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RESUMO

BIORREATOR DA 5’-DEOXI-5’-METILTIOADENOSINA FOSFORILASE:
DO DESENVOLVIMENTO A APLICACAO EM ENSAIOS DE AFINIDADE
- A 5'-desoxi-5'-metiltioadenosina fosforilase (MTAP) € uma enzima presente em
muitos organismos, dentre eles o parasita Schistosoma mansoni, causador da
esquistossomose. O ensaio enzimatico classico da MTAP ¢ acoplado a reacao de
outra enzima e mede indiretamente a formacdo de adenina. A principal
desvantagem destes ensaios acoplados € que qualquer interferéncia na atividade
da segunda enzima afeta diretamente a atividade da enzima principal. Diante
disso, foi desenvolvido e validado um método cromatografico por LC-UV, para
monitorar diretamente a atividade catalitica da MTAP na conversdo do substrato
adenosina em adenina. A enzima foi covalentemente ligada a superficie de
particulas magnéticas para a obtencdo de um biorreator, que foi aplicado na
triagem de moléculas em extratos de produtos naturais, através da técnica affinity
selection mass spectrometry. Nesse intuito, o ensaio conhecido como ligand
fishing foi desenvolvido e aplicado para a prospec¢do de ligantes nos extratos
metandlicos da esponja marinha Topsentia ophiraphidites e da casca do caule de
Aspidosperma macrocarpon. Dentre o Feature-Based Molecular Networking, o
software MZmine foi utilizado para o pré-processamento e interpretagdo dos
cromatogramas de fingerprint obtidos por LC-HRMS do ensaio. Posteriormente,
o software Ichthus foi utilizado para alinhar as caracteristicas moleculares,
calcular a razdo de afinidade e, assim, distinguir os ligantes seletivos para a
enzima. Os ligantes foram inspecionados manualmente através de anélises no
perfil quimico dos extratos de produtos naturais € na amostra branco, para descarte
dos artefatos. ApoOs selecdo, os ligantes foram submetidos ao processo de
desreplicacdo com auxilio de plataformas como GNPS e em bases de dados como
Dicionario de Produtos Naturais, KNApSAcK Core System, MassBank,
PubChem, SciFinder, LIPID MAPS e HMDB.
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ABSTRACT

5'-DEOXY-5-METHYTHIOADENOSINE PHOSPHORYLASE
BIOREACTOR: FROM DEVELOPMENT TO APPLICATION IN AFFINITY
ASSAYS - 5'-deoxy-5'-methylthioadenosine phosphorylase (MTAP) is an
enzyme present in many organisms, including the parasite Schistosoma mansoni,
which causes schistosomiasis. The classic MTAP enzymatic assay is coupled to
the reaction of another enzyme and indirectly measures adenine formation. The
main disadvantage of these coupled assays is that any interference in the activity
of the second enzyme directly affects the activity of the main enzyme. Therefore,
an LC-UV chromatographic method was developed and validated to directly
monitor the catalytic activity of MTAP in the conversion of adenosine substrate
into adenine. The enzyme was covalently linked to the surface of magnetic
particles, to obtain a bioreactor that was applied in the screening of molecules in
extracts of natural products, through the affinity selection mass spectrometry
technique. For this purpose, the test known as ligand fishing was developed and
applied to prospect for ligands in methanolic extracts of the marine sponge
Topsentia ophiraphidites and the stem bark of Aspidosperma macrocarpon.
Among the Feature-Based Molecular Networking, the MZmine software was used
for the processing and interpretation of the fingerprint chromatograms obtained
by LC-HRMS of the assay. Subsequently, the Ichthus software was used to align
the molecular characteristics, calculate the affinity ratio and thus distinguish the
selective ligands for the enzyme. The binders were inspected manually through
analyzes in the chemical profile of the extracts of natural products and in the blank
sample, to discard the artifacts. After selection, the ligands were submitted to the
dereplication process with the support of platforms such as GNPS and databases
such as Dictionary of Natural Products, KNApSAcK Core System, MassBank,
PubChem, SciFinder, LIPID MAPS and HMDB.
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1. INTRODUCAO

1.1. Enzimas e ensaios de triagem de alta eficiéncia

Enzimas sdo biocatalisadores com alta especificidade e seletividade
¢ mediam o metabolismo fisiologico em uma variedade de processos nos
organismos vivos, sendo essenciais a vida.!? Por esse motivo, algumas doengas
estdo relacionadas a regulacdo anormal de enzimas, como por exemplo os
tumores, doencas cardiovasculares, inflama¢des ¢ doencgas do sistema nervoso

central.??

Diante disso, as enzimas sdo alvos para a triagem de moléculas
moduladoras de sua atividade, para que possam atuar como farmacos,’ tal como
a enzima que converte angiotensina I no potente vasoconstritor angiotensina I,
que exerce um papel essencial na regulagdo da pressao arterial. Com o uso dos
inibidores enzimaticos, como captopril e enalapril, a concentragdo de

angiotensina II é reduzida, acarretando na diminuigio da presséo arterial.*

A procura de novos compostos biologicamente ativos, de maneira
eficaz e sem impactar a seguranca ou qualidade®, tem induzido as pesquisas na
busca de estratégias alternativas ou novas ferramentas.®® O aspecto chave do
processo de descoberta de novos farmacos ¢ baseado no desenvolvimento de
metodologias para triagem de ligantes de alta eficiéncia em larga escala, os
ensaios HTS (do inglés, high throughput screening).’ Esses ensaios sdo
necessarios para analise de interagdes medicamentosas, avaliagdo da atividade
bioldgica e determinacdo das propriedades fisico-quimicas dos candidatos a

farmacos.>?

Os ensaios HTS frequentemente envolvem o uso de uma enzima alvo

purificada ou parcialmente purificada no rastreamento de moléculas em



bibliotecas de compostos sintéticos ou purificados de produtos naturais (PN’s).
De modo geral, esses ensaios permitem a avaliagdo rapida da interagdo entre um
alvo e uma molécula teste, visto que os estudos com células in vivo sdo muito
mais complexos e podem dificultar a identificacdo de inibidores mais fracos. Na
abordagem mais popular do HTS, os ensaios com a enzima ou alvo farmacologico
geralmente envolvem experimentos fluorimétricos, espectrofotométricos ou com
radioatividade através de placas multi-pogos e robdtica. No entanto, eles
apresentam necessidade de reagentes colorimétricos e/ou fluorimétricos
adequados para gerar um sinal e com isso podem apresentar interferéncias
causadas por compostos que possuem absorbancia ou fluorescéncia em

comprimentos similares ao reagente, ou resultados falso-positivos.!!:1?

Ademais, apesar da eficiéncia na identificagdo de novas substancias
bioativas, o HTS possui a limitacdo de conseguir analisar somente compostos
puros, sendo pouco vidvel o seu uso na avaliacdo para triagem de misturas ou
extratos de plantas medicinais, para descoberta de novas moléculas com potencial

biologico.!%13

Indubitavelmente, produtos naturais (PN’s) sdo colegdes de
moléculas com alta complexidade estrutural e estereoquimica com uma
diversidade de atividades bioldgicas.>!*"1® Entretanto, as industrias farmacéuticas

preferem as triagens em bibliotecas de moléculas sintéticas!*!¢

, pois os desafios
envolvidos na descoberta de fArmacos a partir de PN’s, como a complexidade das
amostras, o tempo e esforco para identificar e isolar os metabolitos, sdo fatores
que contribuiram para o declinio do seu uso pela industria farmacéutica dos anos

90 em diante.?

1.2. Produtos naturais

Ao longo da histéria, os PN’s desempenham um papel fundamental

3,14

na descoberta de compostos biologicamente ativos.'*!7 Espécies de plantas



como o opio (Papaver somniferum) e o alcaguz (Glycyrrhiza glabra) foram
mencionadas em tabuas de argila da Mesopotdmia, em 2600 a.C.!” Alguns dos
numerosos exemplos de medicamentos oriundos de compostos naturais aprovados
e utilizados pelo FDA (do inglés, Food and Drug Administration) sao a morfina,

penicilina, reserpina, galantamina, taxol, lovastatina, quinina e artemisinina
(FIGURA 1.1).1417.18
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FIGURA 1.1. Exemplos de farmacos derivados de produtos naturais.

Os PN’s sdao explorados pelas suas diversas fungdes biologicas e sao

produzidos a partir de intermediarios biosintéticos oriundos dos processos



celulares basicos, como a fotossintese e a glicolise. Esses intermediarios passam
por diversas modificagdes através de varios mecanismos e reacoes diferentes, o
que permite produzir uma infinita diversidade e complexidade estrutural de

moléculas.!®1°

Essas moléculas sdao produzidas como resultados de milhdes de anos
de evolucdo, da adaptacdo ao ambiente, como possiveis mecanismos de defesa
contra predadores, condi¢des de estresse e fatores ambientais.!®?* Ademais, existe
uma incontavel biodiversidade de organismos terrestres e marinhos que produzem
diferentes estruturas!® e estima-se que apenas 10% da biodiversidade do planeta

Terra foi seriamente estudada.!’

No entanto, apesar do enorme potencial, encontrar novos compostos
bioativos em PN’s é uma tarefa desafiadora que exige tempo, esfor¢o'* e sendo
necessario amplas abordagens interdisciplinares.! Além do mais, as matrizes
complexas de PN’s apresentam varios metabdlitos em baixas concentragdes,
sendo os processos tradicionais incapazes de detectar esses constituintes.?!"*? A
abordagem tradicional para a descoberta de compostos bioativos de origem
natural, concentra-se no isolamento das substancias e caracterizacdo estrutural,
seguido de testes com a molécula em sua forma isolada.. Esses processos
geralmente resultam no reisolamento de moléculas ja conhecidas, sdo
dispendiosos e laboriosos.!*?* Neste contexto, o uso de abordagens, que acelerem

o processo de identificagdo de novas substancias bioativas, sdo necessarias.

1.3. Novas abordagens de triagem em PN’s

A demanda por procedimentos eficientes e rapidos para a descoberta
de novos produtos bioativos, impulsionou o avango das tecnologias analiticas em
separagdo e aquisi¢do espectral.>* Os avancos obtidos com a cromatografia liquida
de ultra performance acoplada a espectrometria de massas de alta resolucao (LC-

HRMS) permitiram acelerar a anota¢do de compostos pela determinagdo da



formula molecular e comparacdes individuais entre os espectros adquiridos pelos

padrdes de fragmentacio carateristicos de cada composto.?#?°

Posto que esses avangos contribuiram imensamente para a anotacao
e desreplicacdo de muitos compostos, na atualidade o desafio estd em
anotar/identificar as substincias, uma vez que a quantidade/qualidade de
informacdes espectrais obtidas, requer longos periodos de verificacdo e

interpretacdo dos dados. 2+?7

Nesse sentido, a analise por redes moleculares (do inglés, molecular
networking) surge como uma das ferramentas disponiveis que auxilia o
processamento, compreensdo e organizagdo desses dados.?*?>22% Através de
algoritmos, a rede molecular agrupa os compostos da mesma classe de acordo
com as semelhangas espectrais de fragmentagao. Com o uso de softwares, bases
de dados publicas e/ou privadas & possivel comparar os dados obtidos para
anotagdo dos metabolitos.?** Uma das plataformas utilizadas com esse proposito
¢ o GNPS (do inglés, Global Natural Products Social Molecular Networking). O
GNPS ¢ uma plataforma online, de acesso publico, que armazena uma biblioteca
espectral de compostos e permite analisar grandes conjuntos de dados de
espectrometria de massas. 2?2930 Além de acessar a biblioteca espectral dos
compostos, ele permite que o pesquisador insira, de uma forma padronizada, seus

proprios espectros o que propaga informagdes espectrais.>*?

Esta abordagem alternativa, baseada na seletividade, sensibilidade e
velocidade na aquisicao de dados por espectrometria de massas, tornou-se uma
ferramenta valiosa na busca de novos compostos bioativos € que permite a
detec¢do de compostos minoritarios presentes na amostra.”’” Nesse intuito, a
capacidade de identificar de maneira rapida moléculas que interagem com um
alvo especifico através de triagens baseadas em afinidade ¢ um método
conveniente para separar potenciais ligantes de uma mistura complexa®' e

acoplado a espectrometria de massas oferece maiores vantagens.’!



Conhecida como sele¢ao de afinidade por espectrometria de massas
(do inglés, affinity selection mass spectrometry, AS-MS) ¢ uma técnica de triagem
que se tornou valiosa como uma das abordagens para identificar novos compostos
que interagem com alvos terapéuticos.”122%233132 A técnica AS-MS ¢ ideal para
triagem de moléculas em misturas complexas como os PN’s. Grandes bibliotecas
de compostos podem ser rapidamente testadas, com moléculas rastreadas através
da interagdo com um alvo terapéutico®'??3. De maneira geral, o ensaio AS-MS
consiste na incubacao de um receptor farmacologico (proteinas, enzimas, acidos
nucleicos) com colegdes sintéticas ou naturais .%!> 0 ensaio consiste na etapa de
incubagdo, para formag¢ao do complexo ligante-alvo, seguido das etapas de
lavagem e dessorcdo. A identificacdo dos ligantes € através de um indice ou razado
de afinidade e anotagdes dos compostos através da cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massas de alta resolugdo.’!? As intera¢des ndo especificas
sao limitagdes em métodos desta natureza, por esta razdo, geralmente as analises

sdo conduzidas com experimentos controle.

Muitas industrias farmacéuticas e de biotecnologia implementaram
protocolos utilizando a técnica AS-MS'?*? por oferecer varias vantagens quando
comparada a técnica de HTS convencional’: o AS-MS ndo necessita de
cromoéforos, radioisotopos ou fluorescéncia e ndo sofre interferéncia de
compostos absorventes e fluorescentes, evitando assim os resultados falso-
positivos do HTS convencional;'> permite analisar rapidamente bibliotecas
combinatorias pois os compostos sdao identificados pelo seu valor de massa

9,12

exata;”'~ a AS-MS pode ser usada para diferentes tipos de alvo como receptores,

enzimas, proteinas de membranas, etc.”!? ; ¢ compativel com alvos novos € pouco
estudados pois nao depende de um conhecimento avangado da sua estrutura ou

funcdo.!?3?

A seguir, na TABELA 1.1, adaptada de McLAREN et al.*}, sdo

descritas algumas caracteristicas de ensaios HTS acoplados a espectrometria de



massas, com a AS-MS aqui discutida, bem como outras técnicas utilizadas para

triagem de compostos.

TABELA 1.1. Caracteristicas de ensaios HTS acoplados a espectrometria de

massas. Adaptado de McLAREN et al 3

Ciclo de Numero
Técnica tempo por de Caracteristicas
amostra (s)* compostos

Analises flexiveis devido a

Parallel LC- 3 s capacidade de realizar
15-30 10°-10 . ,
MS separacao cromatografica antes
da deteccdo por MS

Atualmente, a técnica mais
rapida para realizar uma
limpeza cromatografica antes
da deteccao por MS

RapidFire-MS 610 10° - 10°

Introducao direta de amostras
ADE-OPI-MS 0,3-1,2 104~ 10° liquidas e alta tolerancia de

matriz
Introducao direta de amostras
MIST-MS 0,3-0,5 10* - 10° . o
’ ’ sem a necessidade de dilui¢Oes
Aplicabilidade para triagens
SAMDI-ToF- ..
MS ? 1-2 10~ 10° baseadas em atividade e
afinidade
Necessario pouco volume de
MALDI-ToF- amostra, vantajosa para
0,2-1,5 10*—10°
MS ’ ’ moléculas grandes e alta

tolerancia de matriz

Maiores rendimentos,
apontamento das classes
A > 60 10°-10°
AS-MS através das plataformas de MS

atuais

* Apenas para as analises instrumentais, nao incluindo o tempo para o preparo das

amostras.



Dentre as AS-MS, diferentes abordagens podem ser realizadas para
identificar compostos bioativos. As estratégias mais bem sucedidas e amplamente
utilizadas sdo a ultrafiltragao pulsada, cromatografia por exclusao de tamanho e

selecdo por afinidade utilizando particulas magnéticas.” 122231

A ultrafiltragdo pulsada ¢ realizada em solugdo, onde uma mistura de
compostos ¢ incubada com o alvo macromolecular (como proteinas ou RNA).
Depois que o equilibrio € alcangado, a ultrafiltracdo ¢ utilizada para separar os
complexos ligante-alvo. Para uma ultrafiltracdo mais rapida, sdo utilizados de
poros do méximo tamanho permitido, desde que retenham o alvo

macromolecular.?'%2

O ensaio utilizando cromatografia por exclusdo de tamanho, assim
como a ultrafiltragdo pulsada, ¢ realizado em solugdo com uma mistura de
compostos incubados com o alvo macromolecular. Apdés o equilibrio, a
cromatografia por exclusdo de tamanho ¢ utilizada para separar os grandes
complexos formados de ligantes-receptores das moléculas menores que sao os
compostos que nao apresentaram afinidade pelo alvo. Em seguida, esses
complexos macromoleculares sdo eluidos e desnaturados utilizando solvente
organico para liberar os ligantes que sdo analisados por espectrometria de
massas.”? Dois métodos utilizando esta técnica sdo muito bem estabelecidos: o
SpeedScreen, desenvolvido pela Novartis, € o Automated Ligand Identification
System, introduzido pela farmacéutica NeoGenesis e adquirido pela Merck &

Co.9-33

Diferentemente dos métodos acima descritos, a sele¢do por
afinidade utilizando particulas magnéticas ¢ uma alternativa de ensaio em fase
solida que complementa os ensaios em solugdo. Neste ensaio o alvo biomolecular
(como proteinas ou enzimas) ¢ imobilizado em particulas magnéticas e
posteriormente incubado com a colecdo em triagem. O magnetismo das particulas
¢ utilizado para separar os complexos formados de ligante-alvo imobilizado, das

moléculas que ndo apresentaram afinidade. Em seguida, os ligantes que



apresentaram afinidade sdo removidos para andlise por espectrometria de
massas.?>>* Para a aplica¢do desta técnica, ¢ importante garantir que o processo

de imobiliza¢do ndo afete a funcionalidade da biomolécula.’

Além de rastrear bibliotecas combinatorias de compostos sintéticos
ou isolados de PN’s, a AS-MS também ¢ compativel com misturas complexas
como extratos de plantas, fungos ou outros microrganismos, o que fornece uma
imensa gama de moléculas para a descoberta de novos compostos bioativos. Com
a AS-MS, novas aplicagdes diversificadas e inovadoras estdo sendo realizadas.
Ademais, os avancos em espectrometria de massas, automacao e analise de dados

continuardo a melhorar a produtividade e o rendimento da técnica.!*??

Em ensaios de afinidade utilizando proteinas imobilizadas, o0 AS-MS
geralmente, tem sido referido como ligand fishing.33>*! Varias técnicas como
encapsulamento, ligagdo covalente, ligagdo cruzada foram relatadas como
abordagens para o ligand fishing.’® Esses ensaios sdo considerados um modo
eficiente, conveniente e rapido para separar potenciais candidatos em uma mistura
complexa, pois ndo necessita que todos os componentes estejam separados.
Varios tipos de alvos bioldgicos podem ser aplicados nos ensaios baseados na
afinidade, como enzimas, neurotransmissores, DNA, proteinas de transporte e

quaisquer outras bio-macromoléculas.®?!

Para enzimas, um excelente suporte para imobilizacdo sdo as
particulas magnéticas (MB, do inglés, magnetic beads), devido a alta area de
superficie disponivel, que propicia interacdes eficientes com os analitos; ao
paramagnetismo, que permite que a enzima imobilizada seja separada de uma
mistura complexa através da aplicagdo de um campo magnético externo; a

praticidade no manuseio ¢ a elevada estabilidade enzimatica.3® 042

A FIGURA 1.2 evidencia como ¢ realizado este ensaio e quais sao as
etapas do processo até a detec¢do dos compostos. As particulas magnéticas

revestidas da proteina alvo (MB-P) sdo imersas diretamente na mistura de
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interesse ou extrato de produtos naturais (etapa de carregamento) e, apds um
periodo de incubagdo, os compostos que possuem afinidade pela proteina ficam
retidos por ela no biorreator. Apds etapas de lavagem para remocao dos
compostos que ndo apresentaram afinidade, ¢ realizada a etapa de dessor¢cao dos
ligantes retidos. A interagao das MB-Ps com um campo magnético permite, entdo,
a facil separacao do biorreator da mistura complexa, sendo a grande vantagem do
ensaio de ligand fishing.®®

Extrato de PN
2

Etapa de lavagem

|IIr J.t ) \Z‘-'-' If ® | & |f: s y _a-'l |'; o ~I‘| ll' -
el L = |
| Y ) Y
Etapa de carregamento Etapa de ;iessorgﬁo
1
{ J
|
Etapa de analise e identificacio dos ligantes
4

FIGURA 1.2. Etapas envolvidas nos ensaios de ligand fishing. Etapa 1:
carregamento com uma biblioteca natural ou sintética e incubag¢do por tempo
estabelecido; Etapa 2: lavagem para retirada dos compostos nao retidos, de 2 a 3

vezes; Etapa 3: dessorcao dos ligantes; Etapa 4: Andlise do dessorbato.

As particulas magnéticas tém sido produzidas e estdo disponiveis

comercialmente em diferentes tamanhos (nm a um) e com diferentes superficies



11

e propriedades fisico-quimicas. As particulas sdo constituidas de um material
magnético, como oxido de ferro, cobalto ou niquel, e funcionalizadas com
diferentes grupos quimicos que permitem derivagdo. As particulas mais
comumente utilizada sdo de magnetita (Fe;04).>>* No ensaio de ligand fishing,
fatores como tempo de incubac¢do da mistura complexa com o biorreator, lavagens
e dessorcao dos ligantes retidos sdo varidveis que devem ser avaliadas para cada
caso, bem como os tipos de solucao utilizados em cada etapa do ensaio. A solugdo
de dessor¢do deve ser capaz de romper a interagdo entre o ligante e a proteina,

para que os compostos retornem ao sobrenadante para serem analisados.*

A combinagdo deste ensaio com cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas de alta resolucao permite a deteccao e identificagao das
estruturas dos bioativos que interagiram com a proteina.®® Além disso, o ensaio
de ligand fishing possibilita a identificacdo de metabolitos secundarios de baixa
concentracdo no extrato, mas que possuem alta afinidade pela enzima ou a
identificagdo de ligantes de baixa afinidade, que podem ser negligenciados em

outros ensaios de triagem.”

1.4. Imobilizacdo de enzimas

As enzimas em suas condi¢des ideais de pH, temperatura, solvente e
pressdo sdao extremamente eficientes para as reagdes nas quais catalisam, devido
a especificidade, regio-, quimio- e estercosseletividade. No entanto, para
aplicagdes industriais e entre outros processos, suas condi¢des funcionais sdo

limitadas.!»?%

A procura crescente por biocatalisadores para o desenvolvimento de
processos quimicos mais sustentaveis, aumentou a necessidade de estratégias para
expandir o desempenho enzimatico e superar as desvantagens citadas. Nesse

sentido, a imobilizacdo enzimdatica pode fornecer uma ampla variedade de
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beneficios, tais como melhorar a sua resisténcia térmica, ampliar sua faixa de
pH;* maior estabiliza¢o a ataques quimicos ou ambientais; melhor desempenho
da enzima sob condic¢des reacionais extremas, resisténcia a desnaturagio;* além

da recuperacdo da enzima para reutilizag@o ao final do processo.

A imobilizagdo enzimatica ¢ um termo empregado para confinar uma
enzima soltivel em um suporte sélido insolivel em meio aquoso ou organico,
tornando, assim, a enzima imobilizada robusta, resistente a mudangas ou

condi¢des ambientais adversas e podendo ser aplicada em processos continuos.!

Quanto ao processo de imobilizacdo, existem diferentes métodos
como ligacdo a um suporte (i6nica ou covalente), encapsulagdo, confinamento,
adsorcdo, reticulagdo, entre outros*® (FIGURA 1.3), como também diferentes
tipos de suporte: particulas magnéticas, fibras mesoporosas, grafeno, nanotubos

de carbono, nanoesferas de silica, quitosana e outros.’**

Confinamento Encapsulagio

Adsor¢do Ligagdo covalente

i S ';*/Grupo reativo

ol LenTy w0 o Grupo nucleofilico
s B

* . ) W, ¥ \‘.l . i *)\-*

¥ i .
FIGURA 1.3. Métodos de imobiliza¢ao de enzimas: confinamento, encapsulagao,

adsorcdo, ligacdo covalente e reticulagio.*
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A escolha do método, do suporte de imobilizacdo e das condicdes
Otimas para imobilizar uma enzima sao totalmente empiricas. Todos os métodos
apresentam vantagens e desvantagens, onde a escolha mais adequada dependera
das caracteristicas de cada enzima, da aplicacdo, das propriedades do substrato,

estabilidade quimica e biologica.*

1.5. A enzima 5’-deoxi-5’-metiltioadenosina fosforilase

(MTAP)

A 5’-deoxi-5’-metiltioadenosina fosforilase (MTAP, EC 2.4.2.28),
dentre os membros da familia das Purina Nucleosideo Fosforilase (PNP), ¢ uma
enzima que tem sido encontrada em mamiferos e em outros organismos. A MTAP
catalisa a fosforilacao reversivel de 5’-metiltioadenosina (MTA), um nucleosideo
formado a partir de S-adenosilmetionina por varias vias independentes. Os
produtos da reagdo sdo adenina e 5-metiltioribose-1-fosfato (MTR1P)*’ (FIGURA
1.4).
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FIGURA 1.4. Reagdo catalisada pela MTAP: Clivagem fosfolitica de MTA em
adenina e MTRI1P.
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Os nucleotideos de purina sdo essenciais em todas as células vivas,
para sintese de DNA, RNA e outros metabolitos.*®* Os componentes especificos
desses nucleotideos sdo uma base nitrogenada, pentose e fosfato. As bases
nitrogenadas podem ser derivadas de pirimidinas (timina, citosina e uracila) e

purinas (adenina e guanina).*®

A obtencdo desses nucleotideos pode ocorrer de duas maneiras:
através da via “de novo” e/ou da via de salvac¢do, também conhecida como de
recuperacdo. A via “de novo” utiliza precursores mais simples para a sintese,
como precursores metabolicos aminoacidos, CO,, NH; e ribose 5-fosfato. No
entanto, a via de salvacao reutiliza purinas pré-formadas de maneira endégena ou
exogena, reciclando bases livres e os nucleotideos liberados na quebra de &cidos

nucléicos.*4°

Os mamiferos utilizam as duas vias para a sintese dos nucleotideos
purinicos, enquanto os parasitas dependem exclusivamente da reutilizagdo das
purinas existentes e nao sao capazes de sintetiza-las a partir de moléculas mais

simples.® !

O parasita humano Schistosoma mansoni (S. mansoni), € o principal

31555 uma  doenca considerada

parasita causador da esquistossomose
negligenciada, cujo impacto socioecondmico s6 ¢ superado pela malaria.>® A
esquistossomose ¢ relatada em mais de 70 paises e afeta mais de 200 milhdes de
pessoas no mundo, sendo que a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) a
considera como um problema de satide publica mundial, pela gravidade da
infeccdo em humanos. A doenga que ¢ transmitida pela dgua ou hospedeiros
intermediarios, de muitas partes tropicais e subtropicais do mundo, esta associada

a pobreza, onde as condi¢des higiénicas e sanitarias sdo limitadas.*®-5%33-5

No momento atual, ndo existe uma vacina anti-esquistossOmica
eficaz e o tnico medicamento disponivel para controlar a doenca ¢ o praziquantel

(PZQ), um derivado pirazino-isoquinoleinico (FIGURA 1.5), que foi



15

desenvolvido em 1970. 357 O PZQ ¢é ativo contra todas as espécies de
esquistossoma e tem baixos efeitos colaterais, no entanto, se mostrou ineficaz
contra o estagio larval do parasita. Ademais, ja foi observado que ciclos repetidos
de uso do PZQ em criancas de areas endémicas da doenca, levaram a falhas
terapéuticas do medicamento, ¢ a ineficacia no tratamento em viajantes que
retornam dessas areas, traz preocupagdes crescentes sobre resisténcia ao

medicamento.”>>

FIGURA 1.5. Estrutura quimica do praziquantel. Nome IUPAC, (R)-2-
(cyclohexylcarbonyl)-1,2,3,6,7,1 1b-hexahydro-4H-pyrazino (2,1-a)isoquinolin-

4-one.

O S. mansoni teve seu metabolismo purinico estudado por Senft e

colaboradores’®¢

e Dovey® entre os anos de 1970 e 1980. Os autores
demonstraram que, ao contrdrio do seu hospedeiro, S. mansoni depende
exclusivamente da via de salvagdo para aquisicdo de purinas, pois ndo possui a
via biossintética de purinas “de novo”. A FIGURA 1.6, esquematiza de forma

adaptada as varias vias de salvag¢do de purinas em S. mansoni.
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g ADK NDPK
ADENOSINA AMP = ADP =— ATP
MTAP o ADSL
ADENILOSUCCINATO
ADA ADENINA ADSS
IMP
INOSINA MPoH
\ S xme
HIPOXANTINA e
PNP HGPRT
GUANOSINA — > GUANINA —— GMP GDP GTP
GK NDPK

FIGURA 1.6. Esquema da via de salvacdo de purinas em S. mansoni. ADA —

adenosina desaminase, PNP - purina nucleosideo fosforilase, HGPRT -
hipoxantina guanina fosforibosiltransferase, APRT — adenina
fosforibosiltransferase, AK — metiltioadenosina fosforilase, ADSL -

adenilosuccinato liase, ADSS — adenilosuccinato sintase, IMPDH - inosina
monofosfato desidrogenase, GMPS — GMP-sinsetase, GK — guanilato kinase,
ADK - adenilato kinase, NDPK — nucleosideo difosfato kinase, MTAP - 5°-
deoxi-5’-metiltioadenosina fosforilase. Adaptado de SENFT®!

Em S. mansoni a enzima MTAP ¢ capaz de acelerar reacoes
quimicas celulares mesmo na auséncia de fosfato, seu substrato por natureza.
Além disso, a enzima MTAP desse parasita possui uma caracteristica diferente
quando comparada com as encontradas em mamiferos, que ¢ um baixo valor de
K para o substrato adenosina e andlogos.’* Ou seja, a afinidade de MTAP de S.
mansoni € maior por adenosina do que com seu proprio substrato natural, o MTA.
No parasita, a enzima MTAP tem um mecanismo de agdo completamente
diferente do que ¢ apresentado no organismo humano, auxiliando-o na sintese de
DNA e na obten¢do de energia, sendo assim, vital para o organismo. A enzima
em S. mansoni converte diretamente adenosina em adenina, todavia em humanos,

a conversdo ¢ feita em duas etapas por outras enzimas.>!->*
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A enzima MTAP do parasita (SmMTAP) ¢é uma proteina que
apresenta 299 residuos de aminoacidos, sendo que 16 sdo inexistentes na MTAP
humana. Quando comparadas, as enzimas possuem 46% de identidade sequencial.
Essas enzimas, responsaveis pela clivagem fosfolitica da liga¢do glicosidica em
nucleosideos, sao estruturalmente classificadas em duas familias conhecidas
como Nucleosideo Fosforilase I e II (NP-I e NP-II). A estrutura da SmMTAP ¢
similar as NP-I de baixo peso molecular, que consiste em um trimero de
subunidades idénticas relacionadas por um eixo de simetria de ordem 3, com um
barril distorcido central contornado por a-hélices, como mostrado na FIGURA

1.7

FIGURA 1.7. Trimero da MTAP de S. mansoni. Em amarelo, ligantes na interface
entre as subunidades. Estrutura secundaria em cores diferentes: Hélices em rosa;

Loops em cinza e folhas em azul.*®

De acordo com Souza*®, na compara¢io das estruturas da MTAP de
S. mansoni e de H. sapiens foi possivel identificar trés mutacdes no sitio ativo,
sendo que duas delas parecem estar diretamente ligadas com a preferéncia (menor

valor de Kv) por adenosina ao seu substrato natural; o MTA, e com a catalise da
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enzima na auséncia de fosfato, uma evolugdo que proporcionou uma melhor

adaptacao ao parasita, respectivamente.
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2. OBJETIVOS

Desenvolver biorreatores com a enzima heteréloga MTAP de S.
mansoni covalentemente imobilizada em particulas magnéticas, para serem

empregados na triagem de ligantes da enzima.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1. Materiais

Todos os procedimentos cromatograficos analiticos aqui descritos,
referentes ao monitoramento de atividade e caracterizacdo da SmMTAP em
solugcdo e imobilizada, foram realizados utilizando um cromatoégrafo liquido
composto por duas bombas quaternarias de UHPLC LC-30AD série NEXERA
X2 da SHIMADZU, com auto-injetor SIL-30AC, forno CTO-30A e valvula
seletora para a comutagdo de colunas e desenvolvimento de métodos analiticos
usando o sistema Method Scouting Solution. Uma interface modelo CBM-20A
conecta o sistema, com um detector de ultravioleta com comprimento de onda
variavel SPD-M30A e a aquisi¢ao e processamento dos dados foi realizada através

do software Lab Solutions.

Para a andlise dos ensaios de ligand fishing com os extratos de
produtos naturais, foi utilizado um equipamento de espectrometria de massas de
alta resolucdo (do inglés, High Resolution Mass Spectrometry - HRMNS)
utilizando o sistema UHPLC Agilent 1290 Infinity I (Agilent Technologies)
composto por uma bomba binaria (G7120A -),
auto-injetor e compartimento de colunas (G7129B — 1290) e detector
de ultravioleta de comprimento de onda varidvel (G7114B — modelo 1260 Infinity
IT — VWD), acoplado ao espectrometro de massas de alta resolugdo do tipo
QqTOF (Bruker Daltonics — Impact HD) equipado com fonte de ionizagdo por
electrospray (ESI). A aquisicdo e processamento dos dados foi realizada

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

Alemanha).

As particulas magnéticas (MB,), utilizadas na imobilizagdo de
proteina, foram adquiridas de dois fabricantes diferentes, e suas caracteristicas

estdo listadas na Tabela 3.1 a seguir.
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TABELA 3.1. Informagdes sobre particulas magnéticas.

Concentracio

Tamanho
estoque

Fabricante = Nome Descricio

Oxido de ferro com

Bioclone revestimento de silica,

™ -1
Inc BeMag funcionalizada com 50 mg mL 1.0 pm
aminas primarias
Sigma Oxido de ferro
- . . -1
Aldrich Sigma revestido com grupos 50 mg mL 1,0 um
amino

O solvente organico acetonitrila de grau HPLC foi obtido
comercialmente da Merck, Honeywell e J.T. Baker. A dgua ultrapura utilizada na
composicado das fases moveis e preparacao de solugdes foi obtida em um sistema

Milli-Q (MILLIPORE, Merck).

O formiato de sodio, obtido comercialmente de Sigma-Aldrich, foi
utilizado em solu¢do 1 mmol L' (acetonitrila: 4gua, 4:1, v/v) para calibrar o

espectrometro de massas.

A pesagem de padrdes foi realizada em balancga analitica modelo HR-

200 (A&D Weighing), com precisdo de 0,0001 g.

As amostras ou reagentes foram solubilizados com auxilio do
ultrassom modelo 1510 (BRANSON). E a homogeneizacao das solucdes foi
efetuada em vortex modelo Lab Dancer (IKA).

As medidas e ajustes de pH foram efetuadas em pHmetro PG1800
(Gehaka), com precisdao de 0,01 unidade.

Para a imobilizagdo em particulas magnéticas, foi utilizado o agitador
rotatorio, modelo Revolver (Labnet), com velocidade fixa de 20 rpm, com

capacidade para microtubos de 1,5 € 2 mL e tubos Falcon de 15 e 50 mL.
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Para as separagdes das particulas do sobrenadante, foi utilizado o
separador magnético manual para seis microtubos de 1,5 mL, modelo WM206

(Wang Yuan Biotech).

As amostras foram centrifugadas na centrifuga modelo 5415 R

(Eppendorf).

O calibrante formiato de sodio foi infundido no sistema de
espectrometria de massas com auxilio de uma bomba seringa de 1 via LEGATO®

110 DRS (Kd Scientific).

O glutaraldeido (solugdo 25% em agua), fostato de potéssio, acetato
de amoénio, acido formico, acido acético, acido cloridrico, hidroxido de potassio,
hidroxido de amonio, tris(hidroximetil)aminometano (TRIS), adenosina
(substrato), adenina (produto), catequina, epicatequina, quercetina, cafeina e

tubercidina foram adquiridos da Sigma-Aldrich.

Todos os outros reagentes utilizados foram de grau analitico e

adquiridos da Sigma-Aldrich.

3.2. A enzima MTAP

A enzima MTAP de S. mansoni que foi gentilmente doada pela Profa.
Dra. Marcela Cristina de Moraes, foi expressa e purificada no Laboratério de
Sintese Organica, Cromatografia e Quimica Ambiental (SINCROMA), Instituto
de Quimica — Departamento de Quimica Organica, Universidade Federal
Fluminense em quantidade suficiente para os estudos a serem realizados neste

presente trabalho.

Resumidamente, para a expressdao da enzima o plasmideo pET28a,
que possui o gene da SmMTAP, foi transformado em células de bactérias

competentes Escherichia coli BL21 (DE3) codon plus. Para a expressdo da
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enzima, foi utilizado 500 mL de meio 2x (Triptone, Yeast extract) suplementado
com 50 pg mL! de kanamicina e 10 ug mL™! de clorafenicol, inoculado com uma
cultura crescida por 16 horas contendo o plasmideo. Os tubos foram mantidos sob
agitacao (250 rpm) até que a DO (densidade 6ptica) fosse igual ou superior a 0,6.
A expressio da proteina foi induzida com 100 umol L! de IPTG. O produto da
expressao foi centrifugado por 20 minutos a 9000 g, o pellet foi suspendido com
50 mL de tampao de lise (NaH,PO, 50 mM, pH 7,4, NaCl 300 mmol L!, imidazol
10 mmol L' e B-Mercaptoetanol 5 mmol L). As bactérias foram lisadas por

sonicacao e novamente centrifugadas por 20 minutos a 9000 g.

Para a purificagdo, foi utilizada cromatografia por afinidade, onde o
extrato bruto contendo a proteina foi aplicado na coluna contendo a resina
cromatografica Chelating Sepharose Fast Flow da GE Healthcare. A coluna foi,
entdo, lavada com 10 volumes de tampdo de lavagem (NaH,PO450 mmol L' pH
7.4, NaCl 300 mmol L', imidazol 20 mmol L'e B-Mercaptoetanol 5 mmol L1).
Para a eluicao da proteina ligada na coluna, foi utilizado 1,5 volume de tampao
de elui¢do (NaH,PO, 50 mmol L pH 7,4, NaCl 300 mmol L, imidazol 200
mmol L' e B-Mercaptoetanol 5 mmol L'). A SmMTAP foi, entdo, dialisada
contra Tris 20 mmol L' pH 7,4, NaCl 200 mmol L' ¢ de B-Mercaptoetanol 10
mmol L' e concentrada até 10 mg mL-!. A proteina foi armazenada a -80 °C com

50% de glicerol, concentracao final.

A enzima foi enviada em tubos eppendorfde 1,5 mL, em tampao Tris
20 mmol L pH 7,4, de NaCl 200 mmol L', B-Mercaptoetanol 10 mmol L' e 1,8
mg mL-!. Para as rea¢Oes de atividade catalitica e todos os procedimentos do
trabalho, a SmMTAP foi dialisada contra tampdo fosfato de potassio 100 mmol L
!, pH 7,4, por 9 horas e armazenada a -20 °C.
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3.3. Extratos naturais

O extrato do organismo marinho, a esponja Topsentia ophiraphidites,
foi gentilmente cedido pela Profa. Dra. Alessandra L. Valverde do Instituto de
Quimica — Departamento de Quimica Orgéanica, Universidade Federal
Fluminense. A amostra foi coletada pela Profa. Dra. Rosangela de A. Epifanio no
Arquipélago de Fernando de Noronha em 1998, identificada pelo bidlogo Dr.
Guilherme Muricy (Laboratorio de Porifera, Museu Nacional, Universidade
Federal do Rio de Janeiro), e depositada no Museu Nacional. Este trabalho esta
registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do

Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob o codigo AB724BB.

O extrato de T. ophiraphidites sob o codigo FN 031, foi coletado na
Ponta da Sapata, com profundidade de 20-23 m e exsicata depositada no Museu
Nacional 22336. O extrato foi preparado por maceragdo estdtica com etanol por
7 dias, seguido da mistura de acetato de etila e metanol (1:1, v/v), por duas vezes
também por 7 dias cada. Apos, o extrato teve seu solvente removido com auxilio
de um rotaevaporador a vacuo (BUCHI Brasil Ltda) e um concentrador a vacuo
refrigerado Savant Speedvac (Thermo Fisher Scientific) e, armazenado em freezer

a-20 °C.

O extrato de Aspidosperma macrocarpon foi coletado nas
dependéncias da Universidade Federal de Cataldo (UFCAT), no municipio de
Catalao - GO em 19 de fevereiro de 2021, sendo os dados e as coordenadas do
GPS (S18°09'16.4"; W47°55'43.2"). Esta parte do trabalho foi realizada pela
Profa. Dra. Richele Priscila Severino com o auxilio do Prof. Dr. Hélder Nagai
Consolaro (Instituto de Biotecnologia - UFCAT), o qual realizou a identificacao
da espécie. O material vegetal (folhas, cascas do caule e caule) foi seco a
temperatura ambiente e posteriormente submetido a maceragdo com etanol grau
HPLC, sendo realizadas trés extragdes de trés dias cada. Apos cada extracdo, o

material foi filtrado e o solvente evaporado em evaporador rotativo a baixa
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pressao, obtendo-se os extratos etanolicos das folhas, cascas e caule que foram

armazenados em freezer a -20 °C.

3.4. Teste de atividade da SmMTAP em solucio tampiao

fosfato

As reacoes de atividade foram realizadas em eppendorf de 1,5 mL
contendo adenosina 20 umol L', 5 uL da fracdo da enzima SmMTAP e volume
final ajustado para 200 uL com tampao fosfato de potassio 100 mmol L', pH 7,4.
A reacdo foi incubada a temperatura ambiente do laboratorio, por 10 min. Em
seguida, foi adicionado 200 uL de acetonitrila (ACN) com posterior centrifugacado
a 9.300 g, 10 min, a 4 °C. O sobrenadante (5 uL) foi injetado em LC-UV nas

condi¢des descritas no topico 3.5.

3.5. Osistema LC-UV

Para monitorar a atividade catalitica da SmMTAP de maneira direta,
com a conversdo de adenosina para adenina, foi utilizada uma coluna Acquity
UPLC BEH Amide (100 x 2.1 mm, 1,7 um, Waters), modo de elui¢ao isocratico,
com fase movel composta por ACN/H,O 85:15 (v/v), contendo 0,1% de 4cido
formico, vazdo 0,300 mL min’!, forno a 45 °C, detec¢do em 245 nm e tempo de

corrida de 5 min.

As analises foram realizadas no UHPLC LC-30AD série NEXERA
X2 da SHIMADZU, com detalhes descritos na secao 3.1.
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3.6. Teste de pH com tampdoes volateis para SmMTAP

Para o teste de pH com tampdes volateis, foi utilizado os tampdes
acetato de amonio (pH: 4,2; 5,2; 8,2 € 9,2) e bicarbonato de amdnio (pH: 6,8; 7,0;
7,2; 7,4 ¢ 7,6) ambos na faixa tamponante dos respectivos sais € na concentracao
de 10 mmol L. As reagdes cataliticas para enzima foram realizadas como
descrito no topico 3.4 e 3.5, em triplicata, utilizando os pHs citados, e analisadas

por LC-UV conforme descrito na se¢do 3.1.

3.7. Qualificacdo do método de LC-UV para SmMTAP

O estudo de linearidade do método foi realizado através da
construcdo de curvas analiticas com padrao externo. Para isso, uma solucao
estoque de adenina 1 mmol L! foi preparada em tampao fosfato de potassio, 100
mmol L, pH 7,4. As solugdes de trabalho para as curvas analiticas e controles de

qualidade (CQs) foram preparadas a partir da solucao estoque.

As concentragdes utilizadas para curva foram: 16; 20; 32; 64; 128;
256; 512; € 600 pmol L e, 0os CQs: 25; 256 € 415 umol L', Para tanto, em tubos
eppendorf foi transferido volumes em plL da solugdo de trabalho adenina (de
acordo com a concentragao utilizada na curva) onde o tampao fosfato de potéssio,
100 mmol L, pH 7,4 foi usado para corrigir o volume para 200 puL. Em seguida,
foi adicionado 200 pL de ACN. A mistura foi centrifugada a 9.300 g, 10 min e 4
°C. O sobrenadante foi transferido para vials do auto-injetor e injetado em LC-
UV, como descrito na se¢do 3.5. Os critérios para a concentracdo dos CQs do
método foram: 1) CQ de menor concentracdo em até 3 vezes a concentragao do

menor ponto da curva; i1) CQ de concentragcdo intermedidria entre 40-60% da
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concentracdo do maior ponto da curva e ii1) CQ de maior concentragao entre 75-

95% da concentracao do maior ponto da curva.

Os padroes da curva de calibracdo foram preparados em triplicata e
a curva analitica construida através de regressao linear, a partir da area do pico de

adenina em funcao de sua concentracao.

Foram avaliados a seletividade, linearidade, precisao e exatidao intra
e inter-lotes. A seletividade foi avaliada através da inje¢ao da matriz isenta do
padrdo, onde nao foi observado a presenca de nenhum pico no mesmo tempo de

retencao.

A precisao do método foi expressa como o coeficiente de variacao
(CV%). A exatidao foi determinada pelo célculo de volta e expressa em
porcentagem, como a razao do valor médio encontrado e o valor de referéncia das
concentragdes preparadas. A precisdo e exatiddo intra e inter-lotes foram

mensuradas analisando-se trés replicatas dos trés niveis de CQs.

3.8. Caracterizacao cinética de SmMTAP

Apos a qualificagao do método, os parametros cinéticos da SmMTAP

foram determinados na presenca e auséncia de fosfato.

Nesse intuito, a concentragao de adenosina para a determinacao do
Ky no tampdo fosfato de potéassio variou entre 8 e 600 pmol L', enquanto para a
determinagdo do Ky em tampdo bicarbonato de amoOnio a concentragdo de

adenosina variou entre 0,5 ¢ 10000 umol L.

As reacoes de atividade foram realizadas em eppendorf de 1,5 mL
contendo adenosina variando nas concentragdes citadas anteriormente para cada
tampao, 5 uL da fragdo da enzima SmMTAP e volume final ajustado para 200 uL

com tampdo bicarbonato de amonio 10 mmol L, pH 7,6 ou tampio fosfato de
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potassio 100 mmol L' pH 7,4. A reagio foi mantida a temperatura ambiente do
laboratorio, por 10 min, seguido da adi¢cao de 200 uLL de ACN e centrifugacao a
9.300 g, 10 min, a 4 °C. O sobrenadante foi1 transferido para vials do auto-injetor

e injetado em LC-UV, como descrito na se¢do 3.5.

Os experimentos foram realizados em triplicata e as constantes de
Michaelis-Menten aparente (Kwapp), para ambos os substratos, foram estimadas

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

3.9. Imobilizacdo de SmMTAP em particulas magnéticas

De acordo com protocolo estabelecido no grupo de pesquisa®®, com
modificagdes, realizou-se a imobilizacdo da enzima em particulas magnéticas

(MB).

Inicialmente, pesou-se 5 mg de particulas magnéticas (Bioclone) em
4 eppendorfs diferentes e lavou-se cada uma com 1,0 mL de tampao fosfato de
potassio 100 mmol L' pH 7.4 por 3 vezes, sempre em ciclos de 10 s de agitagio
em vortex € 2 minutos no separador magnético. Em seguida, em 2 eppendorfs foi
adicionado 1 mL de uma solu¢do de glutaraldeido 5% em tampao fosfato e nos
outros 2 eppendorfs restantes foi adicionado 1 mL de uma solucao glutaraldeido
2,5%. As solucdes foram deixadas sob agitacao a temperatura ambiente, por 3 h,

em agitador rotatdrio.

Apos este procedimento, as 4 aliquotas de particulas foram lavadas
cada uma por 3 vezes com 1 mL de tampdo fosfato 100 mmol L' pH 7,4 ¢, em
seguida, adicionado 500 pL da solu¢dao da enzima SmMTAP com concentragao
de 0,08 mg mL!. As solu¢des foram mantidas por 4 ¢ 8 horas, a 4 °C, sob agitacdo

suave em agitador rotatorio.
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Apo6s o procedimento de imobilizacdo, os 4 biorreatores foram
denominados MTAP-MB ¢ lavados 3 vezes com tampdo fosfato 100 mmol L' pH
7,4, sempre em ciclos de 10 s de agitagdo em vortex e 2 minutos no separador
magnético. Assim, foram obtidos dois biorreatores com 8 h de imobilizagao,
sendo um com 5% de glutaraldeido e outro com 2,5% (MTAP-MB 8 h 5% e
MTAP-MB 8 h 2,5%). Os outros dois biorreatores foram obtidos com 4 h de
imobilizagdo, sendo também um com 5% de glutaraldeido e outro com 2,5%
(MTAP-MB 4 h 5% ¢ MTAP-MB 4 h 2,5%). Os biorreatores foram avaliados

frente a atividade catalitica da enzima, conforme descrito a seguir na se¢ao 3.10.

Outros dois experimentos de imobilizagdo foram realizados nas
condigoes descritas: 5 mg de particulas, com 2,5% de glutaraldeido e 4 horas de
imobilizagdo. O processo sucedeu-se da mesma maneira citada acima e nesse
experimento, variou-se o fabricante das particulas magnéticas: Bioclone (MTAP-
MB bioclone) e Sigma Aldrich (MTAP-MB sigma). Os biorreatores produzidos
foram avaliados frente a atividade catalitica da enzima, conforme descrito a seguir

na se¢ao 3.10.

Para avaliar interagdes inespecificas, foram feitos controles
negativos do biorreator MTAP-MB (Sigma). Em duplicata, MTAP-MB foi
submetida a desnaturagdo da enzima e, para isso, aliquotas de 1 mg dos
biorreatores foram incubados com uma mistura de MeOH/ACN (1:1) em banho
maria a 50 °C por 1 h, seguido de choque térmico por 10 min a -20 °C, gerando,
entdo, os biorreatores de enzima inativa: Controle-MB1 e Controle-MB2. Da
mesma maneira, os biorreatores foram avaliados conforme descrito a seguir, na

secao 3.10.
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3.10. Avaliacio da atividade catalitica de MTAP-MB e MTAP-
MB controle

Para avaliar a atividade enzimdtica dos biorreatores MTAP-MB e
Controle-MB, através da conversao de adenosina em adenina, em 1 mg de cada
biorreator foi adicionado adenosina 20 pmol L' com o volume final ajustado para
200 pL com tampdo fosfato 100 mmol L', pH 7,4. As reagdes foram incubadas a
temperatura ambiente e sob agitacdo por rotagdo suave com auxilio do agitador
rotatdrio, por 10 min. Apos a separacdo magnética, por 2 minutos em repouso no
separador, o sobrenadante da reagdo (200 uL) foi recolhido em eppendorf e
adicionado 200 puL de ACN, seguido de centrifugagao a 9.300 g, 10 min, a 4 °C.
Em seguida, os sobrenadantes foram analisados pelo método de LC-UV, com as

condig¢des descritas na se¢ao 3.5.

Apos os experimentos de atividade, os biorreatores foram lavados 3
vezes com 1 mL de tampdo TRIS-HCI 100 mmol L' pH 7.4, sempre em ciclos de
10 segundos de agitagdo em vortex € 2 minutos no separador magnético e

armazenados neste mesmo tampao.

3.11. Caracterizacio cinética de SmMTAP

Os parametros cinéticos da MTAP imobilizada em particulas
magnéticas (MTAP-MB) foram determinados em tampdo fosfato 100 mmol L-!
pH 7,4 para o substrato adenosina. A concentracdo de adenosina para a

determinagdo do K, variou entre 8 e 400 pmol L.

Inicialmente, foi preparada uma solugdo estoque de adenosina na
concentra¢do de 1 mmol L' . A partir da soluc¢do estoque foram preparadas as
triplicatas das reagdes de trabalho para o estudo cinético nas seguintes
concentragdes: 8; 16; 32; 64; 128; 190; 256 ¢ 400 pmol L. Para tanto, em 3
eppendorf de 1,5 mL contendo MTAP-MB (1 mg) foi adicionado o volume
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correspondente a concentragdo de 8 umol L' e o volume ajustado para 200 uL
com tampdo fosfato de potassio 100 mmol L' pH 7,4. A reagdo foi incubada a
temperatura ambiente do laboratorio, por 10 min. Ao final, os sobrenadantes
foram separados da MTAP-MB e transferidos, onde foram adicionadas aliquotas
de 200 pL. de ACN com posterior centrifugacao a 9.300 g, 10 min, a 4 °C. As
reacOes foram feitas e injetadas em triplicata com volume de injecdo de 5 uL em
LC-UV de acordo com as condigdes cromatograficas estabelecidas anteriormente

na se¢ao 3.5.

Em seguida, as MTAP-MB foram lavadas 3 vezes com 500 pL de
tampao fosfato, sendo agitadas por 10 s em vortex, levadas para o separador
magnético por 2 minutos e, entao, o tampao foi descartado. Desta forma, a MTAP-
MB estava pronta para a proéxima reagdo, que foi realizada da mesma maneira,
porém com a solu¢do estoque de adenosina com concentragdo imediatamente

superior.

Os experimentos foram realizados em triplicata e a constante de
Michaelis-Menten —aparente  (Kwmapp), foi estimada usando o software

GraphPad Prism 5.0 através de analise de regressdao nao-linear, para MTAP-MB.

3.12. Teste de inibicao com a MTAP-MB

Foram escolhidas seis moléculas: quercetina, cafeina, tubercidina,
catequina, epicatequina e aciclovir. Os testes de inibi¢do foram realizados em
duplicatas, em microtubos de 1,5 mL contendo a MTAP-MB com concentracao
de 20 € 30 umol L' desses compostos, 20 pmol L' de adenosina e o volume final

da reagdo ajustado para 200 uL com tampao fosfato 100 mmol L', pH 7 4.

Ao final de cada reagao, os biorreatores foram lavados com 3x500

uL de tampao fosfato, sendo agitados por 10 segundos em vortex, levados para o
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separador magnético por 2 minutos e entdo o tampao foi descartado. Desta forma,

as MTAP-MB estavam prontas para a proxima reagao, com o0 proximo composto.

Os compostos triados foram solubilizados em uma mistura de
H,O/MeOH 1:1, em que a atividade da enzima na presenca desse solvente foi
previamente testada e ndo houve alteracdo na formacao de produto. Para o teste
de inibicdo, os compostos foram solubilizados em tampao na presenca da enzima
imobilizada e em seguida o substrato adenosina foi adicionado. A reagdo ¢ a

analise cromatografica seguiram-se como ja citado anteriormente, na secao 3.5.

3.13. Ensaio de ligand fishing com MTAP-MB para o extrato
de Topsentia ophiraphidites (FN 031)

3.13.1. Preparo da amostra e método por LC-HRMS

O extrato da esponja marinha 7. ophiraphidites (4 mg) foi
solubilizado em 100% de metanol e diluido até a concentragdo de 1 mg mL™! em

solugdo de acetato de amonio (15 mmol L, pH 5,2) contendo 10% de MeOH.

No sistema de LC-HRMS, para analise do perfil cromatografico de
T. ophiraphidites, bem como todos os sobrenadantes do ensaio de /igand fishing,
foi utilizada a coluna de fase reversa Acquity HSS T3 (100 x 2,1 mm, 1,8 um),
fase movel composta por (A) dgua e (B) ACN, ambas contendo 0,1% de acido
formico, em modo de eluicao gradiente de 2 a 100% de B em 25 min, seguido de
etapa isocratica 100% de B de 25 a 27,5 min e recondicionamento na condi¢do
inicial por 7 min, vazdo 0,2 mL min™!, temperatura de 30 °C e 5 pL de volume de
injecdo. Os parametros do QqTOF foram: modo positivo de ionizagao,
experimento de varredura de ions totais entre m/z 50 ou 100 a 1300, 4500 V de

voltagem do capilar, 500 V no end plate, 9 L min"! de vazio do gas de secagem,
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2,0 bar como pressao do gés de nebulizacao, 180 °C de temperatura de secagem,
1 eV de energia de ionizagdao do quadrupolo, 12 eV de energia da cela de colisao,

8 us de tempo de pré pulso.

Para as andlises de LC-HRMS o QqTOF operou nas mesmas
condi¢des descritas acima, com aquisi¢des no modo autoMS por ciclo de tempo
de 3 segundos, com reconsideragao do ion apds 0,5 min, caso a intensidade fosse
2 vezes maior, tempos de transferéncia de 40 e 80 us, energia para fragmentacao

de 15—75 eV para a faixa de m/z 100—1300.

Os dados por LC-HRMS foram calibrados internamente com solucao
de formiato de sddio (1 mmol L) e convertidos para mzXML pelo software

Bruker Compass DataAnalysis® 4.2 (Bruker Daltonics).

3.13.2.  Ensaio de ligand fishing para MTAP-MB e MTAP-
MBcontrole

O ensaio de ligand fishing foi realizado em duplicata para o
biorreator ativo (MTAP-MB) e biorreator controle (MTAP-MBcontrole), de
acordo com procedimento descrito por VANZOLINI et al. ® com algumas

modificacoes.

Resumidamente, uma mistura (solu¢do Sp) de 500 uL de extrato da
T. ophiraphidites (1 mg em tampdo acetato de amodnio 15 mmol L, pH 5,2,
contendo 10% de MeOH) foi homogeneizada com 5 mg de MTAP-MB, em vortex
por 10 segundos. Em seguida, a mistura foi incubada por 10 min para
carregamento dos ligantes na enzima, a temperatura ambiente e sob agitacao
constante € suave no agitador rotatorio. O sobrenadante (S;) foi coletado e os
biorreatores lavados por 2 vezes com 500 uL de dgua, resultando nos
sobrenadantes S, e S;. Em seguida, os biorreatores foram incubados por 15 min

em 500 puL de solucdo de extracdo constituida por 100% metanol, sob agitacao
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constante suave com auxilio do agitador rotatorio e temperatura ambiente, para
dessor¢ao dos ligantes. O sobrenadante (Ss;) da extracdo foi coletado. Os

biorreatores foram ainda lavados por 2 vezes com 500 pL agua.

O mesmo procedimento foi realizado para os biorreatores controle.
Todos os sobrenadantes foram analisados por método LC-HRMS, como descrito
no topico 3.13.1, e, ainda, foram feitas analises branco, com a inje¢ao de tampao

acetato de amonio (15 mmol L™, pH 5,2) contendo 10% de MeOH.

Os dados por LC-HRMS foram calibrados internamente com solucao
de formiato de s6dio (1 mmol L") e convertidos para o formato mzXML pelo

software Bruker Compass DataAnalysis® 4.2 (Bruker Daltonics).

3.13.3. Processamento das analises

Os dados obtidos na analise de LC-HRMS dos sobrenadantes S,
foram processados no software MZmine, de acordo com algoritmos e parametros

descritos na Tabela 3.2 a seguir:
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TABELA 3.2. Parametros dos algoritmos para o processamento dos dados pelo

MZmine.
Algoritmo Parametros Valores
Intervalo de tempo 1,0a27,5 min
Mass Detection Nivel de ruido no MS' 1x10°
Modo centroide
Tempo 1,0a27,5 min
Intervalo de tempo minimo 0,05 min
Chromatogram Builder — \finimo de altura da banda 3%10°

cromatografica

Diferencga de m/z tolerada

0,001 Da/ 5 ppm

Automated Data
Analysis Pipeline -
(ADAP)

da banda cromatografica

Calculo do centro de m/z mediana
Limite de relacao sinal/ruido 10
(S/N)
Estimador de S/N Janela de
Intensidade
Minimo de altura da banda 3x10°
cromatografica
Limite de coeficiente/area 20
Intervalo de duracao da banda 0,0 a 1,0 min
cromatografica
Intervalo de tempo de retengao 0,0 a 0,1 min

Isotopic Peaks Grouper

Diferenca de m/z tolerada

0,001 Da/ 5 ppm

Diferenca de tempo de retengao 0,1 min
tolerada
Maéxima carga do ion 2

Isotopo representativo

menor valor de m/z

Tolerancia de m/z

0,001 Da/ 5 ppm

Tolerancia de tempo 0,5 min
Join Aligner Peso para o pardmetro m/z 75%
Peso para o parametro tempo 25%
de retencao
Tolerancia de intensidade 10%
Gap Filling - Tolerancia de m/z 0,002 Da
(Peak Finder) Tolerancia do tempo 0,2 min
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Ap0s as etapas de processamento, foram removidas as caracteristicas
moleculares que estavam duplicadas. Na sequéncia, a tabela com os dados
alinhados foi exportada (.csv) contendo as informagdes, como numero da
informacao molecular, valor médio de m/z, tempo médio de retencdo e area
correspondente ao cromatograma de ion extraido para cada informag¢ao molecular

em cada uma das analises.

A tabela de dados alinhados foi convertida em .txt e importada para

o software Excel® (Microsoft Office Professional Plus 2016).

Posteriormente, a tabela com os dados alinhados no Excel® foi
submetida ao processamento com 0 software Ichthus

(https://github.com/MHBrito/IchthusSoftware), o qual foi desenvolvido em nosso

grupo de pesquisa, através de um trabalho em parceria com colaboradores da
Universidade Federal do Pernambuco. O software alinha as informacdes
moleculares e realiza célculos de razdo de afinidade para cada caracteristica

conforme a equagao abaixo:

Média da area da banda cromatografica em S, (MTAP — MB)
Média da area da banda cromatografica em S, (MTAP — MBcontrole)

AR (Razaoafinidade) =

3.14. Perfil quimico de Aspidosperma macrocarpon

3.14.1. Condi¢coes cromatograficas e método de LC-

MS/MS para as amostras de A. macrocarpon

Para os extratos de galhos, folhas e casca do caule de A.
macrocarpon, foram testadas diferentes concentragoes de 100, 500 e 1000 pg mL"

I. O branco das amostras foi uma solu¢do contendo metanol e dgua.
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Além da concentragdo, foram exploradas colunas cromatograficas
ortogonais: Acquity HSS T3 (100 x 2,1 mm, 1,8 um, Waters™), Ascentis Express
Cig (100 x 2,1 mm, 2,7 um, Supelco); Cortecs C18+ (100 x 2,1 mm, 2,7 um,

Waters™),

As analises foram realizadas no sistema de LC-HRMS, com fase
movel (A) dgua e (B) ACN, ambas contendo 0,1% de 4cido férmico, em eluigdo
gradiente de 2 a 100% de B em 25 min, seguido de etapa isocratica 100% de B de
25 a 27,5min e recondicionamento na condi¢do inicial por 7 min, vazdo
0,2 mL min™!, temperatura de 30 °C ¢ 5 pL de volume de injeg¢do. Os parimetros
do QqTOF foram: modo positivo de ionizacao, experimento de varredura de ions
totais entre m/z 50 ou 100 a 1300, 4500 V de voltagem do capilar, 500 V no end
plate, 9 L min™!' de vazio do gis de secagem, 2,0 bar como pressdo do gas de
nebulizagdo, 180 °C de temperatura de secagem, 1 eV de energia de ionizacdo do

quadrupolo, 12 eV de energia da cela de colisdo, 8 us de tempo de pré pulso.

Para as anélises de LC-HRMS/MS, o QqTOF operou nas mesmas
condi¢des descritas acima, com aquisi¢des no modo autoMS, por ciclo de tempo
de 3 segundos, com reconsideragao do ion apds 0,5 min, caso a intensidade fosse

2 vezes maior, tempos de transferéncia de 40 e 80 us, energia para fragmentacao

de 15—75 eV para a faixa de m/z 100—1300.

Os dados por LC-HRMS foram calibrados internamente com solugao
de formiato de s6dio (1 mmol L) e convertidos para mzXML pelo software

Bruker Compass DataAnalysis® 4.2 (Bruker Daltonics).

3.14.2. Construciao da rede molecular dos extratos de A.

macrocarpon

As andlises por LC-HRMS dos extratos casca do caule, folhas, galhos

¢ amostra branco foram submetidas para a plataforma do GNPS
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(http://gnps.ucsd.edu)®® para constru¢io da rede molecular, sob o formato

mzXML.

O espectro de MS/MS foi filtrado e apenas os quatro fragmentos mais
intensos, com janela de +/- 50 Da foram escolhidos ao longo do espectro. A
tolerancia de erro de m/z, para espectros consensos, foi de 0,02 Da tanto para ions
precursores quanto para ions produtos. Em seguida, a rede molecular foi
construida por agrupamentos de espectros consensos (nodos) por arestas, com
uma pontua¢do minima de similaridade de cosseno de 0,70 e trés ions fragmentos
correspondentes. Além disso, um nodo s6 poderia ser agrupado a outros dez mais
semelhantes, ¢ o tamanho méaximo do agrupamento ou familia molecular era de

100 nodos. Os dados das amostras foram filtrados a partir da andlise em branco.

A partir das analises das amostras de galho, folhas e casca do caule
foi gerada a rede molecular da Aspidosperma macrocarpon, a qual foi importada
e visualizada no software Cytoscape (National Resource for Network Biology)

versao 3.7.1.

3.14.3. Propagacao da desreplicaciao de A. macrocarpon

A propagacao da desreplicacao foi realizada de forma manual, com
auxilio das bases de dados listadas na Tabela 3.3. As substancias propostas foram
consideradas com espectro de MS/MS coincidente com a literatura, juntamente
com o perfil do mecanismo de fragmentagdao semelhante ao espectro de MS/MS
obtido experimentalmente. Além disso, as substancias deveriam apresentar um

baixo erro de massa exata < 5 ppm.
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TABELA 3.3. Bases de dados utilizadas.

Bases de dados

Dictionary of
https://dnp.chemnetbase.com/faces/chemical/ChemicalSe

Natural Products

arch.xhtml

SciFinder® https://scifinder.cas.org/scifinder/view/scifinder/scifinderE
xplore.jsf

PubChem https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

KNApSAcK

http://www.knapsackfamily.com/knapsack _core/top.php
Core System

LIPID MAPS  https://www.lipidmaps.org/databases/Imsd/browse

Human
https://hmdb.ca/spectra/ms/search

Metabolome
Database
MassBank https://massbank.eu/MassBank/Search

3.15. Ensaio de ligand fishing com MTAP-MB para o extrato

de casca do caule de A. macrocarpon

3.15.1. Preparo da amostra e método por LC-HRMS

O extrato da casca do caule de 4. macrocarpon (4 mg) foi
solubilizado em 100% de metanol e diluido até a concentragdo de 500 ug mL™!

em tampdo de acetato de amonio (15 mmol L', pH 5,2) contendo 10% de MeOH.

No sistema de LC-HRMS, para anélise dos sobrenadantes do ensaio
ligand fishing, foi utilizado coluna de fase reversa Ascentis Express Cis (100 X

2,1 mm, 2,7 um, Supelco) com fase movel (A) agua e (B) ACN, ambos contendo
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0,1% de acido formico, em eluigdo gradiente de 2 a 100% de B em 25 min,
seguido de etapa isocratica 100% de B de 25 a 27,5 min e recondicionamento na
condi¢do inicial por 7 min, vazdo 0,2 mL min’!, temperatura de 30 °C e 5 pL de
volume de injecdo. Os parametros do QqTOF massas foram: modo positivo de
ionizacdo, experimento de varredura de ions totais entre m/z 50 ou 100 a 1300,
4500 V de voltagem do capilar, 500 V no end plate, 9 L min™!' de vazio do gas de
secagem, 2,0 bar como pressao do gas de nebulizacao, 180 °C de temperatura de
secagem, 1 eV de energia de ionizacao do quadrupolo, 12 eV de energia da cela

de colisdo, 8 us de tempo de pré pulso.

Para as analises de LC-HRMS/MS o QqTOF operou nas mesmas
condicdes descritas acima e para aquisi¢des no modo autoMS, por ciclo de tempo
de 3 segundos, com reconsideragdao do ion apds 0,5 min, caso a intensidade fosse

2 vezes maior, tempos de transferéncia de 40 e 80 us, energia para fragmentacao

de 15—75 eV para a faixa de m/z 100—1300.

Os dados por LC-HRMS foram calibrados internamente com solugao
de formiato de s6dio (1 mmol L) e convertidos para mzXML pelo software

Bruker Compass DataAnalysis® 4.2 (Bruker Daltonics).

3.15.2.  Ensaio de ligand fishing para MTAP-MB e MTAP-
MBcontrole

O ensaio de ligand fishing foi realizado em duplicata para o
biorreator ativo (MTAP-MB) e biorreator controle (MTAP-MBcontrole), de
acordo com procedimento descrito por VANZOLINI et al. ®® com algumas

modificacoes.

Resumidamente, uma mistura (solugao Sp) de 500 puL de extrato de
A. macrocarpon (500 pg, com 10% de MEOH e 90% de tampao acetato de
amonio 15 mmol L', pH 5,2) foi homogeneizada a 5 mg de MTAP-MB, com
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vortex por 10 segundos. Em seguida, a mistura foi incubada por 10 min para
carregamento dos ligantes na enzima, a temperatura ambiente e sob agitacao
constante e suave no agitador rotatério. O sobrenadante (S;) foi coletado e os
biorreatores lavados por 2 vezes com 500 uL de dgua, resultando nos
sobrenadantes S, e S;. Em seguida, os biorreatores foram incubados por 15 min
em 500 puL de solug¢do de extracdo constituida por 100% metanol, sob agitacao
constante suave com auxilio do agitador rotatério e temperatura ambiente, para
que os ligantes fossem desligados da enzima imobilizada e extraidos para o
sobrenadante. O sobrenadante (S4) da extracao foi coletado. Os biorreatores foram
ainda lavados por 2 vezes com 500 puL 4dgua e seus sobrenadantes recolhidos (Ss

C S6)

O mesmo procedimento foi realizado para os biorreatores controle.
Todos os sobrenadantes foram analisados por método LC-HRMS descrito no
topico 3.15.1 e, ainda foram feitas analises de branco, com a inje¢ao de 10%

metanol em solugdo de acetato de amonio (15 mmol L', pH 5,2).

Os dados por LC-HRMS foram calibrados internamente com solucao
de formiato de s6dio (1 mmol L") e convertidos para o formato mzXML pelo

software Bruker Compass DataAnalysis® 4.2 (Bruker Daltonics).

3.15.3. Processamento das analises

Os dados obtidos na andlise de LC-HRMS dos sobrenadantes S,
foram processados no software MZmine, de acordo com algoritmos e parametros
descritos na secao 3.13.3, a tabela com os dados alinhados foi convertida em .txt
e importada para o software Excel® (Microsoft Office Professional Plus 2016) e
em seguida foi submetida ao processamento com o software Ichthus, para o

calculo da razao de afinidade, como citado na se¢ao 3.13.3.
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Para as caracteristicas moleculares que foram identificadas como
ligantes da enzima, realizou-se uma verificagdo manual no perfil quimico do
extrato da casca do caule de A. macrocarpon e na analise do branco, a fim de

descartar artefatos do ensaio.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Desenvolvimento de método LC-UV para deteccao da

reacao catalitica de SmMTAP

O ensaio enzimatico classico para MTAP foi proposto entre as
décadas de 50-70°7%% sendo referendados nos trabalhos mais recentes com pouca
ou nenhuma modificag¢do.>*%° Este ensaio ¢ acoplado, isto ¢, dependente de outra
reagdo enzimatica, o que pode gerar resultados falsos positivos. O esquema do
acoplamento destas reacdes € evidenciado na FIGURA 4.1. O ensaio classico para
a enzima MTAP mede indiretamente a formacdao da adenina. Neste método, a
xantina oxidase (XO) converte a adenina livre de MTA, ou adenosina, em 2,8-

dihidroxiadenina, resultando, assim, em um aumento na absorbancia a 275 nm.*®

(FIGURA 4.1)

Em ensaios enzimdticos acoplados, a reagdo da enzima principal
ocorre no mesmo meio reacional da reagdo indicadora. Este acoplamento exige
compatibilidade nas reagdes do meio e os ensaios devem ser realizados sob as
melhores condi¢des da enzima. As melhores condi¢des sao adquiridas alterando
individualmente o pH, concentracdo de cada componente e a temperatura. Sendo
assim, dificilmente otimas condi¢des sdo conseguidas simultaneamente para

ambas as enzimas.”’
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MTA + PO, ——->+ MTRIP
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MTAP 2.275nm
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FIGURA 4.1. Esquema do acoplamento das reagdes para a determinagdo das
constantes cataliticas da SmMTAP. O substrato da enzima MTA pode ser
substituido por adenosina na primeira reacao.

Dessa maneira, foi desenvolvido um método por cromatografia
liquida e deteccdo por UV para o monitoramento da atividade catalisada pela
enzima SmMTAP, através de medidas diretas da conversao do substrato adenosina
para a formacao do produto da rea¢do a adenina. Baseado nos parametros logP
obtidos através do PubChem, para adenosina (-1,05) e adenina (-0,09) e na analise
de suas estruturas quimicas, que sao altamente polares e ionizaveis, optou-se por

desenvolver o método cromatografico no modo HILIC de eluigao.

O acronimo HILIC foi proposto por Alpert em 1990 (do inglés,
Hidrophilic Interaction Liquid Chromatography).”! A HILIC pode ser
caracterizada com o modo de elui¢do que utiliza uma fase estacionaria (FE) polar,
caracteristica do modo normal de elui¢do, em combinacdo com uma fase movel
(FM) com alto percentual de solvente organico em dgua, caracteristica do modo
reverso de elui¢do.”” A FIGURA 4.2 evidencia o mecanismo de separagdo
proposto por Alpert, para colunas de FE neutra, onde as interagdes ocorrem quase
exclusivamente por interacdes hidrofilicas: as moléculas de agua presentes na FM
adsorvem na superficie da FE polar, formando uma pelicula. O soluto, também
polar que esta dissolvido na FM sofre entdo uma particao entre a camada de agua

adsorvida na FE e com a FM.”?
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FIGURA 4.2. Mecanismo de separagdo no modo HILIC de eluigdo. Fonte:
Waters, 2022.7

Para ndo ocorrer efeitos na retencao devido ao pH, &cidos ou bases
fracas devem estar presentes na forma ionizada ou ndo idnica, pois a presenga de
formas mistas podem causar alargamento ou divisdo de pico.”” Com o valor de
pK, da adenina igual a 4,15 e da adenosina com valor de 3,60, procurou-se
trabalhar com o pH da fase moével em torno de 1,5 unidade abaixo do menor pK,,
utilizando-se acido formico em ambas os solventes , ACN e dgua. > O aumento
da temperatura geralmente afeta de forma positiva a eficiéncia cromatografica,
devido a fatores como menor viscosidade e maior difusidade do solvente pela
coluna.”! A temperatura mais eficiente para a separac¢do de adenosina e adenina,

sem afetar o tempo de vida util da coluna cromatografica, foi a 45 °C.

Para as condicdes de separacao cromatografica, foi selecionado o
modo isocratico de eluicdo. A fase estaciondria selecionada foi a coluna Acquity
UPLC BEH Amide (100 x 2.1 mm, 1.7 um, Waters™), com fase movel composta
por ACN/H,0 85:15 (v/v), contendo 0,1% de acido férmico, vazao 0,300 mL min
I, forno a 45 °C, detecgdo em 245 nm com tempo de corrida total de cinco minutos.

O cromatograma obtido estd apresentado na FIGURA 4.3.
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FIGURA 4.3. Cromatograma de LC-UV da mistura de adenosina e adenina 20
umol L', Coluna Acquity UPLC BEH Amide (100 x 2.1 mm, 1,7 um, Waters),
modo de eluicdo isocratico, com fase mével composta por ACN/H,O 85:15 (v/v),
contendo 0,1% de 4cido formico, vazio 0,300 mL min™ e detec¢do a 254 nm. 1 —
adenosina; 2 — adenina.

A TABELA 4.1 evidencia os parametros cromatograficos obtidos,
como fator de retencao (k), resolucao (R), fator de separagdo (o) e numero de
pratos tedricos (NTP), obtidos pelo software Lab Solutions - Shimadzu, para a

separacao de adenosina e adenina no modo HILIC de eluigao.

TABELA 4.1. Parametros cromatograficos obtidos para a separagcao de adenosina
¢ adenina no modo HILIC de eluicao.

Composto Fator de Resolucao SlZa:;l;ld;o NTP
P retencio (k) (R) P @ ¢ (USP)
Adenina 4,54 4,39 1,43 3454

Assim, com o desenvolvimento do método cromatografico para a
detecgdo e separacdo do substrato e produto da reagdo enzimadtica avaliou-se as

condicoes reacionais da SmMTAP.
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4.2. Desenvolvimento das condi¢des reacionais da enzima

SmMTAP e teste com diferentes tipos de tampoes

A atividade da enzima foi testada em solucdo com diferentes
tampoes, através do método cromatografico desenvolvido, descrito no topico 4.1.
Para as reagdes de atividade catalitica a SmMTAP foi dialisada por 8 h contra
tampao fosfato de potdssio para que fosse retirado todo cloreto de sodio e -

mercaptoetanol presentes na amostra.

Para o ensaio de atividade enzimatica realizado em tampao fosfato
pH 7,4, como descrito na secdo 3.4, a enzima fosfato-dependente consegue
converter quase 100% do substrato adenosina (20 pmol L") em adenina (FIGURA
4.4).

mAU
©54nm4nm

50 (2) Adenina

40

2"’; (1)Adenosina

e L B B By B B By B S S e L R A e |
0.0 0.5 1.0 15 20 25 3.0 3.5 4.0 4.5 min

FIGURA 4.4. Cromatograma de LC-UV da reacdo enzimatica catalisada pela
SmMTAP na conversdo direta de adenosina 20 pmol L' em adenina. Coluna
Acquity UPLC BEH Amide (100 x 2.1 mm, 1,7 pm, Waters), modo de elui¢ao
isocratico, com fase mdvel composta por ACN/H,O 85:15 (v/v), contendo 0,1%
de 4cido formico, vazdo 0,300 mL min™!' e detec¢do a 254 nm. 1 — adenosina; 2 —

adenina
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Em S. mansoni, a MTAP pode converter adenosina em adenina,
mesmo na auséncia de fosfato. Este fato ¢ considerado uma evolucao natural da

enzima que, dessa maneira, proporciona uma melhor adaptagdo ao parasita.*®

Para avaliacdo da atividade da enzima livre em outros tampodes que
nao fossem o fosfato, foi utilizado os tampdes volateis acetato de amdnio no
intervalo de pH de 4,2 a 9,2 e bicarbonato de amonio nos intervalos de 6,8 a 7,6,
ambos na faixa tamponante do NH3/NH,". Tais tampdes foram escolhidos visando
a compatibilidade do meio reacional com o espectrometro de massas. As reacoes
foram realizadas como descrito na secdo 3.6, em triplicata, e analisadas pelo
método LC-UV. A conversdo do substrato em produto (umol L), com seus
respectivos desvios, estdo mostrados na FIGURA 4.5, em que € possivel observar
que a enzima apresentou atividade em toda a faixa de pH estudada, com maior

atividade em torno de pH 7,6.

13
12
11
10

Adenina (umol L-1)

9
8
7
6
5

4.2 5.2 6.8 7.0 7.2 7.4 7.6 8.2 9.2
pH

FIGURA 4.5 Curva de pH 6timo para enzima SmMTAP utilizando os tampdes

volateis acetato e bicarbonato de amonio, analisado por LC-UV.
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Apesar de uma diminui¢do na eficiéncia enzimatica, a SmMTAP
consegue perfeitamente catalisar seu substrato e apresentar atividade catalitica

frente & tampdes que ndo fossem o fosfato.

4.3. Qualificacio do método de LC-UV para SmMTAP

O estudo de linearidade do método foi realizado através da
construcao de curvas analiticas com adi¢dao de padrao externo conforme descrito
na secdo 3.7, e a curva analitica construida através de regressao linear, a partir da

area do pico de adenina em funcdo de sua concentracao.

Foram avaliados a seletividade, linearidade, precisao e exatidao intra
e inter-lotes. A seletividade foi avaliada através da injecdo da matriz isenta do
padrao, onde ndo foi observado a presenca de nenhum pico no mesmo tempo de

retencao.

As curvas analiticas foram lineares no intervalo estudado, com
coeficiente de determinacdo (R?) superiores a 0,99 para uma amostragem igual a

3, com equacao obtida y = 8416x — 31870.

A precisdo do método foi expressa como o coeficiente de variacdo
(CV%) e foram aceitos valores menores ou iguais a 20%. A exatiddo foi
determinada pelo cdlculo de volta e expressa em porcentagem, como a razao do
valor médio encontrado e o valor de referéncia das concentragdes preparadas. Para
exatiddo, foram aceitos valores menores ou iguais a 20% do valor nominal da

concentragao.

A precisdo e exatiddo intra e inter-lotes foram mensuradas
analisando-se trés replicatas dos trés niveis de CQs. Os resultados foram valores
de precisao entre 0,13 e 2,45%. A exatiddo variou entre 95 e 109%, estando dentro

dos critérios para validagao de método adotado.
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A média dos valores encontrados para cada concentragao ¢ o valor
aceito e o desvio padrao da média ¢ calculado para cada uma separadamente.
Portando, os erros aleatdrios ndo sdo representativos para a curva de calibragado

como um todo, pois se trata de incertezas pontuais.

Diante disso, a homoscedasticidade’*”> dos dados foi avaliada pela
analise das variancias (ANOVA) e os valores se encontram dispostos na TABELA
4.2. Os testes foram realizados para analisar a qualidade do modelo para

qualificagao do método desenvolvido.

TABELA 4.2. Dados de analise de variancia (ANOVA) para a validagao do
método desenvolvido. Valores obtidos através da rotina computacional

regression2 no software Octave (versdo 4.2.1).7

F F
Calculado Tabelado R?
95%)  (95%)

Somas Grau de Meédias
quadraticas liberdade Quadraticas

Regressao
(R) 8,04x10" 1,0 8,04x10"  24764,00 4,31 0,9999
Residuo
(r) 7,15x10"° 22,0 3,25x10°
Erro puro
(EP) 3,80x10'° 16,0 2,38x10° 2,75 2,35
Falta de
ajuste
Faj 3,35x10"° 6,0 5,58x10°
]
Total
(R+r)  8,05x10" 23,0 3,50x10'?

Os resultados apresentados evidenciam que a MQFaj; (média
quadratica da falta de ajuste) e MQEP (média quadratica do erro puro) foram
estatisticamente iguais com um F2 calculado < F2 tabelado, demostrando que o
modelo ndo apresentou falta de ajuste, com a razao F aiculado/Fiabelado menor que 1,

como exemplificado na FIGURA 4.6, pelas barras vermelhas. Além disso, as
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MQR (média quadratica da regressdao) e MQr (média quadratica do residuo) se
mostraram estatisticamente diferentes, ou seja, o modelo foi significativo com o
F1 calculado > F1 tabelado, com disposto na FIGURA 4.6, pelas barras azuis,

com a 1azao F aiculado/Fiabelado muito superior a 1.

Taste F2 (MSLot/MSPE) F tabalads Razao Fealculado Flabelado Teate F1 (M5Reg MSres) F tabalado RAarao Fealculado/Flabelado
- = 3 1 T - 6000

25000

3000

FIGURA 4.6. Graficos com o teste F obtidos através da rotina computacional

regression2 no software Octave (versio 4.2.1).7°

O valor de R? foi igual a 0,999 (razio entre as SQR e SQT),
apresentado na FIGURA 4.7, indicando um ajuste adequado do modelo as
respostas observadas, uma vez que quanto mais proximo de 1 estiver o R? melhor
¢ o ajuste ao modelo matematico proposto. Em todos os calculos o nivel de

confianga utilizado foi de 95%.

Como o modelo foi extremamente significativo € ndo apresentou
falta de ajuste, utilizando a MQr e o valor de ¢ correspondente (2,079) foi gerado
o grafico apresentado na FIGURA 4.7, que evidencia o valor experimental versus
o valor previsto pelo modelo. Analisando o grafico, ¢ possivel observar uma boa

concordancia entre esses valores.
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FIGURA 4.7. Variagdo explicada (R?) e explicavel (R?max) e valor experimental
versus o valor previsto no modelo. Graficos obtidos através da rotina

computacional regression2 no software Octave (versido 4.2.1).7

4.4. Caracterizacao cinética de SmMTAP em solucao

Apos a qualificagdo do método, os parametros cinéticos da SmMTAP
em solucao foram determinados na presenca e auséncia de fosfato, seu substrato

natural .*®

A caracterizagdo cinética da enzima ¢ importante para que seja
possivel compreender o seu comportamento frente a presenca e auséncia de
fosfato, bem como a afinidade pelo substrato adenosina nos diferentes tampdes.
Além disso, particularmente neste trabalho, para o conhecimento da enzima livre

e posteriormente avaliar a atividade da enzima imobilizada.

A constante de Michaelis-Menten, Ky, ¢ definida como a
concentracao de substrato na qual se obtém uma velocidade inicial igual a metade
da velocidade méxima de catalise. Essa constante foi determinada para o substrato

adenosina variando sua concentragdo separadamente, nos tampdes fosfato e
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bicarbonato, até que se atingisse o patamar de saturacdo, onde o aumento da

concentracao de adenosina ndo alterasse a taxa de formag¢ao do produto, a adenina.

Nesse intuito, a concentragao de adenosina para a determinacao do
Ky no tampdo fosfato de potassio variou entre 8 e 600 pmol L', enquanto para a
determinacdo do Ky em tampao bicarbonato de amoénio a concentracdo de

adenosina variou entre 0,5 ¢ 10000 umol L.

As reacdes foram feitas e injetadas em triplicata de acordo com as
condi¢des cromatograficas estabelecidas anteriormente, descritas nas se¢oes 3.4
e 3.5. O método de regressao nao-linear de melhor ajuste foi aplicado aos dados
coletados no estudo cinético, gerando as curvas de Michaelis-Menten em funcao
da concentracao do substrato adenosina, sendo assim determinados os valores de

Ky como ilustrados, nas FIGURAS 4.8 € 4.9.

40

20

Adenina (umol L'1)

Kyagp= 116,8 £ 3,7 umol L |

T T T T T
0 100 200 300 400 500

Adenosina (umol L'1)

FIGURA 4.8. Hipérbole de Michaelis-Menten para a producao de adenina pela
enzima SmMTAP em solucao tampao fosfato, nas condigdes do ensaio padrdo,

variando-se a concentra¢cao de adenosina.
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FIGURA 4.9. Hipérbole de Michaelis-Menten para a producao de adenina pela
enzima SmMMTAP em solugdo tampao bicarbonato, nas condi¢des do ensaio

padrdo, variando-se a concentracao de adenosina.

As curvas obtidas estdo de acordo com a equacdo de Michaelis-
Menten onde, em baixas concentracdes de substrato ([S] << Ky) a velocidade da
reagdo V) ¢ diretamente proporcional a concentracdo do substrato. No entanto, em
elevadas concentragdes do substrato ([S] >> Ku) Vo se aproxima do seu valor
maximo e a velocidade da reagdo independe da concentragdo do substrato. A
enzima MTAP se mostrou Michaeliana para o substrato adenosina em ambos o0s
tampdes testados com um valor de Kwyapp de 116,8 + 3,7 umol L' em tampdo
fosfato e 922,3 + 89,0 pmol L' em tampdo de bicarbonato. Esses valores
evidenciam uma maior afinidade pelo substrato adenosina na presenca do tampao

fosfato, revelado pelo valor de Ky mais baixo.

4.5. Imobilizacdo de SmMTAP em particulas magnéticas

Dentre os varios métodos de imobilizagdo existentes, o procedimento

de imobiliza¢do a partir da ligagdo covalente entre os residuos de amina da



55

particula magnética com o grupo carbonila do glutaraldeido para a formagao de
grupos imina para, em seguida, a ligagdo da enzima suceder-se da mesma maneira,
via residuos de aminodacidos basicos, € um protocolo bem estabelecido pelo nosso
grupo de pesquisa, Separare — Nucleo de Pesquisa em Cromatografia 38:66.76-80

(FIGURA 4.10).

(0] (0]
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FIGURA 4.10. Esquematizagao do processo de imobiliza¢ao da enzima SmMTAP

em particulas magnéticas amino-terminadas.

No entanto, MTAP-MB produzido através do protocolo padrao em

uso no Separare nao apresentou atividade catalitica frente ao substrato adenosina.

A vista disso, algumas modifica¢des foram realizadas no protocolo e
o procedimento foi avaliado com duas diferentes concentracoes de glutaraldeido
(2,5 € 5%) e no tempo de reagdo da enzima com a particula magnética (4 ¢ 8 h).
(se¢do 3.9). A concentracao de glutaraldeido ¢ um pardmetro muito importante,
visto que depende da estrutura da enzima, pois se esta possuir muitos residuos de
aminoécidos basicos, pode se ligar de maneira muito rigida a particula e, assim,
perder sua estrutura ativa.®!'#? As atividades cataliticas dos diferentes biorreatores
de MTAP-MB produzidos foram testadas frente ao substrato adenosina, conforme

descrito na secao 3.10.

Os ensaios de atividade catalitica dos biorreatores foram realizados
no primeiro dia de imobilizacao (0 h), apds 24 h, 48 h, 72 h e 8 dias. Os valores
foram obtidos através de atividade relativa, onde o maior valor de area observado
foi considerado 100% da reagao. Os resultados das atividades obtidas nos ensaios

estdo apresentados na FIGURA 4.11.
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FIGURA 4.11. Grafico da atividade enzimatica apds processo de imobilizacao da
enzima SMMTAP para a producdo de MTAP-MB, do primeiro dia (0 h) até 8 dias,
variando o tempo de imobilizacdo (4 € 8 h) e % de glutaraldeido (2,5 e 5%).

A partir dos ajustes no protocolo, a condi¢do mais efetiva de
imobilizacdo para a produ¢do do MTAP-MB foi encontrada. Desta forma, foi
possivel imobilizar a SmMMTAP em particulas magnéticas por residuos de
aminoacidos basicos, utilizando o glutaraldeido como espacador para a formacao

de iminas.

A enzima imobilizada armazenada na sua forma ativa em tampao
fosfato 100 mmol L', pH 7.4, apresentou um decréscimo em atividade catalitica,
como observado na FIGURA 4.11. Com isso, todos os biorreatores produzidos

apos estes ensaios foram armazenados em tampao TRIS-HCI.

O protocolo de imobilizagao da SmMMTAP em particulas magnéticas

foi entao estabelecido com 2,5% de glutaraldeido e 4 horas reacao .
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Para avaliar a influéncia do tipo de particula magnética, variou-se o
fabricante das particulas magnéticas: Bioclone (MTAP-MB bioclone) e Sigma
Aldrich (MTAP-MB sigma). As atividades cataliticas das MTAP-MB, foram
monitoradas acompanhado a conversao do substrato adenosina, conforme descrito

na se¢ao 3.10.

Os ensaios de atividade foram realizados no primeiro dia de
imobilizagdo (0 h), apos 24 h, 48 h, 72 h e 8 dias. Os resultados da producao de

adenina obtidas nos ensaios estdao apresentados na FIGURA 4.12, abaixo.

Producao de adenina
100.0

80.0

60.0

40.0

20.0

0.0
Oh 24h 48h 72h 8 dias

EMTAP-MB Bioclone MTAP-MB Sigma

FIGURA 4.12. Grafico da atividade enzimatica apds processo de imobilizacao da
enzima SmMTAP do primeiro dia (0 h) até 8 dias, variando o fabricante de
particulas magnéticas (Bioclone e Sigma), com 2,5% de glutaraldeido e 4 horas

de imobilizacao.

Através da andlise do grafico da FIGURA 4.12, ¢ possivel observar
uma pequena melhor estabilidade para MTAP-MB sigma e sabendo-se da maior
adsortividade das particulas da bioclone®® em ensaios de ligand fishing, o
procedimento adotado foi o esquematizado na FIGURA 4.13 com as particulas

magnéticas da Sigma Aldrich.
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FIGURA 4.13. Esquematizac¢ao do processo de imobiliza¢ao da enzima SmMTAP

em particulas magnéticas amino-terminadas.

4.6. Estudo cinético do biorreator MTAP-MB

O conhecimento do comportamento cinético da enzima imobilizada
¢ uma ferramenta muito util para avaliar possiveis modificagdes estruturais, visto
que o processo de imobilizagdo através de ligagdo covalente entre a enzima € o
suporte pode resultar na distor¢do na estrutura tercidria alterando a afinidade da
ligacdo enzima/substrato, ou em modificagdes na estrutura tercidria da
enzima.?'®* Além disso, o estudo cinético auxilia na avaliacdo da eficiéncia
catalitica do biorreator, bem como a afinidade da enzima pelo seu substrato.3**>

Comparando-se os valores obtidos com a enzima livre em solugdo pode-se

analisar como o método de imobilizacao afetou as propriedades da enzima.

A constante de Michaelis-Menten foi determinada para o substrato
adenosina em tampao fosfato, visto que em tampao bicarbonato nao foi observada
atividade catalitica do biorreator. Nesse intuito, a concentragcdo de adenosina para

determinagdo do Kwap, em tampdo fosfato 100 mmol L™, pH 7,4 variou entre 8 e
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400 pmol L, monitorando a atividade enzimatica do biorreator conforme o

método de LC-UV desenvolvido.

O método de regressdao nao-linear de melhor ajuste foi aplicado aos
dados coletados no estudo cinético, gerando a curva de Michaelis-Menten em

funcdo da concentracdo do substrato adenosina como ilustrado a seguir, na

FIGURA 4.14.

__ 100000+ .
L
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2
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FIGURA 4.14. Hipérbole de Michaelis-Menten para a produ¢ao de adenina pelo
biorreator MTAP-MB, nas condigdes do ensaio padrido, variando-se a

concentracao de adenosina.

Como evidenciado, a curva obtida estd de acordo com a equagdo de
Michaelis-Menten onde, em baixas concentragdes de substrato ([S] << Ku) a
velocidade da reacdo V, € diretamente proporcional a concentragdo do substrato.
No entanto, em elevadas concentra¢des do substrato ([S] >> Ku) V) se aproxima
do seu valor maximo e a velocidade da reagdo independe da concentragcdo do

substrato.

O MTAP-MB se mostrou Michaeliano para o substrato adenosina
com um valor de Kyapp de 21,9 + 2,7 umol L', assim como a enzima livre em

solucdo. No entanto, MTAP-MB apresentou um menor valor de Kyapp quando
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comparado & enzima livre (116 pmol L), evidenciando uma maior afinidade pelo

seu substrato quando imobilizada.

Uma possivel explicagdo para o menor valor de Kwapp obtido para a
enzima imobilizada, baseia-se no aumento da particdo do substrato entre o meio
reacional e o sitio ativo, devido a rigidez que o processo de imobiliza¢ao causa na

estrutura da enzima.®’

4.7. Triagem de inibidores para MTAP-MB

A SmMTAP s6 possui um inibidor indicado na literatura a 5-
DClFormicina (FIGURA 4.15), sendo que o mesmo ndo estd disponivel

comercialmente®®.

FIGURA 4.15. Estrutura do inibidor reportado na literatura para MTAP, a 5-

DCIlFormicina.

Para estudos de triagem com MTAP-MB, avaliou-se a atividade
inibitoria de uma série com seis compostos, onde duas dessas moléculas sdo
reportadas na literatura como sendo inibidores da classe das adenosinas
fosforilases, a tubercidina e a cafeina®®. Além disso, foram avaliadas frente ao
potencial de inibicdo as moléculas de quercetina, catequina, epicatequina e

aciclovir. As estruturas dos compostos testados sao apresentadas na TABELA 4.3.
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TABELA 4.3. Estruturas moleculares dos compostos para triagem em ensaio de

inibigao.
Composto Estrutura
1
Quercetina
2 HO
Epicatequina O
P q oH
OH
OH
3 X
HO O
Catequina ' OH
OH
OH
/
4 N | N>
’ /
Cafeina 5 T N
5 N HO 74 | \/)N
Tubercidina o NTON
OH OH
0
6 HN N
. ) N\
Aciclovir )\ >
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Os ensaios foram realizados nas condi¢des descritas na (secao 3.12).
As concentragdes de 20 € 30 umol L' foram baseados no Ky, da MTAP-MB,
sendo 1 e 1,5 vezes a concentragdo desses compostos em relagdo ao Kiapp do
biorreator. Portanto, todas as triagens foram realizadas com 20 pmol L do

substrato adenosina.

O efeito da co-cluicdo dessas moléculas foi avaliado no método
desenvolvido para a deteccao da atividade catalitica da enzima (se¢do 3.10). Para
1sso, o inibidor foi solubilizado na presenca de adenosina e adenina e injetado
separadamente. Nenhum composto dentre os seis apresentou o mesmo tempo de
retengdo no cromatograma do substrato e do produto da reacdo enzimatica.
Portanto, a reacdo de atividade catalitica da enzima frente a estes compostos e

posterior analise cromatografica, seguiram como citado na se¢do 3.10 e 3.5.

O percentual de inibicdo foi obtido comparando-se a atividade do
MTAP-MB na presen¢a da molécula em triagem com a sua atividade inicial. A
FIGURA 4.16 apresenta o cromatograma obtido no ensaio de atividade inicial do
MTAP-MB enquanto os cromatogramas das FIGURAS 4.17 e 4.18 demonstram
o efeito de inibicao causado pela presenca de quercetina nas concentracdes de 1,5

e 1,0 % 0 Kmgp, , reSpectivamente.
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10,0EMnm4nm
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7.5{
5.0{ .
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2.5{
0.05
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FIGURA 4.16. Cromatograma de LC-UV do ensaio de atividade de MTAP-MB,
com tampao fosfato para conversdo de adenosina (1) em adenina (2). Coluna

Acquity UPLC BEH Amide (100 x 2.1 mm, 1,7 um, Waters), modo de eluigao
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isocratico, com fase mével composta por ACN/H,O 85:15 (v/v), contendo 0,1%
de 4cido férmico, vazdo 0,300 mL min™', forno a 45 °C, detec¢do em 245 nm ¢

tempo de corrida de 5 min.

mAU

254nmanm

10.04

(1) Adenosina

509 (2) Adenlna

25

0.0

254

5.0

0.0 0.5 1.0 15 20 25 3.0 3.5 4.0 45 min

FIGURA 4.17. Cromatograma de LC-UV do ensaio de atividade de MTAP-MB
para conversdo de adenosina em adenina, na presenca da quercetina 30 umol L-!
(1,5 x 0 Kmgpp). Coluna Acquity UPLC BEH Amide (100 x 2.1 mm, 1,7 pm,
Waters), modo de elui¢do isocratico, com fase movel composta por ACN/H,O
85:15, (v/v), contendo 0,1% de 4cido formico, vazdo 0,300 mL min™!, forno a 45

°C, deteccao em 245 nm e tempo de corrida de 5 min.
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FIGURA 4.18. Cromatograma de LC-UV do ensaio de atividade de MTAP-MB
na presen¢a da quercetina 20 pmol L™ (1,0 x 0 Kgyy). Coluna Acquity UPLC
BEH Amide (100 x 2.1 mm, 1,7 um, Waters), modo de elui¢ao isocratico, com

fase mdvel composta por ACN/H,O 85:15, contendo 0,1% de acido férmico,
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vazdo 0,300 mL min™!, forno a 45 °C, detec¢do em 245 nm e tempo de corrida de

5 min.

Apesar de serem baixos, todos os compostos testados apresentaram
inibicao, onde os valores obtidos estdao dispostos nas FIGURAS 4.19 e 4.20, para

as concentragdes dos inibidores a 20 e 30 umol L', respectivamente.
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FIGURA 4.19. Valores de inibi¢ao (n = 2) das moléculas triadas com 20 pmol

L' e o substrato adenosina a 20 pmol L', sendo (1) quercetina; (2) epicatequina;

(3) catequina; (4) cafeina; (5) tubercidina; (6) aciclovir
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FIGURA 4.20. Valores de inibi¢do (n = 2) das moléculas triadas com 30 umol L-
I'e 0 substrato adenosina a 20 pmol L!, sendo (1) quercetina; (2) epicatequina; (3)

catequina; (4) cafeina; (5) tubercidina; (6) aciclovir

A despeito do baixo percentual de inibi¢do obtido para a série de
moléculas triadas, o ensaio demostrou que o MTAP-MB pode ser usado em

triagem de inibidores baseado na atividade da enzima imobilizada.

4.8. Ensaio de ligand fishing com MTAP-MB para o extrato
de Topsentia ophiraphidites (FN 031)

O extrato da esponja marinha 7. ophiraphidites que foi coletado em
pontos distintos de Fernando de Noronha foi selecionado como colecao natural
para triagem de ligantes em mistura para a SmMTAP. A selecao foi feita baseada
nos resultados do projeto de tese da Dra. Larissa R. G. da Silva da Universidade

Federal Fluminense desenvolvido no Nucleo de Pesquisa em Cromatografia —

SEPARARE. %’

Os produtos naturais marinhos apresentam alta relevancia para a

comunidade cientifica, visto o elevado potencial quimico-biologico da
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biodiversidade marinha ainda pouco explorada. E estimado que apenas 10% dos
organismos aquaticos foram descritos, sendo que, ao serem comparados com as
plantas terrestres, que sao tradicionalmente estudadas e utilizadas ha muitos anos,
os produtos naturais marinhos se destacam pela ampla variedade quimica-

bioldgica e pela novidade estrutural. 33

Pertencente a familia de esponjas Halichondriidae Gray, na classe
Demospongiae, ordem Suberitida. O género Topsentia compreende, atualmente,
36 espécies validas, sendo que a inica espécie taxonomicamente caracterizada na
costa brasileira é a Topsentia ophiraphidites. O género Topsentia foi estudado
quanto ao seu perfil quimico, sendo reconhecido por biossintetizar metabodlitos de
diferentes classes, como alcaloides, oxilipinas, bases nitrogenadas, terpenos e

esterois. ¥’

O processo de desreplicagdio por LC-HRMS usando redes
moleculares na plataforma GNPS desenvolvido Dra. Larissa Ramos da Silva
permitiu a inferéncia de diversos metabolitos (cerca de 150 moléculas),
pertencentes as classes de dipeptideos lineares, dicetopiperazinas, aminoacidos
halogenados ou nao, nucleosideos, policetideos e glicerofosfolipideos, fenolicos,
alcaloides, amonios quaternarios e acilcarnitinas. Dentre o perfil quimico da
esponja marinha, a classe de substidncias conhecidas como nucleosideos sdo
relevantes por apresentarem diversas fun¢des biologicas. Ademais, a atividade
catalitica da enzima MTAP ¢ catalisar a fosforilagdao reversivel do nucleosideo
adenosina.’” A fim de investigar a afinidade dos diversos metabolitos presentes,
foi selecionada uma das oito amostras de 7. ophiraphidites, o extrato sob o cddigo

FN 031, para ser aplicado na triagem de ligantes com o biorreator MTAP-MB.

O protocolo do ensaio ligand fishing esta ilustrado na FIGURA 4.21.
O ensaio foi aplicado a MTAP-MB ativo e ao MTAP-MBcontrole.
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FIGURA 4.21. Fluxograma do ensaio de /igand fishing com MTAP-MB e extrato de Topsentia ophiraphidites (FN 031).
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Os sobrenadantes da etapa Ss (dessor¢do dos ligantes) foram
analisados por LC-HRMS, com ACN contendo 0,1% de 4cido féormico como
modificador organico, em eluigdo gradiente de 2-100% e o HRMS em modo

positivo full scan, conforme descrito na seg¢ao 3.13.2.

Os cromatogramas de pico base do perfil cromatografico de T.
ophiraphidites e da etapa S; do ensaio ligand fishing estdo apresentados nas

FIGURAS 4.22 e 4.23, respectivamente.

Intens.
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FIGURA 4.22. Cromatograma de pico base obtido por analise de LC-HRMS para
o extrato de Topsentia ophiraphidites (FN 031). Coluna Acquity HSS T3 (100 X
2,1 mm, 1,8 um), fase movel (A) solugdo de 0,1% de acido féormico em agua e
(B) de 0,1% de 4cido féormico em ACN, em eluicao gradiente de 2 a 100% de B
em 25 min, seguido de etapa isocratica 100% de B de 25 a 27,5 min e
recondicionamento na condi¢do inicial por 7 min, vazdo 0,2 mL min’,

temperatura de 30 °C.



69

nnnnnn

x15:< ‘ MTAP-MB MTAP‘MBcontrole .

FIGURA 4.23. Cromatogramas de pico base obtidos por analise de LC-HRMS
para etapa S4 do ensaio ligand fishing (Etapa de dessor¢do dos ligantes). Coluna
Acquity HSS T3 (100 x 2,1 mm, 1,8 um), fase movel (A) solucao de 0,1% de
acido formico em agua e (B) de 0,1% de acido formico em ACN, em eluigdo
gradiente de 2 a 100% de B em 25 min, seguido de etapa isocratica 100% de B de
25 a 27,5min e recondicionamento na condi¢do inicial por 7 min, vazdo
0,2 mL min™!, temperatura de 30 °C. Em azul, duplicata do ensaio para o0 MTA-
MB ativo. Em vermelho, duplicata do ensaio para o MTAP-MBcontrole.

Tendo em vista a descoberta de novos produtos naturais bioativos,
através de procedimentos eficientes e habeis, o desenvolvimento de ferramentas
computacionais que auxiliassem a organizagdo e visualizagdo de grandes
conjuntos de dados foi impulsionada e a abordagem por redes moleculares (do
inglés, Molecular Networking) surge nesse contexto com um os grandes avangos

aplicados a quimica de produtos naturais no século XXI.24%

A partir de dados de espectrometria de massas, a rede molecular
facilita a identificagdo de padrdes através de similaridade ou diferengas espectrais
entre conjuntos amostrais. Essa abordagem permite reconhecer -classes

metabolicas e fungdes organicas em estruturas complexas de produtos naturais.

O pré-processamento para dados de LC-HRMS requer fungdes
robustas e reprodutivas para as trés dimensdes dos dados: tempo de retencdo, m/z

e intensidade para que os dados sejam convertidos em informagdes moleculares
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(do inglés, feature). Com o modo de analise chamado Feature-Based Molecular
Networking (FBMN), a ferramenta de pré-processamento desses dados mais

divulgada e utilizada pela comunidade de espectrometria de massas ¢ 0 MZmine.
24

Para tratamento dos dados, os cromatogramas de pico base do perfil
cromatografico da etapa S foram processados no software MZmine, conforme
descrito na se¢ao 3.13.3. Os parametros foram definidos para deconvolugao do
maior nuamero de informagdes moleculares, com bom alinhamento dos

cromatogramas.

A tabela com os dados gerados a partir do MZmine, convertida e
importada para o Excel®, dispunha de 1052 informagdes moleculares.

Posteriormente, esses dados foram submetidos ao processamento com o software

Ichthus (https://github.com/MHBrito/IchthusSoftware), que atribui tolerancia
para desvios nos parametros de m/z, tempo de retengao, sinal/ruido e intensidade
da banda. Esse software filtra as informagdes, alinha os dados e calcula a razao
de afinidade (AR), descrita na secdo 3.13.3. Através do processamento com o

Ichthus, foram obtidas 264 informac¢des moleculares.

Para que um ion seja considerado ligante, ele precisa apresentar razao
de afinidade maior que 1, que indica que a afinidade pela enzima ativa imobilizada
¢ maior que qualquer interagdo inespecifica. Para descartar qualquer variabilidade
dos dados do ensaio e/ou a caracterizacao de compostos extraidos por interacdes
adsortivas, foram selecionados os ions que apresentaram razao de afinidade maior

ouigual a 1,3.

Desse modo, 21 informacdes moleculares foram selecionadas e,
entdo, foi realizada uma anélise manual considerando tempo de retengdo, m/z e
MS/MS no perfil quimico do extrato de T. ophiraphidites bem como na andlise

do branco, a fim de descartar artefatos do ensaio.
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O processo investigativo através de todas as etapas descritas
identificou 16 ligantes para MTAP-MB com razao de afinidade entre 1,32 e 8,03.
A FIGURA 4.24 evidencia a dispersao dos ligantes, na qual € possivel notar a
distribui¢do das informagdes moleculares ao longo do perfil cromatografico,

simultaneamente com a razdo de afinidade.
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FIGURA 4.24. Graficos de dispersao dos ligantes identificados no ensaio de
ligand fishing com MTAP-MB no extrato FN 031 da Topsentia ophiraphidites.

Apos os ligantes serem identificados pelo valor de m/z e razao de
afinidade, varios experimentos de LC-MS/MS necessarios para desreplicagdo
dessas substancias foram realizados, na tentativa de obter o perfil de fragmentacao
mais adequado para cada ion. Além disso, considerando a massa exata
monoisotopica, no modo de ionizagao positivo, as propostas de férmula molecular

com os adutos [M+H]", [M+Na]", [M—H,O+H]*, [M+H—-CO;]" fornecidos pelo
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DataAnalysis, foram investigados com o auxilio das bases de dados Dictionary of
Natural Products (DNP), Dictionary of Marine Natural Products (DMNP),
Human Metabolome Database (HMDB), KNApSAcK Core System, LIPID
MAPS, MassBank, PubChem e SciFinder®.

De forma semiautomatizada, a investigacdo também foi realizada
utilizando redes moleculares para o experimento de LC-MS/MS do extrato no
modo positivo de ionizagdo. Ademais, foi feita uma curadoria nos dados de
desreplicacdo para Topsentia realizada anteriormente pela Dra. Larissa Ramos da

Silva.

Os ligantes apresentaram AR na faixa de 1,32 a 8,03 e a maioria

apresentou retengao cromatografica superior a 15 min, indicando hidrofobicidade.

A despeito do trabalho de curadoria manual feita nas bases de dados
e na tese da Dra Larissa Ramos da Silva, ndo foi possivel desreplicar a maioria
dos ligantes identificados pelo MTAP-MB no extrato FN 031 da Topsentia
ophiraphidites. Dois dos ligantes, no entanto puderam ser inferidos através do
MassBank, Dictionary of Marine Natural Products e do LIPID MAPS: a primeira
estrutura, o acido 2-amino-9,13-dimetil heptadecandéico com AR= 242,
apresentou um baixo erro em ppm, igual a 0,63. A estrutura ja foi descrita para
um organismo marinho’!, mas ndo foi descrita até o momento para Topsentia. No
trabalho, os autores isolaram e caracterizaram alguns metabdlitos secundarios
produzidos pela cepa de Streptomyces 1010, isolada na regido do mar da
Antartica.”! Dentre os metabolitos caracterizados, a estrutura do 4cido 2-amino-
9,13-dimetil heptadecanoico foi inferida com base em experimentos de MS, RMN
de 'H, 1*C, DEPT, COSY, HSQC ¢ HMBC. Os dados dos autores indicaram que
a estrutura do composto apresentava 3 residuos metilicos (sendo dois grupos metil
para o C-9 e C-13 e um metil terminal), um carbono carboxilico COOH e um

grupo amino primario.”!
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Nas FIGURAS 4.25 e 4.26 estio dispostos o espectro de MS? obtido
para o ion m/z 314,3056 e a proposta de fragmentagdo para a substancia,

respectivamente.

Intens. +MS2(314.3056), 15.0-75.0eV, 24.1min #4048
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FIGURA 4.25. Espectro de MS? do ion m/z 314,3056, correspondente ao 4cido

2-amino-9,13-dimetil heptadecanodico.
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FIGURA 4.26. Mecanismo de fragmentagdo proposto para ion m/z 314,3056,

correspondente ao acido 2-amino-9,13-dimetil heptadecandico.
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A segunda estrutura ¢ um esteroide polioxigenado, o gorgostano
3B,5a,6p,11a,12B-pentol-12-acetato®?, inferido através do Dictionary of Marine
Natural Products e do LIPID MAPS. Uma caracteristica marcante de fontes
marinhas, ¢ a riqueza de esteroides incomuns com anéis, cadeias laterais e padrdes
de oxigenagao diversificados em seus anéis. Um exemplo € o gorgosterol, que foi
o primeiro esteroide relatado contendo um ciclopropano. Desde entdo, diversos
esteroides com variagcdes da cadeia lateral foram relatados, principalmente de

esponjas.”’>??

A origem dos esteroides marinhos ¢ complexa, pois eles podem ser
formados a partir de fontes alimentares ou sintetizados por um simbionte e
teri t dificados bioquimi te pel i inho.”
posteriormente serem modificados bioquimicamente pelo organismo marinho.
Ainda que, até o momento, nao tenha sido proposto um modelo de fragmentagao
para essa substancia na literatura, a classe dos esteroides ¢ a mais representativa
para o género Topsentia, especialmente para a espécie T. ophiraphidites.t’
Ademais, a estrutura proposta pelo LIPID MAPS, foi relatada em uma espécie de

19274 a Isis hippuris, ¢ no trabalho publicado’® os autores isolaram e

cora
determinaram as estruturas de onze novos esteroides polioxigenados através de
analises de RMN de 'H, *C e estudos de difracdo de raios X. Através das analises
e comparacdes com as estruturas anteriormente deduzidas, os autores mostraram
que a estrutura do esteroide gorgostano 3f3,50,6f,11a,12p-pentol-12-acetato, o
unico esteroide com a formula molecular C3;Hs4O6 (m/z 535,3996) descrito no

trabalho, possui um grupo acetoxi, quatro grupos hidroxilas e uma cadeia lateral

com um ciclopropil. A estereoquimica foi inferida por comparacao dos dados de

RMN.*?

Na FIGURA 4.27 esta proposta a estrutura quimica para o ligante de
m/z 535,3996, o gorgostano 3B,50,6B,11a,12B-pentol-12-acetato com AR = 1,54
e um baixo erro em ppm = 0,56. Na FIGURA 4.28 est4 disposto o espectro de
MS? obtido para o ion m/z 535,3996.
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FIGURA 4.27. Estrutura com estereoquimica do esteroide gorgostano

3B,50,6B,11a,12B-pentol-12-acetato sugerida pelo LIPID MAPS para o ligante

com o [M+H]") 535,3996.
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FIGURA 4.28. Espectro de MS? do fon m/z 535,3996.
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Os ligantes aqui apontados e os que ndo foram desreplicados

evidenciam o enorme potencial deste ensaio para descoberta de moléculas

bioativas que ndo foram ainda caracterizadas, salientando a ampla biodiversidade

quimica ainda inexplorada, apesar do enorme avanco obtido na obtencdo e

processamento das analises de forma automatizada.



76

4.9. Perfil quimico de Aspidosperma macrocarpon por analises

de LC-HRMS e redes moleculares

Na familia Apocynaceae, as espécies do género Aspidosperma sao
encontradas apenas na América. As cascas de Aspidosperma sao comumente
usadas na forma de infusdes pela medicina popular na regiao Amazonica. Como
exemplos, a espécie 4. polineuron ¢ usada no tratamento da malaria e A.
ramiflorum ¢é empregada no tratamento de leishmaniose, fatores que evidenciam

a importancia do conhecimento quimico do género Aspidosperma.”

A espécie Aspidosperma macrocarpon Mart. (FIGURA 4.29), ¢
popularmente conhecida como guatambu-do-cerrado, peroba-do-campo e orelha-

de-elefante, com ocorréncia no Brasil, Bolivia, Peru e Venezuela.”®

FIGURA 4.29. Partes de Aspidosperma macrocarpon. Da esquerda para direita e

de cima para baixo: Caule, folhas, arvore, frutos e flores.”

O perfil quimico dos extratos de A. macrocarpon foi explorado
através da desreplicacdo por LC-HRMS, guiado pela construcdo das redes

moleculares e por comparagdao dos espectros de MS/MS obtidos com os
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disponiveis na plataforma GNPS. Além disso, a comparacdo dos espectros de

MS/MS da literatura com os espectros experimentais também pode ser feita.

A rede molecular ¢ gerada a partir do alinhamento dos espectros de
MS/MS. Os agrupamentos entre os nodos sdo definidos por uma pontuagdo de
cosseno que determina a semelhanca entre dois espectros de MS/MS, variando o
valor de cosseno entre zero e um, sendo um, os espectros completamente
idénticos. Quanto maior o escore de cosseno entre dois espectros, mais

semelhantes sdo os espectros de MS/MS e mais semelhantes sdo as moléculas.*

A FIGURA 4.30 dispoe a rede molecular construida a partir de todas
as analises realizadas por LC-HRMS para os extratos de 4. macrocarpon no modo
positivo de ionizagdo, com acido formico com aditivo na fase mével. Os dados
foram importados para o Cytoscape e sdo exibidos como uma rede de nds e
bordas. Para evitar qualquer interpretagao erronea de contaminantes, a injecao em
branco (fase moével) foi introduzida na rede de espectros como um grupo de

amostra distinto identificadas no Cytoscape e removidas da rede molecular.

A estrutura da rede gerada consistiu em 677 nodos, distribuidos em

47 familias moleculares e 359 self loops.



78

. Casca do caule
e @ &
.Galhu e e e - ®se
L] - .0 .‘: -]
@ rolhas ° o o® _ "
oo ¢ oub o-8 %o
ag_a ‘.i -, ] ! as® -
e ¥ - ge-e 8. g o-g-8. 4
e ..oas‘% 6 -g® B C
e *_ e -4 @ B
o-*.° 6% - 9o © -0
e A .. ’o. '_' ._.
o-%_. *-e
e‘a.
E
o) E ® e @ &9 @ e?
%O. e% a0 0 o e® o o0 o
P @ & L) ) o
8-9-9 e o
) ° 4@ ® e e E ® E o.D
e @ e & @ ® - a @ o o
™ ™ ® & ® 1] @ @ L ]
@
® 0996900 500 O6S 0G0 6600600
P9 O 0 PO OO OOOEOEOGOOOO O B S
e eceescereeeeceeseecenceee
oo 0P ee IO a0 00D ecee0enee
e peoeeeerne e e neeeeeeceese
Geeoee00eee 000 Reecc0e0eee
20908000000 EBEOSOSEBGB®®S
00000000 RCERGEGERRBRRRBRRRESe
e oo e o eee e oo eseeesceeee
X R E E R E E E E E Y]
EEE R E R E R E R R R R EEEEE R N A_Acidoscarboxﬂj_coseoutrog
EEEEEEEEEE R E E R EEEE EEE R N T B—Flavonoidesglicosilados
R EEE E R R R E R Y Y .
seeeceseseesseceeseeesesee CAlaloides
fteeeeeseseeceeeeeeaeseeeee D-Flavonoides
RN RN RN RN RN EE N RN

FIGURA 4.30. Visao geral da rede molecular das amostras de Aspidosperma
macrocarpon com as classes de substincias anotadas no processo de

desreplicacao (A, B, C e D).

A plataforma GNPS permitiu a desreplicacio de metabolitos
pertencentes as classes de flavonoides glicosilados, alcaloides, flavonoides,
acidos carboxilicos e outros, listadas na TABELA 4.4. As substancias
desreplicadas foram inferidas por correlagdo dos espectros obtidos
experimentalmente com a biblioteca de espectros MS/MS, além do baixo erro de

massa exata € com o perfil do mecanismo de fragmentagio.”’



TABELA 4.4. Perfil quimico dos extratos de Aspidosperma macrocarpon: informagdes dos compostos desreplicados.
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Nome

m/z
experimental

m/z
tedrico

Erro
ppm

Aduto do
ion

Formula
molecular

Tempo de
retencao
(min)

Precursor e
demais ions do
espectro
MS/MS

Casca
do
caule

Folhas

Galho

Flavonoides glicosilados

Rutina

611,1608

611,1607

0,1

[M+H]"

C27H30016

6,30

611,1608,
465,1027,
303,0498,
229,0489,
137,0224

sim

sim

sim

Ramnetina 3-
soforosideo

641,1705

641,1712

-1,0

[M+H]"

CaosH32017

6,47

641,1705,
479,1237,
317,0648,
229,0472,
151,0367

sim

Quercetina 3.4'-

diglucosideo

627,1555

627,1556

[M+H]"

C27H30017

6,41

627,1555,
465,1028,
303,0506,
257,0469,
151,0401

sim

Isoramnetina 3-O-
glucosideo

479,1181

479,1184

-0,6

[M+H]"

C2oH22012

7,23

479,1181,
317,0661,
273,0392,
229,0486,
153,0182

sim

sim




Continuacio da TABELA 4.4
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Quercetina 3- | 465,1026 465,1028 | 0 [M+H]+ | C21H2001 | 6,55 465,1026, sim - sim
galactosideo 2 303,0502,

229,0491,

153,0181
Taxifolina-3- 467,1880 467,1184 | 0,8 [M+H]" | C21H22012 4,49 467,1880, sim - sim
glucosideo 305,0656,

185,0669,

153,0173
Kaempferol 3-O- | 449,1080 449,1078 | 0,4 [M+H]" | C21H20011 7,32 449,1080, sim - sim
beta-D- 287,0549,
galactosideo 229,0484,

153,0177
Kaempferol 3-O- | 595,1655 595,1657 | -0,3 [M+H]" | Ca7H30015 | 6,68 595,1655, - sim -
rutinosideo 449,1038,

287,0534

163,0371
Isoramnetina 3-O- | 625,1755 625,1763 | -1,2 [M+H]" | C2sH32016 6,90 625,1755, - sim sim
alpha- 479,1164,
ramnopiranosil-(1- 317,0648,
2)-beta- 229,0487,
galactopiranosideo 153,0172
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117,0331

m/? /s Fro Aduto do Formula Tempo~de P?ecursor e demais | Casca Folha
Nome experime tedtico ppm ‘o molecular retel?c;ao ions do espectro do Galho
ntal (min) MS/MS caule
Familia dos acidos carboxilicos e outros compostos
Acido 355,1008 | 355,1024 -4 [M+H]" Ci6H1809 3,89 355,1008, - sim sim
trans-5-0O- 163,0385,
Cafeoilquinico 117,0334
Acido 12,13-| 315,2530 | 315,2530 0 [M+H]" C21H3604 17,91 315,2530, sim - -
Diidroxioctadec-9- 279,2302,
€noico 233,2239,
177,1656,
143,1044
1-Monolinolenina | 353,2682 | 353,2686 -1,1 [M+H]" C21H3604 15,86 353,2682, - sim -
261,2214,
243,2107,
117,0690
Sacarose 360,1503 | 360,1506 -0,8 | [M+NH4]" | Ci2H2201: 1,25 360,1503, - sim sim
163,0591,
145,0484,
127,0386
Acido 372,1287 | 372,1295 2,1 | [M+NH4]" | CieHisO9 4,60 372,1287, - sim sim
trans-5-0O- 355,1005,
Cafeoilquinico 163,0385,
135,0435,
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Acido 3,5-
Dicafeoilquinico

517,1342

517,1341

0,1

[M+H]"

CasHo4O12

7,28

517,1342,
337,0909,
163,0385,
135,0432

sim

sim

Famil

ia dos alcaloides

Kopsinina

339,2066

339,2067

[M+H]"

C21H26N202

5,81

339,2066,
223,1232,
196,1118,
180,0803,
167,0729,

130,0645, 96,0802

sim

sim

Familia dos flavonoides

Taxifolina

305,0651

305,0656

0,3

[M+H]"

CisH1207

6,89

305,0651,
287,0544,
259,0595,
195,0285,
153,0175

sim

sim

Diidrokaempferol

289,0706

289,0707

[M+H]"

CisH1207

6,90

289,0706,
271,0587,
243,0650,
195,0269,
153,0185,
107,0485

sim

sim
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H4a diversos trabalhos reportados na literatura sobre estudos quimicos
com espécies do género Aspidosperma que sdao conhecidas majoritariamente por
exibirem uma grande variedade de alcaloides indolicos, os quais sdo considerados
marcadores quimiotaxondmicos das espécies do género. *>19-192 A FIGURA 4.31
ilustra a familia molecular dos alcaloides. A partir da TABELA 4.4 pode-se notar
que o alcaloide ind6lico kopsinina!® foi ionizado na forma de [M+H]" no espectro
de MS'. A FIGURA 4.32 ilustra o mecanismo de fragmentagdo para a kopsinina,
onde ¢ possivel perceber, dentre outros mecanismos, as classes de reagdes de

fragmentacdo do tipo Retro-Diels-Alder (RDA).!%

’ Casca do caule

Formula molecular: C,,Hy4N,0,
Massa exata: 338,1943

FIGURA 4.30. Familia molecular dos alcaloides, desreplicado nos extratos de
Aspidosperma macrocarpon.
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FIGURA 4.31. Mecanismo de fragmentacdo proposto para a kopsinina (m/z
339,2142).

Dentre os constituintes quimicos, os flavonoides sdao uma das
principais classes de compostos organicos em plantas e muitos sdo encontrados
como glicoconjugados.'”® As FIGURAS 4.33 e 4.34, ilustram as duas familias
moleculares de flavonoides, sendo a familia dos flavonoides glicosilados e dos

flavonoides, respectivamente.
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Formula molecular: Cy;H3,05 o
Massa exata: 594.1585 o Formula molecular: Cy;HpOp;
! Massa exata: 466,1111

Formula molecular: C;;H,,0qp ¢
ﬁ ) Massa exata: 448,1005 |

& &

ki

Formula molecular: C;-H;,O14
Masgsa exata: 6101534

XX

-~ Formula molecular: CyH;0;;
" Massa exata: 464,0954

Férmula molecular: CyH;05,
Massa exata: 4781111

O fi/ . Casca do caule

Formula molecular: CagHz;01¢ ) oo } ¥ " ¥ g
Masgsa exata: 624,1690 ) )
: Férmula molecular: C,gH3,0p; n " . Galho
Massa exata: 640,1619 Formula molecular: CyHzp04; .
Massa exata: 626,1483 Folhas

FIGURA 4.32. Familia molecular de flavonoides glicosilados, desreplicados nos

extratos de Aspidosperma macrocarpon.

OH (o]

Formula molecular: CysH;,0,

Massa exata: 288,0634
OH o}

Formula molecular: Cy5H;,0,
Massa exata: 304,0583 . Casca do caule

® camo

FI’GURA 4.33. Familia molecular de flavonoides, desreplicados nos extratos de

Aspidosperma macrocarpon.

A partir da TABELA 4.4 pode-se notar que esses metabolitos foram
ionizados na forma de [M+H]" no espectro de MS!. As andlises de MS?
permitiram observar o padrao de fragmentacao dos flavonoides glicosilados, na

forma de eliminagdes 1,3 subsequentes de 162, 146 ou de 132 u, perdas neutras
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97,98,105 De forma

de hexose, desoxihexose ou pentose, respectivamente.
exemplificada, a FIGURA 4.35 ilustra o mecanismo de fragmentacao para o ion
m/z 595,1644, o kaempferol 3-O-rutinosideo. A FIGURA 4.36 ilustra o
mecanismo de fragmentagdo para o Diidrokaempferol, o ion m/z 289,0706 que
gerou o ion m/z 243,0650 através da perda neutra de H,O, seguido de um rearranjo

intramolecular para a perda neutra de CO.”*!*

OH Eliminacdo 1,3
OH O © OH ;
(0]
XX
(0]

HO
H
OH
H

Eliminagao 1,3 OH

i HO E o) O
HO ~ o) m/z 287 8H2
HO

OH OH
m/z 162

FIGURA 4.34. Mecanismo de fragmentacdo proposto para o kaempferol 3-O-
rutinosideo (m/z 595,1644).
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FIGURA 4.35. Mecanismo de fragmentagao proposto para o Diidrokaempferol,
(m/z289,0706).

A FIGURA 4.37 traz a rede molecular da familia de compostos como
acidos carboxilicos, agucares e acidos cafeoilquinicos que foram ionizados na
forma de [M+H]" e [M+NH4]" no espectro de MS'. A FIGURA 4.38 evidencia o
mecanismo de fragmentagado para o ion m/z 354,0951 o 4cido 3-O-cafeoilquinico,
na forma [M+NH4]", onde nota-se as perdas neutras do acido quinico, CO e H,O.

Os 4cidos cafeoilquinicos ja foram relatados para A. macrocarpon.'®
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Formula molecular: CyH3604
" Massa exata: 314,2457
i ® "o
®-
Formula molecular: Clsi-I‘sO, ®
Massa exata: 354,0951
® o
Formula molecular: C,sH,,0,, - 9_9 / e.ee

Formula molecular: CyH30,

o Massa exata: 352,2614
(K/‘ AN #

Massa exata: 516,1268 ee'-e (- ’e ® o
e o'e -g <o—®
® ® & :
S

: Pel 25

Formula molecular: Cy,H,,0p;
Massa exata: 3421162

. ¢ ® 8’-‘6 ®-o =
h - o @ @
® o0 _ o
e ._e. ) - . Casca do caule
" " _ e e [S] .\b ot 'y
- o ® I ® camo
Formula molecular: CysH,;0y ~ b ©

Férmula molecular: C . o - . Folhas
Massa exata: 4991240 ormula molecular: CyH,:0, 0 o
Massa exata: 354,0951

>

FIGURA 4.36. Familia molecular dos acidos carboxilicos e outros compostos

(TABELA 4.4), desreplicados nos extratos de Aspidosperma macrocarpon.

8 o
AN (o} X
HO.
HO.
HO ® OH ; HO
NH4 ®
NH4
OH OH
HO (o] HO
OH
m/z 355
m/z 372
i |
ay D
o
\ OH ——\ : \
HO.
HO OH OH HO m/z 163
HO
OH
HO' 0
OH HO on ©
m/z 192
|
\ (' @ \e /O/\ @
e
co HO ( H H,0 HO %
HO
m/z 163
OH \-/‘ m/z 117
OH m/z 135

FIGURA 4.37. Mecanismo de fragmentagdo proposto para o dacido 3-O-
cafeoilquinico (m/z 354,0951).

Através da plataforma GNPS, foi possivel desreplicar 18 substancias

nos extratos de Aspidosperma macrocarpon, o que contribui para o conhecimento

das classes de metabolitos presentes nesta espécie.
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4.10. Ensaio de ligand fishing com MTAP-MB para o extrato

casca do caule de Aspidosperma macrocarpon

ApoOs a desreplicagdo das amostras de A. macrocarpon, o extrato da
casca do caule foi selecionado para ser aplicado na triagem de ligantes com o
MTAP-MB. O protocolo do ensaio de ligand fishing foi realizado conforme
descrito anteriormente, na se¢ao 4.8 ¢ FIGURA 4.18. O ensaio foi realizado em

duplicata tanto com MTAP-MB ativo , quanto o MTAP-MB controle.

Os sobrenadantes da etapa Ss (dessor¢do dos ligantes) foram
analisados por LC-HRMS, com ACN contendo 0,1% de acido férmico como
modificador organico, em eluigdo gradiente de 2-100% e o HRMS em modo

positivo full scan conforme descrito na se¢ao 3.15.2.

Os cromatogramas de pico base do perfil cromatografico da casca do
caule de A. macrocarpon e da etapa S4do ensaio ligand fishing estdo apresentados

nas FIGURAS 4.39 e 4.40, respectivamente.

Intens.
x106]

20

051

1 WS
0.0
0 5 10 15 20 25 30 Time [min]

Figura 4.38. Cromatograma de pico base obtido por andlise de LC-HRMS para o
extrato de casca do caule Aspidosperma macrocarpon. Coluna Ascentis Express
C18 (100 x 2,1 mm, 1,8 um), fase mével (A) solucdo de 0,1% de &cido férmico
em agua e (B) de 0,1% de acido féormico em ACN, em eluicao gradiente de 2 a

100% de B em 25 min, seguido de etapa isocratica 100% de B de 25 a 27,5 min e
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recondicionamento na condi¢do inicial por 7 min, vazdo 0,2 mL min’,

temperatura de 30 °C.

/@ MTAP-MB
20 . MTAP‘MBcontrole

ZZQ@% @M f

T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 Time [min]

W

FIGURA 4.39. Cromatogramas de pico base obtidos por analise de LC-HRMS
para etapa S4 do ensaio ligand fishing (Etapa de dessorcao dos ligantes). Coluna
Ascentis Express C18 (100 x 2,1 mm, 1,8 um), fase mdvel (A) solucao de 0,1%
de acido formico em agua e (B) de 0,1% de acido formico em ACN, em elui¢do
gradiente de 2 a 100% de B em 25 min, seguido de etapa isocratica 100% de B de
25 a 27,5min e recondicionamento na condi¢do inicial por 7 min, vazdo
0,2 mL min!, temperatura de 30°C. Em azul, duplicata do ensaio para o

biorreator ativo MTA-MB. Em vermelho, duplicata do ensaio para o biorreator

controle MTAP-MBcontrole.

Conforme mencionado e discutido na secdo 4.8 para o ensaio de
ligand fishing com o extrato da esponja marinha 7. ophiraphidites, a mesma
metodologia foi aplicada para interpretacdo dos resultados do ensaio ligand
fishing com o extrato das cascas do caule de 4. macrocarpon. Os cromatogramas
de pico base do perfil do perfil cromatografico da etapa S, foram processados no
software MZmine, conforme descrito na secdo 3.15.3. Os parametros foram
definidos para deconvolu¢do do maior niimero de informac¢des moleculares, com

bom alinhamento dos cromatogramas.
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A tabela com os dados gerados a partir do MZmine, convertida e
importada para o software Excel®, dispunha de 4200 informagdes moleculares.
Posteriormente, esses dados foram submetidos ao processamento com o software

Ichthus (https://github.com/MHBrito/IchthusSoftware), que atribui tolerancia

para desvios nos parametros de m/z, tempo de retencao, sinal/ruido e intensidade
da banda. O software filtra as informacodes, alinha os dados e calcula a razao de
afinidade, descrita na se¢do 3.13.3. Através do processamento com o Ichthus,

foram obtidas 320 informacdes moleculares.

Para que um ion seja considerado ligante, ele precisa apresentar razao
de afinidade maior que 1, que indica que a afinidade pela enzima ativa imobilizada
¢ maior que qualquer interagdo inespecifica. Para descartar qualquer variabilidade
dos dados do ensaio e/ou a caracterizacdo de compostos extraidos por interagdes
adsortivas, foram selecionados os ions que apresentaram razao de afinidade maior

ouigual a 1,5.

Desse modo, 70 informag¢des moleculares foram selecionadas e entao
foi realizada uma analise manual considerando tempo de retencdo, m/z e MS/MS
no perfil quimico do extrato das cascas do caule A. macrocarpon bem como na

analise do branco, a fim de descartar artefatos do ensaio.

O processo investigativo através de todas as etapas descritas
identificou 48 ligantes para MTAP com razdo de afinidade entre 1,5 ¢ 11,5. As
FIGURAS 4.41 ¢ 4.42 (Para visualizag¢ao dos valores de AR zoom entre 21,5 min
e 27,5 min), evidenciam a dispersdo dos ligantes, onde ¢ possivel notar a
distribui¢do das informacdes moleculares ao longo do perfil cromatografico,

simultaneamente com a razdo de afinidade.
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FIGURA 4.40. Grafico de dispersao dos ligantes identificados no ensaio de ligand

fishing com MTAP e Aspidosperma macrocarpon (casca do caule).
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FIGURA 4.41. Gréafico de dispersao dos ligantes identificados no ensaio de ligand
fishing com MTAP-MB e Aspidosperma macrocarpon (casca do caule). Para
visualizagdo dos valores de Rafinidade zoom entre os tempos de retengao

cromatografica de 21,5 min e 27,5 min.
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Apos os ligantes serem localizados pelo valor de m/z e razdo de
afinidade, varios experimentos de LC-MS/MS necessarios para desreplicacao
dessas substancias foram realizados, na tentativa de obter o perfil de fragmentacgao
mais adequado para cada ion. Além disso, considerando a massa exata
monoisotopica, no modo de ionizagao positivo, as propostas de férmula molecular
com os adutos [M+H]", [M+Na]", [M—H,O+H]", [M+H—CO;]" fornecidos pelo
DataAnalysis, foram investigados com o auxilio das bases de dados Dictionary of
Natural Products (DNP), Dictionary of Marine Natural Products (DMNP),
Human Metabolome Database (HMDB), KNApSAcK Core System, LIPID
MAPS, MassBank, PubChem e SciFinder©.

De forma semiautomatizada, a investigacdo também foi realizada
utilizando redes moleculares para o experimento de LC-MS/MS do extrato no
modo de ionizagdo positivo. Ademais, foi feita uma curadoria nos dados de

desreplicacdo para Aspidosperma, realizada anteriormente neste trabalho.

Apesar dos esforgos para desreplicagdo dos ligantes seletivos da
enzima, alguns ndo apresentaram um perfil de fragmentagdao que pudesse ser
investigado com o auxilio de bases de dados ou redes moleculares. Ademais,
embora tenha sido desreplicado algumas substancias para a espécie neste trabalho,
o MTAP-MB apresentou afinidade por moléculas que ainda ndo foram apontadas

aqui, ou na literatura para os extratos de Aspidosperma macrocarpon.

Através do ensaio de ligand fishing, foi possivel apontar ligantes para
MTAP, presentes no extrato da casca do caule de A. macrocarpon. Os ligantes
nao desreplicados evidenciam o enorme potencial deste ensaio para descoberta de
novos compostos bioativos que nao foram identificados, salientando a ampla
biodiversidade quimica ainda inexplorada, apesar do enorme avango obtido na

obtencdo e processamento das andlises de forma automatizada.
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5. CONCLUSOES

Para o monitoramento da atividade da enzima heterologa MTAP, foi
desenvolvido um método direto por LC-UV para quantificagdo de adenina, que
apresentou rapidez, sensibilidade e reprodutibilidade e, dessa maneira, foi
possivel minimizar os problemas dos ensaios acoplados. O método validado foi
utilizado para a caracterizagdo cinética da enzima em solu¢do com diferentes
tampdes, obtendo os valores de Kwiapp determinados para o substrato adenosina. O
menor valor de Kyapp em tampdo fosfato evidenciou a maior afinidade da enzima

por adenosina na presenca deste tampao.

A MTAP foi imobilizada em particulas magnéticas onde foi obtido o
biorreator MTAP-MB que foi caracterizado cineticamente a partir do método de
LC-UV. Através dos conhecimentos cinéticos do biorreator, foi aplicado um
ensaio de triagem por atividade com algumas moléculas, que revelaram baixos
valores de inibi¢do (menor que 60% a 20 e 30 umol L) para a enzima

1imobilizada.

O MTAP-MB foi aplicado no ensaio /igand fishing com extratos da
esponja marinha Topsentia ophiraphidites ¢ casca do caule de Aspidosperma
macrocarpon, Visando procedimentos eficientes e hdbeis para o pré-
processamento dos dados de LC-HRMS obtidos do ensaio de ligand fishing, foi
utilizado o software MZmine para interpretacao dos resultados obtidos. As tabelas
foram submetidas posteriormente ao processamento com o software Ichthus, que
atribuiu diversos parametros para filtrar as informagdes e calcular a razdo da
afinidade para cada informagao molecular. Para o ensaio ligand fishing com o
extrato de T. ophiraphidites, foram selecionados 16 ligantes para enzima, onde 1
deles teve sua estrutura inferida a partir do espectro de massas de alta resolucao
com o auxilio de bases de dados. Para o ensaio com o extrato das cascas do caule

de A. macrocarpon, foram apontados 48 ligantes seletivos para enzima. Apesar



95

dos esforgos em desreplicar os ligantes durante o tempo deste projeto, ndo foi
possivel inferir mais estruturas, sendo este fato um indicativo de que os ligantes
que apresentaram afinidade pela enzima provavelmente ainda nao foram relatados

para as espécies, ou nao estdo inseridos nos bancos de dados disponiveis.

Concomitantemente ao ensaio de ligand fishing foi obtido o perfil
quimico das amostras de casca do caule, galho e folhas de A. macrocarpon e com
o auxilio da plataforma GNPS foi possivel desreplicar metabolitos pertencentes
as classes de flavonoides glicosilados, alcaloides, flavonoides, acidos carboxilicos

€ outros.

Em conclusdo, a espectrometria de massas de alta resolucdo
juntamente com as ferramentas computacionais como as redes moleculares, os
softwares MZmine e Ichthus, auxiliaram na organizagdo e visualizacdo dos
grandes conjuntos de dados obtidos, mas evidenciaram a grande limitacdo com a
falta de compostos nos bancos de dados. Isso demonstra que apesar de todos os
avangos, a identificacdo de componentes de produtos naturais continua sendo um
enorme desafio. Ademais, o ensaio de ligand fishing demonstra um enorme
potencial para ser usado nao s6 como um ensaio de afinidade, mas também no
auxilio para desreplicagdo de metabolitos em baixas concentracdes em extratos de

produtos naturais e até mesmo compostos raros que ainda nao foram isolados.
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