/ou caracterização estrutural 

completa dos ligantes da mistura com identificação de novos hits. Os ensaios de 

captura seletiva de ligantes podem ser usados para orientar o isolamento de 

compostos em extratos brutos, permitindo a posterior caraterização da interação 

dos ligantes puros com a enzima58. 

Previamente aos ensaios, deve-se selecionar as partículas magnéticas 

que serão utilizadas como suporte para imobilização. As partículas variam em 

tamanho, de nanômetros a micrômetros, e são constituídas de um material 

magnético (óxido de ferro, cobalto ou níquel)59. A magnetita (Fe3O4) é o mais 

magnético de todos os minerais que ocorrem naturalmente na Terra e é, portanto, 

amplamente usada para a imobilização, estando disponível comercialmente em 

diversos tamanhos e com diferentes grupos funcionalizados34.  Em circunstâncias 

normais, quanto menor o tamanho de uma partícula, menor a temperatura 

necessária para a transição do ferromagnético para o superparamagnético. Devido 
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ao menor tamanho das nanopartículas magnéticas, elas geralmente exibem um 

comportamento superparamagnético que leva a uma estrutura superficial mais 

favorável para a modificação55. 

As nanopartículas tendem a se agregar devido à sua alta energia 

superficial causada pela elevada área superficial. Além disso, as nanopartículas 

de óxido de ferro podem ser facilmente oxidadas pelo ar, resultando em perda de 

magnetismo e dispersibilidade. Portanto, a utilização de micropartículas 

funcionalizadas tem sido amplamente aplicada na imobilização de enzimas. Estas 

possuem elevada superfícies específicas e podem ser separadas rapidamente 

através da aplicação de forças magnéticas externas. Desta forma, o processo de 

separação é brando para a enzima, evitando as forças de cisalhamento causadas 

pela centrifugação, como quando o ensaio de ligand fishing é realizado com 

ultrafiltração, nanotubos, zeólitas ou fibras ocas55,59. 

Uma das maiores vantagens do uso de ligand fishing é a possibilidade 

de identificação de ligantes de baixa afinidade, que geralmente são negligenciados 

quando se utilizam outras técnicas de triagem, bem como metabólitos secundários 

de baixa concentração que possuem alta afinidade pelo alvo biológico39.  

 

1.4 Imobilização de enzimas 

 

Os biocatalisadores, em geral, apresentam seletividade e 

especificidade (regio-, quimio- e estereosseletividade)60. Tais propriedades têm 

sido exploradas pela química sintética, pois dispensa etapas de ativação ou 

proteção de grupos funcionais, além dos biocatalisadores serem biodegradáveis e 

não deixam resíduos de metais pesados. As reações biocatalíticas são 

ambientalmente amigáveis, pois usualmente ocorrem em condições brandas 

(temperatura menor que 100 °C, pressão ambiente e pH próximo à neutralidade) 

requerendo baixas quantidades de energia61. As enzimas podem ser imobilizadas 

e reutilizadas por muitos ciclos, superexpressadas para tornar os processos 
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economicamente mais eficientes ou, ainda, modificadas para o aperfeiçoamento 

de sua atividade62. 

O processo de imobilização vem sendo estudado há anos. A 

motivação inicial foi devido à substituição dos processos industriais, catalisados 

por enzimas em solução, por seus homólogos imobilizados sobre um suporte. 

Desta maneira, a enzima pode ser utilizada em reatores de processo contínuo 

devido ao aumento de estabilidade, é facilmente removida da mistura reacional e 

mantém sua atividade preservada por diversos ciclos. Estas implementações 

reduziram o custo com o biocatalisador, representando uma economia 

significativa em operações que requerem enzimas caras63. Além destas vantagens, 

a imobilização geralmente permite operações em meio não aquoso e a utilização 

em processos multienzimáticos64. 

A imobilização pode ocorrer por três métodos tradicionais: ligação a 

um suporte, aprisionamento (encapsulamento) e ligação cruzada (FIGURA 1.4). 

A ligação a um suporte pode ser de natureza física, iônica ou covalente.  O 

aprisionamento ocorre através de inclusão da enzima em uma rede polimérica 

(estrutura de gel) ou um dispositivo de membrana. A ligação cruzada, de 

agregados ou cristais de enzimas, utiliza um reagente bifuncional para preparar as 

macropartículas64. 

 

 
FIGURA 1.4 – Tipos de imobilizações enzimáticas, (a) ligação a um suporte, (b) 

aprisionamento e (c) ligação cruzada. 
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Não existe um método ou suporte ideal para imobilização. A escolha 

deve ser baseada no conhecimento da constituição do sítio ativo, propriedades 

bioquímicas da enzima, grupos funcionais, estabilidade química, tamanho do poro 

e diâmetro de partícula do suporte3. A dispersão das moléculas de enzima no 

suporte deve proporcionar uma melhor acessibilidade e/ou uma estabilização 

adicional em relação à desnaturação pelo meio reacional, quando comparada com 

a enzima livre64. 

Os processos biocatalíticos que empregam enzimas imobilizadas 

podem ocorrer em batelada alimentada ou por sistema contínuo, utilizando 

reatores de enzimas imobilizadas (IMERs, do inglês Immobilized Enzyme 

Reactor)65. Ainda, a enzima pode ser imobilizada na superfície interna 

funcionalizada de capilares de sílica fundida (~ 100 m de diâmetro interno) e, 

por vezes, chamado de ICER (do inglês Immobilized Capillary Enzyme Reactor). 

A utilização de um ICER ou IMER como fase estacionária em cromatografia 

líquida de alta eficiência (HPLC) fornece acurácia, automação, rapidez e 

possibilidade de reutilização da enzima a cada análise, onde a reprodutibilidade 

do sistema cromatográfico é combinada com a especificidade e sensibilidade de 

uma reação enzimática6,22,65–67. Os ICERs, além de utilizarem pequeno volume em 

baixas concentrações de amostra e fase móvel, apresentam baixas interações 

inespecíficas21. 

A imobilização de enzimas pode ser feita “in batch” ou “in situ”. 

Quando se emprega o processo “in batch” a enzima é imobilizada e, em seguida, 

empacotada na coluna, enquanto que “in situ”, a enzima é diretamente imobilizada 

na coluna previamente preparada (IMER) ou na sua superfície interna 

funcionalizada (ICER) do capilar. Estudos comparativos dos métodos de 

imobilização com penicilina G acilase, em vários suportes de sílica, apontaram o 

processo “in situ” como mais satisfatório na quantidade de enzima ligada, bem 

como na retenção de atividade22,65. Em cromatografia de bioafinidade o processo 

in situ tem sido o mais utilizado37.  
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A imobilização covalente; através dos grupos funcionais amina, 

epóxido (FIGURA 1.5) e carboxila, e os suportes de sílica são os mais empregados 

em cromatografia de bioafinidade. Para este tipo de imobilização, a primeira etapa 

necessária é a ativação da biomolécula e/ou suporte. A ativação da biomolécula é 

feita quando se deseja que a mesma seja imobilizada em uma região específica. O 

uso de um suporte ativado é mais comum para imobilização, que pode ser 

realizado por meio de reações químicas tais como: base de Schiff (aminação 

redutiva), epóxido, formação de ligação amida, N-hidroxissuccinimida, 

carbonildiimidazol, brometo de cianogênio, etc. Após o preparo, e antes dos 

ensaios com ligantes, as enzimas imobilizadas são caracterizadas por parâmetros 

cinéticos ou de afinidade através de cromatografia a líquido25,31. 

 

 

FIGURA 1.5 – Imobilizações covalentes sendo, acima, ligação do grupo amina do suporte ao 

reagente bifuncional glutaraldeído, com formação de imina, seguido da imobilização da enzima 

por resíduos básicos, com formação de outra imina e, abaixo, funcionalização do suporte, com 

inserção de grupo epóxido, seguido da imobilização da enzima por resíduos básicos e formação 

de amina.  

 

Para seleção do suporte deve-se levar em consideração características 

como resistência mecânica, estabilidade química e microbiológica, tamanho de 

poros e partículas, além da capacidade de fixação ao suporte68.  Diversos suportes 

são disponíveis comercialmente como polissacarídeos, celulose, dextrana, 

agarose e os suportes de sílica22. O capilar de sílica fundida se destaca pela alta 

área superficial para imobilização, associada a baixa capacidade de interações 

inespecíficas com os analitos69. 



14 

 

1.5 A enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase 

 

A fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) foi primeiro reportada 

por WOOD & WERKMAN70,71, relacionada à fixação de CO2 na fermentação por 

Propionibacbterium com produção de ácido succínico, sendo sugerido que a 

formação do ácido tinha como precursor algum composto com 3 carbonos em sua 

estrutura. Em 1940, os mesmos autores publicaram72 a fixação de CO2 por  

Propionibacterium pentosaceum, e apontaram que o possível composto com 3 

carbonos em sua estrutura era o ácido fosfopirúvico. Passados 30 anos, a enzima 

foi isolada de fígado de galinha, parcialmente purificada, descrita por sua reação 

química como conhecida até hoje e nomeada como oxaloacético carboxilase73. 

Por um curto período, a enzima recebeu diferentes nomes na literatura74 e, 

subsequentemente, mudado para fosfoenolpiruvato carboxiquinase75. 

A PEPCK é uma enzima amplamente distribuída em todos os grupos 

de organismos conhecidos76. Sua atividade catalítica está relacionada com a 

descarboxilação e a fosforilação reversível de oxaloacetato (OAA), para se obter 

o fosfoenolpiruvato (PEP) e dióxido de carbono, dependente de um nucleotídeo 

(ATP ou GTP) para a transferência de fosfato, na presença de íons metálicos 

divalentes como cofator77, como mostrado no ESQUEMA 1.1. 

 

 
 

ESQUEMA 1.1 – Reação reversível de descarboxilação e fosforilação catalisada pelas 

PEPCKs. 
 

 

Baseado na especificidade de nucleotídeo, as PEPCKs podem ser 

divididas em duas famílias, na qual as ATP-dependentes (EC 4.1.1.49) são 

encontradas em bactérias, leveduras, plantas superiores e tripanosomatídeos, e as 
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GTP-dependentes (EC 4.1.1.32); em moluscos, insetos, fungos e animais 

vertebrados76–78. Diferentes níveis de identidade na sequência primária são 

encontradas entre PEPCKs da mesma família, mas uma baixa identidade (18-

20%) é verificada entre PEPCKs de famílias diferentes77,79. Alguns resíduos de 

aminoácidos são conservados no sítio ativo de ambas as famílias, no entanto, 

nenhuma similaridade é observada nos sítios de ligação com o nucleotídeo entre 

as famílias, justificando a dependência específica de um nucleotídeo ao outro77.   

Trypanosoma cruzi, o agente causador da doença de Chagas, 

tripanosomatídeos relacionados e várias espécies de Leishmania utilizam glicose 

e aminoácidos como fonte de energia. A glicose é preferida sobre aminoácidos e, 

então, primeiramente consumida quando ambos estão presentes. A utilização de 

carboidratos como fonte de energia e carbono em todos os ciclos de vida do T. 

cruzi apresenta características incomuns. A glicose é degradada apenas 

parcialmente para CO2 e catabólitos, apesar dessas células conterem um conjunto 

completo de enzimas glicolíticas, apresentarem atividade no ciclo de Krebs, de 

fosforilação e na cadeia de transporte de elétrons no citocromo. A via glicolítica 

não é regulada nos seus pontos de controle clássicos (hexoquinase e 

fosfofrutoquinase) e está contida, até a etapa da fosfoglicerato quinase, na 

organela denominada glicossomo80–83. 

A PEPCK desempenha um papel fundamental no metabolismo 

desses parasitas81. A fermentação da glicose leva a produção de catabólitos 

reduzidos, majoritariamente succinato e L-alanina, ligados a reoxidação de 

NADH. A produção de succinato depende da fixação de CO2 que, por sua vez, é 

mediado pela PEPCK através da produção de PEP no glicossomo (FIGURA 1.6). 

Subsequentemente, OAA pode ser reduzido para malato, através da malato 

desidrogenase (MDH), o qual entra no ciclo de Krebs, na mitocôndria, com 

produção de succinato como produto final do catabolismo. Ao mesmo tempo, o 

malato formado no glicossomo pode participar, após entrar no citossol, do ciclo 

da glutamato desidrogenase, levando a produção de L-alanina80,84. 
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FIGURA 1.6 – Representação esquemática da glicólise em T. cruzi. As enzimas participantes 

são: 1, hexoquinase/glucoquinase; 2, fosfoglicose isomerase; 3, fosfofrutoquinase; 4, aldolase; 

5, triose fosfato isomerase; 6, gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase; 7, fosfoglicerato quinase 

(glicosomal); 8, fosfoglicerato-quinase (citosólica); 9, fosfoglicerato mutase; 10, enolase; 11, 

piruvato quinase; 12, PEPCK; 13, MDH (glicosomal); 14; fumarato hidratase (glicosomal); 

15, fumarato redutase NAD-ligada; 16, piruvato-fosfato diquinase; 17, alanina desidrogenase; 

18, fumarato hidratase (citosólica); 19, MDH NADP-ligada (citosólica); 20, alanina 

aminotransferase; 21, frutose-1,6-bifosfatase. Os produtos de fermentação aeróbica são 

apresentados em caixas. L-alanina pode ser produzido, tanto no glicossomo quanto no citosol. 

Succinato também pode ser produzido no citosol, com utilização de fumarato como receptor de 

elétrons83. 
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Experimentos in vivo, com análises por RMN, em células de T. cruzi 

com adição de ácido 3-mercaptopicolínico (3MP), um inibidor da PEPCK, 

resultou em uma significante diminuição no consumo de glicose e produção de 

succinato, com um concomitante aumento na produção de L-alanina, 

demonstrando o papel fundamental da enzima no catabolismo do parasita85. 

T. cruzi é capaz de catabolizar L-prolina, bem como outros 

aminoácidos84. Na ausência de carboidratos, a acetil-CoA, o OAA ou o malato se 

acumulariam a menos que entrassem novamente no ciclo, respectivamente como 

PEP ou piruvato. O PEP, produzido pela PEPCK através da descarboxilação do 

OAA, também pode ser usado na gliconeogênese. As propriedades cinéticas da 

enzima purificada indicam, in vitro, sob condições fisiológicas, que esta é a reação 

favorecida pela PEPCK80. Além disso, foi reportado85 que o catabolismo da 

prolina com conversão para piruvato, alanina, citrato e isocitrato é bloqueado na 

presença de 3MP.  

Desta forma, a PEPCK de T. cruzi é uma enzima-chave, descrita em 

todas as formas evolutivas do parasita, na flexibilidade do uso de carboidratos e 

aminoácidos como fonte de energia. Em contraste com o seu papel em T. cruzi, a 

função central da PEPCK em bactérias, leveduras e vertebrados é iniciar a via 

gliconeogênica77. Em seres humanos e outros mamíferos a PEPCK é citossólica e 

fundamental no metabolismo de carboidratos, que auxilia na regulação do nível 

de glicose no sangue. Presente em tecidos gliconeogênicos, tais como fígado e 

rim, a enzima está associada com a conversão de lactato e outras moléculas (de 

não-carboidratos) à glicose que, por sua vez, é liberada para o sangue77,78. Devido 

a importância da PEPCK no metabolismo de carboidratos em seres humanos, esta 

enzima tem sido avaliada como um potencial alvo de novos fármacos para o 

tratamento de diabetes mellitus não dependente de insulina78,86.  

As diferenças significativas na estrutura terciária entre a PEPCK do 

parasita e a humana prevê afinidades distintas por substratos, possibilitando um 

inibidor específico para a enzima do parasita77. Desta forma, a PEPCK do parasita 
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tem sido considerada um alvo potencial na pesquisa e desenvolvimento de 

medicamentos para a doença de Chagas77,87,88. 

A doença de Chagas atinge cerca de 10 milhões de infectadas nas 

Américas e 120 milhões estão em risco de contração89, onde seu impacto pode 

atingir proporções globais devido às populações migratórias. A compreensão 

completa da patogênese, bem como os alvos terapêuticos e identificação de 

fatores genéticos prognósticos, não estão completamente esclarecidos. A doença 

de Chagas permanece, assim, uma doença negligenciada, sem vacinas ou 

medicamentos antiparasitários comprovadamente eficientes em pacientes 

cronicamente infectados89,90. 

A atividade catalítica da PEPCK é sempre mensurada por ensaios 

laborosos, a maioria das vezes envolvendo a oxidação de NADH a NAD+ 

(ESQUEMA 1.2). Inicialmente, a atividade catalítica do PEPCK foi medida pela 

incorporação de 14CO2 no OAA (ESQUEMA 1.2a)73. Em 195491, um ensaio 

enzimático acoplado foi desenvolvido, na qual o OAA produzido pela ação da 

PEPCK é convertido em malato pela MDH, com consequente oxidação de NADH 

a NAD+ (ESQUEMA 1.2b). Este ensaio foi, frequentemente, empregado em 

conjunto com substratos isotopicamente marcados com 14C (ESQUEMA 1.2a, no 

quadro), como forma complementar de mensurar a atividade enzimática.  

A reação catalítica no sentido da formação de PEP, a princípio, foi 

monitorada pela medição de fosfato inorgânico por hidrólise92. Em seguida, um 

ensaio acoplado foi relatado, desta vez usando piruvato quinase (PK) e lactato 

desidrogenase (LDH) com oxidação de NADH (ESQUEMA 1.2c)93,94. 
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ESQUEMA 1.2 – Abordagens clássicas para medir a atividade catalítica da PEPCK. 

 

Os métodos presentes no ESQUEMA 1.2 foram desenvolvidos entre 

a década de 50 e 60, mas ainda são utilizados para mensurar a atividade da PEPCK 

de diferentes organismos95–102 com pouca ou nenhuma modificação. Os dois 

métodos mais empregados (ESQUEMA 1.2b e 1.2c) são ensaios acoplados que 

valem-se de enzimas NADH-dependentes, nas quais a atividade de PEPCK é 

indiretamente monitorada pela diminuição da absorbância a 340 nm como 

resultado da depleção de NADH. Estranhamente, o NADH foi relatado como um 

inibidor da PEPCK de E. coli103,104.  

Em ensaios acoplados, a reação enzimática principal ocorre no 

mesmo meio reacional da reação indicadora. O acoplamento de reações exige a 

compatibilidade nas condições do meio, além de nenhum substrato ou produto de 

uma reação deve ter ação moduladora sobre a outra. Também, os ensaios 

enzimáticos devem ser realizados sob condições ótimas ou o mais próximo 

possível destas condições, em que a enzima é menos sensível a pequenas 

variações na concentração dos componentes do ensaio, o que garante 

reprodutibilidade. Condições ótimas são conseguidas alterando-se 

individualmente o pH, a concentração de cada componente e a temperatura. As 

misturas reacionais de ensaios acoplados são complexas, em que a variação de 
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cada condição do ensaio pode exigir um grande número de medições105. Porém, 

condições ótimas dificilmente são conseguidas simultaneamente para duas ou 

mais enzimas106.  

 DUFF e SNELL107 realizaram um trabalho comparativo com  quatro 

diferentes ensaios acoplados para a PEPCK usando  três diferentes músculos de 

rato. Uma grande incongruência foi obtida quando comparado o método de 

incorporação de 14CO2 com a reação da MDH para medidas de atividade, cujos 

valores encontrados para a PEPCK do mesmo músculo diferiram em uma ordem 

de magnitude em todos os músculos analisados. Os autores mostraram, ainda, que 

os ensaios com PK podem levar a resultados não confiáveis, visto que Na+ 

estimula a atividade da enzima, enquanto K+, Mg2+ e NH4
+ diminuem sua 

atividade.  Estes íons são adicionados nos ensaios a partir de tampões e cofatores. 

Assim, as limitações dos ensaios acoplados ficam claras, uma vez que qualquer 

interferência na atividade da segunda enzima pode gerar resultados não 

confiáveis. 

Medidas diretas do produto da reação, como se realiza para inúmeras 

enzimas, são impraticáveis para a PEPCK. Embora seja possível monitorar OAA 

e PEP no UV, ambos absorvem na mesma região. Ao mesmo tempo, o OAA 

apresenta equilíbrio ceto-enólico em solução, que forma quelatos cíclicos 

ressonantes com os cofatores métalicos Mn2+ e Mg2+. Ademais, a descarboxilação 

espontânea de OAA para piruvato é acelerada na presença desses íons108.  

Os trabalhos publicados com a PEPCK nativa de T. cruzi, isolada 

diretamente de sua forma epimastigota, utilizaram os ensaios acoplados para 

medir a atividade e os parâmetros cinéticos85,109–112. Em 2001, a estrutura cristalina 

da PEPCK recombinante de T. cruzi (TcPEPCK) foi determinada por TRAPANI 

et al.77, apresentada na FIGURA 1.7. A enzima é composta por um homodímero, 

sendo que cada monómero se dobra em dois complexos α/β mistos, com os dois 

sítios ativos localizados afastados uns dos outros, em um arranjo que parece 

permitir um acesso independente dos substratos para os dois sítios ativos. Para a 
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obtenção do cristal, a TcPEPCK foi expressa em E. coli e purificada, mas o 

protocolo ainda não foi publicado. 

 
 

 

FIGURA 1.7 – Estrutura cristalográfica da PEPCK de T. cruzi (PDB 1II2). 
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2 Objetivos 

 

Desenvolver biorreatores com a enzima heteróloga PEPCK de T. 

cruzi covalentemente imobilizada para serem empregados na triagem de ligantes 

da enzima. 
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3 Procedimento Experimental 

 

3.1 Materiais 

 

Todos os procedimentos cromatográficos analíticos aqui descritos, 

referentes ao monitoramento de atividade e caracterização da TcPEPCK em 

solução e imobilizada, foram realizados em um cromatógrafo a líquido com duas 

bombas SHIMADZU LC-20AD, sendo uma quaternária e outra unitária, um 

detector de ultravioleta com comprimento de onda variável SHIMADZU SPD-

20A, um auto-injetor SHIMADZU SIL-20A, um degaseificador modelo DGU-

20A5 e uma interface modelo CBM-20A conecta o sistema. O equipamento está 

acoplado a um espectrômetro de massas modelo Esquire 6000 (Bruker Daltonics) 

equipado com uma fonte de ionização do tipo eletrospray (ESI), operando no 

modo negativo, e analisador do tipo ion-trap (IT), formando o sistema LC-

MS(/MS). Os cromatogramas são registrados através do software Compass 

DataAnalysis® 4.0 e, para qualificações de método e quantificações, foi utilizado 

o software Compass QuantAnalysis® 2.0, ambos Bruker Daltonics.  

Todos os procedimentos de purificação enzimática foram realizados 

em um cromatógrafo a líquido de baixa pressão para separação de proteínas 

ÄKTA-FPLCTM (GE Healthcare), composto por um detector de UV UPC-900, 

uma bomba binária P-920, um coletor de fração FRAC-920, sendo os 

cromatogramas registrados através do software UNICORN na versão 3.2. 

Para a análise dos ensaios de ligand fishing com os extratos de 

plantas do cerrado, foi utilizado o sistema UHPLC Agilent 1290 Infity II (Agilent 

Technologies) composto por uma bomba binária (G7120A – High speed Pumb), 

auto-injetor e compartimento de colunas (G7129B – 1290 Vialsampler) e detector 

de ultravioleta de comprimento de onda variável (G7114B – modelo 1260 Infinity 

II – VWD), acoplado ao espectrômetro de massas de alta resolução do tipo 
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QqTOF (Bruker Daltonics – Impact HD, Rheinstetten, Alemanha) equipado com 

fonte ESI (LC-HRMS). A aquisição e processamento dos dados foi realizada 

utilizando o software Data Analysis® (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, 

Alemanha). 

Para os ensaios enzimáticos foi utilizado um banho seco com 

agitação, modelo B1-AQR (VHD) e centrífuga 5415R (Eppendorf). 

Nos experimentos com as células de E. coli, foi utilizado o sonicador 

Model 500 Sonic dismembrator (Fisher Scientific), incubadora Innova 4430 (New 

Brunswick) e centrífuga D-37520 Osterode (Thermo). 

A homogeneização das amostras foi efetuada em vórtex modelo Lab 

Dancer (IKA). 

A pesagem de padrões foi realizada em balança analítica modelo 

AL204 (Metter Toledo), com precisão de 0,0001 g. 

As medidas e ajustes de pH foram efetuadas em pHmetro PG1800 

(Gehaka), com precisão de 0,01 unidade. 

Para os testes de efeito da temperatura foi utilizado o termociclador 

modelo Mastercycler gradient 2231 (Microtubos). 

Para o preparo dos capilares e imobilização da enzima, foi utilizada 

uma bomba-seringa modelo 11 Plus (Harvard Apparatus). 

Para a imobilização em partículas magnéticas, foi utilizado o agitador 

rotatório, modelo Revolver (Labnet), com velocidade fixa de 20 rpm, com 

capacidade para microtubos de 1,5 e 2 mL e tubos Falcon de 15 e 50 mL. 

Para as separações das partículas do sobrenadante, foi utilizado o 

separador magnético manual para seis microtubos de 1,5 mL, modelo WM206 

(Wang Yuan Biotech). 

Os tampões fosfato utilizados como fase móvel foram filtrados a 

vácuo em sistema Durapore®, utilizando membranas de fluoreto de polivinilideno 

(PVDF), com 47 mm de diâmetro e poros de 0,22 m. 
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As fases móveis preparadas foram degaseificadas em ultrassom 

modelo 1510 (BRANSON). 

A água utilizada na composição das fases móveis e preparação de 

soluções foi obtida em um sistema Milli-Q (MILLIPORE). Os solventes 

orgânicos foram grau HPLC (J.T. Baker e Honeywell). 

Os reagentes acetato de amônio, ácido 4-(2-hidroxietil)piperazina-1-

etanosulfonico (HEPES), fosfoenolpiruvato monopotássio (PEP), ácido 

oxaloacético (OAA), adenosina 5′-trifosfato (ATP), adenosina 5′-difosfato 

(ADP), cloreto de manganês monoidratado, ditiotreitol (DTT), ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA) e o ácido bis(2-aminoetil)etilenoglicol-

N,N,N',N'-tetraacético (EGTA) foram grau HPLC, adquiridos da Sigma-Aldrich. 

As partículas magnéticas amino-terminadas suportadas em óxido de 

ferro supermagnético foram adquiridas da Sigma Aldrich (PN I7643) com 

diâmetro de 1 µm. 

Hipoxantina ≥99%, xantina ≥99,5%, ofloxacina ≥99%, albendazol 

≥98%, iodoacetamida ≥99%, ácido quinolínico 99% e NADH ≥97% foram 

adquiridos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EUA). Aciclovir (Lote: M24136-

1) foi doado pela EMS (Hortolândia, Brasil). 2-mercaptobenzimidazol 98%, 2-

mercaptobenzoxazol 99%, 6-mercaptopurina ≥99,5%, 2-mercapto-5-

metilbenzimidazol 99% e sulfeto de resorcinol 98% foram adquiridos da Acros 

Organics (Geel, Bélgica). As cumarinas113 (LSPN214, LSPN234, LSPN223, 

LSPN224 e LSPN272) e hidantoínas114 (LSPN551, LSPN552, LSPN553, 

LSPN54, LSPN557, LSPN558, LSPN59, LSPN561, LSPN562, LSPN563, 

LSPN564, LSPN565, LSPN566 e LSPN568) foram sintetizadas no Laboratório 

de Síntese de Produtos Naturais “Prof. Dr. José Tércio B. Ferreira” e gentilmente 

doadas pela Profa. Dra. Arlene Gonçalves Corrêa. Gemifloxacina (Lote: 

QUB10006) foi doada pela Aché (São Paulo, Brasil). Moxifloxacina (Lote: 

M201400) foi doada pelo Instituto Vita Nova (Hortolândia, Brasil).  
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Todos os outros reagentes utilizados foram de grau analítico e 

adquiridos da Sigma-Aldrich. 

 

3.2 Tampões utilizados 

 

3.2.1 Tampões utilizados em etapas cromatográficas 

 

• Tampão I: HEPES 50 mmol L-1 pH 7,4; contendo EDTA 2 mmol L-1 e DTT 1 

mmol L-1; 

• Tampão II: HEPES 20 mmol L-1 pH 7,5; contendo EDTA 0,1 mmol L-1, DTT 

0,5 mmol L-1, MnCl2 2 mmol L-1, MgCl2 1 mmol L-1 e KCl 100 mmol L-1; 

• Tampão III: fosfato de potássio 200 mmol L-1 pH 6,8; contendo EDTA 4 

mmol L-1; 

• Tampão IV: HEPES 50 mmol L-1 pH 6,8; contendo EDTA 2 mmol L-1 e DTT 

1 mmol L-1. 

• Tampão V: fosfato de potássio 10 mmol L-1 pH 7,50; contendo 

hidrogenossulfato de tetrabutilamônio (TBAHS) 5 mmol L-1. 

• Tampão VI: acetato de amônio 20 mmol L-1 pH 9,50; contendo TBAHS 5 

mmol L-1. 

 

3.2.2 Ensaios de atividade, imobilização e ligand fishing 

 

• Tampão A: acetato de amônio 50 mmol L-1 pH 9,00; contendo DTT 1 mmol 

L-1 e MnCl2 1 mmol L-1; 

• Tampão B: acetato de amônio 15 mmol L-1 pH 8,50; 

• Tampão C: PIPES 50 mmol L-1 pH 7,4; contendo KCl 90 mmol L-1, EGTA 

0,6 mmol L-1, DTT 1 mmol L-1, MnCl2 0,7 mmol L-1 e MgCl2 3 mmol L-1; 
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• Tampão D: acetato de amônio 50 mmol L-1 pH 9,00 contendo DTT 1 mmol   

L-1, MnCl2 0,7 mmol L-1 e MgCl2 3 mmol L-1. 

• Tampão E: piridina 10 mmol L-1 pH 6,0 com HCl. 

• Tampão F: acetato de amônio 50 mmol L-1 pH 5,50; contendo 20% de MeOH. 

 

3.3 Expressão da TcPEPCK em E. coli 

 

A obtenção da enzima recombinante TcPEPCK foi feita através da 

colaboração com o grupo do Prof. Dr. Glaucius Oliva do IFSC/USP, que 

gentilmente forneceu o plasmídeo pANEX-TcPEPCK. Este plasmídeo é uma 

construção em que o gene TcPEPCK foi inserido no vetor pANEX entre os sítios 

de restrição BamHI e EcoRI. O vetor pANEX é uma construção não comercial 

obtida do vetor pGEXB, retirando o gene que codifica a síntese da glutationa S-

transferase, de forma a clonar o gene TcPEPCK sob o controle direto do promotor 

tac. O grupo do Prof. Glaucius purificou a enzima TcPEPCK e determinou sua 

estrutura tridimensional77, porém a metodologia de purificação não foi publicada 

e não pode mais ser repetida devido à descontinuidade de colunas cromatográficas 

utilizadas.  

 O plasmídeo pANEX-TcPEPCK foi transformado em linhagem 

competente BL21(DE3)pT-GroE de E. coli por choque térmico na presença 

de  CaCl2 (30 min a 0 °C, 2 min a 42 °C e 2 min a 0 °C). Após o choque térmico, 

a cultura foi plaqueada em meio LB-ágar (Luria Bertani, m/v: triptona 1%, extrato 

de levedura 0,5%, NaCl 1%, pH 7,5 e ágar 1,5%), overnight a 37 °C. 

Quatro colônias isoladas foram cultivadas separadamente em 20 mL 

de meio líquido LB, contendo ampicilina (0,1 mg mL-1) e cloranfenicol (34 g 

mL-1), overnight a 37 °C e 250 rpm. Em seguida, 1 mL do cultivo foi transferido 

para 500 mL de meio LB, contendo ampicilina e cloranfenicol nas mesmas 

concentrações citadas, que ficou incubado a 37 °C e 250 rpm até atingir densidade 

ótica a 600 nm entre 0,6-0,8.  
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Em seguida, foi realizada a indução, pela adição de isopropil β-D-1-

tiogalactopiranosídeo (IPTG) 1 mmol L-1, incubação em shaker por 5 horas, a 37 

°C e 250 rpm. Cada 125 mL de meio foi centrifugado em tubo Falcon de 50 mL, 

a 9000 g por 10 min. O pellet obtido foi estocado em freezer -80 °C até utilização.  

 

3.4 Purificação da TcPEPCK 

 

Foram empregados três procedimentos diferentes para a purificação 

da TcPEPCK, descritas nas subseções a seguir. Todas as etapas de purificação 

foram acompanhadas por análise em SDS-PAGE115, utilizando dois marcadores 

de massas moleculares diferentes: marcador de proteína não-corado (116,0; 66,2; 

45,0; 35,0; 25,0; 18,4 e 14,4 kDa, Thermo Scientific) e marcador de proteínas de 

amplo espectro corado (260; 140; 95; 72; 52; 42; 34 ; 26; 17 e 10 kDa, Thermo 

Scientific). A concentração de proteínas das frações foram determinadas pelo 

método de Bradford116 através do kit da Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, 

Richmond, CA), utilizando Coomassie Brilliant Blue G250. 

 

3.4.1 Procedimento de purificação A 

 

Lise: as células  obtidas e armazenadas em tubo Falcon foram 

ressuspendidas em 10 mL de Tampão I contendo leupeptina 10 µmol L-1, 

pepstatina 1 µmol L-1 e fluoreto de fenilmetanosulfonil (PMSF) 1 mmol L-1 e 

lisado por sonicação (23% de amplitude, 15 s on, 30 off, por 4 min) em banho de 

gelo. Em seguida, o lisado foi centrifugado (14.100 g, 30 min e 4 °C). 

Salting out: ao sobrenadante da lise, foi adicionado lentamente 

(NH4)2SO4 previamente macerado, até 40% de saturação (2,26 g para cada 10 

mL). O sal ficou em contato com o extrato enzimático a 4 ºC, por 20 min sob 

agitação e 1 h estático. O conteúdo insolúvel foi removido por centrifugação 
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(1.300 g, 20 min e 4 °C) e o sobrenadante foi dialisado overnight contra o Tampão 

I (1 mL de extrato para 25 mL de tampão) a 4 ºC. 

Cromatografia de troca aniônica fraca: 2 mL do sobrenadante 

dialisado foram aplicados em uma coluna de troca aniônica fraca (DEAE-

SepharoseTM, 1 mL de volume interno, GE Healthcare) pré-equilibrada com 

Tampão I no sistema ÄKTA-FPLC™, com vazão de 0,5 mL min-1 e foram 

coletadas frações de 1 mL. A TcPEPCK foi eluída nas frações 2 a 10. Para limpeza 

da coluna, foi aplicado 5 mL de NaCl 1 mol L-1 em Tampão I, onde ocorreu a 

eluição de proteínas com alta retenção. Para armazenamento, as frações foram 

mantidas em Tampão IV a -20 ºC. A fração 2 foi utilizada para dar continuidade 

à purificação e foi denominada TcPEPCK-D2. 

Exclusão molecular:  1 mL de TcPEPCK-D2 foi aplicada na coluna 

Superose12 (100 mL de volume interno, GE Healthcare), pré-equilibrada com 

HEPES 20 mmol L-1 pH 7,4 contendo NaCl 150 mmol L-1 no sistema ÄKTA-

FPLC™, com vazão de 0,5 mL min-1 e foram coletadas frações de 0,5 mL. A 

TcPEPCK foi eluída em modo isocrático, com volume de eluição entre 13,5-14,0 

mL, nas frações 27 e 28. Estas duas frações foram combinadas e denominadas 

TcPEPCK-Sup12. Para armazenamento, as frações foram mantidas no mesmo 

tampão a -20 ºC. 

 

3.4.2 Procedimento de purificação B 

 

Lise: mesmo protocolo do Procedimento A. 

Salting out: mesmo protocolo do Procedimento A. 

Cromatografia de troca aniônica fraca: mesmo protocolo do 

Procedimento A. 

Cromatografia de afinidade: 1 mL da TcPEPCK-D2 foi aplicado em 

uma coluna de afinidade ATP-agarose (adenosina 5’-trifosfato-agarose, 1 mL de 

volume interno, Sigma-Aldrich), pré-equilibrada com Tampão II no sistema 
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ÄKTA-FPLC™, com vazão de 0,5 mL min-1 e foram coletadas frações de 0,5 mL. 

A eluição das proteínas que não apresentaram afinidade pela coluna se deu com 

10 mL de Tampão II. A TcPEPCK se ligou à coluna e foi eluída de duas formas 

diferentes: i) com 1 mL de uma solução de ATP 5 mmol L-1 em Tampão I, a partir 

de aplicação manual da solução de ATP, fora do sistema FPLC e ii) com 2 mL de 

Tampão III no sistema ÄKTA-FPLC™, com vazão de 0,3 mL min-1 e frações de 

1 mL, sendo esta fração utilizada para a etapa seguinte. 

Exclusão molecular: 2 mL da fração da eluição ii da etapa de 

afinidade acima foi aplicada na coluna Superdex®75 (200 mL de volume interno, 

GE Healthcare), pré-equilibrada com Tampão III no sistema ÄKTA-FPLC™, 

com vazão de 0,5 mL min-1 e foram coletadas frações de 1 mL. A TcPEPCK foi 

eluída em modo isocrático, com volume de eluição entre 22,5-23 mL, nas frações 

45 e 46. Para armazenamento, as frações foram mantidas no mesmo tampão a -20 

ºC. 

Para melhor acompanhar o perfil de eluição por massa molecular, foi 

aplicado 1 mL de BSA 1 mg mL-1 na Superose12 (100 mL de volume interno, GE 

Healthcare), pré-equilibrada com Tampão III no sistema ÄKTA-FPLC™, com 

vazão de 0,5 mL min-1. A BSA foi eluída em modo isocrático, com volume de 

eluição de 20 mL, na frações 40 (dímero), e 26,5 mL na fração 53 (monômero). 

 

3.4.3 Procedimento de purificação C 

 

Lise: foi seguido o mesmo protocolo do Procedimento A, porém com 

24% de amplitude na etapa de lise celular e utilizando-se Tampão IV. 

Salting out: foi seguido o mesmo protocolo do Procedimento A, 

porém utilizando-se Tampão IV. 

 Cromatografia de troca aniônica forte: 5 mL da solução dialisada 

após a precipitação com sulfato de amônio foram aplicados em uma coluna de 

troca aniônica forte (QFF-SepharoseTM, 1 mL de volume interno, GE Healthcare) 
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pré-equilibrada com Tampão IV no sistema ÄKTA-FPLC™, com vazão de 0,5 

mL min-1 e foram coletadas frações de 1 mL. A TcPEPCK foi eluída nas dez 

primeiras frações, porém foram coletadas as frações 2 a 8, sendo que as frações 2 

a 7 (denominada TcPEPCK-I) foram combinadas e a fração 8 (denominada 

TcPEPCK-II) mantida sozinha. Para limpeza da coluna, foram aplicados 5 mL de 

NaCl 1 mol L-1 em Tampão IV, onde ocorreu a eluição de proteínas com alta 

retenção. Para armazenamento, as frações de TcPEPCK-I e TcPEPCK-II foram 

mantidas em Tampão IV a -20 ºC. 

Cromatografia de afinidade: 3 mL da fração da troca aniônica 

TcPEPCK-I foram diluídas em 7 mL de Tampão II e aplicada em uma coluna de 

afinidade ATP-agarose (adenosina 5’-trifosfato-agarose, 1 mL de volume interno, 

Sigma-Aldrich), pré-equilibrada com Tampão II no sistema ÄKTA-FPLC™, com 

vazão de 0,3 mL min-1 e foram coletadas frações de 1 mL. A eluição das proteínas 

que não apresentaram afinidade pela coluna se deu com 10 mL de Tampão II. A 

TcPEPCK se ligou à coluna e foi eluída com 3 mL de Tampão III (denominada 

TcPEPCK-III). A TcPEPCK-III foi armazenada em Tampão III a -20 ºC e, para 

os testes de atividade, a fração foi diluída 1:4 em Tampão II. 

Os ensaios de atividade foram monitorados por LC-MS/MS. 

 

3.5 Teste de atividade da TcPEPCK 

 

3.5.1 Reação de descarboxilação e fosforilação 

 

As reações foram realizadas em microtubos de 1,5 mL contendo 

OAA 200 mol L-1 (2 L de OAA 10 mmol L-1), ATP 240 mol L-1 (2 L de 

ATP 12 mmol L-1), 10 L da fração de enzima purificada e volume final ajustado 

com 86 L de Tampão A, com um volume final de 100 L. A reação foi incubada 

a 36 °C por 10 min e 200 rpm, seguido da adição de 100 L de metanol (MeOH) 
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e centrifugação a 9.300 g, 10 min e 4 °C. O sobrenadante (10 L) foi injetado em 

LC-MS/MS. As soluções de OAA e ATP foram preparadas em Tampão B. 

 

3.5.2 Reação de carboxilação e desfosforilação 

 

As reações foram realizadas em microtubos de 1,5 mL contendo 

KHCO3 20 mmol L-1, PEP 2 mmol L-1, 25 L do extrato de enzima purificado, 

ADP 1 mmol L-1 e volume final ajustado para 250 L com Tampão C. A reação 

foi incubada a 25 °C por 10 min e 200 rpm, seguido de choque térmico (2 min a 

100 °C e 2 min a 0 °C), adição de 250 L de acetonitrila (ACN) e centrifugação 

a 9.300 g, 10 min e 4 °C. O sobrenadante (15 L) foi injetado em LC-UV. As 

soluções de PEP e ADP foram preparadas em Tampão C e a solução de KHCO3 

foi preparada em água. 

 

3.5.3 Avaliação da influência dos metais na reação de 

descarboxilação e fosforilação 

 

A presença dos metais na reação de descarboxilação e fosforilação 

foi avaliada em triplicata, onde o Tampão A foi substituído, como descrito: 

I. Efeito do magnésio: foram realizadas reações como descrito na Seção 3.5.1, 

porém utilizando-se tampão acetato de amônio 50 mmol L-1 pH 9,0; 

contendo DTT 1 mmol L-1 e MgCl2 1 mmol L-1; 

II. Efeito do manganês: foram realizadas reações como descrito na Seção 

3.5.1, porém utilizando-se tampão acetato de amônio 50 mmol L-1 pH 9,0; 

contendo DTT 1 mmol L-1 e MnCl2 1 mmol L-1; 

III. Efeito do magnésio e manganês juntos: foram realizadas reações como 

descrito na Seção 3.5.1, porém utilizando-se tampão acetato de amônio      
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50 mmol L-1 pH 9,0; contendo DTT 1 mmol L-1, MgCl2 1 mmol L-1 e MnCl2 

1 mmol L-1. 

 

3.5.4 Testes de tampões e aditivos para a reação de carboxilação e 

desfosforilação 

 

A presença dos aditivos da reação de carboxilação e desfosforilação, 

bem como tampões, foi avaliada em triplicata e descritas: 

I. Efeito do KCl e EGTA: foram realizadas reações como descrito na Seção 

3.5.2, em Tampão C, porém sem a adição de KCl e EGTA ao tampão; 

II. Efeito do Mg2+ e Mn2+: foram realizadas reações como descrito na Seção 

3.5.2, em Tampão C, porém sem a adição de KCl, EGTA, Mg2+ e Mn2+ ao 

tampão; 

III. Efeito de tampões: foram realizadas reações como descrito na Seção 3.5.2, 

porém substituindo-se o Tampão C por tampão acetato de amônio pH 5,65; 

bicarbonato de amônio pH 6,50, fosfato de potássio pH 7,00 e Tris-HCl pH 

7,50, todos na concentração de 50 mmol L-1 e contendo DTT 1 mmol L-1, 

MnCl2 0,7 mmol L-1 e MgCl2 3 mmol L-1. 

 

3.6 O sistema LC-MS/MS 

 

Para monitorar a atividade da TcPEPCK no sentido da 

descarboxilação (Seção 3.5.1), através da formação de PEP, foi utilizada uma 

coluna Luna C18(2) (50 x 2,0 mm, 3 m, Phenomenex) em modo de eluição 

isocrático, com fase móvel composta por Tampão B/MeOH 1:1, vazão 0,15 mL 

min-1 e tempo de corrida de 3 min. Os parâmetros do IT otimizados para o íon 

PEP  m/z 167 [M−H]− foram: voltagem no capilar: 2877 V; voltagem no skimmer: 
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-15,0 V; pressão do gás de nebulização (N2): 30,0 psi; vazão do gás de secagem 

(N2): 8,0 L min-1 e temperatura da fonte: 325 °C. No modo SRM (Selected 

Reaction Monitoring) foi monitorado o íon precursor do PEP, m/z 167 [M−H]− e 

os seus fragmentos [M−H−CO]− m/z 139 e [PO3]
−  m/z 79 com uma janela de 

isolamento igual a m/z 1. O íon fragmento mais intenso m/z 79 foi utilizado para 

a quantificação e o m/z 139 para a confirmação da proposta. 

 

3.7 O sistema LC-UV 

 

3.7.1 Métodos para análise da atividade no sentido da carboxilação 

 

Para monitorar a atividade da TcPEPCK no sentido da carboxilação 

(Seção 3.5.2), através da formação de ADP, foram desenvolvidos três métodos 

por LC-UV, todos monitorados em  = 220 e 260 nm, descritos a seguir: 

 Método I: coluna C18 XSelect HSS T3 (100 x 2,1 mm, 3,5 µm, 

Waters), fase móvel composta por Tampão V [tampão fosfato de potássio 10 

mmol L-1 pH 7,5; contendo TBAHS 5 mmol L-1]/MeOH (75:25, v/v), vazão 0,4 

mL min-1 e forno de coluna em 30 °C. 

Método II: coluna C18 XSelect CSH (100 x 2,1 mm, 2,5 μm, Waters), 

com fase móvel composta por Tampão VI [acetato de amônio 20 mmol L-1 pH 

9,50; contendo TBAHS 5 mmol L-1]/MeOH 75:25, vazão 0,25 mL min-1 e forno 

de coluna em 45 °C. 

Método III: coluna C18 XTerra (150 x 4,6 mm, 5 μm, Waters) com 

fase móvel composta por Tampão VI/MeOH 75:25, vazão 0,40 mL min-1 e forno 

de coluna em 30 °C. 
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3.7.2 Tempo de acoplamento 

 

No sistema LC-UV, foi conectado um capilar de sílica fundida (100,0 

m D.I. x 0,375 mm x 40,0 cm) e injetado, em quintuplicata, 10 L uma solução-

padrão contendo uma mistura 0,5 mg mL-1 de OAA, PEP, ADP e ATP, 

monitorados em  = 220 e 260 nm. Foram utilizadas duas fases móveis, sendo 

Tampão C e tampão fosfato de potássio 10 mmol L-1 pH 7,00, ambos em vazão 

de 0,05 mL min-1. Não houve variação no tempo de acoplamento devido à fase 

móvel e o mesmo foi estabelecido entre 1,4 e 6,0 min. 

 

3.7.3 Método 2D LC-UV 

 

Para a detecção da atividade nos ICERs, foi desenvolvido um método 

2D, descrito como segue: 

(1) Bomba B (vazão 0,05 mL min-1 com o tampão de interesse) 

0 - 1,39 min: eluição dos analitos. 

1,40 - 6,00 min: transferência dos analitos para a coluna analítica. 

6,01 - 15,00 min: condicionamento do ICER. 

(2) Bomba A (vazão e fase móvel de acordo com a coluna utilizada, 

descrito nos métodos da Seção 3.7.1,  = 220 e 260 nm) 

0 - 1,39 min: condicionamento da coluna C18. 

1,40 - 6,00 min: descarte. 

6,01 - 15,00 min: fase móvel da coluna analítica para separação e 

análise na coluna analítica. 

Quando foi utilizada a coluna C18 XSelect HSS T3 (100 x 2,1 mm, 

3,5 µm, Waters) na 2ª dimensão para separação analítica, a força da fase móvel 

foi aumentada para 28,5% de MeOH. 
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3.8 Imobilização da TcPEPCK em capilar 

 

3.8.1 Preparo dos ICERS 

 

Para imobilização, foi utilizado um método previamente estabelecido 

pelo grupo de pesquisa117,118. Utilizando-se uma bomba de seringa com uma vazão 

de 130 L min-1, o capilar de sílica fundida (100,0 m D.I. x 0,375 mm x 40,0 

cm) foi limpo com 2,0 mL de uma solução de HCl 2 mol L-1, seguido por 1,0 mL 

de água Milli-Q. Após lavagem, o capilar foi seco em estufa a 95 ºC durante 1 h 

e, em seguida, passou-se 1,0 mL de uma solução aquosa de 3-

aminopropiltrietoxisilano (APTES) 10% (v/v) e, subsequentemente, levado para 

estufa a 95 ºC durante 30 min, sendo a passagem de APTES 10% repetida por 

mais uma vez. O capilar foi armazenado overnight em temperatura ambiente.  

No dia seguinte, 2 mL de uma solução de glutaraldeído 1% (v/v) em 

tampão fosfato 50 mmol L-1 pH 7,00 foi passada através do capilar 

aminopropilado, para ativação do mesmo. O excesso de glutaraldeído foi 

removido por 1,0 mL de tampão fosfato 50 mmol L-1 pH 7,00.  

Em seguida ocorre a etapa de imobilização da enzima, que foi variada 

de acordo com a fração de enzima utilizada. 

Fração TcPEPCK-D2: passou-se 1 mL de TcPEPCK obtida na fração 

2 da purificação com a coluna DEAE (Seção 3.4.1), com uma vazão de 50 L 

min-1. A enzima foi recolhida em banho de gelo e eluída novamente, seguido de 

1 mL de Tampão C. 

Com a fração TcPEPCK-III, além da imobilização como descrito 

para fração TcPEPCK-D2, foram feitas outras três modificações: 

1. Passagem da 2 mL da fração TcPEPCK-III, em vazão de 50 L min-1, onde a 

enzima foi recolhida em banho de gelo e reaplicada por diversas vezes, em 

um tempo total de 8 horas; 
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2. Passagem de aproximadamente 1 mL da fração TcPEPCK-III, em vazão de 1 

L min-1, em um tempo total de 16 horas e o procedimento realizado a 4 °C; 

3. Passagem da 100 L da fração TcPEPCK-III, em vazão de 5 L min-1, para 

preenchimento de todo o volume interno do capilar com a enzima e, em 

seguida, o capilar foi deixado 16 horas com suas duas extremidades em 

contato com 1 mL de TcPEPCK-III em um microtubo de 1,5 mL a 4 °C. 

Todos os procedimentos com a fração TcPEPCK-III foram 

finalizados pela passagem de 1 mL de Tampão A em vazão de 50 L min-1. 

 

3.8.2 Análise da atividade dos ICERs 

 

Para a análise de atividade dos ICERs preparados com a fração 

TcPEPCK-D2 foi utilizado o método 2D LC (Seção 3.7.3). Assim, foi injetado 10 

L de uma mistura de OAA 0,5 mmol L-1 e ATP 1 mmol L-1 preparados em 

Tampão B e injetados no ICER com fase móvel composta por Tampão D em 

vazão de 0,05 mL min-1. A separação analítica foi realizada com coluna C18 

XSelect CSH (100 x 2,1 mm, 2,5 μm, Waters), fase móvel composta por Tampão 

VI/MeOH 75:25, vazão 0,25 mL min-1 e forno de coluna em 45 °C. 

Ainda para a análise de atividade dos ICERs preparados com a fração 

TcPEPCK-D2, mas também com a fração TcPEPCK-III, os capilares foram 

levados ao LC-MS/MS, operando com os parâmetros descritos na Seção 3.6, 

sendo injetados 10 L de OAA 300 mol L-1 e ATP 500 mol L-1 preparados em 

Tampão B, com fase móvel composta por Tampão B em vazão de 50 L min-1, e 

mistura de MeOH pós-capilar em mesma vazão. 
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3.9 Imobilização da TcPEPCK em partículas magnéticas 

 

De acordo com protocolo já estabelecido no grupo de pesquisa35, 

realizou-se a imobilização em partículas magnéticas (magnetic beads, MB). As 

proporções variaram de acordo com a fração de enzima imobilizada, descritas 

abaixo. No entanto, o procedimento geral utilizado iniciou-se com a pesagem das 

partículas magnéticas amino-terminadas em um microtubo de 1,5 mL e lavagem 

com 1,5 mL de Tampão E por 3 vezes. Em seguida, foi adicionado uma solução 

de glutaraldeído 5% em Tampão E e foi deixado sob agitação a temperatura 

ambiente, por 3 h, em agitador rotatório. Após, as partículas são lavadas com 1 

mL de Tampão E por 1 vez, seguido de 2 lavagens com 1 mL do tampão em que 

a TcPEPCK será imobilizada (dependendo da fração de purificação utilizada), 

adição da fração de interesse da TcPEPCK obtida em uma das etapas 

cromatográficas de purificação, descritas na Seção 3.4, e deixado em agitador 

rotatório por 16 h a 4 °C. Após, o sobrenadante foi removido e adicionado 1 mL 

de uma solução de glicina 1 mol L-1 em pH 8,0 com NaOH, que ficou sob agitação 

rotatória a 4 °C por 30 min. O sobrenadante foi descartado e o biorreator contendo 

a TcPEPCK imobilizada, doravante denominado TcPEPCK-MB, lavado com 

Tampão A. 

As variações no processo de imobilização, dependendo da fração de 

enzima utilizada, foram:  

• TcPEPCK-D2-MB: foram utilizados 25 mg de partículas magnéticas, 1 

mL de glutaraldeído 5% em Tampão E, lavagem com Tampão I e 

imobilização com 2 mL de TcPEPCK-D2; 

• TcPEPCK-II-MB: foram utilizados 4,3 mg de partícula magnética, 172 L 

de glutaraldeído 5% em Tampão E, lavagem com Tampão IV e 

imobilização com 16,8 U de TcPEPCK-II (150 L da fração de enzima 

em 985 L de Tampão IV); 
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• TcPEPCK-III-MB: foram utilizados 25 mg de partículas magnéticas, 1 mL 

de glutaraldeído 5% em Tampão E, lavagem com Tampão III e 

imobilização com 150 U de TcPEPCK-III (6 mL da fração). 

As TcPEPCK-MB foram armazenadas em Tampão B a 4 °C. 

Previamente à sua utilização, foi removido o Tampão B da TcPEPCK-MB, 

adicionado 1 mL de Tampão A e deixado em repouso por 1 h em temperatura 

ambiente. 

 

3.10 Qualificação de método LC-MS para TcPEPCK-D2-MB 

 

O estudo de linearidade do método foi realizado através da 

construção de curvas analíticas com padrão externo. Para isso, uma solução 

padrão de PEP 5 mmol L-1 foi preparada em Tampão B. A partir da solução 

padrão, foram preparadas soluções estoque, em Tampão B, nas seguintes 

concentrações: 15; 25; 50; 75; 150; 200; 300; 400; 500; 600; 700; 800; 900 e 1000 

mol L-1 para a curva e 40; 550 e 950 mol L-1 para os controles de qualidade 

(CQs).  

A partir das soluções estoque, foram preparadas as soluções de 

trabalho para as curvas analíticas e CQs, nas seguintes concentrações: 1,5; 2,5; 

5,0; 7,5; 15; 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80; 90 e 100 mol L-1 e, os CQs: 4,0; 55 e 95 

mol L-1. Para tanto, os padrões para a curva e as amostras CQ foram preparadas 

a partir de 10 L da solução estoque apropriada, acrescido de 90 L de Tampão 

B e 100 L de MeOH. As soluções foram homogeneizadas e transferidas para 

vials do auto-injetor, sendo injetados 10 L no LC-MS, utilizando a coluna Luna 

C18(2) (50 x 2,0 mm, 3 m) e fase móvel composta por Tampão B/MeOH 1:1, 

vazão 0,15 mL min-1.  
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Os padrões foram preparados em triplicata e a curva analítica 

construída através de regressão linear, a partir da área do íon precursor do PEP 

[M-H]- m/z 167 em função de sua concentração. 

Os critérios para a concentração dos CQs do método foram: i) CQ de 

menor concentração em até 3 vezes a concentração do menor ponto da curva; ii) 

CQ de concentração intermediária entre 40-60% da concentração do maior ponto 

da curva e iii) CQ de maior concentração entre 75-95% da concentração do maior 

ponto da curva. 

A seletividade foi avaliada através da injeção da matriz isenta do 

padrão, cujo íon de mesma razão m/z não foi observado.  

A precisão e exatidão intra- e inter-lotes foram mensuradas 

analisando-se três replicatas dos três níveis de CQs em quintuplicata. A precisão 

do método foi expressa através do coeficiente de variação (CV%) dos CQs. A 

exatidão foi determinada pelo cálculo de volta e expressa em porcentagem de 

desvio entre o valor médio encontrado e o valor de nominal das concentrações 

preparadas. 

 

3.11 Caracterização cinética da TcPEPCK-D2-MB 

 

Para a caracterização da TcPEPCK-D2-MB foram utilizadas 

concentrações de OAA entre 4 e 800 mol L-1 e ATP constante em 1000 mol L-

1. As áreas das bandas de PEP produzido foram correlacionadas com a 

concentração através da curva analítica (Seção 3.10).  

Para as reações, foram preparados padrões de OAA 1 mmol L-1 e 

ATP 10 mmol L-1, ambos em Tampão B. O estudo foi realizado com o lote 

imobilizado na Seção 3.9, com cada nível de concentração em triplicata. Porém, 

para tanto, o lote todo foi lavado 1x 1 mL com Tampão A, seguido de 2x 1 mL 

com Tampão B e, então, feita a reação através da adição de volumes crescentes 
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da solução de OAA, 100 L de ATP 10 mmol L-1 e  volume final ajustado para 1 

mL com Tampão B. As reações foram realizados por 10 min, 30 ºC e 250 rpm. 

Em separador magnético, foi retirada uma alíquota de 100 L da reação, acrescido 

o mesmo volume de MeOH e injetado em LC-MS (Seção 3.6). Para a próxima 

reação, o TcPEPCK-D2-MB foi lavado 1x 1 mL com Tampão A, seguido de 2x 1 

mL com Tampão B e, então, feita a reação em 1 mL de Tampão B. A constante 

de Michaelis-Menten aparente (KMapp) para o substrato OAA foi estimada usando 

o software GraphPad Prism 5.0 através de análise de regressão não-linear. 

 

3.12 Imobilização de ATP em partículas magnéticas e aplicação na 

purificação da TcPEPCK 

 

Para a imobilização de ATP, pesou-se 25 mg de partículas 

magnéticas amino-terminadas em um microtubo de 1,5 mL e lavou-se com 1,5 

mL de Tampão E por 3 vezes. Em seguida, adicionou-se 1 mL de uma solução de 

glutaraldeído 5% em Tampão E e foi deixado sob agitação a temperatura 

ambiente, por 3 h, em agitador rotatório. Após, as partículas foram lavadas por 3 

vezes com 1 mL de Tampão E e adicionado 1 mL de uma solução de ATP 7,5 

mmol L-1 em Tampão E, que foi deixado sob agitação a temperatura ambiente, 

por 4 h, em agitador rotatório. 

Em seguida, com auxílio de um ímã, a solução de ATP foi removida 

e as partículas magnéticas com ATP imobilizado, denominada ATP-MB, foram 

armazenadas em 1 mL de Tampão B, a 4 °C. 

Para purificação da TcPEPCK com ATP-MB, através de uma captura 

seletiva da enzima, foram diluídos 3 mL da fração TcPEPCK-II em 7 mL de 

Tampão II e incubados com o ATP-MB, em um tubo Falcon de 15 mL com 

agitação rotatória por 1 h e em temperatura ambiente. 
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Em seguida, com o auxílio de um ímã, a solução foi removida das 

ATP-MB e a extração da enzima foi feita através da adição de 3 mL de Tampão 

III. Novamente, a mistura foi levada para agitação rotatória em temperatura 

ambiente. Para avaliar a extração da TcPEPCK, foram retiradas alíquotas com 1; 

4 e 10 h e realizados testes de atividade de cada alíquota. 

Após as 10 h de extração, o Tampão III contendo a TcPEPCK foi 

totalmente removido, as ATP-MB foram lavadas com por 2 vezes com 1 mL de 

Tampão B e armazenadas. 

 

3.13 Efeito do pH, da temperatura e do tempo de reação para 

TcPEPCK em solução 

 

Os efeitos de pH e temperatura na atividade da TcPEPCK foram 

avaliados para a reação de descarboxilção e fosforilação. 

Para o efeito do pH, foi utilizado o tampão acetato de amônio no 

intervalo de 8,2 a 10,0 (faixa tamponante do NH3/NH4
+). As reações foram 

realizadas em triplicata, em microtubos de 1,5 mL, contendo OAA 200 mol L-1 

(2 L de OAA 10 mmol L-1), ATP 240 mol L-1 (2 L de ATP 12 mmol L-1), 1,12 

U da TcPEPCK-II (10 L) e 86 L de Tampão A, onde foi variado o pH do 

Tampão A com os valores de: 8,2; 8,4; 8,6; 8,8; 9,0; 9,2; 9,4; 9,6; 9,8 e 10,0. As 

reações foram incubadas a 36 °C por 10 min e 200 rpm, seguido da adição de 100 

L de MeOH e centrifugação a 9.300 g, 10 min e 4 °C. O sobrenadante (10 L) 

foi injetado em LC-MS/MS. As soluções de OAA e ATP foram preparadas em 

Tampão B. 

Para avaliação do efeito da temperatura, as reações foram realizadas 

de acordo com a Seção 3.5.1, porém foram utilizados microtubos de 200 L e as 

reações foram incubadas em termociclador com as temperaturas de 19,9; 20,1; 

21,1; 22,8; 25,1; 27,8; 30,6; 33,4; 36,0; 38,2; 39,9 e 40,9 ºC por 10 min de maneira 
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estática. Os testes foram feitos em triplicata e as reações finalizadas e analisadas 

como já descrito. 

O tempo de reação foi avaliado com reações realizadas de acordo 

com a Seção 3.5.1, porém interrompidas pela adição de MeOH frio em 2,5; 5,0; 

7,5; 10; 15; 30 e 60 minutos. Os testes foram feitos em triplicata e as reações 

finalizadas e analisadas como já descrito. 

 

3.14 Qualificação do método analítico para a TcPEPCK em 

solução 

 

O estudo de linearidade do método foi realizado através da 

construção de curvas analíticas com padrão externo. Para isso, uma solução 

padrão de PEP 5 mmol L-1 foi preparada em Tampão B. A partir da solução 

padrão, foram preparadas soluções estoque, em Tampão B, nas seguintes 

concentrações: 0,10; 0,20; 0,30; 0,50; 0,90; 1,3; 1,7; 2,0; 3,0 e 4,0 mmol L-1 para 

a curva e 0,25; 2,4 e 3,6 mmol L-1 para os controles de qualidade (CQs).  

A partir das soluções estoque, foram preparadas as soluções de 

trabalho para as curvas analíticas e CQs, nas seguintes concentrações: 5; 10; 15; 

25; 45; 65; 85; 100; 150 e 200 mol L-1 para a curva e 12,5; 120 e 180 mol L-1 

para os CQs. Para tanto, em microtubos de 0,6 mL, foram transferidos 5 L da 

solução estoque de PEP, 10 L da TcPEPCK-II (1,12 U) e 85 L de Tampão A 

contendo OAA 118 mol L-1, a fim de manter uma concentração constante de 

OAA em 100 mol L-1. Ao final, foi adicionado 100 L de MeOH e a mistura foi 

centrifugada a 10.000 g, 10 min e 4 °C. O sobrenadante foi transferido para vials 

do auto-injetor e injetados 10 L no LC-MS/MS, como descrito na Seção 3.6.  

Os padrões de PEP foram preparados em triplicata e a curva analítica 

construída através de regressão linear, a partir da área da banda cromatográfica 
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do íon fragmento [PO4]
− m/z 79 em função de sua concentração e o fragmento 

[M−H−CO]− m/z 139 foi utilizado para confirmar a proposta. 

Os critérios para a concentração dos CQs, seletividade, precisão e 

exatidão intra e inter-lotes foram os mesmos explicitados na Seção 3.10. 

 

3.15 Caracterização cinética da TcPEPCK em solução 

 

A caracterização cinética foi feita no sentido da descarboxilação, 

para ambos os substratos da PEPCK, OAA e ATP, em separado.  

Desta forma, foram utilizadas concentrações de um dos substratos na 

faixa de 6 a 400 mol L-1, enquanto o outro substrato foi mantido constante em 

500 mol L-1. Inicialmente, foi preparado uma solução padrão de cada substrato 

em separado, na concentração de 5 mmol L-1 em Tampão B. A partir das soluções 

padrão de cada substrato, foram preparadas soluções estoque, em separado, com 

as seguintes concentrações: 0,12; 0,20; 0,30; 0,40; 0,50; 0,60; 0,80; 100; 120; 140; 

160; 180 e 200 mmol L-1 em Tampão B. 

A partir das soluções estoque de OAA, foram preparadas as 

triplicatas das reações de trabalho para o estudo cinético, nas seguintes 

concentrações: 6; 10; 15; 20; 25; 30; 40; 50; 60; 70; 80; 90; 100; 120; 140; 160; 

180; 200 e 400 mol L-1. Para tanto, em microtubos de 1,5 mL, foram transferidos 

5 L da solução estoque de OAA, 10 L da TcPEPCK-II (1,12 U) e 85 L de 

Tampão A contendo ATP 589 mol L-1. A reação foi incubada a 36 °C por 10 

min e 200 rpm, seguido da adição de 100 L de MeOH e centrifugação a 10.000 

g, 10 min e 4 °C. O sobrenadante (10 L) foi injetado em LC-MS/MS, como 

descrito na Seção 3.6.  

Em seguida, o mesmo foi feito variando-se a concentração de ATP, 

a partir das soluções estoque de ATP, e mantendo-se a concentração fixa de OAA 

a partir de uma solução de OAA 589 mol L-1 em Tampão A. 
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Os experimentos foram realizados em triplicata e as constantes de 

Michaelis-Menten aparente (KMapp), para ambos os substratos, foram estimadas 

usando o software GraphPad Prism 5.0 através de análise de regressão não-linear. 

 

3.16 Qualificação do método analítico para a TcPEPCK-II-MB e 

TcPEPCK-III-MB 

 

Novamente, o estudo de linearidade do método foi realizado através 

da construção de curvas analíticas com padrão externo. Para isso, uma solução 

padrão de PEP 5 mmol L-1 foi preparada em Tampão B. A partir da solução 

padrão, foram preparadas soluções estoque, em Tampão B, nas seguintes 

concentrações: 0,20; 0,30; 0,50; 0,90; 1,3; 1,7; 2,0 e 3,0 mmol L-1 para a curva e 

0,25; 1,4 e 2,4 mmol L-1 para os controles de qualidade (CQs).  

A partir das soluções estoque, foram preparadas as soluções de 

trabalho para as curvas analíticas e CQs, nas seguintes concentrações: 10; 15; 25; 

45; 65; 85; 100 e 150 mol L-1 para a curva e 12,5; 70,0 e 120 mol L-1 para os 

CQs. Para tanto, em tubos microtubos de 0,6 mL, foram transferidos 5 L da 

solução estoque de PEP e 95 L de Tampão A contendo OAA 106 mol L-1, a 

fim de manter uma concentração constante de OAA em 100 mol L-1. A mistura 

foi homogeneizada, transferida para vials do auto-injetor e injetados 10 L no LC-

MS/MS, como descrito na Seção 3.6.  

Os padrões foram preparados em triplicata e a curva analítica 

construída através de regressão linear, a partir da área da banda cromatográfica 

do íon fragmento [PO4]
− m/z 79 do PEP em função de sua concentração. 

Os critérios para a concentração dos CQs, seletividade, precisão e 

exatidão intra e inter-lotes foram os mesmos explicitados na Seção 3.10. 
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3.17 Caracterização cinética da TcPEPCK-II-MB e TcPEPCK-III-

MB 

 

A caracterização cinética foi feita no sentido da descarboxilação, 

para o OAA como substrato, mantendo-se e ATP constante.  

O lote de TcPEPCK-II-MB foi dividido em três partes iguais e as 

reações foram realizadas através da adição crescente de OAA, entre 10 a 300 mol 

L-1, enquanto o outro substrato ATP foi mantido constante em 500 mol L-1.  

Inicialmente, foi preparada uma solução padrão de OAA a 50 mmol 

L-1 em Tampão B e, a partir desta, outra solução padrão de OAA 10 mmol L-1. A 

partir das soluções padrão apropriadas, foram preparadas soluções estoque com 

as seguintes concentrações: 0,500; 0,750; 1,00; 1,25; 1,50; 2,50; 3,50; 4,50; 5,00; 

10,0; 15,0 e 20,0 mmol L-1 em Tampão B. 

A partir das soluções estoque de OAA, foram preparadas as 

triplicatas das reações de trabalho para o estudo cinético, nas seguintes 

concentrações: 10; 15; 20; 25; 30; 50; 70; 90; 100; 200 e 300 mol L-1. Para tanto, 

em 3 microtubos de 1,5 mL contendo a TcPEPCK-II-MB, foram transferidos 10 

L da solução estoque de OAA 0,500 mmol L-1, 10 L de ATP 25 mmol L-1 em 

Tampão B, 5 L de Tampão B e 475 L de Tampão A. As reações foram 

incubadas a 36 °C por 10 min e 250 rpm, e levada para separador magnético por 

30 s. Ao final, alíquotas de 100 L da reação foram transferidos para vials, 

acrescidas de 100 L de metanol e analisado (10 L) através de LC-MS/MS como 

descrito na Seção 3.6. 

Em seguida, o volume restante de reação em cada biorreator foi 

descartado. As TcPEPCK-II-MB foram lavadas com 3x 500 L de Tampão A, 

sendo agitadas por 10 s em vórtex, levadas para o separador magnético por 30 s 

e, então, o tampão foi descartado. Desta forma, a TcPEPCK-II-MB estava pronta 
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para a próxima reação, que foi realizada da mesma maneira, porém com a solução 

estoque de OAA com concentração imediatamente superior. 

O mesmo procedimento foi realizado com as TcPEPCK-III-MB, 

porém com o substrato OAA variando entre 10 e 200 mol L-1, e ATP mantido 

constante em 500 mol L-1.  

Os experimentos foram realizados em triplicata e a constante de 

Michaelis-Menten aparente (KMapp), para o OAA, foi estimada usando o software 

GraphPad Prism 5.0 através de análise de regressão não-linear, para TcPEPCK-

II-MB e TcPEPCK-III-MB. 

 

3.18 Triagem de ligantes da TcPEPCK em solução 

 

A atividade da TcPEPCK na presença de diferentes compostos foi 

monitorada através da reação de descarboxilação. Os compostos triados foram 

hipoxantina, xantina, albendazol, iodoacetamida, quinolinato, NADH, aciclovir, 

2-mercaptobenzimidazol, 2-mercaptobenzoxazol, 6-mercaptopurina, 2-mercapto-

5-metilbenzimidazol, sulfeto de resorcinol, gemifloxacina, moxifloxacina, 

ofloxacina, 5 cumarinas (LSPN214, LSPN234, LSPN223, LSPN224 e LSPN272) 

e 14 hidantoínas (LSPN551, LSPN552, LSPN553, LSPN54, LSPN557, 

LSPN558, LSPN59, LSPN561, LSPN562, LSPN563, LSPN564, LSPN565, 

LSPN566 e LSPN568). Assim, as reações foram realizadas em microtubos de 1,5 

mL, contendo: 

Triagem com 50 μmol L-1 de ligante:  OAA 150 μmol L-1 (2 L de 

OAA 7,5 mmol L-1), ATP 500 μmol L-1 (2 L de ATP 25 mmol L-1), 50 μmol      

L-1 do ligante (1 L de ligante 5 mmol L-1), 10 μL de TcPEPCK-II (1,12 U) e 85 

μL de Tampão A. 

Triagem com 450 μmol L-1 de ligante:  OAA 150 μmol L-1 (2 L de 

OAA 7,5 mmol L-1), ATP 500 μmol L-1 (2 L de ATP 25 mmol L-1),                        
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450 μmol   L-1 do ligante (2 L de ligante 22,5 mmol L-1), 10 μL de TcPEPCK-II 

(1,12 U) e 84 μL de Tampão A. 

Em todos os casos, as soluções de OAA e ATP foram preparadas em 

Tampão B e os ligantes preparados em uma mistura DMSO/acetona 1:1 (v/v). As 

reações foram incubadas a 36 °C por 10 min e 200 rpm, seguido da adição de 100 

L de MeOH e centrifugação a 9.300 g, 10 min e 4 °C. O sobrenadante (10 L) 

foi injetado em LC-MS/MS, como descrito na Seção 3.6, e forneceram áreas de 

PEP denominadas Atriagem. 

Os controles foram preparados como segue: 

Controle negativo (sem ATP): OAA 150 μmol L-1 (2 L de OAA 7,5 

mmol L-1), 2 L de Tampão B, 50 ou 450 μmol L-1 do ligante (1 L do ligante 5 

mmol L-1 ou 2 L do ligante 22,5 mmol L-1), 10 μL de TcPEPCK-II (1,12 U) e 85 

ou 84 μL de Tampão A. 

Controle positivo (sem ligante): OAA 150 μmol L-1 (2 L de OAA 

7,5 mmol L-1), ATP 500 μmol L-1 (2 L de ATP 25 mmol L-1), 1 ou 2 μL de 

DMSO/acetona 1:1, 10 μL de TcPEPCK-II (1,12 U) e 85 ou 84 μL de Tampão A. 

A seletividade foi avaliada para cada ligante sob triagem, como 

controle negativo, cujo íon m/z 167→79 não foi observado em nenhum caso. 

A coeluição dos ligantes com o PEP pode interferir no processo de 

ionização119, afetando a intensidade. Este efeito foi avaliado, baseado no proposto 

por KRUVE et al.120, onde dois lotes de amostras foram preparados:  

Amostras do lote 1: OAA 150 μmol L-1 (2 L de OAA 7,5 mmol       

L-1), PEP 100 μmol L-1 (2 L de PEP 5 mmol L-1), 1 μL ou 2 μL de DMSO/acetona 

1:1, 10 μL de TcPEPCK-II (1,12 U) e 85 ou 84 μL de Tampão A. As análises de 

LC-MS/MS das amostras do lote 1 forneceram áreas de PEP denominadas        

APEP-padrão. 

Amostras do lote 2: OAA 150 μmol L-1 (2 L de OAA 7,5 mmol       

L-1), PEP 100 μmol L-1 (2 L de PEP 5 mmol L-1), 50 ou 450 μmol L-1 do ligante 
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(1 L ou 2 L de ligante 5 ou 22,5 mmol L-1), 10 μL de TcPEPCK-II (1,12 U) e 

85 ou 84 μL de Tampão A. As análises de LC-MS/MS das amostras do lote 2 

forneceram áreas de PEP denominadas APEP-ligante. 

Todas as amostras de ambos os lotes, previamente às análises por 

LC-MS/MS, foram homogeneizadas em vórtex por 10 segundos, seguidos da 

adição de 100 μL de MeOH, agitação em vortex por mais 10 segundos, seguido 

de centrifugação a 9.300 g, 10 min e 4 °C. O sobrenadante (10 L) foi injetado 

em LC-MS/MS como descrito na Seção 3.6. 

 A razão APEP-ligante/APEP-padrão foi calculada com a área do íon 

fragmento m/z 79 e foi definida como o efeito matriz. O valor de 1 indica que não 

há efeito do ligante sobre a ionização do PEP. Uma intensificação no sinal fornece 

valores >1 e supressão de sinal valores <1. 

Para corrigir o efeito matriz na ionização do PEP (Acorrigida) foi 

utilizado a seguinte equação: 

Acorrigida = Atriagem+ {Atriagem× [1- (
APEP-ligante

APEP-padrão

 )]} 

  A porcentagem de inibição/ativação causada pelos ligantes [L(%)] 

foi estimada comparando-se a área corrigida com a área do controle positivo 

(ACP): 

L (%)= (
Acorrigida

ACP

) ×100 

onde valores acima de 100% representam ativação e, inferiores, inibição. 

 

3.19 Ensaio de atividade para a TcPEPCK-MB  

 

Para testar a atividade da TcPEPCK-MB quando a mesma estava 

armazenada (1 mL de Tampão B e 4 °C) ou após os ensaios de ligand fishing, o 

biorreator foi levado para separador magnético, para que o tampão de 
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armazenamento ou de ensaio fosse substituído por 1 mL de Tampão A, seguido 

de agitação em vórtex e deixado em repouso por 1 h, em temperatura ambiente. 

Em seguida, o biorreator foi levado para separador magnético, o 

Tampão A foi removido e adicionou-se OAA 100 μmol L-1 (10 L de OAA 5 

mmol L-1 em Tampão B), ATP 500 μmol L-1 (10 L de ATP 25 mmol L-1 em 

Tampão B), 5 L de Tampão B e 475 L de Tampão A. As reações foram 

incubadas a 36 °C por 10 min e 250 rpm, e levadas para separador magnético por 

30 s. Ao final, alíquotas de 100 L da reação foram transferidas para vials, 

acrescidas de 100 L de metanol e analisado (10 L) através de LC-MS/MS, 

como descrito na Seção 3.6. 

Para reutilização da TcPEPCK-MB, foram realizadas 3 lavagens com 

Tampão A, como descrito na Seção 3.17. 

 

3.20 Teste de inibição com a TcPEPCK-II-MB 

 

A atividade da TcPEPCK-II-MB na presença de ligantes foi 

monitorada através da reação de descarboxilação. Assim, foram escolhidos sete 

ligantes triados em solução (Seção 3.18), a saber: hipoxantina, aciclovir, 2-

mercaptobenzoxazol, 2-mercapto-5-metilbenzimidazol, LSPN214, quinolinato e 

NADH.  

Os testes de inibição foram realizados em duplicatas, em microtubos 

de 1,5 mL contendo a TcPEPCK-II-MB, OAA 30 μmol L-1 (10 L de OAA 1,5 

mmol L-1), ATP 500 μmol L-1 (10 L de ATP 25 mmol L-1), 10 μmol L-1 do ligante 

(5 L de ligante 1 mmol L-1) e 475 μL de Tampão A. 

Os controles positivos foram realizados em duplicatas, em 

microtubos de 1,5 mL contendo a TcPEPCK-II-MB, OAA 30 μmol L-1 (10 L de 

OAA 1,5 mmol L-1), ATP 500 μmol L-1 (10 L de ATP 25 mmol L-1), 5 μL de 

DMSO/acetona 1:1 e 475 μL de Tampão A. 
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Em todos os casos, as soluções de OAA e ATP foram preparadas em 

Tampão B e os ligantes em uma mistura DMSO/acetona 1:1 (v/v). As reações 

foram incubadas a 36 °C por 10 min e 250 rpm, e levada para separador magnético 

por 30 s. Ao final, alíquotas de 100 L da reação foram transferidos para vials, 

acrescidas de 100 L de metanol e analisado (10 L) através de LC-MS/MS como 

descrito na Seção 3.6. 

Em seguida, o restante da reação em cada biorreator foi descartado. 

As TcPEPCK-II-MB foram lavadas com 3x 500 L de Tampão A, sendo agitados 

por 10 segundos em vórtex, levados para o separador magnético por 30 s, então, 

o tampão foi descartado. Desta forma, as TcPEPCK-II-MB estavam prontas para 

a próxima reação. Cada teste de inibição foi intercalado com um controle positivo 

e a os resultados da inibição foram sempre comparados com o controle positivo 

imediatamente anterior. 

A coeluição foi avaliada, através de dois lotes de amostras 

preparadas:  

Amostras do lote 1: OAA 30 μmol L-1 (10 L de OAA 1,5 mmol       

L-1), PEP 25 μmol L-1 (10 L de PEP 1,25 mmol L-1), 5 μL de DMSO/acetona 1:1 

e 475 μL de Tampão A. 

Amostras do lote 2: OAA 30 μmol L-1 (10 L de OAA 1,5 mmol       

L-1), PEP 25 μmol L-1 (10 L de PEP 1,25 mmol L-1), 10 μmol L-1 do ligante (5 

L de ligante 1 mmol L-1) e 475 μL de Tampão A. 

Todos os cálculos foram realizados utilizando-se as fórmulas 

descritas na Seção 3.18. 

 

3.21 Teste de tolerância da TcPEPCK ao MeOH 

 

Os testes de tolerância ao MeOH foram realizados com as 

concentrações de 0; 5; 10; 20 e 30% do mesmo, para a reação de descarboxilação. 
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As reações foram realizadas em duplicata, em microtubos de 1,5 mL 

contendo OAA 200 mol L-1 (2 L de OAA 10 mmol L-1), ATP 240 mol L-1 (2 

L de ATP 12 mmol L-1) e 10 L da fração TcPEPCK-II (1,12 U). Então foi 

adicionado MeOH nos volumes correspondentes às concentrações desejadas, ou 

seja, 0; 5; 10; 20 e 30 L, e o volume ajustado com 86; 81; 76; 66 e 56 L com 

Tampão A, respectivamente, sendo o volume final de 100 L. As reações foram 

incubadas a 36 °C por 10 min e 200 rpm. 

Ao final, para manter todas as concentrações de MeOH constantes 

em todas as análises por LC-MS/MS, as reações foram interrompidas pela de 

adição de 100; 95; 90; 80 e 70 L de MeOH e 0; 5; 10; 20 e 30 L de Tampão A, 

respectivamente, seguido de centrifugação a 9.300 g, 10 min e 4 °C. O 

sobrenadante (10 L) foi injetado em LC-MS/MS. As soluções de OAA e ATP 

foram preparadas em Tampão B. 

 

3.22 Prova de conceito para ensaio de ligand fishing com a 

TcPEPCK-II-MB e TcPEPCK-III-MB 

 

Um lote de TcPEPCK-II-MB e TcPEPCK-III-MB foi fracionado em 

3 partes iguais e, em uma das partes, a enzima foi desnaturada pela adição de 

solvente orgânico (ACN e MeOH) a quente, seguido de choque térmico. A 

TcPEPCK-MB desnaturada foi utilizada como controle do ensaio de ligand 

fishing. 

Os 3 biorreatores de TcPEPCK-II-MB (sendo 1 desnaturado e 2 com 

atividade para TcPEPCK) foram levados para o separador magnético e adicionado 

10 L de uma mistura contendo hipoxantina, aciclovir, 2-mercapto-5-

meilbenzimidazol, 2-mercaptobenzoxazol e a cumarina LSPN214, cada um a 1 

mmol L-1 em DMSO/acetona 1:1, seguidos pela adição de 490 L de Tampão A, 

sendo que a mistura final apresentou 20 mol L-1 de cada ligante. As TcPEPCK-
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II-MB foram agitadas em vortex por 10 s e deixadas sob agitação por 10 min, 

36 °C e 250 rpm. Após, as TcPEPCK-II-MB foram levadas para o separador 

magnético, deixadas por 30 s e, então, todo o sobrenadante foi removido. As 

TcPEPCK-II-MB foram lavadas (2x 500 L) com Tampão A, sempre em ciclos 

de 10 segundos de agitação em vortex e 30 s no separador magnético. 

Em seguida, foram testadas três formas de extração. O primeiro teste 

foi realizado com o próprio substrato, utilizando-se 500 L de OAA 500 mol     

L-1 em Tampão A. Após a adição de substrato como solução extratora, os 

biorreatores foram agitados em vortex por 10 s e deixados sob agitação por 10 

min, 36 °C e 250 rpm. Após, as TcPEPCK-II-MB foram levadas para o separador 

magnético, deixadas por 30 s e, então, todo o sobrenadante foi recolhido, 

transferidos para vials e analisado (10 L) através de LC-MS. 

O processo foi reiniciado por mais duas vezes, seguindo o mesmo 

procedimento de carregamento e incubação, a fim de testar mais dois métodos de 

extração dos ligantes. O segundo teste de extração foi realizado com mudança de 

pH, através da adição de 500 L de tampão acetato de amônio 50 mmol L-1 pH 

5,5 e o terceiro com mudança de pH e adição de solvente orgânico, a partir de 500 

L de tampão acetato de amônio 50 mmol L-1 pH 5,5 contendo 20% de MeOH 

(Tampão F). Após a adição da solução extratora, os biorreatores foram incubados 

como descrito acima. 

Para a análise das extrações, foi utilizada uma coluna Poroshell C18 

(100 x 2,1 mm, 2,7 µm, Agilent), com forno de coluna a 40 °C, fase móvel 

ACN/água contendo 0,1% de ácido fórmico 1:4 (v/v), em modo isocrático, vazão 

de 0,4 mL min-1 com split, onde 0,1 mL min-1 foi levado para o IT, que operou 

em modo SRM monitorando os íons [M+H]+ de cada um dos cinco compostos. O 

tempo de corrida foi de 10 min. 
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O mesmo procedimento foi realizado com as TcPEPCK-III-MB, 

porém com tempo de incubação da mistura dos 5 inibidores de 30 min e extração 

apenas com 500 L de Tampão F, seguido de análise por LC-MS.  

O tratamento dos dados foi realizado através das áreas das bandas 

cromatográficas obtidas para cada ligante, nas duas TcPEPCK-MB ativas, 

relacionada com a área obtida na TcPEPCK-MB inativa (controle), através da 

razão: 

 

Razão de afinidade =  
Área do ligante

MB-ativa

Área do ligante
MB-inativa

 

 

Para reiniciar os ensaios de ligand fishing, as TcPEPCK-III-MB 

foram deixadas em contato com Tampão A por 1 h e, em seguida, avaliadas suas 

atividades (Seção 3.19). Então, novamente o procedimento foi repetido com as 

TcPEPCK-III-MB, porém com uma mistura de cinco hidantoínas (LSPN551, 

LSPN553, LSPN558, LSPN561 e LSPN563) preparadas cada uma a 1 mmol L-1 

em DMSO/acetona 1:1, com adição de 10 L da mistura e 490 L de Tampão A, 

sendo que a mistura final apresentou 20 mol L-1 de cada hidantoína. As 

TcPEPCK-III-MB foram agitadas em vortex por 10 s e deixadas sob agitação por 

30 min, 36 °C e 250 rpm. Após, as TcPEPCK-III-MB foram levadas para o 

separador magnético, deixadas por 30 s e, então, todo o sobrenadante foi 

removido. As TcPEPCK-III-MB foram lavadas (2x 500 L) com Tampão A, 

sempre em ciclos de 10 segundos de agitação em vortex e 30 s no separador 

magnético. Então, foram adicionados 500 L de Tampão F, seguido de agitação 

em vortex por 10 s e deixados sob agitação por 10 min, 36 °C e 250 rpm. Após, 

as TcPEPCK-III-MB foram levadas para o separador magnético, deixadas por 30 

s e, então, todo o sobrenadante foi recolhido, transferidos para vials e analisados 

(10 L) através de LC-MS. 
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Para análise do ensaio com as hidantoínas, foi utilizada a coluna 

Poroshell C18 (100 x 2,1 mm, 2,7 µm, Agilent), com forno de coluna a 40 °C, fase 

móvel ACN/água contendo 0,1% de ácido fórmico 35:65 (v/v), em modo 

isocrático, vazão de 0,4 mL min-1 com split, onde 0,1 mL min-1 foi levado para o 

IT, que operou em modo SRM monitorando os íons [M+H]+ de cada um dos cinco 

compostos. O tempo de corrida foi de 8 min. 

Os parâmetros do IT para ambas as análises foram: voltagem no 

capilar: 4500 V; voltagem no skimmer: +40,0 V; pressão do gás de nebulização 

(N2): 30,0 psi; vazão do gás de secagem (N2): 7,0 L min-1 e temperatura da fonte: 

300 °C. No modo SRM, foi monitorado o íon [M+H]+ de cada composto. 

 

3.23 Ensaio de ligand fishing para a TcPEPCK-MB com extrato 

de plantas do cerrado 

 

O extrato etanólico seco das cascas de Qualea grandiflora Mart. 

(Vochysiaceae), pré-purificado para retirada da clorofila, foi solubilizado em 

Tampão A, de tal forma a ser preparada uma solução 2 mg mL-1 que foi agitada 

em vortex e permaneceu 5 min em sonicação. A solução foi centrifugada por 1 

min e 5.000 g, e 500 µL do sobrenadante do extrato foi adicionado às três 

TcPEPCK-III-MB (sendo 1 desnaturada e 2 com atividade para TcPEPCK), que 

foram agitadas em vortex por 10 s e deixadas sob agitação por 30 min, 36 °C e 

250 rpm. Após, as TcPEPCK-III-MB foram levadas para o separador magnético, 

deixadas por 30 s e, então, todo o sobrenadante foi removido. As TcPEPCK-III-

MB foram lavadas (2x 500 L) com Tampão A, sempre em ciclos de 10 s de 

agitação em vortex e 30 s no separador magnético. 

Em seguida, aos biorreatores adicionou-se 500 µL de Tampão F, que 

foram agitados em vortex por 10 segundos e deixados sob agitação por 10 min, 

36 °C e 250 rpm. Após, as TcPEPCK-III-MB foram levadas para o separador 
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magnético, deixadas por 1 min e, então, todo o sobrenadante foi recolhido, 

transferido para vials e analisado (10 L) através de LC-HRMS(/MS).  

As TcPEPCK-III-MB foram lavadas (3x 500 L) com Tampão A e 

o procedimento se repetiu com os extratos etanólicos secos das folhas de 

Diospyros burchellii (Ebenaceae) e Byrsonima coccolobifolia (Malpighiaceae), e 

com o extrato etanólico seco das cascas de Anadenanthera falcata (Benth.) Speg 

(Fabaceae). 

No sistema LC-HRMS, foi utilizada a coluna Ascentis Express C18 

(100 x 2,1 mm, 2,7 µm, Agilent), com fase móvel composta por água contendo 

0,1% de ácido fórmico (A) e ACN (B), em modo gradiente, iniciando-se com 5% 

de B, 5-20% de B em 15 min, 20-60% de B em 5 min, 60-100% de B em 1 min e 

mantido em 100% de B por mais 1 min. Para o reequilíbrio, a coluna permaneceu 

com 5% de B por 3 min, com um tempo total de corrida de 25 min. A vazão foi 

de 0,4 mL min-1 e volume de injeção de 10 L. As análises de cada ensaio de 

fishing foram realizadas em duplicata, sendo uma no modo positivo e outra no 

modo negativo de ionização. O QqTOF operou com janela espectral de m/z 100-

1000, voltagem do capilar em 4500 V, pressão do nebulizador (N2) 4,0 bar, gás 

de secagem (N2) 10 L min-1 e 180 °C, tempo de transferência de 70 s, pré-pulso 

de 5,0 s e energia da cela de colisão em 8 eV. 

Para as análises de LC-HRMS/MS, o QqTOF operou nas mesmas 

condições descritas acima, e foi programado para aquisições no modo auto 

MS/MS (íons precursores por ciclo de tempo de 3 s), em experimentos com 

diferentes energias de colisão de 18, 27, 32 e 45 eV para toda a janela de m/z 

analisada. 

Os extratos foram gentilmente doados pela Profa. Dra. Richele 

Priscila Severino e pela Prof. Dra. Lorena Ramos Freitas de Sousa. As 

informações a respeito da coleta das espécies e o preparo dos extratos estão 

apresentados a seguir: 
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• Qualea grandiflora Mart. (Vochysiaceae), VOUCHER: 8854, extrato 

etanólico das cascas: as cascas do caule da planta Q. grandiflora foram 

coletadas em outubro de 2015 na dependência do cerrado da UFSCar, no 

município de São Carlos/SP, rodovia Washington Luís Km 235, sendo a 

exsicata depositada no herbário desta instituição. O material vegetal foi 

seco a 40 °C em estufa e moído em moinho de facas, logo após foram 

submetidos a maceração utilizando etanol, sendo feito quatro vezes a cada 

7 dias em triplicata. Após a maceração, o material foi filtrado e o solvente 

evaporado a 50 °C utilizando um evaporador rotativo, obtendo assim o 

extrato etanólico. 

• Anadenanthera falcata (Fabaceae), VOUCHER: 8370, extrato etanólico 

das cascas: as cascas do caule foram coletadas no cerrado paulista no 

primeiro semestre de 2011, no município de São Carlos/SP, rodovia 

Washington Luís Km 235, e identificadas pela Profa. Dra. Maria Inês 

Salgueiro Lima. As amostras foram secas em uma estufa a 40 °C durante 

três dias e depois o material seco foi moído e colocado em erlenmeyers com 

etanol 99,5% para a extração. O extrato bruto concentrado foi obtido com 

a evaporação do solvente em evaporador rotativo sob pressão reduzida, a 

temperatura de 40 °C.  

• Diospyros burchellii DC. (Ebenaceae), VOUCHER: BW 3457, Byrsonima 

coccolobifolia Kunth (Malpighiaceae) VOUCHER: BW 6029, extratos 

etanólicos das folhas: ambas as espécies foram coletadas em 15 de 

dezembro de 2010 na Rodovia DF 480, Lote 01, Setor de Múltiplas 

Atividades do Gama - SMA - Gama/DF, sob as autorizações ambientais nº 

021/2010 - SUGAP/IBRAM (supressão vegetal) e nº 043/2010 – IBRAM, 

sendo os espécimes testemunhos depositados no Herbário da EMBRAPA 

Recursos Genéticos e Biotecnologia (CEN), Brasília/DF. Os estudos dessas 

espécies possuem Autorização de Acesso e de Remessa de Amostra de 

Componente do Patrimônio Genético nº 010698/2013-2 (CNPq). As folhas 
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foram secas em estufa de circulação a 40 °C por 4 dias, posteriormente 

trituradas em moinho de facas e submetidas à maceração com etanol, a 

temperatura ambiente, durante três dias. Após os primeiros três dias de 

extração o material foi filtrado e o solvente evaporado em evaporador 

rotativo sob pressão reduzida, obtendo-se o extrato etanólico das folhas. 

Este procedimento de extração e evaporação do solvente foi repetido por 

três vezes. 
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4 Resultados e discussão 

 

4.1 Desenvolvimento de método LC-UV para a reação de 

carboxilação 

 

Os métodos desenvolvidos para o monitoramento da atividade da 

PEPCK datam da década de 60-70108,121–123, e são utilizados até os dias 

atuais95,96,126,97–102,124,125 com pouca ou nenhuma modificação, apesar dos vários 

problemas relacionados a eles. Visando eliminar tais problemas, foi proposto o 

desenvolvimento de um método por cromatografia a líquido para monitorar 

diretamente os produtos da catálise enzimática com detecção por ultravioleta (LC-

UV). 

Inicialmente, foi escolhido monitorar a reação de carboxilação e 

desfosforilação do PEP, com consumo de ADP e formação de OAA e ATP, a 

partir da separação cromatográfica de ADP e ATP. Assim, a utilização de outras 

reações enzimáticas acopladas não é necessária e os problemas com o 

monitoramento direto do OAA é superado. 

Ao tampão de trabalho para a reação com a PEPCK (Tampão C) são 

adicionados os cofatores metálicos Mn2+ e Mg2+, DTT e NaHCO3 como fonte de 

CO2. Todos esses componentes são necessários para a atividade enzimática e, 

portando, devem ser considerados no desenvolvimento do método analítico de 

separação, além dos substratos e produtos, PEP, OAA, ADP e ATP. 

Para as condições de separações cromatográficas foi selecionado o 

modo isocrático de eluição com pareamento iônico. A fase estacionária 

selecionada foi a coluna C18 XSelect HSS T3 (100 x 2,1 mm, 3,5 µm, Waters) 

devido a sua alta capacidade de retenção para compostos polares. 

Uma vez que o detector usado seria o UV e, assim, não havia a 

restrição para tampões não-voláteis, o tampão fosfato de potássio (65 mmol L-1, 
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pH 6,00) foi selecionado. Para o pareamento, foi utilizado hidrogenossulfato de 

tetrabutilamônio (TBAHS) 4 mmol L-1. Metanol foi usado como modificador 

orgânico na proporção de 1% v/v. Nestas condições o ATP apresentou retenção 

elevada (em torno de 45 minutos) enquanto OAA e PEP eluíram no volume morto 

da coluna. 

Baseados em trabalhos da lieratura127–129, optou-se por alterar a fase 

móvel, de tal forma a utilizar o tampão fosfato em pH maior que o pKa mais 

elevado de 6,5 do ATP, porém mantendo-se constante a concentração de fosfato, 

e uma maior concentração do pareador iônico TBAHS. Assim, testou-se a 

utilização de tampão fosfato de potássio 65 mmol L-1 pH 7,50 e TBAHS 5 mmol 

L-1 com diferentes proporções de MeOH em diferentes vazões. Os tempos de 

retenção obtidos para ATP e ADP estão apresentados na TABELA 4.1. 

 

TABELA 4.1 – Influência no tempo de retenção, devido a proporção de MeOH (v/v) na fase 

móvel, composta por tampão fosfato de potássio 65 mmol L-1 pH 7,50 e TBAHS 5 mmol L-1, 

em diferentes vazões. 

Vazão  

(mL min-1) 

ADP, tempo de retenção (min) ATP, tempo de retenção (min) 

%MeOH (v/v) 

5% 10% 12,5% 15% 5% 10% 12,5% 15% 

0,2 19,3 - - 3,9 42,5 - - 5,5 

0,3 13,2 6,7 5,3 - 29,0 11,8 8,5 - 

0,4 - 5,0 4,1 - - 8,9 6,6 - 

 

Embora com 15% de MeOH os tempos de retenção tenham sido 

menores, o que levaria a corridas mais curtas, a resolução dos picos foi 

prejudicada. Assim, optou-se por utilizar 12,5% de MeOH e vazão 0,4 mL min-1. 

O cromatograma obtido está apresentado na FIGURA 4.1.  
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FIGURA 4.1 – Cromatograma da separação de OAA, PEP, ADP, ATP e interferentes do 

Tampão C, utilizando-se a coluna C18 XSelect HSS T3 (100 x 2,1 mm, 3,5 µm, Waters), fase 

móvel (tampão fosfato de potássio 65 mmol L-1 pH 7,5 contendo TBAHS 5 mmol L-1)/MeOH 

(87,5:12,5, v/v), vazão 0,4 mL min-1 e  = 220 nm (vermelho) e 260 nm (preto). 

 

Na perspectiva de se trabalhar em menores concentrações de tampão 

fosfato, optou-se por diminuir a concentração de 65 mmol L-1 para 10 mmol L-1. 

Porém, ao utilizar as mesmas condições cromatográficas, mas com concentração 

do tampão a 10 mmol L-1 contendo TBAHS 5 mmol L-1 (Tampão V), o tempo de 

retenção de ADP e ATP aumentou em 17 minutos. Desta maneira, a proporção de 

MeOH foi aumentada para 25%, proporcionando eficiência cromatográfica com 

alta resolução (FIGURA 4.2). 
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FIGURA 4.2 – Cromatograma da separação de OAA, PEP, ADP, ATP e interferentes do 

Tampão C, utilizando-se a coluna C18 XSelect HSS T3 (100 x 2,1 mm, 3,5 µm, Waters), fase 

móvel Tampão V/MeOH (75:25, v/v), vazão 0,4 mL min-1 e   = 220 nm (vermelho) e 260 nm 

(preto). 

 

Com o método analítico da separação dos compostos da reação da 

PEPCK devidamente desenvolvido, iniciou-se os experimentos de expressão e 

purificação da enzima. 

 

4.2 Expressão e purificação da TcPEPCK 

Para a expressão, foi utilizado um protocolo previamente 

desenvolvido no Laboratório de Bioquímica Funcional e Estrutural (LBFE), da 

Profa. Dra. Dulce Helena Ferreira de Souza, empregando-se células competentes 

de E. coli BL21(DE3)pT-GroE para transformação do plasmídeo pANEX-

TcPEPCK77, conforme Seção 3.3. Análise por eletroforese em gel desnaturante da 

cultura, antes e após a indução da expressão com IPTG (FIGURA 4.3), mostrou 

uma banda em aproximadamente 60 kDa após a indução, próximo de 58,7 kDa 

esperado para a TcPEPCK.  

A lise celular seguida de precipitação com sulfato de amônio 40%, 

como descrito na Seção 3.4, foi realizada desde o princípio. Porém, nas etapas 
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cromatográficas subsequentes à precipitação, inicialmente, utilizou-se uma 

coluna de troca aniônica fraca (DEAE-SepharoseTM, 1 mL de volume interno, GE 

Healthcare), seguida por uma de exclusão molecular em Superose®12 (100 mL 

de volume interno, GE Healthcare), descritas na Seção 3.4.1.  

Para a troca aniônica em DEAE, as frações com atividade para a 

TcPEPCK foram aquelas de baixa retenção (fração 2 a 10), eluídas com tampão 

de baixa força iônica (Tampão I). A baixa retenção era esperada, uma vez que o 

pH do Tampão I estava abaixo do pI da TcPEPCK, estando a mesma 

positivamente carregada. Um volume de 1 mL da fração 2 obtida da DEAE 

(denominada TcPEPCK-D2) foi aplicado na coluna de exclusão molecular e 

eluída em modo isocrático. Os níveis de purificação obtidos para cada etapa 

podem ser apreciados através de análise em SDS-PAGE, apresentado na FIGURA 

4.3. 

 

FIGURA 4.3 – Análise em SDS-PAGE do processo de expressão e purificação da TcPEPCK, 

sendo: marcador de massa molecular (poços 1 e 10); cultura de E.coli antes (poço 2) a após 

indução com IPTG (poço 3); precipitação com 40 % de sulfato de amônio, precipitado (poço 4) 

e sobrenadante (poço 5); sobrenadante (NH4)2SO4 40% após diálise (poço 6); fração 2 da coluna 

DEAE  (poço 7); frações 27 e 28 eluídas da coluna Superose 12 (poços 8 e 9, respectivamente).  

 

 

As purificações foram acompanhadas através do ensaio de atividade, 

monitorando-se a reação de carboxilação (Seção 3.5.2) com análises por LC-UV 

(Seção 3.7.1, método I). A purificação foi eficiente após a etapa de exclusão 

molecular (FIGURA 4.3, poços 8 e 9), mas com baixo rendimento. A realização 
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de purificações sucessivas na Superose 12, a fim de se obter maiores quantidades 

de enzima, mostrou-se dificultosa. A completa eluição das proteínas, de tal forma 

que a coluna estivesse pronta para a próxima purificação, foi um processo de 

várias horas e, embora esta etapa tenha apresentado reprodutibilidade, em cada 

purificação foram obtidas duas frações de 0,5 mL cada, com baixa atividade e 

baixíssima produtividade.  

A purificação pela DEAE (FIGURA 4.3, poços 7), embora não tão 

eficiente como a Superose 12, mostrou-se satisfatória comparado ao perfil de 

proteínas após indução. Assim, para dar continuidade aos demais testes, seguiu-

se com a fração TcPEPCK-D2. É importante ressaltar que as reações branco para 

as duas frações se diferenciaram, com a presença de ATP para a fração obtida da 

DEAE. O pico do ATP foi provavelmente devido a ação de ATPases presentes 

nas frações mais impuras, o que não ocorreu com a fração da Superose 12, como 

mostrado na FIGURA 4.4.  

 

 

FIGURA 4.4 – Cromatogramas LC-UV das reações branco da TcPEPCK obtida de (a) DEAE 

e (b) Superose 12, utilizando-se a coluna C18 XSelect HSS T3 (100 x 2,1 mm, 3,5 µm, Waters), 

com fase móvel Tampão V/MeOH, vazão 0,4 mL/min e  = 220 nm (vermelho) e 260 nm 

(preto). 

 

Um pico de ATP de baixa intensidade na reação branco da Superose 

12 (FIGURA 4.4b) ocorre naturalmente, dada a presença de ATP no próprio 

padrão comercial de ADP. Contudo, é importante observar a necessidade de 

reações branco da DEAE para desconsiderar a área do branco das reações 
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enzimáticas a fim de não superestimar as atividades encontradas, levando a 

resultados não confiáveis. 

 

4.3 Cromatografia 2D LC 

 

Visando novos modelos de triagem de ligantes, com a enzima 

imobilizada em capilares de sílica fundida (ICER) e dada a baixa resolução 

cromatográfica dos biorreatores capilares, é necessária a utilização de 2D LC para 

separação de ADP e ATP.  

O sistema cromatográfico bidimensional foi configurado como 

ilustrado na FIGURA 4.5. Na primeira dimensão, a enzima imobilizada converte 

o substrato PEP, na presença dos cofatores e ADP, em OAA e ATP (posição 1 da 

válvula de seis pórticos). Em seguida, o OAA e o ATP produzido pela ação da 

PEPCK, além do excesso de PEP e ADP que não foram convertidos, são 

transferidos para a coluna analítica através da mudança da válvula para posição 2. 

A separação é obtida na segunda dimensão (válvula na posição 1) e a atividade da 

enzima é monitorada através da quantificação de ATP. 

 

 

FIGURA 4.5 – Representação do sistema cromatográfico bidimensional com o ICER na 

primeira dimensão e uma coluna analítica na segunda dimensão. 
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Para utilização desse sistema, é preciso estabelecer o tempo em que 

os analitos da primeira dimensão são transferidos para a segunda dimensão 

(posição 2) até que a válvula retorne para a posição 1 e inicie a separação analítica 

na segunda dimensão.  

Como a atividade da enzima já era conhecida em Tampão C, o tempo 

de acoplamento do ICER com a coluna analítica para transferência dos compostos 

(OAA, PEP, ADP e ATP) foi estabelecido neste tampão, avaliando-se o tempo de 

transferência de todos os compostos em um capilar de sílica fundida vazio de 40 

cm (Seção 3.7.2) até o detector de UV. As solução-padrão contendo a mistura de 

cada um dos compostos foram injetadas no capilar, em quintuplicata, e o tempo 

de acoplamento estabelecido entre 1,4 e 6,0 min (FIGURA 4.6.) 

 

 

FIGURA 4.6 – Cromatograma da injeção de 10 L de um mix de OAA, PEP, ADP e ATP 0,5 

mg mL-1 em um capilar de sílica fundida vazio (40 cm), utilizando Tampão C como fase móvel, 

vazão de 0,05 mL min-1 e  = 220 nm (vermelho) e 260 nm (preto). 

 

O tempo de acoplamento foi reavaliado após a obtenção do ICER. 

Contudo, as condições de análise desenvolvidas estão sumarizadas na TABELA 

4.2.  
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TABELA 4.2 – Condições cromatográficas desenvolvidas no sistema 2D LC para separação de 

ADP e ATP. 

Bomba 

(eluente) 

Tempo 

(min) 
Evento 

Posição da 

válvula 

B (1) 0 - 1,39 Eluição dos analitos 1 

A (2) 0 - 1,39 Condicionamento da coluna analítica 1 

B (1) 1,40 - 6,00 Transferência dos analitos para a coluna analítica 2 

A (2) 6,01 - 15,00 Análise dos compostos pela coluna analítica 1 

B (1) 6,01 - 15,00 Condicionamento do ICER 1 

Bomba B (1ª dimensão): ICER (40 cm x 100 µm d.i.), vazão 0,05 mL min-1, eluente 1 = Tampão 

C. Bomba A (2ª dimensão): coluna C18 XSelect HSS T3 (100 x 2,1 mm, 3,5 µm, Waters), vazão 

0,4 mL min-1, eluente 2 = Tampão V/MeOH (75:25, v/v) e  = 220 e 260 nm. 

 

Após estabelecido o tempo de acoplamento e encontradas as 

condições de separação dos compostos na coluna analítica, as duas dimensões 

foram acopladas, a fim de verificar o efeito das condições de reação enzimática 

(primeira dimensão) na separação analítica. 

As condições cromatográficas utilizadas na primeira dimensão foram 

as mesmas para a determinação do tempo de acoplamento e necessárias para 

atividade do ICER. As condições da primeira dimensão, no entanto, prejudicaram 

as condições de eluição da segunda dimensão. A retenção foi afetada para todos 

os compostos (FIGURA 4.7).  

 

 

FIGURA 4.7 – Cromatogramas 2D LC. 1ª dimensão: capilar vazio (40 cm), fase móvel Tampão 

C, vazão 0,05 mL min-1. 2ª dimensão: coluna C18 XSelect HSS T3 (100 x 2,1 mm, 3,5 µm, 

Waters), com fase móvel Tampão V/MeOH (75:25, v/v), vazão 0,4 mL min-1 e  =  = 220 nm 

(vermelho) e 260 nm (preto). (a) Injeção branco e (b) injeção da mistura de OAA, PEP, ADP e 

ATP. 
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Duas hipóteses foram levantadas: i) o tampão PIPES compete com o 

pareamento iônico, visto que possui um ácido sulfônico em sua estrutura e, ii) 

ADP e ATP complexam com os metais Mn2+ e Mg2+ presentes no Tampão C, 

perdendo retenção. Para verificar a interferência do Tampão C, foi realizado um 

teste com tampão fosfato no capilar vazio, visto que a separação analítica ocorre 

neste tampão. Assim, foi novamente avaliado o tempo de transferência dos 

analitos em tampão fosfato de potássio 10 mmol L-1 pH 7,00, que não sofreu 

alteração.  

A utilização de tampão fosfato na 1ª dimensão não prejudicou à 

separação analítica na 2ª dimensão, como apresentado na FIGURA 4.8. No 

entanto, a transferência dos analitos em um tampão aquoso acarretou em aumento 

na retenção de ADP e ATP e, assim, a proporção de 25% de MeOH utilizada 

inicialmente foi aumentada para 28,5% de MeOH.  

 

 

FIGURA 4.8 – Cromatogramas 2D LC da separação de OAA, PEP, ADP, ATP e interferentes do 

Tampão C. 1ª dimensão: capilar vazio (40 cm), fase móvel tampão fosfato 10 mmol L-1 e pH 7,00, vazão 

0,05 mL min-1. 2ª dimensão: coluna C18 XSelect HSS T3 (100 x 2,1 mm, 3,5 µm, Waters), com fase 

móvel Tampão V/MeOH, vazão 0,4 mL min-1 e  = 220 e 260 nm. 
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Nos métodos 2D LC, ambas as dimensões necessitam ser 

compatíveis e, neste trabalho, as condições da primeira dimensão (ICER) devem 

possibilitar a biocatálise da TcPEPCK mas, ao mesmo tempo, não podem 

interferir na separação analítica da 2ª dimensão. Como a utilização de tampão 

fosfato não interferiu na separação analítica, então foi avaliado o efeito individual 

dos compostos do Tampão C, ou seja, a decorrência dos metais na retenção, bem 

como a competição de PIPES pelo pareamento iônico. Para tanto, foram 

realizados dois testes na primeira dimensão: i) utilização de PIPES 50 mmol L-1 

pH 7,4, sem adição dos metais, EGTA e KCl e ii) utilização de Tris-HCl 50 mmol 

L-1 pH 7,5 com adição de MnCl2 0,7 mmol L-1 e MgCl2 3 mmol L-1. O tampão 

Tris-HCl foi escolhido pois também  é reportado na literatura112 para ensaios de 

atividade com a PEPCK.  

Os resultados obtidos evidenciaram que os metais levam a perda de 

retenção, provavelmente devido à formação de complexos mais polares com ADP 

e ATP, bem como a utilização de PIPES compete com o pareamento e leva à 

assimetria de picos (FIGURA 4.9).  

 

 

FIGURA 4.9 – Cromatogramas 2D LC, sendo a 1ª dimensão de (a) Tris-HCl 50 mmol L-1 pH 

7,5 com adição dos metais, (b) apenas Tris-HCl 50 mmol L-1 pH 7,5 e (c) PIPES 50 mmol L-1 

pH 7,4. 2ª dimensão: C18 XSelect HSS T3 (100 x 2,1 mm, 3,5 µm, Waters), com fase móvel 

Tampão V/MeOH (71,5:28,5, v/v), vazão 0,4 mL min-1 e  = 220 nm (vermelho) e 260 nm 

(preto). 

 

Desta forma, foi preciso buscar tampões compatíveis com as 

condições cromatográficas na qual a enzima apresentasse atividade. Como o 

Tampão C apresenta diversos compostos (PIPES 50 mmol L-1 pH 7,4; contendo 
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KCl 90 mmol L-1, EGTA 0,6 mmol L-1, DTT 1 mmol L-1, MnCl2 0,7 mmol L-1 e 

MgCl2 3 mmol L-1), foi preciso verificar a influência destes compostos na 

atividade da enzima através da área da banda de ATP produzido. Primeiramente 

foi avaliada a atividade da TcPEPCK em Tampão C (Seção 3.5.2), porém sem 

adição de KCl e EGTA, na qual a atividade não foi afetada e, assim, a adição 

desses dois compostos foi descontinuada. Em seguida, avaliou-se a atividade da 

enzima em Tampão C sem KCl, EGTA, MnCl2 e MgCl2 (Seção 3.5.4). Neste caso, 

a TcPEPCK não apresentou nenhuma atividade, comprovando a necessidade dos 

metais divalentes como cofatores. 

A utilização de outros tampões também foi avaliada (Seção 3.5.4), 

através de reações de carboxilação, em que o PIPES foi substituído por acetato de 

amônio pH 5,65; bicarbonato de amônio pH 6,50, fosfato de potássio pH 7,00 e 

Tris-HCl pH 7,50, todos na concentração de 50 mmol L-1 e contendo DTT 1 mmol 

L-1, MnCl2 0,7 mmol L-1 e MgCl2 3 mmol L-1. A enzima apresentou atividade em 

todos tampões, sendo as atividades semelhantes ao Tampão C quando foi utilizado 

acetato de amônio e Tris-HCl, porém uma atividade cerca de 60% menor em 

bicarbonato e fosfato.  Entretanto, a utilização de tampões na 1ª dimensão com 

pHs mais distantes de 7,5 (pH da fase móvel na 2ª dimensão); como o acetato e o 

bicarbonato, poderiam levar a problemas na separação analítica, visto que o 

último pKa do ADP e ATP está em cerca de 6,5 e a retenção é diretamente afetada 

pelo pH.  

Para não ocorrer efeitos na retenção devido ao pH, é preciso utilizar 

pH da fase móvel com, no mínimo, 1,5 unidade acima do pKa, ou seja, pH acima 

de 8, o que é incompatível com a coluna analítica utilizada, bem como com as 

colunas C18 clássicas. Então, testou-se a separação dos componentes da reação 

enzimática em duas diferentes colunas C18 híbridas, que apresentam estabilidade 

até pH 12, a C18 XTerra (150 x 4,6 mm, 5 μm, Waters) e C18 XSelect CSH (100 x 

2,1 mm, 2,5 μm, Waters) ambas com fase móvel composta por Tampão VI 

[acetato de amônio 20 mmol L-1 e pH 9,50 contendo TBAHS 5 mmol L-1] e MeOH 
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(Seção 3.7.1, métodos II e III). Os cromatogramas obtidos estão apresentados na 

FIGURA 4.10. 

 

 

FIGURA 4.10 – Cromatogramas LC-UV das separações analíticas com a coluna (a) C18 XTerra 

vazão 0,4 mL min-1 e (b) C18 XSelect CSH vazão 0,25 mL min-1. O acoplamento 2D LC foi 

realizado em (c) com a C18 XTerra e (d) C18 XSelect CSH. A separação analítica utilizou fase 

móvel composta por Tampão VI/MeOH (75:25) e as separações 2D utilizaram, na 1ª dimensão, 

tampão acetato de amônio 50 mmol L-1 pH 5,65 contendo DTT 1 mmol L-1, MnCl2 0,7 mmol 

L-1 e MgCl2 3 mmol L-1 com vazão 0,05 mL min-1 e  = 220 nm (vermelho) e 260 nm (preto).  

 

A utilização de ambas colunas levou a ótimas separações analíticas 

de ADP e ATP, sendo que na coluna C18 CSH a corrida é mais curta (7 min) e 

com vazão menor. Quanto aos métodos 2D, ilustrados na FIGURA 4.10c e 4.10d, 

os metais do tampão na 1ª dimensão afetaram a separação analítica na 2ª 

dimensão, sobretudo para a coluna C18 XTerra. 

Os novos métodos analíticos levaram à separação de PEP – o 

substrato da PEPCK na reação de carboxilação – sendo que com a coluna C18 HSS 

T3 o mesmo coeluia com OAA e os demais compostos do Tampão C. A proposta 

inicial de monitoramento da reação através do ATP formado se deu em função da 

difícil retenção do OAA e sua alta instabilidade em solução. A grande importância 
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da retenção de PEP deve-se à reação de descarboxilação da PEPCK, na qual o 

mesmo é o produto da catálise enzimática, uma vez que esta é a reação favorecida 

in vivo devido à baixa afinidade da enzima por CO2
80. Desta forma, testou-se a 

reação de descarboxilação, sendo OAA substrato e PEP produto, com 

monitoramento direto do pico do produto. 

 

4.4 Reação de descarboxilação e fosforilação da TcPEPCK 

 

A atividade da enzima, em sua reação de descarboxilação, foi testada 

em solução, utilizando-se a fração TcPEPCK-D2 através do método 

cromatográfico desenvolvido (Seção 3.7.1, método II).  

Para a biocatálise, foram testados os tampões Tris-HCl pH 7,5, 

HEPES pH 8,0 e acetato de amônio pH 9,0; todos a 50 mmol L-1 e contendo DTT 

1 mmol L-1, MnCl2 0,7 mmol L-1 e MgCl2 3 mmol L-1. A enzima apresentou 

atividade em todos os tampões testados (FIGURA 4.11a). A amostra branco da 

reação, na ausência de OAA, não produziu PEP (FIGURA 4.11b), embora tenha 

formado ADP, evidenciando, outra vez, a presença de ATPases. Novamente, na 

ausência dos cofatores metálicos não houve formação de produto e nem mesmo 

ADP (FIGURA 4.11c), visto que a maioria das ATPases são dependentes de 

magnésio.   

 

 

FIGURA 4.11 – Cromatogramas LC-UV da reação em Tampão D de (a) descarboxilação da 

TcPEPCK, (b) reação branco e (c) reação na ausência dos cofatores. Coluna C18 XSelect CSH 

(100 x 2,1 mm, 2,5 μm, Waters), com fase móvel Tampão VI/MeOH 75:25, vazão 0,25 mL 

min-1 e  = 220 nm (vermelho) e 260 nm (preto).  
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Desta forma, a proposta inicial de monitorar a atividade da TcPEPCK 

através da produção de ATP, por meio da reação de carboxilação, foi alterada para 

o monitoramento direto do produto da reação de descarboxilação, o PEP. 

Ademais, a ausência de produto no branco garante maior confiabilidade no 

monitoramento da atividade. Assim, com a enzima ativa e o método desenvolvido, 

iniciaram-se os testes de imobilização da TcPEPCK. 

 

4.5 Imobilização da TcPEPCK e preparo do ICER 

 

Dentre os vários métodos de imobilização, a imobilização covalente 

nas paredes do capilar de sílica fundida usando glutaraldeído, através de formação 

de grupos iminas, oferece vantagens pela praticidade e reprodutibilidade. Embora 

as condições devam ser encontradas para cada nova enzima, é um método bem 

estabelecido em nosso grupo de pesquisa117,118,130–132. O esquema ilustrado na 

FIGURA 4.12 apresenta as reações envolvidas.  

 

FIGURA 4.12 – Esquematização do processo de imobilização em capilar de sílica fundida. 

 

A imobilização da fração TcPEPCK-D2 (Seção 3.8.1) não resultou 

em capilares ativos, dada a ausência de pico de PEP e ADP que confirmam a 

reação, como é possível observar na FIGURA 4.13. Diversas tentativas de 
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variações no LC-UV foram realizadas, como variação da concentração dos 

substratos, diminuição da vazão na 1ª dimensão para 0,01 mL min-1, aumento do 

tempo de acoplamento e stop flow (parada da bomba após injeção dos substratos 

a fim de fornecer maior tempo para que a biocatálise ocorra). Porém, em nenhuma 

tentativa foi observada atividade. 

 

 
FIGURA 4.13 – Cromatograma 2D LC de atividade o ICER. 1ª dimensão: ICER com fase 

móvel Tampão D, vazão 0,05 mL min-1. 2ª dimensão: coluna C18 XSelect CSH (100 x 2,1 mm, 

2,5 μm, Waters), com fase móvel Tampão VI/MeOH 75:25, vazão 0,25 mL min-1 e  = 220 nm 

(vermelho) e 260 nm (preto). 

 

Outras tentativas de imobilização foram realizadas, com enzimas 

purificadas de diferentes expressões, passagem de maior volume de enzima no 

capilar durante a imobilização, diminuição da vazão na passagem da enzima pelo 

capilar e também diminuindo a concentração de glutaraldeído de 1% para 0,25%. 

A concentração de glutaraldeído é uma variável que depende da estrutura da 

enzima e, se esta possuir muitos resíduos de aminoácidos básicos disponíveis para 

ligação, a enzima pode se ligar de maneira muito rígida133,134 e perder sua estrutura 

ativa. Porém, nenhuma das variações na imobilização resultou em um ICER ativo.  
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4.6 Imobilização da TcPEPCK em partículas magnéticas 

 

A química envolvida na imobilização de enzimas em partículas 

magnéticas com resíduos de amina é a mesma que ocorre no ICER, ou seja, o 

reagente bifuncional glutaraldeído se liga aos grupamentos amino da partícula, 

formando uma imina, e a ligação com a enzima ocorre da mesma maneira, via 

resíduos de aminoácidos básicos, formando-se o biorreator ou IMER (FIGURA 

4.14). O diferencial da partícula está em sua maior área de imobilização, 

comparado ao capilar, o que leva a uma maior quantidade de enzima ligada. 

 

 

FIGURA 4.14 – Esquematização do processo de imobilização em partículas magnéticas amino-

terminadas. 

 

Testou-se a imobilização da TcPEPCK em partículas magnéticas 

comerciais amino-terminadas (Seção 3.9), utilizando-se 2 mL da fração 

TcPEPCK-D2. Após a finalização, foi testada a atividade da TcPEPCK-D2-MB e 

analisado por LC-UV. A TcPEPCK-D2-MB consumiu quase todo substrato OAA 

e ATP em 10 min de reação, apresentado no cromatograma da FIGURA 4.15. A 

enzima imobilizada apresentou atividade cerca de 6 vezes maior que em solução, 

mensurado através de comparação entre áreas das bandas cromatográficas de PEP. 
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FIGURA 4.15 – Cromatograma LC-UV do ensaio de atividade da TcPEPCK-D2-MB. Coluna 

C18 XSelect CSH (Waters®, 2,5 μm, 100 x 2,1 mm), com fase móvel Tampão VI/MeOH 75:25, 

vazão 0,25 mL min-1 e  = 220 nm (vermelho) e 260 nm (preto). 

 

A atividade do IMER indicou que a química envolvida na 

imobilização foi efetiva, ou seja, é possível imobilizar a TcPEPCK por resíduos 

de aminoácidos básicos, utilizando o glutaraldeído para formação de iminas. Isso 

pode indicar que a ausência de atividade no ICER seja devido ao capilar e sua 

menor área para imobilização. Como a TcPEPCK utilizada para imobilização não 

apresenta elevada pureza (FIGURA 4.3, poço 7) e a imobilização por resíduos 

básicos não é específica, uma baixa quantidade de enzima pode ter sido 

imobilizada e a atividade não detectada. Uma possível alternativa para tal 

problema é refinar a purificação e/ou melhorar a sensibilidade do método. Ambas 

as alternativas foram realizadas e descritas a seguir. 

 

4.7 Desenvolvimento de método LC-MS/MS 

 

4.7.1 Detecção de PEP no MS 

 

Uma outra forma de trabalhar com o ICER, alternativamente à 

utilização de 2D LC, é acoplá-lo diretamente ao MS no qual, embora o biorreator 

não apresente resolução cromatográfica para separar substrato e produto, esses 
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podem ser identificados pelos seus íons no MS. Além disso, o MS apresenta, em 

geral, maior sensibilidade quando comparado ao UV. 

O PEP ioniza no modo negativo em pH básico135 e, então, foi 

proposta a detecção direta do produto no MS. Na reação de descarboxilação, a 

TcPEPCK foi ativa em Tampão D. Todavia, metais e concentrações elevadas de 

tampão interferem na ionização e, então, alguns testes prévios ao acoplamento 

direto do capilar ao MS foram realizados, a fim de verificar a influência de cada 

componente na detectabilidade.  

A diluição dos componentes do Tampão D para infusão de PEP e 

otimização de suas condições de ionização foram realizadas e, para que a 

ionização não fosse grandemente prejudicada, as concentrações de DTT e dos 

metais foram da ordem de 1 nmol L-1 cada. Mas, em tais concentrações, a enzima 

não apresentou atividade em solução, em ensaios realizados e analisados por LC-

UV. 

Novamente os aditivos do tampão interferiram na detectabilidade. 

Como o comportamento da enzima imobilizada pode ser diferente da enzima em 

solução e, com a TcPEPCK-D2-MB ativa, esta foi utilizada para avaliar as 

diferenças entre a enzima imobilizada e em solução, no que diz respeito a 

necessidade dos componentes do Tampão D na reação. Como o ensaio de 

atividade da TcPEPCK-D2-MB é off-line, optou-se por otimizar as condições de 

ionização do PEP em Tampão B. 

Para o desenvolvimento do método analítico, foram avaliadas as 

condições de ionização e fragmentação do PEP. Assim, foi preparada uma solução 

de PEP 10 g mL-1 em Tampão B/MeOH 1:1 (v/v) e, através de uma bomba-

seringa em vazão de 1 L min-1, foi realizada a infusão no IT. A otimização dos 

parâmetros de ionização e fragmentação no modo negativo foi realizada com 

auxílio do software Esquire 6000 no modo Expert. No modo SRM foi monitorado 

o íon precursor do PEP [M−H]− m/z 167 e dois fragmentos; [PO3]
− m/z 79 para 

quantificação e [M-H-CO]− m/z 139 para confirmação. 
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4.7.2 Acoplamento LC-MS 

 

Embora as condições de ionização do PEP para detecção no MS 

foram desenvolvidas, o método cromatográfico de separação dos quatro 

compostos da reação, por LC-UV, é incompatível com o MS pois, ainda que se 

utilize acetato de amônio como fase móvel, o TBAHS não é volátil. Assim, foi 

pensado em um método por cromatografia em modo reverso na qual, dada a 

elevada hidrofilicidade dos quatro compostos, não ocorre retenção, porém os 

mesmos são diferenciados por suas razões m/z. 

Para tanto, foi utilizada a coluna Luna C18(2) (50 x 2,0 mm, 3 m, 

Phenomenex), fase móvel composta por Tampão B/MeOH 1:1 (v/v), vazão de 

0,15 mL min-1 e 3 min de tempo de corrida, como representados na FIGURA 4.16. 

 

 

FIGURA 4.16 – Cromatograma de íons extraídos de uma mistura de ATP, ADP, OAA e PEP, 

utilizando uma coluna Luna C18(2) (50 x 2,0 mm, 3 m, Phenomenex), com fase móvel Tampão 

B/MeOH 1:1 (v/v) 0,15 mL min-1, com MS operando em modo negativo e SRM, monitorando 

os íons [M-H]− de cada composto. 

 

Desta forma, o produto PEP foi detectado em coeluição com os 

outros componentes da reação. Em análises de rotina não foram monitorados 

OAA, ADP e ATP. 
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4.8 Influência do DTT, Mn2+ e Mg2+ na atividade da TcPEPCK 

 

Com um método LC-MS/MS desenvolvido e, devido a influência dos 

aditivos do tampão da enzima na ionização do PEP, os efeitos dos mesmos foram 

avaliados frente à atividade da TcPEPCK para a reação de descarboxilação. Os 

testes foram realizados visando-se um equilíbrio entre a atividade da enzima e a 

preservação do MS frente aos reagentes utilizados. 

O Tampão D apresenta concentração total de metais de 3,7 mmol      

L-1, sendo 3 mmol L-1 de MgCl2 e 0,7 mmol L-1 de MnCl2. Para tentar reduzir essas 

concentrações, foram realizados três testes de atividade, em tampão acetato de 

amônio 50 mmol L-1 pH 9,0 contendo DTT 1 mmol L-1, a saber: i) adição de 

apenas MgCl2 1 mmol L-1; ii) adição de apenas MnCl2 1 mmol L-1; e iii) adição de 

1 mmol L-1 de cada metal. As reações foram realizadas como descrito na Seção 

3.5.1. 

O efeito do Mg2+ na atividade da TcPEPCK foi muito baixo quando 

comparado ao Mn2+ e, mesmo a mistura de ambos os metais, resulta em pequena 

diferença de atividade sendo, quase sua totalidade, devido ao Mn2+. A FIGURA 

4.17 representa os cromatogramas obtidos nesses ensaios de atividade. O efeito 

dos metais é descrito na literatura para PEPCK nativa de T. cruzi, onde 

URBINA110 não identificou atividade na presença apenas de Mg2+, mesmo em 

concentrações elevadas, já CYMERYNG et al.112 reportou KMapp de 1,37 ± 0,33 

mmol L-1 para Mn2+ e 24,17 ± 7,9 mmol L-1 para Mg2+; empregando OAA como 

substrato, o que indicou maior afinidade da enzima por manganês.  
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FIGURA 4.17 – Cromatograma de íons extraídos da análise da atividade da TcPEPCK em 

tampão acetato de amônio 50 mmol L-1 pH 9,0 contendo DTT 1 mmol L-1, com adição de MgCl2 

1 mmol L-1 (azul), MnCl2 1 mmol L-1 (vermelho) e 1 mmol L-1 de cada metal (preto), utilizando 

uma coluna Luna C18(2) (50 x 2,0 mm, 3 m), com fase móvel Tampão B/MeOH 1:1 (v/v) 0,15 

mL min-1, com MS operando em modo negativo e SRM, monitorando PEP. 
 

Outro teste realizado foi a atividade da TcPEPCK em Tampão D, sem 

a adição de DTT, na qual a enzima não apresentou atividade, revelando uma 

estrita necessidade do agente redutor. Um último teste avaliou a atividade da 

enzima em tampão acetato de amônio 50 mmol L-1 pH 9,0 contendo DTT 1 mmol 

L-1, porém com concentrações decrescentes de Mn2+ (2,0; 1,5; 1,0 e 0,5 mmol      

L-1), em que foi verificada uma diminuição progressiva da atividade, como 

ilustrado no cromatograma da FIGURA 4.18. 

 

 

FIGURA 4.18 – Cromatograma de íons extraídos, da análise da atividade da TcPEPCK em 

tampão acetato de amônio 50 mmol L-1 pH 9,0 contendo DTT 1 mmol L-1, com variação da 

concentração de MnCl2 em 2,0 mmol L-1 (laranja), 1,5 mmol L-1 (azul),  1,0 mmol L-1 (preto) e 

0,5 mmol L-1 (vermelho), utilizando a coluna Luna C18(2) (50 x 2,0 mm, 3 m), com fase móvel 

Tampão B/MeOH 1:1 (v/v) 0,15 mL min-1, com MS operando em modo negativo e SRM, 

monitorando PEP, com suas respectivas áreas relativas. 

 

Os íons Mn2+ são necessários para ativação de cada subunidade do 

homodímero da enzima. URBINA110 demonstrou que a ativação não pode ser 

atribuída à formação de complexo Mn-ATP, visto que enquanto foi obtida elevada 
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atividade para PEPCK nativa de T. cruzi, a concentração medida do complexo 

Mn-ATP foi menor que 0,01% da concentração total de metal. Em contraste, a 

formação do complexo entre metal divalente-nucleotídeo, in vivo, é a função mais 

provável do íon magnésio110. 

A atividade da TcPEPCK com 1,0 mmol L-1 de Mn2+ foi 

aproximadamente 20% menor, comparada ao dobro da concentração, enquanto 

0,5 mmol L-1 levou a uma diminuição de quase 60% de atividade. Para 

continuidade do trabalho, optou-se pela utilização de 1,0 mmol L-1 de Mn2+, uma 

vez que a concentração não inviabiliza a atividade e, ainda, o produto é 

suficientemente detectado no MS. Desta forma, foi fixado o Tampão A para 

atividade da TcPEPCK, que contém DTT 1 mmol L-1 e MnCl2 1 mmol L-1. 

 

4.9 Qualificação do método analítico por LC-MS para a 

TcPEPCK-D2-MB 

 

Para efeitos de avaliar o comportamento da TcPEPCK-D2-MB frente 

as componentes do tampão, realizou-se a qualificação do método para o PEP, 

sendo monitorado apenas o seu íon [M−H]−, neste momento (Seção 3.10).  

As curvas analíticas foram lineares no intervalo estudado, com 

coeficiente de determinação (R2) superiores a 0,99 para uma amostragem igual a 

3, com equação obtida y = 162009,913x – 429143,442. 

O coeficiente de variação (CV%) para as replicatas foi inferior a 

15%. A exatidão para as curvas, entre 86 e 114%, apresentou um desvio menor 

que 15% do valor nominal (exceto para o limite de quantificação), e indicou que 

estão dentro dos critérios adotados para a qualificação do método136. 

A precisão e exatidão intra- e inter-lotes foram mensuradas 

analisando-se cinco replicatas dos três níveis de CQs. Os resultados foram valores 

de precisão entre 1,81 e 12,8%. A exatidão variou entre 87 e 115%, estando dentro 
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dos critérios adotados136. O cromatograma de íon extraído e seu espectro de massa 

se encontram na FIGURA 4.19. 

 

 

FIGURA 4.19 – Cromatograma de íons extraídos e espectro de massas referente a injeção de 

PEP 100 mol L-1 no sistema LC-MS monitorando o íon precursor do PEP, m/z 167 ([M-H]−), 

com coluna Luna C18(2) (50 x 2,0 mm, 3 m) e fase móvel Tampão B/MeOH 1:1(v/v), 0,15 

mL min-1. 

 

4.10 Estudo cinético do TcPEPCK-MB 

 

O processo de imobilização pode levar a alterações nas propriedades 

cinéticas da enzima, visto que a formação de ligação covalente entre esta e o 

suporte resultam em modificações de estrutura terciária133,134,137. Desta forma, o 

conhecimento do comportamento cinético da enzima imobilizada é útil para 

avaliar as possíveis modificações ocorridas, pois permite verificar a afinidade de 

ligação enzima/substrato, bem como a eficiência catalítica do biorreator138,139. 

A constante de Michaelis-Menten, KM, é a concentração de substrato 

em que se obtém uma velocidade reacional igual a metade da velocidade máxima 

da reação catalítica. Para enzimas multi-substratos, uma forma simples de 

determinação dos parâmetros cinéticos baseia-se na utilização de um substrato 

167 
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com concentração constante, enquanto a concentração do outro substrato é 

variada. Sob essas condições, a enzima se comporta de maneira semelhante às 

enzimas de substrato único e, desta forma, se obtém a constante aparente de 

Michaelis-Menten (KMapp) para o substrato na qual a concentração foi variada. 

Aqui, esta constante foi determinada para o substrato OAA (Seção 3.11), 

monitorando-se a atividade enzimática através do método desenvolvido e 

qualificado. Para tanto, foram realizadas reações com concentrações crescentes 

de substrato até que fosse atingido um platô de saturação, onde a taxa de reação 

não se altera frente ao aumento na concentração de substrato. 

 Um método de regressão não-linear de melhor ajuste foi utilizado 

para se obter a curva de Michaelis-Menten, determinando-se, assim, o valor de 

KMapp como 88 ± 9 mol L-1 para OAA, como ilustrado na FIGURA 4.20. A curva 

está de acordo com a equação de Michaelis-Menten sendo que, em baixas 

concentrações de substrato ([S] << KMapp) a velocidade da reação V0 é diretamente 

proporcional à concentração do substrato. Já em elevadas concentrações do 

substrato ([S] >> KMapp), V0 se aproxima de seu valor máximo e a velocidade da 

reação independe da concentração do substrato. 

 

 
FIGURA 4.20 – Curva de Michaelis-Menten para produção de PEP pela TcPEPCK-D2-MB, 

variando-se a concentração de OAA entre 4-800 mol L-1 e ATP constante em 1000 mol L-1. 
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Para a caracterização cinética da TcPEPCK-D2-MB foram realizadas 

reações em série, em Tampão B. Com isso, constatou-se que a enzima apresenta 

atividade imobilizada em tampão sem DTT e Mn2+, necessitando apenas ser 

sistematicamente lavada com Tampão A, antes da realização de reação.   

Um teste de reações em série com a TcPEPCK-D2-MB utilizando 

apenas Tampão B, sem lavagem com Tampão A e concentração constante de 

substrato, mostrou que a atividade começa a diminuir após nove reações 

consecutivas, mas ainda foi observada cerca de 30% da atividade residual após 

168 h. Porém, a atividade inicial foi recuperada após lavagem da TcPEPCK-D2-

MB com Tampão A. 

Outro teste foi feito, comparando-se reações com diferentes 

concentrações de substrato na TcPEPCK-D2-MB em Tampão A e B. As 

atividades foram equivalentes em baixa concentração de substrato e cerca de um 

terço menor em concentrações elevadas (condições de saturação) em Tampão B.  

Tais resultados demonstram que, quando imobilizada, a enzima 

abstrai o cofator Mn2+ presente no tampão e não o lixivia pois, após troca do 

tampão sem os aditivos, a mesma mantém sua atividade. A perda do cofator para 

o meio ocorre de forma gradual. Assim, constatou-se que é possível desenvolver 

as condições analíticas para o ICER utilizando apenas Tampão B, sem prejudicar 

a ionização do PEP no MS. 

 

4.11 Teste de atividade dos ICERs 

 

Com os resultados supracitados, obtidos a partir da TcPEPCK-D2-

MB, dois novos capilares foram preparados (Seção 3.8.1). A diferença neste 

preparo foi que após os procedimentos de imobilização os capilares foram eluídos 

com 2 mL de Tampão A (análogo ao procedimento de lavagem da TcPEPCK-D2-

MB com este tampão). 
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Em seguida, os capilares foram levados ao LC-MS/MS, onde foram 

injetados 10 L de OAA 300 mol L-1 e ATP 500 mol L-1 em tampão B. 

Contudo, não foi observada a produção de PEP, evidenciando a não atividade dos 

capilares. 

Dado o baixo grau de pureza das frações da DEAE e os capilares não 

ativos, foi realizada uma nova tentativa de purificação. 

 

4.12 Purificação em coluna de afinidade 

 

Colunas de afinidade são, normalmente, utilizadas para 

aprimoramento de purificação, em etapas finais na qual a proteína já foi 

previamente purificada. Como a fração da DEAE estava parcialmente purificada 

e a PEPCK possui sítio de ligação para o ATP, testou-se a purificação com coluna 

de afinidade de ATP-agarose112 (Seção 3.4.2). 

A fração TcPEPCK-D2 foi aplicada em uma coluna de afinidade 

ATP-agarose, equilibrada com Tampão II, e a etapa de eluição das proteínas que 

não se ligaram à coluna foi feita em modo isocrático com o mesmo tampão de 

equilíbrio. A eluição da TcPEPCK foi feita a partir de uma solução de ATP 5 

mmol L-1. As frações que apresentaram atividade foram tanto aquelas que se 

ligaram à coluna quanto as que não se ligaram, provavelmente devido à saturação 

dos sítios de ATP da coluna. No entanto, as frações que não se ligaram à coluna 

apresentaram nível de pureza baixo, semelhante ao perfil da amostra de entrada. 

As frações que se ligaram à coluna apresentaram elevado grau de pureza. Os 

níveis de purificação podem ser apreciados através de análise em SDS-PAGE, 

apresentado na FIGURA 4.21. 
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FIGURA 4.21 – Análise em SDS-PAGE da purificação da TcPEPCK em coluna de afinidade 

ATP-agarose. Sobrenadante (NH4)2SO4 40% após diálise (poço 1); fração 2 da DEAE (poço 2), 

frações 3 a 5 que não se ligaram na coluna ATP-agarose (poços 3 a 5), frações 2 a 5 após 

aplicação de solução de ATP na coluna ATP-agarose (poços 6 a 9) e marcador de massa 

molecular (poço 10). 

 

A coluna de afinidade resultou em uma grande melhora no grau de 

pureza da PEPCK. Como a enzima eluiu em quatro frações (FIGURA 4.21, poços 

6 a 9), essas foram combinadas, concentradas e dialisadas para remover o ATP. 

Apesar do elevado grau de pureza, a TcPEPCK foi eluída da coluna 

de afinidade com uma solução de ATP, que possui elevado custo e necessidade 

de diálise para utilização da enzima. Então, uma outra purificação na coluna de 

afinidade foi feita, porém a eluição foi realizada com Tampão III (fosfato de 

potássio 200 mmol L-1 pH 6,8; contendo EDTA 4 mmol L-1), baseado em um 

trabalho da literatura na qual foi realizada a purificação da PEPCK nativa de T. 

cruzi112, sendo que a eluição ocorre devido a alteração de pH da fase móvel e 

aumento da força iônica. Os níveis de purificação podem ser apreciados através 

de análise em SDS-PAGE, apresentado na FIGURA 4.22. 
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FIGURA 4.22 – Análise em SDS-PAGE, da purificação da TcPEPCK em coluna de afinidade 

ATP-agarose e eluição com Tampão III, marcadores de massa molecular (poços 1 e 10); fração 

6 a 8 da DEAE, sendo o pool de entrada na coluna de afinidade (poço 2); frações 4, 10 e 22 da 

afinidade que não se ligaram à coluna (poços 3, 4 e 5); frações 35 a 38 da afinidade que se 

ligaram à coluna (poços 6 a 9). 

 

As etapas em coluna de afinidade, então, foram sempre eluídas com 

Tampão III. As purificações foram monitoradas através da reação de 

descarboxilação do OAA e analisadas em LC-MS/MS.  

A purificação se mostrou muito eficiente após a etapa de afinidade 

por ATP. Dado que a afinidade ocorre devido às interações específicas de 

biomoléculas com o ligante, realizou-se dois novos testes, a saber, i) eliminar a 

etapa de troca aniônica; aplicando o dialisado da precipitação com sulfato de 

amônio diretamente na coluna de afinidade e, ii) eliminar a precipitação com 

sulfato de amônio e a troca aniônica, ou seja, após a lise celular já realizar a etapa 

de afinidade, o que dispensaria a diálise e uma etapa cromatográfica. Os 

resultados obtidos estão apresentados na FIGURA 4.23. 
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FIGURA 4.23 – Análise em SDS-PAGE da purificação da TcPEPCK em coluna de afinidade 

ATP-agarose e eluição com Tampão III, sendo (a) aplicação após precipitação com sulfato de 

amônio e (b) aplicação após lise celular. Os poços 1 e 2 são frações que se ligaram à coluna de 

afinidade e MM os marcadores de massa molecular. 

 

Desta forma, viu-se que a etapa de precipitação com sulfato de 

amônio não contribui para o grau de pureza e que a etapa de troca aniônica 

também se mostrou desnecessária. As frações da saída da coluna de afinidade 

apresentaram grau de pureza muito superior às frações da saída da DEAE que, até 

então, se utilizava neste trabalho. Então, combinou-se todas as frações ativas para 

a continuidade dos estudos.  

Com esta fração mais pura, iniciou-se a caracterização cinética em 

solução. Porém, ao se realizar reações com concentrações crescentes de substrato 

OAA, foi encontrada dificuldade em saturar a enzima e observar a formação de 

produto constante e independente do acréscimo da concentração de substrato 

(platô na curva de Michaelis-Menten). Como visto pela análise em SDS-PAGE 

da FIGURA 4.23b, há majoritariamente 2 proteínas na fração e, desta forma, foi 

feita mais uma etapa de purificação, dessa vez por exclusão molecular.  

A coluna de exclusão escolhida foi a Superdex® 75 (200 mL de 

volume interno, GE Healthcare) para separar estas duas proteínas de massa 

molecular tão distintas. A eluição ocorreu em modo isocrático, em Tampão III 

(Seção 3.4.2). A PEPCK de T. cruzi é um homodímero em que os monômeros 
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possuem massa molecular de aproximadamente 60 kDa, como visto nos géis por 

serem desnaturantes. Para facilitar o acompanhamento da eluição, foi corrido um 

padrão de BSA 1 mg mL-1, que possui massa de aproximadamente 66 kDa e, em 

solução, dimeriza em pequena quantidade com dímero de massa 132 kDa.  

Como esperado, a TcPEPCK eluiu com tempo de retenção próximo 

ao dímero da BSA e, surpreendentemente, em um tempo de retenção equivalente 

ao monômero da BSA, ocorreu a eluição de uma proteína que também apresentou 

atividade para PEPCK. Esses resultados estão apresentados na FIGURA 4.24. 

 

 

FIGURA 4.24 – Cromatogramas FPLC-UV da Superdex75 do padrão de BSA (acima) e das 

frações da coluna de afinidade (abaixo). As frações que apresentaram atividade estão marcadas 

com 1 e 2 no cromatograma e as respectivas análises em SDS-PAGE destas frações e de uma 

mistura de ambas estão ao lado. 

 

Quando foi feita uma análise em SDS-PAGE da mistura dessas duas 

proteínas que apresentaram atividade e deixado correr por mais tempo, para tentar 

obter melhor resolução, foi observada uma pequena separação. Como a PEPCK 

de T. cruzi é homodimérica, sabia-se que não se tratava de seus dois monômeros, 

por serem idênticos. Uma vez que quase todos os seres vivos possuem PEPCK, 

sugeriu-se uma possível contaminação com a PEPCK de E. coli (EcPEPCK) pois, 
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segundo a literatura, esta possui estrutura monomérica com massa de 59,6 kDa140, 

muito próxima a massa do monômero da PEPCK de T. cruzi. 

Ambas as PEPCKs são ATP-dependentes e apresentam afinidade 

pela coluna. Então, a fim de separá-las, foi proposto voltar ao procedimento inicial 

e explorar as propriedades físico-químicas das proteínas (Seção 3.4.3). As 

alterações realizadas foram na etapa de lise, precipitação e purificação em coluna 

de troca aniônica em que o pH foi diminuído de 7,40 (Tampão I) para 6,80 

(Tampão IV) e a coluna DEAE (troca aniônica fraca) foi substituída pela QFF 

(troca aniônica forte).  

A EcPEPCK possui pI de 5,46, enquanto a TcPEPCK apresenta pI 

teórico de 8,63 e 7,30 obtido experimentalmente para a PEPCK nativa de T. 

cruzi112. A diminuição do pH foi escolhida de tal forma que a enzima EcPEPCK 

estivesse negativamente carregada e a TcPEPCK positivamente carregada; 

independente da consideração do pI teórico ou experimental. A coluna de troca 

aniônica fraca foi substituída por uma forte, a fim de garantir que a EcPEPCK se 

ligasse a mesma. Os resultados obtidos estão demonstrados na FIGURA 4.25. 

 

 

FIGURA 4.25 – a) Cromatograma FPLC-UV da eluição da coluna QFF, representando o 

gradiente (verde) e as frações coletadas (vermelho). As frações que apresentaram atividade 

foram de 3 a 8 (não se ligaram à coluna) e 24 (se ligou à coluna). b) A análise em SDS-PAGE 

da entrada da coluna e das frações com atividade, sendo destacada as PEPCKs. 
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Pelo esperado, através da relação entre pH e pI, a TcPEPCK não se 

ligou à coluna e estas frações (2 a 7) foram combinadas, denominadas TcPEPCK-

I. A fração 8 foi mantida em separado por apresentar maior grau de pureza, 

denominada TcPEPCK-II. Então, 3 mL de TcPEPCK-I foram diluídos com 7 mL 

de Tampão II e aplicados na coluna de afinidade. A eluição ocorreu nas mesmas 

condições anteriores, obtendo-se a fração denominada TcPEPCK-III. A diluição 

prévia à aplicação na coluna de afinidade foi realizada a fim de que a enzima seja 

aplicada em condições favoráveis de ligação ao ATP, fornecendo um meio com 

DTT e os cofatores metálicos. Os resultados estão apresentados na FIGURA 4.26. 

 

 

FIGURA 4.26 – Cromatograma FPLC-UV, com coluna de afinidade ATP-agarose, 

representando a eluição (verde) e as frações coletadas (vermelho). A análise em SDS-PAGE 

apresenta todas as etapas do processo de purificação: precipitado da lise celular (poço 1); 

sobrenadante da lise celular (poço 2); precipitado após tratamento com (NH4)2SO4 40% (poço 

3); sobrenadante dialisado após tratamento com (NH4)2SO4 40% (poço 4); TcPEPCK-I (poço 

5); TcPEPCK-II (poço 6); TcPEPCK-III (poço 7) e MM marcadores de massa molecular. 

 

Pelo exposto, a purificação da TcPEPCK foi concluída com elevado 

grau de pureza. A FIGURA 4.26 sumariza todas as etapas de purificação e seus 

níveis de pureza, apreciados por análise em SDS-PAGE.  

Para realizar as caracterizações da enzima em solução é necessário 

dialisar a fração contendo a TcPEPCK-III. Isso se deve pela eluição ocorrer em 

tampão fosfato e, para que a reação enzimática ocorra, é necessário a adição do 
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cofator Mn2+, que precipita na presença de fosfato. Diversas tentativas de diálise 

foram realizadas utilizando diferentes membranas e concentradores de troca, 

porém em todas as tentativas a TcPEPCK-III perdeu parcial ou total atividade.  

 

4.12.1 Síntese de ATP-MB para purificação da TcPEPCK 

 

A TcPEPCK-III eluiu da coluna de afinidade em 3 mL de Tampão III 

e diluída. Mesmo a aplicação de maior quantidade de TcPEPCK-II na coluna não 

resultou em uma fração TcPEPCK-III mais concentrada, devido a saturação da 

coluna de afinidade, relacionada a sua baixa capacidade de carga, o que levou a 

várias etapas sucessivas de purificação. 

Para tentar aumentar a produtividade dessa etapa, a fim de explorar 

a troca do Tampão III, um teste de imobilização de ATP em partículas magnéticas 

foi realizado. Isso foi pensando devido à alta capacidade de carga na imobilização 

em partículas magnéticas, além da praticidade operacional. Então, a imobilização 

de ATP foi realizada, como descrito na Seção 3.12, e a etapa de ligação do ATP 

ao glutaraldeído foi feita com uma solução de ATP 7,5 mmol L-1 em Tampão E, 

com reação de 4 horas. A taxa de imobilização foi monitorada por LC-MS 

(FIGURA 4.27), na qual a concentração de ATP diminuiu com o tempo, até que 

permaneceu constante após 3 h. Também foi monitorado o íon correspondente ao 

ADP, de modo a observar se a diminuição da concentração de ATP em solução 

foi devido à imobilização ou hidrólise. 
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FIGURA 4.27 – Cromatograma de íons extraídos para m/z 506, da solução de ATP utilizada 

para imobilização (em preto) e da solução de ATP após 4 horas de imobilização (em vermelho), 

utilizando uma coluna Luna C18(2) (50 x 2,0 mm, 3 m), com volume de injeção de 5 L e fase 

móvel Tampão B/MeOH 1:1 (v/v) 0,15 mL min-1, MS operando em modo negativo e SRM, 

monitorando os íons [M-H]− de ATP e ADP, 506 e 426 m/z, respectivamente. 

 

Não foi verificado íon de ADP durante à imobilização e, então, toda 

a diminuição na concentração de ATP em solução foi devido à imobilização. 

Assim, obteve-se as partículas magnéticas com ATP imobilizado (ATP-MB). 

Para sua utilização, visando uma captura seletiva da enzima, foi utilizado o 

mesmo procedimento desenvolvido para coluna de afinidade, onde a TcPEPCK-

II foi incubada com o ATP-MB. 

Em seguida, com o auxílio de um ímã, foi removida a solução e, ao 

ATP-MB, foi adicionado Tampão III para extração da enzima. A extração foi 

monitorada através da medida de atividade de alíquotas retiradas com 1; 4 e 10 h. 

A última alíquota apresentou atividade equiparável às frações da coluna de 

afinidade, TcPEPCK-III.  

Os níveis de purificação, por análise em SDS-PAGE, bem como os 

cromatogramas com análise da atividade enzimática, estão apresentados na 

FIGURA 4.28. É possível observar que o nível de pureza obtido a partir do ATP-

MB é semelhante à coluna ATP-agarose. No entanto, o tempo despendido para a 

captura seletiva da enzima por ATP-MB foi muito superior ao tempo para 

purificação no sistema FPLC. 
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FIGURA 4.28 – À esquerda, a análise em SDS-PAGE apresenta as seguintes etapas do processo 

de purificação: precipitado após tratamento com (NH4)2SO4 40% (poço 1); sobrenadante 

dialisado após tratamento com (NH4)2SO4 40% (poço 2); TcPEPCK-I (poço 3); TcPEPCK-III 

(poço 4); TcPEPCK obtida a partir da extração do ATP-MB (poço 5), tentativa de eluição da 

TcPEPCK da coluna de ATP-agarose com tampão HEPES (poço 6) e MM marcador de massa 

molecular. Ao lado, está apresentado o cromatograma de íons extraídos do teste de atividade da 

TcPEPCK obtida a partir da extração do ATP-MB sendo a alíquota de 1 h (em preto), 4 h (em 

azul) e 10 h (em vermelho). 

 

Após a utilização do ATP-MB, o mesmo foi armazenado em Tampão 

B e 4 °C. Porém, uma tentativa de utilização após 2 meses de preparo mostrou-se 

incapaz de capturar a enzima. Acredita-se que, durante o armazenamento, o ATP 

tenha sofrido hidrólise. Assim, embora o ATP-MB seja aplicável para a 

purificação da TcPEPCK, dada sua captura seletiva, o mesmo se mostrou 

impraticável devido ao tempo de extração e instabilidade. 

Desta forma, uma última tentativa com a coluna de ATP-agarose foi 

realizada, sendo que o fosfato do Tampão III de eluição foi substituído por 

HEPES. Essa mudança evitaria a necessidade de diálise com utilização direta da 

fração eluída da coluna. Entretanto, HEPES 200 mmol L-1 contendo EDTA 4 

mmol L-1 (mimetizando o Tampão III) não foi capaz de eluir a TcPEPCK da 

coluna (FIGURA 4.28, poço 6), tendo sido necessária a aplicação do Tampão III 

para ocorrer a eluição. Isso indica que a eluição não se dá apenas pela variação de 

pH entre o Tampão II e III, mas também pela força iônica do último. 
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4.13 Caracterização da TcPEPCK em solução 

 

Como exposto, não foi possível obter a TcPEPCK-III livre de fosfato 

e, então, as caracterizações em solução foram realizadas somente com a 

TcPEPCK-II. Esta fração apresentou uma concentração de proteínas totais de 130 

g mL-1, mensurada através do método de  Bradford116. 

 

4.13.1 Efeito do pH 

 

Para a avaliação do efeito do pH, foi utilizado o tampão acetato de 

amônio no intervalo de 8,2 a 10,0 (faixa tamponante de NH3/NH4
+). Não foi 

testado pH em outros intervalos devido as limitações de tampões voláteis em pHs 

próximo a neutralidade e, desta forma, o efeito do pH não foi considerado como 

teste de pH ótimo. Embora houvesse a possibilidade do tampão bicarbonato de 

amônio que tampona em uma ampla faixa de pH 6 a 10, o cofator Mn2+ precipita 

na presença de bicarbonato. 

As reações foram realizadas como descrito na Seção 3.13, em 

triplicata, e analisadas por LC-MS/MS. As atividades relativas, com seus 

respectivos desvios, estão mostradas na FIGURA 4.29, onde se nota que a enzima 

apresentou elevada atividade em toda a faixa de pH estudada, com maior atividade 

em torno de pH 9,0. Uma análise estatística através do teste t, com 95% de 

significância, mostrou que não houve diferença entre as atividades médias obtidas 

em pH 9,0, quando comparado aos pHs de 9,8 e 10,0, com valores de tcalculado 2,47 

e 1,69, respectivamente, e t95% (4) = 2,77. 
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FIGURA 4.29 – Curva de efeito do pH para TcPEPCK, utilizando tampão acetato de amônio 

pH 8,20 a 10,00 e analisado por LC-MS/MS. 

 

Como houve uma atividade relativa estatisticamente semelhante em 

pH 9,0; 9,8 e 10,0, optou-se por utilizar o pH 9,0 para o teste de efeito de 

temperatura, em proteção à coluna cromatográfica utilizada. Ainda, foi verificado 

que o PEP apresenta melhor ionização a medida em que o mesmo é preparado em 

soluções mais alcalinas. Isso pode, também, ter levado a um artefato de acréscimo 

de atividade em função do pH. 

 

4.13.2 Efeito da temperatura 

 

Os testes de temperatura foram realizados em termociclador com 

gradiente de temperatura, em triplicata, e analisados por LC-MS/MS, como 

descrito na Seção 3.13. As atividades relativas, com seus respectivos desvios, 

estão apresentadas na FIGURA 4.30. 
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FIGURA 4.30 – Curva de efeito da temperatura para Tc-PEPCK, utilizando Tampão A e 

analisado por LC-MS/MS. 

 

A atividade relativa máxima ocorreu em temperatura ao redor de 36 

ºC em que, novamente, com uma análise estatística através do teste t e 95% de 

significância, mostrou que não há diferença entre as atividades médias obtidas em 

36 °C, quando comparado a 33,4; 38,2; 39,9 e 40,9 °C, com valores de tcalculado 

1,35; 1,56; 1,09 e 2,43, respectivamente, e t95% (4) = 2,77. No entanto, entre 22 e 

30 °C, houve uma diminuição em quase metade da atividade relativa, caindo para 

mais da metade abaixo de 22 °C. Optou-se, então, por seguir as caracterizações 

com a temperatura de 36 °C. 

 

4.13.3 Tempo de reação 

 

Após verificação do efeito do pH e temperatura, o tempo de reação 

foi avaliado. Para tanto, as reações em triplicata foram realizadas como descrito 

na Seção 3.13, com Tampão A, onde o tempo foi variado de 2,5 a 60 minutos, em 

que a formação do PEP foi linear com o tempo, como apresentado na FIGURA 

4.31.  
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FIGURA 4.31 – Efeito do tempo na atividade relativa da TcPEPCK. 

 

Desta forma, foi selecionado um tempo de reação de 10 min, uma 

vez que a concentração do produto foi suficiente para quantificação e, ainda, estar 

na faixa linear da taxa de formação de produto da enzima. 

 

4.13.4 Qualificação de método LC-MS/MS para enzima em solução 

 

Antes de iniciar a qualificação do método, como já explicitado na 

Seção 4.7.2 e apresentado na FIGURA 4.16, os quatro componentes da reação 

coeluem e, então, o efeito da coeluição foi avaliado. Verificou-se que a injeção de 

soluções padrão de PEP na presença e ausência de OAA tem efeito na ionização 

do PEP. Outra observação feita foi que a presença da TcPEPCK causa efeito 

matriz, mesmo com adição de MeOH para precipitação, seguido de centrifugação 

(FIGURA 4.32). 

 



99 

 

 

FIGURA 4.32 – Cromatogramas de íons extraídos, de uma mistura de PEP em Tampão 

A/MeOH 1:1 em uma concentração de (a) 5 mol L-1 (b) 50 mol L-1 e (c) 100 mol L-1, sendo 

em vermelho apenas PEP e, em preto, adição de enzima seguida de centrifugação e análise do 

sobrenadante. Foi utilizada uma coluna Luna C18(2) (50 x 2,0 mm, 3 m), com fase móvel 

Tampão B/MeOH 1:1 (v/v) 0,15 mL min-1.  

 

Desta forma, o método foi qualificado em condições idênticas as de 

reação da enzima, onde manteve-se constante a concentração de OAA em 100 

mol L-1 e adicionou-se a enzima na mesma concentração usada para 

monitoramento de atividade (1,12 U); a fim de eliminar os efeitos de matriz. É 

importante destacar que o ATP não foi adicionado na qualificação, para que não 

ocorresse reação. De todo modo, a influência do ATP na coeluição foi examinada 

e este não afetou a ionização do PEP. 

O estudo de linearidade do método foi realizado através da 

construção de curvas analíticas com padrão externo, como descritos na Seção 

3.14. A curva analítica foi construída através de regressão linear, a partir da área 

do íon fragmento do PEP, o [PO4]
− m/z 79, em função de sua concentração e o 
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fragmento [M−H−CO]−  m/z 139 foi utilizado para confirmar a proposta, conforme 

apresentado no espectro de massas obtido através do cromatograma de íons 

extraídos do PEP, na FIGURA 4.33. 

 

 

FIGURA 4.33 – Cromatograma de íons extraídos e espectro de massas referente a injeção de 

PEP 200 mol L-1 no sistema LC-MS/MS monitorando o íon precursor do PEP, [M-H]- m/z 

167 (vermelho) e seus fragmentos de qualificação [M-H-CO]- m/z 139 (azul) e quantificação 

[PO3]
-  m/z 79 (preto) e cromatograma de íons totais (verde), com coluna Luna C18(2) (50 x 2,0 

mm, 3 m) e fase móvel Tampão B/MeOH 1:1, vazão 0,15 mL min-1. 

 

Foram avaliadas a seletividade, linearidade, precisão e exatidão intra- 

e inter-lotes. A seletividade foi avaliada através da injeção da matriz isenta do 

padrão, onde não foi observado a presença de nenhum íon de mesma razão m/z.  

As curvas analíticas foram lineares no intervalo estudado, com 

coeficiente de determinação (R2) superiores a 0,99 para uma amostragem igual a 

3, com equação obtida y = 741,1054x – 5065,100. 

A precisão do método foi expressa como o coeficiente de variação 

(CV%) e foram aceitos valores menores ou iguais a 15%. A exatidão foi 

determinada pelo cálculo de volta e expressa em porcentagem, como a razão do 

valor médio encontrado e o valor de referência das concentrações preparadas. Para 
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exatidão, foram aceitos valores menores ou iguais a 15% do valor nominal da 

concentração. 

A precisão e exatidão intra- e inter-lotes foram mensuradas 

analisando-se três replicatas dos três níveis de CQs. Os resultados foram valores 

de precisão entre 5,33 a 9,01%. A exatidão variou entre 87 e 115%, estando dentro 

dos critérios para validação de método adotado136. 

 

4.13.5 Avaliação das etapas de purificação 

 

Após determinado o pH e temperatura em que a enzima apresentou 

as maiores atividades, o tempo de reação e o método analítico por LC-MS/MS 

devidamente qualificado, todas as etapas de purificação foram avaliadas nestas 

condições. Os resultados estão apresentados na TABELA 4.3  

 

TABELA 4.3 – Recuperação das atividades das frações após as etapas de purificação da 

TcPEPCK. 

Fração 
Atividade 

(U mL−1) 

Concentração  

de proteína (mg mL−1) 

Atividade específica    

(U mg−1) 

Purification 

fold 

(NH4)2SO4 167,9 2,20 76,3 1,0 

TcPEPCK-I 289,7 0,490 591,3 7,7 

TcPEPCK-II 112,0 0,130 860,7 11,3 

TcPEPCK-III 25,0 0,0198 1265,5 16,6 

 

As atividades específicas aqui apresentadas para a PEPCK de T. cruzi 

expressa em E. coli são elevadas (76,3 a 1265,5 U mg-1) quando comparadas  com 

a PEPCK nativa de T. cruzi, relatadas na faixa de 5,3110 a 6,25112 U mg-1. A 

expressão de enzimas leva a produção de maiores quantidades e, neste trabalho, 

as caracterizações foram realizadas por um método direto de detecção de 

atividade, o que pode justificar os resultados tão elevados. 
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4.13.6 Caracterização cinética da TcPEPCK em solução 

 

A caracterização cinética em solução é importante, particularmente 

neste trabalho, para o conhecimento da enzima livre e para avaliar a enzima 

imobilizada. Como a atividade é dependente de ATP e OAA, a constante cinética 

foi determinada para ambos os substratos da PEPCK, em separados, a fim de se 

obter as constantes aparentes para cada substrato. Assim, um substrato foi mantido 

com concentração constante em 500 mol L-1 e concentrações crescentes do outro 

foi utilizado até que se atingiu um patamar de saturação (6 a 400 mol L-1), onde 

o aumento da concentração não alterasse a taxa de formação de produto. 

As reações foram realizadas utilizando-se 1,12 U da TcPEPCK-II, 

como apresentado na Seção 3.15. As curvas obtidas para ambos os substratos 

estão apresentadas na FIGURA 4.34. 

 

 

FIGURA 4.34 – Curva de Michaelis-Menten para produção de PEP, variando-se a concentração 

de OAA e de ATP. 

 

A curva para o OAA (FIGURA 4.34a) está de acordo com a equação 

de Michaelis-Menten, onde a TcPEPCK mostrou-se Michaeliana para este 

substrato, com KMapp 96 ± 4 mol L-1. Já para ATP (FIGURA 4.34b), não foi 

atingido um platô. Na literatura foi reportado por URBINA110 para a PEPCK 
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nativa de T. cruzi uma cinética bifásica para ATP como substrato, com 

comportamento  Michaeliano em concentrações abaixo de 250 mol L-1. Então, a 

constante foi estimada com KMapp 275 ± 18 mol L-1. 

Os valores de KMapp aqui obtidos são maiores, quando comparado 

com a literatura para a enzima nativa110,112. O método descrito neste trabalho 

utilizou baixa concentração de cofator Mn2+ (1 mmol L-1) enquanto, em geral, 

concentrações ≥ 3 mmol L-1 de Mn2+; chegando até 6 mmol L-1 de Mn2+, ou 

combinações de Mn2+/Mg2+ são utilizadas95–98,101,108,110–112. Como já discutido na 

Seção 4.8, Mg2+ não afetou significativamente a atividade, comparado ao Mn2+ e, 

então, Mg2+ não foi aqui utilizado. A baixa concentração de Mn2+ empregada foi 

justificada pela menor interferência na ionização do PEP no MS. 

 

4.14 Imobilização da TcPEPCK-III em capilar 

 

Os ICERs preparados com a fração TcPEPCK-D2, de baixa pureza, 

não apresentaram atividade, uma vez que não foi detectado PEP nos biorreatores 

capilares avaliadas por LC-MS/MS. 

Agora, com uma fração de elevada pureza, a TcPEPCK-III, novos 

capilares foram preparados, como descrito na Seção 3.8.1. Além do procedimento 

já utilizado, foram realizadas três variações na etapa de passagem da enzima pelo 

capilar, buscando-se favorecer a imobilização covalente da enzima. Assim, as três 

variações foram: 

1. Passagem de 2 mL da fração TcPEPCK-III em um tempo total de 8 horas e 

vazão de 50 L min-1; 

2. Passagem de aproximadamente 1 mL da fração TcPEPCK-III em um tempo 

total de 16 horas e vazão de 1 L min-1;  

3. Preenchimento de todo o volume interno do capilar com a enzima e deixado 

16 horas em contato com a mesma. 
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Todos os procedimentos foram finalizados com a eluição de Tampão 

A, a fim de proporcionar DTT e Mn2+ para a PEPCK. A atividade dos ICERs 

preparados foi avaliada em sistema LC-MS/MS, como descrito na Seção 3.8.2. 

Contudo, não foi observada a formação de PEP, evidenciando a não atividade dos 

capilares. 

Também, foi realizada uma outra tentativa de avaliação da atividade 

dos capilares no qual, com o auxílio de uma bomba de seringa, foram eluídos 100 

L de OAA 300 mol L-1 e ATP 500 mol L-1 em Tampão A, com vazão de 1 e 

10 L min-1, a fim de se realizar uma reação em fluxo off-line com relação ao MS, 

que permite a utilização do Tampão A (que contém os compostos necessários para 

a atividade da enzima). A mistura foi coletada em um microtubo, acrescida de 100 

L de MeOH e analisados no LC-MS/MS, tal como uma reação com a TcPEPCK 

em solução. Porém, não foi observada a formação de PEP. 

 

4.15 Imobilização da TcPEPCK-II e TcPEPCK-III em partículas 

magnéticas 

 

A TcPEPCK-III apresentou elevado grau de pureza e esta fração 

imobilizada em partículas magnéticas permite a realização de ensaios de ligand 

fishing. As caracterizações da TcPEPCK em solução foram realizadas com a 

TcPEPCK-II e, a imobilização em partículas magnéticas desta fração, permite 

avaliar o efeito da imobilização sobre a enzima. 

Assim, realizou-se a imobilização em partículas magnéticas de 

ambas as frações, como descrito na Seção 3.9. Para a TcPEPCK-III-MB, foi 

utilizada uma maior quantidade de TcPEPCK-III, uma vez que esta fração 

apresentou uma concentração de proteínas de 19,8 g mL-1. Para a TcPEPCK-II-

MB, a quantidade de enzima utilizada na imobilização foi escalonada a fim de 

mimetizar as condições da reação em solução, em termos de unidades de enzima 
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por mililitro de reação, bem como a diminuição da quantidade de partículas e 

glutaraldeído se deu para manter a proporção de reagentes entre as imobilizações. 

Após as imobilizações, cada lote foi dividido em três partes iguais e 

as atividades dos biorreatores foram avaliadas. As TcPEPCK-II-MB e TcPEPCK-

III-MB apresentaram atividade e, assim, prosseguiu-se para a qualificação do 

método analítico, a fim de caracterizar os biorreatores. 

 

4.16 Qualificação do método LC-MS/MS para enzima imobilizada 

em partículas magnéticas 

 

Embora a Seção 4.11 discutiu a qualificação de um método para o 

monitoramento da atividade da TcPEPCK-D2-MB, naquele momento o método 

foi qualificado por LC-MS, ou seja, sem fragmentação do PEP e foi utilizado 

Tampão B para avaliar o efeito deste sobre a atividade da enzima. Aqui, um 

método LC-MS/MS foi qualificado, como descrito na Seção 3.16. Para os 

biorreatores não há efeito matriz causado pela enzima, como ocorre em solução, 

pois a mesma está imobilizada. Porém, novamente ocorre a coeluição de PEP com 

OAA e, então, este foi considerado na qualificação.  

O estudo de linearidade do método foi realizado através da 

construção de curvas analíticas com padrão externo. As curvas analíticas foram 

lineares no intervalo estudado, com coeficiente de determinação (R2) superiores a 

0,99 para uma amostragem igual a 3, com equação obtida y = 862,2148x – 

7476,7052. 

Para as curvas foram utilizados os mesmos critérios de exatidão e 

precisão descritos na Seção 4.13.4. 

A precisão e exatidão intra- e inter-lotes foram mensuradas 

analisando-se três replicatas dos três níveis de CQs. Os resultados foram valores 

de precisão entre 2,27 a 14,1%. A exatidão variou entre 85 e 115%, estando dentro 

dos critérios adotados para o método136. 
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4.17 Caracterização cinética do TcPEPCK-II-MB e TcPEPCK-III-

MB 

 

Em solução, a enzima mostrou-se Michaeliana para OAA. Então, as 

caracterizações das TcPEPCK-MB foram realizadas em função de OAA, 

mantendo-se ATP constante. 

Em princípio, o lote das TcPEPCK-MB foi dividido em três partes 

iguais e as reações foram realizadas através da adição crescente de OAA, entre 10 

a 300 mol L-1 para TcPEPCK-II-MB e entre 10 a 200 mol L-1 para TcPEPCK-

III-MB, enquanto o ATP foi mantido constante em 500 mol L-1 em ambos os 

casos. As reações se procederam conforme descrito na Seção 3.17. Os resultados 

obtidos estão apresentados na FIGURA 4.35. 

 

 

FIGURA 4.35 – Curva de Michaelis-Menten para produção de PEP, variando-se a concentração 

de OAA para (a) TcPEPCK-II-MB e (b) TcPEPCK-III-MB. 

 

A curva está de acordo com a equação de Michaelis-Menten. A 

caracterização cinética do biorreator é importante para o conhecimento da enzima 

imobilizada, visto que o processo de imobilização pode resultar em alterações na 

estrutura terciária da enzima e afetar sua atividade. 

Ambos os KMapp dos TcPEPCK-MBs foram menores, comparados à 

enzima livre. A TcPEPCK-II-MB foi imobilizada de tal forma a apresentar 11,2 
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U mL-1, tal como a reação da TcPEPCK-II em solução. O menor valor de KMapp 

indica uma maior afinidade da enzima imobilizada por OAA. Uma possível 

explicação para que a concentração de substrato necessária para saturar a enzima 

imobilizada seja inferior que a enzima livre, baseia-se no aumento da partição do 

substrato entre o meio reacional e o sítio ativo, devido a rigidez que a imobilização 

causa na estrutura da enzima139. Entre os biorreatores, a TcPEPCK-III-MB 

apresentou menor KMapp, isso pode ser explicado pela maior quantidade de enzima 

neste, comparado ao TcPEPCK-II. 

É importante observar que os KMapp para as TcPEPCK-MB foram 

determinados nas condições de pH, temperatura e tempo de reação estabelecidos 

para a enzima em solução, o que pode explicar as diferenças de KMapp encontrados. 

Também, a utilização das TcPEPCK-MB visa novos modelos de triagem de 

ligantes e, para tanto, não é necessário que sejam feitas as triagens em condições 

ótimas da enzima imobilizada. A verificação de atividade após imobilização 

seguida da caracterização cinética valida os biorreatores como ferramenta 

potencial para a triagem de ligantes. 

 

4.18 Busca de ligantes 

 

Com a TcPEPCK-III-MB devidamente caracterizada, é possível 

aplicá-la em ensaios de ligand fishing. No entanto, em geral, nestes ensaios se 

utiliza um ligante conhecido como sonda a fim de mensurar a afinidade de novos 

ligantes141.  

Para a PEPCK de T. cruzi é apenas descrito e caracterizado o ácido 

3-mercaptopicolínico85 (FIGURA 4.36a), como um inibidor não competitivo, em 

que 300 mol L-1 inibiu em 95% a formação de OAA. Desta forma, buscou-se 

informações adicionais na literatura de inibidores de PEPCK. 

A tese de TRAPANI142, que deu origem ao cristal da TcPEPCK77, 

apresentou um estudo preliminar de docagem de maneira rígida, com compostos 
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do banco NCIopen3D, baseado na complementaridade de forma entre a cavidade 

do sítio ativo e os possíveis ligantes. Foram selecionadas duas cavidades: a 

cavidade para ligação da adenina do ATP; dada a diferença de especificidade com 

a enzima humana, e a cavidade de ligação do OAA e PEP. Os melhores escores 

para a cavidade do ATP foram com moléculas contendo anéis do tipo adenina 

(FIGURA 4.36b) e, para o sítio do OAA, o melhor escore revelou uma molécula 

que levaria dois oxigênios para coordenar o cofator Mn2+ (FIGURA 4.36c). 

Ainda, foram buscados inibidores relatados no banco de dados 

“BRENDA - The Comprehensive Enzyme Information System” para PEPCK 

ATP- e GTP-dependentes143 (FIGURA 4.36d-h) e buscas na literatura para 

inibidores de PEPCK GTP-dependentes144,145, uma vez que o sítio de ligação 

OAA/PEP é conservado entre as duas famílias (FIGURA 4.36i). 

 

 

FIGURA 4.36 – Inibidores de PEPCK reportados: (a) ácido 3-mercaptopicolínico para PEPCK 

nativa de T. cruzi,  (b) e (c) docagem para TcPEPCK nos sítios de ATP e OAA/PEP, 

respectivamente, (d) oxalato para C. glutamicum e E. coli (ambas ATP-dependente), (e) 

quinolinato para T. brucei (ATP-dependente) e R. norvegicus (GTP-dependente), (f) 

iodoacetamida para S. costicola (ATP-dependente), R. catesbeiana (GTP-dependente) e G. 

gallus (GTP-dependente), (g) reagente de Ellman para T. cruzi e A. suum (GTP-dependente), 

(h) NADH para E. coli e (i) xantina para H. sapiens (GTP-dependente). 
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Assim, baseado nas estruturas moleculares das substâncias 

apresentadas na FIGURA 4.36, foram selecionados 34 compostos por semelhança 

estrutural para triagem de ligantes da TcPEPCK em solução. Destes, 15 foram 

compostos comerciais e 19 compostos sintéticos, sendo 5 cumarinas e 14 

hidantoínas. As 15 substâncias comerciais e as 5 cumarinas estão apresentadas na 

FIGURA 4.37 e as 14 hidantoínas na FIGURA 4.38. 
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FIGURA 4.37 – Estrutura de 20 compostos triados como ligantes da TcPEPCK. 
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FIGURA 4.38 – Estrutura das 14 hidantoínas triadas como ligantes da TcPEPCK. 

 

A triagem foi realizada como descrito na Seção 3.18. Todos os 

ligantes foram solubilizados em uma mistura de DMSO/acetona 1:1. Os controles 

negativos de todos os ligantes foram preparados na ausência de ATP, a fim de 

verificar a seletividade. Controles positivos foram preparados a fim de se obter a 

atividade da enzima na ausência do composto em triagem, porém com a presença 

de 1 ou 2% da mistura do solvente orgânico; embora o solvente nesta proporção 

em nada afetou a atividade. 

O efeito da coeluição também foi verificado, através do preparo de 

dois lotes de PEP nas condições de ensaio: 1) ausência de ligante e 2) presença de 

ligante. O efeito matriz causou supressão ou melhoramento na ionização, 

dependendo do ligante.  Contudo, a área obtida na triagem de ligantes foi corrigida 

baseada no efeito que o respectivo ligante causou na ionização do PEP. 

Os resultados obtidos foram tratados com as fórmulas descritas na 

Seção 3.18. Todas as triagens foram realizadas com 150 μmol L-1 de OAA e 50 
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μmol L-1 de ligante. Estas concentrações foram baseadas no KMapp da TcPEPCK 

em solução, sendo 1,5 vezes a concentração de substrato, em relação ao KMapp, e 

1/3 dessa concentração em relação aos compostos em triagem. As baixas 

concentrações favorecem inibidores não competitivos146, adequados em casos 

como os da PEPCK, visto que um possível candidato a fármaco sendo um inibidor 

competitivo também poderia inibir a enzima humana, se a competição se der pelo 

sítio de ligação de PEP/OAA. 

Todas as 20 moléculas apresentadas na FIGURA 4.37 causaram 

inibição da TcPEPCK147, com valores de inibição desde 1 até 60%, apresentados 

no gráfico da FIGURA 4.39. Já as hidantoínas causaram ativação da enzima em 

um intervalo de 30-80%, apresentado no gráfico da FIGURA 4.40. 

 

 
FIGURA 4.39 – Valores de inibição (n = 2) das 20 moléculas triadas a 150 μmol L-1 de OAA 

e 50 μmol L-1 de inibidores. 



113 

 

 
FIGURA 4.40 – Valores de ativação (n = 2) das 14 hidantoínas triadas a 150 μmol L-1 de OAA 

e 50 μmol L-1 de ativadores. 

  

Alguns resultados chamam especial atenção, como o elevado valor 

de inibição causado pelo NADH. Nos ensaios acoplados se utiliza enzimas 

NADH-dependentes para mensurar a atividade da PEPCK. As concentrações de 

NADH utilizadas nesses ensaios variam, mas, em geral, estão na ordem de 200-

500 μmol L-1, mais elevado do que a concentração aqui utilizada de 50 μmol L-1 

de NADH. Isso pode implicar que os valores de atividade atribuídos a PEPCK de 

T. cruzi utilizando esses métodos sejam numericamente superiores aos obtidos. 

Tal fato aumenta a importância do método direto aqui desenvolvido. 

Outro fato importante foi a ativação da enzima por ação das 

hidantoínas. Essas moléculas foram selecionadas devido a semelhança estrutural 

com a substância da FIGURA 4.36c, proposta por docagem, sendo que as 

carbonilas poderiam complexar com o metal divalente do sítio ativo e inibir a ação 
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da enzima. Contudo, isso não deve ter ocorrido pois, senão, as hidantoínas teriam 

inibido a enzima. 

Comparado aos elevados valores de ativação, as inibições obtidas a 

50 μmol L-1 foram baixas (< 30%), exceto para o NADH. Então, os sete compostos 

com maior porcentagem de inibição (1, 3, 5, 7, 9, 19 e 20, FIGURA 4.37) foram 

novamente triados a 450 μmol L-1, ou seja, 3 vezes mais concentrados em relação 

ao substrato. Os resultados estão apresentados no gráfico da FIGURA 4.41. 

 

 

FIGURA 4.41 – Comparação das inibições de sete ligantes triados a 50 e 450 μmol L-1 com a 

concentração de OAA em 150 μmol L-1 em ambos os casos. 

 

Todos os ligantes causaram maior inibição acompanhados pela 

elevação da concentração, com aumentos de até 10%, com exceção do composto 

19 que aumentou em quase 4 vezes. Este aumento elevado da inibição do 

quinolinato foi, provavelmente, devido à quelação do Mn2+ em alta concentração, 

indo de encontro com o proposto para a substância da FIGURA 4.36c. 
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A grande vantagem de utilizar o método LC-MS/MS para a triagem 

de ligantes é o monitoramento direto pela quantificação de PEP, que elimina 

falsos positivo ou negativo. Além disso, o uso de MS inclui excelente relação 

sinal/ruído, precisão e redução dos custos dos reagentes, quando comparado aos 

métodos acoplados. O método permitiu detectar inibições em uma ampla faixa, 

desde inibições tão pequena quanto 1% (composto 16) e até mesmo ativações, 

demostrando a importância do método direto aqui reportado não somente para 

monitoramento de atividade em purificação, mas para a caracterização cinética e 

também para triagens de ligantes. 

De maneira geral, os baixos valores de inibição aqui reportados estão 

de acordo com fragmentos moleculares (< 300 Da), conforme descrito na 

literatura148. A série de substâncias triadas que apresentaram inibição foi 

composta por NADH e 19 pequenas moléculas, com cinco delas abaixo de 400 

Da e quatorze abaixo de 300 Da. 

As baixas afinidades de ligação (0,1-10 mmol L-1) de uma pequena 

molécula com uma enzima alvo estão fora da faixa de detecção da maioria dos 

ensaios de rotina e justifica o porquê da utilização de altas concentrações (> 100 

µmol L-1) destas em ensaios rotineiros149.  Além disso, uma quantidade muito 

pequena de enzima foi usada para cada amostra, em contraste com ensaios 

tradicionais que requerem quantidades significativas de proteína pura e solúvel148. 

 

4.19 Teste de inibição com TcPEPCK-II-MB 

 

Para verificar se as inibições obtidas nos ensaios em solução com a 

TcPEPCK-II se confirmam com a enzima imobilizada, selecionou-se os ligantes 

1, 3, 5, 7, 9, 19 e 20 para um teste de inibição com a TcPEPCK-II-MB. Os testes 

foram realizados como descrito na Seção 3.20 e os mesmos critérios da triagem 

em solução foram adotados.  
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Assim, todas as triagens foram realizadas com 30 μmol L-1 de OAA 

e 10 μmol L-1 de ligante. Estas concentrações foram baseadas no KMapp da 

TcPEPCK-II-MB, sendo 1,5 vezes a concentração de substrato, em relação ao 

KMapp e 1/3 dessa concentração em relação aos compostos em triagem, mantendo-

se a mesma proporção da triagem realizada em solução. Os valores de inibição 

obtidos estão mostrados no gráfico da FIGURA 4.42.  

 

 

FIGURA 4.42 – Valores de inibição (n = 2) das sete moléculas triadas a 30 μmol L-1 de OAA 

e 10 μmol L-1 de inibidores. 

 

Todos os compostos inibiram a enzima imobilizada, mas em 

diferentes proporções quando comparado com a enzima em solução (FIGURA 

4.43). O composto 3 levou a uma inibição 96% para a TcPEPCK-II-MB, enquanto 

em solução inibiu apenas 16%, e o 19 inibiu 31% a TcPEPCK-II-MB e 63% em 

solução. Outra importante observação é que cada reação controle, realizada com 

a TcPEPCK-II-MB após cada teste de inibição, produziu quantidades equivalentes 

de PEP. Isso sugere que nenhum dos ligantes é um inibidor irreversível. 
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FIGURA 4.43 – Comparação dos níveis de inibição (n = 2) de sete compostos triadas a 150 

μmol L-1 de OAA e 50 μmol L-1 de inibidor em solução e 30 μmol L-1 de OAA e 10 μmol L-1 

de inibidores para a TcPEPCK-II-MB. 

 

4.20 Prova de conceito com TcPEPCK-II-MB e TcPEPCK-III-MB 

 

A ausência de inibidores conhecidos da TcPEPCK levou a realização 

de triagens que revelaram inibidores e ativadores. Ademais, a inibição foi 

confirmada para alguns dos compostos selecionados  através do ensaio com a  

TcPEPCK-II-MB.  Assim, ensaios de ligand fishing foram modulados com alguns 

dos ligantes identificados.  

Baseado nos resultados obtidos na triagem, foram preparadas duas 

misturas de compostos, sendo uma contendo os inibidores 1, 3, 5, 7 e 9 e a outra 

contendo os ativadores H1, H3, H6, H8 e H10 para uma prova de conceito com 

os biorreatores. A escolha foi feita em função da porcentagem de 

inibição/ativação, bem como na qualidade da ionização observada dos respectivos 
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íons [M+H]+ de cada composto no MS. O NADH não foi selecionado devido sua 

rápida oxidação para NAD+.  

 

4.20.1 Desenvolvimento de método LC-MS para inibidores e 

ativadores 

 

Para analisar os ensaios de fishing, foi necessário desenvolver um 

método que tenha sensibilidade para detectar as substâncias da mistura. Desta 

forma, optou-se por desenvolver dois métodos por LC-MS, um para a mistura de 

inibidores e a outra para a mistura de ativadores, em que cada uma foi composta 

pelas cinco substâncias a 20 μmol L-1 em Tampão A com 2% de DMSO/acetona 

1:1 (v/v).  

Como as misturas continham substâncias de polaridade semelhantes, 

foram desenvolvidos métodos isocráticos, utilizando a coluna Poroshell C18 (100 

x 2,1 mm, 2,7 µm, Agilent), descritos na Seção 3.22, e os cromatogramas da 

separação apresentados na FIGURA 4.44 e FIGURA 4.45. 

 

 

FIGURA 4.44 – Cromatograma de íons extraídos da mistura dos inibidores 1, 3, 5, 7 e 9 a 20 

μmol L-1, utilizando-se a coluna Poroshell C18 (100 x 2,1 mm, 2,7 µm, Agilent) e fase móvel 

composta por ACN/água com 0,1% de ácido fórmico 1:4 (v/v), vazão de 0,4 mL min-1, com 

split onde 0,1 mL min-1 foi enviado para o MS, que operou em modo positivo e SRM, 

monitorando os íons [M+H]+ de cada inibidor. 
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FIGURA 4.45 – Cromatogramas de íons extraídos da mistura dos ativadores H1, H3, H6, H8 

e H10 a 20 μmol L-1, utilizando-se a coluna Poroshell C18 (100 x 2,1 mm, 2,7 µm, Agilent), 

fase móvel composta por ACN/água com 0,1% de ácido fórmico 35:65 (v/v), vazão de 0,4 mL 

min-1, com split onde 0,1 mL min-1 foi enviado para o MS, que operou em modo positivo e 

SRM, monitorando os íons [M+H]+ de cada ativador. 

 

 

Na separação dos inibidores, os compostos 1 e 3, bem como os 

ativadores H1, H3 e H10, sofreram coeluição. Porém, eles foram identificados 

por suas razões m/z. Os compostos H1, H3 e H10 ionizam muito menos que H6 

e H8 nas mesmas concentrações, na ordem de 104, mas isso não interferiu em suas 

detecções individuais. 
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4.20.2 Teste de tolerância da TcPEPCK à MeOH para extração em 

ensaios de ligand fishing 

 

Dentre as otimizações necessárias aos ensaios de ligand fishing, está 

a solução extratora. Como explicitado na Seção 1.3, pode-se utilizar uma solução 

do próprio substrato, mudança de pH ou adição de uma porcentagem de solvente 

orgânico. Caso a utilização de solvente seja necessária, é preciso saber a 

concentração que não afete a enzima, ao menos que o biorreator não seja mais 

reutilizado após o contato com o solvente orgânico.   

Para tanto, um teste em solução com a TcPEPCK-II foi realizado 

como descrito na Seção 3.21, com volume final de reação ajustado com mistura 

de Tampão A/MeOH, de tal forma que houvesse 5, 10, 20 e 30% de MeOH. As 

reações foram interrompidas pela adição de misturas complementares de Tampão 

A/MeOH, sendo que todas as reações apresentaram, ao final, uma proporção de 

Tampão A/MeOH 1:1 (v/v), seguida de centrifugação e análise por LC-MS/MS. 

Os cromatogramas obtidos estão apresentados na FIGURA 4.46. 

 

 

FIGURA 4.46 – Cromatograma de íons extraídos, LC-MS/MS, da reação da TcPEPCK-II na 

ausência de MeOH (preto) e na presença de MeOH em concentração de 5% (vermelho), 10% 

(azul), 20% (verde) e 30% (laranja), com suas respectivas atividades relativas. 

 

A presença de 5% de MeOH praticamente não afetou a atividade da 

TcPEPCK, enquanto com 30% de MeOH a atividade foi reduzida em mais da 

metade. Embora 10% de MeOH tenha afetado consideravelmente menos a 
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atividade, quando comparado à 20% de MeOH, o último ainda se mostrou 

satisfatório, pois manteve quase dois terços da atividade. Além disso, uma maior 

concentração de solvente aumenta a extractabilidade da solução e, com a enzima 

imobilizada, espera-se uma maior tolerabilidade ao mesmo. 

 

4.20.3 Ensaio de ligand fishing para inibidores e ativadores 

 

Os ensaios foram iniciados com a TcPEPCK-II-MB, onde três 

biorreatores (1 contendo a enzima desnaturada e 2 contendo a enzima ativa) foram 

carregados, inicialmente, com a mistura dos inibidores a 20 μmol L-1 em Tampão 

A, incubados a 36 °C, 250 rpm e 10 min (Seção 3.22). Em seguida, a TcPEPCK-

II-MB foi lavada por duas vezes com Tampão A, a fim de remover os compostos 

adsorvidos e/ou com baixa afinidade (sobrenadantes S1 e S2). A terceira lavagem 

se trata da extração dos compostos que apresentem afinidade e, como se sabe que 

são ligantes, esperou-se extraí-los (sobrenadante S3).  

A primeira tentativa de extração (FIGURA 4.47i) foi realizada com 

o próprio substrato, utilizando-se 500 L de OAA  500 mol L-1 em Tampão A, 

o qual ficou 10 min em contato com o TcPEPCK-II-MB, em 36 °C e 250 rpm, e 

analisado por LC-MS. No entanto, o cromatograma de íons extraídos obtido 

apresentou apenas OAA, com elevada intensidade, o qual levou 5 minutos para 

terminar de eluir. Assim, constatou-se que o OAA não é um bom extrator por 

prejudicar a análise. 

Como não foi possível constatar se os inibidores foram extraídos, o 

procedimento de carregamento dos biorreatores com a mistura de inibidores foi 

reiniciado, como já descrito. A segunda tentativa de extração (FIGURA 4.47ii) se 

deu com tampão ácido, uma vez que pH ácido altera a afinidade da enzima pelos 

seus substratos e, então, adicionou-se 500 L de tampão acetato de amônio 50 

mmol L-1 em pH 5,5, o qual ficou 10 min em contato com o TcPEPCK-II-MB, em 

36 °C e 250 rpm e analisado o sobrenadante. O cromatograma não apresentou 
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nenhum dos cinco inibidores e, então, outra extração (FIGURA 4.47iii) foi 

realizada da mesma maneira, porém adicionado-se 20% de MeOH ao tampão 

(Tampão F). Novamente não foi observado pico de nenhum inibidor. 

 

 

FIGURA 4.47 – Fluxograma do processo da prova de conceito do ligand fishing, em que o 

procedimento de carregamento foi realizado por três vezes para otimização da etapa de 

extração, tendo sido testado três soluções extratoras, representadas em i, ii e iii. 

 

O procedimento de carregamento foi testado com tempo de 

incubação de 30 min e extração por 10 min com Tampão F, no qual não foi 

observado os inibidores. Os testes de atividade dos biorreatores após as 

incubações com ligantes e extração com tampão contendo MeOH revelou que a 
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TcPEPCK-II-MB continuava ativa, com atividade equivalente ao início dos 

experimentos.  

Para dar continuidade, optou-se por testar a TcPEPCK-III-MB, uma 

vez que foram imobilizadas 150 U, enquanto para TcPEPCK-II-MB foram apenas 

17 U da enzima. Uma carga maior de enzima deve apresentar afinidade por maior 

quantidade de ligante. Então, a TcPEPCK-III-MB foi incubada com a mistura dos 

inibidores por 30 min, seguida de duas lavagens com Tampão A e extração por 

10 min com Tampão F e analisado. A extração revelou os ligantes, como ilustrado 

no cromatograma da FIGURA 4.48, em que os compostos 5 e 7 não foram 

identificados pois, possivelmente, apresentam as menores afinidades dentre todos 

os compostos.  

 

 

FIGURA 4.48 – Cromatograma de íons extraídos para a extração dos ligantes da mistura de 

inibidores da TcPEPCK-III-MB, utilizando-se a coluna Poroshell C18 (100 x 2,1 mm, 2,7 µm, 

Agilent) e fase móvel composta por ACN/água com 0,1% de ácido fórmico 1:4 (v/v), com vazão 

de 0,4 mL min-1, com split onde 0,1 mL min-1 foi enviado para o MS. 

 

Tendo modulado o ensaio para os inibidores, o mesmo procedimento 

foi empregado para a mistura dos ativadores H1, H3, H6, H8 e H10.  A amostra 

foi carregada no biorreator da TcPEPCK-III-MB, incubado por 30 min, seguido 

de 2 lavagens com Tampão A e extração por 10 min com Tampão F. A análise da 

extração está representada na FIGURA 4.49, sendo que as hidantoínas H1, H3 e 

H10 não foram identificadas na solução extratora. 
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FIGURA 4.49 – Cromatograma de íons extraídos, LC-MS, para a extração dos ligantes (S3) da 

mistura de ativadores da TcPEPCK-III-MB,  utilizando-se a coluna Poroshell C18 (100 x 2,1 

mm, 2,7 µm, Agilent) e fase móvel composta por ACN/água com 0,1% de ácido fórmico 35:65 

(v/v), com vazão de 0,4 mL min-1, com split onde 0,1 mL min-1 foi enviado para o MS. 

 

A razão de afinidade, definida na Seção 3.18, foi calculada para os 

compostos que foram extraídos e estão apresentados na FIGURA 4.50.  

 

 

FIGURA 4.50 – Razão de afinidade para os compostos utilizado como prova de conceito para 

a TcPEPCK-III-MB. 

 

Os compostos 9 e H6 apresentaram razões de 1,3, estando próximas 

de 1,2, o que indica a predominância de adsorção ao biorreator controle. Os 

compostos 1, 3 e H8 apresentaram razões de afinidade de, aproximadamente, 1,8. 

O composto 3 foi o que apresentou a maior inibição para a enzima imobilizada. 
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O composto 1 não acompanhou uma elevada inibição da enzima imobilizada, mas, 

em solução, inibiu em proporções semelhantes ao 3. 

Estes resultados evidenciam que a razão de afinidade não está 

diretamente relacionada com o potencial de inibição ou ativação. Contudo, os 

ensaios de ligand fishing revelam potenciais ligantes. 

 

4.21 Ensaio de ligand fishing com extratos de plantas do cerrado 

 

Os ensaios feitos como prova de conceito demostraram que os 

ligantes apresentam afinidade seletiva pelas TcPEPCK-III-MB e podem ser, 

então, identificados em misturas. Assim, na procura de ligante e dada a ausência 

de inibidores conhecidos para TcPEPCK, o biorreator foi aplicado para triagem 

em quatro extratos de plantas oriundas do Cerrado, sendo o extrato da casca para 

Qualea grandiflora Mart. (Vochysiaceae) e Anadenanthera falcata (Benth.) Speg 

(Fabaceae), e o extrato das folhas para Diospyros burchellii DC (Ebenaceae) e 

Byrsonima coccolobifolia (Malpighiaceae).  

A procura de substâncias biologicamente ativas em plantas destaca-

se pelo fato de os vegetais possuírem alta capacidade de produzir estruturas 

moleculares extremamente funcionalizadas, complexas e incomuns, fazendo da 

flora um atraente foco químico e biológico. O Brasil é um país com grande 

biodiversidade e viabiliza oportunidade para a identificação de plantas com 

potencial terapêutico,  sendo o Cerrado o segundo maior bioma da América do 

Sul e com a flora mais rica de todas as savanas do mundo, e está sendo 

considerado um dos hotspots mundiais de biodiversidade150.  

Dentre as espécies selecionadas, a B. coccolobifolia, conhecida como 

murici, apresenta o maior número de estudos de caracterização estrutural e foi 

reportada atividade leishmanicida151. Para Q. grandiflora, conhecida como pau-

terra, foi reportada150 recentemente atividade tripanocida, in vitro, para a fração 

acetato de etila das folhas. Para as espécies A. falcata e D. burchellii, 
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popularmente chamadas de angico-do-cerrado e olho-de-boi, respectivamente, há 

pouquíssimos estudos reportados.  

Os extratos etanólicos secos de cada espécie foram ressuspendidos 

em Tampão A, seguido de centrifugação para utilização da fração hidrossolúvel 

(sobrenadante) nos ensaios de ligand fishing. Previamente aos ensaios, foi feito o 

perfil cromatográfico (fingerprint) para as quatro frações hidrossolúveis dos 

extratos em LC-HRMS, operando em modo gradiente segmentado, utilizando-se 

ACN como modificador orgânico de 5-100%, o HRMS em modo positivo full 

scan e a mesma análise foi repetida com o HRMS em modo negativo (Seção 3.23).  

Para os ensaios de ligand fishing com as frações dos extratos, foi 

utilizado o procedimento modulado para as pequenas moléculas na prova de 

conceito, com lavagens utilizando-se o Tampão A e extração com Tampão F. As 

frações S3 do ensaio foram analisadas e comparadas com o perfil cromatográfico 

obtido para cada extrato. Para os cálculos das razões de afinidade, as frações S3 

das TcPEPCK-MB-III ativas foram comparadas com as frações S3 das TcPEPCK-

MB-III inativas. 

Todos os ensaios foram inicialmente analisados no modo positivo e 

negativo de ionização em full scan. Em ambos os modos não houve diferença no 

número de picos, apenas em suas intensidades, porém com maior quantidade de 

íons no modo positivo. Desta forma, o cálculo da razão de afinidade foi feito em 

função do modo positivo, dada a maior intensidade.  

Os cromatogramas de pico base apresentados na FIGURA 4.51 

ilustram todo o processo para os quatro extratos utilizados. Os ensaios de fishing 

com extratos revelaram a capacidade de interação seletiva da TcPEPCK com 

ligantes. Estas interações podem ocorrer no sítio ativo ou em outras regiões da 

estrutura da enzima. Diversas substâncias foram capturadas, porém, a fim de 

evitar a caracterização de compostos extraídos por interações adsortivas, apenas 

aquelas que apresentaram razão de afinidade maior que 1,2 foram consideradas 

como ligantes. Assim, 11 ligantes foram identificados nos 4 extratos. Todos os 
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ligantes isolados estavam presentes na fração hidrossolúvel do extrato bruto, ou 

seja, não são artefatos da análise. 

 

 

FIGURA 4.51 – Cromatogramas de pico base, LC-HRMS, para os extratos (verde) e frações 

S3 da TcPEPCK-III-MB inativa (preto) e ativas (vermelho e azul), utilizando-se a coluna 

Ascentis Express C18 (100 x 2,1 mm, 2,7 µm, Agilent), com fase móvel composta por água 

contendo 0,1% de ácido fórmico e ACN, em modo gradiente, de 5% a 100% de ACN com 

vazão de 0,4 mL min-1 e modo positivo de ionização, sendo (a) Q. grandiflora, (b) D. burchellii, 

(c) A. falcata e (d) B. coccolobifolia. 

 

Para a proposição das estruturas dos ligantes, somente os espectros 

obtidos no modo positivo de ionização foram considerados devido a maior 

quantidade de íons. Assim, inicialmente foram obtidas as fórmulas moleculares 
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teóricas através da massa exata dos íons [M+H]+ precursores nas análises de full 

scan. Em seguida, para obtenção dos íons fragmentos, as frações S3 foram 

novamente analisadas por LC-HRMS/MS, com o QqTOF operando em modo 

auto MS/MS. Desta forma, com as fórmulas moleculares, os íons fragmentos e 

auxílio da base de dados SciFinder® as estruturas para os ligantes identificados 

foram sugeridas e estão apresentados na FIGURA 4.52. As estruturas estão 

numeradas sequencialmente e seguidas das iniciais dos respectivos extratos dos 

quais os ligantes foram isolados. 
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FIGURA 4.52 – Estruturas moleculares inferidas para os ligantes isolados nos ensaios de ligand 

fishing com os extratos de Q. grandiflora (Qg), D. burchellii (Db), A. falcata (Af) e B. 

coccolobifolia (Bc), sendo 1-Qg e 2-Qg propostos a partir dos dados de MS e os demais 

confirmados pela literatura como metabólitos de plantas. 
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Todos os espectros de massas (full scan e MS2), bem como as 

propostas de fragmentação que levaram a inferir as estruturas, estão mostrados no 

Apêndice (página 155). As razões de afinidade, íons precursores, teóricos e 

fragmentos estão apresentados na TABELA 4.4.  

Para todos os compostos, foram realizadas correlação entre possíveis 

estruturas com os íons fragmentos. Porém, é importante frisar que as análises 

foram realizadas em uma faixa de m/z 100-1000 e alguns íons fragmentos, que 

auxiliariam na proposta da estrutura, ficaram fora da janela espectral.  Em m/z 

abaixo de 100 ocorre um grande número de íons proveniente da fase móvel e 

impurezas do sistema, o que prejudica toda a análise uma vez que são os íons mais 

intensos do espectro.  

Os dois ligantes de maior afinidade, 1-Qg e 2-Qg, são isóbaros e 

mesmo havendo publicações sobre o perfil químico de Qualea sp.150,152,153, 

nenhuma reporta compostos com as fórmulas moleculares sugeridas pela massas 

exatas dos íons encontrados. Além disso, as bases de dados a partir de fórmulas 

moleculares, sugerem uma infinidade de estruturas para os íons encontrados. 

Assim, com base nas fragmentações, foi sugerido a estrutura 2-amino-3-

metilimidazo[4,5-f]quinolinol para 1-Qg (página 155 e 156), e o ácido 2-((2-

hidroxietoxi)carbonil)ciclohexano carboxílico para 2-Qg (página 157). Este 

último, apresenta semelhança estrutural aos compostos reportados como 

inibidores de PEPCK e apresentados na FIGURA 4.36, com estruturas cíclicas 

contendo carbonilas. A estrutura proposta para 1-Qg trata-se de um metabólito 

derivado de um composto gerado normalmente no cozimento de alimentos com 

elevado teor proteico154. Os estudos de fragmentação reportados na literatura para 

tal composto apresentam fragmentos que são coincidentes com os observados 

para o ligante 1-Qg155. 

O ligante 3-Qg é um derivado O-metilado-glicopiranosídeo do 

ácido elágico, caracterisado pelo m/z 317,0310 (perda da porção glicosídica, página 
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158). Na literatura, este composto já foi reportado para Qualea sp.152 como ácido 3-

O-metil elágico 4-O--D-glicopiranosídeo. 

O ligante correspondente ao íon m/z 318,3009 e identificado como 4-

Db foi atribuído a fitosfingosina. Também, foi identificado o íon m/z 274,2755, 

que foi atribuído a uma fragmentação na fonte de ionização, onde 4-Db perdeu a 

porção C2H3O
+ (página 159). A estrutura foi proposta através do fragmento m/z 

256,2648, em que tanto o composto 4-Db quanto o fragmento gerado na fonte 

levaram à formação de m/z 256,2648 devido à perda de água. Embora não tenha 

sido encontrado nenhum estudo que aponte a fitosfingosina em D. burchellii, a 

substância pertence ao grupo dos esfingolipídios, que compreendem uma das 

principais classes de materiais estruturais e moléculas de sinalização lipídica em 

todas as células eucarióticas existentes em plantas, leveduras e alguns tecidos de 

mamíferos156. Mesmo com sua longa cadeia alquílica, a fitosfingosina já foi 

isolada em extrato etanólico de planta da espécie P. nemorosa (Orchidaceae)157 .  

O ligante caracterizado como 5-Af/Bc foi isolado dos extratos de A. 

falcata e B. coccolobifolia. Em ambos os casos, o 5-Af/Bc apresentou no modo 

full scan um íon m/z 331,1066 com baixa intensidade, que foi caracterizado como 

ácido vanílico 4-glicopiranosídeo. Ainda no modo full scan, junto ao íon m/z 

331,1066, foram encontrados os íons m/z 134,9958 e 169,0016 com as maiores 

intensidades do espectro de massas (página 160 a 162). Estes dois íons provêm do 

ácido vanílico 4-glicopiranosídeo, tendo sido produtos de fragmentação na fonte 

de ionização, cujo íon m/z 169,0016 corresponde à porção do ácido com perda da 

unidade glicosídica e m/z 134,9958 à unidade glicosídica com perda neutra de CO. 

As análises de LC-HRMS/MS não levaram a fragmentação do m/z 331,1066 

devido sua baixa intensidade, o que confirmaria a proposta de fragmentação na 

fonte, mas levaram a fragmentação dos outros dois íons. Na literatura este 

metabólito foi reportado em plantas, como ácido vanílico 4--D-glicopiranosídeo, 

para Alpinia zerumbe (Zingiberaceae)158 e sementes de Passiflora molíssima 

(Passifloraceae)159 e avocado (Persea americana Miller, Lauraceae)160. 
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Em relação aos demais ligantes isolados da B. coccolobifolia, a 

catequina (6-Bc, página 162 e 163) e quercetina-3-O-rhamnosídeo (8-Bc, página 

164 e 165) já foram reportados para essa espécie151,161. O kaempferol 3-O-

rutinosídeo (9-Bc, página 165 e 166) foi reportado para B. sericea 

(Malpighiaceae)162. A isoramnetina 3-O-galactosídeo (10-Bc, página 166) foi 

relatada para B. crassifolia (Malpighiaceae)163 e, inclusive, apresentou atividade 

tripanocida em uma fração do extrato etanólico que continha 10-Bc. Ainda, a 

aglicona isoramnetina foi relatada para B. duckeana e B. garcibarrigae 

(Malpighiaceae)164. O ligante 11-Bc (página 167) foi justamente relatado pela 

primeira vez na literatura em uma espécie de B. microphylla (Malpighiaceae), 

como (2S,3S)-3-hidroxi-5,7,4'-trimetoxi-flavan-3-ol, sendo um flavonóide não 

comum165. A estrutura para 7-Bc (página 163 e 164) foi proposta a partir dos dados 

de MS, como uma quercetina semelhante à 8-Bc, porém com três unidades de 

açúcar a mais. 

Quanto as atividades biológicas dos ligantes identificados, o ácido 

elágico (derivado de 3-Qg) já foi reportado como um potente inibidor competitivo 

com o substrato doador de fosfato da caseína quinase II166 (Ki de 20 nmol L-1), da 

proteína quinase A (IC50 = 2 µmol L-1) e proteína quinase C167 (IC50 = 8 µmol      

L-1). Isso pode indicar uma afinidade no sítio de ligação de ATP na TcPEPCK. O 

ligante 4-Db foi reportado como inibidor de fosfatase de S. cerevisiae168, com Ki 

de 0,7 mol%. A inibição, em geral, é atribuída à capacidade de ligação ao fosfato 

de moléculas como o ATP.  

O composto 6-Bc foi reportado como inibidor da fosfoenolpiruvato 

carboxilase (PEPC)169 de F. trinervia e F. pringlei, com inibição nove vezes maior 

que seu inibidor natural, o malato. A PEPC é uma enzima citosólica presente em 

plantas superiores, bactérias, cianobactérias e algas verdes e catalisa a conversão 

irreversível de PEP para OAA e fosfato, na presença de bicarbonato, não 

dependente de moléculas como ADP/ATP170. O composto 8-Bc e o kaempferol 



133 

 

(aglicona no composto 9-Bc)  também já foram reportados como inibidores da 

PEPC de A. viridis171, com Ki de 8,5 e 7,2 mol L-1, respectivamente. 

O ensaio de ligand fishing demostrou a importância da TcPEPCK-

MB como ferramenta para busca de ligantes em misturas complexas, sem a 

necessidade de fracionamento de extrato, seguido de teste de atividade das 

frações. Ademais, a análise dos ligantes isolados por LC-HRMS/MS pode 

proporcionar a identificação de substâncias presentes em baixas concentrações no 

extrato que, muitas vezes, acabam sendo ignoradas durante fracionamentos 

clássicos. Neste contexto, surgem as substâncias 1-Qg, 4-Db e 5-Af/Bc com 

massas exatas que propõe fórmulas moleculares para metabólitos ainda não 

reportados para tais espécies, bem como 2-Qg que ainda não foi reportado como 

um metabólito secundário. 
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TABELA 4.4 – Substâncias e dados LC-HRMS/MS dos ligantes capturados dos extratos de Q. grandiflora (Qg), D. burchellii (Db), A. falcata (Af) e B. 

coccolobifolia (Bc). 

# 
tR 

(min) 

Razão de 

afinidade 
Substância 

Íon 

precursor/

teórico 

[M+H]+ 

Erro 

(ppm) 

Fórmula 

molecular 
Estrutura molecular 

Íons fragmento 

(m/z) 

1-Qg 4,78 295,9 
2-amino-3-

metilimidazo 

[4,5-f]quinolin-5-ol 

217,1075/ 

217,1084 
4,1 C11H12N4O 

 

103,0548, 115,0549, 

130,0657, 144,0821, 

158,0611, 174,0920, 

188,1077, 200,1080 

2-Qg 7,33 9,9 

Ácido         

2-((2-hidroxietoxi) 

carbonil)ciclohexa

no  carboxílico 

217,1067/ 

217,1071 
1,7 C10H16O5 

 

111,0446, 129,0548, 

155,0710, 173,0818, 

217,1082 

3-Qg 9,07 1,2 
Ácido 3-O-metil 

elágico 4-O-

glicopiranosídeo 

479,0808/ 

479,0820 
2,5 C21H18O13 

 

145,0292, 173,0239, 

201,0186, 229,0156, 

257,0089, 285,0070, 

317,0310 

4-Db 18,60 1,5 Fitosfingosina 
318,3009/ 

318,3003 
-1,9 C18H39NO3 

 

150,1122, 256,2648, 

300,2912, 318,3015 
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TABELA 4.4 - Continuação 

# 
tR 

(min) 

Razão de 

afinidade 
Substância 

Íon 

precursor 

[M+H]+ 

Erro 

(ppm) 

Fórmula 

molecular 
Estrutura molecular 

Íons fragmento 

(m/z) 

5-Af/Bc 2,49 1,8 
Ácido vanílico  

4-glicopiranosídeo 

331,1066/ 

331,1024 
12,0 C14H18O9 

 

104,9841, 114,9685, 

120,9736, 148,0170, 

150,9891, 169,0003*. 

101,0058, 102,9662, 

104,9833, 116,9831, 

121,0893, 134,994**. 

6-Bc 3,20 1,6 Catequina 
291,0858/ 

291,0863 
1,8 C15H14O6 

 

123,0448, 139,0399, 

147,0446, 161,0596, 

207,0673 

7-Bc 3,48 1,7 

Quercetina-3-(2G-

rhamnosilrutinosil)

-7-glicosídeo 

919,2707/ 

919,2714 
0,8 C39H50O25 

 

303,0513, 465,1043, 

627,1589 

8-Bc 11,30 2,2 
Quercetina-3-O-

rhamnosídeo 

449,1068/ 

449,1078 
2,2 C21H20O11 

 

129,0557, 153,0192, 

229,0509, 287,0559, 

303,0515 

*Fragmentos correspondentes ao íon m/z 169,0016 gerado na fonte de ionização a partir do composto 5-Af/Bc.  

** Fragmentos correspondentes ao íon m/z 134,9958 gerado na fonte de ionização a partir do composto 5-Af/Bc. 
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TABELA 4.4 - Continuação 

# 
tR 

(min) 

Razão de 

afinidade 
Substância 

Íon 

precursor 

[M+H]+ 

Erro 

(ppm) 

Fórmula 

molecular 
Estrutura molecular 

Íons fragmento 

(m/z) 

9-Bc 11,30 2,2 
Kaempferol-3-O-

rutinosídeo 

595,1645/ 

595,1657 
2,0 C27H30O15 

 

121,0298, 153,0193, 

287,0565 

10-Bc 12,29 2,1 
Isoramnetina 3-O-

galactosídeo 

479,1169/ 

479,1184 
3,1 C22H22O12 

 

127,0410, 153,0198, 

229,0511, 274,0483, 

317,0674 

11-Bc 18,40 1,2 

3-Hidroxi-5,7,4'-

trimetoxi-flavan-3-

ol 

333,1323/ 

333,1333 
2,8 C18H20O6 

 

109,0653, 122,0369, 

137,0604, 147,0451, 

167,0712 
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5 Conclusão 

 

Para o monitoramento da atividade da TcPEPCK, foi desenvolvido 

um método direto por LC-MS/MS para quantificação de PEP, que apresentou 

rapidez, sensibilidade, seletividade e reprodutibilidade, além de minimizar os 

problemas dos ensaios acoplados. Este método foi imprescindível no 

acompanhamento de todas as etapas de purificação e, assim, após diversas 

propostas de purificação, a utilização de precipitação com sulfato de amônio, 

seguida de cromatografia de troca aniônica e cromatografia de afinidade, levaram 

a um elevado nível de pureza da TcPEPCK. 

O método foi utilizado, ainda, para caracterização cinética da 

enzima; com valores de KMapp determinados para OAA e ATP, e aplicado para 

triagem de 34 pequenas moléculas, revelando 20 inibições e 14 ativações, com 

capacidade de identificar baixíssimos valores de inibição. Além disso, os ensaios 

acoplados com enzimas NADH-dependentes provaram ser impraticáveis para 

medidas de atividade com a TcPEPCK, visto que uma baixa concentração de 

NADH levou à elevada inibição da mesma. Tal fato afirma, ainda mais, a 

importância do método direto aqui reportado. Igualmente, o método descrito pode 

ser de grande valia para PEPCKs de outras fontes. 

A partir dos conhecimentos da enzima em solução, a mesma foi 

imobilizada em partículas magnéticas (TcPEPCK-MB), que foram caracterizadas 

cineticamente a partir de um método direto por LC-MS/MS, na qual o KMapp foi 

determinado para o OAA a partir da quantificação de PEP. As inibições obtidas 

com a enzima em solução se confirmaram com às TcPEPCK-MB para alguns 

ligantes testados e, então, foi possível modular ensaios de ligand fishing com estes 

ligantes, revelando o potencial dos biorreatores em realizar a captura seletiva dos 

mesmos. 

Com os ensaios devidamente modulados, a TcPEPCK-MB e o 

elevado nível de pureza obtido para a enzima, foram realizados ensaios de ligand 
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fishing, com extratos de quatro plantas do cerrado brasileiro e analisados por LC-

HRMS(/MS), revelando 11 ligantes seletivos que tiveram suas estruturas inferidas 

a partir dos espectros de massa de alta resolução.  

Contudo, a imobilização da TcPEPCK em partículas magnéticas 

permitiu a reutilização da enzima em diversos ensaios, além de necessitar de uma 

pequena quantidade de amostra dos analitos. O biorreator foi capaz de capturar 

ligantes seletivamente por afinidade sendo que, assim, a TcPEPCK-MB pode ser 

definida como uma ferramenta importante para a triagem de ligantes em coleções 

sintéticas combinatórias ou de extrato de produtos naturais, no processo de busca 

por novos ligantes. 
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Apêndice 

 
FIGURA A.1 – Espectros de massas de alta resolução para o composto 1-Qg, obtidos a partir 

de análises por LC-HRMS(/MS), sendo (a) modo full scan e (b) MS2 do íon m/z 217,1 através 

do modo auto MS/MS. 
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FIGURA A.2 – Proposta de fragmentação para o íon m/z 217,1 correspondente ao composto 1-

Qg. 
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FIGURA A.3 – Espectros de massas de alta resolução para o composto 2-Qg, obtidos a partir 

de análises por LC-HRMS(/MS), sendo (a) modo full scan e (b) MS2 do íon m/z 217,1 através 

do modo auto MS/MS. 

 

FIGURA A.4 - Proposta de fragmentação para o íon m/z 217,1 correspondente ao composto 2-

Qg. 
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FIGURA A.5 – Espectros de massas de alta resolução para o composto 3-Qg, obtidos a partir 

de análises por LC-HRMS(/MS), sendo (a) modo full scan e (b) MS2 do íon m/z 479,1 através 

do modo auto MS/MS. 

 

 

FIGURA A.6 – Proposta de fragmentação para o íon m/z 479,1 correspondente ao composto 3-

Qg. 
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FIGURA A.7 – Espectros de massas de alta resolução para o composto 4-Db e seu íon 

fragmento gerado na fonte, com m/z 274,2799,  obtidos a partir de análises por LC-

HRMS(/MS), sendo (a) modo full scan, (b) MS2 do íon m/z 274,3 e (c) MS2 do íon m/z 318,3 

através do modo auto MS/MS para os dois últimos. 

 

 
FIGURA A.8 – Proposta de fragmentação do íon m/z 318,3, correspondente ao composto 4-Db, 

gerando o íon m/z 274,31 na fonte ESI, bem como um fragmento gerado a partir de cada íon. 
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FIGURA A.9 – Espectros de massas de alta resolução para o composto 5-Af/Bc e seus dois íons 

fragmento, gerado na fonte ESI, com m/z 134,9958 e 169,0016, obtidos a partir de análises por 

LC-HRMS(/MS), sendo (a) modo full scan, (b) MS2 do íon m/z 135,0 e (c) MS2 do íon m/z 

169,0 através do modo auto MS/MS para os dois últimos. 
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FIGURA A.10 – Proposta de fragmentação na fonte ESI para o composto 5-Af/Bc, gerando os 

íons  m/z 169,0 e 135,0. 

 

 

FIGURA A.11 – Proposta de fragmentação do íon m/z 135,0, gerado na fonte ESI a partir do 

composto 5-Af/Bc. 
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FIGURA A.12 - Proposta de fragmentação do íon m/z 169,0, gerado na fonte ESI a partir do 

composto 5-Af/Bc. 

 

 

FIGURA A.13 – Espectros de massas de alta resolução para o composto 6-Bc, obtidos a partir 

de análises por LC-HRMS(/MS), sendo (a) modo full scan e (b) MS2 do íon m/z 291,3 através 

do modo auto MS/MS. 
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FIGURA A.14 – Propostas de fragmentação para o íon m/z 291,3 correspondente ao composto 

6-Bc. 

 

 

FIGURA A.15 – Espectros de massas de alta resolução para o composto 7-Bc, obtidos a partir 

de análises por LC-HRMS(/MS), sendo (a) modo full scan e (b) MS2 do íon m/z 919,3 através 

do modo auto MS/MS. 
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FIGURA A.16 – Propostas de fragmentação para o íon m/z 919,3 correspondente ao composto 

7-Bc. 

 

 

FIGURA A.17 – Espectros de massas de alta resolução para o composto 8-Bc e 9-Bc (ambos 

coeluem), obtidos a partir de análises por LC-HRMS(/MS), sendo (a) modo full scan e (b) MS2 

do íon m/z 449,1 (8-Bc) através do modo auto MS/MS. 
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FIGURA A.18 – Propostas de fragmentação para o íon m/z 449,1 correspondente ao composto 

8-Bc. 

 

 

FIGURA A.19 – Espectros de massas de alta resolução para o composto 8-Bc e 9-Bc (ambos 

coeluem), obtidos a partir de análises por LC-HRMS(/MS), sendo (a) modo full scan e (b) MS2 

do íon m/z 595,2 (9-Bc) através do modo auto MS/MS. 
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FIGURA A.20 – Propostas de fragmentação para o íon m/z 595,2 correspondente ao composto 

9-Bc. 

 

 

FIGURA A.21 – Espectros de massas de alta resolução para o composto 10-Bc, obtidos a partir 

de análises por LC-HRMS(/MS), sendo (a) modo full scan e (b) MS2 do íon m/z 479,1 através 

do modo auto MS/MS. 

 

 

FIGURA A.22 – Propostas de fragmentação para o íon m/z 479,1 correspondente ao composto 

10-Bc. 
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FIGURA A.23 – Espectros de massas de alta resolução para o composto 11-Bc, obtido a partir 

de análises por LC-HRMS(/MS), sendo (a) modo full scan e (b) MS2 do íon m/z 333,1 através 

do modo auto MS/MS. 

 

 

FIGURA A.24 – Propostas de fragmentação para o íon m/z 333,1 correspondente ao composto 

11-Bc. 


