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RESUMO

FOSFOENOLPIRUVATO CARBOXIQUINASE IMOBILIZADA:
NOVOS MODELOS DE TRIAGEM DE LIGANTES.

A enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) é amplamente
distribuida nos organismos e atua na conversdo reversivel do fosfoenolpiruvato
(PEP) para oxaloacetato (OAA), na presenca de CO, e um cétion divalente,
dependente de ATP ou GTP. A sua atividade catalitica é normalmente monitorada
por ensaios acoplados com malato desidrogenase ou piruvato quinase/lactato
desidrogenase. Assim, o produto da reacdo da PEPCK e convertido em outro pela
acdo de uma enzima NADH-dependente, com o monitoramento do NADH
consumido através da diminuicdo da absorbancia a 340 nm. A principal
desvantagem dos ensaios acoplados é que qualquer interferéncia 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 liquido hifenada a espectrometria de massas (LC-MS). A
dificuldade relacionada aos substratos e produtos da PEPCK é sua elevada
hidrofilicidade e baixa retencdo no modo reverso de eluicdo, o que leva a
coeluicdo ou baixa resolucéo de picos. Apesar disso, o PEP foi quantificado em
coeluicdo com OAA através da diferenciacdo obtida pelos ions 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 anionica e de
afinidade. O método LC-MS foi utilizado, entdo, para monitorar a purificacao da
PEPCK de T. cruzi, bem como para determinar todos os parametros 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 imobilizacdo
da PEPCK em particulas magnéticas, foi modulado com base em uma série de
compostos sintéticos que foram selecionados para PEPCK usando o ensaio de
atividade em solugdo aqui desenvolvido. Na busca por ligantes seletivos, foram
realizados ensaios de ligand fishing, baseados em afinidade, para a triagem em
quatro extratos etandlicos de plantas brasileiras do cerrado: Qualea grandiflora,
Diospyros burchellii, Anadenanthera falcata e Byrsonima coccolobifolia. A
caracterizacdo quimica dos ligantes identificados foi realizada através de anélise
por LC-HRMS. Esses resultados sdo totalmente discutidos. Os esforgos 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 sdo
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 COy, 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 PEPCKSs to magnetic particles was modulated based on a series
of synthetic compounds that were screened towards PEPCKSs 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.



XXIV

SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS ...t vii
LISTA DE TABELAS . ... .ottt X
LISTADE FIGURAS ..ottt Xi
LISTA DE ESQUEMAS. ...ttt e XXi
RESUMO ...ttt bbb snbe e XXii
ABSTRACT e et e et sr e nn s podlll
L INEFOTUGED ...ttt ereas 1
1.1 Enzimas e ensaios de triagem de alta eficiéncia..........ccccceeevevieviecincinnenne, 1
1.2 A cromatografia de bioafinidade na identificacdo de ligantes.................... 4
1.3 Ensaios de 1igand fiSNING ........ccccocviiiiiiiiiece e 7
1.4 Imobilizagao de BNZIMAS .......eiiiiiiiie i 10
1.5 A enzima fosfoenolpiruvato carboXiquinase..........cccccevvvevieiieeieesee s, 14

2 ODJOLIVOS. ...c..eieiee et ns 22
3 Procedimento ExXperimental...........cccccocooiiiiiii i 23
TN I 1 = (=] = TSR P PR PPRRRR 23
3.2 TampOeS ULTHZAAOS.......ccueiieiieeiiecee e 26
3.2.1 Tampdes utilizados em etapas cromatograficas...........cccccevvvvernennns 26
3.2.2 Ensaios de atividade, imobilizacédo e ligand fishing .............c.cccoc...... 26

3.3 Expressdo da TCPEPCK em E. COli...ccoviviiiiiiiiiiicicee 27
3.4 Purificag@o da TCPEPCK ......ocoiiieiiiiese et 28
3.4.1 Procedimento de purifiCagao A ........cooviieiiniienenie e 28
3.4.2 Procedimento de purifiCagao B ........cccccviveviiiieiiiiinie e 29
3.4.3 Procedimento de purifiCagao C........ccocvviiiiiiinininne e 30

3.5 Teste de atividade da TCPEPCK .....coooieieeeeeeeeee 31



XXV

3.5.1 Reacéo de descarboxilacao e fosforilagdo ...........ccccccvevveiveiiciiinennnn, 31
3.5.2 Reacéo de carboxilagéo e desfosforilagao ............ccoovvveniiiiiienennn, 32

3.5.3 Avaliacédo da influéncia dos metais na reacdo de descarboxilacdo e

FOSTOMIAGAD ... e 32

3.5.4 Testes de tampOes e aditivos para a reacdo de carboxilacdo e

deSTOSTOrTIACA0. ......ccvveivie e 33
3.6 O SiStemMa LC-MS/MS........ooiiiiee s 33
3.7 0 SIStEMA LC-UV ... 34

3.7.1 Métodos para analise da atividade no sentido da carboxilacéo ......... 34

3.7.2 Tempo de acoplamento .........ccceveiiiiiierie e 35

3.7.3 MEL0UO 2D LC-UV ..ottt 35
3.8 Imobilizagdo da TCPEPCK em capilar..........ccoovieiiiiiiiiiiinieees 36

3.8.1 Prepar0 dos ICERS. ..o 36

3.8.2 Anélise da atividade doS ICERS..........cccoeiiieiiieie e 37
3.9 Imobilizacdo da TcCPEPCK em particulas magnéticas..........c.c.ccccevvenrnnen. 38
3.10 Qualificacdo de método LC-MS para TcCPEPCK-D2-MB...........c..c....... 39
3.11 Caracterizacdo cinética da TCPEPCK-D2-MB ..........cccccocevievieciie e, 40

3.12 Imobilizacdo de ATP em particulas magnéticas e aplicacdo na purificacao
A TCPEPCK ...ttt bbbt 41

3.13 Efeito do pH, da temperatura e do tempo de reacdo para TcCPEPCK em

0] [1 o7 T TSRS PRSI 42
3.14 Qualificacdo do método analitico para a TcCPEPCK em solugéo............ 43
3.15 Caracterizaco cinética da TCPEPCK em SOIUGED .......ccvvvvvvviiviivinienen, 44

3.16 Qualificacdo do método analitico para a TcCPEPCK-11-MB e TcPEPCK-



XXVI

3.17 Caracterizacao cinética da TcPEPCK-I1-MB e TcPEPCK-III-MB ........ 46
3.18 Triagem de ligantes da TCPEPCK em SOIUGA0...........ccevvereeiieiieninenne. 47
3.19 Ensaio de atividade para a TCPEPCK-MB..........cccccoovvivivevieiie e 49
3.20 Teste de inibigdo com a TCPEPCK-II-MB...........cccoooiiiiiiiiiiiicecee, 50
3.21 Teste de tolerancia da TCPEPCK a0 MeOH .......cccccovivviiiiiniiie e, 51

3.22 Prova de conceito para ensaio de ligand fishing com a TcPEPCK-II-MB e
TCPEPCK-HT-MBi.......ooiiee ettt s 52

3.23 Ensaio de ligand fishing para a TcCPEPCK-MB com extrato de plantas do

(01 1 72 To [0 SRS PSPPSR 55
4 ReSUItadOS € ISCUSSAOD .....uevveevieiiieiieiiieeieesieesiee e seesie e et e e sneeeneeeeeenns 59
4.1 Desenvolvimento de método LC-UV para a reacédo de carboxilacéo....... 59
4.2 Expressao e purificagdo da TCPEPCK .......ccccovviiiiieeceecee e 62
4.3 Cromatografia 2D LC........ccooiiiiiiiiece e 65
4.4 Reacéo de descarboxilacdo e fosforilagdo da TCPEPCK .........cccovvennnee, 72
4.5 Imobilizacdo da TcPEPCK e preparo do ICER .........cccevvevieiiecieciee, 73
4.6 Imobilizacdo da TcPEPCK em particulas magneticas..........c.ccceevvernenen. 75
4.7 Desenvolvimento de método LC-MS/MS..........cccoiiiiiiiieniene e 76
4.7.1 Detecgdo de PEP NOMS ... 76
4.7.2 Acoplamento LC-MS ... 78
4.8 Influéncia do DTT, Mn?* e Mg?* na atividade da TcCPEPCK.................... 79

4.9 Qualificacdo do método analitico por LC-MS para a TCPEPCK-D2-MB 81

4.10 Estudo cinético do TCPEPCK-MB..........ccooeiiiiiii i, 82
4.11 Teste de atividade dOS ICERS ......ccccvvviiieiieee e 84
4.12 Purificacdo em coluna de afinidade .........ccccoevviieiiiininee e 85

4.12.1 Sintese de ATP-MB para purificacdo da TcPEPCK.........c.ccccovneee. 92



XXVII

4.13 Caracterizacdo da TCPEPCK em SOIUGAO...........ccecvvvevieeveeiie e 95
4,131 EfeltO dO PH oo s 95
4.13.2 Efeito da tempPeratura ........ccecveiieeiieese et 96
4.13.3 TEMPO A8 FEAGAD .....eeveeeieneeiiieieeiee sttt 97
4.13.4 Qualificacdo de método LC-MS/MS para enzima em solucéo........ 98
4.13.5 Avaliagéo das etapas de purificagdo ..........cccceeeeiiiiiininninicnnen, 101
4.13.6 Caracterizacgéo cinética da TCPEPCK em solucgéo.............cc.......... 102

4.14 Imobilizagio da TCPEPCK-1I1 em capilar .........cccooveviiiiiinnniiee, 103

4.15 Imobilizacdo da TcPEPCK-II e TcPEPCK-III em particulas magnéticas

4.16 Qualificacdo do metodo LC-MS/MS para enzima imobilizada em

PArticulas MAgNALICAS .......cccveieeieiiece e ere s 105
4.17 Caracterizacdo cinetica do TcPEPCK-11-MB e TcPEPCK-III-MB....... 106
4.18 BUSCA 0E HIGANTES .....c.eeeieeciiecee et 107
4.19 Teste de inibicdo com TCPEPCK-II-MB ..., 115
4.20 Prova de conceito com TcPEPCK-II-MB e TcPEPCK-11I-MB............ 117

4.20.1 Desenvolvimento de método LC-MS para inibidores e ativadores118

4.20.2 Teste de tolerancia da TcPEPCK a MeOH para extra¢do em ensaios

de ligand fIShING .....coooii i 120
4.20.3 Ensaio de ligand fishing para inibidores e ativadores.................... 121
4.21 Ensaio de ligand fishing com extratos de plantas do cerrado............... 125

5 CONCIUSAD ...t 137
6 Referéncias BiblOgrafiCas .........ccocovviiiii i 139

APBNAICE ... e 155



1 Introducao

1.1 Enzimas e ensaios de triagem de alta eficiéncia

Enzimas sdo macromoléculas gque atuam como biocatalisadores
destinados a acelerar, em ordens de magnitude, reacBes quimicas essenciais a
vidal, sendo conhecidas mais de 5.000 reacOes catalisadas pelas mesmas?. Ainda,
mediam uma variedade de processos in vivo, incluindo transformacdes oxidativas
e conjugativas, bem como as vias de sinalizagéo intracelular®. Para controlar o
metabolismo, muitas enzimas interagem naturalmente com compostos,
denominados inibidores, que diminuem ou impedem sua funcéo catalitica®.

Devido a sua vasta gama de atividades biologicas, as enzimas séo
muitas vezes o alvo para a triagem de pequenas moléculas moduladoras de sua
atividade, que possam atuar como farmacos®. Por exemplo, os inibidores da
enzima conversora de angiotensina sdo importantes medicamentos para o
tratamento de hipertensdo, enquanto os inibidores de protease sdo agentes chave
no tratamento do HIV, que controlam a AIDS?,

O esforco para desenvolver medicamentos inovadores mais
rapidamente, sem afetar a qualidade e seguranca, tem impulsionado a procura de
novas estratégias e metodologias. Os aspectos principais do processo de
descoberta de um hit ou candidato a farmaco incluem o desenvolvimento de
metodologias de triagem de alta eficiéncia (HTS, do inglés high throughput
screening) em larga escala, para a avaliagdo da atividade biologica, analise de
interacOes medicamentosas e a determinacéo das propriedades fisico-quimicas®.

Existem trés consideracdes importantes para a escolha de um alvo
terapéutico destinado a HTS. A primeira estd baseada na relevancia do alvo, ou
seja, refere-se a importancia da doenca na qual o mesmo se relaciona. A relacédo

entre a relevancia do alvo e seu ineditismo € inversa. A segunda consideracao esta



relacionada a 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 gque contenham
propriedades farmacodindmicas 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 dificeis devem ser comparados com o grau de validacdo e relevancia
bioldgica do alvo. Tal validade pode ser avaliada com abordagens genéticas -
através de nocaute de gene ou RNA de interferéncia - e/ou experimentos baseados
em ligantes”®,

Dentre as diversas formas de se buscar um hit, destaca-se o uso de
ensaios bioguimicos ou com células. Os ensaios bioquimicos buscam por
compostos que interagem com um alvo isolado em um ambiente artificial. Os
ensaios com ceélulas, embora mais vantajosos; dado que os compostos testados
interagem com uma mistura mais realista do alvo em seu ambiente fisioldgico,
sdo mais dificeis de executar em alta produtividade. Assim, desde o inicio da
década de 90, quando HTS se tornou uma area central na busca de novos
farmacos, os ensaios bioguimicos ja predominavamé.

Os ensaios bioquimicos de HTS referem-se a utilizagdo de uma
proteina alvo purificada ou parcialmente purificada para triagem em bibliotecas
de compostos. Este sistema experimental, em principio, € o mais simples,
permitindo a avaliacéo direta da interacdo entre um alvo e uma molécula de teste.
Em contrapartida, a complexidade das células, como a permeabilidade da
membrana, interagdes no plasma e o metabolismo do composto, pode mascarar
ou impedir a identificacdo de ligantes com baixa afinidade na descoberta de um
hit. Com os dados bioquimicos iniciais, pode-se estender para ensaio secundario
baseado em células e outros mais complexos®.

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

compostos quimicos e a necessidade crescente de reducéo no volume de trabalho,



tempo e custo, impulsionaram a ampliac@o na capacidade das placas de 96 pogos
de HTS, para 384 pocos (10-20 uL) com uma média de 10 mil ensaios por dia e,
posteriormente, para 0s microensaios com 1586 pocos (~ 2 uL) e média de 100
mil ensaios por dia. Os microensaios apresentam longo tempo de projeto para
implementagéo e operagéo robética, o que os torna muito caros!®*2, O termo ultra
high throughput screening refere-se a capacidades superiores a 100 mil ensaios
por dia (< 2 uL), totalmente automatizados e, muitas vezes, é designado por
pHTSHB4,

Os ensaios de HTS para inibidores enzimaticos normalmente
envolvem testes espectrofotométricos ou fluorimétricos utilizando placas multi-
pocos em bibliotecas de compostos sintéticos ou isolados de produtos naturais.
Tais ensaios apresentam caracteristicas como: necessidade de reagentes
colorimétricos ou fluorimétricos adequados para gerar um sinal, interferéncias
causadas por compostos que absorvem ou fluorescem em comprimentos similares
ao reagente e ineficiéncia para triagem em misturas®.

Alternativamente as colecdes de compostos sintéticos, 0s
metabdlitos secundarios, devido suas estruturas e grupos multifuncionais, sdo
colecBes atrativas para triagem?®. No entanto, os extratos de produtos naturais séo
misturas complexas que contém um grande numero de compostos, necessitando
de isolamento, sendo que 0s compostos ativos estdo normalmente presentes em
baixa quantidade. No caso de plantas, por exemplo, o conteudo é geralmente
inferior a 0,01% do seu peso seco, com poucas excecoes!’ 18,

De forma classica, os metabolitos sdo isolados e realizados testes de
atividade biologica. Para evitar os isolamentos de metabdlitos que ndo apresentam
atividade, surgiram abordagens de fracionamento de extratos naturais guiado por
bioensaios. Desta forma, apenas as fracdes bioativas sdo selecionadas para o
isolamento dos compostos, seguido dos testes de atividade bioldgica individuais.
No entanto, os fracionamentos bioguiados envolvem etapas repetitivas de testes

de fracionamento e atividade biologica sendo, geralmente, trabalhoso, caro, pouco



eficiente e demorado®®?°. Alternativamente as placas multi-pogos dos HTS e,
valendo-se da seletividade e alta produtividade, abordagens baseadas em

afinidade tém se tornado atrativas para triagem de produtos naturais®@.

1.2 A cromatografia de bioafinidade na identificacao de ligantes

A cromatografia de bioafinidade pode ser definida como uma
cromatografia a liquido que utiliza uma enzima ou outra biomolécula alvo como
fase estacionadria. Esta fase estacionaria pode ser produzida ligando-se
covalentemente, aprisionando, adsorvendo ou, de alguma outra forma,
imobilizando a biomolécula em um suporte cromatografico. Este suporte pode ser
colocado dentro de uma coluna ou capilar para utilizagdo?! ou, ainda, pode ser a
propria superficie interna do capilar??. A biomolécula imobilizada se liga
seletivamente ao ligante ou grupo de ligantes de uma amostra, com alta
especificidade e seletividade, tal como observado nas interagfes dos sistemas
biolégicos como a interacdo enzima-substrato ou a antigeno-anticorpo® 2,

Desta maneira, a cromatografia de bioafinidade é empregada com
sucesso em projetos de quimica medicinal para a caracterizacdo detalhada das
interacdes entre os farmacos e as proteinas alvo. A exploracao dos principios de
separacdo por afinidade foi desenvolvida por Emil Starkensten em 1910, que
reportou a ligacdo de a-amilase em amido insoltvel?. O termo cromatografia de
afinidade foi introduzido em 1968, por CUATRECASAS et al.?’, ao descrever a
técnica de purificagdo de enzimas atraves de fases estacionérias contendo
substratos ou inibidores imobilizados, diferenciando-se das outras técnicas

cromatograficas, como apresentado na FIGURA 1.1.
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FIGURA 1.1 — Principios empregados em cromatografia: (a) por filtracdo em gel, (b) de
interacdes hidrofdbicas, (c) de troca iénica, (d) de afinidade e (e) em fase reversa, adaptado?.

Nesse contexto, o que diferencia a cromatografia de afinidade
classica da cromatografia de bioafinidade é que, no primeiro caso, um ligante
seletivo de alta afinidade é imobilizado usualmente para purificar uma proteina,
enquanto no segundo, a biomolécula é imobilizada para triar ligantes de baixa a
alta afinidade?®.

Trés etapas sdo essenciais ao desenvolvimento da cromatografia de
bioafinidade, quando a biomolécula alvo é uma enzima: a imobiliza¢do da enzima,
a avaliacdo da preservacdo da atividade e determinacdo dos parametros cinéticos
apods a imobilizagdo®.

A cromatografia de bioafinidade permite a facil caracterizacdo
termodin@mica, cinética e quimica, alem do mecanismo de interacdo biologica em
um sistema hifenado online3!. Uma abordagem para este tipo de estudo é a elui¢do
zonal. Nesse modo de eluicdo, injeta-se um ligante em baixa concentragdo na
coluna de bioafinidade para determinac6es de, por exemplo, afinidade relativa,
intensidade das interacOes, efeitos da mudanca de condicdes reacionais (pH,
solvente, temperatura, etc.), triagens e mecanismos de inibi¢do32%,

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

comparavel com sua afinidade pelo alvo. Mas, dada a baixa eficiéncia



cromatografica da coluna, ndo € possivel, quase sempre, separar 0s compostos de
uma mistura com base em suas afinidades relativas. Portanto, muitas vezes séo
utilizados sistemas cromatograficos multidimensionais®!.

Em métodos multidimensionais, a primeira dimensao esta ligada em
uma bomba de um cromatdgrafo a liquido (LC); que € utilizada para a entrega de
fase movel, a um amostrador automatico e a uma coluna que contém uma
biomolécula imobilizada. A segunda dimensdo também utiliza uma bomba de LC,
mas esta acoplada a uma coluna analitica e a um detector conveniente34, gerando
um sistema cromatografico bidimensional (2D LC). Alternativamente aos
métodos multidimensionais, € possivel acoplar a coluna de bioafinidade
diretamente ao espectrometro de massas®3¢. Mesmo sem eficiéncia
cromatografica da coluna, o MS é capaz de monitorar seletivamente o ion de
interesse, desde que a fase movel usada para eluicdo com a biomolécula seja
compativel com tampdes de baixa forca iGnica, necessarios ao electrospray
(ESI)*".

Uma outra abordagem para a cromatografia de bioafinidade é a
eluicdo frontal, na qual a solucdo em triagem de concentragdo conhecida é
continuamente injetada. Os diferentes ligantes migram pela coluna em taxas
diferentes e permanecem retidos, baseado em suas afinidades, até a saturacdo dos
sitios de interacdo, quando a eluicdo se inicia®*%. O cromatograma resultante
deste modo de analise € frequentemente denominado curva de ruptura, sendo esta
técnica empregada para avaliar a retencdo relativa com base na afinidade3'38, A
eluicédo frontal pode ser empregada para andlises individuais de ligantes ou em
misturas. Em andlises individuais, pode ser utilizada a deteccdo por UV/Vis ou
fluorescéncia®!, enquanto em mistura exige a utilizacdo de MS.

Uma vantagem da eluicdo frontal sobre a zonal reside na
possibilidade de informacdo simultanea das constantes de equilibrio para a
interacdo do alvo com o ligante e a capacidade de ligacdo da coluna. No entanto,

a analise frontal necessita de maiores concentracdes do ligante a ser estudado. Por



outro lado, experimentos com eluicédo zonal s&o mais convenientes para identificar
os locais de interacdo e mensurar tais interacoes nesses locais??.

A cromatografia de bioafinidade apresenta diversas conveniéncias na
busca de ligantes, como a identificacdo direta de um composto bioativo.
Entretanto, a triagem em extratos naturais ainda é um desafio. Além disso, a fase
movel deve ser predominantemente aquosa (tipicamente > 95%) para assegurar
adequadas interacOes ligante-proteina, o que pode resultar em um aumento de

interacOes ndo especificas com o suporte, sobretudo em colunas empacotadas®.

1.3 Ensaios de ligand fishing

O ligand fishing € uma técnica baseada em afinidade, na qual, devido
a interacdo de um ligante com uma biomolécula alvo, € possivel separa-lo dos
demais componentes de uma mistura®. Estes ensaios tém sido aplicados de
diferentes formas, tais como ultrafiltragdo**3, microdialise***°, nanotubos*4’,
particulas magnéticas***8, zedlitas*, fibras ocas®®>!, etc. Quando se trata de
enzimas, dada a excelente preservacdo da atividade enzimatica e a praticidade no
manuseio, as particulas magnéticas (MB, do inglés magnetic beads) tém sido, até
0 momento, o suporte sélido mais amplamente utilizado para a captura de
ligantes*®°2,

Desta forma, as MBs contendo a enzima imobilizada (enzima-MB)
podem ser imersas diretamente em misturas de colecdes sintéticas ou em extratos
naturais brutos, onde os compostos com afinidade pela biomolécula séo retidos e
facilmente retirados da mistura, com auxilio de um imé, enquanto os néo ligantes
permanecem no sobrenadante e, em seguida, sdo removidos. A FIGURA 1.2.
ilustra o processo geral dos ensaios de ligand fishing, na qual apenas 0s compostos
que apresentam afinidade s3o capturados seletivamente ou “pescados” pela

biomolécula3®3,
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FIGURA 1.2 — Esquema geral do principio dos ensaios de ligand fishing. Inicialmente a
enzima-MB é imersa em uma mistura (representada por e, A e []) e apenas as substancias com
afinidade pela biomolécula (e) ficam retidas na mesma. Os demais compostos (A e [J)
permanecem em solugdo e podem ser facilmente removidos.

Os ensaios de ligand fishing sdo realizados de maneira off-line, na
qual a captura seletiva de ligantes e a analise sdo dois passos independentes>. A
FIGURA 1.3 sumariza as etapas do processo onde, em principio, seleciona-se a
mistura ou extrato de interesse em que a enzima-MB sera imersa (carregamento)
e incubada (etapa 1), seguido de lavagem para remocdo dos compostos que nédo
apresentaram afinidade (etapa 2), extracdo dos ligantes retidos (etapa 3) e anélise

para identificacdo dos mesmos3®>°,

Analise
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FIGURA 1.3 — Etapas envolvidas nos ensaios de ligand fishing. Etapa 1: carregamento com a
mistura de interesse e incubacdo por tempo estabelecido, seguido da remocéo do sobrenadante
1 (S-1). Etapa 2: lavagem para retirada dos compostos néo retidos utilizando-se a Solugéo 1, de
2 a 3 vezes, gerando os sobrenadantes 2 (S-2). Etapa 3: extracdo dos compostos (ligantes) que
apresentaram afinidade, através da adicdo da Solucdo 2, seguido de incubacdo por tempo
estabelecido e analise desta fracdo (S-3). Etapa 4: recondicionamento com a Solugdo 1 para
reuso, caso a Solucdo 3 ndo tenha desnaturado a proteina.



O tempo de incubacdo com a mistura de interesse, de lavagem e
extracdo, bem como a solucdo extratora dos compostos retidos, sdo variaveis que
devem ser avaliadas caso a caso. A solugao extratora deve ser capaz de romper a
interacdo entre o ligante e a biomolécula, através da reducdo da afinidade de
ligacdo entre ambos, fazendo com que os ligantes voltem para o sobrenadante. A
solucdo extratora (Solugdo 2, FIGURA 1.3) pode ser a mesma solugcdo de
incubacéo, mas com aplicacdo de temperatura, variacdo de pH e/ou forga idnica,
com adicdo do substrato ou solvente orgénico e, caso ainda ndo seja possivel
extrair os ligantes retidos, a solucdo extratora pode ser diferente da solucdo de
incubacdo®®. As variacGes na solucdo para a extracdo dos ligantes podem afetar a
atividade da enzima e, desta forma, € necessaria uma etapa de recondicionamento
e avaliacdo da atividade, antes de reiniciar 0 processo.

A andlise dos ligantes extraidos nos ensaios de ligand fishing em
combinacéo com técnicas cromatograficas hifenadas a espectrometria de massas
de alta resolucdo (LC-HRMS) e/ou ressonancia magnética nuclear (LC-PDA-
SPE-NMR)®’, fornecem identificacdo rapida e/ou caracterizagdo estrutural
completa dos ligantes da mistura com identificacdo 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 caraterizacdo da interagédo
dos ligantes puros com a enzima®®,

Previamente aos ensaios, deve-se selecionar as particulas magnéticas
que serdo utilizadas como suporte para imobilizacdo. As particulas variam em
tamanho, de nanGmetros a micrometros, e sdo constituidas de um material
magnético (6xido de ferro, cobalto ou niquel)®. A magnetita (FezO,) é o mais
magnético de todos 0s minerais que ocorrem naturalmente na Terra e €, portanto,
amplamente usada para a imobilizacdo, estando disponivel comercialmente em
diversos tamanhos e com diferentes grupos funcionalizados®4. Em circunstancias
normais, quanto menor o tamanho de uma particula, menor a temperatura

necessaria para a transi¢éo do ferromagnético para o superparamagnético. Devido
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ao menor tamanho das nanoparticulas magnéticas, elas geralmente exibem um
comportamento superparamagnético que leva a uma estrutura superficial mais
favoravel para a modificacdo®.

As nanoparticulas tendem a se agregar devido a sua alta energia
superficial causada pela elevada area superficial. Além disso, as nanoparticulas
de oxido de ferro podem ser facilmente oxidadas pelo ar, resultando em perda de
magnetismo e dispersibilidade. Portanto, a utilizacdo de microparticulas
funcionalizadas tem sido amplamente aplicada na imobiliza¢ao de enzimas. Estas
possuem elevada superficies especificas e podem ser separadas rapidamente
através da aplicacdo de forcas magnéticas externas. Desta forma, 0 processo de
separacdo e brando para a enzima, evitando as forcas de cisalhamento causadas
pela centrifugacdo, como quando o ensaio de ligand fishing é realizado com
ultrafiltracdo, nanotubos, zedlitas ou fibras ocas>~°.

Uma das maiores vantagens do uso de ligand fishing € a possibilidade
de identificacdo de ligantes de baixa afinidade, que geralmente sdo negligenciados
quando se utilizam outras técnicas de triagem, bem como metabolitos secundarios

de baixa concentragdo que possuem alta afinidade pelo alvo biol6gico®.

1.4 Imobilizacdo de enzimas

Os biocatalisadores, em geral, apresentam seletividade e
especificidade (regio-, quimio- e estereosseletividade)®. Tais propriedades tém
sido exploradas pela quimica sintética, pois dispensa etapas de ativacdo ou
protecdo de grupos funcionais, além dos biocatalisadores serem biodegradaveis e
ndo deixam residuos de metais pesados. As reacdes biocataliticas sao
ambientalmente amigaveis, pois usualmente ocorrem em condi¢Ges brandas
(temperatura menor que 100 °C, pressao ambiente e pH proximo a neutralidade)
requerendo baixas quantidades de energia®l. As enzimas podem ser imobilizadas

e reutilizadas por muitos ciclos, superexpressadas para tornar 0S Processos
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economicamente mais eficientes ou, ainda, modificadas para o aperfeicoamento
de sua atividade®.

O processo de imobilizagdo vem sendo estudado h& anos. A
motivacdo inicial foi devido a substituicdo dos processos industriais, catalisados
por enzimas em solucdo, por seus homologos imobilizados sobre um suporte.
Desta maneira, a enzima pode ser utilizada em reatores de processo continuo
devido ao aumento de estabilidade, é facilmente removida da mistura reacional e
mantém sua atividade preservada por diversos ciclos. Estas implementagdes
reduziram o0 custo com o biocatalisador, representando uma economia
significativa em operagdes que requerem enzimas caras®. Além destas vantagens,
a imobilizacdo geralmente permite operagdes em meio ndo aquoso e a utilizagéo
em processos multienzimaticos®.

A imobilizacéo pode ocorrer por trés métodos tradicionais: ligacdo a
um suporte, aprisionamento (encapsulamento) e ligacdo cruzada (FIGURA 1.4).
A ligacdo a um suporte pode ser de natureza fisica, ibnica ou covalente. O
aprisionamento ocorre através de inclusdo da enzima em uma rede polimérica
(estrutura de gel) ou um dispositivo de membrana. A ligacdo cruzada, de
agregados ou cristais de enzimas, utiliza um reagente bifuncional para preparar as

macroparticulas®,

25N 7 N N

(b) (c)

FIGURA 1.4 — Tipos de imobilizagdes enzimaticas, (a) ligacdo a um suporte, (b)
aprisionamento e (c) ligacdo cruzada.
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Né&o existe um método ou suporte ideal para imobilizacdo. A escolha
deve ser baseada no conhecimento da constituicdo do sitio ativo, propriedades
bioquimicas da enzima, grupos funcionais, estabilidade quimica, tamanho do poro
e diametro de particula do suporte®. A dispersdo das moléculas de enzima no
suporte deve proporcionar uma melhor acessibilidade e/ou uma estabilizacdo
adicional em relacéo a desnaturacdo pelo meio reacional, quando comparada com
a enzima livre®,

Os processos biocataliticos que empregam enzimas imobilizadas
podem ocorrer em batelada alimentada ou por sistema continuo, utilizando
reatores de enzimas imobilizadas (IMERs, do inglés Immobilized Enzyme
Reactor)®. Ainda, a enzima pode ser imobilizada na superficie interna
funcionalizada de capilares de silica fundida (~ 100 um de diametro interno) e,
por vezes, chamado de ICER (do inglés Immobilized Capillary Enzyme Reactor).
A utilizacdo de um ICER ou IMER como fase estacionaria em cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC) fornece acuracia, automacdo, rapidez e
possibilidade de reutilizacdo da enzima a cada analise, onde a reprodutibilidade
do sistema cromatografico é combinada com a especificidade e sensibilidade de
uma reacdo enzimatica®2?2%>-%’. Os ICERs, além de utilizarem pequeno volume em
baixas concentracdes de amostra e fase movel, apresentam baixas interacdes
inespecificas??.

A imobilizagdo 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 ¢ diretamente imobilizada
na coluna previamente preparada (IMER) ou na sua superficie interna
funcionalizada (ICER) do capilar. Estudos comparativos dos metodos de
imobilizacdo com penicilina G acilase, em varios suportes de silica, apontaram o
processo “in situ” como mais satisfatorio na quantidade de enzima ligada, bem
como na retencdo de atividade?>%°. Em cromatografia de bioafinidade o processo

in situ tem sido o mais utilizado®’.
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A imobilizacdo covalente; através dos grupos funcionais amina,
epoxido (FIGURA 1.5) e carboxila, e os suportes de silica sdo 0os mais empregados
em cromatografia de bioafinidade. Para este tipo de imobilizagao, a primeira etapa
necessaria é a ativacdo da biomolécula e/ou suporte. A ativacdo da biomolécula é
feita quando se deseja que a mesma seja imobilizada em uma regido especifica. O
uso de um suporte ativado é mais comum para imobilizacdo, que pode ser
realizado por meio de reacdes quimicas tais como: base de Schiff (aminacédo
redutiva), epoxido, formacdo de ligacdo amida, N-hidroxissuccinimida,
carbonildiimidazol, brometo de cianogénio, etc. Apos o preparo, e antes dos
ensaios com ligantes, as enzimas imobilizadas sdo caracterizadas por parametros

cinéticos ou de afinidade através de cromatografia a liquido®>3L,
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FIGURA 1.5 — Imobilizagdes covalentes sendo, acima, ligacdo do grupo amina do suporte ao
reagente bifuncional glutaraldeido, com formacéo de imina, seguido da imobilizacdo da enzima
por residuos basicos, com formag&o de outra imina e, abaixo, funcionaliza¢do do suporte, com
insercdo de grupo epdxido, seguido da imobilizacdo da enzima por residuos basicos e formacéo
de amina.

Para selecdo do suporte deve-se levar em consideracao caracteristicas
como resisténcia mecanica, estabilidade quimica e microbioldgica, tamanho de
poros e particulas, além da capacidade de fixacdo ao suporte®®. Diversos suportes
sdo disponiveis comercialmente como polissacarideos, celulose, dextrana,
agarose e os suportes de silica??. O capilar de silica fundida se destaca pela alta
area superficial para imobilizacdo, associada a baixa capacidade de interacdes

inespecificas com os analitos®.
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1.5 A enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase

A fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) foi primeiro reportada
por WOOD & WERKMAN™ " relacionada a fixacdo de CO, na fermentacéo por
Propionibacbterium com producdo de acido succinico, sendo sugerido que a
formacéo do &cido tinha como precursor algum composto com 3 carbonos em sua
estrutura. Em 1940, os mesmos autores publicaram™ a fixacdo de CO, por
Propionibacterium pentosaceum, e apontaram que o possivel composto com 3
carbonos em sua estrutura era o acido fosfopiravico. Passados 30 anos, a enzima
foi isolada de figado de galinha, parcialmente purificada, descrita por sua reacéo
quimica como conhecida até hoje e nomeada como oxaloacético carboxilase’.
Por um curto periodo, a enzima recebeu diferentes nomes na literatura’™ e,
subsequentemente, mudado para fosfoenolpiruvato carboxiquinase’.

A PEPCK é uma enzima amplamente distribuida em todos os grupos
de organismos conhecidos’®. Sua atividade catalitica esta relacionada com a
descarboxilacdo e a fosforilacdo reversivel de oxaloacetato (OAA), para se obter
o fosfoenolpiruvato (PEP) e didxido de carbono, dependente de um nucleotideo
(ATP ou GTP) para a transferéncia de fosfato, na presenca de ions metalicos

divalentes como cofator’’, como mostrado no ESQUEMA 1.1.

oo Ko
ONC; + ATP(GTP) —— O\H)LO/P\O_ + CO; + ADP(GDP)
o] 0

OAA PEP

ESQUEMA 1.1 — Reacdo reversivel de descarboxilagdo e fosforilacdo catalisada pelas
PEPCKs.

Baseado na especificidade de nucleotideo, as PEPCKs podem ser
divididas em duas familias, na qual as ATP-dependentes (EC 4.1.1.49) sdo

encontradas em bactérias, leveduras, plantas superiores e tripanosomatideos, e as
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GTP-dependentes (EC 4.1.1.32); em moluscos, insetos, fungos e animais
vertebrados’®78, Diferentes niveis de identidade na sequéncia primaria sdo
encontradas entre PEPCKs da mesma familia, mas uma baixa identidade (18-
20%) ¢é verificada entre PEPCKSs de familias diferentes’”"®. Alguns residuos de
amino&cidos sdo conservados no sitio ativo de ambas as familias, no entanto,
nenhuma similaridade é observada nos sitios de ligagdo com o nucleotideo entre
as familias, justificando a dependéncia especifica de um nucleotideo ao outro’’.

Trypanosoma cruzi, 0 agente causador da doenca de Chagas,
tripanosomatideos relacionados e varias especies de Leishmania utilizam glicose
e aminoacidos como fonte de energia. A glicose é preferida sobre aminoacidos e,
entdo, primeiramente consumida quando ambos estdo presentes. A utilizagéo de
carboidratos como fonte de energia e carbono em todos os ciclos de vida do T.
cruzi apresenta caracteristicas incomuns. A glicose é degradada apenas
parcialmente para CO, e catabolitos, apesar dessas células conterem um conjunto
completo de enzimas glicoliticas, apresentarem atividade no ciclo de Krebs, de
fosforilacdo e na cadeia de transporte de elétrons no citocromo. A via glicolitica
ndo € regulada nos seus pontos de controle classicos (hexoquinase e
fosfofrutoquinase) e estd contida, até a etapa da fosfoglicerato quinase, na
organela denominada glicossomo®-#2,

A PEPCK desempenha um papel fundamental no metabolismo
desses parasitas®’. A fermentacdo da glicose leva a producdo de catabélitos
reduzidos, majoritariamente succinato e L-alanina, ligados a reoxidacdo de
NADH. A producéo de succinato depende da fixacdo de CO; que, por sua vez, €
mediado pela PEPCK através da producgédo 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 mitocéndria, com
producdo de succinato como produto final do catabolismo. Ao mesmo tempo, o
malato formado no glicossomo pode participar, apds entrar no citossol, do ciclo

da glutamato desidrogenase, levando a producéo de L-alanina®®84,
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FIGURA 1.6 — Representacdo esquematica da glicolise em T. cruzi. As enzimas participantes
sdo: 1, hexoquinase/glucoquinase; 2, fosfoglicose isomerase; 3, fosfofrutoquinase; 4, aldolase;
5, triose fosfato isomerase; 6, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; 7, fosfoglicerato quinase
(glicosomal); 8, fosfoglicerato-quinase (citosolica); 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 di

quinase; 17, alanina desidrogenase;

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

aminotransferase; 21, frutose-1,6-bifosfatase. Os produ
apresentados em caixas. L-alanina pode ser produzido, tan

tos de fermentacdo aerdbica séo
to no glicossomo quanto no citosol.

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

elétrons®e,
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Experimentos in vivo, com analises por RMN, em células de T. cruzi
com adicdo de acido 3-mercaptopicolinico (3MP), um inibidor da PEPCK,
resultou em uma significante diminui¢cdo no consumo de glicose e producéo de
succinato, com um concomitante aumento na producdo de L-alanina,
demonstrando o papel fundamental da enzima no catabolismo do parasita®.

T. cruzi é capaz de catabolizar L-prolina, bem como outros
aminoacidos®. Na auséncia de carboidratos, a acetil-CoA, o0 OAA ou o malato se
acumulariam a menos que entrassem novamente no ciclo, respectivamente como
PEP ou piruvato. O PEP, produzido pela PEPCK atraves da descarboxilacdo do
OAA, tambem pode ser usado na gliconeogénese. As propriedades cinéticas da
enzima purificada indicam, in vitro, sob condicdes fisioldgicas, que esta é a reacdo
favorecida pela PEPCK®. Além disso, foi reportado® que o catabolismo da
prolina com conversdo para piruvato, alanina, citrato e isocitrato é blogueado na
presenca de 3MP.

Desta forma, a PEPCK de T. cruzi € uma enzima-chave, descrita em
todas as formas evolutivas do parasita, na flexibilidade do uso de carboidratos e
aminoacidos como fonte de energia. Em contraste com o seu papel em T. cruzi, a
funcéo central da PEPCK em bactérias, leveduras e vertebrados € iniciar a via
gliconeogénica’’. Em seres humanos e outros mamiferos a PEPCK é citossolica e
fundamental no metabolismo de carboidratos, que auxilia na regulacdo do nivel
de glicose no sangue. Presente em tecidos gliconeogénicos, tais como figado e
rim, a enzima esta associada com a conversdo de lactato e outras moléculas (de
nao-carboidratos) a glicose que, por sua vez, é liberada para o sangue’”"®, Devido
a importancia da PEPCK no metabolismo de carboidratos em seres humanos, esta
enzima tem sido avaliada como um potencial alvo de novos farmacos para o
tratamento de diabetes mellitus ndo dependente de insulina’®%,

As diferencas significativas na estrutura terciaria entre a PEPCK do
parasita e a humana prevé afinidades distintas por substratos, possibilitando um

inibidor especifico para a enzima do parasita’’. Desta forma, a PEPCK do parasita



18

tem sido considerada um alvo potencial na pesquisa e desenvolvimento de
medicamentos para a doenca de Chagas’"8" 8,

A doenga de Chagas atinge cerca de 10 milhdes de infectadas nas
Américas e 120 milhdes estdo em risco de contragdo®, onde seu impacto pode
atingir proporc¢des globais devido as populagdes migratérias. A compreensao
completa da patogénese, bem como os alvos terapéuticos e identificacdo de
fatores genéticos progndsticos, ndo estdo completamente esclarecidos. A doenca
de Chagas permanece, assim, uma doenca negligenciada, sem vacinas ou
medicamentos antiparasitarios comprovadamente eficientes em pacientes
cronicamente infectados®®,

A atividade catalitica da PEPCK é sempre mensurada por ensaios
laborosos, a maioria das vezes envolvendo a oxidacdo de NADH a NAD?*
(ESQUEMA 1.2). Inicialmente, a atividade catalitica do PEPCK foi medida pela
incorporacdo de *CO, no OAA (ESQUEMA 1.2a)”. Em 1954%, um ensaio
enzimatico acoplado foi desenvolvido, na qual o OAA produzido pela a¢do da
PEPCK é convertido em malato pela MDH, com consequente oxidacdo de NADH
a NAD" (ESQUEMA 1.2b). Este ensaio foi, frequentemente, empregado em
conjunto com substratos isotopicamente marcados com *C (ESQUEMA 1.2a, no
quadro), como forma complementar de mensurar a atividade enzimatica.

A reacdo catalitica no sentido da formacédo de PEP, a principio, foi
monitorada pela medicéo de fosfato inorganico por hidroélise®2. Em seguida, um
ensaio acoplado foi relatado, desta vez usando piruvato quinase (PK) e lactato
desidrogenase (LDH) com oxidacdo de NADH (ESQUEMA 1.2¢)%3%,
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ESQUEMA 1.2 — Abordagens cléssicas para medir a atividade catalitica da PEPCK.

Os métodos presentes no ESQUEMA 1.2 foram desenvolvidos entre
a década de 50 e 60, mas ainda sdo utilizados para mensurar a atividade da PEPCK
de diferentes organismos®1% com pouca ou nenhuma modificagdo. Os dois
métodos mais empregados (ESQUEMA 1.2b e 1.2c¢) sdo ensaios acoplados que
valem-se de enzimas NADH-dependentes, nas quais a atividade de PEPCK é
indiretamente monitorada pela diminuicdo da absorbancia a 340 nm como
resultado da deplecdo de NADH. Estranhamente, o NADH foi relatado como um
inibidor da PEPCK de E. colil%104,

Em ensaios acoplados, a reacdo enzimatica principal ocorre no
mesmo meio reacional da reacdo indicadora. O acoplamento de reacGes exige a
compatibilidade nas condi¢des do meio, além de nenhum substrato ou produto de
uma reacdo deve ter acdo moduladora sobre a outra. Também, 0S ensaios
enzimaticos devem ser realizados sob condi¢fes Otimas ou 0 mais proximo
possivel destas condicdes, em que a enzima é menos sensivel a peguenas
variagbes na concentracdo dos componentes do ensaio, 0 Que garante
reprodutibilidade.  Condi¢des Otimas sdo conseguidas alterando-se
individualmente o pH, a concentracdo de cada componente e a temperatura. As

misturas reacionais de ensaios acoplados sdo complexas, em que a variacédo de
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cada condicdo do ensaio pode exigir um grande ntimero de medicdes!®. Porém,
condicdes Otimas dificilmente sdo conseguidas simultaneamente para duas ou
mais enzimas'®.

DUFF e SNELL realizaram um trabalho comparativo com quatro
diferentes ensaios acoplados para a PEPCK usando trés diferentes muasculos de
rato. Uma grande incongruéncia foi obtida quando comparado o método de
incorporacdo de *CO, com a reacdo da MDH para medidas de atividade, cujos
valores encontrados para a PEPCK do mesmo musculo diferiram em uma ordem
de magnitude em todos os musculos analisados. Os autores mostraram, ainda, que
0s ensaios com PK podem levar a resultados ndo confiaveis, visto que Na*
estimula a atividade da enzima, enquanto K*, Mg? e NH;" diminuem sua
atividade. Estes ions sdo adicionados nos ensaios a partir de tampdes e cofatores.
Assim, as limitagOes dos ensaios acoplados ficam claras, uma vez que qualquer
interferéncia na atividade da segunda enzima pode gerar resultados nédo
confiaveis.

Medidas diretas do produto da reacdo, como se realiza para inimeras
enzimas, sdo impraticaveis para a PEPCK. Embora seja possivel monitorar OAA
e PEP no UV, ambos absorvem na mesma regido. Ao mesmo tempo, o0 OAA
apresenta equilibrio ceto-endlico em solucdo, que forma quelatos ciclicos
ressonantes com os cofatores métalicos Mn?* e Mg?*. Ademais, a descarboxilacéo
espontanea de OAA para piruvato é acelerada na presenca desses ions®,

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 parametros cinéticos®1%°-112, Em 2001, a estrutura cristalina
da PEPCK recombinante de T. cruzi (TcPEPCK) foi determinada por TRAPANI
et al.””, apresentada na FIGURA 1.7. A enzima é composta por um homodimero,
sendo que cada mondomero se dobra em dois complexos o/f mistos, com os dois
sitios ativos localizados afastados uns dos outros, em um arranjo que parece

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

protocolo ainda néo foi publicado.

FIGURA 1.7 — Estrutura cristalografica da PEPCK de T. cruzi (PDB 1112).
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2 Objetivos

Desenvolver biorreatores com a enzima heter6loga 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 cromatograficos analiticos aqui descritos,
referentes a0 monitoramento de atividade e caracterizacdo da TcPEPCK em
solucgéo e imobilizada, foram realizados em um cromatografo a liquido com duas
bombas SHIMADZU LC-20AD, sendo uma quaternaria e outra unitaria, um
detector de ultravioleta com comprimento de onda variavel 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 esta
acoplado a um espectrometro de massas modelo Esquire 6000 (Bruker Daltonics)
equipado com uma fonte de ionizacdo do tipo eletrospray (ESI), operando no
modo negativo, e analisador do tipo ion-trap (IT), formando o sistema LC-
MS(/MS). Os cromatogramas sdo registrados atraveés do software Compass
DataAnalysis® 4.0 e, para qualificacbes de método e quantificagdes, foi utilizado
o0 software Compass QuantAnalysis® 2.0, ambos Bruker Daltonics.

Todos os procedimentos de purificacdo enzimatica foram realizados
em um cromatografo a liquido de baixa pressdo para separacdo de proteinas
AKTA-FPLC™ (GE Healthcare), composto por um detector de UV UPC-900,
uma bomba binaria P-920, um coletor de fracdo FRAC-920, sendo os
cromatogramas registrados atraves do software UNICORN na verséo 3.2.

Para a andlise dos ensaios de ligand fishing com os extratos de
plantas do cerrado, foi utilizado o sistema UHPLC Agilent 1290 Infity 11 (Agilent
Technologies) composto por uma bomba binaria (G7120A — High speed Pumb),
auto-injetor e compartimento de colunas (G7129B — 1290 Vialsampler) e detector
de ultravioleta de comprimento de onda variavel (G7114B — modelo 1260 Infinity

Il — VWD), acoplado ao espectrometro de massas de alta resolucdo do tipo
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QqTOF (Bruker Daltonics — Impact HD, Rheinstetten, Alemanha) equipado com
fonte ESI (LC-HRMS). A aquisicdo e processamento dos dados foi realizada
utilizando o software Data Analysis® (Bruker Daltonics GmbH, Bremen,
Alemanha).

Para 0s ensaios enziméticos foi utilizado um banho seco com
agitacdo, modelo B1-AQR (VHD) e centrifuga 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 centrifuga D-37520 Osterode (Thermo).

A homogeneizacdo das amostras foi efetuada em vortex modelo Lab
Dancer (IKA).

A pesagem de padrdes foi realizada em balanca analitica modelo
AL204 (Metter Toledo), com precisdo de 0,0001 g.

As medidas e ajustes de pH foram efetuadas em pHmetro PG1800
(Gehaka), com preciséo 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 imobilizacdo da enzima, foi utilizada
uma bomba-seringa modelo 11 Plus (Harvard Apparatus).

Para a imobilizacdo em particulas magneticas, foi utilizado o agitador
rotatorio, 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 separacOes das particulas do sobrenadante, foi utilizado o
separador magnetico manual para seis microtubos de 1,5 mL, modelo WM206
(Wang Yuan Biotech).

Os tampdes fosfato utilizados como fase mdvel foram filtrados a
vacuo em sistema Durapore®, utilizando membranas de fluoreto de polivinilideno

(PVDF), com 47 mm de didmetro e poros de 0,22 um.
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As fases moveis preparadas foram degaseificadas em ultrassom
modelo 1510 (BRANSON).

A é&gua utilizada na composicdo das fases moveis e preparacdo de
solugbes foi obtida em um sistema Milli-Q (MILLIPORE). Os solventes
organicos foram grau HPLC (J.T. Baker e Honeywell).

Os reagentes acetato de amonio, acido 4-(2-hidroxietil)piperazina-1-
etanosulfonico (HEPES), fosfoenolpiruvato monopotassio (PEP), acido
oxaloacético (OAA), adenosina 5'-trifosfato (ATP), adenosina 5'-difosfato
(ADP), cloreto de manganés monoidratado, ditiotreitol (DTT), acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) e o acido bis(2-aminoetil)etilenoglicol-
N,N,N',N'-tetraacético (EGTA) foram grau HPLC, adquiridos da Sigma-Aldrich.

As particulas magnéticas amino-terminadas suportadas em oxido de
ferro supermagnético foram adquiridas da Sigma Aldrich (PN 17643) com
diametro de 1 pm.

Hipoxantina >99%, xantina >99,5%, ofloxacina >99%, albendazol
>98%, iodoacetamida >99%, 4cido quinolinico 99% e NADH >97% foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EUA). Aciclovir (Lote: M24136-
1) foi doado pela EMS (Hortolandia, 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 cumarinas'®® (LSPN214, LSPN234, LSPN223,
LSPN224 e LSPN272) e hidantoinas'!* (LSPN551, LSPN552, LSPN553,
LSPN54, LSPN557, LSPN558, LSPN59, LSPN561, LSPN562, LSPN563,
LSPN564, LSPN565, LSPN566 e LSPN568) foram sintetizadas no Laboratério
de Sintese de Produtos Naturais “Prof. Dr. José Tércio B. Ferreira” e gentilmente
doadas pela Profa. Dra. Arlene Goncgalves Corréa. Gemifloxacina (Lote:
QUB10006) foi doada pela Aché (Sdo Paulo, Brasil). Moxifloxacina (Lote:
M201400) foi doada pelo Instituto Vita Nova (Hortolandia, Brasil).
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Todos os outros reagentes utilizados foram de grau analitico e

adquiridos da Sigma-Aldrich.

3.2 Tamp0Oes utilizados

3.2.1 Tampoes utilizados em etapas cromatograficas

e Tampéo I: HEPES 50 mmol L pH 7,4; contendo EDTA2 mmol L1e DTT 1
mmol L?;

e Tampéo Il: HEPES 20 mmol L pH 7,5; contendo EDTA 0,1 mmol L, DTT
0,5 mmol L, MnCl, 2 mmol L, MgCl,1 mmol L* e KCI 100 mmol L*;

e Tampéo IlI: fosfato de potassio 200 mmol L pH 6,8; contendo EDTA 4
mmol L?;

e Tampéo IV: HEPES 50 mmol L™ pH 6,8; contendo EDTA 2 mmol L1e DTT
1 mmol L.

e Tampdo V: fosfato de potdssio 10 mmol L* pH 7,50; contendo
hidrogenossulfato de tetrabutilaménio (TBAHS) 5 mmol L*,

e Tampédo VI: acetato de amonio 20 mmol L pH 9,50; contendo TBAHS 5
mmol L.

3.2.2 Ensaios de atividade, imobilizacao e ligand fishing

e Tampédo A: acetato de amoénio 50 mmol L* pH 9,00; contendo DTT 1 mmol
Lt e MnCl, 1 mmol LY,

e Tampéo B: acetato de amoénio 15 mmol L pH 8,50;

e Tampéo C: PIPES 50 mmol L pH 7,4; contendo KCI 90 mmol L, EGTA
0,6 mmol L%, DTT 1 mmol L%, MnCl, 0,7 mmol L e MgCl, 3 mmol L?;
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e Tampédo D: acetato de amonio 50 mmol L pH 9,00 contendo DTT 1 mmol
L, MnCl, 0,7 mmol L* e MgCl, 3 mmol L™,

e Tampéo E: piridina 10 mmol L pH 6,0 com HCI.

e Tampéo F: acetato de amonio 50 mmol L pH 5,50; contendo 20% de MeOH.

3.3 Expressao da TcPEPCK em E. coli

A obtencéo da enzima recombinante TcPEPCK foi feita através da
colaboracdo com o grupo do Prof. Dr. Glaucius Oliva do IFSC/USP, que
gentilmente forneceu o plasmideo pANEX-TCPEPCK. Este plasmideo € uma
construcdo em que o gene TcPEPCK foi inserido no vetor pANEX entre 0s sitios
de restricdo BamHI e EcoRI. O vetor pANEX é uma construcdo nao comercial
obtida do vetor pGEXB, retirando o gene que codifica a sintese 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 tridimensional”’, porém a metodologia de purificagdo nao foi publicada
e ndo pode mais ser repetida devido a descontinuidade de colunas cromatograficas
utilizadas.

O plasmideo pANEX-TcPEPCK foi transformado em linhagem
competente BL21(DE3)pT-GroE de E. coli por choque térmico na presenca
de CaCl, (30 mina0°C,2mina42°Ce 2mina0 °C). Ap6s o chogue térmico,
a cultura foi plagueada em meio LB-agar (Luria Bertani, m/v: triptona 1%, extrato
de levedura 0,5%, NaCl 1%, pH 7,5 e agar 1,5%), overnight a 37 °C.

Quatro colbnias isoladas foram cultivadas separadamente em 20 mL
de meio liquido LB, contendo ampicilina (0,1 mg mL™) e cloranfenicol (34 ug
mL1), 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
concentragdes citadas, que ficou incubado a 37 °C e 250 rpm até atingir densidade
Gtica a 600 nm entre 0,6-0,8.
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Em seguida, foi realizada a inducdo, pela adi¢do de isopropil B-D-1-
tiogalactopiranosideo (IPTG) 1 mmol L™, incubagdo 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 utilizacéo.

3.4 Purificacdo da TcPEPCK

Foram empregados trés procedimentos diferentes para a purificacao
da TcPEPCK, descritas nas subsecdes a seguir. Todas as etapas de purificacdo
foram acompanhadas por analise em SDS-PAGE!®, utilizando dois marcadores
de massas moleculares diferentes: marcador de proteina ndo-corado (116,0; 66,2;
45,0; 35,0; 25,0; 18,4 e 14,4 kDa, Thermo Scientific) e marcador de proteinas de
amplo espectro corado (260; 140; 95; 72; 52; 42; 34 ; 26; 17 e 10 kDa, Thermo
Scientific). A concentracdo de proteinas das fracGes foram determinadas pelo
método de Bradford!'® através do kit da Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories,

Richmond, CA), utilizando Coomassie Brilliant Blue G250.

3.4.1 Procedimento de purificacdo A

Lise: as celulas obtidas e armazenadas em tubo Falcon foram
ressuspendidas em 10 mL de Tampdo | contendo leupeptina 10 pmol L7,
pepstatina 1 umol L e fluoreto de fenilmetanosulfonil (PMSF) 1 mmol L e
lisado por sonicacdo (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
(NH,).SO,4 previamente macerado, até 40% de saturacdo (2,26 g para cada 10
mL). O sal ficou em contato com o extrato enzimatico a 4 °C, por 20 min sob

agitacdo e 1 h estatico. O conteddo insolavel foi removido por centrifugacéo
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(1.300 g, 20 min e 4 °C) e o sobrenadante foi dialisado overnight contra o0 Tampé&o
| (1 mL de extrato para 25 mL de tampé&o) a 4 °C.

Cromatografia de troca anidnica fraca: 2 mL do sobrenadante
dialisado foram aplicados em uma coluna de troca anibdnica fraca (DEAE-
Sepharose™, 1 mL de volume interno, GE Healthcare) pré-equilibrada com
Tamp&o | no sistema AKTA-FPLC™, com vazdo de 0,5 mL min® e foram
coletadas fracGes de 1 mL. A TcPEPCK foi eluida nas fracdes 2 a 10. Para limpeza
da coluna, foi aplicado 5 mL de NaCl 1 mol L™ em Tampé&o I, onde ocorreu a
eluicdo de proteinas com alta retencdo. Para armazenamento, as fragdes foram
mantidas em Tampéo 1V a -20 °C. A fracéo 2 foi utilizada para dar continuidade
a purificacdo e foi denominada TcPEPCK-D2.

Exclusdo molecular: 1 mL de TcPEPCK-D2 foi aplicada na coluna
Superosel2 (100 mL de volume interno, GE Healthcare), pré-equilibrada com
HEPES 20 mmol L* pH 7,4 contendo NaCl 150 mmol L™ no sistema AKTA-
FPLC™, com vazio de 0,5 mL min™ e foram coletadas fracdes de 0,5 mL. A
TcPEPCK foi eluida em modo isocratico, com volume de eluicdo entre 13,5-14,0
mL, nas fracOes 27 e 28. Estas duas fragbes foram combinadas e denominadas
TcPEPCK-Supl2. Para armazenamento, as fracbes foram mantidas no mesmo

tampéo a -20 °C.

3.4.2 Procedimento de purificacdo B

Lise: mesmo protocolo do Procedimento A.
Salting out: mesmo protocolo do Procedimento A.
Cromatografia de troca anionica 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 Tampdo Il no sistema



30

AKTA-FPLC™, com vaz&o de 0,5 mL min*e foram coletadas frages de 0,5 mL.
A eluicdo das proteinas que ndo apresentaram afinidade pela coluna se deu com
10 mL de Tampao Il. A TcPEPCK se ligou a coluna e foi eluida de duas formas
diferentes: i) com 1 mL de uma solucdo de ATP 5 mmol Ltem Tampaéo I, a partir
de aplicacdo manual da solucdo de ATP, fora do sistema FPLC e ii) com 2 mL de
Tampéo Il no sistema AKTA-FPLC™, com vaz&o de 0,3 mL min~e fragdes de
1 mL, sendo esta fracdo utilizada para a etapa seguinte.

Exclusdo molecular: 2 mL da fracdo da eluicdo ii da etapa de
afinidade acima foi aplicada na coluna Superdex®75 (200 mL de volume interno,
GE Healthcare), pré-equilibrada com Tampé&o Il no sistema AKTA-FPLC™,
com vazdo de 0,5 mL min? e foram coletadas fracoes de 1 mL. A TcPEPCK foi
eluida em modo isocréatico, com volume de eluicdo entre 22,5-23 mL, nas fracdes
45 e 46. Para armazenamento, as fragcdes foram mantidas no mesmo tampao a -20
°C.

Para melhor acompanhar o perfil de elui¢do por massa molecular, foi
aplicado 1 mL de BSA 1 mg mL*na Superose12 (100 mL de volume interno, GE
Healthcare), pré-equilibrada com Tampéo Il no sistema AKTA-FPLC™, com
vazédo de 0,5 mL min. A BSA foi eluida em modo isocratico, com volume de

eluicdo de 20 mL, na fracBes 40 (dimero), e 26,5 mL na fracdo 53 (monémero).

3.4.3 Procedimento de purificagao C

Lise: foi seguido o mesmo protocolo do Procedimento A, porém com
24% de amplitude na etapa de lise celular e utilizando-se Tampéo IV.

Salting out: foi seguido o mesmo protocolo do Procedimento A,
porém utilizando-se Tampéo V.

Cromatografia de troca anionica forte: 5 mL da solucdo dialisada
apos a precipitacdo com sulfato de aménio foram aplicados em uma coluna de

troca anionica forte (QFF-Sepharose™, 1 mL de volume interno, GE Healthcare)
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pré-equilibrada com Tampéo IV no sistema AKTA-FPLC™, com vazio de 0,5
mL min? e foram coletadas fracoes de 1 mL. A TcPEPCK foi eluida nas dez
primeiras fracOes, porém foram coletadas as fracdes 2 a 8, sendo que as fragdes 2
a 7 (denominada TcPEPCK-I) foram combinadas e a fracdo 8 (denominada
TcPEPCK-II) mantida sozinha. Para limpeza da coluna, foram aplicados 5 mL de
NaCl 1 mol L* em Tampdo IV, onde ocorreu a eluicdo de proteinas com alta
retencdo. Para armazenamento, as fragOes de TcCPEPCK-1 e TcPEPCK-II foram
mantidas em Tampéo 1V a -20 °C.

Cromatografia de afinidade: 3 mL da fracdo da troca anionica
TcPEPCK-I1 foram diluidas em 7 mL de Tampéo Il e aplicada em uma coluna de
afinidade ATP-agarose (adenosina 5’-trifosfato-agarose, 1 mL de volume interno,
Sigma-Aldrich), pré-equilibrada com Tampé&o Il no sistema AKTA-FPLC™, com
vazéo de 0,3 mL minte foram coletadas fracdes de 1 mL. A eluicéo das proteinas
que ndo apresentaram afinidade pela coluna se deu com 10 mL de Tampao II. A
TcPEPCK se ligou a coluna e foi eluida com 3 mL de Tampao Il (denominada
TcPEPCK-III). A TcPEPCK-III foi armazenada em Tampdao Il a -20 °C e, para
os testes de atividade, a fracédo foi diluida 1:4 em Tampédo II.

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

3.5 Teste de atividade da TcPEPCK

3.5.1 Reacéao de descarboxilacao e fosforilagao

As reacdes foram realizadas em microtubos de 1,5 mL contendo
OAA 200 pmol L? (2 uL de OAA 10 mmol L?), ATP 240 pmol L (2 uL de
ATP 12 mmol L), 10 uL da fracdo de enzima purificada e volume final ajustado
com 86 pL de Tampé&o A, com um volume final de 100 uL. A reacéo foi incubada

a 36 °C por 10 min e 200 rpm, seguido da adicdo de 100 uL de metanol (MeOH)
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e centrifugacdo a 9.300 g, 10 min e 4 °C. O sobrenadante (10 uL) foi injetado em
LC-MS/MS. As solucbes de OAA e ATP foram preparadas em Tampéo B.

3.5.2 Reacdo de carboxilacao e desfosforilacao

As reacOes foram realizadas em microtubos de 1,5 mL contendo
KHCO3; 20 mmol L%, PEP 2 mmol L*, 25 uL do extrato de enzima purificado,
ADP 1 mmol L e volume final ajustado para 250 uL com Tampéo C. A reagéo
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), adicdo de 250 uL de acetonitrila (ACN) e centrifugacao
a 9.300 g, 10 min e 4 °C. O sobrenadante (15 uL) foi injetado em LC-UV. As
solucOes de PEP e ADP foram preparadas em Tampdo C e a solu¢do de KHCOs

foi preparada em agua.

3.5.3 Avaliacdo da influéncia dos metais na reacdo de

descarboxilacéo e fosforilacéo

A presenca dos metais na reacdo de descarboxilacdo e fosforilagéo
foi avaliada em triplicata, onde o0 Tampdo A foi substituido, como descrito:

I. Efeito do magnésio: foram realizadas rea¢cdes como descrito na Secdo 3.5.1,
porém utilizando-se tampdo acetato de amonio 50 mmol L* pH 9,0;
contendo DTT 1 mmol L e MgCl, 1 mmol L;

Il. Efeito do manganés: foram realizadas reagbes como descrito na Secéo
3.5.1, porém utilizando-se tampé&o acetato de aménio 50 mmol L pH 9,0;
contendo DTT 1 mmol L e MnCl, 1 mmol L

I1l.  Efeito do magnésio e manganés juntos: foram realizadas rea¢fes como

descrito na Secdo 3.5.1, porém utilizando-se tampdo acetato de amonio
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50 mmol L pH 9,0; contendo DTT 1 mmol L%, MgCl, 1 mmol L™ e MnCl,

1 mmol L.

3.5.4 Testes de tampdes e aditivos para a reacao de carboxilacéo e

desfosforilacéo

A presenca dos aditivos da reagdo de carboxilacao e desfosforilacao,
bem como tampdes, foi avaliada em triplicata e descritas:
I. Efeito do KCl e EGTA: foram realizadas reacOes como descrito na Sec¢éo
3.5.2, em Tampéo C, porém sem a adi¢cdo de KCl e EGTA ao tampéo;

Il. Efeito do Mg?* e Mn?*: foram realizadas reacGes como descrito na Secéo
3.5.2, em Tampdo C, porém sem a adicdo de KCI, EGTA, Mg?* e Mn?* ao
tampao;

[11. Efeito de tampdes: foram realizadas reagoes como descrito na Secdo 3.5.2,
porém substituindo-se o Tampéao C por tampao acetato de amonio pH 5,65;
bicarbonato de amonio pH 6,50, fosfato de potassio pH 7,00 e Tris-HCI pH
7,50, todos na concentracdo de 50 mmol L e contendo DTT 1 mmol L7,
MnCl, 0,7 mmol L e MgCl, 3 mmol L™,

3.6 O sistema LC-MS/MS

Para monitorar a atividade da TcPEPCK no sentido da
descarboxilacdo (Secdo 3.5.1), atraves da formacdo de PEP, foi utilizada uma
coluna Luna Cig(2) (50 x 2,0 mm, 3 um, Phenomenex) em modo de eluicdo
isocratico, com fase moével composta por Tampéo B/MeOH 1:1, vazdo 0,15 mL
min e tempo de corrida de 3 min. Os parametros do IT otimizados para o ion

PEP m/z 167 [M—H] foram: voltagem no capilar: 2877 V; voltagem no skimmer:



34

-15,0 V; pressdo do gas de nebulizacdo (N,): 30,0 psi; vazdo do gas de secagem
(N2): 8,0 L min? e temperatura da fonte: 325 °C. No modo SRM (Selected
Reaction Monitoring) foi monitorado o ion precursor do PEP, m/z 167 [M—H] e
os seus fragmentos [M—H—CO]~ m/z 139 e [PO3s]- m/z 79 com uma janela de
isolamento igual a m/z 1. O ion fragmento mais intenso m/z 79 foi utilizado para

a quantificacdo e o m/z 139 para a confirmacéo da proposta.

3.7 O sistema LC-UV

3.7.1 Métodos para analise da atividade no sentido da carboxilacao

Para monitorar a atividade da TcPEPCK no sentido da carboxilacdo
(Secéo 3.5.2), através da formacdo de ADP, foram desenvolvidos trés méetodos
por LC-UV, todos monitorados em A = 220 e 260 nm, descritos a seguir:

Método I: coluna C;g XSelect HSS T3 (100 x 2,1 mm, 3,5 um,
Waters), fase mével composta por Tampédo V [tampéo fosfato de potassio 10
mmol L pH 7,5; contendo TBAHS 5 mmol L*]/MeOH (75:25, v/v), vazdo 0,4
mL min e forno de coluna em 30 °C.

Método Il: coluna Ci5 XSelect CSH (100 x 2,1 mm, 2,5 um, Waters),
com fase mével composta por Tampédo VI [acetato de am6nio 20 mmol L* pH
9,50; contendo TBAHS 5 mmol L*]/MeOH 75:25, vazédo 0,25 mL min*te forno
de coluna em 45 °C.

Método I11: coluna Cys XTerra (150 x 4,6 mm, 5 um, Waters) com
fase mével composta por Tampéo VI/MeOH 75:25, vazdo 0,40 mL min?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 silica fundida (100,0
um D.I. x 0,375 mm x 40,0 cm) e injetado, em quintuplicata, 10 uL uma solucéo-
padrdo contendo uma mistura 0,5 mg mL? de OAA, PEP, ADP e ATP,
monitorados em A = 220 e 260 nm. Foram utilizadas duas fases moveis, sendo
Tampéo C e tampéo fosfato de potassio 10 mmol L pH 7,00, ambos em vazdo
de 0,05 mL min. Ndo houve variacdo no tempo de acoplamento devido a fase

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

3.7.3 Metodo 2D LC-UV

Para a deteccéo da atividade nos ICERs, foi desenvolvido um método
2D, descrito como segue:

(1) Bomba B (vazédo 0,05 mL min™ com o tampéo de interesse)

0 - 1,39 min: eluicdo dos analitos.

1,40 - 6,00 min: transferéncia dos analitos para a coluna analitica.

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

(2) Bomba A (vazéo e fase movel de acordo com a coluna utilizada,
descrito nos metodos da Secdo 3.7.1, A = 220 e 260 nm)

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

1,40 - 6,00 min: descarte.

6,01 - 15,00 min: fase mdvel da coluna analitica para separacao e
analise na coluna analitica.

Quando foi utilizada a coluna C;g XSelect HSS T3 (100 x 2,1 mm,
3,5 um, Waters) na 22 dimensao para separacdo analitica, a forca da fase movel
foi aumentada para 28,5% de MeOH.
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3.8 Imobilizacdo da TcPEPCK em capilar

3.8.1 Preparo dos ICERS

Para imobilizacéo, foi utilizado um método previamente estabelecido
pelo grupo de pesquisal!’18, Utilizando-se uma bomba de seringa com uma vazéo
de 130 uL min, o capilar de silica fundida (100,0 um D.I. x 0,375 mm x 40,0
cm) foi limpo com 2,0 mL de uma solucédo de HCI 2 mol L, sequido por 1,0 mL
de agua Milli-Q. Apds lavagem, o capilar foi seco em estufa a 95 °C durante 1 h
e, em seguida, passou-se 1,0 mL de uma solugdo aquosa de 3-
aminopropiltrietoxisilano (APTES) 10% (v/v) e, subsequentemente, levado para
estufa a 95 °C 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 solucédo de glutaraldeido 1% (v/v) em
tampdo fosfato 50 mmol L* pH 7,00 foi passada através do capilar
aminopropilado, para ativacdo do mesmo. O excesso de glutaraldeido foi
removido por 1,0 mL de tampao fosfato 50 mmol L pH 7,00.

Em seguida ocorre a etapa de imobiliza¢ao da enzima, que foi variada
de acordo com a fracdo de enzima utilizada.

Fracdo TcCPEPCK-D2: passou-se 1 mL de TcPEPCK obtida na fragdo
2 da purificagdo com a coluna DEAE (Secéo 3.4.1), com uma vazéo de 50 pL
min=. A enzima foi recolhida em banho de gelo e eluida novamente, seguido de
1 mL de Tampéo C.

Com a fracdo TcPEPCK-III, além da imobilizacdo como descrito
para fracdo TCPEPCK-D2, foram feitas outras trés modificacoes:

1. Passagem da 2 mL da fragdo TcPEPCK-III, em vazéo de 50 uL min’?, 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 fracdo TcPEPCK-I11I, em vazéo de 1
uL mint, em um tempo total de 16 horas e o procedimento realizado a 4 °C;
3. Passagem da 100 pL da fracdo TcPEPCK-III, em vazdo de 5 uL min?, 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-IIl em um microtubo de 1,5 mL a 4 °C.

Todos os procedimentos com a fracdo TcPEPCK-III foram

finalizados pela passagem de 1 mL de Tamp&o A em vazdo de 50 pL min™,

3.8.2 Analise da atividade dos ICERSs

Para a anélise de atividade dos ICERs preparados com a fracéo
TcPEPCK-D2 foi utilizado 0 método 2D LC (Secéo 3.7.3). Assim, foi injetado 10
uL de uma mistura de OAA 0,5 mmol Lte ATP 1 mmol L preparados em
Tampéo B e injetados no ICER com fase movel composta por Tampédo D em
vazdo de 0,05 mL mint. A separacdo analitica foi realizada com coluna Cg
XSelect CSH (100 x 2,1 mm, 2,5 um, Waters), fase movel composta por Tampao
VI/MeOH 75:25, vazdo 0,25 mL mine forno de coluna em 45 °C.

Ainda para a analise de atividade dos ICERs preparados com a fracéo
TcPEPCK-D2, mas também com a fracdo TcPEPCK-III, os capilares foram
levados ao LC-MS/MS, operando com os parametros descritos na Secdo 3.6,
sendo injetados 10 uL de OAA 300 umol L* e ATP 500 umol L preparados em
Tampéo B, com fase mével composta por Tampéao B em vazao de 50 uL min™, e

mistura de MeOH pds-capilar em mesma vazao.
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3.9 Imobilizacdo da TcPEPCK em particulas magnéticas

De acordo com protocolo ja estabelecido no grupo de pesquisa®,
realizou-se a imobilizacdo em particulas magnéticas (magnetic beads, MB). As
proporc¢des variaram de acordo com a fracdo de enzima imobilizada, descritas
abaixo. No entanto, o procedimento geral utilizado iniciou-se com a pesagem das
particulas magnéticas amino-terminadas em um microtubo de 1,5 mL e lavagem
com 1,5 mL de Tampéo E por 3 vezes. Em seguida, foi adicionado uma solucgéo
de glutaraldeido 5% em Tampdo E e foi deixado sob agitacdo a temperatura
ambiente, por 3 h, em agitador rotatorio. Apos, as particulas sdo lavadas com 1
mL de Tampéo E por 1 vez, seguido de 2 lavagens com 1 mL do tamp&o em que
a TcPEPCK sera imobilizada (dependendo da fracdo de purificacdo utilizada),
adicdo da fracdo de interesse da TcPEPCK obtida em uma das etapas
cromatograficas de purificacdo, descritas na Secdo 3.4, e deixado em agitador
rotatorio por 16 h a 4 °C. Apos, o sobrenadante foi removido e adicionado 1 mL
de uma solucéo de glicina 1 mol L** em pH 8,0 com NaOH, que ficou sob agitacéo
rotatoria a 4 °C por 30 min. O sobrenadante foi descartado e o biorreator contendo
a TcPEPCK imobilizada, doravante denominado TcPEPCK-MB, lavado com
Tampao A.

As variagOes no processo de imobilizagcdo, dependendo da fracdo de
enzima utilizada, foram:

¢ TCPEPCK-D2-MB: foram utilizados 25 mg de particulas magnéticas, 1
mL de glutaraldeido 5% em Tampédo E, lavagem com Tampéo | e
imobilizacdo com 2 mL de TcPEPCK-D2;

o TCPEPCK-I1-MB: foram utilizados 4,3 mg de particula magnética, 172 uL
de glutaraldeido 5% em Tampéo E, lavagem com Tampéo IV e
imobilizacdo com 16,8 U de TcPEPCK-II (150 uL da fracdo de enzima
em 985 uL de Tampao IV);
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e TCPEPCK-I11-MB: foram utilizados 25 mg de particulas magnéticas, 1 mL

de glutaraldeido 5% em Tampdo E, lavagem com Tampao Il e
imobilizagdo com 150 U de TcPEPCK-III (6 mL da fragao).

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

Previamente a sua utilizacdo, foi removido o Tampdo B da TcPEPCK-MB,

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

ambiente.

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

O estudo de linearidade do método foi realizado atraves da
construgdo de curvas analiticas com padrdo externo. Para isso, uma solucdo
padrdo de PEP 5 mmol L* foi preparada em Tampdo B. A partir da solucédo
padrdo, foram preparadas solucdes estoque, em Tampdo B, nas seguintes
concentragdes: 15; 25; 50; 75; 150; 200; 300; 400; 500; 600; 700; 800; 900 e 1000
umol L para a curva e 40; 550 e 950 pmol L™ para os controles de qualidade
(CQs).

A partir das solucbes estoque, foram preparadas as solucdes de
trabalho para as curvas analiticas e CQs, nas seguintes concentragdes: 1,5; 2,5;
5,0; 7,5; 15; 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80; 90 e 100 umol L* e, os CQs: 4,0; 55 e 95
umol L. Para tanto, os padrdes para a curva e as amostras CQ foram preparadas
a partir de 10 uL da solucédo estoque apropriada, acrescido de 90 uL de Tampao
B e 100 uL de MeOH. As solucdes foram homogeneizadas e transferidas para
vials do auto-injetor, sendo injetados 10 uL. no LC-MS, utilizando a coluna Luna
Cis(2) (50 x 2,0 mm, 3 um) e fase mdvel composta por Tampéo B/MeOH 1:1,

vazdo 0,15 mL min™.
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Os padrbes foram preparados em triplicata e a curva analitica
construida através de regressdo linear, a partir da area do ion precursor do PEP
[M-H] m/z 167 em funcgéo de sua concentragéo.

Os critérios para a concentracao dos CQs do método foram: i) CQ de
menor concentracdo em até 3 vezes a concentracdo do menor ponto da curva; ii)
CQ de concentragéo intermediaria entre 40-60% da concentracdo do maior ponto
da curva e iii) CQ de maior concentracdo entre 75-95% da concentracdo do maior
ponto da curva.

A seletividade foi avaliada através da injecdo da matriz isenta do
padréo, cujo ion de mesma razdo m/z ndo foi observado.

A precisdo e exatiddo intra- e inter-lotes foram mensuradas
analisando-se trés replicatas dos trés niveis de CQs em quintuplicata. A precisao
do método foi expressa através do coeficiente de variacdo (CV%) dos CQs. A
exatiddo foi determinada pelo calculo de volta e expressa em porcentagem de
desvio entre o valor médio encontrado e o valor de nominal das concentracdes

preparadas.

3.11 Caracterizacao cinética da TcPEPCK-D2-MB

Para a caracterizacdo da TcPEPCK-D2-MB foram utilizadas
concentracdes de OAA entre 4 e 800 umol L e ATP constante em 1000 pmol L
! As éreas das bandas de PEP produzido foram correlacionadas com a
concentragéo através da curva analitica (Segéo 3.10).

Para as reagdes, foram preparados padrdes de OAA 1 mmol Lte
ATP 10 mmol L?, ambos em Tampdo B. O estudo foi realizado com o lote
imobilizado na Sec¢éo 3.9, com cada nivel de concentracdo em triplicata. Poréem,
para tanto, o lote todo foi lavado 1x 1 mL com Tamp&o A, seguido de 2x 1 mL

com Tampéo B e, entdo, feita a reacdo através da adicdo de volumes crescentes
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da solucdo de OAA, 100 pL de ATP 10 mmol L*e volume final ajustado para 1
mL com Tampéao B. As reacOes foram realizados por 10 min, 30 °C e 250 rpm.
Em separador magnético, foi retirada uma aliquota de 100 uL da reacdo, acrescido
0 mesmo volume de MeOH e injetado em LC-MS (Secdo 3.6). Para a proxima
reacdo, o TCPEPCK-D2-MB foi lavado 1x 1 mL com Tampao A, seguido de 2x 1
mL com Tampao B e, entéo, feita a reacdo em 1 mL de Tampéo B. A constante
de Michaelis-Menten aparente (Kwuapp) para o substrato OAA foi estimada usando

o software GraphPad Prism 5.0 através de analise de regressao ndo-linear.

3.12 Imobilizacdo de ATP em particulas magnéticas e aplicacdo na
purificacdo da TcPEPCK

Para a imobilizacdo de ATP, pesou-se 25 mg de particulas
magnéticas amino-terminadas em um microtubo de 1,5 mL e lavou-se com 1,5
mL de Tampao E por 3 vezes. Em seguida, adicionou-se 1 mL de uma solucéo de
glutaraldeido 5% em Tampdo E e foi deixado sob agitacdo a temperatura
ambiente, por 3 h, em agitador rotatério. Apos, as particulas foram lavadas por 3
vezes com 1 mL de Tampao E e adicionado 1 mL de uma solucdo de ATP 7,5
mmol L em Tampéo E, que foi deixado sob agitacdo a temperatura ambiente,
por 4 h, em agitador rotatdrio.

Em seguida, com auxilio de um im4, a solucdo de ATP foi removida
e as particulas magnéticas com ATP imobilizado, denominada ATP-MB, foram
armazenadas em 1 mL de Tampao B, a 4 °C.

Para purificacdo da TCPEPCK com ATP-MB, através de uma captura
seletiva da enzima, foram diluidos 3 mL da fracdo TcPEPCK-II em 7 mL de
Tampéo Il e incubados com o ATP-MB, em um tubo Falcon de 15 mL com

agitacdo rotatoria por 1 h e em temperatura ambiente.
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Em seguida, com o auxilio de um ima, a solucdo foi removida das
ATP-MB e a extracdo da enzima foi feita através da adicdo de 3 mL de Tampéo
I1l. Novamente, a mistura foi levada para agitagdo rotatdria em temperatura
ambiente. Para avaliar a extracdo da TcPEPCK, foram retiradas aliquotas com 1;
4 e 10 h e realizados testes de atividade de cada aliquota.

Apos as 10 h de extracdo, o Tampéo |1l contendo a TcPEPCK foi
totalmente removido, as ATP-MB foram lavadas com por 2 vezes com 1 mL de

Tampao B e armazenadas.

3.13 Efeito do pH, da temperatura e do tempo de reagao para
TcPEPCK em solucéo

Os efeitos de pH e temperatura na atividade da TcPEPCK foram
avaliados para a reacdo de descarboxilcéo e fosforilacéo.

Para o efeito do pH, foi utilizado o tampédo acetato de amo6nio no
intervalo de 8,2 a 10,0 (faixa tamponante do NH3/NH;"). As reacdes foram
realizadas em triplicata, em microtubos de 1,5 mL, contendo OAA 200 umol L*
(2 uL de OAA 10 mmol L), ATP 240 pmol L (2 uL de ATP 12 mmol L?), 1,12
U da TcPEPCK-II (10 uL) e 86 uL de Tampdo A, onde foi variado o pH do
Tampao 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
reacdes foram incubadas a 36 °C por 10 min e 200 rpm, seguido da adi¢do de 100
uL de MeOH e centrifugacdo a 9.300 g, 10 min e 4 °C. O sobrenadante (10 uL)
foi injetado em LC-MS/MS. As solucbes de OAA e ATP foram preparadas em
Tampéao B.

Para avaliacdo do efeito da temperatura, as reacdes foram realizadas
de acordo com a Secdo 3.5.1, porém foram utilizados microtubos de 200 puL e as
reacdes 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 € 40,9 °C por 10 min de maneira
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estatica. Os testes foram feitos em triplicata e as reagdes finalizadas e analisadas
como jéa descrito.

O tempo de reacao foi avaliado com reag0es realizadas de acordo
com a Secdo 3.5.1, porém interrompidas pela adi¢cdo de MeOH frio em 2,5; 5,0;
7,5; 10; 15; 30 e 60 minutos. Os testes foram feitos em triplicata e as reacgoes

finalizadas e analisadas como ja descrito.

3.14 Qualificacao do método analitico para a TcCPEPCK em

solucédo

O estudo de linearidade do método foi realizado atraves da
construcdo de curvas analiticas com padrdo externo. Para isso, uma solucéo
padrdo de PEP 5 mmol L* foi preparada em Tampéo B. A partir da solucéo
padrdo, foram preparadas solucdes estoque, em Tampdo B, nas seguintes
concentragdes: 0,10; 0,20; 0,30; 0,50; 0,90; 1,3; 1,7; 2,0; 3,0 e 4,0 mmol L™ para
acurvae 0,25; 2,4 e 3,6 mmol L para os controles de qualidade (CQs).

A partir das soluces estoque, foram preparadas as solucdes de
trabalho para as curvas analiticas e CQs, nas seguintes concentragdes: 5; 10; 15;
25; 45; 65; 85; 100; 150 e 200 umol L para a curva e 12,5; 120 e 180 umol L*
para os CQs. Para tanto, em microtubos de 0,6 mL, foram transferidos 5 pL da
solucédo estoque de PEP, 10 uL da TcPEPCK-II (1,12 U) e 85 uL de Tampéo A
contendo OAA 118 umol L%, a fim de manter uma concentragéo constante de
OAA em 100 umol L. Ao final, foi adicionado 100 puL 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 uL. no LC-MS/MS, como descrito na Secéo 3.6.

Os padrdes de PEP foram preparados em triplicata e a curva analitica

construida através de regressdo linear, a partir da area da banda cromatografica
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do ion fragmento [PO,]~ m/z 79 em funcdo de sua concentracdo e o fragmento
[M—H-CO] m/z 139 foi utilizado para confirmar a proposta.
Os critérios para a concentracdo dos CQs, seletividade, precisdo e

exatid&o intra e inter-lotes foram os mesmos explicitados na Secéo 3.10.

3.15 Caracterizacao cinetica da TcCPEPCK em solucéo

A caracterizacdo cinetica foi feita no sentido da descarboxilacéo,
para ambos os substratos da PEPCK, OAA e ATP, em separado.

Desta forma, foram utilizadas concentra¢des de um dos substratos na
faixa de 6 a 400 umol L™, enquanto o outro substrato foi mantido constante em
500 pumol L. Inicialmente, foi preparado uma solucédo padréo de cada substrato
em separado, na concentragdo de 5 mmol L™t em Tampéo B. A partir das solucoes
padréo de cada substrato, foram preparadas solucdes estoque, em separado, com
as seguintes concentracdes: 0,12; 0,20; 0,30; 0,40; 0,50; 0,60; 0,80; 100; 120; 140;
160; 180 e 200 mmol L* em Tampao B.

A partir das solucbes estoque de OAA, foram preparadas as
triplicatas das reacGes de trabalho para o estudo cinético, nas seguintes
concentracdes: 6; 10; 15; 20; 25; 30; 40; 50; 60; 70; 80; 90; 100; 120; 140; 160;
180; 200 e 400 umol L. Para tanto, em microtubos de 1,5 mL, foram transferidos
5 uL da solucdo estoque de OAA, 10 uL da TcPEPCK-II (1,12 U) e 85 uL de
Tampdo A contendo ATP 589 umol L. A reacdo foi incubada a 36 °C por 10
min e 200 rpm, seguido da adicdo de 100 uL de MeOH e centrifugacéo a 10.000
g, 10 min e 4 °C. O sobrenadante (10 uL) foi injetado em LC-MS/MS, como
descrito na Secéo 3.6.

Em seguida, o mesmo foi feito variando-se a concentracdo de ATP,
a partir das solugdes estoque de ATP, e mantendo-se a concentracdo fixa de OAA

a partir de uma solucéo de OAA 589 umol L*em Tampéo A.
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Os experimentos foram realizados em triplicata e as constantes de
Michaelis-Menten aparente (Kwuapp), para ambos os substratos, foram estimadas

usando o software GraphPad Prism 5.0 através de anélise de regressdo nao-linear.

3.16 Qualificacdo do método analitico para a TCPEPCK-I1-MB e
TcPEPCK-I111-MB

Novamente, o estudo de linearidade do método foi realizado através
da construcdo de curvas analiticas com padréo externo. Para isso, uma solucéo
padrdo de PEP 5 mmol L* foi preparada em Tampéo B. A partir da solucéo
padrdo, foram preparadas solucdes estoque, em Tampdo B, nas seguintes
concentragdes: 0,20; 0,30; 0,50; 0,90; 1,3; 1,7; 2,0 e 3,0 mmol L para a curva e
0,25; 1,4 e 2,4 mmol L para os controles de qualidade (CQs).

A partir das solucdes estoque, foram preparadas as solugbes de
trabalho para as curvas analiticas e CQs, nas seguintes concentragdes: 10; 15; 25;
45; 65; 85; 100 e 150 pmol L* para a curva e 12,5; 70,0 e 120 umol L para os
CQs. Para tanto, em tubos microtubos de 0,6 mL, foram transferidos 5 uL da
solucéo estoque de PEP e 95 uL de Tampdo A contendo OAA 106 umol L%, a
fim de manter uma concentracédo constante de OAA em 100 pmol L. A mistura
foi homogeneizada, transferida para vials do auto-injetor e injetados 10 uL no LC-
MS/MS, como descrito na Secédo 3.6.

Os padrdes foram preparados em triplicata e a curva analitica
construida através de regressdo linear, a partir da area da banda cromatografica
do ion fragmento [PO,4]-m/z 79 do PEP em funcéo de sua concentragéo.

Os critérios para a concentracdo dos CQs, seletividade, precisdo e

exatid&o intra e inter-lotes foram os mesmos explicitados na Secdo 3.10.
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3.17 Caracterizacao cinética da TcPEPCK-I11-MB e TcPEPCK-I11-
MB

A caracterizacdo cinética foi feita no sentido da descarboxilacéo,
para 0 OAA como substrato, mantendo-se e ATP constante.

O lote de TcPEPCK-1I-MB foi dividido em trés partes iguais e as
reacOes foram realizadas através da adigéo crescente de OAA, entre 10 a 300 umol
L1, enquanto o outro substrato ATP foi mantido constante em 500 pmol L.

Inicialmente, foi preparada uma solucdo padrdo de OAA a 50 mmol
L em Tampao B e, a partir desta, outra solucéo padrdo de OAA 10 mmol L. A
partir das solucdes padréo apropriadas, foram preparadas solucdes estoque com
as seguintes concentracdes: 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* em Tampdo B.

A partir das solucdes estoque de OAA, foram preparadas as
triplicatas das reacdes de trabalho para o estudo cinético, nas seguintes
concentracdes: 10; 15; 20; 25; 30; 50; 70; 90; 100; 200 e 300 umol L. Para tanto,
em 3 microtubos de 1,5 mL contendo a TcPEPCK-II-MB, foram transferidos 10
uL da solucédo estoque de OAA 0,500 mmol L2, 10 uL de ATP 25 mmol Ltem
Tampéo B, 5 uL de Tampéo B e 475 uL de Tampdo A. As reagOes foram
incubadas a 36 °C por 10 min e 250 rpm, e levada para separador magnético por
30 s. Ao final, aliquotas de 100 uL da reacdo foram transferidos para vials,
acrescidas de 100 uL de metanol e analisado (10 uL) através de LC-MS/MS como
descrito na Secéo 3.6.

Em seguida, o volume restante de reacdo em cada biorreator foi
descartado. As TcPEPCK-11-MB foram lavadas com 3x 500 uL de Tampéo A,
sendo agitadas por 10 s em vortex, levadas para o separador magnético por 30 s

e, entdo, o tampéao foi descartado. Desta forma, a TCPEPCK-11-MB estava pronta
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para a proxima reacdo, que foi realizada da mesma maneira, porém com a solucao
estoque de OAA com concentracdo imediatamente superior.

O mesmo procedimento foi realizado com as TcPEPCK-III-MB,
porém com o substrato OAA variando entre 10 e 200 umol L, e ATP mantido
constante em 500 pmol L.

Os experimentos foram realizados em triplicata e a constante de
Michaelis-Menten aparente (Kwuapp), para 0 OAA, foi estimada usando o software
GraphPad Prism 5.0 através de analise de regressao ndo-linear, para TcPEPCK-
I1-MB e TcPEPCK-I1I-MB.

3.18 Triagem de ligantes da TcPEPCK em solucéao

A atividade da TcPEPCK na presenca de diferentes compostos foi
monitorada atraves da reacdo de descarboxilagdo. 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 hidantoinas (LSPN551, LSPN552, LSPN553, LSPN54, LSPN557,
LSPN558, LSPN59, LSPN561, LSPN562, LSPN563, LSPN564, LSPN565,
LSPN566 e LSPN568). Assim, as reacdes foram realizadas em microtubos de 1,5
mL, contendo:

Triagem com 50 umol Lt de ligante: OAA 150 umol L (2 uL de
OAA 7,5 mmol L), ATP 500 umol L* (2 uL de ATP 25 mmol L*), 50 umol
L do ligante (1 uL de ligante 5 mmol L), 10 uL de TcPEPCK-II (1,12 U) e 85
uL de Tampéo A.

Triagem com 450 umol L de ligante: OAA 150 pmol L™ (2 uL de
OAA 7,5 mmol L*?), ATP 500 pmol L* (2 uL de ATP 25 mmol L),
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450 pymol L do ligante (2 uL de ligante 22,5 mmol L), 10 uL de TcPEPCK-II
(1,12 U) e 84 pL de Tampéo A.

Em todos os casos, as solu¢oes de OAA e ATP foram preparadas em
Tampao B e os ligantes preparados em uma mistura DMSO/acetona 1:1 (v/v). As
reagOes foram incubadas a 36 °C por 10 min e 200 rpm, seguido da adi¢ao de 100
uL de MeOH e centrifugacdo a 9.300 g, 10 min e 4 °C. O sobrenadante (10 uL)
foi injetado em LC-MS/MS, como descrito na Secdo 3.6, e forneceram areas de
PEP denominadas Agiagem-

Os controles foram preparados como segue:

Controle negativo (sem ATP): OAA 150 pmol L (2 uL de OAA 7,5
mmol L?), 2 uL de Tampao B, 50 ou 450 umol L do ligante (1 uL do ligante 5
mmol L ou 2 pL do ligante 22,5 mmol L), 10 uL de TcPEPCK-II (1,12 U) e 85
ou 84 uL de Tampéo A.

Controle positivo (sem ligante): OAA 150 umol L (2 uL de OAA
7,5 mmol L), ATP 500 pmol L (2 uL de ATP 25 mmol L?), 1 ou 2 uL de
DMSO/acetona 1:1, 10 uL de TcPEPCK-II (1,12 U) e 85 ou 84 uL de Tampéo A.

A seletividade foi avaliada para cada ligante sob triagem, como
controle negativo, cujo ion m/z 167—79 n&o foi observado em nenhum caso.

A coeluicdo dos ligantes com o PEP pode interferir no processo de
ionizacdo!!?, afetando a intensidade. Este efeito foi avaliado, baseado no proposto
por KRUVE et al.!?°, onde dois lotes de amostras foram preparados:

Amostras do lote 1: OAA 150 umol L (2 uL de OAA 7,5 mmol
L), PEP 100 umol L (2 uL de PEP 5 mmol L?), 1 uL ou 2 uL de DMSO/acetona
1:1, 10 uL de TcPEPCK-II (1,12 U) e 85 ou 84 uL de Tampéo A. As anélises de
LC-MS/MS das amostras do lote 1 forneceram areas de PEP denominadas
ApEp-padrio-

Amostras do lote 2: OAA 150 umol L (2 uL de OAA 7,5 mmol
L), PEP 100 umol L (2 uL de PEP 5 mmol L), 50 ou 450 pmol L™ do ligante
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(1 puL ou 2 uL de ligante 5 ou 22,5 mmol L), 10 uL de TcPEPCK-II (1,12 U) e
85 ou 84 uL de Tampdo A. As analises de LC-MS/MS das amostras do lote 2
forneceram areas de PEP denominadas Apgp-iigante-

Todas as amostras de ambos os lotes, previamente as analises por
LC-MS/MS, foram homogeneizadas em vortex por 10 segundos, seguidos da
adicdo de 100 uL de MeOH, agitacdo em vortex por mais 10 segundos, seguido
de centrifugacao a 9.300 g, 10 min e 4 °C. O sobrenadante (10 uL) foi injetado
em LC-MS/MS como descrito na Secao 3.6.

A razd0 Apepigante/ Arer-padrio TOi calculada com a area do ion
fragmento m/z 79 e foi definida como o efeito matriz. O valor de 1 indica que ndo
héa efeito do ligante sobre a ionizacdo do PEP. Uma intensificacdo no sinal fornece
valores >1 e supresséo de sinal valores <1.

Para corrigir o efeito matriz na ionizagdo do PEP (Acorrigidza) fOI

utilizado a seguinte equacao:

Apgp.ii

. -ligante

Acorrigida - Atriagem+ {Atriagem>< [1' ( A
PEP-padrao

A porcentagem de inibicdo/ativacdo causada pelos ligantes [L(%)]

foi estimada comparando-se a area corrigida com a area do controle positivo
(Acp):

A
L (%): corrigida %100
ACP

onde valores acima de 100% representam ativacao e, inferiores, inibigéo.

3.19 Ensaio de atividade para a TcPEPCK-MB

Para testar a atividade da TcPEPCK-MB quando a mesma estava
armazenada (1 mL de Tampao B e 4 °C) ou ap06s os ensaios de ligand fishing, o

biorreator foi levado para separador magnético, para que 0 tampdo de
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armazenamento ou de ensaio fosse substituido por 1 mL de Tampéo A, seguido
de agitacdo em vortex e deixado em repouso por 1 h, em temperatura ambiente.

Em seguida, o biorreator foi levado para separador magnético, o
Tampéo A foi removido e adicionou-se OAA 100 umol L* (10 pL de OAA 5
mmol L em Tampéo B), ATP 500 umol L (10 uL de ATP 25 mmol Lt em
Tampéo B), 5 uL de Tampédo B e 475 uL de Tampdo A. As reacdes foram
incubadas a 36 °C por 10 min e 250 rpm, e levadas para separador magnético por
30 s. Ao final, aliquotas de 100 uL da reacdo foram transferidas para vials,
acrescidas de 100 uL de metanol e analisado (10 uL) através de LC-MS/MS,
como descrito na Secéo 3.6.

Para reutilizagao da TcCPEPCK-MB, foram realizadas 3 lavagens com

Tampé&o A, como descrito na Secéo 3.17.

3.20 Teste de inibicdo com a TcPEPCK-11-MB

A atividade da TcPEPCK-II-MB na presenca de ligantes foi
monitorada através da reacdo de descarboxilagdo. Assim, foram escolhidos sete
ligantes triados em solucdo (Secdo 3.18), a saber: hipoxantina, aciclovir, 2-
mercaptobenzoxazol, 2-mercapto-5-metilbenzimidazol, LSPN214, quinolinato e
NADH.

Os testes de inibicdo foram realizados em duplicatas, em microtubos
de 1,5 mL contendo a TcPEPCK-I1-MB, OAA 30 pmol L* (10 uL de OAA 1,5
mmol L), ATP 500 pmol L* (10 uL de ATP 25 mmol L), 10 umol L™ do ligante
(5 uL de ligante 1 mmol L) e 475 uL de Tampéo A.

Os controles positivos foram realizados em duplicatas, em
microtubos de 1,5 mL contendo a TcCPEPCK-11-MB, OAA 30 umol L™ (10 uL de
OAA 1,5 mmol L?), ATP 500 umol L (10 pL de ATP 25 mmol L?), 5 uL de
DMSO/acetona 1:1 e 475 pL de Tampéo A.
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Em todos os casos, as solu¢oes de OAA e ATP foram preparadas em
Tampéo B e os ligantes em uma mistura DMSO/acetona 1:1 (v/v). As reacoes
foram incubadas a 36 °C por 10 min e 250 rpm, e levada para separador magnético
por 30 s. Ao final, aliquotas de 100 uL da reacdo foram transferidos para vials,
acrescidas de 100 pL de metanol e analisado (10 uL) atraves de LC-MS/MS como
descrito na Secao 3.6.

Em seguida, o restante da rea¢do em cada biorreator foi descartado.
As TcPEPCK-11-MB foram lavadas com 3x 500 uL de Tampao A, sendo agitados
por 10 segundos em vortex, levados para o separador magnetico por 30 s, entéo,
0 tampéo foi descartado. Desta forma, as TCPEPCK-II-MB estavam prontas para
a proxima reagdo. Cada teste de inibicéo foi intercalado com um controle positivo
e a 0s resultados da inibicdo foram sempre comparados com o controle positivo
imediatamente anterior.

A coeluicdo foi avaliada, através de dois lotes de amostras
preparadas:

Amostras do lote 1: OAA 30 umol L*? (10 uL de OAA 1,5 mmol
L), PEP 25 umol L (10 pL de PEP 1,25 mmol L?), 5 uL de DMSO/acetona 1:1
e 475 uL de Tampéo A.

Amostras do lote 2: OAA 30 umol L*? (10 uL de OAA 1,5 mmol
L), PEP 25 umol L (10 uL de PEP 1,25 mmol L?), 10 umol L do ligante (5
uL de ligante 1 mmol L?) e 475 pL de Tampéo A.

Todos os calculos foram realizados utilizando-se as formulas

descritas na Secdo 3.18.

3.21 Teste de tolerancia da TcPEPCK ao MeOH

Os testes de tolerancia ao MeOH foram realizados com as

concentracdes de 0; 5; 10; 20 e 30% do mesmo, para a reacdo de descarboxilagéo.
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As reacOes foram realizadas em duplicata, em microtubos de 1,5 mL
contendo OAA 200 pmol L (2 uL de OAA 10 mmol L), ATP 240 umol L (2
uL de ATP 12 mmol L?) e 10 uL da fragdo TcPEPCK-II (1,12 U). Entdo foi
adicionado MeOH nos volumes correspondentes as concentracdes desejadas, ou
seja, 0; 5; 10; 20 e 30 uL, e o volume ajustado com 86; 81; 76; 66 e 56 uL. com
Tampéo A, respectivamente, sendo o volume final de 100 uL. As reacdes foram
incubadas a 36 °C por 10 min e 200 rpm.

Ao final, para manter todas as concentragdes de MeOH constantes
em todas as analises por LC-MS/MS, as reagdes foram interrompidas pela de
adicdo de 100; 95; 90; 80 e 70 uL. de MeOH e 0; 5; 10; 20 e 30 uL de Tampéo A,
respectivamente, seguido de centrifugacdo a 9.300 g, 10 min e 4 °C. O
sobrenadante (10 uL) foi injetado em LC-MS/MS. As solucdes de OAA e ATP

foram preparadas em Tampéo B.

3.22 Prova de conceito para ensaio de ligand fishing com a
TcPEPCK-11-MB e TcPEPCK-I11-MB

Um lote de TcPEPCK-1I-MB e TcPEPCK-II1-MB foi fracionado em
3 partes iguais e, em uma das partes, a enzima foi desnaturada pela adi¢ao de
solvente organico (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 TcCPEPCK-I1-MB (sendo 1 desnaturado e 2 com
atividade para TcPEPCK) foram levados para o separador magnético e adicionado
10 uL de uma mistura contendo hipoxantina, aciclovir, 2-mercapto-5-
meilbenzimidazol, 2-mercaptobenzoxazol e a cumarina LSPN214, cada um a 1
mmol Lt em DMSO/acetona 1:1, seguidos pela adicdo de 490 pL de Tampéo A,

sendo que a mistura final apresentou 20 umol L™ de cada ligante. As TcPEPCK-
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I1-MB foram agitadas em vortex por 10 s e deixadas sob agitacdo por 10 min,
36 °C e 250 rpm. Apos, as TcPEPCK-1I-MB foram levadas para o separador
magnético, deixadas por 30 s e, entdo, todo o sobrenadante foi removido. As
TcPEPCK-11-MB foram lavadas (2x 500 uL) com Tampé&o A, sempre em ciclos
de 10 segundos de agitacdo em vortex e 30 s no separador magnético.

Em seguida, foram testadas trés formas de extracdo. O primeiro teste
foi realizado com o proprio substrato, utilizando-se 500 uL de OAA 500 pmol
Lt em Tampdo A. Apds a adicdo de substrato como solucdo extratora, 0s
biorreatores foram agitados em vortex por 10 s e deixados sob agitacdo por 10
min, 36 °C e 250 rpm. Apos, as TcCPEPCK-11-MB foram levadas para o separador
magnético, deixadas por 30 s e, entdo, 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 0 mesmo
procedimento de carregamento e incubacéo, a fim de testar mais dois métodos de
extracdo dos ligantes. O segundo teste de extracdo foi realizado com mudanca de
pH, através da adicdo de 500 pL de tampdo acetato de amonio 50 mmol L pH
5,5 e o terceiro com mudanca de pH e adicao de solvente orgénico, a partir de 500
uL de tampéo acetato de amdnio 50 mmol L pH 5,5 contendo 20% de MeOH
(Tampéo F). Apos a adicdo da solugéo extratora, os biorreatores foram incubados
como descrito acima.

Para a analise das extracdes, foi utilizada uma coluna Poroshell Cig
(100 x 2,1 mm, 2,7 um, Agilent), com forno de coluna a 40 °C, fase mdvel
ACN/éagua contendo 0,1% de acido férmico 1:4 (v/v), em modo isocratico, vazdo
de 0,4 mL min com split, onde 0,1 mL min* foi levado para o IT, que operou
em modo SRM monitorando os ions [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-11I-MB,
porém com tempo de incubacdo da mistura dos 5 inibidores de 30 min e extracao
apenas com 500 uL de Tampéo F, seguido de anélise por LC-MS.

O tratamento dos dados foi realizado através das areas das bandas
cromatograficas obtidas para cada ligante, nas duas TcPEPCK-MB ativas,
relacionada com a area obtida na TcPEPCK-MB inativa (controle), através da

razao:

X .. Area do ligante .
Raz&o de afinidade = AN CMB-ativa

Area do liganteyp . oo

Para reiniciar os ensaios de ligand fishing, as TcPEPCK-III-MB
foram deixadas em contato com Tampé&o A por 1 h e, em seguida, avaliadas suas
atividades (Secdo 3.19). Entdo, novamente o procedimento foi repetido com as
TcPEPCK-11I-MB, porém com uma mistura de cinco hidantoinas (LSPN551,
LSPN553, LSPN558, LSPN561 e LSPN563) preparadas cada uma a 1 mmol L
em DMSO/acetona 1:1, com adigédo de 10 uL da mistura e 490 uL de Tampéo A,
sendo que a mistura final apresentou 20 umol L* de cada hidantoina. As
TcPEPCK-111-MB foram agitadas em vortex por 10 s e deixadas sob agitacdo por
30 min, 36 °C e 250 rpm. Apos, as TcPEPCK-III-MB foram levadas para o
separador magnético, deixadas por 30 s e, entdo, todo o sobrenadante foi
removido. As TcPEPCK-III-MB foram lavadas (2x 500 uL) com Tampao A,
sempre em ciclos de 10 segundos de agitacdo em vortex e 30 s no separador
magnético. Entdo, foram adicionados 500 uL de Tampao F, seguido de agitacao
em vortex por 10 s e deixados sob agitacdo por 10 min, 36 °C e 250 rpm. Apos,
as TcCPEPCK-I11-MB foram levadas para o separador magnético, deixadas por 30
s e, entdo, todo o sobrenadante foi recolhido, transferidos para vials e analisados
(10 pL) através de LC-MS.
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Para analise do ensaio com as hidantoinas, foi utilizada a coluna
Poroshell Ci5 (100 x 2,1 mm, 2,7 um, Agilent), com forno de coluna a 40 °C, fase
movel ACN/agua contendo 0,1% de acido formico 35:65 (v/v), em modo
isocratico, vazdo de 0,4 mL min't com split, onde 0,1 mL min foi levado para o
IT, que operou em modo SRM monitorando os ions [M+H]" de cada um dos cinco
compostos. O tempo de corrida foi de 8 min.

Os parametros do IT para ambas as andlises foram: voltagem no
capilar: 4500 V; voltagem no skimmer: +40,0 V; pressédo do gas de nebulizacéo
(N2): 30,0 psi; vazdo do gas de secagem (N,): 7,0 L min e temperatura da fonte:

300 °C. No modo SRM, foi monitorado o ion [M+H]" de cada composto.

3.23 Ensaio de ligand fishing para a TcCPEPCK-MB com extrato

de plantas do cerrado

O extrato etandlico seco das cascas de Qualea grandiflora Mart.
(Vochysiaceae), pré-purificado para retirada da clorofila, foi solubilizado em
Tampéo A, de tal forma a ser preparada uma solugdo 2 mg mL™ que foi agitada
em vortex e permaneceu 5 min em sonicacao. A solucdo foi centrifugada por 1
min e 5.000 g, e 500 pL do sobrenadante do extrato foi adicionado as trés
TcPEPCK-III-MB (sendo 1 desnaturada e 2 com atividade para TcPEPCK), que
foram agitadas em vortex por 10 s e deixadas sob agitacdo por 30 min, 36 °C e
250 rpm. Apds, as TCPEPCK-111-MB foram levadas para o separador magnetico,
deixadas por 30 s e, entdo, todo o sobrenadante foi removido. As TcPEPCK-III-
MB foram lavadas (2x 500 uL) com Tampdo A, sempre em ciclos de 10 s de
agitacdo em vortex e 30 s no separador magnético.

Em seguida, aos biorreatores adicionou-se 500 puL de Tampdo F, que
foram agitados em vortex por 10 segundos e deixados sob agitacdo por 10 min,

36 °C e 250 rpm. Apds, as TCPEPCK-III-MB foram levadas para o separador
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magnético, deixadas por 1 min e, entdo, todo o sobrenadante foi recolhido,
transferido para vials e analisado (10 uL) através de LC-HRMS(/MS).

As TcPEPCK-III-MB foram lavadas (3x 500 puL) com Tampédo A e
0 procedimento se repetiu com o0s extratos etandlicos secos das folhas de
Diospyros burchellii (Ebenaceae) e Byrsonima coccolobifolia (Malpighiaceae), e
com o extrato etandlico seco das cascas de Anadenanthera falcata (Benth.) Speg
(Fabaceae).

No sistema LC-HRMS, foi utilizada a coluna Ascentis Express Cig
(100 x 2,1 mm, 2,7 um, Agilent), com fase mdvel composta por agua contendo
0,1% de acido formico (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 reequilibrio, a coluna permaneceu
com 5% de B por 3 min, com um tempo total de corrida de 25 min. A vazao foi
de 0,4 mL min?e volume de injecdo de 10 uL. As anlises de cada ensaio de
fishing foram realizadas em duplicata, sendo uma no modo positivo e outra no
modo negativo de ionizacdo. O QqTOF operou com janela espectral de m/z 100-
1000, voltagem do capilar em 4500 V, pressdo do nebulizador (N;) 4,0 bar, gas
de secagem (N,) 10 L min't e 180 °C, tempo de transferéncia de 70 ps, pré-pulso
de 5,0 us e energia da cela de colisdo em 8 eV.

Para as anéalises de LC-HRMS/MS, o QqTOF operou nas mesmas
condicOes descritas acima, e foi programado para aquisicbes no modo auto
MS/MS (ions precursores por ciclo de tempo de 3 s), em experimentos com
diferentes energias de colisdo 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
informacOes a respeito da coleta das espécies e 0 preparo dos extratos estdo

apresentados a seguir:
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e (Qualea grandiflora Mart. (Vochysiaceae), VOUCHER: 8854, extrato
etanolico das cascas: as cascas do caule da planta Q. grandiflora foram
coletadas em outubro de 2015 na dependéncia do cerrado da UFSCar, no
municipio de Sao Carlos/SP, rodovia Washington Luis Km 235, sendo a
exsicata depositada no herbario desta instituicdo. O material vegetal foi
seco a 40 °C em estufa e moido em moinho de facas, logo apds foram
submetidos a maceracéo utilizando etanol, sendo feito quatro vezes a cada
7 dias em triplicata. Apds a maceracdo, o material foi filtrado e o solvente
evaporado a 50 °C utilizando um evaporador rotativo, obtendo assim o
extrato etanolico.

e Anadenanthera falcata (Fabaceae), VOUCHER: 8370, extrato etandlico
das cascas: as cascas do caule foram coletadas no cerrado paulista no
primeiro semestre de 2011, no municipio de S&o Carlos/SP, rodovia
Washington Luis Km 235, e identificadas pela Profa. Dra. Maria Inés
Salgueiro Lima. As amostras foram secas em uma estufa a 40 °C durante
trés dias e depois o material seco foi moido e colocado em erlenmeyers com
etanol 99,5% para a extracdo. O extrato bruto concentrado foi obtido com
a evaporacdo do solvente em evaporador rotativo sob pressdo reduzida, a
temperatura de 40 °C.

e Diospyros burchellii DC. (Ebenaceae), VOUCHER: BW 3457, Byrsonima
coccolobifolia Kunth (Malpighiaceae) VOUCHER: BW 6029, extratos
etandlicos das folhas: ambas as espécies foram coletadas em 15 de
dezembro de 2010 na Rodovia DF 480, Lote 01, Setor de Multiplas
Atividades do Gama - SMA - Gama/DF, sob as autorizacdes ambientais n°
021/2010 - SUGAP/IBRAM (supressdo vegetal) e n° 043/2010 — IBRAM,
sendo os espécimes testemunhos depositados no Herbario da EMBRAPA
Recursos Genéticos e Biotecnologia (CEN), Brasilia/DF. Os estudos dessas
espécies possuem Autorizacdo de Acesso e de Remessa de Amostra de
Componente do Patriménio Genético n° 010698/2013-2 (CNPq). As folhas
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foram secas em estufa de circulacdo a 40 °C por 4 dias, posteriormente
trituradas em moinho de facas e submetidas a maceracdo com etanol, a
temperatura ambiente, durante trés dias. Apds os primeiros trés dias de
extracdo o material foi filtrado e o solvente evaporado em evaporador
rotativo sob pressdo reduzida, obtendo-se o extrato etandlico das folhas.
Este procedimento de extracdo e evaporacao do solvente foi repetido por

trés vezes.
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4 Resultados e discussao

4.1 Desenvolvimento de método LC-UV para a reacdo de

carboxilacéo

Os métodos desenvolvidos para 0 monitoramento da atividade da
PEPCK datam da década de 60-70'%812-12 e sio utilizados até os dias
atuais®®9126:97-102,124.125 com pouca ou nenhuma modificacdo, apesar dos varios
problemas relacionados a eles. Visando eliminar tais problemas, foi proposto o
desenvolvimento de um metodo por cromatografia a liquido para monitorar
diretamente os produtos da catalise enzimatica com deteccao por ultravioleta (LC-
uv).

Inicialmente, foi escolhido monitorar a reacdo de carboxilacédo e
desfosforilagdo do PEP, com consumo de ADP e formacdo de OAA e ATP, a
partir da separacdo cromatografica de ADP e ATP. Assim, a utilizacdo de outras
reacbes enzimaticas acopladas ndo € necessaria e 0s problemas com o
monitoramento direto do OAA é superado.

Ao tampao de trabalho para a reacdo com a PEPCK (Tampéo C) séo
adicionados os cofatores metalicos Mn?* e Mg?*, DTT e NaHCO; como fonte de
CO,. Todos esses componentes sdo necessarios para a atividade enzimatica e,
portando, devem ser considerados no desenvolvimento do meétodo analitico de
separacdo, além dos substratos e produtos, PEP, OAA, ADP e ATP.

Para as condicOes de separacOes cromatograficas foi selecionado o
modo isocratico de eluicdo com pareamento ibnico. A fase estacionaria
selecionada foi a coluna C;g XSelect HSS T3 (100 x 2,1 mm, 3,5 um, Waters)
devido a sua alta capacidade de retencéo para compostos polares.

Uma vez que o detector usado seria 0 UV e, assim, ndo havia a

restricdo para tampdes ndo-volateis, o tampdo fosfato de potassio (65 mmol L7,
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pH 6,00) foi selecionado. Para o pareamento, foi utilizado hidrogenossulfato de
tetrabutilaménio (TBAHS) 4 mmol L. Metanol foi usado como modificador
organico na proporcdo de 1% v/v. Nestas condi¢cbes o ATP apresentou retencéo
elevada (em torno de 45 minutos) enquanto OAA e PEP eluiram no volume morto
da coluna.

Baseados em trabalhos da lieratura’?’-12°, optou-se por alterar a fase
movel, de tal forma a utilizar o tampéao fosfato em pH maior que o pK, mais
elevado de 6,5 do ATP, porém mantendo-se constante a concentracdo de fosfato,
e uma maior concentracdo do pareador ibnico TBAHS. Assim, testou-se a
utilizacdo de tampéo fosfato de potassio 65 mmol L™ pH 7,50 e TBAHS 5 mmol
L com diferentes proporcoes de MeOH em diferentes vazdes. Os tempos de
retencdo obtidos para ATP e ADP estdo apresentados na TABELA 4.1.

TABELA 4.1 — Influéncia no tempo de retencéo, devido a proporcdo de MeOH (v/v) na fase
movel, composta por tamp&o fosfato de potassio 65 mmol L™ pH 7,50 e TBAHS 5 mmol L%,
em diferentes vazdes.

x ADP, tempo de retencdo (min) | ATP, tempo de retencéo (min)
Vazao %MeOH (V/
(mL min') ANEOIA] ()

5% | 10% | 125% | 15% | 5% | 10% | 12,5% | 15%

0,2 19,3 - - 39 425 - - 5,5

0,3 132 6,7 5,3 - 290 118 8,5 -

0,4 - 5,0 4,1 - - 8,9 6,6 -

Embora com 15% de MeOH os tempos de retencdo tenham sido
menores, 0 que levaria a corridas mais curtas, a resolucdo dos picos foi
prejudicada. Assim, optou-se por utilizar 12,5% de MeOH e vazédo 0,4 mL min™,
O cromatograma obtido esta apresentado na FIGURA 4.1.
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FIGURA 4.1 — Cromatograma da separacdo de OAA, PEP, ADP, ATP e interferentes do
Tampéo C, utilizando-se a coluna C1g XSelect HSS T3 (100 x 2,1 mm, 3,5 pum, Waters), fase
movel (tampéo fosfato de potassio 65 mmol L pH 7,5 contendo TBAHS 5 mmol L™1)/MeOH
(87,5:12,5, v/v), vazdo 0,4 mL min't e A = 220 nm (vermelho) e 260 nm (preto).

Na perspectiva de se trabalhar em menores concentracdes de tampéo

fosfato, optou-se por diminuir a concentragéo de 65 mmol L para 10 mmol L*,

Porém, ao utilizar as mesmas condi¢des cromatograficas, mas com concentragdo

do tampao a 10 mmol L contendo TBAHS 5 mmol L (Tampéo V), o tempo de

retencdo de ADP e ATP aumentou em 17 minutos. Desta maneira, a proporcéo de

MeOH foi aumentada para 25%, proporcionando eficiéncia cromatografica com

alta resolucdo (FIGURA 4.2).
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FIGURA 4.2 — Cromatograma da separacdo de OAA, PEP, ADP, ATP e interferentes do
Tampdo C, utilizando-se a coluna C1g XSelect HSS T3 (100 x 2,1 mm, 3,5 um, Waters), fase
movel Tampdo V/MeOH (75:25, v/v), vazdo 0,4 mL minte A =220 nm (vermelho) e 260 nm
(preto).

Com o método analitico da separacdo dos compostos da reacdo da
PEPCK devidamente desenvolvido, iniciou-se 0s experimentos de expressao e
purificacdo da enzima.

4.2 Expressao e purificacdo da TcPEPCK

Para a expressdo, foi utilizado um protocolo previamente
desenvolvido no Laboratorio de Bioguimica Funcional e Estrutural (LBFE), da
Profa. Dra. Dulce Helena Ferreira de Souza, empregando-se células competentes
de E. coli BL21(DE3)pT-GroE para transformacdo do plasmideo pANEX-
TcPEPCK’, conforme Secdo 3.3. Anélise por eletroforese em gel desnaturante da
cultura, antes e ap6s a inducdo da expressao com IPTG (FIGURA 4.3), mostrou
uma banda em aproximadamente 60 kDa apds a inducédo, proximo de 58,7 kDa
esperado para a TcCPEPCK.

A lise celular seguida de precipitacdo com sulfato de amonio 40%,
como descrito na Secdo 3.4, foi realizada desde o principio. Porém, nas etapas
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cromatograficas subsequentes a precipitacdo, inicialmente, utilizou-se uma
coluna de troca anidnica fraca (DEAE-Sepharose™, 1 mL de volume interno, GE
Healthcare), seguida por uma de exclusdo molecular em Superose®12 (100 mL
de volume interno, GE Healthcare), descritas na Se¢édo 3.4.1.

Para a troca anionica em DEAE, as fracdes com atividade para a
TcPEPCK foram aquelas de baixa retencéo (fracdo 2 a 10), eluidas com tampao
de baixa forca ibnica (Tampao I). A baixa retencéo era esperada, uma vez que 0
pH do Tampdo | estava abaixo do pl da TcPEPCK, estando a mesma
positivamente carregada. Um volume de 1 mL da fracdo 2 obtida da DEAE
(denominada TcPEPCK-D2) foi aplicado na coluna de exclusdo molecular e
eluida em modo isocratico. Os niveis de purificacdo obtidos para cada etapa
podem ser apreciados através de analise em SDS-PAGE, apresentado na FIGURA
4.3.

66 kDa

45 kDa

FIGURA 4.3 — Anélise em SDS-PAGE do processo de expressao e purificacdo da TcPEPCK,
sendo: marcador de massa molecular (pocos 1 e 10); cultura de E.coli antes (pogo 2) a apds
inducdo com IPTG (poco 3); precipitagdo com 40 % de sulfato de amonio, precipitado (poco 4)
e sobrenadante (poco 5); sobrenadante (NH4)2SO4 40% apds dialise (poco 6); fracdo 2 da coluna
DEAE (poco 7); fragbes 27 e 28 eluidas da coluna Superose 12 (pogos 8 e 9, respectivamente).

As purificages foram acompanhadas através do ensaio de atividade,
monitorando-se a reacdo de carboxilacdo (Secdo 3.5.2) com analises por LC-UV
(Secdo 3.7.1, metodo I). A purificacdo foi eficiente apds a etapa de exclusédo
molecular (FIGURA 4.3, pogos 8 e 9), mas com baixo rendimento. A realizacdo
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de purificagOes sucessivas na Superose 12, a fim de se obter maiores quantidades
de enzima, mostrou-se dificultosa. A completa elui¢do das proteinas, de tal forma
que a coluna estivesse pronta para a proxima purificacdo, foi um processo de
varias horas e, embora esta etapa tenha apresentado reprodutibilidade, em cada
purificagdo foram obtidas duas fracGes de 0,5 mL cada, com baixa atividade e
baixissima produtividade.

A purificacédo pela DEAE (FIGURA 4.3, pogos 7), embora néo téo
eficiente como a Superose 12, mostrou-se satisfatoria comparado ao perfil de
proteinas apos inducdo. Assim, para dar continuidade aos demais testes, seguiu-
se com a fracdo TCPEPCK-D2. E importante ressaltar que as reacdes branco para
as duas fracOes se diferenciaram, com a presenca de ATP para a fragdo obtida da
DEAE. O pico do ATP foi provavelmente devido a acdo de ATPases presentes
nas fracOes mais impuras, 0 que ndo ocorreu com a fragcdo da Superose 12, como
mostrado na FIGURA 4.4.
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FIGURA 4.4 — Cromatogramas LC-UV das reacgdes branco da TcPEPCK obtida de (a) DEAE
e (b) Superose 12, utilizando-se a coluna C1g XSelect HSS T3 (100 x 2,1 mm, 3,5 um, Waters),
com fase movel Tampédo V/MeOH, vazéo 0,4 mL/min e A = 220 nm (vermelho) e 260 nm

(preto).

Um pico de ATP de baixa intensidade na reacao branco da Superose
12 (FIGURA 4.4b) ocorre naturalmente, dada a presenca de ATP no préprio
padrédo comercial de ADP. Contudo, € importante observar a necessidade de

reacOes branco da DEAE para desconsiderar a area do branco das reagdes



65

enzimaticas a fim de ndo superestimar as atividades encontradas, levando a

resultados ndo confiaveis.

4.3 Cromatografia 2D LC

Visando novos modelos de triagem de ligantes, com a enzima
imobilizada em capilares de silica fundida (ICER) e dada a baixa resolucédo
cromatografica dos biorreatores capilares, é necessaria a utilizacdo de 2D LC para
separacdo de ADP e ATP.

O sistema cromatografico bidimensional foi configurado como
ilustrado na FIGURA 4.5. Na primeira dimensdo, a enzima imobilizada converte
0 substrato PEP, na presenca dos cofatores e ADP, em OAA e ATP (posicdo 1 da
valvula de seis porticos). Em seguida, 0 OAA e o ATP produzido pela ac¢do da
PEPCK, além do excesso de PEP e ADP que ndo foram convertidos, sao
transferidos para a coluna analitica através da mudanca da valvula para posicao 2.

A separacéo é obtida na segunda dimensao (valvula na posicdo 1) e a atividade da

enzima e monitorada através da quantificacdo de ATP.

Bomba A Eluente 2

Coluna
RN analitica
3 O B T
A\
Posigéo 1
Bomba B | |
—\ /—
\ )
Posic¢éo 2

Eluente 1

FIGURA 4.5 — Representacdo do sistema cromatogréafico bidimensional com o ICER na
primeira dimenséo e uma coluna analitica na segunda dimensdo.
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Para utilizacdo desse sistema, é preciso estabelecer o tempo em que
os analitos da primeira dimensdo sdo transferidos para a segunda dimenséo
(posicéo 2) até que a valvula retorne para a posicéo 1 e inicie a separacéo analitica
na segunda dimenséo.

Como a atividade da enzima ja era conhecida em Tampéo C, o tempo
de acoplamento do ICER com a coluna analitica para transferéncia dos compostos
(OAA, PEP, ADP e ATP) foi estabelecido neste tampéo, avaliando-se o tempo de
transferéncia de todos os compostos em um capilar de silica fundida vazio de 40
cm (Secéo 3.7.2) até o detector de UV. As solugdo-padréo 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.)
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FIGURA 4.6 — Cromatograma da injecdo de 10 uL de um mix de OAA, PEP, ADP e ATP 0,5
mg mL™ em um capilar de silica fundida vazio (40 cm), utilizando Tamp&o C como fase mével,
vazdo de 0,05 mL min™ e A = 220 nm (vermelho) e 260 nm (preto).

O tempo de acoplamento foi reavaliado apds a obtencdo do ICER.

Contudo, as condicgdes de analise desenvolvidas estdo sumarizadas na TABELA
4.2,
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TABELA 4.2 — Condicdes cromatograficas desenvolvidas no sistema 2D LC para separacdo de

ADP e ATP.
Bomba Tempo E Posicédo da
(eluente)  (min) vento valvula
B(1) 0-1,39 Eluicdo dos analitos 1
A2 0-1,39 Condicionamento da coluna analitica 1
B(1) 140-6,00 Transferénciados analitos paraa coluna analitica 2
A(2) 6,01-15,00 Analise dos compostos pela coluna analitica 1
B(1) 6,01-1500 Condicionamentodo ICER 1

Bomba B (12 dimens&o): ICER (40 cm x 100 um d.i.), vazdo 0,05 mL min™, eluente 1 = Tamp&o
C. Bomba A (2% dimensé&o): coluna C1g XSelect HSS T3 (100 x 2,1 mm, 3,5 um, Waters), vazéo
0,4 mL min?, eluente 2 = Tampao V/MeOH (75:25, v/v) e . = 220 e 260 nm.

Apobs estabelecido o tempo de acoplamento e encontradas as
condicdes de separacdo dos compostos na coluna analitica, as duas dimensdes
foram acopladas, a fim de verificar o efeito das condicGes de reacdo enzimatica
(primeira dimensdo) na separacgéo analitica.

As condicBes cromatograficas utilizadas na primeira dimensao foram
as mesmas para a determinacdo do tempo de acoplamento e necessarias para
atividade do ICER. As condicdes da primeira dimenséo, no entanto, prejudicaram
as condicoes de eluicdo da segunda dimenséo. A retencao foi afetada para todos
0s compostos (FIGURA 4.7).
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FIGURA 4.7 — Cromatogramas 2D LC. 1? dimensao: capilar vazio (40 cm), fase mével Tampao
C, vazdo 0,05 mL min. 22 dimenséo: coluna C1s XSelect HSS T3 (100 x 2,1 mm, 3,5 um,
Waters), com fase mével Tampéo V/MeOH (75:25, v/v), vazdo 0,4 mL minte A = A =220 nm
(vermelho) e 260 nm (preto). (a) Injecdo branco e (b) injecdo da mistura de OAA, PEP, ADP e
ATP.
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Duas hipoteses foram levantadas: i) o tampédo PIPES compete com o
pareamento i6nico, visto que possui um acido sulfénico em sua estrutura e, ii)
ADP e ATP complexam com os metais Mn?* e Mg?* presentes no Tampéo C,
perdendo retencédo. Para verificar a interferéncia do Tampao C, foi realizado um
teste com tampdo fosfato no capilar vazio, visto que a separacdo analitica ocorre
neste tampdo. Assim, foi novamente avaliado o tempo de transferéncia dos
analitos em tampéo fosfato de potassio 10 mmol L* pH 7,00, que nédo sofreu
alteracéo.

A utilizacdo de tampdo fosfato na 12 dimensdo nédo prejudicou a
separacdo analitica na 22 dimensdo, como apresentado na FIGURA 4.8. No
entanto, a transferéncia dos analitos em um tamp&o aquoso acarretou em aumento
na retencdo de ADP e ATP e, assim, a proporcdo de 25% de MeOH utilizada

inicialmente foi aumentada para 28,5% de MeOH.
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FIGURA 4.8 — Cromatogramas 2D LC da separacdo de OAA, PEP, ADP, ATP e interferentes do
Tampéo C. 12 dimensdo: capilar vazio (40 cm), fase mével tampéo fosfato 10 mmol L e pH 7,00, vazdo
0,05 mL min?. 22 dimens&o: coluna Cis XSelect HSS T3 (100 x 2,1 mm, 3,5 um, Waters), com fase
movel Tampéo V/MeOH, vazédo 0,4 mL min? e A =220 e 260 nm.
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Nos metodos 2D LC, ambas as dimensdes necessitam ser
compativeis e, neste trabalho, as condi¢cdes da primeira dimensdo (ICER) devem
possibilitar a biocatalise da TcCPEPCK mas, ao mesmo tempo, ndo podem
interferir na separacdo analitica da 2% dimensdo. Como a utilizacdo de tampéo
fosfato ndo interferiu na separacdo analitica, entdo foi avaliado o efeito individual
dos compostos do Tampao C, ou seja, a decorréncia dos metais na retencéo, bem
como a competicdo de PIPES pelo pareamento ionico. Para tanto, foram
realizados dois testes na primeira dimenséo: i) utilizacdo de PIPES 50 mmol L*
pH 7,4, sem adicdo dos metais, EGTA e KCl e ii) utilizacdo de Tris-HCI 50 mmol
L pH 7,5 com adi¢do de MnCl, 0,7 mmol L* e MgCl, 3 mmol L. O tampéo
Tris-HCI foi escolhido pois também é reportado na literatura'? para ensaios de
atividade com a PEPCK.

Os resultados obtidos evidenciaram que os metais levam a perda de
retencdo, provavelmente devido a formacéo de complexos mais polares com ADP
e ATP, bem como a utilizacdo de PIPES compete com o pareamento e leva a
assimetria de picos (FIGURA 4.9).
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FIGURA 4.9 — Cromatogramas 2D LC, sendo a 12 dimens&o de (a) Tris-HCI 50 mmol L pH
7,5 com adigdo dos metais, (b) apenas Tris-HCI 50 mmol L™ pH 7,5 e (c) PIPES 50 mmol L
pH 7,4. 22 dimensdo: Cig XSelect HSS T3 (100 x 2,1 mm, 3,5 um, Waters), com fase movel
Tamp&o V/MeOH (71,5:28,5, v/v), vazdo 0,4 mL min?t e A = 220 nm (vermelho) e 260 nm

(preto).

Desta forma, foi preciso buscar tampdes compativeis com as
condicbes cromatograficas na qual a enzima apresentasse atividade. Como o

Tampéo C apresenta diversos compostos (PIPES 50 mmol L pH 7,4; contendo
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KCI 90 mmol L%, EGTA 0,6 mmol L%, DTT 1 mmol L, MnCl, 0,7 mmol L e
MgCl, 3 mmol L1), foi preciso verificar a influéncia destes compostos na
atividade da enzima através da area da banda de ATP produzido. Primeiramente
foi avaliada a atividade da TcPEPCK em Tampdo C (Secdo 3.5.2), porém sem
adicdo de KCIl e EGTA, na qual a atividade néo foi afetada e, assim, a adi¢do
desses dois compostos foi descontinuada. Em seguida, avaliou-se a atividade da
enzimaem Tampao C sem KCI, EGTA, MnCl; e MgCl, (Se¢édo 3.5.4). Neste caso,
a TcPEPCK ndo apresentou nenhuma atividade, comprovando a necessidade dos
metais divalentes como cofatores.

A utilizacdo de outros tampdes também foi avaliada (Sec¢édo 3.5.4),
atraves de reacdes de carboxilacdo, em que o PIPES foi substituido por acetato de
amonio pH 5,65; bicarbonato de amonio pH 6,50, fosfato de potassio pH 7,00 e
Tris-HCI pH 7,50, todos na concentracdo de 50 mmol L e contendo DTT 1 mmol
L1, MnCl, 0,7 mmol L e MgCl, 3 mmol L. A enzima apresentou atividade em
todos tampdes, sendo as atividades semelhantes ao Tampé&o C quando foi utilizado
acetato de amonio e Tris-HCI, porém uma atividade cerca de 60% menor em
bicarbonato e fosfato. Entretanto, a utilizacdo de tamp6es na 12 dimensdo com
pHs mais distantes de 7,5 (pH da fase mdvel na 22 dimenséo); como o acetato € 0
bicarbonato, poderiam levar a problemas na separacdo analitica, visto que o
ultimo pK, do ADP e ATP esta em cerca de 6,5 e a retencéo é diretamente afetada
pelo pH.

Para ndo ocorrer efeitos na retencéo devido ao pH, € preciso utilizar
pH da fase mével com, no minimo, 1,5 unidade acima do pK,, ou seja, pH acima
de 8, 0 que é incompativel com a coluna analitica utilizada, bem como com as
colunas C,g classicas. Entéo, testou-se a separacdo dos componentes da reacdo
enzimatica em duas diferentes colunas Cig hibridas, que apresentam estabilidade
até pH 12, a C,g XTerra (150 x 4,6 mm, 5 um, Waters) e C,5 XSelect CSH (100 x
2,1 mm, 2,5 um, Waters) ambas com fase mdvel composta por Tampéo VI
[acetato de amdnio 20 mmol L e pH 9,50 contendo TBAHS 5 mmol L] e MeOH



(Secdo 3.7.1, métodos Il e 111). Os cromatogramas obtidos estdo apresentados na
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FIGURA 4.10.
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FIGURA 4.10 — Cromatogramas LC-UV das separacdes analiticas com a coluna (a) C1g XTerra
vazdo 0,4 mL min*? e (b) Cis XSelect CSH vazdo 0,25 mL min™. O acoplamento 2D LC foi
realizado em (c) com a C1g XTerra e (d) C1g XSelect CSH. A separagdo analitica utilizou fase
maovel composta por Tampao VI/MeOH (75:25) e as separagdes 2D utilizaram, na 12 dimensao,
tampéo acetato de amonio 50 mmol L™ pH 5,65 contendo DTT 1 mmol L™, MnCl; 0,7 mmol
L e MgCl2 3 mmol L com vazdo 0,05 mL min™ e » = 220 nm (vermelho) e 260 nm (preto).

A utilizacdo de ambas colunas levou a Gtimas separagdes analiticas
de ADP e ATP, sendo que na coluna C;3 CSH a corrida € mais curta (7 min) e
com vazao menor. Quanto aos métodos 2D, ilustrados na FIGURA 4.10c e 4.10d,
0os metais do tampdo na 1% dimensdo afetaram a separagdo analitica na 22
dimenséo, sobretudo para a coluna C;g XTerra.

Os novos métodos analiticos levaram a separacdo de PEP — o
substrato da PEPCK na reacéo de carboxilacdo — sendo que com a coluna C,3 HSS
T3 0 mesmo coeluia com OAA e os demais compostos do Tampdo C. A proposta
inicial de monitoramento da reacdo através do ATP formado se deu em funcéo da

dificil retencdo do OAA e sua alta instabilidade em solugéo. A grande importancia
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da retencdo de PEP deve-se a reacdo de descarboxilacdo da PEPCK, na qual o
mesmo € o produto da catalise enzimatica, uma vez que esta ¢é a reacdo favorecida
in vivo devido a baixa afinidade da enzima por CO,%. Desta forma, testou-se a
reacdo de descarboxilacdo, sendo OAA substrato e PEP produto, com

monitoramento direto do pico do produto.

4.4 Reacao de descarboxilacéo e fosforilacdo da TcPEPCK

A atividade da enzima, em sua reacao de descarboxilacéo, foi testada
em solucdo, utilizando-se a fracdo TcPEPCK-D2 através do método
cromatografico desenvolvido (Se¢édo 3.7.1, método II).

Para a biocatalise, foram testados os tamp&es Tris-HCI pH 7,5,
HEPES pH 8,0 e acetato de amoénio pH 9,0; todos a 50 mmol L e contendo DTT
1 mmol L2, MnCl, 0,7 mmol L* e MgCl, 3 mmol L*. A enzima apresentou
atividade em todos os tampdes testados (FIGURA 4.11a). A amostra branco da
reacdo, na auséncia de OAA, néo produziu PEP (FIGURA 4.11b), embora tenha
formado ADP, evidenciando, outra vez, a presenca de ATPases. Novamente, na
auséncia dos cofatores metalicos ndo houve formacao de produto e nem mesmo
ADP (FIGURA 4.11c), visto que a maioria das ATPases sdo dependentes de

magnésio.
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FIGURA 4.11 — Cromatogramas LC-UV da reagédo em Tampéo D de (a) descarboxilacdo da
TcPEPCK, (b) reacédo branco e (c) reacdo na auséncia dos cofatores. Coluna Cig XSelect CSH
(100 x 2,1 mm, 2,5 um, Waters), com fase mével Tampdo VI/MeOH 75:25, vazéo 0,25 mL
mint e A = 220 nm (vermelho) e 260 nm (preto).
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Desta forma, a proposta inicial de monitorar a atividade da TCPEPCK
através da producdo de ATP, por meio da reacdo de carboxilacdo, foi alterada para
0 monitoramento direto do produto da reacdo de descarboxilagdo, o PEP.
Ademais, a auséncia de produto no branco garante maior confiabilidade no
monitoramento da atividade. Assim, com a enzima ativa e o método desenvolvido,

iniciaram-se 0s testes de imobilizacdo da TcPEPCK.
4.5 Imobilizacéo da TcPEPCK e preparo do ICER

Dentre os varios métodos de imobilizacdo, a imobilizacdo covalente
nas paredes do capilar de silica fundida usando glutaraldeido, através de formacéo
de grupos iminas, oferece vantagens pela praticidade e reprodutibilidade. Embora
as condi¢cOes devam ser encontradas para cada nova enzima, € um método bem
estabelecido em nosso grupo de pesquisall’118130-132 - Q esquema ilustrado na

FIGURA 4.12 apresenta as reacdes envolvidas.
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FIGURA 4.12 — Esquematizagdo do processo de imobilizacdo em capilar de silica fundida.

A imobilizacdo da fracdo TcPEPCK-D2 (Secdo 3.8.1) ndo resultou
em capilares ativos, dada a auséncia de pico de PEP e ADP que confirmam a

reacdo, como € possivel observar na FIGURA 4.13. Diversas tentativas de
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variagbes no LC-UV foram realizadas, como variacdo da concentracdo dos
substratos, diminuicédo da vazdo na 12 dimens&o para 0,01 mL min, aumento do
tempo de acoplamento e stop flow (parada da bomba apos injecdo dos substratos
a fim de fornecer maior tempo para que a biocatalise ocorra). Porém, em nenhuma

tentativa foi observada atividade.
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FIGURA 4.13 — Cromatograma 2D LC de atividade o ICER. 12 dimensdo: ICER com fase
moével Tamp&o D, vazdo 0,05 mL min. 22 dimenséo: coluna C1s XSelect CSH (100 x 2,1 mm,
2,5 um, Waters), com fase mével Tampdo VI/MeOH 75:25, vazdo 0,25 mL min™ e &, =220 nm
(vermelho) e 260 nm (preto).

Outras tentativas de imobilizacdo foram realizadas, com enzimas
purificadas de diferentes expressdes, passagem de maior volume de enzima no
capilar durante a imobilizacdo, diminuicéo da vazdo na passagem da enzima pelo
capilar e também diminuindo a concentracéo de glutaraldeido de 1% para 0,25%.
A concentragdo de glutaraldeido é uma varidvel que depende da estrutura da
enzima e, se esta possuir muitos residuos de aminoacidos basicos disponiveis para
ligacéo, a enzima pode se ligar de maneira muito rigida'333* e perder sua estrutura

ativa. Porém, nenhuma das variagdes na imobilizacéo resultou em um ICER ativo.
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4.6 Imobilizacdo da TcPEPCK em particulas magnéticas

A quimica envolvida na imobilizacdo de enzimas em particulas
magnéticas com residuos de amina é a mesma que ocorre no ICER, ou seja, 0
reagente bifuncional glutaraldeido se liga aos grupamentos amino da particula,
formando uma imina, e a ligacdo com a enzima ocorre da mesma maneira, via
residuos de aminoacidos basicos, formando-se o biorreator ou IMER (FIGURA
4.14). O diferencial da particula esta em sua maior area de imobilizacao,

comparado ao capilar, o que leva a uma maior quantidade de enzima ligada.

Adigdo de

Lavagem com Glutaraldeido 5% TePEPCK Glicina 1 mol L-! Lavagem com
Tampdo E em Tampdo E overnight, 4 °C em pH 8,0 Tampdo AouD
Particulas
e \ . IMER
magnéticas ’ ¢
Amino- 1cPEPCK-MB
Terminadas
o o
SN
HJ\/\/U\H »{;v ¥y—NH,

O™ ———— O_(CHz)a—N=/\/\[orH°—> O_(CHz)g—NMN_L%: v.,";

FIGURA 4.14 — Esquematizacdo do processo de imobilizacdo em particulas magnéticas amino-
terminadas.

Testou-se a imobilizacdo da TcPEPCK em particulas magnéticas
comerciais amino-terminadas (Secdo 3.9), utilizando-se 2 mL da fracao
TcPEPCK-D2. Apos a finalizagéo, 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 reacdo, apresentado no cromatograma da FIGURA 4.15. A
enzima imobilizada apresentou atividade cerca de 6 vezes maior que em solucao,

mensurado atraves de comparacao entre areas das bandas cromatograficas de PEP.
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FIGURA 4.15 — Cromatograma LC-UV do ensaio de atividade da TcPEPCK-D2-MB. Coluna
C1s XSelect CSH (Waters®, 2,5 um, 100 x 2,1 mm), com fase mével Tampéo VI/MeOH 75:25,
vazdo 0,25 mL mint e & = 220 nm (vermelho) e 260 nm (preto).

A atividade do IMER indicou que a quimica envolvida na
imobilizacdo foi efetiva, ou seja, € possivel imobilizar a TCPEPCK por residuos
de aminoacidos basicos, utilizando o glutaraldeido para formacéo de iminas. 1sso
pode indicar que a auséncia de atividade no ICER seja devido ao capilar e sua
menor area para imobilizacdo. Como a TcPEPCK utilizada para imobilizacdo ndo
apresenta elevada pureza (FIGURA 4.3, poco 7) e a imobilizacdo por residuos
basicos ndo € especifica, uma baixa quantidade de enzima pode ter sido
imobilizada e a atividade ndo detectada. Uma possivel alternativa para tal
problema é refinar a purificacdo 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 Deteccao de PEP no MS

Uma outra forma de trabalhar com o ICER, alternativamente a
utilizacdo de 2D LC, é acopla-lo diretamente ao MS no qual, embora o biorreator

ndo apresente resolucdo cromatografica para separar substrato e produto, esses
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podem ser identificados pelos seus ions no MS. Além disso, 0 MS apresenta, em
geral, maior sensibilidade quando comparado ao UV.

O PEP ioniza no modo negativo em pH basico’® e, entdo, foi
proposta a deteccdo direta do produto no MS. Na reacdo de descarboxilacéo, a
TcPEPCK foi ativa em Tampao D. Todavia, metais e concentragdes elevadas de
tampéo interferem na ionizacdo e, entdo, alguns testes prévios ao acoplamento
direto do capilar ao MS foram realizados, a fim de verificar a influéncia de cada
componente na detectabilidade.

A diluicdo dos componentes do Tampdo D para infusdo de PEP e
otimizacdo de suas condicGes de ionizacdo foram realizadas e, para que a
ionizacdo ndo fosse grandemente prejudicada, as concentragdes de DTT e dos
metais foram da ordem de 1 nmol L cada. Mas, em tais concentracdes, a enzima
ndo apresentou atividade em solucdo, em ensaios realizados e analisados por LC-
uV.

Novamente os aditivos do tampdo interferiram na detectabilidade.
Como o comportamento da enzima imobilizada pode ser diferente da enzima em
solucdo e, com a TcPEPCK-D2-MB ativa, esta foi utilizada para avaliar as
diferencas entre a enzima imobilizada e em solucdo, no que diz respeito a
necessidade dos componentes do Tampdo D na reacdo. Como 0 ensaio de
atividade da TcPEPCK-D2-MB ¢ off-line, optou-se por otimizar as condicOes de
ionizacdo do PEP em Tampéo B.

Para o0 desenvolvimento do método analitico, foram avaliadas as
condic¢es de ionizacéo e fragmentacdo do PEP. Assim, foi preparada uma solucéo
de PEP 10 pg mL* em Tampdo B/MeOH 1:1 (v/v) e, através de uma bomba-
seringa em vazdo de 1 uL min, foi realizada a infusdo no IT. A otimizagdo dos
parametros de ionizacdo e fragmentacdo no modo negativo foi realizada com
auxilio do software Esquire 6000 no modo Expert. No modo SRM foi monitorado
0 ion precursor do PEP [M—H] m/z 167 e dois fragmentos; [PO3;]" m/z 79 para

quantificacdo e [M-H-CO]~ m/z 139 para confirmacao.
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4.7.2 Acoplamento LC-MS

Embora as condicbes de ionizacdo do PEP para deteccdo no MS
foram desenvolvidas, o método cromatogréfico de separacdo dos quatro
compostos da reacdo, por LC-UV, € incompativel com o MS pois, ainda que se
utilize acetato de amonio como fase movel, o TBAHS ndo € volatil. Assim, foi
pensado em um método por cromatografia em modo reverso na qual, dada a
elevada hidrofilicidade dos quatro compostos, ndo ocorre retencdo, porém o0s
mesmos sdo diferenciados por suas razdes m/z.

Para tanto, foi utilizada a coluna Luna Ci5(2) (50 x 2,0 mm, 3 um,
Phenomenex), fase mével composta por Tampdo B/MeOH 1:1 (v/v), vazdo de

0,15 mL mint e 3 min de tempo de corrida, como representados na FIGURA 4.16.
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PEP m/z 167 [M—H]

\\ ADP m/z 426 [M—H]~

\

00 05 1.0 15 20 25 Time [min]

'\
|
Il f!
\
/

o

FIGURA 4.16 — Cromatograma de ions extraidos de uma mistura de ATP, ADP, OAA e PEP,
utilizando uma coluna Luna C1g(2) (50 x 2,0 mm, 3 um, Phenomenex), com fase movel Tampéo
B/MeOH 1:1 (v/v) 0,15 mL min, com MS operando em modo negativo e SRM, monitorando
o0s ions [M-H]~ de cada composto.

Desta forma, o produto PEP foi detectado em coeluicdo com o0s
outros componentes da reacdo. Em analises de rotina ndo foram monitorados
OAA, ADP e ATP.
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4.8 Influéncia do DTT, Mn?" e Mg?* na atividade da TcPEPCK

Com um método LC-MS/MS desenvolvido e, devido a influéncia dos
aditivos do tampao da enzima na ionizac¢ao do PEP, os efeitos dos mesmos foram
avaliados frente a atividade da TcPEPCK para a reacdo de descarboxilacdo. Os
testes foram realizados visando-se um equilibrio entre a atividade da enzima e a
preservacdo do MS frente aos reagentes utilizados.

O Tampdo D apresenta concentracdo total de metais de 3,7 mmol
L, sendo 3 mmol Lde MgCl, e 0,7 mmol L de MnCl,. Para tentar reduzir essas
concentracdes, foram realizados trés testes de atividade, em tampéo acetato de
amonio 50 mmol L* pH 9,0 contendo DTT 1 mmol L%, a saber: i) adicdo de
apenas MgCl, 1 mmol L; ii) adicdo de apenas MnCl, 1 mmol L*?; e iii) adicdo de
1 mmol L*de cada metal. As reacGes foram realizadas como descrito na Secgéo
3.5.1.

O efeito do Mg?* na atividade da TcPEPCK foi muito baixo quando
comparado ao Mn?* e, mesmo a mistura de ambos os metais, resulta em pequena
diferenca de atividade sendo, quase sua totalidade, devido ao Mn?*. A FIGURA
4.17 representa 0s cromatogramas obtidos nesses ensaios de atividade. O efeito
dos metais é descrito na literatura para PEPCK nativa de T. cruzi, onde
URBINAM ndo identificou atividade na presenca apenas de Mg?*, mesmo em
concentracdes elevadas, ja CYMERYNG et al.**2 reportou Kyapp de 1,37 £ 0,33
mmol L para Mn?* e 24,17 + 7,9 mmol L para Mg?*; empregando OAA como

substrato, o que indicou maior afinidade da enzima por manganés.
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FIGURA 4.17 — Cromatograma de ions extraidos da analise da atividade da TcCPEPCK em
tampao acetato de amonio 50 mmol L pH 9,0 contendo DTT 1 mmol L%, com adic&o de MgCl.
1 mmol L (azul), MnCl, 1 mmol L* (vermelho) e 1 mmol L* de cada metal (preto), utilizando
uma coluna Luna C1g(2) (50 x 2,0 mm, 3 um), com fase movel Tampdo B/MeOH 1:1 (v/v) 0,15
mL min, com MS operando em modo negativo e SRM, monitorando PEP.

Outro teste realizado foi a atividade da TCPEPCK em Tampéo D, sem
a adicdo de DTT, na qual a enzima ndo apresentou atividade, revelando uma
estrita necessidade do agente redutor. Um ultimo teste avaliou a atividade da
enzima em tampé&o acetato de amoénio 50 mmol L pH 9,0 contendo DTT 1 mmol
L, porém com concentracdes decrescentes de Mn?* (2,0; 1,5; 1,0 e 0,5 mmol
L), em que foi verificada uma diminuicdo progressiva da atividade, como

ilustrado no cromatograma da FIGURA 4.18.
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FIGURA 4.18 — Cromatograma de ions extraidos, da analise da atividade da TcCPEPCK em
tampao acetato de aménio 50 mmol L™ pH 9,0 contendo DTT 1 mmol L™, com variacio da
concentracgdo de MnCl, em 2,0 mmol L (laranja), 1,5 mmol L (azul), 1,0 mmol L (preto) e
0,5 mmol L (vermelho), utilizando a coluna Luna C1g(2) (50 x 2,0 mm, 3 um), com fase mével
Tampédo B/MeOH 1:1 (v/v) 0,15 mL min*, com MS operando em modo negativo e SRM,
monitorando PEP, com suas respectivas areas relativas.

Os fons Mn?* sdo necessarios para ativacéo de cada subunidade do
homodimero da enzima. URBINA® demonstrou que a ativacdo ndo pode ser

atribuida a formacao de complexo Mn-ATP, visto que enquanto foi obtida elevada
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atividade para PEPCK nativa de T. cruzi, a concentracdo medida do complexo
Mn-ATP foi menor que 0,01% da concentracdo total de metal. Em contraste, a
formacdo do complexo entre metal divalente-nucleotideo, in vivo, é a fungdo mais
provavel do ion magnésio**°.

A atividade da TcPEPCK com 1,0 mmol L? de Mn?* foi
aproximadamente 20% menor, comparada ao dobro da concentragdo, enquanto
0,5 mmol L* levou a uma diminuicdo de quase 60% de atividade. Para
continuidade do trabalho, optou-se pela utilizacdo de 1,0 mmol L de Mn#*, uma
vez que a concentracdo ndo inviabiliza a atividade e, ainda, o produto é
suficientemente detectado no MS. Desta forma, foi fixado o Tampdo A para
atividade da TcPEPCK, que contém DTT 1 mmol L e MnCl; 1 mmol L.

4.9 Qualificacdo do método analitico por LC-MS para a
TcPEPCK-D2-MB

Para efeitos de avaliar o comportamento da TcCPEPCK-D2-MB frente
as componentes do tampao, realizou-se a qualificacdo do metodo para o PEP,
sendo monitorado apenas o seu ion [M—H]~, neste momento (Sec¢éo 3.10).

As curvas analiticas foram lineares no intervalo estudado, com
coeficiente de determinacdo (R?) superiores a 0,99 para uma amostragem igual a
3, com equacdo obtida y = 162009,913x — 429143,442.

O coeficiente de variacdo (CV%) para as replicatas foi inferior a
15%. A exatiddo para as curvas, entre 86 e 114%, apresentou um desvio menor
que 15% do valor nominal (exceto para o limite de quantificacéo), e indicou que
estdo dentro dos critérios adotados para a qualificagdo do método**®.

A precisdo e exatiddo intra- e inter-lotes foram mensuradas
analisando-se cinco replicatas dos trés niveis de CQs. Os resultados foram valores

de preciséo entre 1,81 e 12,8%. A exatiddo variou entre 87 e 115%, estando dentro
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dos critérios adotados'®. O cromatograma de ion extraido e seu espectro de massa
se encontram na FIGURA 4.19.
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FIGURA 4.19 — Cromatograma de ions extraidos e espectro de massas referente a injecéo de
PEP 100 umol L™ no sistema LC-MS monitorando o ion precursor do PEP, m/z 167 ([M-H]"),
com coluna Luna C1g(2) (50 x 2,0 mm, 3 um) e fase movel Tampdo B/MeOH 1:1(v/v), 0,15
mL min™,

4.10 Estudo cinético do TcPEPCK-MB

O processo de imobilizacdo pode levar a alteragcdes nas propriedades
cinéticas da enzima, visto que a formacdo de ligacdo covalente entre esta e 0
suporte resultam em modificacOes de estrutura terciariat*313413’ Desta forma, o
conhecimento do comportamento cinético da enzima imobilizada é util para
avaliar as possiveis modificagdes ocorridas, pois permite verificar a afinidade de
ligacdo enzima/substrato, bem como a eficiéncia catalitica do biorreatort381%°,

A constante de Michaelis-Menten, Ky, € a concentracao de substrato
em que se obtém uma velocidade reacional igual a metade da velocidade méxima
da reacdo catalitica. Para enzimas multi-substratos, uma forma simples de

determinacdo dos parametros cinéticos baseia-se na utilizacdo de um substrato
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com concentracdo constante, enquanto a concentragdo do outro substrato é
variada. Sob essas condi¢cOes, a enzima se comporta de maneira semelhante as
enzimas de substrato Unico e, desta forma, se obtém a constante aparente de
Michaelis-Menten (Kwuapp) para o substrato na qual a concentragdo foi variada.
Aqui, esta constante foi determinada para o substrato OAA (Secdo 3.11),
monitorando-se a atividade enzimatica através do metodo desenvolvido e
qualificado. Para tanto, foram realizadas reacbes com concentragdes crescentes
de substrato até que fosse atingido um platd de saturacédo, onde a taxa de reacao
néo se altera frente ao aumento na concentragdo de substrato.

Um meétodo de regressdo ndo-linear de melhor ajuste foi utilizado
para se obter a curva de Michaelis-Menten, determinando-se, assim, o valor de
Kmapp COMO 88 £ 9 umol L* para OAA, como ilustrado na FIGURA 4.20. A curva
estd de acordo com a equacdo de Michaelis-Menten sendo que, em baixas
concentragOes de substrato ([S] << Kwmapp) @ Velocidade da reagdo Vo é diretamente
proporcional a concentracdo do substrato. J& em elevadas concentracBes do
substrato ([S] >> Kwmapp), Vo Se aproxima de seu valor méximo e a velocidade da

reacdo independe da concentragdo do substrato.
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FIGURA 4.20 — Curva de Michaelis-Menten para produgdo de PEP pela TcPEPCK-D2-MB,
variando-se a concentragdo de OAA entre 4-800 umol L e ATP constante em 1000 pmol L.
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Para a caracterizacdo cinética da TCPEPCK-D2-MB foram realizadas
reacOes em série, em Tamp&o B. Com isso, constatou-se que a enzima apresenta
atividade imobilizada em tamp&do sem DTT e Mn?*, necessitando apenas ser
sistematicamente lavada com Tampdo A, antes da realizacdo de reacéo.

Um teste de reacdes em série com a TcPEPCK-D2-MB utilizando
apenas Tampéo B, sem lavagem com Tampédo A e concentracdo constante de
substrato, mostrou que a atividade comeca a diminuir apds nove reacGes
consecutivas, mas ainda foi observada cerca de 30% da atividade residual apés
168 h. Porém, a atividade inicial foi recuperada apos lavagem da TcPEPCK-D2-
MB com Tampéo A.

Outro teste foi feito, comparando-se reag0es com diferentes
concentracdes de substrato na TcPEPCK-D2-MB em Tampdo A e B. As
atividades foram equivalentes em baixa concentracdo de substrato e cerca de um
terco menor em concentracdes elevadas (condicdes de saturacdo) em Tampéo B.

Tais resultados demonstram que, quando imobilizada, a enzima
abstrai o cofator Mn?* presente no tampéo e ndo o lixivia pois, apds troca do
tamp&o sem os aditivos, a mesma mantém sua atividade. A perda do cofator para
0 meio ocorre de forma gradual. Assim, constatou-se que é possivel desenvolver
as condicdes analiticas para o ICER utilizando apenas Tampao B, sem prejudicar

a ionizacdo 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 (Secdo 3.8.1). A diferenca neste
preparo foi que apds os procedimentos de imobilizacao os capilares foram eluidos
com 2 mL de Tampao A (analogo ao procedimento de lavagem da TcCPEPCK-D2-

MB com este tampao).
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Em sequida, os capilares foram levados ao LC-MS/MS, onde foram
injetados 10 uL de OAA 300 pumol L* e ATP 500 pmol L* em tampédo B.
Contudo, néo foi observada a producdo de PEP, evidenciando a néo atividade dos
capilares.

Dado o baixo grau de pureza das fragdes da DEAE e os capilares néo

ativos, foi realizada uma nova tentativa de purificacéo.

4.12 Purificacdo em coluna de afinidade

Colunas de afinidade sdo, normalmente, utilizadas para
aprimoramento de purificacdo, em etapas finais na qual a proteina ja foi
previamente purificada. Como a fracdo da DEAE estava parcialmente purificada
e a PEPCK possui sitio de ligacdo para o ATP, testou-se a purificagdo com coluna
de afinidade de ATP-agarose!!? (Secéo 3.4.2).

A fracdo TcPEPCK-D2 foi aplicada em uma coluna de afinidade
ATP-agarose, equilibrada com Tampdo I, e a etapa de eluicdo das proteinas que
ndo se ligaram a coluna foi feita em modo isocratico com o mesmo tampéo de
equilibrio. A eluicdo da TcPEPCK foi feita a partir de uma solucdo de ATP 5
mmol L?. As fracdes que apresentaram atividade foram tanto aquelas que se
ligaram a coluna quanto as que néo se ligaram, provavelmente devido a saturacao
dos sitios de ATP da coluna. No entanto, as fracdes que ndo se ligaram a coluna
apresentaram nivel de pureza baixo, semelhante ao perfil da amostra de entrada.
As fracGes que se ligaram a coluna apresentaram elevado grau de pureza. Os
niveis de purificacdo podem ser apreciados através de analise em SDS-PAGE,
apresentado na FIGURA 4.21.
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FIGURA 4.21 — Analise em SDS-PAGE da purificacdo da TcPEPCK em coluna de afinidade
ATP-agarose. Sobrenadante (NH4)2SO4 40% ap0os didlise (poco 1); fracdo 2 da DEAE (pogo 2),
fracdes 3 a 5 que ndo se ligaram na coluna ATP-agarose (pocos 3 a 5), fragbes 2 a 5 apds
aplicacdo de solucdo de ATP na coluna ATP-agarose (pogos 6 a 9) e marcador de massa
molecular (poco 10).

A coluna de afinidade resultou em uma grande melhora no grau de
pureza da PEPCK. Como a enzima eluiu em quatro fra¢6es (FIGURA 4.21, po¢os
6 a9), essas foram combinadas, concentradas e dialisadas para remover o ATP.

Apesar do elevado grau de pureza, a TcCPEPCK foi eluida da coluna
de afinidade com uma solucéo de ATP, que possui elevado custo e necessidade
de dialise para utilizacdo da enzima. Entdo, uma outra purificacdo na coluna de
afinidade foi feita, porém a eluicdo foi realizada com Tampéo Ill (fosfato de
potassio 200 mmol L* pH 6,8; contendo EDTA 4 mmol L), baseado em um
trabalho da literatura na qual foi realizada a purificacdo da PEPCK nativa de T.
cruzi'?, sendo que a eluicdo ocorre devido a alteracdo de pH da fase mével e
aumento da forca i6nica. Os niveis de purificacdo podem ser apreciados através
de anélise em SDS-PAGE, apresentado na FIGURA 4.22.
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FIGURA 4.22 — Analise em SDS-PAGE, da purificacdo da TcPEPCK em coluna de afinidade
ATP-agarose e eluicdo com Tampéo I11, marcadores de massa molecular (pocos 1 e 10); fracdo
6 a 8 da DEAE, sendo o pool de entrada na coluna de afinidade (poco 2); fracbes 4, 10 e 22 da
afinidade que ndo se ligaram a coluna (pogos 3, 4 e 5); fracGes 35 a 38 da afinidade que se
ligaram a coluna (pogos 6 a 9).

As etapas em coluna de afinidade, entdo, foram sempre eluidas com
Tampédo IIl. As purificacbes foram monitoradas atraves da reacdo de
descarboxilagcdo do OAA e analisadas em LC-MS/MS.

A purificacdo se mostrou muito eficiente apés a etapa de afinidade
por ATP. Dado que a afinidade ocorre devido as interacdes especificas de
biomoléculas com o ligante, realizou-se dois novos testes, a saber, i) eliminar a
etapa de troca anionica; aplicando o dialisado da precipitacdo com sulfato de
amonio diretamente na coluna de afinidade e, ii) eliminar a precipitacdo com
sulfato de amonio e a troca anidnica, ou seja, apos a lise celular ja realizar a etapa
de afinidade, o que dispensaria a didlise e uma etapa cromatografica. Os

resultados obtidos estdo apresentados na FIGURA 4.23.
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FIGURA 4.23 — Analise em SDS-PAGE da purificacdo da TcPEPCK em coluna de afinidade
ATP-agarose e eluicdo com Tampao Ill, sendo (a) aplicacdo apds precipitacdo com sulfato de
amonio e (b) aplicacdo apds lise celular. Os pocos 1 e 2 sdo fracdes que se ligaram a coluna de
afinidade e MM os marcadores de massa molecular.

Desta forma, viu-se que a etapa de precipitagcdo com sulfato de
amoénio ndo contribui para o grau de pureza e que a etapa de troca anidnica
também se mostrou desnecessaria. As fragdes da saida da coluna de afinidade
apresentaram grau de pureza muito superior as fracdes da saida da DEAE que, até
entdo, se utilizava neste trabalho. Entdo, combinou-se todas as fracdes ativas para
a continuidade dos estudos.

Com esta fragdo mais pura, iniciou-se a caracterizacdo cinética em
solucdo. Porém, ao se realizar reages com concentragdes crescentes de substrato
OAA, foi encontrada dificuldade em saturar a enzima e observar a formacéo de
produto constante e independente do acréscimo da concentracdo de substrato
(platb na curva de Michaelis-Menten). Como visto pela anélise em SDS-PAGE
da FIGURA 4.23b, ha majoritariamente 2 proteinas na fracdo e, desta forma, foi
feita mais uma etapa de purificacéo, dessa vez por exclusdo molecular.

A coluna de excluséo escolhida foi a Superdex® 75 (200 mL de
volume interno, GE Healthcare) para separar estas duas proteinas de massa
molecular t&o distintas. A elui¢do ocorreu em modo isocratico, em Tampéo Il

(Secédo 3.4.2). A PEPCK de T. cruzi € um homodimero em que 0s mondmeros
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possuem massa molecular de aproximadamente 60 kDa, como visto nos géis por
serem desnaturantes. Para facilitar o acompanhamento da eluicao, foi corrido um
padrdo de BSA 1 mg mL, que possui massa de aproximadamente 66 kDa e, em
solucdo, dimeriza em pequena quantidade com dimero de massa 132 kDa.

Como esperado, a TcPEPCK eluiu com tempo de retengdo proximo
ao dimero da BSA e, surpreendentemente, em um tempo de retencdo equivalente
ao mondmero da BSA, ocorreu a eluicdo de uma proteina que também apresentou

atividade para PEPCK. Esses resultados estdo apresentados na FIGURA 4.24.
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FIGURA 4.24 — Cromatogramas FPLC-UV da Superdex75 do padréo de BSA (acima) e das
fracdes da coluna de afinidade (abaixo). As fracGes que apresentaram atividade estdo marcadas
com 1 e 2 no cromatograma e as respectivas analises em SDS-PAGE destas fracfes e de uma
mistura de ambas estdo ao lado.

Quando foi feita uma anéalise em SDS-PAGE da mistura dessas duas
proteinas que apresentaram atividade e deixado correr por mais tempo, para tentar
obter melhor resolucdo, foi observada uma pequena separacdo. Como a PEPCK
de T. cruzi é homodimérica, sabia-se que néo se tratava de seus dois monémeros,
por serem idénticos. Uma vez que quase todos os seres vivos possuem PEPCK,

sugeriu-se uma possivel contaminagdo com a PEPCK de E. coli (EcCPEPCK) pois,
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segundo a literatura, esta possui estrutura monomérica com massa de 59,6 kDa4?,
muito proxima a massa do mondmero da PEPCK de T. cruzi.

Ambas as PEPCKs sdo ATP-dependentes e apresentam afinidade
pela coluna. Entdo, a fim de separé-las, foi proposto voltar ao procedimento inicial
e explorar as propriedades fisico-quimicas das proteinas (Secdo 3.4.3). As
alteracOes realizadas foram na etapa de lise, precipitacdo e purificacdo em coluna
de troca aniénica em que o pH foi diminuido de 7,40 (Tampéo 1) para 6,80
(Tampdo 1V) e a coluna DEAE (troca anidnica fraca) foi substituida pela QFF
(troca anionica forte).

A EcPEPCK possui pl de 5,46, enquanto a TcCPEPCK apresenta pl
tedrico de 8,63 e 7,30 obtido experimentalmente para a PEPCK nativa de T.
cruzit'?, A diminuicdo do pH foi escolhida de tal forma que a enzima ECPEPCK
estivesse negativamente carregada e a TcPEPCK positivamente carregada;
independente da consideracdo do pl tedrico ou experimental. A coluna de troca
anidnica fraca foi substituida por uma forte, a fim de garantir que a ECPEPCK se

ligasse a mesma. Os resultados obtidos estdo demonstrados na FIGURA 4.25.
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FIGURA 4.25 — a) Cromatograma FPLC-UV da eluicdo da coluna QFF, representando o
gradiente (verde) e as fracOes coletadas (vermelho). As fraces que apresentaram atividade
foram de 3 a 8 (ndo se ligaram a coluna) e 24 (se ligou a coluna). b) A analise em SDS-PAGE
da entrada da coluna e das frages com atividade, sendo destacada as PEPCKSs.
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Pelo esperado, através da relacdo entre pH e pl, a TcPEPCK ndo se
ligou a coluna e estas frac6es (2 a 7) foram combinadas, denominadas TcPEPCK-
I. A fracdo 8 foi mantida em separado por apresentar maior grau de pureza,
denominada TcPEPCK-II. Entdo, 3 mL de TcPEPCK-I foram diluidos com 7 mL
de Tampéo Il e aplicados na coluna de afinidade. A elui¢cdo ocorreu nas mesmas
condicOes anteriores, obtendo-se a fragdo denominada TcPEPCK-I111. A diluicdo
prévia a aplicacdo na coluna de afinidade foi realizada a fim de que a enzima seja
aplicada em condicgdes favoraveis de ligacdo ao ATP, fornecendo um meio com

DTT e os cofatores metalicos. Os resultados estdo apresentados na FIGURA 4.26.

BmAU . :
s MM 6 7 MM
72 kDa w 66kDa
52 kDa % 45kDa
‘\ '/\“
‘»\ — -
. o Ls Lo Lo Lsfs Liolu hbopalsta—

00 50 100 150 200 250 300 350 min

FIGURA 4.26 — Cromatograma FPLC-UV, com coluna de afinidade ATP-agarose,
representando a eluicdo (verde) e as fracdes coletadas (vermelho). A analise em SDS-PAGE
apresenta todas as etapas do processo de purificacdo: precipitado da lise celular (pogo 1);
sobrenadante da lise celular (poc¢o 2); precipitado apds tratamento com (NH4)2SO4 40% (poco
3); sobrenadante dialisado apds tratamento com (NH4)2SO4 40% (poco 4); TcPEPCK-I (poco
5); TcPEPCK-II (poco 6); TcCPEPCK-III (poco 7) e MM marcadores de massa molecular.

Pelo exposto, a purificacdo da TcPEPCK foi concluida com elevado
grau de pureza. A FIGURA 4.26 sumariza todas as etapas de purificacdo e seus
niveis de pureza, apreciados por analise em SDS-PAGE.

Para realizar as caracterizacGes da enzima em solucdo € necessario
dialisar a fracdo contendo a TcPEPCK-III. Isso se deve pela eluicdo ocorrer em

tampdao fosfato e, para que a reacdo enzimatica ocorra, é necessario a adicdo do
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cofator Mn?*, que precipita na presenca de fosfato. Diversas tentativas de dialise
foram realizadas utilizando diferentes membranas e concentradores de troca,

porém em todas as tentativas a TCPEPCK-I11 perdeu parcial ou total atividade.

4.12.1 Sintese de ATP-MB para purificacdo da TcCPEPCK

A TcPEPCK-III eluiu da coluna de afinidade em 3 mL de Tampéo Il
e diluida. Mesmo a aplicacdo de maior quantidade de TcPEPCK-II na coluna ndo
resultou em uma fracdo TcPEPCK-I1lI mais concentrada, devido a saturagao da
coluna de afinidade, relacionada a sua baixa capacidade de carga, o que levou a
varias etapas sucessivas de purificacao.

Para tentar aumentar a produtividade dessa etapa, a fim de explorar
a troca do Tampéo 11, um teste de imobilizacdo de ATP em particulas magnéticas
foi realizado. Isso foi pensando devido a alta capacidade de carga na imobilizacéo
em particulas magneéticas, além da praticidade operacional. Entdo, a imobilizacédo
de ATP foi realizada, como descrito na Secdo 3.12, e a etapa de ligacdo do ATP
ao glutaraldeido foi feita com uma solucdo de ATP 7,5 mmol Lt em Tampao E,
com reacdo de 4 horas. A taxa de imobilizacdo foi monitorada por LC-MS
(FIGURA 4.27), na qual a concentracdo de ATP diminuiu com o tempo, até que
permaneceu constante apos 3 h. Também foi monitorado o ion correspondente ao
ADP, de modo a observar se a diminuicdo da concentracdo de ATP em solucao

foi devido a imobilizacéo ou hidrolise.
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FIGURA 4.27 — Cromatograma de ions extraidos para m/z 506, da solucdo de ATP utilizada
para imobilizacdo (em preto) e da solucdo de ATP ap06s 4 horas de imobilizacéo (em vermelho),
utilizando uma coluna Luna C1g(2) (50 x 2,0 mm, 3 um), com volume de injecdo de 5 pL e fase
movel Tamp&o B/MeOH 1:1 (v/v) 0,15 mL min*, MS operando em modo negativo e SRM,
monitorando os ions [M-H]~ de ATP e ADP, 506 e 426 m/z, respectivamente.

Né&o foi verificado ion de ADP durante a imobilizacéo e, entdo, toda
a diminuicdo na concentracdo de ATP em solucéo foi devido a imobilizacéo.
Assim, obteve-se as particulas magnéticas com ATP imobilizado (ATP-MB).
Para sua utilizagdo, visando uma captura seletiva da enzima, foi utilizado o
mesmo procedimento desenvolvido para coluna de afinidade, onde a TcCPEPCK-
Il foi incubada com 0 ATP-MB.

Em seguida, com o auxilio de um ima, foi removida a solucéo e, ao
ATP-MB, foi adicionado Tampdao Il para extracdo da enzima. A extracédo foi
monitorada através da medida de atividade de aliquotas retiradas com 1; 4 e 10 h.
A Ultima aliquota apresentou atividade equiparavel as fracbes da coluna de
afinidade, TcPEPCK-III.

Os niveis de purificagdo, por analise em SDS-PAGE, bem como 0s
cromatogramas com andlise da atividade enzimatica, estdo apresentados na
FIGURA 4.28. E possivel observar que o nivel de pureza obtido a partir do ATP-
MB é semelhante a coluna ATP-agarose. No entanto, o tempo despendido para a
captura seletiva da enzima por ATP-MB foi muito superior ao tempo para

purificacdo no sistema FPLC.



94

12345 6MM

— —— 72 kDa
!lE' » 52kDa
= _
ey

FIGURA 4.28 — A esquerda, a analise em SDS-PAGE apresenta as seguintes etapas do processo
de purificacdo: precipitado apos tratamento com (NH4)2.SO4 40% (pogo 1); sobrenadante
dialisado apds tratamento com (NH4)2SO4 40% (pocgo 2); TcPEPCK-I (poco 3); TcPEPCK-I1I
(poco 4); TcPEPCK obtida a partir da extracdo do ATP-MB (poco 5), tentativa de eluicdo da
TcPEPCK da coluna de ATP-agarose com tampao HEPES (po¢o 6) e MM marcador de massa
molecular. Ao lado, esta apresentado o cromatograma de ions extraidos do teste de atividade da
TcPEPCK obtida a partir da extracdo do ATP-MB sendo a aliquota de 1 h (em preto), 4 h (em
azul) e 10 h (em vermelho).

Apos a utilizacdo do ATP-MB, o mesmo foi armazenado em Tampéo
B e 4 °C. Porém, uma tentativa de utilizacdo ap0s 2 meses de preparo mostrou-se
incapaz de capturar a enzima. Acredita-se que, durante 0 armazenamento, o ATP
tenha sofrido hidrolise. Assim, embora o ATP-MB seja aplicavel para a
purificacdo da TcPEPCK, dada sua captura seletiva, 0 mesmo se mostrou
impraticavel devido ao tempo de extracdo e instabilidade.

Desta forma, uma ultima tentativa com a coluna de ATP-agarose foi
realizada, sendo que o fosfato do Tampéo Il de eluicdo foi substituido por
HEPES. Essa mudanca evitaria a necessidade de dialise com utilizacéo direta da
fracdo eluida da coluna. Entretanto, HEPES 200 mmol L contendo EDTA 4
mmol L (mimetizando o Tampéo 1) ndo foi capaz de eluir a TcPEPCK da
coluna (FIGURA 4.28, poco 6), tendo sido necessaria a aplicacdo do Tampéo I
para ocorrer a eluicdo. Isso indica que a elui¢do nao se da apenas pela variacao de

pH entre o Tampéo Il e 111, mas também pela forca idnica do dltimo.
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4.13 Caracterizacdo da TcPEPCK em solucao

Como exposto, ndo foi possivel obter a TCPEPCK-I11I livre de fosfato
e, entdo, as caracterizagbes em solugcdo foram realizadas somente com a
TcPEPCK-II. Esta fracdo apresentou uma concentracao de proteinas totais de 130

ng mL*t, mensurada através do método de Bradford!?®,

4.13.1 Efeito do pH

Para a avaliacdo do efeito do pH, foi utilizado o tampdo acetato de
amoénio no intervalo de 8,2 a 10,0 (faixa tamponante de NH3/NH;"). Nao foi
testado pH em outros intervalos devido as limitacGes de tampdes volateis em pHs
proximo a neutralidade e, desta forma, o efeito do pH néo foi considerado como
teste de pH 6timo. Embora houvesse a possibilidade do tampé&o bicarbonato de
amonio que tampona em uma ampla faixa de pH 6 a 10, o cofator Mn?* precipita
na presenca de bicarbonato.

As reacOes foram realizadas como descrito na Secdo 3.13, em
triplicata, e analisadas por LC-MS/MS. As atividades relativas, com seus
respectivos desvios, estdo 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 anélise estatistica através do teste t, com 95% de
significancia, mostrou que ndo houve diferenca entre as atividades médias obtidas
em pH 9,0, quando comparado aos pHs de 9,8 e 10,0, com valores de tcaicutado 2,47

e 1,69, respectivamente, e tgso, ) = 2,77.
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FIGURA 4.29 — Curva de efeito do pH para TcPEPCK, utilizando tampé&o acetato de aménio
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 protecdo a coluna cromatogréafica utilizada. Ainda, foi verificado
que o PEP apresenta melhor ionizacdo a medida em que 0 mesmo € preparado em
solucdes mais alcalinas. 1sso pode, também, ter levado a um artefato de acréscimo

de atividade em funcédo 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 Segdo 3.13. As atividades relativas, com seus respectivos desvios,
estdo apresentadas na FIGURA 4.30.
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FIGURA 4.30 — Curva de efeito da temperatura para Tc-PEPCK, utilizando Tampédo A e
analisado por LC-MS/MS.

A atividade relativa maxima ocorreu em temperatura ao redor de 36
°C em que, novamente, com uma analise estatistica através do teste t e 95% de
significancia, mostrou que ndo ha diferenca entre as atividades médias obtidas em
36 °C, quando comparado a 33,4; 38,2; 39,9 e 40,9 °C, com valores de teaculado
1,35; 1,56; 1,09 e 2,43, respectivamente, e tgsy 2y = 2,77. NO entanto, entre 22 e
30 °C, houve uma diminuicdo em quase metade da atividade relativa, caindo para
mais da metade abaixo de 22 °C. Optou-se, entdo, por seguir as caracterizacoes

com a temperatura de 36 °C.

4.13.3 Tempo de reacao

Apos verificacdo do efeito do pH e temperatura, o tempo de reacéo
foi avaliado. Para tanto, as reacGes em triplicata foram realizadas como descrito
na Secdo 3.13, com Tampéo A, onde o tempo foi variado de 2,5 a 60 minutos, em
que a formacéo 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 TcCPEPCK.

Desta forma, foi selecionado um tempo de reacdo de 10 min, uma
vez que a concentracdo do produto foi suficiente para quantificacao e, ainda, estar

na faixa linear da taxa de formacéo de produto da enzima.

4.13.4 Qualificacdo de método LC-MS/MS para enzima em solucéao

Antes de iniciar a qualificacdo do método, como ja explicitado na
Secdo 4.7.2 e apresentado na FIGURA 4.16, os quatro componentes da reagdo
coeluem g, entdo, o efeito da coeluicéo foi avaliado. Verificou-se que a injecdo de
solugbes padréo de PEP na presenca e auséncia de OAA tem efeito na ionizagéo
do PEP. Outra observacéo feita foi que a presenca da TcPEPCK causa efeito
matriz, mesmo com adi¢cdo de MeOH para precipitacédo, seguido de centrifugacéo
(FIGURA 4.32).



99

htens
2000 ( )
1500
1000
500
C T T T T T T
00 0’5 10 15 2o 25 Time [min]
Intens.
5000 (b)
4000 ]
3000 ]
2000 ]
1000]
T T : . : —=
00 05 10 15 20 25 Time [hin]
hten
x104
y (c)
08
05
0.4
02
o

00 0’5 10 15 20 25 Time [min]

FIGURA 4.32 — Cromatogramas de ions extraidos, de uma mistura de PEP em Tampao
A/MeOH 1:1 em uma concentracio de (a) 5 pmol L (b) 50 umol L e (c) 100 umol L™, sendo
em vermelho apenas PEP e, em preto, adi¢do de enzima seguida de centrifugacdo e analise do
sobrenadante. Foi utilizada uma coluna Luna Cig(2) (50 x 2,0 mm, 3 um), com fase mdvel
Tamp&o B/MeOH 1:1 (v/v) 0,15 mL min™.

Desta forma, o método foi qualificado em condi¢des idénticas as de
reacdo da enzima, onde manteve-se constante a concentracdo de OAA em 100
umol L* e adicionou-se a enzima na mesma concentracdo usada para
monitoramento de atividade (1,12 U); a fim de eliminar os efeitos de matriz. E
importante destacar que o ATP ndo foi adicionado na qualificagdo, para que néo
ocorresse reacdo. De todo modo, a influéncia do ATP na coeluicdo foi examinada
e este ndo afetou a ionizagéo do PEP.

O estudo de linearidade do método foi realizado atraves da
construcdo de curvas analiticas com padrdo externo, como descritos na Se¢éo
3.14. A curva analitica foi construida através de regressao linear, a partir da area

do ion fragmento do PEP, o [PO4]- m/z 79, em funcdo de sua concentracdo 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 ions
extraidos do PEP, na FIGURA 4.33.
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FIGURA 4.33 — Cromatograma de ions extraidos e espectro de massas referente a injecdo de
PEP 200 umol Lt no sistema LC-MS/MS monitorando o ion precursor do PEP, [M-H] m/z
167 (vermelho) e seus fragmentos de qualificacdo [M-H-CO] m/z 139 (azul) e quantificacdo
[POs]" m/z 79 (preto) e cromatograma de ions totais (verde), com coluna Luna Cig(2) (50 x 2,0
mm, 3 um) e fase mdével Tamp&o B/MeOH 1:1, vazéo 0,15 mL min™.

Foram avaliadas a seletividade, linearidade, precisao e exatidao intra-
e inter-lotes. A seletividade foi avaliada através da injecdo da matriz isenta do
padréo, onde néo foi observado a presenca de nenhum ion de mesma razéo m/z.

As curvas analiticas foram lineares no intervalo estudado, com
coeficiente de determinacdo (R?) superiores a 0,99 para uma amostragem igual a
3, com equacdo obtida y = 741,1054x — 5065,100.

A precisdo do meétodo foi expressa como o coeficiente de variagéo
(CV%) e foram aceitos valores menores ou iguais a 15%. A exatiddo foi
determinada pelo célculo de volta e expressa em porcentagem, como a razao do

valor médio encontrado e o valor de referéncia das concentracdes preparadas. Para
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exatiddo, foram aceitos valores menores ou iguais a 15% do valor nominal da
concentracao.

A precisdo e exatiddo intra- e inter-lotes foram mensuradas
analisando-se trés replicatas dos trés niveis de CQs. Os resultados foram valores
de precisao entre 5,33 2 9,01%. A exatiddo variou entre 87 e 115%, estando dentro

dos critérios para validacdo de método adotado®®.

4.13.5 Avaliacao das etapas de purificacao

Apobs determinado o pH e temperatura em que a enzima apresentou
as maiores atividades, o tempo de reacdo e o0 método analitico por LC-MS/MS
devidamente qualificado, todas as etapas de purificacdo foram avaliadas nestas

condicgOes. Os resultados estdo apresentados na TABELA 4.3

TABELA 4.3 — Recuperacdo das atividades das fracGes ap0s as etapas de purificacdo da
TcPEPCK.

Eracio Atividade Concentracao Atividade especifica Purification
¢ (UmL™?) de proteina (mg mL™) (Umg™?) fold
(NH34)2S04 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 especificas aqui apresentadas paraa PEPCK de T. cruzi
expressa em E. coli sdo elevadas (76,3 a 1265,5 U mg™) quando comparadas com
a PEPCK nativa de T. cruzi, relatadas na faixa de 5,3 a 6,252 U mg™. A
expressdo de enzimas leva a producdo de maiores quantidades e, neste trabalho,
as caracterizacbes foram realizadas por um método direto de deteccdo de

atividade, o que pode justificar os resultados téo elevados.
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4.13.6 Caracterizacao cinética da TcPEPCK em solucéo

A caracterizacdo cinética em solucdo 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 concentragdo constante em 500 umol Lt e concentragdes crescentes do outro
foi utilizado até que se atingiu um patamar de saturacéo (6 a 400 umol L), onde
0 aumento da concentracao ndo alterasse a taxa de formacéo de produto.

As reacdes foram realizadas utilizando-se 1,12 U da TcPEPCK-II,
como apresentado na Secao 3.15. As curvas obtidas para ambos 0s substratos
estdo apresentadas na FIGURA 4.34.
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FIGURA 4.34 — Curva de Michaelis-Menten para producao de PEP, variando-se a concentracao
de OAA e de ATP.

A curva para 0 OAA (FIGURA 4.34a) esta de acordo com a equacao
de Michaelis-Menten, onde a TcPEPCK mostrou-se Michaeliana para este
substrato, com Kpapp 96 + 4 umol L. J& para ATP (FIGURA 4.34b), ndo foi
atingido um plat. Na literatura foi reportado por URBINA!Y para a PEPCK
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nativa de T. cruzi uma cinética bifasica para ATP como substrato, com
comportamento Michaeliano em concentracoes abaixo de 250 umol L. Entdo, a
constante foi estimada com Kpapp 275 + 18 umol L™,

Os valores de Kwapp aqui obtidos sdo maiores, quando comparado
com a literatura para a enzima nativa'®!!2, O método descrito neste trabalho
utilizou baixa concentragédo de cofator Mn?* (1 mmol L) enquanto, em geral,
concentragdes > 3 mmol L de Mn?*; chegando até 6 mmol L de Mn?*, ou
combinacdes de Mn?*/Mg?* sdo utilizadas®-%8101.108.110-112 Comg j4 discutido na
Secdo 4.8, Mg?* ndo afetou significativamente a atividade, comparado ao Mn?*e,
entdo, Mg?* ndo foi aqui utilizado. A baixa concentracdo de Mn?* empregada foi

justificada pela menor interferéncia na ionizagdo do PEP no MS.

4.14 Imobilizacdo da TcPEPCK-I11 em capilar

Os ICERs preparados com a fracdo TcPEPCK-D2, de baixa pureza,
ndo apresentaram atividade, uma vez que ndo foi detectado PEP nos biorreatores
capilares avaliadas por LC-MS/MS.

Agora, com uma fracdo de elevada pureza, a TcCPEPCK-III, novos
capilares foram preparados, como descrito na Secéo 3.8.1. Além do procedimento
ja utilizado, foram realizadas trés variacdes na etapa de passagem da enzima pelo
capilar, buscando-se favorecer a imobilizacdo covalente da enzima. Assim, as trés
variagcOes foram:

1. Passagem de 2 mL da fracdo TcPEPCK-IIl em um tempo total de 8 horas e
vazdo de 50 uL min;

2. Passagem de aproximadamente 1 mL da fracdo TcPEPCK-IIl em um tempo
total de 16 horas e vazdo de 1 uL min;

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 elui¢do de Tampéao
A, a fim de proporcionar DTT e Mn?* para a PEPCK. A atividade dos ICERs
preparados foi avaliada em sistema LC-MS/MS, como descrito na Sec¢éo 3.8.2.
Contudo, ndo foi observada a formacéo de PEP, evidenciando a néo atividade dos
capilares.

Tambem, foi realizada uma outra tentativa de avaliacdo da atividade
dos capilares no qual, com o auxilio de uma bomba de seringa, foram eluidos 100
uL de OAA 300 umol L™ e ATP 500 umol Lt em Tampéo A, com vazdo de 1 e
10 uL min't, a fim de se realizar uma reagdo em fluxo off-line com relagéo ao MS,
que permite a utilizacdo do Tampé&o A (que contém 0s compostos necessarios para
a atividade da enzima). A mistura foi coletada em um microtubo, acrescida de 100
uL de MeOH e analisados no LC-MS/MS, tal como uma rea¢do com a TCPEPCK

em solucdo. Porém, ndo foi observada a formacéao de PEP.

4.15 Imobilizacdo da TcPEPCK-I1 e TcPEPCK-I111 em particulas

magnéticas

A TcPEPCK-III apresentou elevado grau de pureza e esta fracéo
imobilizada em particulas magneéticas permite a realizacdo de ensaios de ligand
fishing. As caracterizagbes da TcPEPCK em solucdo foram realizadas com a
TcPEPCK-II e, a imobilizacdo em particulas magnéticas desta fracdo, permite
avaliar o efeito da imobilizacdo sobre a enzima.

Assim, realizou-se a imobilizacdo em particulas magnéticas de
ambas as fragbes, como descrito na Secdo 3.9. Para a TcPEPCK-III-MB, foi
utilizada uma maior quantidade de TcPEPCK-III, uma vez que esta fracédo
apresentou uma concentragdo de proteinas de 19,8 ug mL. Para a TcCPEPCK-II-
MB, a quantidade de enzima utilizada na imobilizagdo foi escalonada a fim de

mimetizar as condi¢6es da reacdo em solucdo, em termos de unidades de enzima
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por mililitro de reacdo, bem como a diminuicdo da quantidade de particulas e
glutaraldeido se deu para manter a propor¢do de reagentes entre as imobilizacdes.

Apbs as imobilizacbes, cada lote foi dividido em trés partes iguais e
as atividades dos biorreatores foram avaliadas. As TcCPEPCK-11-MB e TcPEPCK-
[11-MB apresentaram atividade e, assim, prosseguiu-se para a qualificacdo do

método analitico, a fim de caracterizar os biorreatores.

4.16 Qualificacdo do método LC-MS/MS para enzima imobilizada

em particulas magnéticas

Embora a Secdo 4.11 discutiu a qualificacdo de um método para o
monitoramento da atividade da TcCPEPCK-D2-MB, naquele momento o método
foi qualificado por LC-MS, ou seja, sem fragmentacdo do PEP e foi utilizado
Tampéo B para avaliar o efeito deste sobre a atividade da enzima. Aqui, um
método LC-MS/MS foi qualificado, como descrito na Secdo 3.16. Para 0s
biorreatores ndo ha efeito matriz causado pela enzima, como ocorre em solugéo,
pois a mesma esta imobilizada. Porém, novamente ocorre a coelui¢do de PEP com
OAA e, entdo, este foi considerado na qualificacao.

O estudo de linearidade do método foi realizado atraves da
construcdo de curvas analiticas com padrdo externo. As curvas analiticas foram
lineares no intervalo estudado, com coeficiente de determinacgdo (R?) superiores a
0,99 para uma amostragem igual a 3, com equacdo obtida y = 862,2148x —
7476,7052.

Para as curvas foram utilizados os mesmos critérios de exatidao e
precisdo descritos na Se¢édo 4.13.4.

A precisdo e exatiddo intra- e inter-lotes foram mensuradas
analisando-se trés replicatas dos trés niveis de CQs. Os resultados foram valores
de preciséo entre 2,27 a 14,1%. A exatiddo variou entre 85 e 115%, estando dentro

dos critérios adotados para 0 método®3°.
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4.17 Caracterizacéo cinética do TcPEPCK-11-MB e TcPEPCK-I11-
MB

Em solucéo, a enzima mostrou-se Michaeliana para OAA. Entéo, as
caracterizagoes das TCPEPCK-MB foram realizadas em fungdo de OAA,
mantendo-se ATP constante.

Em principio, o lote das TcPEPCK-MB foi dividido em trés partes
iguais e as reacoes foram realizadas atraves da adicéo crescente de OAA, entre 10
a 300 umol L para TcPEPCK-11-MB e entre 10 a 200 umol L para TcPEPCK-
I11-MB, enquanto o ATP foi mantido constante em 500 umol Lt em ambos os
casos. As reagdes se procederam conforme descrito na Sec¢édo 3.17. Os resultados
obtidos estdo apresentados na FIGURA 4.35.
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FIGURA 4.35 — Curva de Michaelis-Menten para producéo de PEP, variando-se a concentracao
de OAA para (a) TcPEPCK-1I-MB e (b) TcPEPCK-111-MB.

A curva estd de acordo com a equacdo de Michaelis-Menten. A
caracterizacdo cinética do biorreator € importante para o conhecimento da enzima
imobilizada, visto que o processo de imobilizacdo pode resultar em alteragdes na
estrutura tercidria da enzima e afetar sua atividade.

Ambos 0s Kyapp dos TCPEPCK-MBs foram menores, comparados a

enzima livre. A TcPEPCK-II-MB foi imobilizada de tal forma a apresentar 11,2
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U mL™, tal como a reagdo da TcPEPCK-II em solugdo. O menor valor de Kapp
indica uma maior afinidade da enzima imobilizada por OAA. Uma possivel
explicacdo para que a concentracdo de substrato necessaria para saturar a enzima
imobilizada seja inferior que a enzima livre, baseia-se no aumento da particdo do
substrato entre 0 meio reacional e o sitio ativo, devido a rigidez que a imobilizacao
causa na estrutura da enzima!®. Entre os biorreatores, a TcPEPCK-11I-MB
apresentou menor Kwapp, 1SS0 pode ser explicado pela maior quantidade de enzima
neste, comparado ao TcCPEPCK-II.

E importante observar que 0s Kwapp para as TCPEPCK-MB foram
determinados nas condicdes de pH, temperatura e tempo de reacdo estabelecidos
para a enzima em solucéo, o que pode explicar as diferencgas de Kwappencontrados.
Também, a utilizacdo das TcPEPCK-MB visa novos modelos de triagem de
ligantes e, para tanto, ndo é necessario que sejam feitas as triagens em condicdes
Otimas da enzima imobilizada. A verificacdo de atividade ap0s imobilizacédo
seguida da caracterizacdo 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 possivel
aplica-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
ligantes®*L,

Para a PEPCK de T. cruzi é apenas descrito e caracterizado o &cido
3-mercaptopicolinico®® (FIGURA 4.36a), como um inibidor ndo competitivo, em
que 300 umol L inibiu em 95% a formacdo de OAA. Desta forma, buscou-se
informacdes adicionais na literatura de inibidores de PEPCK.

A tese de TRAPANI¥2 que deu origem ao cristal da TcPEPCK",

apresentou um estudo preliminar de docagem de maneira rigida, com compostos
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do banco NClopen3D, baseado na complementaridade de forma entre a cavidade
do sitio ativo e os possiveis ligantes. Foram selecionadas duas cavidades: a
cavidade para ligagao da adenina do ATP; dada a diferenca de especificidade com
a enzima humana, e a cavidade de ligacdo 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 sitio do OAA, o melhor escore revelou uma molécula
que levaria dois oxigénios para coordenar o cofator Mn?* (FIGURA 4.36¢).

Ainda, foram buscados inibidores relatados no banco de dados
“BRENDA - The Comprehensive Enzyme Information System” para PEPCK
ATP- e GTP-dependentes!*® (FIGURA 4.36d-h) e buscas na literatura para
inibidores de PEPCK GTP-dependentes’**14 uma vez que o sitio de ligacéo
OAA/PEP é conservado entre as duas familias (FIGURA 4.361).
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FIGURA 4.36 — Inibidores de PEPCK reportados: (a) acido 3-mercaptopicolinico para PEPCK
nativa de T. cruzi, (b) e (c¢) docagem para TcPEPCK nos sitios 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 substancias
apresentadas na FIGURA 4.36, foram selecionados 34 compostos por semelhanca
estrutural para triagem de ligantes da TcPEPCK em solucdo. Destes, 15 foram
compostos comerciais € 19 compostos sintéticos, sendo 5 cumarinas e 14
hidantoinas. As 15 substancias comerciais e as 5 cumarinas estdo apresentadas na
FIGURA 4.37 e as 14 hidantoinas na FIGURA 4.38.
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FIGURA 4.37 — Estrutura de 20 compostos triados como ligantes da TcCPEPCK.



111

o o) 0
M HNJ(NH HN>\\NH 2 i 2
HN™ “NH o J( J(
}JQ J N™ “NH ;\/NH
o
o o
H3 H4 H5
LSPN551 LSPN552 LSPN553 LSPN554 LSPN557
Br o
Br 0 - 0 _0
o M M 0
M N “NH N™ °NH M
N N
NH NH
H6 H7 H8 H9
LSPN558 LSPN559 LSPN561 LSPN562
bi
o} Cl\/\ O
- 0 0 ONH G N NH
A e A \ NH
NN 0
0
H10 H11 H12 H13 H14
LSPN563 LSPN564 LSPN565 LSPN566 LSPN568

FIGURA 4.38 — Estrutura das 14 hidantoinas triadas como ligantes da TcCPEPCK.

A triagem foi realizada como descrito na Secdo 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 auséncia de ATP, a fim de
verificar a seletividade. Controles positivos foram preparados a fim de se obter a
atividade da enzima na auséncia do composto em triagem, porém com a presenca
de 1 ou 2% da mistura do solvente organico; embora o solvente nesta proporcéo
em nada afetou a atividade.

O efeito da coeluicdo também foi verificado, através do preparo de
dois lotes de PEP nas condicdes de ensaio: 1) auséncia de ligante e 2) presenca de
ligante. O efeito matriz causou supressdo ou melhoramento na ionizagdo,
dependendo do ligante. Contudo, a area obtida na triagem de ligantes foi corrigida
baseada no efeito que o respectivo ligante causou na ionizagao do PEP.

Os resultados obtidos foram tratados com as formulas descritas na
Secdo 3.18. Todas as triagens foram realizadas com 150 umol L* de OAA e 50
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umol L de ligante. Estas concentragdes foram baseadas no Kap, da TCPEPCK
em solucdo, sendo 1,5 vezes a concentracdo de substrato, em relacdo ao Kwyapp, €
1/3 dessa concentracdo em relacdo aos compostos em triagem. As baixas
concentracdes favorecem inibidores ndo competitivos!#, adequados em casos
como os da PEPCK, visto que um possivel candidato a farmaco sendo um inibidor
competitivo também poderia inibir a enzima humana, se a competicéo se der pelo
sitio de ligacdo de PEP/OAA.

Todas as 20 moléculas apresentadas na FIGURA 4.37 causaram
inibicdo da TcCPEPCK, com valores de inibicdo desde 1 até 60%, apresentados
no grafico da FIGURA 4.39. Ja as hidantoinas causaram ativacdo da enzima em
um intervalo de 30-80%, apresentado no grafico da FIGURA 4.40.
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FIGURA 4.39 — Valores de inibicdo (n = 2) das 20 moléculas triadas a 150 pmol L de OAA
e 50 umol L* de inibidores.
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FIGURA 4.40 — Valores de ativacdo (n = 2) das 14 hidantoinas triadas a 150 pmol L de OAA
e 50 umol L de ativadores.

Alguns resultados chamam especial atencdo, como o elevado valor
de inibicdo causado pelo NADH. Nos ensaios acoplados se utiliza enzimas
NADH-dependentes para mensurar a atividade da PEPCK. As concentrac¢des de
NADH utilizadas nesses ensaios variam, mas, em geral, estdo na ordem de 200-
500 umol L, mais elevado do que a concentragdo aqui utilizada de 50 pmol L
de NADH. Isso pode implicar que os valores de atividade atribuidos a PEPCK de
T. cruzi utilizando esses métodos sejam numericamente superiores aos obtidos.
Tal fato aumenta a importancia do método direto aqui desenvolvido.

Outro fato importante foi a ativacdo da enzima por acdo das
hidantoinas. Essas moléculas foram selecionadas devido a semelhanca estrutural
com a substancia da FIGURA 4.36c, proposta por docagem, sendo que as

carbonilas poderiam complexar com o metal divalente do sitio ativo e inibir a acao
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da enzima. Contudo, isso ndo deve ter ocorrido pois, sendo, as hidantoinas teriam
inibido a enzima.

Comparado aos elevados valores de ativacao, as inibi¢cdes obtidas a
50 umol L foram baixas (< 30%), exceto para 0 NADH. Entdo, 0s sete compostos
com maior porcentagem de inibicdo (1, 3,5, 7,9, 19 e 20, FIGURA 4.37) foram
novamente triados a 450 pmol L, ou seja, 3 vezes mais concentrados em relagéo

ao substrato. Os resultados estdo apresentados no grafico da FIGURA 4.41.
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FIGURA 4.41 — Comparagdo das inibicOes de sete ligantes triados a 50 e 450 umol L™ coma
concentracdo de OAA em 150 pmol L™t em ambos os casos.

Todos os ligantes causaram maior inibicdo acompanhados pela
elevacdo da concentracdo, com aumentos de até 10%, com excecdo do composto
19 que aumentou em quase 4 vezes. Este aumento elevado da inibicdo do
quinolinato foi, provavelmente, devido a quelagdo do Mn?* em alta concentragao,

indo de encontro com o proposto para a substancia da FIGURA 4.36c.
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A grande vantagem de utilizar o método LC-MS/MS para a triagem
de ligantes € o monitoramento direto pela quantificacdo de PEP, que elimina
falsos positivo ou negativo. Além disso, o uso de MS inclui excelente relacdo
sinal/ruido, precisao e reducdo dos custos dos reagentes, quando comparado aos
métodos acoplados. O método permitiu detectar inibicbes em uma ampla faixa,
desde inibi¢bes tdo pequena quanto 1% (composto 16) e até mesmo ativacoes,
demostrando a importancia do meétodo direto aqui reportado ndo somente para
monitoramento de atividade em purificacdo, mas para a caracterizagéo cinetica e
também para triagens de ligantes.

De maneira geral, os baixos valores de inibi¢do aqui reportados estéo
de acordo com fragmentos moleculares (< 300 Da), conforme descrito na
literatural®®, A série de substincias triadas que apresentaram inibicdo 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 ligagéo (0,1-10 mmol L) de uma pequena
molécula com uma enzima alvo estdo fora da faixa de deteccdo da maioria dos
ensaios de rotina e justifica o porqué da utilizacdo de altas concentragfes (> 100
umol L) destas em ensaios rotineiros'#®. Além disso, uma quantidade muito
pequena de enzima foi usada para cada amostra, em contraste com ensaios

tradicionais que requerem quantidades significativas de proteina pura e solivel*,

4.19 Teste de inibicdo com TcPEPCK-11-MB

Para verificar se as inibi¢cGes obtidas nos ensaios em solugcdo com a
TcPEPCK-I1I se confirmam com a enzima imobilizada, selecionou-se os ligantes
1,3,5,7,9, 19 e 20 para um teste de inibicdo com a TcCPEPCK-11-MB. Os testes
foram realizados como descrito na Secao 3.20 e 0s mesmos critérios da triagem

em solucdo foram adotados.
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Assim, todas as triagens foram realizadas com 30 umol L de OAA
e 10 umol L* de ligante. Estas concentracfes foram baseadas no Kwmap da
TcPEPCK-11-MB, sendo 1,5 vezes a concentracdo de substrato, em relagdo ao
Kwmapp € 1/3 dessa concentragdo em relagdo aos compostos em triagem, mantendo-
se a mesma proporc¢do da triagem realizada em solugdo. Os valores de inibicéo

obtidos estdo mostrados no grafico da FIGURA 4.42.
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FIGURA 4.42 — Valores de inibi¢cdo (n = 2) das sete moléculas triadas a 30 pmol L™ de OAA
e 10 umol L de inibidores.

Todos 0s compostos inibiram a enzima imobilizada, mas em
diferentes proporgdes quando comparado com a enzima em solucédo (FIGURA
4.43). O composto 3 levou a uma inibi¢do 96% para a TCPEPCK-11-MB, enquanto
em solucéo inibiu apenas 16%, e 0 19 inibiu 31% a TcPEPCK-II-MB e 63% em
solucdo. Outra importante observacéo € que cada reacdo controle, realizada com
a TcCPEPCK-11-MB ap0s cada teste de inibicéo, produziu quantidades equivalentes

de PEP. Isso sugere que nenhum dos ligantes é um inibidor irreversivel.
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FIGURA 4.43 — Comparac¢do dos niveis de inibicdo (n = 2) de sete compostos triadas a 150
pumol Lt de OAA e 50 umol L de inibidor em solugdo e 30 pmol L de OAA e 10 pumol L
de inibidores para a TCPEPCK-I1-MB.

4.20 Prova de conceito com TcPEPCK-11-MB e TcPEPCK-I111-MB

A auséncia de inibidores conhecidos da TcPEPCK levou a realizacédo
de triagens que revelaram inibidores e ativadores. Ademais, a inibicdo foi
confirmada para alguns dos compostos selecionados através do ensaio com a
TcPEPCK-1I-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
0s biorreatores. A escolha foi feita em funcdo da porcentagem de

inibicdo/ativagao, bem como na qualidade da ionizacdo observada dos respectivos
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ions [M+H]* de cada composto no MS. O NADH néo foi selecionado devido sua

rapida oxidacdo para NAD".

4.20.1 Desenvolvimento de método LC-MS para inibidores e

ativadores

Para analisar os ensaios de fishing, foi necessario desenvolver um
método que tenha sensibilidade para detectar as substancias 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 substancias a 20 umol L™t em Tampéo A com 2% de DMSO/acetona
1:1 (vIv).

Como as misturas continham substéancias de polaridade semelhantes,
foram desenvolvidos meétodos isocraticos, utilizando a coluna Poroshell Cy5 (100
X 2,1 mm, 2,7 um, Agilent), descritos na Secdo 3.22, e 0os cromatogramas da
separacdo apresentados na FIGURA 4.44 e FIGURA 4.45.
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FIGURA 4.44 — Cromatograma de ions extraidos da mistura dos inibidores 1, 3,5, 7e 9a 20
umol L, utilizando-se a coluna Poroshell C1s (100 x 2,1 mm, 2,7 um, Agilent) e fase movel
composta por ACN/agua com 0,1% de acido formico 1:4 (v/v), vazdo de 0,4 mL min, com
split onde 0,1 mL min? foi enviado para o MS, que operou em modo positivo e SRM,
monitorando os ions [M+H]" de cada inibidor.
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FIGURA 4.45 — Cromatogramas de ions extraidos da mistura dos ativadores H1, H3, H6, H8
e H10 a 20 pmol L7, utilizando-se a coluna Poroshell Cig (100 x 2,1 mm, 2,7 um, Agilent),
fase movel composta por ACN/agua com 0,1% de acido formico 35:65 (v/v), vazéo de 0,4 mL
min, com split onde 0,1 mL min? foi enviado para 0 MS, que operou em modo positivo e
SRM, monitorando os ions [M+H]* de cada ativador.

Na separacdo dos inibidores, os compostos 1 e 3, bem como 0s

ativadores H1, H3 e H10, sofreram coeluicdo. Porém, eles foram identificados

por suas razdes m/z. Os compostos H1, H3 e H10 ionizam muito menos que H6

e H8 nas mesmas concentragdes, na ordem de 10, mas isso néo interferiu em suas

detecc¢Oes individuais.
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4.20.2 Teste de tolerancia da TcPEPCK a MeOH para extracdo em

ensaios de ligand fishing

Dentre as otimizagdes necessarias aos ensaios de ligand fishing, esta
a solucdo extratora. Como explicitado na Sec¢éo 1.3, pode-se utilizar uma solugéo
do préprio substrato, mudanca de pH ou adicdo de uma porcentagem de solvente
organico. Caso a utilizacdo de solvente seja necessaria, € preciso saber a
concentracdo que ndo afete a enzima, a0 menos que o biorreator ndo seja mais
reutilizado apos o contato com o solvente organico.

Para tanto, um teste em solugdo com a TcPEPCK-II foi realizado
como descrito na Secdo 3.21, com volume final de reacéo ajustado com mistura
de Tampéo A/MeOH, de tal forma que houvesse 5, 10, 20 e 30% de MeOH. As
reagOes foram interrompidas pela adi¢do de misturas complementares de Tampéo
A/MeOH, sendo que todas as reacdes apresentaram, ao final, uma proporcéao de
Tampdo A/MeOH 1:1 (v/v), seguida de centrifugacéo e analise por LC-MS/MS.

Os cromatogramas obtidos estdo apresentados na FIGURA 4.46.

FIGURA 4.46 — Cromatograma de ions extraidos, LC-MS/MS, da reacédo da TcPEPCK-II na
auséncia de MeOH (preto) e na presenca de MeOH em concentracdo de 5% (vermelho), 10%
(azul), 20% (verde) e 30% (laranja), com suas respectivas atividades relativas.

A presenca de 5% de MeOH praticamente néo 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 a 20% de MeOH, o ultimo ainda se mostrou
satisfatorio, pois manteve quase dois tercos da atividade. Além disso, uma maior
concentracgdo de solvente aumenta a extractabilidade da solucao 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 trés
biorreatores (1 contendo a enzima desnaturada e 2 contendo a enzima ativa) foram
carregados, inicialmente, com a mistura dos inibidores a 20 umol L* em Tampéo
A, incubados a 36 °C, 250 rpm e 10 min (Secéo 3.22). Em seguida, a TcPEPCK-
I1-MB foi lavada por duas vezes com Tampéo A, a fim de remover 0s compostos
adsorvidos e/ou com baixa afinidade (sobrenadantes S1 e S2). A terceira lavagem
se trata da extracdo dos compostos que apresentem afinidade e, como se sabe que
sdo ligantes, esperou-se extrai-los (sobrenadante S3).

A primeira tentativa de extracdo (FIGURA 4.47i) foi realizada com
0 proprio substrato, utilizando-se 500 uL de OAA 500 umol L em Tampéo A,
o0 qual ficou 10 min em contato com o TcPEPCK-11-MB, em 36 °C e 250 rpm, e
analisado por LC-MS. No entanto, o cromatograma de ions extraidos obtido
apresentou apenas OAA, com elevada intensidade, o qual levou 5 minutos para
terminar de eluir. Assim, constatou-se que o0 OAA ndo é um bom extrator por
prejudicar a analise.

Como néo foi possivel constatar se os inibidores foram extraidos, o
procedimento de carregamento dos biorreatores com a mistura de inibidores foi
reiniciado, como ja descrito. A segunda tentativa de extracdo (FIGURA 4.47ii) se
deu com tampdo 4cido, uma vez que pH acido altera a afinidade da enzima pelos
seus substratos e, entdo, adicionou-se 500 pL de tampé&o acetato de amonio 50
mmol L* em pH 5,5, o qual ficou 10 min em contato com o TcCPEPCK-11-MB, em

36 °C e 250 rpm e analisado o sobrenadante. O cromatograma ndo apresentou
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nenhum dos cinco inibidores e, entdo, outra extracdo (FIGURA 4.47iii) foi
realizada da mesma maneira, porém adicionado-se 20% de MeOH ao tampéo

(Tampao F). Novamente ndo foi observado pico de nenhum inibidor.

Carregamento
. -1
Ligantes 20 uNmol L Lavagem
em Tampdo A
2x 500 pL com
& (volume final Tampio A
g 500 pL) b
Inc_ubat;&o Extragdo
10 min, 36°C ¢
250 rpm l
i) 500 L de ii) 500 pL de tampdo iif) 500 pL de
OAA 500 pmol acetate de amonio tampdo acetate de

L' em Tampido A

50 mmol L-! pH 5,5

amonio 50 mmol L-!

pH 5,5 contendo
20% de MeOH

10 min, 36°C e
250 rpm

Andlise do
sobrenadante
por LC-MS

FIGURA 4.47 — Fluxograma do processo da prova de conceito do ligand fishing, em que o
procedimento de carregamento foi realizado por trés vezes para otimizacdo da etapa de
extracdo, tendo sido testado trés solucOes extratoras, representadas em i, ii e iii.

O procedimento de carregamento foi testado com tempo de
incubacdo de 30 min e extracdo por 10 min com Tampéao F, no qual néo foi
observado os inibidores. Os testes de atividade dos biorreatores apos as

incubacdes com ligantes e extracdo com tampéo contendo MeOH revelou que a
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TcPEPCK-1I-MB continuava ativa, com atividade equivalente ao inicio dos
experimentos.

Para dar continuidade, optou-se por testar a TCPEPCK-I1I-MB, uma
vez que foram imobilizadas 150 U, enquanto para TcCPEPCK-11-MB foram apenas
17 U da enzima. Uma carga maior de enzima deve apresentar afinidade por maior
quantidade de ligante. Entao, a TcCPEPCK-111-MB foi incubada com a mistura dos
inibidores por 30 min, seguida de duas lavagens com Tampéao A e extracdo por
10 min com Tampao F e analisado. A extragéo revelou os ligantes, como ilustrado
no cromatograma da FIGURA 4.48, em que os compostos 5 e 7 ndo foram
identificados pois, possivelmente, apresentam as menores afinidades dentre todos

0S COmMpOostos.

FIGURA 4.48 — Cromatograma de ions extraidos para a extracdo dos ligantes da mistura de
inibidores da TcPEPCK-I11-MB, utilizando-se a coluna Poroshell C1g (100 x 2,1 mm, 2,7 pm,
Agilent) e fase mdvel composta por ACN/agua com 0,1% de acido formico 1:4 (v/v), com vazédo
de 0,4 mL min‘t, com split onde 0,1 mL min‘* foi enviado para o MS.

Tendo modulado o ensaio para os inibidores, 0 mesmo procedimento
foi empregado para a mistura dos ativadores H1, H3, H6, H8 e H10. A amostra
foi carregada no biorreator da TcPEPCK-I11-MB, incubado por 30 min, seguido
de 2 lavagens com Tampéo A e extracdo por 10 min com Tampdo F. A anélise da
extracdo esta representada na FIGURA 4.49, sendo que as hidantoinas H1, H3 e

H10 ndo foram identificadas na solugéo extratora.
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FIGURA 4.49 — Cromatograma de ions extraidos, LC-MS, para a extracao dos ligantes (S3) da
mistura de ativadores da TcPEPCK-I11-MB, utilizando-se a coluna Poroshell C1g (100 x 2,1
mm, 2,7 um, Agilent) e fase movel composta por ACN/agua com 0,1% de &cido formico 35:65
(v/v), com vazéo de 0,4 mL mint, com split onde 0,1 mL min* foi enviado para o MS.

A razéo de afinidade, definida na Secdo 3.18, foi calculada para os

compostos que foram extraidos e estdo apresentados na FIGURA 4.50.
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FIGURA 4.50 — Razéo de afinidade para os compostos utilizado como prova de conceito para
a TcCPEPCK-I11-MB.

Os compostos 9 e H6 apresentaram razfes de 1,3, estando proximas
de 1,2, o que indica a predominancia de adsorcdo ao biorreator controle. Os
compostos 1, 3 e H8 apresentaram razdes de afinidade de, aproximadamente, 1,8.

O composto 3 foi 0 que apresentou a maior inibi¢do para a enzima imobilizada.



125

O composto 1 ndo acompanhou uma elevada inibi¢do da enzima imobilizada, mas,
em solucao, inibiu em propor¢6es semelhantes ao 3.

Estes resultados evidenciam que a razdo de afinidade ndo esta
diretamente relacionada com o potencial de inibicdo ou ativacdo. Contudo, 0s

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 0S
ligantes apresentam afinidade seletiva pelas TcPEPCK-11I-MB e podem ser,
entdo, identificados em misturas. Assim, na procura de ligante e dada a auséncia
de inibidores conhecidos para TcCPEPCK, 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 o0 extrato das folhas para Diospyros burchellii DC (Ebenaceae) e
Byrsonima coccolobifolia (Malpighiaceae).

A procura de substéncias biologicamente ativas em plantas destaca-
se pelo fato de os vegetais possuirem alta capacidade de produzir estruturas
moleculares extremamente funcionalizadas, complexas e incomuns, fazendo da
flora um atraente foco quimico e biolégico. O Brasil € um pais com grande
biodiversidade e viabiliza oportunidade para a identificacdo de plantas com
potencial terapéutico, sendo o Cerrado o segundo maior bioma da América do
Sul e com a flora mais rica de todas as savanas do mundo, e estd sendo
considerado um dos hotspots mundiais de biodiversidade®.

Dentre as espécies selecionadas, a B. coccolobifolia, conhecida como
murici, apresenta o maior numero de estudos de caracterizacdo estrutural e foi
reportada atividade leishmanicida®®!. Para Q. grandiflora, conhecida como pau-
terra, foi reportada® recentemente atividade tripanocida, in vitro, para a fragéo

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, ha
pouquissimos estudos reportados.

Os extratos etanolicos secos de cada espécie foram ressuspendidos
em Tampdo A, seguido de centrifugacdo para utilizacdo da fracdo hidrossolavel
(sobrenadante) nos ensaios de ligand fishing. Previamente aos ensaios, foi feito o
perfil cromatografico (fingerprint) para as quatro fragdes hidrossoluveis dos
extratos em LC-HRMS, operando em modo gradiente segmentado, utilizando-se
ACN como modificador organico de 5-100%, o HRMS em modo positivo full
scan e a mesma analise foi repetida com o HRMS em modo negativo (Se¢éo 3.23).

Para os ensaios de ligand fishing com as fragdes dos extratos, foi
utilizado o procedimento modulado para as pequenas moléculas na prova de
conceito, com lavagens utilizando-se o Tampao A e extracdo com Tampéo F. As
fracdes S3 do ensaio foram analisadas e comparadas com o perfil cromatografico
obtido para cada extrato. Para os célculos das razdes de afinidade, as fragdes S3
das TcPEPCK-MB-III ativas foram comparadas com as fraces S3 das TcCPEPCK-
MB-III inativas.

Todos os ensaios foram inicialmente analisados no modo positivo e
negativo de ionizagdo em full scan. Em ambos os modos ndo houve diferenga no
nimero de picos, apenas em suas intensidades, porém com maior quantidade de
ions no modo positivo. Desta forma, o calculo da razéo de afinidade foi feito em
funcdo do modo positivo, dada a maior intensidade.

Os cromatogramas de pico base apresentados na FIGURA 4.51
ilustram todo o processo para 0s quatro extratos utilizados. Os ensaios de fishing
com extratos revelaram a capacidade de interacdo seletiva da TcCPEPCK com
ligantes. Estas interagfes podem ocorrer no sitio ativo ou em outras regides da
estrutura da enzima. Diversas substancias foram capturadas, porém, a fim de
evitar a caracterizacdo de compostos extraidos por interacdes adsortivas, apenas
aquelas que apresentaram razdo de afinidade maior que 1,2 foram consideradas

como ligantes. Assim, 11 ligantes foram identificados nos 4 extratos. Todos 0s
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ligantes isolados estavam presentes na fracao hidrossoltvel do extrato bruto, ou

seja, ndo sdo artefatos da anélise.
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FIGURA 4.51 — Cromatogramas de pico base, LC-HRMS, para os extratos (verde) e fracoes
S3 da TcPEPCK-III-MB inativa (preto) e ativas (vermelho e azul), utilizando-se a coluna
Ascentis Express Cig (100 x 2,1 mm, 2,7 um, Agilent), com fase mdvel composta por agua
contendo 0,1% de acido férmico e ACN, em modo gradiente, de 5% a 100% de ACN com
vazdo de 0,4 mL min't e modo positivo de ionizagdo, sendo (a) Q. grandiflora, (b) D. burchellii,
(c) A. falcata e (d) B. coccolobifolia.

Para a proposicéo das estruturas dos ligantes, somente 0s espectros
obtidos no modo positivo de ionizacdo foram considerados devido a maior

quantidade de ions. Assim, inicialmente foram obtidas as formulas moleculares
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tedricas através da massa exata dos ions [M+H]* precursores nas analises de full
scan. Em seguida, para obtencdo dos ions fragmentos, as fracbes S3 foram
novamente analisadas por LC-HRMS/MS, com o QqTOF operando em modo
auto MS/MS. Desta forma, com as formulas moleculares, os ions fragmentos e
auxilio da base de dados SciFinder® as estruturas para os ligantes identificados
foram sugeridas e estdo apresentados na FIGURA 4.52. As estruturas estao
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 metabdlitos de plantas.
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Todos os espectros de massas (full scan e MS?), bem como as
propostas de fragmentacdo que levaram a inferir as estruturas, estdo mostrados no
Apéndice (pagina 155). As razdes de afinidade, ions precursores, tedricos e
fragmentos estdo apresentados na TABELA 4.4.

Para todos os compostos, foram realizadas correlacéo entre possiveis
estruturas com os ions fragmentos. Porém, é importante frisar que as analises
foram realizadas em uma faixa de m/z 100-1000 e alguns ions fragmentos, que
auxiliariam na proposta da estrutura, ficaram fora da janela espectral. Em m/z
abaixo de 100 ocorre um grande ndmero de ions proveniente da fase movel e
impurezas do sistema, o que prejudica toda a analise uma vez que Sao 0s ions mais
intensos do espectro.

Os dois ligantes de maior afinidade, 1-Qg e 2-Qg, sdo isébaros e
mesmo havendo publicacdes sobre o perfil quimico de Qualea sp.1%%1521%3
nenhuma reporta compostos com as formulas moleculares sugeridas pela massas
exatas dos ions encontrados. Além disso, as bases de dados a partir de férmulas
moleculares, sugerem uma infinidade de estruturas para os ions encontrados.
Assim, com base nas fragmentacdes, foi sugerido a estrutura 2-amino-3-
metilimidazo[4,5-flquinolinol para 1-Qg (pagina 155 e 156), e o acido 2-((2-
hidroxietoxi)carbonil)ciclohexano carboxilico para 2-Qg (pagina 157). Este
ultimo, apresenta semelhanca estrutural aos compostos reportados como
inibidores de PEPCK e apresentados na FIGURA 4.36, com estruturas ciclicas
contendo carbonilas. A estrutura proposta para 1-Qg trata-se de um metabdlito
derivado de um composto gerado normalmente no cozimento de alimentos com
elevado teor proteico'®*. Os estudos de fragmentacéo reportados na literatura para
tal composto apresentam fragmentos que séo coincidentes com 0s observados
para o ligante 1-Qg™>.

O ligante 3-Qg é um derivado O-metilado-glicopiranosideo do

acido elégico, caracterisado pelo m/z 317,0310 (perda da porcéo glicosidica, pagina
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158). Na literatura, este composto ja foi reportado para Qualea sp.*® como écido 3-
O-metil elagico 4-O-B-D-glicopiranosideo.

O ligante correspondente ao ion m/z 318,3009 e identificado como 4-
Db foi atribuido a fitosfingosina. Também, foi identificado o ion m/z 274,2755,
que foi atribuido a uma fragmentacéo na fonte de ionizacdo, onde 4-Db perdeu a
porcdo C,H3;0" (pagina 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 a formacdo de m/z 256,2648 devido a perda de agua. Embora néo tenha
sido encontrado nenhum estudo que aponte a fitosfingosina em D. burchellii, a
substancia pertence ao grupo dos esfingolipidios, que compreendem uma das
principais classes de materiais estruturais e moléculas de sinalizacdo lipidica em
todas as células eucarioticas existentes em plantas, leveduras e alguns tecidos de
mamiferos’®®. Mesmo com sua longa cadeia alquilica, a fitosfingosina ja foi
isolada em extrato etandlico de planta da espécie P. nemorosa (Orchidaceae)™’ .

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 ion m/z 331,1066 com baixa intensidade, que foi caracterizado como
acido vanilico 4-glicopiranosideo. Ainda no modo full scan, junto ao ion m/z
331,1066, foram encontrados os ions m/z 134,9958 e 169,0016 com as maiores
intensidades do espectro de massas (pagina 160 a 162). Estes dois ions provém do
acido vanilico 4-glicopiranosideo, tendo sido produtos de fragmentacao na fonte
de ionizacéo, cujo ion m/z 169,0016 corresponde a por¢éao do acido com perda da
unidade glicosidica e m/z 134,9958 a unidade glicosidica com perda neutra de CO.
As analises de LC-HRMS/MS néo levaram a fragmentacdo do m/z 331,1066
devido sua baixa intensidade, o que confirmaria a proposta de fragmentacéo na
fonte, mas levaram a fragmentacdo dos outros dois ions. Na literatura este
metabolito foi reportado em plantas, como acido vanilico 4-B-D-glicopiranosideo,
para Alpinia zerumbe (Zingiberaceae)!®® e sementes de Passiflora molissima

(Passifloraceae)™® e avocado (Persea americana Miller, Lauraceae)®,
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Em relacdo aos demais ligantes isolados da B. coccolobifolia, a
catequina (6-Bc, pagina 162 e 163) e quercetina-3-O-rhamnosideo (8-Bc, pagina
164 e 165) ja foram reportados para essa espécie’® 16l O kaempferol 3-O-
rutinosideo (9-Bc, pagina 165 e 166) foi reportado para B. sericea
(Malpighiaceae)®?. A isoramnetina 3-O-galactosideo (10-Bc, pagina 166) foi
relatada para B. crassifolia (Malpighiaceae)'®® e, inclusive, apresentou atividade
tripanocida em uma fracdo do extrato etanolico que continha 10-Bc. Ainda, a
aglicona isoramnetina foi relatada para B. duckeana e B. garcibarrigae
(Malpighiaceae)!®4. O ligante 11-Bc (pagina 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 flavonodide néo
comum?®, A estrutura para 7-Bc (pagina 163 e 164) foi proposta a partir dos dados
de MS, como uma quercetina semelhante a 8-Bc, porém com trés unidades de
acucar a mais.

Quanto as atividades bioldgicas dos ligantes identificados, o acido
elagico (derivado de 3-Qq) ja foi reportado como um potente inibidor competitivo
com o substrato doador de fosfato da caseina quinase 11% (K; de 20 nmol L), da
proteina quinase A (ICso = 2 umol L) e proteina quinase C*’ (ICso = 8 pumol
L1). Isso pode indicar uma afinidade no sitio de ligacdo de ATP na TcPEPCK. O
ligante 4-Db foi reportado como inibidor de fosfatase de S. cerevisiae'®®, com K;
de 0,7 mol%. A inibicdo, em geral, ¢ atribuida a capacidade de ligacao ao fosfato
de moléculas como o ATP.

O composto 6-Bc foi reportado como inibidor da fosfoenolpiruvato
carboxilase (PEPC)! de F. trinervia e F. pringlei, com inibicdo nove vezes maior
que seu inibidor natural, o malato. A PEPC € uma enzima citosolica presente em
plantas superiores, bactérias, cianobactérias e algas verdes e catalisa a converséo
irreversivel de PEP para OAA e fosfato, na presenca de bicarbonato, nédo

dependente de moléculas como ADP/ATP®, O composto 8-Bc e o kaempferol
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(aglicona no composto 9-Bc) também ja foram reportados como inibidores da
PEPC de A. viridis!™, com K; de 8,5 e 7,2 umol L, respectivamente.

O ensaio de ligand fishing demostrou a importancia 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
fracbes. Ademais, a analise dos ligantes isolados por LC-HRMS/MS pode
proporcionar a identificacdo de substancias presentes em baixas concentragdes no
extrato que, muitas vezes, acabam sendo ignoradas durante fracionamentos
classicos. Neste contexto, surgem as substancias 1-Qg, 4-Db e 5-Af/Bc com
massas exatas que propde formulas moleculares para metabdlitos ainda nédo
reportados para tais espécies, bem como 2-Qg que ainda néo foi reportado como

um metabdlito secundario.
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TABELA 4.4 — Substancias e dados LC-HRMS/MS dos ligantes capturados dos extratos de Q. grandiflora (Qg), D. burchellii (Db), A. falcata (Af) e B.
coccolobifolia (Bc).

lon
" t}'q Rngﬁo de Substancia prec,m_'sor/ Erro Formula Estrutura molecular lons fragmento
(min) | afinidade tedrico (ppm) | molecular (m/z)
[M+H]
NH, 103,0548, 115,0549,
2-amino-3- HN’<N 130,0657, 144,0821,
1-Qg | 478 | 2959 | metilimidazo 22117711%3/ 4,1 | CuaH1N4O B h 158,0611, 174,0920,
[4,5-f]quinolin-5-ol ’ NG 188,1077, 200,1080
Acido 111,0446, 129,0548,
2.0q | 7.33 9.9 2-((2-h_idr(_)xietoxi) 217,1067/ 17 C1oH1cOs 155,0710, 173,0818,
carbonil)ciclohexa | 217,1071 217,1082
no carboxilico
145,0292, 173,0239,
201,0186, 229,0156,
Acido 3-O-metil 257,0089, 285,0070,
3-Qg | 9,07 1,2 elagico 4-O- 479,0808/ 2,5 C21H18013 317,0310

o ] 479,0820
glicopiranosideo

150,1122, 256,2648,

4-Db 18,60 1,5 Fitosfingosina 318,3009/ -1,9 Ci1sH39NO3 OH | 300.2912. 318.3015
318,3003 s 2912, 318,
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fon

tr | Razéo de Al Erro Formula lons fragmento
# : .. Substéncia precursor Estrutura molecular
(min) | afinidade . (ppm) | molecular (m/z)
[M+H]
104,9841, 114,9685,
o OH 120,9736, 148,0170,
Acido vanilico | 331,1066/ Ho Hofj;o'* 150,9891, 169,0003*.
5-Af/Bc 2,49 1,8 4-g|icopiran03|'deo 331’1024 12,0 C14H1809 J\Q\O o OH 101,0058, 102,9662,
o) 104,9833, 116,9831,
121,0893, 134,994**
O OH 123,0448, 139,0399,
6-Bc | 320 | 16 | Catequina 29LO8S8/ |9 o | C1Hu0 " O ° on | 147,0446, 161,0596,
291,0863 207,0673
o on 303,0513, 465,1043,
Quercetlna-3-(2G- 919 2707/ nom‘ioH 627,1589
7-Bc 3,48 1,7 rhamnosilrutinosil) ’ 0,8 C3gHs50025 ﬁ
L 919,2714
-7-glicosideo j;l
O OH 129,0557, 153,0192,
HO O OI OH 229,0509, 287,0559,
Quercetina-3-O- 449,1068/ o 303,0515
8-Bc 11,30 2,2 thamnosideo 449.1078 2,2 C21H20011

*Fragmentos correspondentes ao ion m/z 169,0016 gerado na fonte de ionizacdo a partir do composto 5-Af/Bc.
** Fragmentos correspondentes ao ion m/z 134,9958 gerado na fonte de ionizacéo a partir do composto 5-Af/Bc.



TABELA 4.4 - Continuacao

136

fon

tr | Razéo de Al Erro Formula lons fragmento
# : .. Substéncia precursor Estrutura molecular
(min) | afinidade . (ppm) | molecular (m/z)
[M+H]
HO O 121,0298, 153,0193,
HO O OI 287,0565
Kaempferol-3-O- 595,1645/ o
SBe 11130\ 22 inosideo 595,657 | 20 | G270 R o
© © OH
HO OH OH
OH
o~ 127,0410, 153,0198,
OH | 229,0511, 274,0483,
HO 0 O 317,0674
Isoramnetina 3-O- | 479,1169/ O |
10-Bc | 12,29 2,1 galactosideo 479.1184 3,1 C22H22012 o
OH O OH
0
KH):[OH
OH OH
OH 109,0653, 122,0369,
3-Hidroxi-6,7.4- | L1 a0n) O O~ | 137,0604, 147,0451,
- ' i- _3- ’ 0 0 167,0712
11-Bc | 18,40 1,2 trimetoxi-flavan-3 333 1333 2,8 C18H2006 | ~ O
OH

ol
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5 Conclusao

Para o monitoramento da atividade da TcPEPCK, foi desenvolvido
um método direto por LC-MS/MS para quantificacdo de PEP, que apresentou
rapidez, sensibilidade, seletividade e reprodutibilidade, além de minimizar os
problemas dos ensaios acoplados. Este método foi imprescindivel no
acompanhamento de todas as etapas de purificacdo e, assim, apos diversas
propostas de purificacdo, a utilizacdo de precipitacdo com sulfato de aménio,
seguida de cromatografia de troca aninica e cromatografia de afinidade, levaram
a um elevado nivel de pureza da TcPEPCK.

O método foi utilizado, ainda, para caracterizacdo cinética da
enzima; com valores de Kwapp determinados para OAA e ATP, e aplicado para
triagem de 34 pequenas moléculas, revelando 20 inibigdes e 14 ativacbes, com
capacidade de identificar baixissimos valores de inibi¢cdo. Além disso, 0s ensaios
acoplados com enzimas NADH-dependentes provaram ser impraticaveis para
medidas de atividade com a TcPEPCK, visto que uma baixa concentracdo de
NADH levou a elevada inibicdo da mesma. Tal fato afirma, ainda mais, a
importancia do método direto aqui reportado. Igualmente, 0 método descrito pode
ser de grande valia para PEPCKSs de outras fontes.

A partir dos conhecimentos da enzima em solugdo, a mesma foi
imobilizada em particulas magnéticas (TcCPEPCK-MB), que foram caracterizadas
cineticamente a partir de um método direto por LC-MS/MS, na qual 0 Kapp foi
determinado para o0 OAA a partir da quantificacdo de PEP. As inibicGes obtidas
com a enzima em solucdo se confirmaram com as TCPEPCK-MB para alguns
ligantes testados e, entdo, foi possivel modular ensaios de ligand fishing com estes
ligantes, revelando o potencial dos biorreatores em realizar a captura seletiva dos
mesmaos.

Com os ensaios devidamente modulados, a TcPEPCK-MB e o

elevado nivel 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 resolucéo.

Contudo, a imobilizacdo da TcPEPCK em particulas magnéticas
permitiu a reutilizacdo da enzima em diversos ensaios, alem 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 colecdes
sintéticas combinatorias ou de extrato de produtos naturais, no processo de busca

por novos ligantes.
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FIGURA A.1 — Espectros de massas de alta resolucdo para o composto 1-Qg, obtidos a partir

de andlises por LC-HRMS(/MS), sendo (a) modo full scan e (b) MS? do fon m/z 217,1 através
do modo auto MS/MS.
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fragmento gerado na fonte, com m/z 274,2799, obtidos a partir de analises por LC-
HRMS(/MS), sendo (a) modo full scan, (b) MS? do ion m/z 274,3 e (c) MS? do ion m/z 318,3
através do modo auto MS/MS para os dois Ultimos.
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FIGURA A.8 — Proposta de fragmentacgdo do ion m/z 318,3, correspondente ao composto 4-Db,
gerando o ion m/z 274,31 na fonte ESI, bem como um fragmento gerado a partir de cada ion.
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FIGURA A.9 — Espectros de massas de alta resolucdo para o composto 5-Af/Bc e seus dois ions
fragmento, gerado na fonte ESI, com m/z 134,9958 e 169,0016, obtidos a partir de analises por
LC-HRMS(/MS), sendo (a) modo full scan, (b) MS? do ion m/z 135,0 e (c) MS? do ion m/z
169,0 através do modo auto MS/MS para os dois Gltimos.
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FIGURA A.10 — Proposta de fragmentacdo na fonte ESI para o composto 5-Af/Bc, gerando 0s
fons m/z 169,0 e 135,0.
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FIGURA A.11 - Proposta de fragmentacdo do ion m/z 135,0, gerado na fonte ESI a partir do
composto 5-Af/Bc.
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FIGURA A.12 - Proposta de fragmentacdo do ion m/z 169,0, gerado na fonte ESI a partir do

composto 5-Af/Bc.
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FIGURA A.13 — Espectros de massas de alta resolugdo para o composto 6-Bc, obtidos a partir
de andlises por LC-HRMS(/MS), sendo (a) modo full scan e (b) MS? do ion m/z 291,3 através

do modo auto MS/MS.
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FIGURA A.14 — Propostas de fragmentagdo para o ion m/z 291,3 correspondente ao composto
6-Bc.
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FIGURA A.15 — Espectros de massas de alta resolugdo para o composto 7-Bc, obtidos a partir

de andlises por LC-HRMS(/MS), sendo (a) modo full scan e (b) MS? do fon m/z 919,3 através
do modo auto MS/MS.
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FIGURA A.17 — Espectros de massas de alta resolucdo para o composto 8-Bc e 9-Bc (ambos
coeluem), obtidos a partir de analises por LC-HRMS(/MS), sendo (a) modo full scan e (b) MS?
do ion m/z 449,1 (8-Bc) através do modo auto MS/MS.
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FIGURA A.18 — Propostas de fragmentagdo para o ion m/z 449,1 correspondente ao composto
8-Bc.
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FIGURA A.19 — Espectros de massas de alta resolugdo para o composto 8-Bc e 9-Bc (ambos
coeluem), obtidos a partir de analises por LC-HRMS(/MS), sendo (a) modo full scan e (b) MS?
do ion m/z 595,2 (9-Bc) através do modo auto MS/MS.
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FIGURA A.20 — Propostas de fragmentagéo para o ion m/z 595,2 correspondente ao composto
9-Bc.
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FIGURA A.21 — Espectros de massas de alta resolucéo para o composto 10-Bc, obtidos a partir
de andlises por LC-HRMS(/MS), sendo (a) modo full scan e (b) MS? do fon m/z 479,1 através

do modo auto MS/MS.
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FIGURA A.22 — Propostas de fragmentag&o para o ion m/z 479,1 correspondente a0 composto

10-Bc.
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FIGURA A.23 — Espectros de massas de alta resolugdo para o composto 11-Bc, obtido a partir
de andlises por LC-HRMS(/MS), sendo (a) modo full scan e (b) MS? do fon m/z 333,1 através
do modo auto MS/MS.
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FIGURA A.24 — Propostas de fragmentagdo para o ion m/z 333,1 correspondente ao composto
11-Bc.



