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RESUMO

“Desenvolvimento de métodos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
multidimensional para validacdo do uso do biorreator gliceraldeido-3-fosfato

desidrogenase de Trypanosoma cruzi para triagem de inibidores”.

Este trabalho descreve a quantificacio do NADH formado pela rea¢do do
biorreator da enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) de T.
cruzi usando cromatografia liquida de alta eficiéncia multidimensional. Para
isto, o biorreator foi usado na primeira dimensdo ¢ uma coluna analitica Cg na
segunda dimensao. As etapas de pré-tratamento dos capilares de silica fundida e
da imobilizagao covalente da enzima, neste suporte, foram otimizadas com
sucesso, resultando no aumento da atividade e da estabilidade da enzima. Os
estudos cinéticos para a enzima GAPDH-Tc imobilizada foram realizados para
verificar se o método de imobilizagdo empregado afetou a afinidade da enzima
pelo substrato ou cofator. Os resultados obtidos com os biorreatores das enzimas
GAPDH-Tc e humana foram comparados aqueles obtidos com as enzimas em
solucdo, e evidenciaram que o método de imobilizacdo covalente afetou
principalmente a afinidade da enzima humana pelo substrato. Os biorreatores
das enzimas do parasita e humana foram empregados para a triagem de ligantes.
Os ligantes reconhecidos pelos biorreatores foram os mesmos identificados
pelas enzimas em solugdo, evidenciando que a enzima imobilizada reteve a
capacidade de reconhecer os compostos capazes de modular a atividade
enzimatica. Os biorreatores mostraram-se uma ferramenta util na caracterizagao
dos inibidores quanto a reversibilidade da liga¢do. Considerando os altos custos
e as dificuldades envolvidas na purificacio de enzimas, os procedimentos
descritos neste trabalho representam um valioso método para preservar a
atividade enzimdtica e para a realizagio de uma variedade de ensaios

bioquimicos.
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ABSTRACT

“Multidimensional high-performance liquid chromatography methods
development for validating the employment of an immobilized enzyme reactor
of glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase of Trypanosoma cruzi for

inhibitors screening.”

This work reports the quantification of NADH formed by an immobilized
enzyme reactor (IMER) of glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) of 7. cruzi using multidimensional high-performance liquid
chromatography. For this, The IMER was used in the first dimension while an
analytical Cg column was used in the second dimension. The conditions of the
pre-treatment of the fused silica capillary tubes and the covalent immobilization
of the enzyme into the capillary were successfully optimized, resulting in
increased enzymatic activity and stability. Kinetic studies for the 7. cruzi
GAPDH-IMER were carried out to verify the influence of the immobilization
over the enzyme affinity for the substrate and cofactor. The kinetic results for
the IMERs of human and parasite GAPDH enzymes were compared to those
obtained with the enzymes in solution, and showed that the covalent
immobilization method used affected mainly the affinity of the human enzyme
for the substrate. The human and parasite GAPDH-IMERs were employed for
the ligand screening. The ligands recognized by the IMERs were the same
identified by the enzymes in solution, showing that the immobilized enzymes
kept the ability of recognizing the activity compounds modulators. The IMERs
demonstrated to be a useful tool also for inhibitors binding reversibility
characterization. In view of the high costs and difficulties involved on enzyme
purification, the methods described in this work represents a valuable way of
preserving enzyme activity and carrying out a variety of biochemical

experiments.
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1. Introducao

Enzimas s3o biocatalisadores com excelentes propriedades tais como
elevadas seletividade e especificidade que lhes permite realizar uma grande
variedade de processos quimicos sob diversas condigdes reacionais.' Sua fungio
metabolica exerce influéncia especifica sobre certas interagdes bioquimicas,
usualmente em ambientes muito complexos - como no interior de células - e
incluem transformagdes oxidativas e conjugativas que ocorrem em altas
velocidades cataliticas e com reagdes altamente regiosseletivas ¢
estereosseletivas.>’

O tratamento de diversas doengas através da inibicdao seletiva de enzimas,
envolvidas em processos vitais nos organismos infecciosos, tem sido explorado
com sucesso na medicina moderna e ¢ bem representado pelo numero de
farmacos, por exemplo, os antivirais, antiparasitarios e antibidticos, em uso
clinico, que atuam como inibidores enzimaticos.*

Uma das estratégias empregadas no desenvolvimento de um novo fdrmaco
contra uma enfermidade especifica se inicia pela busca de substancias que
apresentem significativa atividade inibitéria contra um alvo selecionado do
agente patogénico causador da enfermidade em questdo. A necessidade de novos
farmacos para o tratamento de diversas doencas tem estimulado a pesquisa pelo
desenvolvimento de novas estratégias e associacdo de métodos capazes de

reduzir o tempo necessario para a identificacdo de novos ligantes.

1.1. A cromatografia seletiva de afinidade na identificacdo de
ligantes

Os ensaios biologicos automatizados em larga escala (HTS, do inglés High
Throughput Screening) mais comumente empregados na identificacdo de

ligantes envolvem ensaios  espectrofotométricos, colorimétricos ou
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fluorimétricos utilizando o formato de multi-pocos. Entretanto tais ensaios
apresentam desvantagens como: 1) necessidade de reagentes fluorimétricos ou
com cromoéforos adequados para gerar um sinal, 2) interferéncias causadas por
compostos que absorvem ou fluorescem em comprimentos similares ao
reagente, 3) ineficiéncia para triagem em misturas e 4) usualmente utilizam
complexos sistemas robotizados.’

Uma alternativa promissora aos ensaios convencionais ¢ o emprego da
cromatografia seletiva de afinidade na identificacdo de ligantes em misturas
complexas. A cromatografia de afinidade ¢ considerada uma das técnicas
cromatograficas mais versateis e ¢ definida como um método cromatografico
que utiliza um agente de ligacdo especifica como uma fase estaciondria para
purificacdo ou andlise de uma mistura de compostos. Como esta defini¢do
sugere, as interagdes que ocorrem na cromatografia de afinidade sdo as mesmas
presentes em varios sistemas bioldgicos, como a interagdo enzima-substrato ou a
interacdo de um antigeno com o anticorpo. A elevada especificidade destas
interacdes fornece a esta técnica um elevado grau de seletividade.’

Inicialmente, a cromatografia de afinidade foi utilizada no isolamento e
purificacdo de misturas biologicas complexas, mas, nos ultimos tempos, tem se
revelado uma poderosa ferramenta para monitorar as interacdes ligante-proteina,
substrato-proteina, inibidor-proteina e ligante-receptor. O uso da cromatografia
seletiva de afinidade, para mimetizar acdes biologicas, tem sido explorado com
eficiéncia e tem demonstrado grandes vantagens como uma das técnicas de
HTS. "

Os processos fundamentais de acdo dos farmacos como a absor¢do, a
excrecdo e a ativacdo do receptor sdo dindmicas na natureza e, portanto,
similares aos processos cromatograficos. As principais interagdes
intermoleculares, como as eletrostaticas, hidrofobicas e as ligagdes de

hidrogénio, sdo determinantes tanto nos processos bioldgicos quanto nos
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cromatograficos. Portanto, as técnicas cromatograficas podem ser utilizadas para
estudos de afinidade dos farmacos.”"

A cromatografia seletiva de afinidade envolve trés passos: a imobilizacdo de
um alvo; a avaliacdo das modificagdes sofridas pelo biopolimero apds a
imobilizacdo; e a determinacdo dos parametros de ligagdo apos a inser¢ao da
proteina imobilizada no sistema de separagdo.'’

Dessa forma, a identificagao de substancias que possuem maior afinidade por
uma biomolécula pode ser realizada eluindo-se uma mistura de compostos
através de uma superficie na qual a biomolécula de interesse esteja imobilizada.
De um modo geral, as substancias que possuem maior afinidade pela
biomolécula permanecem um maior tempo retidas, eluindo mais tardiamente
sendo, portanto, os melhores ligantes. "

A inser¢ao de um IMER (do inglés Immobilized Enzyme Reactor) a um
sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia fornece seletividade, rapidez
e possibilidade de reutilizacdo da enzima. A reprodutibilidade deste sistema
cromatografico pode ser combinada com a especificidade e a sensibilidade de
uma reagdo enzimatica. Assim, a sensibilidade de detec¢ao ¢ aumentada e os
IMERSs podem ser usados para isolar e/ou identificar compostos biologicamente
ativos em misturas complexas. Esse processo cromatografico pode ser chamado
de cromatografia seletiva de afinidade ou biocromatografia.''*

O emprego de enzimas imobilizadas como suportes cromatograficos
apresenta diversas vantagens, sobre a utilizacdo de enzimas livres em solugao,
entre as quais podem ser destacadas: 1) a utilizacdo de pequenos volumes de
amostra (pL-nL); 2) aumento do tempo de vida e da estabilidade da enzima em
relacdo a temperatura, solventes organicos e variagdo de pH sem perda
consideravel da atividade catalitica; 3) reutilizagdo; 4) pequeno manuseio da
amostra, evitando contaminagdes; 5) facil separacdo da enzima dos produtos da

reacdo. Essas vantagens sdo uteis nos estudos enzimdticos on-line, onde os
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produtos da reacdo enzimatica e os inibidores sdo detectados diretamente por
UV-Vis, fluorescéncia ou espectrometria de massas. '>'>"°
Além disso, os estudos envolvendo enzimas imobilizadas retratam com
maior proximidade a conformacdo da enzima nos sistemas bioldgicos,
considerando que um grande nimero de enzimas ocorre naturalmente na forma
“imobilizada” por estarem em membranas celulares ou fazendo parte de
complexos contendo varias enzimas."
Os IMERs tém sido usados em varias areas da quimica — desde a medicinal
até a sintese organica enantiosseletiva e em estudos farmacologicos e de

metabolismo. Entre estas aplicacdes destaca-se a identificagdo de substratos ou

inibidores para a descoberta de potenciais farmacos, como exemplificado na

Tabela 1.1.2%%!

TABELA 1.1. Aplica¢des de LC-IMERs na pesquisa de novos farmacos.''

Enzima .
) e Doenga alvo Inibidor Substrato
imobilizada
Benzilamina,
N-etilmaleimida,
Feniletanolamina . N Acido p-cloromercuriofenil Nometanefrina,
. Hipertensao . o
N-metiltransferase sulfonico Norepinefrina
S-Adenosil-L-homocisteina
Metildopa
Dopamina [3- ) N o . Tiramina, acido
.p . p Hipertensao Captopril, 4cido fusarico iy
hidroxilase ascorbico
Mal de Alzheimer . : s .
o : ) Tacrina, donepezil, Acetiltiocolina,
Acetilcolinesterase Miastenia grave o i
rivastigmina acetilcolina
Glaucoma
: Epilepsia, Fenitoina, carbamazepina,
Glutamina p. P - .. . p
. Intoxicagdo por  sulfoximina metionina, Glutamato
sintetase .
farmacos AMP
N Tumores malignos
e .. mamarios, ) , UDP-N-
Acetilglicosaminil Trissacarideos o .
hepatocelulares e acetilglicosamina

transferase-V (-
pancreaticos
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1.2. Imobilizacdo de enzimas em suportes cromatograficos

Embora diversas tecnologias disponiveis em diferentes areas da ciéncia,
como a microbiologia, engenharia de proteinas ¢ quimica de proteinas, possam
ser utilizadas para melhorar as propriedades das enzimas, uma técnica
relativamente antiga, a imobilizacdo de enzimas, tem se mostrado uma poderosa
ferramenta para aumentar a estabilidade da enzima, essencial para os diversos
estudos cinéticos que demandam reprodutibilidade, caracteristica que permite
sua aplicabilidade em diferentes campos da pesquisa cientifica.”

A imobilizacdo de biomoléculas teve inicio nos anos 60 ¢ o seu grande
desenvolvimento deve-se principalmente ao extenso uso NoOS Processos
industriais. Enzimas imobilizadas sdo amplamente usadas em biocatalise,
bioprocessos e deteccdo bioespecifica.’

Os biorreatores contendo enzimas imobilizadas podem ser empregados em
biocatalise, onde se utilizam as reagdes enzimaticas na obten¢do de um produto
de interesse, ou ainda, na transformacao de um analito em uma espécie mais
facilmente detectavel, e também podem ser utilizados como uma técnica valiosa
na triagem de ligantes e em estudos cinéticos.”

O processo de imobilizagdo de enzimas pode ser realizado “in situ” ou “in
batch”. No processo “in batch”, a enzima € primeiramente imobilizada sobre o
suporte € em seguida empacotada na coluna. Ja no processo “in situ”, a enzima
¢ imobilizada diretamente na coluna previamente empacotada. Alguns estudos
de comparacdo entre os dois modos na imobilizacdo da Penicillin G acylase
(PGA), utilizando varios suportes derivados de silica, demonstraram que os
melhores resultados foram obtidos, em termos de quantidade de PGA ligada,
quando fo1 utilizada a técnica de imobiliza¢do “in situ”. Além disso, observou-
se que durante o processo “in batch” pode ocorrer a inativacdo da enzima.”*

As técnicas freqlientemente empregadas na imobilizagdo de enzimas em
suportes solidos baseiam-se em interagdoes quimicas ou fisicas entre a proteina e

o suporte. Os métodos de imobilizacio baseados em interagdes quimicas
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incluem principalmente a formagdo de ligacdes covalentes entre a enzima € o
suporte ou a formacao de ligagdes cruzadas entre a enzima e a proteinas inativas
ou entre as proprias enzimas. Os métodos baseados em interacdes fisicas
envolvem: 1) a adsor¢do fisica ou idnica das moléculas de enzima em um suporte
poroso ou carregado ou ii) o confinamento dentro de uma matriz de gel

: 4 4 ~ . . 24,25
insoluvel. Esses métodos sdo sumarizados na Figura 1.1.7"

Interacdes Quimicas Interacoes Fisicas

Ligacdo Covalente ~ Ligagdo Cruzada Adsorcéo Fisica Adsorcdo I6nica Confinamento

FIGURA 1.1. Métodos de imobilizagao de enzimas baseados em interagdes

quimicas e fisicas.

A imobiliza¢do por liga¢do covalente ¢ uma dos métodos mais utilizados e
envolve a formagdo de ligagdes covalentes entre a enzima e o suporte. As
ligacdes sdo normalmente formadas entre os grupos funcionais presentes na
superficie do suporte e os grupos funcionais dos residuos de aminoacidos [(NH,)
de lisina e arginina, o (CO,H) de acido aspartico ou glutdmico, o (OH) de serina
ou tionina e o grupo (SH) de cisteina]. As principais vantagens deste método
sdao: 1) a diminuigcdo da velocidade de inativagcdo espontanea, como ocorre na
autodigestao de proteases, 2) evitar o fenomeno de dessorcao, e 3) aumentar o
tempo de vida util do biorreator. Envolve, ainda, o aumento da estabilidade
térmica, uma vez que a forte interacdo da enzima ao suporte promove a rigidez
da estrutura da enzima, limitando seu movimento, quando submetida a altas

252
temperaturas. 26
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A imobilizacdo por ligacdo cruzada € livre de suporte e as enzimas estdo
ligadas umas as outras, ou a proteinas inativas (gelatina, albumina), através de
reagentes bi- ou multifuncionais (glutaraldeido, diisocianato, etc), formando
uma estrutura complexa tridimensional. No entanto, esse método possui algumas
desvantagens, como baixa reten¢ao de atividade, pouca reprodutibilidade e baixa
estabilidade mecanica. A pouca estabilidade mecanica, que geralmente dificulta
sua aplicacdo industrial, pode ser aumentada pela ligacdo cruzada das enzimas
em matriz de gel ou sobre suportes.”?’

A imobilizagdo por adsor¢do fisica constitui-se no método mais simples,
onde a enzima fica retida na superficie do suporte insolivel que se encontra em
meio aquoso, através de interacdes de van der Waals, interacdes hidrofobicas,
ligacdes de hidrogénio e interagdes especificas. O procedimento ¢ simples e
consiste na mistura da enzima com o suporte sob condi¢des de pH, forca 16nica
e periodos de incubagdo adequados. Promove pequena perturbagdo na estrutura
nativa da enzima, mas, no entanto, € como desvantagem, permite a dessor¢cao da
enzima durante o uso.”

Na imobiliza¢do por adsor¢do ionica, a enzima se une ao suporte através de
atracoOes eletrostaticas estabelecidas entre as cargas opostas presentes, tanto na
superficie do suporte, quanto da enzima. Essa unido ¢ mais efetiva que a
adsor¢do fisica, mas ¢ inferior quando comparada com outros métodos. Para
evitar que ocorra a dessor¢do da enzima € de suma importancia o controle do pH
e da forca idnica do meio. >

Na imobilizagdo por confinamento da enzima em uma matriz insoluvel, a
proteina ¢ misturada aos componentes que formardo o gel e, quando esse ¢
formado, a enzima fica presa a matriz.***%

A estrutura do suporte onde a biomolécula serd imobilizada é um fator
determinante na preparacdo dos reatores bioativos, pois define o facil acesso do

substrato aos sitios ativos da biomolécula. Além disso, a superficie do suporte

tem um papel fundamental na preservagdo da estrutura terciaria da enzima, que
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exerce grande influéncia sobre a estabilidade térmica e atividade catalitica da
enzima imobilizada. O suporte ideal deve ser inerte, estdvel e resistente a forca
mecanica. Outras propriedades também devem ser consideradas: a forma, a
distribui¢do e tamanho de poro, a capacidade de expansdo, além das cargas, as
quais influenciam o processo cinético.

Virios suportes estdo disponiveis comercialmente, para serem utilizados nos
processos de imobilizagdo de enzimas e outras biomoléculas. Exemplos de
suportes amplamente usados sdo: os monolitos (de silica ou de polimeros
organicos); as membranas artificiais imobilizadas (IAM, do inglés Immobilized
Artificial Membranes); os capilares de silica fundida; os polissacarideos, como a
celulose, a dextrana e a agarose; e suportes de silica, como a silica comum, a
aminopropil, octil ou octadecilsilicas; etc.”

Alguns aspectos devem ser considerados quando da escolha do método a ser
empregado no desenvolvimento de um novo biorreator. Os sitios ativos da
biomolécula devem ser conhecidos, a fim de evitar a perda da atividade
enzimatica pela ligagdo destes sitios ao suporte, além das suas propriedades
bioquimicas como massa molecular, pureza e estabilidade. Deve-se ainda levar
em considerac¢do os grupos funcionais, tamanho de poro e didmetro da particula
do suporte.”*

Nos casos em que os sitios ativos da enzima ndo sao bem conhecidos ou em
que se possuem poucas informagdes acerca de sua estrutura, pode-se realizar a
imobilizacdo da enzima na presen¢a do substrato ou de um inibidor competitivo
em concentracoes de saturacdo. Tal condigdo assegura que o sitio ativo ndo reaja
durante o processo de imobilizagdo e reduz a porcentagem de enzima
imobilizada em conformacao ndo catalitica (Figura 1.2), proporcionando que a
enzima retenha a atividade apos o processo de imobilizagdo. A atividade da
enzima imobilizada pode entdo ser restaurada pela simples lavagem do IMER,

e er . 1
removendo o substrato ou o inibidor.’
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FIGURA 1.2. Representacao dos possiveis efeitos na acessibilidade do sitio

ativo causados pela imobilizacao.

Em (a) na Figura 1.2, a enzima foi imobilizada com o sitio ativo inalterado e
disponivel para catalisar a reacdo do substrato, como mostrado em (b). Em (¢) a
enzima esta imobilizada, de modo que o sitio ativo permaneceu inacessivel,
portanto, ela ndo catalisa a reacdo. Em (d) o sitio ativo da enzima ficou
distorcido, apos o processo de imobilizacdo, o que resulta na inatividade da
enzima.’'

A escolha do suporte, bem como da técnica a ser utilizada, depende da
natureza da enzima, da natureza do substrato e de sua aplicacdo final. Assim,
nao € possivel sugerir uma maneira universal de imobilizacdo. Muitas vezes, o
aumento da estabilidade, da seletividade e da atividade catalitica da enzima ¢
obtido através da combinag¢do de diferentes técnicas de imobilizacdo e da
selecdo apropriada do suporte.”” Na Tabela 1.2, apresenta-se um resumo das
dificuldades de cada método de imobilizagdo, que serve como orientagdo para

selecdo do método adequado.®
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TABELA 1.2. Comparagio entre os métodos de imobilizagdo mais utilizados.”'

Ligacao Ligacao Em
Caracteristicas  Adsorcao
covalente cruzada microcapsula
Preparo Simples Dificil Dificil Simples
Custo Baixo Alto Moderado Alto
Forca de ligagdo  Variavel Forte Fraca Forte
Intercruzamento Sim Nao Sim Nao
Aplicabilidade = Freqiiente Seletiva Freqiiente Muito freqiiente
Problemas ) ) ‘
. . Muitos Poucos Muitos Muitos
experimentais
Efeitos da matriz Sim Sim Sim Nao
Grande barreira ) )
Nao Nao Sim Sim
difusional
Protegdo ) )
_ _ Nao Nao Sim Sim
microbiana
1.3. Doencas parasitarias tropicais
As doencas parasitarias tropicais, como a doenca de Chagas, a

esquistossomose, a maldria e a leishmaniose, t€ém recebido grande atencdo do
Programa Especial para Pesquisa e Treinamento em Doencgas Tropicais (Special
Programme for Research & Training in Tropical Diseases) da Organizacdo
Mundial de Satde (OMS).** Estas doencas afetam aproximadamente 1 bilhdo de
pessoas, principalmente as populagdes pobres que vivem em regides tropicais ou
sub-tropicais. Freqiientemente essas doencas sobrepdem-se geograficamente,
sendo comum que um mesmo individuo esteja contaminado com mais de uma
infecgﬁo.3 >

Para algumas dessas doencas infecto-parasitarias consideradas prioritarias

ndo ha vacinas disponiveis e os farmacos permanecem como alternativa ao
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controle destas doencas. Contudo, o repertdrio de farmacos disponivel € limitado
e/ou inadequado, e o quadro ¢ bastante agravado pela emergéncia de cepas de
parasitas resistentes.”®’ Esse quadro torna o desenvolvimento de novos
farmacos para o tratamento de tais doencas uma clara necessidade de saude

publica.™®

1.3.1. A doenc¢a de Chagas

Alguns parasitas protozoarios da familia Trypanosomatidae causam uma
grande variedade de doencgas graves como a tripanossomiase, conhecida como
doenga de Chagas. Aproximadamente 120 milhdes de pessoas correm o risco de
contrair a infec¢do na América Latina, onde a doenga ¢ endémica em quinze
paises, e estima-se que entre 16-18 milhdes de pessoas, a maioria criangas,
estejam infectadas. Entretanto, devido a migragdo em grande escala de latino-
americanos para diversas partes do mundo, a doenga de Chagas se tornou um
problema de satde global. Nos tltimos anos tém sido relatado o aumento dos
casos desta doenca nas areas urbanas da América do Norte.”” Cerca de 3 milhdes
das pessoas infectadas tém desenvolvido complicacdes severas, caracterizadas
por cardiopatia cronica, lesdes digestivas e distirbios neuroldgicos, levando a
morte cerca de 45 mil pessoas ao ano.**"!

A doenca de Chagas assim nomeada, apds ser descoberta pelo sanitarista
brasileiro Carlos Chagas, em 1909, ¢ causada pelo protozoario flagelado
Trypanosoma cruzi e constitui-se, em termos de impacto social e econdmico, em
um dos mais graves problemas de saide publica na América Latina. Ela ¢
transmitida aos humanos pelo vetor Triatoma infestans, inseto conhecido
popularmente como ‘“vinchuca”, “barbeiro”, “chipo”, etc. A infeccdo também
pode ocorrer através de transfusdo sanguinea, transmissao congénita, transplante
de orgaos, incidentes laboratoriais ou através da ingestdo de comida ou bebida
contaminada.*

A doenca de Chagas apresenta duas fases bastante distintas: a fase aguda e a

cronica. Na manifestagdo aguda da doenga, que varia entre 6-8 semanas, ocorre
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inflamacdo no local de entrada do 7. cruzi no corpo humano e quando a
transmissdo se da através da mucosa do olho, pode-se observar o sinal de
Romaria: edema unilateral que acomete a conjuntiva e ambas as palpebras de um
dos olhos, assumindo colora¢do rdsea-violdcea, com secrecdo e congestdo,
ocorrendo também adenopatia satélite pré-auricular. As manifestagdes das
infecgdes generalizadas ocorrem concomitantemente com febre, linfoadenopatia,
esplenomegalia branda, edema e taquicardia com freqiiente comprometimento
cardiaco caracterizado por miocardite aguda. Nesta fase, os parasitas estdo
amplamente disseminados e podem ser detectados por exame direto de sangue.
No entanto, em grande parte dos pacientes esta fase passa despercebida devido a
auséncia total ou parcial das manifestacdes clinicas.

Quando ndo tratada, a maioria das pessoas infectadas passa para um periodo
clinicamente silencioso ¢ sem manifestagdes detectdveis, chamado de forma
cronica indeterminada, de longa duragdo (10-30 anos) podendo permanecer
neste estado por toda a vida. Nesse estagio da doenca, o parasita € raramente
detectado no sangue periférico do paciente chagasico e, apds esse periodo,
muitos apresentam comprometimento de certos Orgaos vitais como coragao,
esofago, colon e sistema nervoso. Entretanto, ¢ estimado que 30% das pessoas
infectadas iniciardo o estdgio cronico sintomatico da doenc¢a, usualmente uma
década apdés a infeccdo, com manifestacdes cardiacas, como arritmia,
cardiomiopatia e morte subita.

Desde sua descoberta em 1909, varios tipos de tratamentos foram testados
para a doenca de Chagas, porém nenhum farmaco seguro e eficaz foi, até o
momento, descoberto. Os farmacos nifurtimox (Lampit”, Bayer) e o benznidazol
(Rochagan®, Roche), disponiveis ha mais de 30 anos, sdo efetivos apenas na fase
aguda da infeccdo. O nifurtimox ndo ¢ mais comercializado no Brasil ¢ em
outros paises como a Argentina, Uruguai e Chile. Estes farmacos apresentam

baixa eficacia e severos efeitos colaterais, como anorexia, perda de peso,
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alteracOes psiquicas, vomito, dermatite alérgica e neuropatia periférica. As

. x ~ 43-45
estruturas destes farmacos sao mostradas na Figura 1.3.

/O\/ J\ Benznidazol

Nifurtimox

FIGURA 1.3. Estruturas dos farmacos empregados no tratamento da doenca

de Chagas.

Os compostos alopurinol, cetoconazol, fluconazol e itraconazol tiveram sua
eficacia avaliada no tratamento da doenga de Chagas.

O alupurinol ¢ um andlogo da hipoxantina e atua como um substrato
alternativo da hipoxantina-guanina fosforribosiltransferase (HGPRT) e ¢
incorporado a0 DNA. Esta incorporacdo leva a formagdo de nucleotideos nao
fisiologicos que bloqueiam a sintese de novo de purinas no parasita. O emprego
deste farmaco na fase aguda da doenga mostrou-se ineficaz, por outro lado
apresentou elevado indice de cura em pacientes na fase cronica com menos
efeitos colaterais que o nifurtimox e benznidazol.*

O cetoconazol foi um dos primeiros imidazois que mostraram atividade in
vitro contra a forma epimastigota do 7. cruzi, provavelmente devido ao acumulo
dos metabolitos do esterol. Nos ensaios in vivo, levou a cura parasitologica em
experimentos animais na fase aguda da doencga, mas ndo ¢ efetivo na fase
cronica.”

O fluconazol e o itraconazol sdo derivados de azdis que interferem na sintese
de ergosterol. O itraconazol apresentou 36,5% de cura em estudos com pacientes
na fase cronica, enquanto que o isomero D(+) do fluconazol apresentou 60-70%

A . 45,46
de cura na fase cronica e na aguda em experimentos com ratos.
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Considerando este quadro, tem sido estimulada a busca por uma
quimioterapia anti-parasitaria eficiente e segura. Um novo composto ativo pode
emergir da triagem em colecdes de compostos naturais ou sintéticas, de
compostos com similaridades estruturais com um fiarmaco com atividade
conhecida, de ensaios com agentes ja aprovados para outras enfermidades ou
através da determinacdo de um alvo especifico, identificado em um processo
metabolico chave.®’

Recentes desenvolvimentos no estudo da biologia basica de 7. cruzi tem
permitido a identificagdo de novos alvos para o tratamento quimioterapéutico,
que incluem o metabolismo de esterdis, enzimas como tripanotiona redutase,
cisteino protease, hipoxantina-guanina fosforribosiltransferase (HGPRT),
gliceraldeido-3-fosfato  desidrogenase (GAPDH), DNA topoisomerases,
diidrofolato redutase (DHFR) e farnesilpirofosfato sintetase (FPPS).*

1.3.2. A enzima GAPDH como alvo na busca de novos agentes

tripanocidas

Em 1977, Opperdoes e Borst descobriram que parasitas da familia
Trypanosomatidae possuem uma organela especializada, chamada glicossoma,
que contém nove enzimas envolvidas nas reagdes da via glicolitica. O estudo foi
realizado com o Trypanosoma brucei, agente causador da doenga do sono e
evidenciou que o parasita ¢ altamente dependente da glicolise para a producao
de ATP. Estudos mostraram que a forma amastigota intracelular e tripamastigota

4547
7 Isto se

de 7. cruzi também ¢ altamente dependente desta via metabolica.
deve ao fato do parasita possuir mitocondrias inativas durante determinadas
fases de seu ciclo celular, o que impossibilita a obtengdo de energia por rotas
metabolicas alternativas mais eficientes. Assim, a inibicao seletiva de enzimas
essenciais a este processo metabolico, fisiologicamente importante, impediria o

parasita de obter a energia necessaria para sua sobrevivéncia. Portanto, as
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enzimas glicoliticas tornaram-se alvos atrativos para o desenvolvimento de
farmacos tripanocidas.****%#

Um estudo sobre o controle do fluxo glicolitico em tripanosomatideos
realizado por Bakker e colaboradores® evidenciou as principais enzimas cuja
inibicao levaria a uma reducao da glicélise no parasita. Este estudo mostrou que
a enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase ¢ um alvo atrativo para a
intervengao na glicolise, sua inibigao em 84% levaria a redugao de 50% do fluxo
glicolitico. Dessa forma, a enzima foi escolhida como alvo para o
desenvolvimento de novos agentes tripanocidas por diversos grupos de pesquisa.

A gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), sexta enzima do processo
de glicolise ¢ um homotetramero de massa molecular de aproximadamente 156
kDa, que catalisa a fosforilagdo oxidativa do D-gliceraldeido-3-fosfato (D-G3P)
em 1,3-disfosfoglicerato (1,3-DPG) na presen¢a de NAD" e fosfato inorganico.

(Esquema 1.1)

GAPDH
Pi
NAD* NADH
o) o 0 0 0
~ - P /P"\
HO/ 0 5 H = HO/ (0] : ) OH
OH OH
G3P 1,3-DPG

ESQUEMA 1.1. Catalise reversivel da GAPDH na presenca de fosfato

inorganico. Adaptado de Lehninger.”

Estudos estruturais mostraram que as estruturas da GADPH de diferentes
espécies sdo muito similares como, por exemplo, as GAPDH do 7. cruzi e T.
brucei que apresentam cerca de 90% da seqiiéncia idéntica. No entanto,
possuem diferencas significantes em relagdo a atividade catalitica e
sensibilidade interespécies. A determinacdo da estrutura tridimensional da

enzima GAPDH de 7. cruzi (Figura 1.4) evidenciou importantes diferencas
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estruturais com relagdo a sua homoéloga humana. O sitio ativo na GAPDH de T.

210 4

cruzi ¢ GAPDH humana difere pela substituicdo da Asp™° (7. cruzi) pelo Leu'
(humanos). Esta substituicao sugere que substancias que ocupem parcialmente o
sitio ativo e a0 mesmo tempo fagam intera¢des polares com a Asp®'’ na cadeia
lateral poderia aumentar especificamente para a enzima do parasita. Com base
nesta diferenca, inibidores enzimaticos seletivos para o tratamento da doenca de
Chagas podem ser desenvolvidos.” Outra importante razdo para selecionar a

enzima GAPDH como alvo ¢ que a deficiéncia de GAPDH nos eritrocitos

~ . ;. 5]
humanos nao causa nenhum sintoma clinico.

FIGURA 1.4. Estrutura cristalografica da GAPDH de T. cruzi.*!

As diferencgas especificas apresentadas entre GAPDH de 7. cruzi e a GAPDH
humana justificam o desenvolvimento de IMERs utilizando ambas enzimas para
serem utilizados na triagem de ligantes especificos para T. cruzi

Evidéncias recentes sugerem uma variedade de fungdes para a GAPDH
humana que inclui o envolvimento direto na produgdo de energia na via
glicolitica, a participacdo dos processos enzimaticos no reparo a danos ao DNA
e na replicagdo durante o ciclo celular e no processo de endocitose. Além disso,
a GAPDH ¢ super-expressada e se acumula no nucleo durante os processos de
apoptose, em tumores de mucosa oral, mama, colon e prostata.’” Atribui-se
ainda a GAPDH humana envolvimento na fusdo de membrana, empacotamento

53,54

de microtubulos e na exportacio do RNA nuclear. Em adicdo, problemas
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com a atividade da GAPDH tem sido recentemente associada as disfuncoes

. . 55
celulares em algumas doengas neurodegenerativas e diabetes.

1.4. Cinética enzimatica

As reagoes quimicas envolvidas em processos biologicos sdo geralmente
mediadas por enzimas, que desempenham a fun¢ao de catalisadores. A catalise
das reagdes se processa através da formag¢do do complexo enzima-substrato, o
qual diminui a cinética e as barreiras de energia associada com a transformacao
quimica. Esses processos sdo freqiientemente descritos em termos da cinética de
Michaelis-Menten. As enzimas sdo catalisadores especificos para certas reacdes
e através de medidas da cinética enzimatica ¢ possivel determinar a afinidade de
ligacdo entre enzima e substrato e a taxa catalitica maxima de uma enzima.
Assim, a observagdo da variacdo da taxa de reacao, em diferentes condicoes,
combinada com informagdes quimicas e estruturais, pode levar a determinacao
do mecanismo catalitico da enzima.™

Para explicar a especificidade enzimatica, em 1894 Emil Fischer propds o
modelo chave-fechadura, um modelo em que a estrutura da enzima e do
substrato sdo rigidas. A enzima se encaixaria com o substrato especifico no sitio
ativo, como uma chave e fechadura. Entretanto, esta hipdtese ndo parece
adequada quando se considera a catdlise enzimatica, pois uma enzima
totalmente complementar a seu substrato seria uma enzima pouco eficiente. Um
modelo mais flexivel da interagdo enzima-substrato ¢ o encaixe induzido,
proposto por Koshland em 1958. Neste modelo, se considera que o sitio ativo da
enzima ndo estd completamente pré-formado, e a enzima e o substrato passam
por mudangas conformacionais para propiciar o encaixe efetivo.”””®

Todas as reacdes enzimaticas sao iniciadas pela formag¢do de um complexo
binario (ES) entre a enzima (E) e seu substrato (S). A formag¢do deste complexo
¢ freqiientemente dirigida por interagdes ndo-covalentes entre o sitio ativo da

enzima e o substrato, e ocorre através de um processo rapido e reversivel, antes
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da formacdo do produto. Rapidamente o complexo se dissocia liberando o

produto (P) e a enzima:*

ki k>
E+S & ES —» E+P Equacao 1.1
ki

Esse modelo foi proposto por Adrian Brown em 1902, quando em seus
estudos observou que, se a concentragdo do substrato ¢ alta o suficiente para
converter completamente a enzima em sua forma ES, a segunda etapa da reacao
ird tornar-se a etapa limitante da velocidade. Ou seja, nestas condi¢des, a
velocidade da reagdo torna-se independente da concentragio do substrato.™

Em um esquema cinético complexo, a velocidade de formagao dos produtos
pode ser expressa como o resultado da multiplicagdo da constante de velocidade
da reacdo a formar os produtos e a concentragdo do seu intermedidrio
imediatamente anterior. Dessa forma, a expressao geral para a velocidade da

reacdo ¢ dada pela Equacao 1.2:
Vo =k, [ES] Equagao 1.2

Como [ES] na Equacdo 1.2 ndo ¢ facilmente mensuravel, o termo [E]r deve
ser introduzido, representando a concentracdo total da enzima ([E7] = [E] +
[ES]).

A relagdo quantitativa entre a velocidade da reacdo enzimatica e a
concentracdo do substrato ¢ definida pela equacdo de Michaelis-Menten. No
desenvolvimento desta equagdo supde-se que: i) k, ¢ muito pequena quando
comparada a k, e ii) a velocidade de formacdao do complexo (ES) ¢ igual a

velocidade de sua degradacao (postulado do estado estacionario). Dessa forma, a
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velocidade da formag¢do do complexo ES deve igualar a sua velocidade de

consumo durante a reacao:
ki ([E]r — [ES]) [S] =k [ES] + k, [ES] Equacao 1.3
Resolvendo a Equacao 1.3 em fung¢do da [ES] obtém-se:

El[S
(5] = LELLS]

E ao 1.4
K. +[5] quagao

k,+k,

Onde K= ¢ conhecida como a constante de Michaelis-Menten.

1
Substituindo-se a [ES] (Equacdo 1.4) na Equacdo 1.2 obtém-se a expressao

para a velocidade inicial (V}) da reagao:

v, = LE)LS]
K, +[5]

Equagao 1.5

Tanto [E]r como [S] s3o mensuraveis experimentalmente.

A velocidade maxima ¢ obtida quando os centros cataliticos na enzima estio
saturados com o substrato, ou seja, [S] ¢ muito maior que Ky, de tal forma que
[ST/([S]+ Kwm) na Equagdo 1.5 se aproxima de 1. Portanto, V4 = k[ E]r € obtém-
se a equagdo chamada de Michaelis-Menten, equacdo basica no estudo de

cinética enzimatica.

Vo= Vo [ST Equagao de Michaelis-Menten (Equagao 1.6)
Ky +[S]

A constante de Michaelis-Menten, Ky, corresponde a concentracdo de

substrato para qual a velocidade de reagdo corresponde a metade da velocidade
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maxima e depende do substrato e das condigdes do meio, tais como pH,
temperatura e forg¢a id6nica. Considerando a suposicao: i) (k, << k), discutida
anteriormente, pode-se considerar que Ky € uma medida da afinidade da enzima
pelo substrato, sendo que um baixo valor de Ky, indica uma ligacao ES forte.

As medidas das velocidades iniciais da reagdo, em varias concentragdes de
substrato, permitem a constru¢do da curva de Michaelis-Menten e a
determinac¢ado dos valores de V., € Ky.

Um método grafico simples para se obter um valor aproximado de Ky ¢
ilustrado na Figura 1.5. A Equacdo 1.7, obtida invertendo-se a equacdo de
Michaelis-Menten, ¢ chamada de equacao de Lineweaver-Burk. A grande
vantagem desta equagdo ¢ a determinacdo mais exata de V., que pode ser
obtida apenas aproximadamente pelo grafico de V, versus [S] (hipérbole de

Michaelis-Menten).”

1 1 K ~ . ~
—= —+—X Equacao de Lineweaver-Burk (Equagdo 1.7)
VO Vmax Vma’x [S]

+ (A) (B)
V et H
— 11V,

_ V. _— Inchinagio =K,/ ¥V
= _2._ —~ - -
= ~
1 |
8= y
'g & ,-"'H.

g 11K, -
E / Ky ™
T.'t .".I \ - d - 1 'Ii V.'.!r.ﬂ:
= I // ; P -
| d 0 1/[8]

Concentragfio do substrato [5]
FIGURA 1.5. (A) Hipérbole de Michaelis-Menten e (B) Grafico de Lineweaver-
Burk.
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1.5. Inibidores enzimaticos

Inibidores enzimaticos sdo agentes moleculares que interferem na catéalise
enzimatica, diminuindo ou bloqueando as reagdes, quando adicionados ao meio
reacional. As enzimas catalisam todas as reagdes envolvidas nos processos
celulares, entdo, ndo € surpreendente que inibidores enzimaticos estejam entre os
produtos farmacéuticos mais conhecidos, como discutido anteriormente. Dentre
os 97 farmacos introduzidos no mercado no periodo de 1998 a 2000, 31 deles
sdo inibidores enzimaticos. A inibicdo seletiva de enzimas cruciais aos
organismos infecciosos (virus, bactérias e parasitas) ¢ um meio atrativo para o
tratamento diversas patologias. As enzimas humanas também sdo alvos
terapéuticos quando o produto da reagdo ¢ o causador de uma desordem ou
quando ¢ necessario provocar o acumulo de um substrato cuja deficiéncia esteja
relacionada a uma doenca ou disfun¢ao no organismo.m

Como exemplo da aplicagdo terapéutica de inibidores enzimaticos pode ser
citado a vigabatrina, um composto com estrutura similar ao &cido v-
aminobutirico (GABA), que atua como inibidor irreversivel da GABA-
transferase, permitindo o acimulo de GABA no sistema nervoso central. A
diminui¢do dos niveis de neurotransmissores inibidores do sistema nervoso

~ 1
central, como o0 GABA, provoca convulsdes.’

1.5.1. Inibicao irreversivel

Na 1nibicdo irreversivel, o inibidor se liga covalentemente ou destréi um
grupo funcional da enzima que ¢ essencial a atividade enzimatica. Uma enzima
inativada através de inibi¢do irreversivel ndo pode ser reativada por meio de
dialise ou procedimentos similares. Existem também algumas moléculas que nao
sdo reativas, mas ao reagirem com a enzima como pseudo-substratos ddo origem
a espécies reativas que se ligam covalentemente a enzima tornando-a inativa.

Neste tipo de inibicdo a perda de atividade enzimatica é tempo-dependente. "+
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Um exemplo de inibidor irreversivel empregado clinicamente € a aspirina,
que acetila irreversivelmente a prostaglandina sintetase, ou ciclooxigenase, ¢ ¢

. .. , . T £ 61
utilizada como antiinflamatorio, antipirético e analgésico.

1.5.2. Inibicao reversivel

Os inibidores reversiveis constituem a mais importante classe de inibidores
para estudos enzimaticos. Estes inibidores geralmente formam complexos ndo-
covalentes com as enzimas e, portanto, diminuem a quantidade de enzima
disponivel para participar da seqiiéncia normal da reacdo. Na inibicdo reversivel
a enzima retoma a sua atividade apos a dissociagdo do inibidor.

Todos os inibidores reversiveis formam complexos dinamicos com as
enzimas que possuem propriedades cataliticas diferentes da enzima livre.
Inibidores reversiveis sao divididos de acordo com o modo de ligagdo com a

. A . .. . .. ~ .. 62
enzima em tres tipos: competitivos, incompetitivos € nao-competitivos.

1.5.2.1. Inibicao reversivel competitiva

Na inibi¢do reversivel competitiva, um inibidor competitivo compete com o
substrato pelo sitio ativo da enzima. Grande parte dos inibidores competitivos se
assemelha ao substrato e se ligam ao sitio ativo da enzima formando o complexo
enzima-inibidor (EI) sem que a catilise enzimdtica ocorra.(Figura 1.6) Nessas
condig¢des, o substrato ndo se liga ao sitio ativo e, portanto, a reagdo enzimatica
nao ocorre. Assim, a formacao dos complexos EI diminui a eficiéncia da catalise
enzimatica, mas quando ocorre a dissociacdo do complexo a enzima fica livre e

pode catalisar a reagdo com o substrato.
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L
j . Substrato
\EQ ? Inibidor
FIGURA 1.6. lIlustragdo do equilibrio enzimatico com um inibidor

competitivo.

Um aumento na concentragdo do substrato em relacdo a concentracao do
inibidor resulta numa maior atividade enzimatica, pois a probabilidade da
enzima se chocar com o substrato aumenta, ¢ na presenca de excesso de
substrato, este desloca totalmente o inibidor, ja que competem pelo mesmo sitio
da enzima. Assim, os valores de V.« permanecem inalterados. Entretanto, o
valor de K\, aparente aumenta na presenca do inibidor, pois serd necessaria uma
concentra¢cdo maior do substrato para atingir a metade de V,,.x. Este efeito no Ky
aparente, associado com a auséncia de alteragdes no V.., € empregado na
identificagdo de inibidores competitivos.*

Um exemplo de farmaco que age como inibidor competitivo ¢ o sildenafil,
empregado no tratamento de disfuncdo erétil, que atua como inibidor
competitivo da enzima fosfodiesterase tipo 5. O sildenafil possui estrutura
similar a do susbtrato, GMPc (guanosina monofosfato ciclico), e compete com

este pelo sitio ativo da enzima.*
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1.5.2.2 Inibicao reversivel incompetitiva
Na inibi¢do reversivel incompetitiva, um inibidor incompetitivo se liga
exclusivamente ao complexo enzima-substrato (ES), ou espécies subseqiientes, ¢

possui pouca ou nenhuma afinidade pela enzima livre (Figura 1.7).

. .
l l
l \ 4; r

r —~d
. Substrato

- 1
—==d Inibidor
ESI —

\_/
FIGURA 1.7. Ilustragdo do equilibrio enzimdtico com um inibidor

incompetitivo.

Inibidores pertencentes a esta classe requerem a ligacao prévia do substrato a
enzima, para posteriormente se ligar ao complexo e efetivar a inibi¢ao
propriamente dita através da formagao do complexo (ESI) que € inativo.

E+S=——>= ES —— E+P

+ Ky +

| |

El =——= ESI
oKm

ESQUEMA 1.2. Equilibrio da catalise enzimatica na presenca de auséncia de

inibidores.
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De acordo com o esquema 1.2, a formagdo do complexo ternario ESI
representa um ciclo termodinamico entre as espécies ES, EI e ESI. Portanto, o
acréscimo da afinidade de um inibidor incompetitivo que acompanha a formacgao
do complexo ES precisa ser balanceado por um acréscimo idéntico da afinidade
do substrato pelo complexo EI. Como resultado, o efeito observado
experimentalmente de um inibidor incompetitivo ¢ a diminui¢ao nos valores de
Vinax € K.

O 4cido valproico pode ser citado como exemplo de fArmaco que atua como
inibidor incompetitivo da enzima glucuronosiltransferase no metabolismo

e, 4
xenobiotico.

1.5.2.3. Inibicio reversivel nao-competitiva

Na inibicdo reversivel ndo-competitiva, um inibidor ndo-competitivo ¢
aquele que possui afinidade de ligagdo tanto pela enzima livre como pelo
complexo enzima-substrato (ES), ou seja, ele se liga a uma regido da enzima

diferente do sitio ativo, denominada sitio alostérico. (Figura 1.8)

4 a
B me

Y“ -
"

. Substrato —== Inibidor

|2

FIGURA 1.8. Ilustragdo do equilibrio enzimatico com inibidores nao-

competitivos.
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A ligacdo com o inibidor ndo bloqueia a reacdo do substrato, mas provoca
uma alteracdo conformacional na enzima que evita a formagdo do produto.
Entdo a inibicdo ndo € revertida pelo aumento na concentragdo do substrato mas
provoca a diminui¢ao do valor de V. por reduzir a concentragdo de enzima
ativa.

Existem poucos exemplos de inibidores ndo-competitivos no uso clinico. Isto
reflete a tendéncia da busca por novos farmacos que atuem como inibidores
diretamente no sitio ativo. Um exemplo de farmaco que atua como inibidor ndo-
competitivo ¢ o efavirenz, utilizado no tratamento da AIDS, que atua como

e er . . ~ ’ 4
inibidor da transcriptase reversa nao-nucleosideo.

Com base no exposto, este trabalho versa sobre o desenvolvimento/validagado

de método biocromatografico para triagem de inibidores da GAPDH.
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2. Objetivos

Os objetivos fundamentais desta disserta¢ao sao:

> Modular o ensaio enzimatico com a GAPDH-Tc para as condi¢des
cromatograficas.

> Estudar as condi¢des de imobilizacao para a GAPDH-Tc.

> Realizar os estudos cinéticos para a enzima imobilizada e avaliar a
estabilidade nas condigdes cromatograficas de analise.

> Padronizar os ensaios para a triagem bioquimica de inibidores com as
enzimas GAPDH-Tc e GAPDH-Hu imobilizadas.

> Validar o uso dos biorreatores com as enzimas GAPDH-Hu e GAPDH-Tc¢
na triagem de inibidores, através da realizacdo de estudos da atividade
inibitoria de uma série de compostos com a enzima imobilizada e em solugao.

> Utilizar os biorreatores enzimaticos na triagem de ligantes.
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3. Procedimento Experimental

3.1. Generalidades

Cromatografo liquido com duas bombas SHIMADZU LC 10 AD VP, onde
uma delas estd acoplada a uma valvula seletora de solvente SHIMADZU FCV-
10AL para gradiente de baixa pressdo; um detector de ultravioleta com
comprimento de onda varidvel SHIMADZU SPD-10AV; um auto-injetor
SHIMADZU SIL 10 AD VP e uma valvula de seis caminhos VALCO
NITRONIC 7000 que foi utilizada para o sequenciamento de colunas. O
equipamento estd acoplado a uma interface SHIMADZU SCL 10 AVP e os
cromatogramas sao registrados através de um software LC Solutions.

As colunas foram empacotadas em uma empacotadora Shandon utilizando
tubos de ago inox (10,0 x 0,46cm D.1.).

As colunas analiticas foram preparadas utilizando silica Cg Luna-
Phenomenex” (10p, 100A) e diol-silica Spherex” OH (10pm, 100A).

A 4gua utilizada na composi¢ao das fases moveis e preparagdo de solugdes
foi obtida em um sistema de deionizagio MILLI-Q® (MILLIPORE).

Os solventes organicos grau CLAE foram filtrados a vacuo em um sistema
MILLIPORE, utilizando membranas de nylon Phenomenex” de 0,45um e
posteriormente degaseificados em ultra-som COLE-PALMER 8852.

A homogeneizacao das amostras foi efetuada em um vortex PHOENX AP56.

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

As medidas de pH foram realizadas em pH-metro Qualxtron 8010 com
precisao de 0,01.

Para o preparo do capilar e imobiliza¢do da enzima fo1 utilizada uma Syringe
Pump 11 plus Harvard Apparatus.

Os reagentes e demais produtos quimicos utilizados foram obtidos de

diversas fontes: Sigma-Aldrich, Merck, Synth.
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3.2. Empacotamento das colunas analiticas

Para o preparo da coluna Diol utilizou-se 1,5g de silica diol (diol-silica
Spherex” OH, 10um, 100A) e para a coluna Cs foi utilizado 1,5g de silica octil
(Cs — Luna-Phenomenex”, 10 um, 100A).

No empacotamento das colunas analiticas, a fase estacionaria foi suspensa em
50mL de metanol, homogeneizada em ultra-som por 3 minutos e empacotada em
uma coluna de ago inoxidavel (10 x 0,46 D.I.) sob pressio de 7000psi
utilizando-se metanol como solvente. As colunas foram condicionadas por 12

horas com metanol 100% a uma vazdo de 0,8mL.min"".

3.3. Preparo de fases moveis

TAMPAO A: A solucdo Trietilamina (TEA) 1% foi preparada diluindo-se
10mL de TEA 99% em um volume total de 1L, ajustando-se a pH 6,0 com acido
acético glacial.

TAMPAO B: A solucio Trietanolamina 0,5mol/L foi preparada diluindo-se
3,32mL trietanolamina a um volume final de 250mL. Diluindo-se 20mL desta
solucdo e acrescentando-se 1,86g de KCI (0,25mol/L), 936mg de arseniato de
sodio (Na,HAsO,4) (Imol/L), ImL de fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF)
(100mmol/L), 29,24mg de EDTA(Immol/L) e 7uL de p-mercaptoetanol
(Immol/L), com pH ajustado a 7,5 com a adi¢do de solugao de HCI 10% em
volume, a volume final de 100mL do tampao.

TAMPAO C: A solugdo tampao TRIS 50mmol/L foi preparada pesando-se
1,52g de TRIS, 73,0mg de EDTA (Immol/L), 17,0uL de P-mercaptoetanol
(Immol/L) e 2,34g de arseniato de sodio (1mol/L) para um volume final de
250mL em agua. A solucdo foi ajustada a pH 8,6 com a adi¢do de HCI a 10%
em volume.

As fases moveis utilizadas nas colunas analiticas foram preparadas na
propor¢ao tampdao A:MeOH (90:10) e tampdo A:ACN (96,5:3,5) para coluna

diol e Cg respectivamente.
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3.4. Preparo do reagente de Bradford e quantificacio de

proteinas

A solucdo de corante azul de Comassie foi preparada segundo o
procedimento descrito por Bradford”: em um béquer dissolveu-se 10mg de
Comassie-blue G-250, em 5,0mL de etanol e a seguir acrescentou-se lentamente
10mL de acido fosforico (H;PO,) 85% P.A. sob agitacdo. Transferiu-se a
solucdo para um baldo volumétrico de 100mL e completou-se o volume com
agua. A solugdo do corante foi estocada em um frasco de vidro ambar. Para a
dosagem de enzima foram preparadas duas amostras de referéncia, com 900uL
da solucao de Bradford e 100uL de agua (branco), e quatro amostras testes com
solucdes com 900uL da solugdao de Bradford, 95uLL de agua e SuL da solucao de

enzima.

3.5. Preparo das solucoes de NADH utilizadas na curva de
calibracao

A solugdo estoque Smmol/L de NADH (B-nicotinamida adenina
dinucleotideo forma reduzida) foi preparada solubilizando-se 36,6mg de NADH
em um volume final de 10,0mL de agua. As solugdes utilizadas na obtencao da
curva de calibragdo foram preparadas a partir da solugdo estoque nas seguintes
concentragdes: 5,0; 10,0; 20,0; 40,0; 80,0; 100,0; 160,0; 320,0umol/L diluindo-
se respectivamente 10, 20, 40, 80, 200, 320, 640ulL da solucdo estoque de

Smmol/L a um volume final de 10mL em agua.

3.6. Curvas analiticas para a quantificacio de NADH produzido

pelo IMER-GAPDH-T¢

A curva de calibracdo foi obtida através de regressdo linear, a partir da razdo
entre a area da banda cromatografica e uma dada concentragdo de NADH. Para a
quantificagdo do NADH para o IMER-GAPDH-Tc¢ foram utilizadas as seguintes

condi¢des cromatograficas:
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(1) Bomba 1 (tampao B, vazao 0,05mL/min);

0,00-2,00min: rea¢ao enzimatica no IMER

2,01-8,50min: transferéncia dos analitos para a coluna analitica

8,51-20,00min: condicionamento do IMER

(2) Bomba 2 (vazao 0,8mL/min, detec¢ao UV 340nm)

0,00-2,00min: fase movel da coluna analitica Cg (se¢do 3.3, pagina 29)

2,01-8,50min: tampao B para transferéncia de analitos da coluna
enzimatica para a coluna analitica

8,51-20,00min: fase movel da coluna analitica Cg para separagao e analise

dos compostos na coluna analitica.

A partir das solugdes de 5,0; 10,0; 20,0; 40,0; 80,0; 100,0; 160,0;
320,0pumol/L foram preparadas amostras em triplicata com 60uL da solucdo de
NADH e 40uL do tampao B. As amostras foram preparadas em pequenos tubos
de ensaio e homogeneizadas em vortex por 10 segundos. Uma aliquota de 90uL
desta amostra foi transferida para o via/ do auto-injetor. 15uL de cada vial foram
injetados no cromatografo.

Para a validagdo da do método analitico, foram analisados os seguintes
parametros:

(1) Precisdo e exatiddo intradia e inter-dias: prepararam-se amostras, em
quintuplicata, com as solucdes de controle de qualidade 12, 120 e 240umol/L
preparadas através da adicdo de 60uL da solucao estoque de NADH a 40uL do
tampdo B. A precisdo do método foi expressa como o coeficiente de variacao
(CV%) e foram aceitos valores de CV menores ou iguais a 20%. A exatidao foi
determinada pelo calculo de volta e expressa, em porcentagem, como a razao
entre o valor médio encontrado pelo método e o valor de referéncia das
concentracOes adicionadas. Para a exatidao, foram aceitos desvios menores ou
iguais a 15% do valor nominal da concentragdo, conforme recomendado pela

ANVISA para a validagdo de métodos bioanaliticos.***
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(2) Seletividade: cada seqliéncia de analises continha trés amostras
denominadas brancos para assegurar a seletividade do método, preparadas
acrescentando-se 60puL de agua a 40uL de solugdo de enzima.**®

(3) Limite de Quantificacdao (LQ): O limite de quantificagdao encontrado para
o método foi de Sumol/L de NADH e foi estabelecido como a menor

concentra¢do onde a precisdo e a exatidao de trés amostras nao excediam o valor

de 20%. 4%

3.7. Preparo dos Biorreatores de GAPDH

3.7.1. Pré-tratamento do capilar de silica fundida

Pré-tratamento 1: Passou-se por esse capilar 2,0 mL de NaOH (0,5mol/L)
utilizando uma bomba seringa. O capilar foi colocado em estufa a 95°C por 1
hora. Preparou-se uma solu¢do de 3-aminopropiltrietoxisilano (APTS) diluindo-
se 250uL de solugao APTS 99% em 2,5mL de 4gua. Um volume de 1mL dessa
solucdo foi eluido através do capilar que novamente foi colocado em estufa por
meia hora a 95 °C. Mais ImL dessa solugao de APTS em 4agua (10:90 v/v) foi
eluido através do capilar e este foi novamente colocado em estufa por meia hora
a 95°C. A coluna foi entdo deixada a temperatura ambiente por 12 horas.

Pré-tratamento 2: Passou-se por esse capilar 2,0mL de HCI (2,0mol/L)
utilizando uma bomba seringa. O capilar foi colocado em estufa a 95°C por 1
hora. Preparou-se uma solucdo de APTS diluindo-se 250uL. de solucdo APTS
99% em 2,5mL de 4gua. Um volume de 1mL dessa solucao foi eluido através do
capilar que novamente foi colocado em estufa por meia hora a 95 °C. Mais ImL
dessa solucdo de APTS em agua (10:90 v/v) foi eluido através do capilar e este
foi novamente colocado em estufa por meia hora a 95°C. A coluna foi entio
deixada a temperatura ambiente por 12 horas.

Pré-tratamento 3: Passou-se por esse capilar 2,0mL de HCI (2,0mol/L)

utilizando-se uma bomba seringa. O capilar foi colocado em estufa a 95°C por 1
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hora. Preparou-se uma solucdo de APTS diluindo-se 250uL de solucdo APTS
99% em 2,5mL de 4gua. Um volume de 1mL dessa solugdo foi eluido através do
capilar que novamente foi colocado em estufa por meia hora a 95°C. A coluna
foi entdo deixada a temperatura ambiente por 12 horas.

Pre-tratamento 4: Passou-se por esse capilar 2,0mL de HCI (concentrado)
utilizando-se uma bomba seringa. O capilar foi colocado em estufa a 95°C por 1
hora. Preparou-se uma solucdo de APTS diluindo-se 250uL de solucdo APTS
99% em 2,5mL de 4gua. Um volume de 1mL dessa solucao foi eluido através do
capilar que novamente foi colocado em estufa por meia hora a 95 °C. Mais ImL
dessa solucdo de APTS em agua (10:90 v/v) foi eluido através do capilar e este
foi novamente colocado em estufa por meia hora a 95°C. A coluna foi entio

deixada a temperatura ambiente por 12 horas.

3.7.2. Imobilizacdo da GAPDH

3.7.2.1. Solucodes utilizadas

Solugdo enzimatica de GAPDH humana: 1,2mg de GAPDH-Hu foi
solubilizada em 0,6mL de solugdao tampao pirofosfato de s6dio decahidratado
(50mmol/L). Este tampao foi preparado diluindo-se 0,0684¢g do sal a um volume
final de 10mL. A solucdo foi ajustada a pH 8,5 com H;PO, concentrado.

Solugdo enzimatica de GAPDH de Trypanosoma cruzi: A GAPDH de T.
cruzi, fol armazenada congelada em uma solucdo de trietanolamina 100mmol/L,
ditiotreitol (DTT) Immol/L; PMSF Immol/L, leupeptina 1mmol/L, e KCI
500mmol/L, pH 7,6 ajustado com HCI e 10% de glicerol. Essa solucdo foi
dialisada contra solucao tampao HEPES 20mmol/L, preparada diluindo-se 0,47g
do sal em um volume final de 100mL de dgua. A solugdo foi ajustada a pH 8,2,
com adi¢do de NaOH 1mol/L.
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3.7.2.2. Procedimento de imobilizacao

Para GAPDH-Tc: O capilar foi preparado segundo o pré-tratamento 3
descrito na se¢do 3.7.1, pagina 32. No capilar pré-tratado, utilizando-se a bomba
seringa, passou-se: 1,5mL de solucdo de glutaraldeido 1% em KH,PO,
(50mmol/L, pH 7,0); em seguida 0,5mL de solucio KH,PO, (50mmol/L, pH
7,0); 0,5mL de solucdo tampao HEPES (20mmol/L, pH 8,2) a temperatura
ambiente. A 4°C passou-se 0,5mL de solucdo de enzima por duas vezes e em
seguida 0,5mL de tampao B. A solucdo enzimatica foi preparada pela didlise da
enzima de seu tampao de estoque contra solu¢do de tampao HEPES (20mmol/L,
pH 8,2) até concentragdo final de 0,8mg/mL em volume de 500uL. O capilar foi

mantido a 4°C e suas extremidades imersas em 0,5mL do tampao B.

Para GAPDH-Hu: O capilar foi preparado segundo o pré-tratamento 3
descrito na se¢do 3.7.1, pagina 32. No capilar pré-tratado, utilizando-se a bomba
seringa, passou-se: 1,5mL de solugcdo de glutaraldeido 1% em KH,PO,
(50mmol/L, pH 7,0); em seguida 0,5mL de solucdo KH,PO, (50mmol/L, pH
7,0). Passou-se 0,5mL de solugdo enzimdtica por duas vezes e em seguida
0,5mL de tampao C. A solucdo enzimatica foi preparada pela solubilizagdo de
0,5mg a enzima em 1mL da solucdo tampdo C. O capilar foi mantido a 4°C e

suas extremidades imersas em 0,5mL do tampao C.

3.8. Preparo da solucio DL-G3P (DL-Gliceraldeido-3-fosfato)

As solucdes foram armazenadas em pequenos volumes a -20°C e degeladas
apenas no momento do uso. A solugcdo estoque 60mmol/L foi preparada
diluindo-se 408uL de G3P (Sigma, 52mg/mL) para um volume final de 1mL de
agua. As solucdes 1,5 e 15mmol/L utilizadas nos ensaios cinéticos foram
preparadas diluindo-se respectivamente 25 e 250uL da solugdo estoque

60mmol/L para 1,0mL de volume final em agua.
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3.9. Preparo das solucdes de NAD"

Solugdes com concentracdes definidas foram preparadas e armazenadas em
pequenos volumes a -20°C e descongeladas no momento de uso. A solugao
estoque a 60mmol/L foi preparada dissolvendo-se 39,8mg de NAD" em 1mL de
agua. As solucdes padroes utilizadas nos ensaios cinéticos nas concentragoes 1,2
e 12,0mmol/L foram preparadas diluindo-se 100 e 200uL da solugdo estoque

60mmol/L respectivamente para um volume final de ImL em agua.

3.10. Preparo das solucoes utilizadas no estudo cinético da

atividade enzimatica de GAPDH-Tc¢

3.10.1. Concentracio de NAD' constante e concentracdes

variaveis de D-G3P

As concentragdes desejadas foram obtidas a partir da adi¢do de 40uL de
NAD" 60mmol/L, 40uL da solugio enzimatica, aliquotas apropriadas das
solucdes padrao de D-G3P (1,50; 15,0 e 60,0mmol/L) e completando-se o
volume para 120uL com agua. As amostras utilizadas como branco foram
preparadas pela adi¢do de 40pL da solucdo enzimatica e 80uL de 4gua. Todas as
amostras foram homogeneizadas em voértex por 10 segundos, em seguida,
aliquotas de 110uL de cada amostra foram transferidas para os vials do auto-

injetor. Foram injetados 15uL das amostras em duplicata no cromatografo.

3.10.2. Concentracio de D-G3P constante e concentracoes
varidveis de NAD"

As concentracoes desejadas foram obtidas a partir da adicdo de 40uL de D-
G3P 15mmol/L, 40uL da solugdo enzimatica, aliquotas apropriadas das solugdes
padrdo de NAD" (1,2; 12,0 e 60mmol/L), completando-se o volume para 120uL

com agua. As amostras utilizadas como branco foram preparadas pela adi¢ao de
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40puL da solucdo enzimatica e 80uL de é4gua. Todas as amostras foram
homogeneizadas em vortex por 10 segundos. Aliquotas de 110uL de cada
amostra foram transferidas para os vials do auto-injetor. Foram injetados 15uL

das amostras em duplicata no cromatédgrafo.

3.11. Obtencao dos parametros cinéticos enzimaticos

A determinac¢do do valor de Ky, para o substrato (D-G3P) envolveu a medida
de velocidade da reacdo frente a diferentes concentragdes deste, como descrito
no item 3.10.1, mantendo-se a concentragio do cofator (NAD") constante, até
que se atingisse a satura¢do da enzima, onde um aumento da concentra¢do do
substrato ndo afetaria notavelmente a velocidade da reacdo. No caso do cofator
(NAD"), a determinagdo do Ky envolveu a medida da velocidade da reacdo
frente a diferentes concentragdes deste, como descrito no item 3.10.2, mantendo-
se a concentragdo do substrato (D-G3P) constante, at¢ que se atingisse a
satura¢do da enzima, onde um aumento da concentragcdo do cofator nao afetaria
notavelmente a velocidade da reacao.

Os dados experimentais coletados foram analisados utilizando o programa
Sigma Plot versdo 7.0 e os parametros cinéticos calculados através de analise de

regressao ndo-linear de melhor ajuste.

3.12. Ensaio da atividade enzimatica de GAPDH em soluc¢ao

Os ensaios de atividade enzimdtica foram realizados de acordo com o método
previamente descrito ¢ modificado.®® Neste ensaio o NADH formado pela
enzima em intervalos de 30 segundos ¢ medido espectrofotometricamente em
340nm. Em uma cubeta s3o adicionados 445ul. da solugdo trietanolamina
0,5mol/L (item 3.3), 15uL de arseniato de s6dio (1mmol/L); 30uL. de D-G3P
(60mmol/L), SuL de NAD" (40mmol/L) e SuL de GAPDH (20nmol/L). O
volume total corresponde a 500uL e a reacdo ¢ iniciada pela adicdo do substrato.

Os experimentos foram realizados a 25°C.
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3.13. Preparo das solucoes para o estudo da atividade

enzimatica no IMER

Para o IMER-GAPDH-Tc: as amostras utilizadas para determinar a atividade
dos biorreatores foram preparadas com 15uL de G3P (0,8mmol/L), 30uL de
NAD' (1,1mmol/L), 20puL de tamp3o B e 65uL de agua.

Para o IMER-GAPDH-Hu: as amostras utilizadas para determinar a atividade
dos biorreatores foram preparadas com 15puLl. de G3P (6mmol/L), 30uL de
NAD" (1,2mmol/L), 20uL de tampdo C e 65uL de 4gua.

Todas as amostras foram homogeneizadas em vortex por 10 segundos, € em
seguida, aliquotas de 100pL de cada amostra foram transferidas para os vials do

auto-injetor. Foram injetados 15uLL das amostras em duplicata no cromatdgrafo.

3.14. Estudo da inibicao da GAPDH-Tc¢ em solucio

Neste ensaio o NADH formado pela enzima em intervalos de 30 segundos ¢
medido espectofotometricamente em 340nm. Em uma cubeta foram adicionados
245uL de uma solugao tampao B, 15uL de arseniato de sddio (1mol/L), 200uL
da solu¢do 500umol/L do composto candidato a inibidor, 30uL de D-G3P
(10mmol/L), SpL de NAD" (40mmol/L) e SuL de GAPDH (5nmol/L). As
medidas sdo realizadas em duplicata. O volume total corresponde a 0,5mL ¢ a

reacdo ¢ iniciada pela adicdo do substrato. Os experimentos foram realizados a

25°C.

3.15. Preparo das solucéoes dos compostos selecionados para

oooo

Preparou-se 2mL de uma solugdo estoque Smmol/L de cada um dos
compostos em solvente apropriado. Diluindo-se 120uL desta solugdo em um
volume final de ImL foram obtidas as solugdes 600umol/L de cada composto.

O efeito do solvente em que tais solugdes foram preparadas foi avaliado

substituindo-se a maior aliquota da solugdo do composto a ser avaliado (65uL
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para a concentragdo 300umol/L) por solugdes 0, 50 e 100% de etanol ou
acetonitrila, e 50% de DMSO, em agua. A atividade da enzima na presenga
destas propor¢des de solventes organicos foi entdo comparada a atividade
inicial. Dessa forma, estudou-se o emprego de trés diferentes solventes no
preparo das solucdes dos inibidores, tornando possivel a avaliacdo de uma

grande variedade de compostos.

3.16. Estudo da inibicao da GAPDH-Tc imobilizada

As concentragdes desejadas para os compostos avaliados foram obtidas a
partir da adi¢io de 15pL de G3P (0,8mmol/L), 30uL de NAD" Smmol/L
(1,Immol/L), 20uL de tampao B e aliquotas apropriadas da solugao 600umol/L
dos compostos avaliados e completando-se o volume para 130uL com agua.
Dessa forma foram preparadas solu¢des com concentragdes 100, 200 e
300umol/L. A atividade inicial da enzima, medida antes da inje¢do do composto
candidato a inibidor, foi avaliada em duplicata, injetando-se a solugdo descrita
no item 3.13. Todas as amostras foram preparadas em duplicata,
homogeneizadas em vortex por 10 segundos e em seguida aliquotas de 100uL
de cada amostra foram transferidas para o vial do auto-injetor. Foram injetados
15uL de cada amostra no cromatdgrafo.

O percentual de inibi¢ao foi obtido comparando-se a atividade da enzima na
presenca do inibidor (V;) com a atividade inicial da enzima (V,), de acordo com

a Equacao 3.8:

% inibi¢do = [1 - zi ] x 100 Equagdo 3.8
0

3.17. Estudo da inibicao da GAPDH-Hu imobilizada
As concentragdes desejadas para os compostos avaliados foram obtidas a

partir da adi¢do de 15uL de G3P (6mmol/L), 30uL de NAD" (1,2mmol/L),
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20uL de tampao C e aliquotas apropriadas das solucdes 100pumol/L, 500pumol/L
¢ Immol/L dos compostos avaliados, completando-se o volume para 130uLL com
agua. Dessa forma foram preparadas solugdes com concentracoes 100, 200 e
300umol/L. A atividade inicial da enzima, medida antes da injecdo de cada
composto candidato a inibidor, foi avaliada através da injecdo da amostra
descrita no item 3.13. Todas as amostras foram preparadas em duplicata,
homogeneizadas em vortex por 10 segundos e em seguida aliquotas de 100uL
de cada amostra foram transferidas para o vial do auto-injetor. Foram injetados
15uL de cada amostra no cromatdgrafo.

O percentual de inibi¢ao foi obtido comparando-se a atividade da enzima na
presenca do inibidor (V;) com a atividade inicial da enzima (V,), de acordo com

a Equagao 3.8.
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4. Resultados e Discussao

O trabalho apresentado nesta dissertagcdo de mestrado foi desenvolvido
baseando-se nos resultados obtidos anteriormente no Grupo de Sintese Organica
e CLAE em estudos realizados com a enzima GAPDH-Hu.®’ A linha de pesquisa
no Grupo iniciou-se com esta enzima devido a sua maior estabilidade, facilidade
na obtencao e sua semelhanca estrutural com a enzima GAPDH-Tc.

Os estudos enzimdticos com desidrogenases NAD' dependentes sdo
realizados através da oxidagdo do substrato para a produgdo estequiométrica de
NADH. Nos ensaios bioquimicos com a GAPDH em solugdo, a atividade da
enzima ¢ monitorada através de um ensaio espectrofotométrico na regido do
ultravioleta (UV), com base na reagao bioquimica catalisada pela enzima
(Esquema 1.1).°® Como o substrato (D-G3P) e o produto (1,3-disfosfoglicerato)
da reagao catalisada pela GAPDH nao absorvem na regido do UV, a atividade da
enzima ¢ monitorada pela formagdo de NADH a partir da redugao do cofator

NAD" (Figura 4.1), no comprimento de onda de 340nm.

i % \N ﬁ) o O </N B
g0 ¢ EPR
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© NAD+ NADH

FIGURA 4.1. Estrutura da B-nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD") e B-

nicotinamida adenina dinucleotideo na forma reduzida (NADH).

Quando o IMER com a enzima GAPDH ¢ empregado como coluna
cromatografica, a atividade da enzima pode ser monitorada também pela
formagdo de NADH, no entanto, a resolucdo cromatografica do cofator NAD" e

de sua forma reduzida NADH torna-se indispenséavel.
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Devido a baixa capacidade de resolugcdo cromatografica do IMER, a
separacao do co-fator e de sua forma reduzida ndo pode ser realizada em uma
unica dimensdo. Assim, nos IMERs com a GAPDH-Hu a atividade enzimatica
foi avaliada pela inser¢do do IMER a um sistema de CLAE multidimensional. A
formacdo do NADH foi monitorada através de detec¢ao direta por absorbancia
UV-Vis.*

A cromatografia multidimensional ¢ utilizada quando a resolucao
cromatografica necessaria para o desenvolvimento e a validagdo do método
analitico ndo pode ser alcancada em uma Unica dimensao, como na analise de
amostras complexas e/ou com muitos constituintes.®”””°

O sistema cromatografico multidimensional empregado esta ilustrado na
Figura 4.2. Na primeira dimensdo, a enzima imobilizada converte o substrato em
produto (posi¢do 1, Figura 4.2). Em seguida, o NADH, formado pela oxidagao
do cofator (NAD") na reacdo bioquimica catalisada pela GAPDH, ¢ transferido
para a coluna analitica através de uma valvula de desvio de seis caminhos
(posicao 2, Figura 4.2). Entdo, na segunda dimensdao, o NADH pode ser

separado e quantificado.

L BombalJ ‘ Descarte | Bomba 2

Coluna Analitica

GAPDH
. _»

Posicao 1

Posicao 2

FIGURA 4.2. Representagdo do sistema cromatografico multidimensional
usado com o IMER na primeira dimensdo e a coluna analitica na segunda

dimensao.
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4.1. Modulagem do ensaio enzimatico para as condicoes

cromatograficas

Baseando-se no trabalho desenvolvido com a enzima GAPDH-Hu®""!, a
enzima GAPDH-Tc foi imobilizada covalentemente em capilares de silica
fundida utilizando-se as mesmas condigdes descritas para a sua homologa
humana. No entanto, o biorreator apresentou baixa atividade e estabilidade, que
tornou fundamental a avaliagdo de uma série de tampdes, em um trabalho
anteriormente desenvolvido no grupo. Foram estudados, através de ensaios em
solucdo, fatores que influenciam a atividade e a estabilidade da enzima (como
pH, temperatura e composicao do tampao) a fim de se otimizar o tampao de
trabalho e de imobilizacdo.”® A enzima demonstrou maior estabilidade e
atividade no tampao B (tampao de trabalho, pagina 29), que passou a ser
utilizado como fase mdvel. A substituigdo do tampao de trabalho no método
cromatografico desenvolvido para a enzima humana, descrito na Tabela 4.1,
afetou drasticamente a resolu¢do cromatografica do NAD" e NADH na coluna

analitica, como ilustrado na Figura 4.3.
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TABELA 4.1. Condig¢des cromatograficas para a separacio do NAD' e
NADH previamente estabelecidas para o IMER-GAPDH-Hu acoplado a coluna
diol.

Bomba Tempo Posicao da
Evento i
(Eluente) (min) Valvula
1(A) 0,00-2,00  Reacao Enzimatica no IMER-GAPDH-Hu 1
2 (B) 0,00-2,00 Condicionamento da coluna analitica. 1

Transferéncia dos analitos para a coluna
1(A) 2,01-8,50

analitica.
1 (A) 8,51-20,00  Condicionamento da IMER-GAPDH-Hu 1
Anadlise dos compostos pela coluna
2 (B) 8,51-20,00 . 1
analitica

Bomba 1: eluente A: tampao C, 0,05mL.min"". Bomba 2: eluente B: tampao
A:MeOH (90:10 v/v), 0,8mL.min"". Representagdo das posi¢des da véalvula na
Figura 4.2.
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FIGURA 4.3. Cromatograma de formacdao do NADH pelo IMER-GAPDH-
Tc. IMER na primeira dimensao e coluna diol na segunda dimensdo. Bomba 1:
tampdo B, 0,05mL.min"". Bomba 2: tampdo A:MeOH (90:10 v/v), 0,8mL.min”",
340nm. (D-G3P 7,5mmol/L e NAD" 20mmol/L, volume de inje¢do: 15uL).
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Desse modo, tornou-se necessario que novas condi¢des de separacao fossem
estabelecidas para avaliagao do novo biorreator preparado. O presente trabalho
de desenvolvimento do IMER-GAPDH-Tc¢ teve inicio com a otimizagdao das

condi¢des separagdo do NAD" e NADH.

4.2. Otimizacao das condicoes de separacao de NAD' e NADH

por CLAE multidimensional

Para otimizar as condi¢des cromatogrificas de separacio de NAD' e
NADH, a coluna analitica diol (secdo 3.2, pagina 29) foi avaliada em diversas
condigdes de eluente e vazao testados no modo multidimensional de analise,
descrito na Tabela 4.1.

Inicialmente avaliou-se o tampao A com diferentes propor¢des do
modificador organico: tampao A:MeOH (95:5), (85:15), (80:20), (75:25),
(70:30), (63:37), (65:35) (60:40) (50:50 v/v) com vazdes de 0,8mL.min"' e
0,6mL.min"'. Considerando que os analitos sio muito hidrofilicos tentou-se com
o aumento do modificador organico aumentar sua retencdo, uma vez que o
NAD" estava eluindo no volume morto da coluna sobre a deflexiio do detector e
o NADH também mostrou pouca reteng¢do. No entanto, observou-se que com o
aumento da porcentagem do modificador organico foram obtidas alteracdes
significativas na seletividade, mas em nenhuma das condi¢des alcancou-se a
resolucdo cromatografica necessaria para a validacdo do método cromatogréfico,

como exemplificado na Figura 4.4.
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FIGURA 4.4. Cromatogramas de separacio de NAD' e NADH
exemplificando os resultados obtidos com diferentes propor¢des do modificador
organico. IMER na primeira dimensdo e coluna diol na segunda dimensao.
Bomba 1: tampdo B, 0,05mL. min™. Bomba 2: tampdo A:MeOH (80:20)(A) ¢
(65:35 v/v)(B), 0,8mL.min"", 340nm.

Embora na ultima condi¢ao testada (65:35 v/v), Figura 4.4-B, tenha havido
uma pequena melhora na resolugio cromatografica, o NAD" continuava eluindo
no volume morto da coluna e a banda referente ao analito, NADH, estava muito
alargada. Tendo em vista esse comportamento, avaliou-se a troca do
modificador organico. Foi entdo testado ACN como modificador organico. Os

cromatogramas mostrados na Figura 4.5 ilustram os resultados obtidos.
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FIGURA 4.5. Cromatogramas de separagio de NAD' e NADH
exemplificando os resultados obtidos na substituicdo do modificador organico.
IMER na primeira dimensdo e coluna diol na segunda dimensdo. Bomba 1:
tampdo B, 0,05mL.min"". Bomba 2: tampdo A:ACN (98:2)(A), (97:3)(B) e
(90:10 v/v)(C), 0,8mL.min"", 340nm.

Como ilustrado pelos cromatogramas apresentados, nao houve uma mudanca
significativa na resolugdo cromatografica com a substituicdo do modificador
organico na coluna analitica diol, evidenciando a pouca influéncia exercida pelo
modificador sobre a separagio dos analitos NAD" e NADH nestas condigdes.

Ap0s os diversos testes realizados, observou-se perda da eficiéncia da coluna
analitica, sendo necessario preparar uma nova coluna. Em alguns testes
utilizando a nova coluna analitica foi observado que ao se utilizar o tampao B
recém-preparado, e as mesmas condic¢oes estabelecidas para a o IMER-GAPDH-
Hu, ou seja, tampao A:MeOH (90:10 v/v), as andlises apresentaram melhor
resolu¢do cromatografica, embora o NAD' continuasse a eluir no tempo morto
da coluna. Entretanto, a finalidade do método analitico em desenvolvimento é
monitorar a atividade da enzima GAPDH imobilizada, o que, com base na
reacdo bioquimica catalisada pela enzima, pode ser realizado pela quantificagdo

do NADH formado, ndo sendo necessario quantificar o NAD". Baseado nesse



Resultados e Discussdo 47

dado, e considerando-se que na realidade o problema era a diminui¢do da
eficiéncia da coluna analitica, optou-se por trabalhar nessas condigdes, € uma
curva de calibragdo foi obtida. No entanto, ao final da série de andlises para
calculo da faixa de linearidade houve perda de resolugdo das bandas.
Considerou-se também a possibilidade de retirar alguns dos constituintes do
tampdo de trabalho utilizado (tampdo B). Alguns componentes desse tampao
como o B-mercaptoetanol e o PMSF se justificariam apenas para o uso da
enzima em solucdo, uma vez que o -mercaptoetanol atua como protetor das
ligacdes de enxofre evitando a redug¢do de cisteinas, impedindo alteragdes
prejudiciais na estrutura tercidria da proteina, sendo ainda muito toxico. Ja o
emprego do PMSF, um inibidor de proteases, ndo se justificaria pela auséncia de
contato da enzima imobilizada com proteases. Por tais razdes, optou-se em
avaliar o tampao de trabalho sem a presenga desses dois reagentes. No entanto,
nenhuma melhora na resolu¢ao cromatografica foi observada e assim continuou-
se a utilizar o tampao B com todos os reagentes como tampao de trabalho, para
que todas as condigdes reacionais dos ensaios bioldgicos com a enzima em
solucao fossem mantidas, possibilitando posteriores estudos comparativos.
Esgotadas as possibilidades de se melhorar a resolucdo da separagdo do
NAD" ¢ NADH usando a coluna diol como coluna analitica, outra fase
estaciondria foi selecionada. Em trabalhos recentes foram avaliadas diferentes
colunas quanto a capacidade de separagio de NAD'" ¢ NADH, como a coluna
monolitica Cg (Chlromolith® Speed-ROD), a octadecil-silica (Cyg, Nucleosil®), a

72 com

aminopropil-silica (Hypersil®-APS) bem como diferentes tampdes.
base nas informagdes obtidas a fase estacionaria Cg (Luna-Phenomenex®) foi
escolhida.

A coluna Cg (silica Luna-Phenomenex®, 10um, 100 A) foi empacotada
(se¢do 3.2, pagina 29) e avaliada quanto a sua eficiéncia cromatografica. Uma
solugdo padrio de NAD" (20mmol/L) e NADH (2mmol/L) em tampdo B foi

injetada no modo multidimensional utilizando-se um biorreator inativo. A fase
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movel solucdo tampdo A:MeOH (85:15 v/v) foi utilizada a uma vazdo de

0,8mL.min" em 340nm. O cromatograma obtido est4 ilustrado na Figura 4.6.
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FIGURA 4.6. Cromatogramas de separacdo de NAD" e NADH. IMER na
primeira dimensao e coluna Cg na segunda dimensdao. Bomba 1: tampao B,

0,05mL.min"". Bomba 2: tampdo A:MeOH (85:15 v/v), 0,8mL.min"', 340nm.

Nas condigdes utilizadas obteve-se a separacio do NAD™ e NADH,
entretanto o NAD" apresentou fator de retengiio muito baixo e a resolu¢io com o
NADH nao era adequada para a quantificagdo. Com o intuito de se melhorar a
separacao foi avaliada a solugdo tampao A:MeOH (90:10 v/v) como fase movel.
Embora tenha sido observada uma melhora na resolugdo cromatografica, nao foi
obtida seletividade satisfatéria, evidenciada pela sobreposicio dos
cromatogramas dos analitos e do tampao da enzima (tampao B), que mostrou a
coeluicao de algumas bandas presentes no tampao com o NADH, como ilustrado
na Figura 4.7. Esse fator poderia comprometer a quantificagdo do NADH e,

portanto, prosseguiu-se com o processo de otimizagao.
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FIGURA 4.7. Cromatograma de separagio de NAD" e NADH (—) sobreposto
com o cromatograma do tampao B (—). IMER na primeira dimensao e coluna Cg
na segunda dimensdo. Bomba 1: tampdo B, 0,05mL.min"". Bomba 2: tampéo

A:MeOH (90:10 v/v), 0,8 mL.min"', 340nm.

O uso de diferentes fases moveis foi entdo avaliado: tampdo A:MeOH
(90:10); (92:8), (91:9) e (93:7 v/v). Os resultados estdo ilustrados nos

cromatogramas da Figura 4.8 a seguir.
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FIGURA 4.8. Cromatogramas de separacdio de NAD" e NADH. IMER na
primeira dimensao e coluna Cg na segunda dimensdao. Bomba 1: tampao B,
0,05mL.min"'. Bomba 2: tampdo A:MeOH (90:10); (92:8), (91:9), (93:7 v/v),
0,8mL.min"', 340nm.



Resultados e Discussdo 50

Nas condicdes avaliadas a resolucio de NAD" e NADH melhorou
consideravelmente principalmente utilizando-se fase modvel contendo tampao
A:MeOH (92:8 v/v), que também apresentou seletividade satisfatoria. Observou-
se, no entanto, que a banda correspondente a0 NAD" coeluiu com bandas de
compostos presentes no tampao B. Contudo, considerando que a atividade da
enzima ¢ monitorada através da quantificagdo do NADH, a baixa seletividade
observada para o NAD" ndo interferiu na utilizagdo dessas condi¢des.

Com melhores condi¢des estabelecidas e sumarizadas na Tabela 4.2, uma

nova curva de calibragao foi construida.

TABELA 4.2. Condigdes cromatograficas estabelecidas para a separacao de

NAD" e NADH pela coluna Cg acoplada ao IMER-GAPDH-Tc.

Bomba Tempo Posicao da
Evento
(Eluente) (min) Valvula
Reacgdo Enzimatica no IMER-
1(A) 0,00-2,00 1
GAPDH-Tc¢
Condicionamento da coluna

2 (B) 0,00-2,00 _ 1

analitica.

Transferéncia dos analitos para
1(A) 2,01-8,50 _ 2
a coluna analitica.

Condicionamento da IMER-
1(A) 8,51-22,00 1
GAPDH-Tc¢

Analise dos compostos pela
2 (B) 8,51-22,00 1
coluna analitica

Bomba 1:0,05 mL.min", eluente A: tampao B. Bomba 2: 0,8mL.min"', eluente
B: tampao A:MeOH (98:2 v/v); 340nm.
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No entanto, no decorrer das anélises, uma variacao no tempo de retencao do
NADH ocasionou uma aproximag¢ao das bandas cromatograficas e houve
sobreposi¢do da banda do NADH e de bandas de compostos do tampado B. Esta

perda de seletividade ¢ ilustrada na Figura 4.9.
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FIGURA 4.9. Cromatograma do NADH ao final das andlises para a
constru¢do da curva de calibragdo. IMER na primeira dimensao e coluna Cg na
segunda dimensdo. Bomba 1: tampdo B, 0,05mL.min"'. Bomba 2: tampio

A:MeOH (92:8 v/v), 0,8mL.min"", 340nm.

Buscando solucionar esse problema substituiu-se o modificador organico
metanol por acetonitrila. As seguintes fases mdveis foram usadas: tampao
A:ACN (97:3), (96:4) e (96,5:3,5 v/v). Os resultados estdo ilustrados na Figura
4.10.
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FIGURA 4.10. Cromatogramas de separacdo de NAD" e NADH empregando
acetonitrila como modificador organico. IMER na primeira dimensao e coluna
Cg na segunda dimensdo. Bomba 1: tampdo B, 0,05mL.min"'. Bomba 2: tampio

A:ACN (96:4); (97:3), (96,5:3,5 v/v), 0,8mL.min"", 340nm.

Das condigdes avaliadas e ilustradas na Figura 4.10 a melhor foi selecionada:
tampao A:ACN (96,5:3,5 v/v), cromatograma na Figura 4.11 e condi¢des na

Tabela 4.3.
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FIGURA 4.11. Cromatograma de separacio de NAD" ¢ NADH. IMER na
primeira dimensao e coluna Cg na segunda dimensdao. Bomba 1: tampao B,

0,05mL.min"". Bomba 2: tampao A:ACN (96,5:3,5 v/v), O,8mL.min’1, 340nm.
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TABELA 4.3. Condigdes cromatograficas estabelecidas para a separacao de
NAD" e NADH pela coluna Cs acoplada ao IMER-GAPDH-Tc na validagdo do

método analitico.

Bomba Tempo Posicio da
Evento
(Eluente) (min) Valvula
Reac¢ao Enzimatica no IMER-
1(A) 0,00-2,00 1
GAPDH-Tc¢
Condicionamento da coluna

2 (B) 0,00-2,00 . 1

analitica.

Transferéncia dos analitos para
1 (A) 2,01-8,50 , 2
a coluna analitica.

Condicionamento da IMER-
1(A) 8,51-22,00 1
GAPDH-Tc¢

Anadlise dos compostos pela
2 (B) 8,51-22,00 _ 1
coluna analitica

Bomba 1(IMER): 0,05 mL.min"', eluente A: tampio B. Bomba 2(Cj):
0,8mL.min"", eluente B: tampao A:ACN (96,5:3,5 v/v); 340nm. Representacao

das posi¢des da valvula na Figura 4.2.

4.3. Validacdo do método analitico para a quantificacdo de

NADH formado pelo IMER-GAPDH-T¢

O meétodo foi validado avaliando-se a linearidade através da curva de
calibragao e da precisdo intermedidria. As andlises foram feitas utilizando-se
biorreatores inativos para evitar o estresse do biorreator, como observado por
Lima.65’71’73

A curva de calibracdo foi obtida nas seguintes concentragdes: 5, 10, 20, 40,
80, 100, 160 e 320umol/L de NADH. O coeficiente de correlagdo (r) obtido da

curva de calibracao foi de 0,99978. O cromatograma mostrado na Figura 4.12
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corresponde a concentracdo 80umol/L de NADH. A curva de calibracdo esta

mostrada na Figura 4.13.
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FIGURA 4.12. Cromatograma referente a concentragao 80umol/L de NADH.
IMER na primeira dimensdo e coluna Cg na segunda dimensdo. Bomba 1:
tampao B, 0,05mL.min"". Bomba 2: tampao A:ACN (96,5:3,5 v/v), 0,8mL.min"",
340nm.
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FIGURA 4.13. Curva de calibragio do NADH. IMER-GAPDH-Tc¢ acoplado

auma Cg Luna-Phenomenex”. Condigdes cromatograficas vide Tabela 4.3.
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A precisdo e exatiddao intra e interdias do método foram determinadas
analisando-se cinco replicatas do trés controles de qualidade selecionados (12,
120 e 240umol/L) em dias ndo consecutivos. A precisdo foi expressa pelo
coeficiente de variagdo e a exatiddo foi calculada através da interpolagdo dos
resultados na equagao da reta da curva de calibragao construida e expressa como
porcentagem do desvio entre as quantidades adicionadas e quantificadas, nas
trés concentra¢des examinadas.’**>%” Os valores de precisdo e exatiddo obtidos
64,65

estdo dentro dos critérios de aceitacdo do método

Tabela 4.4.

, € sdo apresentados na

TABELA 4.4. Precisdo e exatiddo intra e interdias do método de analise para

quantificagdo do NADH formado pelo biorreator de GAPDH-Tc.

Concentragdo _ . _ Média dos trés
1°dia(n=5) | 2°dia(n=5) | 3°dia(n=15)

NADH dias (n = 15)
(umol/L) Exatidao | CV | Exatidao | CV | Exatidao | CV | Exatidao | CV
teorica (%) || o) |Co)| o) (0] (o) | (%)
12 1023 13,22 99,6 [234| 96,6 [241| 99,5 |2,66
120 99,7 1,03 988 1097 93,6 |[1,15| 97,2 |147
240 97,7 10,84 99,7 |1,75| 89,8 |0,65| 952 |1,08

O método desenvolvido apresentou linearidade, seletividade, precisdo e
exatiddo e pode, entdo, ser usado para avaliagdo dos parametros cinéticos e para

a realizag¢do de ensaios bioquimicos com a GAPDH-Tc imobilizada.

4.4. Otimizacao do processo de imobilizacio da enzima
O procedimento de imobilizacdo selecionado para a enzima GAPDH-Tc
consiste em trés etapas e foi realizado com base no trabalho desenvolvido

anteriormente no grupo com a imobilizagdo da enzima GAPDH-Hu"". As etapas
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envolvidas sdo: 1) limpeza e ativagdo do capilar, 2) silanizagdo e 3) ligacdao do

reagente bifuncional glutaraldeido e imobilizagao da enzima.

Limpeza e ativacdo do capilar

A enzima foi imobilizada em capilares de silica fundida com dimensdes de
50cm x 0,1mm D.I. O emprego dos capilares de silica fundida como suporte no
processo de imobilizacdo da enzima apresenta diversas vantagens como a
minimizagdo de interacdes secunddrias entre os compostos analisados e o
suporte, uma grande area de superficie por volume, permitindo interagdes
adequadas entre o substrato e a enzima imobilizada, e, também, baixa pressdo de
gota através do capilar. Deve-se considerar, ainda que, por ter a fase moével
eluindo através de uma coluna tubular aberta, a velocidade da reacao enzimatica
total ¢ maior, quando comparada com colunas de suportes micro particulados, ja
que estas ultimas oferecem resisténcia a transferéncia de massa.’*”

A superficie interna do capilar de silica pode ser constituida por grupos
siloxanos, silandis livres, vicinais (com ligagdes de hidrogénio), geminais e

dissociados, como ilustrado na Figura 4.14.577¢7®
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FIGURA 4.14. Representacdo dos grupos que podem estar presentes na

superficie do capilar de silica fundida.
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A primeira etapa do procedimento de imobilizacdo da enzima envolve a
ativagdo do capilar, que consiste na liberagdo dos grupos silandis, € a corrosao
da parede interna do suporte, que ¢ realizada a fim de se aumentar a area
superficial e garantir a reprodutibilidade do processo. Tal etapa pode ser
realizada empregando-se solucdes de NaOH ou HCL.>*¢"77"

Este procedimento foi realizado inicialmente com uma solugdo NaOH
0,5mol/L, como descrito por Cardoso e colaboradores® para o preparo do
IMER-GAPDH-Hu. Baseado no trabalho de Shi e colaboradores’’, que utilizou
acido nitrico concentrado para limpeza e 4cido cloridrico concentrado para
ativacdo do capilar, avaliou-se a substituicdo da solucdo de NaOH por HCI
2mol/L na etapa do pré-tratamento da coluna capilar. A atividade dos
biorreatores foi monitorada através da quantificacio do NADH formado. O
grafico mostrado na Figura 4.15 apresenta os resultados obtidos, onde se pode

observar a maior atividade e estabilidade do biorreator que teve a limpeza e

ativacio do capilar realizada com a solugdo de HC1 2mol/L.*
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FIGURA 4.15. Atividade enzimatica em funcdo do tempo para dois
biorreatores com diferentes procedimentos de tratamento do capilar, um deles

com NaOH e outro com HCI.

A corrosdo da parede interna do capilar com 4cido cloridrico deve ter sido

mais eficiente, resultando numa maior area superficial para a imobilizacdo da



Resultados e Discussdo 58

enzima. Além disso, o emprego da solugdo de acido cloridrico para a ativagao
do capilar deve ter sido mais efetiva na ativacdo dos grupos silanois, pois o
acido pode catalisar a reacdo de abertura do siloxano, que deve ser mais lenta
em meio basico. Assim, os resultados sugerem que com a utilizagdo da solugao
de HCI obteve-se uma imobilizacdo mais efetiva e/ou uma imobilizagdo com
menor efeito sobre a estrutura terciaria € menor impedimento para o acesso do
substrato e do co-fator aos sitios ativos.

Considerando a maior eficiéncia do uso da solu¢do de HCl 2mol/L para a
limpeza e ativagdo do capilar, foi avaliado também o emprego do HCI
concentrado. No entanto, o emprego do acido concentrado mostrou-se mais
laborioso, tendo em vista que por inimeras vezes os capilares de silica fundida
entupiram ou mesmo se romperam com muita facilidade, além de ser um
reagente que necessita de um cuidado muito maior em seu manuseio.
Comparando-se as atividades iniciais dos Dbiorreatores preparados
(cromatogramas na Figura 4.16), observa-se que o biorreator que teve a limpeza
e ativacdo do capilar realizada com HCIl concentrado apresentou uma menor
atividade inicial, quando comparado ao biorreator cujo capilar foi tratado com

HCI 2mol/L.
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FIGURA 4.16. Cromatogramas obtidos para a produg¢ao inicial de NADH dos
biorreatores que tiveram a limpeza e ativacao do capilar realizada com A) HCl

concentrado e B) HCI 2mol/L.

Silanizacao

O processo de silanizacdo consiste na reacdo de substituicdo nucleofilica
entre os grupos silandis livres presente na parede do capilar e o 3-
aminopropiltrietoxisilano (APTS). O grupo amina presente no APTS permite a
posterior ligagdo do agente bifuncional glutaraldeido, através da formacao de
uma base de Schiff. Entdo, a enzima ird se ligar ao capilar através da reagao
entre 0s grupos amina presentes nos residuos de lisina da enzima e o espacador
glutaraldeido fixado a parede do suporte, através da formagdo também de uma

base de Schiff. O esquema 4.1 ilustra a reacao.
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ESQUEMA 4.1. Método de imobilizacdo da enzima em capilares de silica
fundida.

Portanto, a etapa de silanizagdo ¢ crucial para que a imobiliza¢do da enzima
seja eficiente. Assim, prosseguindo com a otimizacdo das condi¢cdes de
imobilizacao, foi estudado o efeito da passagem da solugdo de APTS uma ou
duas vezes através do capilar no processo de silanizacdo. Comparando-se os
biorreatores preparados, nenhuma alteracdo na atividade enzimatica inicial do

biorreator foi observada. A Figura 4.17 ilustra os cromatogramas obtidos.
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FIGURA 4.17. Cromatogramas obtidos referente a produgdo inicial de
NADH para os biorreatores com pré-tratamento realizado com: A) elui¢cdo uma

vez da solugdo de APTS pelo capilar ; B) eluicdo duas vezes da solugcao APTS.

Esse resultado sugere que os grupos silanois foram completamente saturados
com os grupos aminopropila com a passagem da solu¢do de APTS apenas uma

vez pelo capilar.

Ligacdo do reagente bifuncional glutaraldeido e imobilizacio

da enzima

A 1mobilizagdo da enzima se da neste processo através da formagao de uma
base de Schiff entre os grupos amina dos residuos de lisina e o glutaraldeido
ancorado no capilar, como mostrado no Esquema 4.1. Portanto, um aspecto
fundamental nesta etapa de imobiliza¢ao ¢ que os reagentes presentes no tampao
de imobilizagdo, em que a enzima estd solubilizada quando eluida através do
capilar, ndo reajam com o glutaraldeido ligado a parede do capilar.

A enzima GAPDH-Tc ¢ expressa e purificada pelo Laboratorio de Quimica
Medicinal ¢ Computacional (LQMC-CBME-USP), e congelada a -80°C no
tampdo descrito no item 3.7.2.1 para armazenagem. No entanto, este tampao de

armazenagem nao poderia ser utilizado como tampao de imobilizacdo, pois
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reagentes presentes neste, como a leupeptina e a trietanolamina, poderiam
competir com a enzima pela reagdo com o suporte, diminuindo a eficiéncia da
imobilizacdo. Assim, em um trabalho realizado por Cardoso e colaboradores,
um novo tampao de imobilizagdo foi estabelecido.”® Baseado nas condicdes de
imobilizacdo para a GAPDH-Hu previamente desenvolvidas, o tampao
pirofosfato de sodio decahidratado S0mmol/L pH 8,5 foi inicialmente avaliado
como tampao de imobilizagdo. No entanto, nos ensaios em solucdo realizados,
foi observado que a enzima retém apenas 50% da atividade apds 24h neste
tampdo, e os melhores resultados foram obtidos com o tampdo HEPES
50mmol/L pH 8,2, que foi entdo selecionado como tampao de imobilizagdo para
a GAPDH-Tc¢.”’ Assim, para a imobilizagdo da enzima GAPDH-Tc, foi feita a
dialise da enzima de seu tampdo de armazenagem contra a solu¢do de tampao
HEPES até concentracao final média de 0,8mg/mL.

O protocolo de preparo do biorreator com a enzima GAPDH-Tc foi entdo
estabelecido como descrito na se¢do 3.7.1, pagina 32, onde a limpeza e ativagao
do capilar sdo realizadas utilizando-se uma solugdo HCI 2mol/L, seguido da
eluicdo da solugdo de APTS uma tUnica vez através do capilar na etapa de
silanizacdo, em seguida a solucdo de glutaraldeido € eluida pelo capilar e o
glutaraldeido se liga ao suporte através da formac¢do de uma base de Schiff, e
finalmente a enzima, em um tampdo que ndo reage com o suporte, € imobilizada
no capilar através da formacao de outra base de Schiff entre os grupos amina do
residuo de lisina e o glutaraldeido ancorado no capilar.

A partir dos resultados satisfatorios obtidos apds a otimizacao do preparo do
IMER-GAPDH-Tc, o mesmo procedimento estabelecido para o pré-tratamento
do capilar (se¢do 3.7.1, pré-tratamento 3) foi avaliado no preparo do IMER-
GAPDH-Hu. Os cromatogramas obtidos na analise da atividade inicial do IMER
preparado com o procedimento otimizado e com o procedimento inicialmente

empregado™ sao ilustrados na Figura 4.18.
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FIGURA 4.18. Cromatogramas obtidos referentes a producdo inicial de
NADH pelo IMER-GAPDH-Hu para os biorreatores preparados empregando
NaOH 0,5mol/L e HCI 2mol/L no pré-tratamento do capilar.

Os resultados obtidos mostraram que a substitui¢do da solu¢do de NaOH
0,5mol/L pela solugao de HCI 2mol/L no processo de limpeza e ativagdo do
capilar ndo afetaram significativamente a atividade da enzima imobilizada.
Entretanto, novamente foi observado que a elui¢do da solucao de APTS apenas
uma vez pelo capilar € o suficiente para saturar os grupos silandis com os grupos
aminopropila. Dessa forma, esse novo procedimento de preparo do biorreator foi

estabelecido também para o IMER-GAPDH-Hu.

4.5. Estabilidade do IMER-GAPDH-T¢ preparado com o novo

procedimento

A reprodutibilidade da imobilizagdo ¢ de fundamental importancia para o
desenvolvimento deste projeto e por esta razao foi avaliada. Este estudo pode ser
realizado através da andlise da reprodutibilidade da quantidade de enzima
imobilizada nas paredes do capilar. Para isso, mediu-se a atividade da enzima no
tampao de imobilizacdo, antes e depois da solucdo eluir através do capilar. A

diferenca de atividade observada pode ser relacionada a quantidade de enzima
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imobilizada, o que ndo necessariamente corresponde as unidades ativas de
enzima imobilizada. Isto se deve ao fato de que a enzima pode ser imobilizada
numa conformag¢do inativa, devido a inacessibilidade de um dos sitios ativos ou
a distor¢ao em sua conformagdo, como discutido na se¢dao 1.2, paginas 8 e 9.
Para este estudo, utilizaram-se duas solu¢des com a mesma concentragao da
enzima GAPDH-Tc, e cada solugdo foi empregada no preparo de um biorreator.
A atividade da enzima em cada soluc¢ao foi medida em triplicata antes e depois
da imobilizagdao. Os dados apresentados na Figura 4.19 ilustram a porcentagem

de perda de atividade da solugdo com a enzima apos a eluicdo em cada capilar.

- - - - N
N » [} e} o
P | | | I

Perda de atividade (%)

Capilar
FIGURA 4.19. Porcentagem de perda de atividade da solu¢do com a enzima

GAPDH-Tc ap6s eluir pelo capilar.

Os resultados obtidos mostraram valores proximos de perda de atividade das
solugdes usadas para o preparo dos dois IMERs, evidenciando perdas
semelhantes de proteinas das solu¢des no preparo destes biorreatores. Esses
dados demonstram a reprodutibilidade do protocolo estabelecido para o preparo
do IMER-GAPDH-Tc.

A reprodutibilidade do método de imobilizagdo também foi avaliada pela

comparagdo da producao inicial de NADH dos dois biorreatores preparados
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simultaneamente, sendo que as andlises foram realizadas em triplicata. Os

resultados obtidos sdo apresentados na Figura 4.20.
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FIGURA 4.20. Grafico da reprodutibilidade na atividade enzimatica obtida

pelo processo de imobilizagao.

Os biorreatores apresentaram atividades préximas, com producao de NADH
na faixa de 280-340uM. Esses resultados demonstram a reprodutibilidade

alcancada pelo processo de imobilizacao utilizado para GAPDH-Tc.

4.6. Estudo cinético da atividade enzimatica do IMER-GAPDH-
Tc

A enzima GAPDH-Tc se liga ao suporte através da formacdo de bases de
Schiff entre os grupos amino dos residuos de lisina e o glutaraldeido ligado a
parede do capilar. Apesar de nenhum residuo de lisina estar envolvido
diretamente na rea¢do bioquimica catalisada pela enzima, a formacgdo de tais
ligacdes pode resultar na inacessibilidade ou na distor¢do de um do sitio ativo do
substrato ou do cofator, o que impossibilitaria a enzima de catalisar a reagao.
Um método util para se avaliar tais fatores ¢ a realiza¢do de estudos cinéticos

com a enzima imobilizada. A determinacdo da constante de Michaelis-Menten,
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K\, permite avaliar a afinidade da enzima pelo substrato e pelo cofator, e assim
pode evidenciar, através da comparagdo com os estudos cinéticos realizados em
solug@o, como o método de imobilizagao afetou as propriedades da enzima.

Dessa forma, a fim de se determinar a eficiéncia catalitica do biorreator ¢ a
afinidade de ligagdo entre a enzima e o substrato ¢ a enzima e o cofator, foram
realizadas medidas cinéticas para o IMER-GAPDH-Tc. A atividade enzimatica
foi medida através do método cromatografico multidimensional desenvolvido e
validado.

A constante de Michaclis-Menten, Ky, definida como a concentracdo do
substrato onde se obtém uma velocidade inicial igual & metade da velocidade
maxima de catalise, foi determinada para o substrato (D-G3P) e para o co-fator
(NAD").

Nos ensaios para a determinacdo de Ky para o co-fator, a concentragdo do
substrato G3P foi mantida constante (7,5mmol/L) e foram empregadas
concentragdes crescentes de NAD' (0,1-12,5mmol/L) até que fosse atingido um
patamar de saturacdo, onde o aumento da concentragao do co-fator nao produzia
mais alteracdes na velocidade da reacdo. Para a determinacdo do Ky do
substrato, a concentracdo do co-fator NAD" foi mantida constante (10mmol/L)
e foram utilizadas concentra¢des crescentes de G3P (0,1-12,5mmol/L), até que
fosse atingido um patamar de saturacdo. As areas das bandas de NADH formado
durante o estudo cinético foram correlacionadas as concentragdes através da
curva de calibragio do método previamente validado. Os valores de
concentracdo de NADH foram relacionados as concentracdoes do cofator ou do
substrato para se obter as hipérboles de Michaelis-Menten. Para a mensuracao
on-line do NADH formado pelo IMER-GAPDH-Tc, utilizaram-se as curvas
analiticas obtidas nas faixas de concentragdo de 5-320pumol/L. As amostras
empregadas nos estudos cinéticos foram preparadas em duplicata tendo um
volume de inje¢do de 15ul. Durante as analises foram injetadas também as

solucdes controle de qualidade do método com as concentragdes 12, 120 e
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240umol/L. As solugdes D-G3P (7,5mmol/L) e NAD" (10mmol/L) foram
injetadas em intervalos de aproximadamente trés horas para avaliar a
estabilidade do biorreator.

O biorreator de GAPDH-Tc preparado segundo o procedimento otimizado
apresentou uma atividade inicial de 273,6pmol/L de NADH, como ilustrado na

Figura 4.21.
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FIGURA 4.21. Produgao inicial de NADH pelo IMER-GAPDH-Tc (50cm x
0,10mm D.I.) na primeira dimens3o. Coluna analitica Cg (10um, 100A, 10 x
0,46cm D.I) na segunda dimensdo. Volume de injecdo 15uL. Condigdes de

analise na Tabela 4.2.

O estudo da cinética enzimatica foi iniciado com a concentragdo do substrato
D-G3P constante em 7,5mmol/L, e variando-se a concentracdo do cofator

NAD". Os valores obtidos estdo descritos na Tabela 4.5.
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TABELA 4.5. Concentragdo de NADH formado mantendo-se constante a

concentracdo de D-G3P e variando-se as concentracdes de NAD'".

NAD" NADH NADH Média
(mmol) (nmol) (pmol) [NADH (pnmol)]
0 0 0 0
0,1 21,62 21,86 21,74
0,2 27,42 31,69 29,55
0,4 35,88 39,51 37,69
0,8 54,65 55,97 55,31
1,0 63,36 63,20 63,28
1,25 72,60 73,60 73,10
2,5 74,88 72,20 73,54
3,75 75,80 76,10 75,95
5,0 77,50 76,80 77,15
6,5 78,43 77,82 78,12
7,5 94,96 99,82 97,39
8,5 101,75 100,54 101,14
10,0 102,30 103,50 102,90
11,5 107,77 101,90 104,83
12,5 103,34 107,66 105,50

O método de regressdo nao-linear de melhor ajuste foi aplicado aos dados
coletados, mostrados na Tabela 4.5, gerando a curva de Michaelis-Menten em
funcdo da concentragdo do co-fator NAD" e o valor Ky foi entdo determinado,

como ilustrado na Figura 4.22.
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FIGURA 4.22. Hipérbole de Michaelis-Menten para a produ¢do de NADH
pelo IMER-GAPDH-Tc¢, variando-se a concentracdo de NAD" e mantendo-se
constante a de D-G3P (7,5mmol/L).

Esse mesmo IMER, apds 17 horas de analise, foi avaliado para concentragdes
variaveis de G3P mantendo-se a concentracio de NAD" constante (10mmol/L).

Os valores obtidos estdo descritos na Tabela 4.6.
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TABELA 4.6. Concentragdo de NADH formado mantendo-se constante a

concentracdo de NAD" e variando-se as concentracdes de D-G3P.

D-G3P NADH NADH Média
(mmol) (pmol) (pmol) [NADH (pmol)]
0 0 0 0
0,1 8,05 6,25 7,15
0,2 7,64 9,28 8,46
0,3 8,74 8,36 8,55
0,5 13,10 12,27 12,68
0,75 15,38 14,20 14,79
1,0 29,57 30,10 29,83
1,25 27,63 32,69 30,16
2,5 46,02 47,55 46,78
3,75 49,14 50,26 49,70
5,0 48,68 47,93 48,30
6,5 48,75 48,72 48,73
7,5 46,45 46,39 44,20
8,5 47,40 46,83 47,11
10,0 45,90 51,12 48,51
11,5 48,16 47,76 47,96
12,5 49,25 45,96 47,60

O método de regressao nado-linear de melhor ajuste foi também aplicado aos
dados coletados, mostrados na Tabela 4.6, gerando a curva de Michaelis-Menten
em funcdo da concentracdo do substrato D-G3P ¢ o valor Ky foi entdo

determinado, como ilustrado na Figura 4.23.
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FIGURA 4.23. Hipérbole de Michaelis-Menten para a producao de NADH
pelo IMER-GAPDH-Tc, variando-se a concentragdo de D-G3P e mantendo-se
constante a de NAD" (10,0mmol/L).

Como demonstrado pela Equacdo 1.6, que representa a equacdo de
Michaelis-Menten, em concentracdes baixas de substrato ([S] << Ky), a
velocidade da reacdo V) ¢ diretamente proporcional a concentracdo do substrato.
Ja em elevadas concentragdes do substrato ([S] >> Ky,), V), se aproximada do seu
maximo ¢ a velocidade da reacdo se torna independente da concentracdo do
substrato, o que pode ser observado nas hipérboles mostradas nas Figuras 4.22 e
4.23.

Os valores de Ky obtidos para o D-G3P (0,500mmol/L) e para o NAD"
(0,634mmol/L) evidenciam que apds a imobilizagdo a enzima GAPDH-Tc
apresenta maior afinidade pelo substrato.

A comparacgdo dos estudos cinéticos com a enzima imobilizada e livre em
solugdo permite avaliar possiveis efeitos do método de imobilizagdo empregado
sobre a conforma¢dao da enzima e a acessibilidade dos sitios ativos. Assim, os
valores de Ky determinados para as enzimas GAPDH-Tc e GAPDH-Hu, livres ¢

imobilizadas, sdo apresentados na Tabela 4.7.



Resultados e Discussdo 72

TABELA 4.7. Pardmetros cinéticos para as enzimas de GAPDH humana e de

T. cruzi, imobilizadas e em solucao.

GAPDH-Tc GAPDH-Hu
Ky(pM) | IMER | Solucao | Razao* IMER Solucao Razao*
D-G3P | 500+ 50 425+ 17 1,2 |3.500+220 | 160+ 17 21,9
NAD" |674 £80[258+ 19| 2,6 750 +40 | 180+ 10 4,2

* Razdo entre os valores de Ky para a enzima imobilizada e em solugdo. (£)-Erros associados

as medidas expressos através do desvio padrao.

Os valores de Ky determinados para a enzima GAPDH-Tc imobilizada, tanto
do substrato como do cofator, estdo de acordo com aqueles obtidos para a
enzima livre em solugdo. Os dados apresentados na Tabela 4.7 evidenciam que o
processo de imobilizagdo ndo afetou significativamente a afinidade da enzima
pelo substrato e pelo cofator. No caso do NAD', o valor de Ky, para a enzima no
formato de IMER ¢ 2,6 vezes maior do que o valor da constante determinado
para a enzima livre em solucdo, enquanto que os valores de Ky para o substrato
G3P com a enzima imobilizada e em solu¢do sdo praticamente idénticos. Os
valores observados para o Ky, da GAPDH-Tc evidenciaram efeitos
insignificantes da 1mobilizagdo sobre a estrutura quaternaria, sobre a
flexibilidade dos dominios dinamicos e na acessibilidade aos sitios de ligagao do
substrato e do cofator.

Por outro lado, no que concerne a sua homoéloga humana, os valores de Ky do
cofator e do substrato, para a GAPDH-Hu no formato de IMER, foram
respectivamente 4 e 22 vezes maior que os determinados para a enzima livre em
solugdo, o que indica que a enzima imobilizada possui menor afinidade pelo
substrato e pelo cofator.

As diferengas observadas nos estudos cinéticos entre as enzimas GAPDH-Tc
e GAPDH-Hu podem ser explicadas considerando alguns aspectos estruturais

chave, que podem afetar a estrutura quaterndria das enzimas de maneira
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diferente devido ao método de imobilizagdo empregado, bem como possiveis
alteragdes conformacionais e impedimento estérico do sitio ativo. No método de
imobilizagdo por ligacdo covalente empregado ocorre a formagdo de base de
Schiff entre o glutaraldeido presente no suporte e os grupamentos amina livres
presentes na estrutura da molécula. Nesta etapa, os residuos de lisina presentes
em cada enzima tém um papel fundamental. Assim, para entender as diferengas
de afinidade observadas pelos IMERs com as enzimas do parasita e humana, foi
feita, pelo Centro de Biotecnologia Molecular Estrutural (CBME-IFSC-USP),
uma analise do alinhamento da seqiiéncia primaria das enzimas do parasita e

humana (Figura 4.24).

T. cruzi M.PI EI GFGRIG LGTET] IR E TTKSSPS
Human | GFGRIG ---- QYD \ G ME--------] NG IFQ—

T. ecruzi
Human

T. cruzi GAA.KAV KLTG SVVDL TAARDTSI
Human GAA.KAV KLTG SVVDL RLEKPAKY

o ST e e oo

FIGURA 4.24. Seqiiéncia primaria alinhada da GAPDH T. cruzi e humana.
Os numeros se referem a seqiiéncia da enzima do parasita. Os residuos

conservados estdao marcados e os residuos de lisina estdo marcados em azul.

Esta andlise evidenciou que as enzimas humana e do parasita possuem 51%
de identidade seqiiencial, sendo que a enzima do T.cruzi possui 88 residuos de
Lys por tetramero, enquanto a sua homologa humana apresenta 104 residuos.

Os residuos de Lys da enzima do parasita encontram-se na superficie
acessivel ao solvente e distante do sitio ativo do substrato e do cofator (Figura

4.25). Além disso, ¢ importante salientar que nenhum residuo de Lys esta
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envolvido na reagdo catalisada pela enzima.® Assim, mesmo ap6ds a formagio da
base de Schiff no processo de imobilizagdo, os sitios ativos do G3P e do NAD"
continuam disponiveis para o processo catalitico. No entanto, trés residuos de
Lys ndo-conservados da homologa humana estdo préximos do sitio ativo (Figura
4.25-D), sugerindo que a formagao da base de Schiff entre a enzima e o suporte
pode introduzir elementos estéricos, limitando a acessibilidade do substrato ao

sitio ativo.

FIGURA 4.25. Superficie dos tetrameros A) GAPDH-Tc e B) GAPDH-Hu.

Em C) e D) sdo focalizados os residuos de lisina préximos ao sitio ativo do
susbtrato. Os residuos de lisina sdo mostrados em azul (carbono em azul claro e
nitrogénio em azul escuro) e os sitios ativos do co-fator e do substrato sdo

mostrados em amarelo.
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Deve-se ainda considerar que os residuos de Lys envolvidos na formacao da
base de Schiff com o suporte podem restringir a flexibilidade da enzima,
dificultando o movimento necessario para atingir o estado de transicdo no
processo catalitico.”’ Estas pequenas variagdes observadas entre as estruturas e
as seqliéncias das enzimas GAPDH-Tc e GAPDH-Hu sugerem possiveis razoes
para as diferengas observadas entre as constantes cinéticas principalmente para a

enzima humana nos ensaios em solucao e ap6s o processo de imobilizagao.

4.7. Aplicag¢ao dos biorreatores com as enzimas GAPDH-Tc e

Hu na triagem de ligantes

Na auséncia de compostos com conhecida atividade biologica para ambas as
enzimas, a realiza¢do de uma triagem randomica de compostos ¢ um caminho
valioso. Na triagem de ligantes para a enzima GAPDH-Tc realizada através dos
ensaios em solucdo, rotineiramente se observa que alguns dos compostos
avaliados interferem nos ensaios. Muitas vezes o composto absorve no mesmo
comprimento de onda do NADH (340nm) ou turva a solu¢do, impedindo que o
ensaio seja realizado. No presente trabalho, a atividade da enzima ¢ também
monitorada pela formacdo de NADH que neste modelo ¢ quantificado apos a
separagdo cromatografica numa coluna analitica. Dessa forma, se o composto
em triagem absorver em 340nm ou turvar a solugdo, devido a seletividade do
método, a atividade da enzima imobilizada ainda pode ser mensurada.

Uma colecao de 46 compostos foi ensaiada com as enzimas GAPDH-Tc e
GAPDH-Hu, imobilizadas e em solugdo, para a triagem de inibidores. Nesta
etapa, a comparagdo dos resultados obtidos com as enzimas em ambos o0s
formatos permitiu a validacao do uso dos biorreatores no processo de screening
de ligantes. Em seguida, os IMERs com as enzimas do parasita e humana foram
aplicados na triagem bioquimica de uma série de 17 compostos (47-63) (Tabela
4.8).



Resultados e Discussdo 76

Os compostos 1 a 14 estudados sdao andlogos a sesamina e foram
selecionados aleatoriamente. Os compostos 15 a 43 avaliados foram planejados
pelo CBME-IFSC-USP com base na atividade inibitoria previamente conhecida,
para a enzima GAPDH-Tc, de um analogo do 4cido anacéardico com a cadeia
lateral saturada (44), e sintetizados pelo grupo da Profa. Correa, do Laboratorio
de Sintese de Produtos Naturais da UFSCar. O composto 45 foi incluido na série
por ter sido identificado anteriormente, através de ensaios em solu¢ao, como um
inibidor da enzima do parasita. O 4cido iodoacético (46) ¢ um conhecido
inibidor irreversivel destas enzimas. Este composto se liga covalentemente aos
grupos tiois dos residuos de cisteina presentes no sitio ativo da enzima, como
mostrado no esquema 4.2 abaixo, impedindo-a de realizar a fosforilacao

oxidativa do D-G3P.%

. OH
Enzima-CH;-SH + /}( - . Enzima—CHz—s/}(OH + HI
O @)

ESQUEMA 4.2. Formacao da ligacdo covalente entre o acido iodoacético e a

os residuos de cisteina da enzima.

Os compostos 47 a 63 foram gentilmente cedidos pelo Prof. Ivan da Rocha
Pitta do Laboratorio de Sintese e Planejamento de Farmacos da UFPE e foram
selecionados para os ensaios por apresentarem atividade tripanocida em estudos

in vitro.
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TABELA 4.8. Série de compostos avaliados com as enzimas GAPDH de T.

cruzi e humana.
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Continuacao da Tabela 4.8
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Continuacao da Tabela 4.8
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Continuacao da Tabela 4.8
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Continuagao da Tabela 4.8
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4.7.1. Avaliacao da influéncia de solventes organicos

empregados no preparo das solucoes dos compostos avaliados

A baixa solubilidade em agua apresentada por alguns compostos da série
estudada exigiu a realizacdo de um estudo preliminar sobre a influéncia na
atividade enzimatica do percentual de solvente organico necessario para o
preparo da amostra. Foi considerada, inicialmente, a possibilidade de baixas
porcentagens de solventes organicos desnaturarem a enzima ou interferirem no
método analitico. Como descrito na se¢do 3.15, pagina 37, a atividade da enzima
foi avaliada na auséncia de possiveis ligantes, substituindo-se seu volume pelas
solucdes com diferentes porcentagens de solvente organicos, a fim de se
estabelecer a influéncia das mesmas no método. Os cromatogramas apresentados

na Figura 4.26 exemplificam os resultados obtidos na analise com etanol.
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mAbs

50+ (A) Atividade Inicial 40 (B)100% Etanol 209uM
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FIGURA 4.26. Cromatograma exemplificando os resultados obtidos
referentes ao estudo da influéncia da percentagem de solvente organico, no

preparo de amostras, na atividade enzimatica.

Os resultados obtidos demonstraram que a presenga destes solventes
organicos ndo exerce influéncia sobre a atividade de ambas as enzimas e
também nao interferiram nos métodos cromatograficos. A razao que deve ser
considerada ¢ a pequena porcentagem de solvente organico na amostra analisada
e ainda a diluicdo na fase movel apoOs a injecdo da amostra, sendo insuficiente
para desnaturar a enzima, através da alteracdo de sua estrutura tridimensional
pelo do rompimento de interagdes hidrofobicas estabilizantes, levando a perda
da atividade.® Com esse estudo, foi demonstrado que as solucdes dos
compostos, para triagem, podem ser preparadas em acetonitrila/dgua,
etanol/agua ou DMSO/4gua, assim, qualquer perda da atividade enzimatica esta

relacionada apenas com a presenca do composto avaliado.

4.7.2. Avaliacido da atividade inibitéria dos compostos

selecionados
A atividade inibitoria dos compostos apresentados na Tabela 4.8 foi avaliada

em duas etapas. Na primeira delas, os compostos 1 a 46 foram avaliados frente
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as enzimas GAPDH-Tc e GAPDH-Hu, livres em solucao e imobilizadas, como
descrito nas se¢oes 3.14, 3.16 ¢ 3.17, para a validag¢ao do uso dos biorreatores na
triagem bioquimica através da comparagdo dos dados obtidos. Na segunda etapa,
os compostos 47 a 63 foram avaliados empregando apenas as enzimas do
parasita e humana imobilizadas.

As andlises com a enzima imobilizada foram realizadas em trés diferentes
concentragdes (100, 200 e 300umol/L) e em duplicata durante o processo de
validacao. Como os ensaios em solucdo sao realizados em concentracao unica
(200pmol/L), esta concentracdo foi utilizada para a valida¢gdo do emprego no
IMER na triagem de ligantes, através da comparagao dos resultados obtidos com
a enzima em solucdo e imobilizada. A Figura 4.27 mostra uma comparacao entre
percentual de inibi¢cdo frente a enzima GAPDH-Hu em solucdo e imobilizada.
Na Figura 4.28, ¢ apresentada a mesma comparacao para a enzima do parasita.
Posteriormente, a concentragao de 200umol/L foi estabelecida como padrao nos
ensaios bioquimicos envolvendo os compostos 47 a 63, onde os biorreatores
foram empregados na triagem de ligantes. O acido iodoacético foi empregado
como padrao por ser um conhecido inibidor irreversivel tempo-dependente da
enzima GAPDH.* Na Figura 4.29 sdo apresentados os resultados da triagem

bioquimica realizada com os biorreatores com a enzima do parasita ¢ humana.
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Os compostos que apresentaram uma porcentagem de inibi¢do representativa
(>35%) foram selecionados para a determinagdo da poténcia através dos valores
de ICsy, concentracdo do composto que reduz a atividade da enzima em 50%.
Para isso, foram determinadas as porcentagens de inibi¢dao nas concentragdes 10,
40, 70, 100, 150, 200, 250, 300 ¢ 400umol/L, com o intuito de reduzir a
atividade enzimatica entre 15-85%, realizando-se todas as analises em duplicata.

Dentre os éteres avaliados (compostos 1 a 14) o composto 5 demonstrou 35%
de inibi¢do a 200pumol/L para a GAPDH-Hu imobilizada. Os demais compostos
apresentaram pouca ou nenhuma atividade para as enzimas do parasita e
humana, em ambos os ensaios. O composto 5 foi entdo selecionado para se
determinar da poténcia inibitoria com a GAPDH-Hu imobilizada. A Figura 4.30

ilustra a porcentagem de inibi¢do do composto 5 em diferentes concentragdes.

40 1

30 +

20 +

Porcentagem de inibigdo

T T T T
0 100 200 300 400

Concentragcdo do Composto 5

FIGURA 4.30. Porcentagem de inibi¢cdo da atividade enzimatica da GAPDH-

Hu no biorreator para diferentes concentragcdes do composto 5.

Com os resultados obtidos nao foi possivel calcular a ICsy para o composto 5,
uma vez que este mostrou atividade pouco expressiva, apresentando
porcentagens de inibi¢do inferiores a 50% mesmo em concentragdes elevadas,

como 400umol/L. Este ensaio demonstrou que o biorreator identifica inibidores
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concentra¢cdo-dependente, como pode ser observado na curva ilustrada na Figura
4.30, onde nota-se o aumento da porcentagem de inibicdo com o aumento da
concentragdo do composto 5. Os ensaios com as enzimas humana e do parasita
demonstraram que este composto ¢ um inibidor seletivo para a enzima humana,
que tém sido associada a diversas doencas.’

Os compostos andlogos ao acido anacardico (15 a 43) demonstraram pouca
ou nenhuma atividade inibitoria para as enzimas do parasita e humana, nos
ensaios com a enzima imobilizada e em solucao.

O 4cido anacardico (44) demonstrou atividade inibitdria significativa em
todos os ensaios realizados, o que elucida sua nao seletividade. Os resultados
obtidos para este composto com as enzimas imobilizadas demonstraram que a
inibicdo ndo € concentracdo-dependente. Entretanto, nos ensaios realizados com
as enzimas em solucdo pelo CBME, o acido anacardico foi caracterizado como

8 Inibidores nio

um inibidor ndo-competitivo da enzima GAPDH-Tc.
competitivos se ligam ao sitio alostérico da enzima, provocando alteracdes
conformacionais que a impede de catalisar a reacdo. Nos ensaios feitos com os
biorreatores nao foi possivel caracterizar o acido anacardico (44) quanto ao tipo
de interacdo com a enzima.

O composto 45 apresentou atividade inibitoria relevante e seletividade para a
enzima GAPDH-Tc nos ensaios em solucdo e com a enzima imobilizada. Este
composto apresentou ICsy de 40umol/L, determinado através dos ensaios em
solucdo. Nos ensaios com o IMER foi observada a diminui¢do na producdo de
NADH na presenga deste composto (Figura 4.31), porém ndo foi possivel
calcular a ICsy deste para a enzima imobilizada, uma vez que o mesmo

apresentou porcentagens de inibi¢do inferiores a 50% em todas as concentracdes

analisadas. (Figura 4.32)
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FIGURA 4.31. Cromatogramas referente a produ¢ao de NADH pelo IMER-

GAPDH-Tc no teste inicial e na presenca do composto 45.
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FIGURA 4.32. Atividade inibitoria do composto 45 para a enzima GAPDH-

Tc imobilizada.

Embora os relatos na literatura descrevam o 4cido iodoacético (46) como um
C g kY . e~ .
potente inibidor™”, ele apresentou baixa porcentagem de inibicdo nos ensaios

realizados. Como se trata de um inibidor tempo dependente, essa caracteristica,
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em um ensaio on-line, pode ser a responsavel pela baixa porcentagem de
inibicdo observada. No ensaio realizado, o contato entre inibidor e enzima
ocorre em fluxo e em um curto periodo de tempo comparado ao ensaio descrito
na literatura para esse composto.

Os compostos 47 a 63 foram analisados por apresentarem atividade
tripanocida nos ensaios in vitro, segundo comunicacao pessoal com o Prof. Ivan
Pitta. Entretanto, nos ensaios com as enzimas GAPDH esta série de compostos
nao demonstrou atividade inibitoria significativa, o que indica que estes podem
atuar no parasita através da inibicdo de outras enzimas vitais ao parasita ou por
outros mecanismos.

Através desta triagem de compostos e da comparagdao dos dados obtidos com
as enzimas imobilizadas e em solucdo, pode-se inferir que as enzimas GAPDH-
Tc e GAPDH-Hu retém a capacidade de reconhecer inibidores enzimaticos apos
o processo de imobiliza¢do por ligacdo covalente empregado, € os respectivos
IMERSs podem, portanto, ser empregados na triagem bioquimica de ligantes. Os
valores obtidos mostraram boa proximidade, e as pequenas divergéncias devem
estar relacionadas a diferencas conformacionais das enzimas quando em solugao
ou imobilizadas. Considerando os altos custos e as dificuldades envolvidas na
purificacdo de enzimas, esta técnica representa um método util de preservar a

atividade enzimatica para a realizagdo de um grande nimero de ensaios.

4.8. Estudo comparativo da estabilidade dos IMERs em funcio

do tempo decorrido apds o processo de imobilizacao

Alguns trabalhos envolvendo diferentes técnicas de imobilizagdo de enzimas,
onde o biorreator ndo € utilizado na triagem bioquimica logo apos seu preparo,
para que a estrutura interna se torne relativamente mais estdvel, podem ser

27,84 . .
784 Assim, realizou-se um estudo com o

encontrados na literatura recente.
IMER-GAPDH-Hu, empregando o composto 5 identificado como padrao, a fim

de determinar se a diminui¢ao da atividade enzimatica observada durante os
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ensaios estava relacionada apenas com a presenca do composto analisado e se
esta inibi¢dao ¢ independente do tempo decorrido apos o preparo do biorreator,
considerando que nos ensaios preliminares o biorreator foi utilizado logo apos
seu preparo, sem aguardar um periodo para a estabilizacdo da enzima no novo
formato. Assim, foram preparados dois biorreatores: um deles foi utilizado para
a analise do composto 5 imediatamente, enquanto o outro foi mantido a 4°C por
8 horas, antes de ser usado para analise. A Figura 4.33 mostra a relacao entre
porcentagem de atividade retida e concentracdo do composto 5 nas duas

analises.

100

90+

80+

| w0 e e
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Porcentagem de atividade retida

504 —m— Biorreator ap6s 8h de imobilizacdo
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FIGURA 4.33. Porcentagem de atividade enzimatica retida pelo IMER-
GAPDH-Hu recém-imobilizado e ap6s um periodo de 8h a 4°C para

estabilizacao enzimatica.

Para os ensaios realizados, pode-se notar que ambos os biorreatores
apresentaram a mesma resposta, dentro dos erros experimentais. Portanto, ndo se
faz necessario aguardar a estabilizacio da enzima apds o processo de
imobilizacdo, pois as respostas obtidas independem do tempo decorrido apds o
preparo do IMER. Este resultado sugere que a necessidade do biorreator
permanecer em repouso por um certo periodo antes de ser empregado nas

analises sera dependente da técnica de imobilizagdo empregada bem como do
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tipo de suporte empregado. Como, no presente trabalho, a imobilizacao
covalente das enzimas ¢ realizada in situ e em capilares de silica fundida,
ligando-se diretamente a parede do capilar, a enzima deve ser imobilizada j4 na

sua conformac¢ao mais estavel.

4.9. Desenvolvimento de um ensaio para o estudo da

reversibilidade dos inibidores identificados

Na busca por um candidato a farmaco ¢ desejavel que o inibidor se ligue
rapida e reversivelmente ao alvo bioldgico. A reversibilidade caracteristica das
interagdes intermoleculares ¢ uma vantagem em termos de administragao,
controle de propriedades farmacocinéticas e reducao de efeitos colaterais, uma
vez que a enzima ndao ¢ modificada quimicamente, € nem inativada
irreversivelmente, como ocorre no caso dos inibidores enzimaticos
irreversiveis.” Dessa forma, foi desenvolvido um método rapido para a
caracteriza¢do dos inibidores identificados/selecionados quanto a reversibilidade
da ligacao.

Neste ensaio, utilizaram-se como padrdes o acido iodoacético (46) e o
composto 5. A atividade da enzima imobilizada foi previamente avaliada em
quadruplicata utilizando a amostra cujo preparo ¢ descrito no item 3.10. Em
seguida, eluiu-se através do capilar ImL da solu¢do Smmol/L do inibidor a ser
avaliado, utilizando-se a bomba seringa e incubou-se este na geladeira por 10
minutos. Posteriormente, o IMER foi inserido no sistema cromatografico
multidimensional e a atividade na enzima foi novamente avaliada. A Figura 4.34

ilustra os cromatogramas obtidos.
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FIGURA 4.34. Cromatogramas ilustrando a produ¢ao de NADH pelo IMER-
GAPDH-Hu antes e apds a incubagdo com o composto 46 (em A) e com o

composto 5 (em B).

Os resultados obtidos foram promissores, demonstrando que o tempo de
incubagao foi suficiente para praticamente inativar o biorreator que foi incubado
com o acido iodoacético, que se ligou covalentemente aos residuos de Cys e
impediu a catdlise enzimatica. J& no caso do composto 5, ao inserir-se o
biorreator no sistema cromatografico, apenas a vazdo da fase modvel foi
suficiente para remover o inibidor do interior do IMER e a enzima foi capaz de
catalisar a reacdo. A principal vantagem deste ensaio aqui descrito ¢ a
caracterizagdo rapida do inibidor quanto a sua reversibilidade, que em ensaios
em solu¢do pode levar 2 horas para que se observe a inativagdo de uma enzima
pela ligagdo de um inibidor irreversivel. Outros ensaios empregados na
caracterizacdo de inibidores irreversiveis envolvem a didlise da solucao
enzimatica para tentar remover o inibidor, caso ele seja reversivel, que também

demandam tempos maiores de analise.***’
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5. Conclusoes

Os métodos cromatograficos multidimensionais desenvolvidos e validados
foram empregados com sucesso no monitoramento das atividades das enzimas
GAPDH humana e de 7. cruzi imobilizadas em capilares de silica fundida. Para
quantificagdo do NADH produzido pelos biorreatores, usando o detector de
ultravioleta, faz-se necessaria a resolucio cromatografica entre o NAD" e o
NADH. O uso do biorreator na primeira dimensdo e uma coluna analitica na
segunda dimensdo foi a estratégia usada para se alcangar a seletividade
cromatografica entre o cofator e o produto da rea¢do enzimatica. Os métodos
cromatograficos multidimensionais desenvolvidos possibilitaram a realizagdo de
estudos cinéticos e triagem de inibidores.

As condi¢des de imobilizacdo para a enzima GAPDH de T. cruzi foram
otimizadas a partir do procedimento empregado no grupo para a enzima
humana. As novas condi¢des resultaram em um aumento da atividade ¢ da
estabilidade da enzima, e reprodutibilidade entre os biorreatores preparados.

Foram realizados os estudos cinéticos a fim de se avaliar a eficiéncia
catalitica dos biorreatores e a afinidade da enzima imobilizada pelo substrato e
pelo cofator. A comparacao destes dados com os obtidos com a enzima em
solugdo evidenciou que a afinidade da enzima GAPDH T. cruzi, pelo substrato e
pelo cofator, ndo foi afetada, sugerindo que a acessibilidade dos sitios ativos e a
conformac¢do da enzima ndo foram comprometidas pelo método de imobilizagao.
Entretanto, para a GAPDH humana, os valores de Ky, para o substrato e cofator
foram, respectivamente, 4 e 22 vezes maiores que os determinados para a
enzima em solu¢do, indicando que a enzima imobilizada possui menor afinidade
pelos mesmos. Para entender as diferencas de afinidade observadas pelos
biorreatores, o Centro de Biotecnologia Molecular Estrutural (CBME-IFSC-

USP) executou estudos computacionais que explicaram, de forma adequada, as
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diferencas observadas em afinidade dos biorreatores das enzimas do parasita e
humana.

Inicialmente, os biorreatores com ambas as enzimas foram empregados na
triagem de 46 ligantes e os resultados comparados aos obtidos com as enzimas
em solugdo. As porcentagens de inibicdo obtidas foram prdoximas para as
enzimas em ambos os formatos. Assim, os biorreatores foram empregados na
triagem de 17 outros compostos. Dos compostos avaliados, 2 foram
selecionados para a determinagdo da ICs,. No entanto, ndo foi possivel calcular a
poténcia biologica, devido a baixa capacidade inibitoria dos compostos. Os
biorreatores mostraram-se, também, uma ferramenta valiosa para a
caracteriza¢do de inibidores com relacao a reversibilidade da ligacao.

Na busca por novos farmacos para a doenca de Chagas a enzima GAPDH ¢
um importante alvo biologico. Os métodos desenvolvidos e descritos neste
trabalho com os biorreatores das enzimas GAPDH-Tc¢ e humana associam a
especificidade da reacdo enzimatica com a seletividade do método
cromatografico, e ainda, devido a elevada estabilidade da enzima imobilizada,
possibilitam a reutilizacdo da enzima na realizagdo de estudos cinéticos e na
triagem de ligantes em diferentes séries de compostos.

A falta de inibidores conhecidos com elevada afinidade, para as enzimas
GAPDH do parasita e humana, que pudessem ser usados como sondas para
validar o método de triagem fez com que ndo fossem desenvolvidos métodos
para selecoes de ligantes em bibliotecas combinatorias. No entanto, os
resultados apresentados neste trabalho representam um valioso método para a

realiza¢dao de uma variedade de ensaios bioquimicos.
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