UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DE TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

“BIORREATORES DE ACETILCOLINESTERASE:
ESTUDO DE CONDICOES PARA A TRIAGEM DE
LIGANTES”

Kenia Lourenco Vanzolini*

Tese apresentada como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de
DOUTOR EM CIENCIAS, érea de
concentracio: QUIMICA.

Orientadora: Profa. Dra. Quezia Bezerra Cass
Co-orientadora: Profa. Dra. Carmen Lucia Cardoso

* bolsista CNPq

Sao Carlos - SP
2013



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria/UFSCar

Vanzolini, Kenia Lourengo.
VV285ba Biorreatores de acetilcolinesterase : estudo de condigbes
para a triagem de ligantes / Kenia Lourengo Vanzolini. -- Sao
Carlos : UFSCar, 2013.
114 1.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal de Sao Carlos,
2013.

1. Anadlise cromatografica. 2. Cromatografia liquida de alta

eficiéncia. 3. Cromatografia de bioafinidade. 4. Enzimas. 5.
Imobilizagdo de enzimas. I. Titulo.

CDD: 543.089 (20%)




UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAQ CARLOS
Centro de Ciéncias Exatas e de Tecnologia
Departamenio de Quimica
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA
Curso de Doutorado

Assinaturas dos membros da comissdo examinadora que avaliou e
aprovou a defesa de tese de doutorado da candidata Kenia Lourenco

Vanzolini, realizada em 03 de maio de 2013:

m/'/]ML(UM

Profa. Dra. Qut{zia Bezerra Cass
I




“Que ninguém se engane, sO se consegue a simplicidade através de muito

trabalho” (Clarice Lispector).



AGRADECIMENTOS

A Profa. Dra. Quezia Cass pela orientagdo, incentivo e dedicagdo
durante o desenvolvimento deste trabalho, além do excelente exemplo de
profissionalismo.

As professoras Dra. Regina V. Oliveira ¢ Dra. Neila M. Cassiano
pelas produtivas discussoes, amizade e incentivo.

A professora Dra. Carmen L. Cardoso pela co-orientagdo e amizade
durante esses quatro anos.

Aos professores Dr. Milton N. da Silva, Dr. Jodo B. Fernandes e
Dra. Arlene G. Corréa pela colaboracdo com doacdo de amostras para a
execucao dos estudos aqui apresentados.

Aos professores Dr. Irwin Wainer e Dr. Ruin Moaddel, por me
receberem em seu grupo de pesquisa para a realizacdo de estagio. Agradego a
conflanca, aos ensinamentos, contribuicdes e amizade.

Ao Alexandre A. Cruz pela amizade e disponibilidade no reparo de
equipamentos.

Aos meus amigos do Grupo de Sintese Organica e CLAE agradeco
a amizade construida nestes anos, o clima de apoio mutuo, incentivo,
colaboragdao e momentos de descontragao.

Todo o meu amor, carinho e gratidao aos meus pais, José¢ Antonio
e Neusa e, ao meu irmao, Igor, aqueles que incondicionalmente sempre me
apoiaram e fizeram todo o possivel para que eu alcangasse esta conquista.

Ao meu melhor amigo e namorado Fabio N. Sposito, pelo carinho,
incentivo, apoio, cumplicidade e alegria.

Ao corpo técnico e administrativo do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Sdo Carlos.

Ao CNPq (142078/2009-3) e a Capes (0112/12-7) pelas bolsas

concedidas.



d.i.

A
AcCUN
ACh
AChE
AChEIs
ACN
APTS
BC

Ch

CUN

NL-ZBC

NL-ZC

DAD

DMSO

eelAChE

GAPDH

HSA

HTS

huAChE
I1Cs0o

vi

Lista de abreviaturas e simbolos

Diametro interno

Comprimento de onda

Acetato de cunaniol

Acetilcolina

Acetilcolinesterase

Inibidores da enzima acetilcolinesterase

Acetonitrila

3-aminopropiltrietoxisilano

Cromatografia de bioafinidade (do inglés bioaffinity
chromatography)

Colina

Cunaniol

Cromatografia zonal nao-linear de bioafinidade (do
inglés non-linear zonal bioaffinity chromatography)
Cromatografia zonal nao-linear (do inglés non-linear
zonal chromatography)

Detector de arranjo de diodos (do inglés diode array
detector)

Dimetilsulfoxido

Acetilcolinesterase da espécie Electrophorus electricus
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (do inglés
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase)
Albumina sérica humana (do inglés human serum
albumin)

Ensaios biologicos automatizados em larga escala (do
inglés high throughput screening)
Acetilcolinesterase da espécie Homo sapiens

Capacidade inibitéria



ICER

koff
LC

L-ZBC

L-ZBC-MS

MB
MeOH
MRM
MS

PNP

TRIS
uv

Vmax.
ZBC

vii

Biorreatores enzimaticos capilares (do inglés
immobilized capillary enzyme reactor)

Constante de afinidade

Constante de inibicao

Constante de Michaelis-Menten

Constante de associacao

Constante de dissocia¢ao

Cromatografia liquida (do inglés liqguid
chromatography)

Cromatografia zonal linear de bioafinidade (do inglés
linear zonal bioaffinity chromatography)
Cromatografia zonal linear de bioafinidade acoplada a
espectrometria de massas (do inglés linear zonal
bioaffinity chromatography coupled to mass
spectrometry)

Particulas magnéticas (do inglés magnetic beads)
Metanol

Do inglés multiple reaction-monitoring
Espectrometria de massas (do inglés mass
spectrometry)

Purina nucleosideo fosforilase (do inglés purine
nucleoside phosphorylase)
Tris-(hidroximetil)aminometano

Ultravioleta

Velocidade maxima de reagao

Cromatografia zonal de bioafinidade (do inglés zonal

bioaffinity chromatography)



viii

Lista de Tabelas
TABELA 1.1- Equacdao de balango de massa derivada a partir da
solucdo por Impulse Input com os parametros da NL-ZC e L-ZBC e,
como eles se relacionam™...............ocoveueeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 9
TABELA 2.1- Faixa de concentracao dos ligantes de AChE utilizados
nos ensaios de mecanismo de iNIbiCAO0. ......uuveeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeen, 29

TABELA 2.2- Concentracdao de Ch produzida a partir da injecao de

ACh 200 pmol.L™" no sistema LC-MS. ......covueveeeeeeeeeeereeeeeeeae 36
TABELA 2.3- Valores de K; e ICs, calculados para os ligantes no
[ICER-€€IACRE. ......ccooiiiiiiiie et 46

TABELA 3.1- Parametros e condi¢Oes avaliadas para o ensaio de
ligand fishing com as eel AChE(NT)-MB. .........ccoooeiiiiiiiiiiiee, 66
TABELA 3.2- Fracdes coletadas da amostra Sta-4 com os ions
esperados em cada fracdo (de acordo com o fingerprint) e os
percentuais de inibigdo obtidos. ........eeeveiiiiieiiiiiiiiiiieeeee e, 70
TABELA 3.3- Parametros cinéticos determinados a partir do ensaio de
NL-ZBC com o ICER-eelAChE para os ligantes tacrina, galantamina
€ CUMATINA 16..ciiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 74
TABELA 4.1- Ensaios realizados para otimizar a concentragdo de
eelAChE no ensaio €m SOIUGCAO0............uuvvvvvrruvuriiiiiiiiiiiiieiieniiennnnnnnnnns 86
TABELA 4.2- Ensaios realizados para otimizar a concentragdo de
ACCUN no ensaio em SOIUCAO. .......uuuuuruuuruurunnnriirennennneennnennnnnnnnnnnnnnns 87
TABELA 4.3- Ensaios realizados para otimizar a concentragdo de
eelAChE no ensaio €m SOIUGAO. ...........uuvvvvvrruruiiiriiiiiiiiiieiiieeeeeeeenannnns 88

TABELA 4.4- Ensaio de inibi¢ao com a ee/AChE em solugao......... 90



X
Lista de Figuras

FIGURA 1.1- Exemplo de perfil de elui¢cao zonal (A) e frontal (B),
onde o composto 2 possui uma maior afinidade pela biomolécula...... 5
FIGURA 1.2- Exemplo de ensaio de deslocamento na L-ZBC. Perfis
de eluicdo para diferentes compostos (1, 2, 3 € 4) no biorreator (A)
sem o 1nibidor e, (B) com o inibidor na fase mével. Figura adaptada
de Wainer et al.* ..o 8
FIGURA 1.3- Sitio catalitico da AChE (cddigo PDB: lacl) com os
residuos de aminoacidos que constituem a triade catalitica............... 16
FIGURA 1.4- Reacdao de acetilacdo-desacetilacdo na hidrolise da
acetilcolina pela enzima acetilcolinesterase. ...........ccceeeevvvvvvveennenn.. 17
FIGURA 2.1- Sistema de LC-MS utilizado no método de L-ZBC com
os ICERs-AChE preparados. Parametros do LC-MS descritos na secao
223 e e et e e et a e e e ntaeeeenraeas 31
FIGURA 2.2- Método de imobilizacdo da enzima eel e huAChE em
capilares de silica fundida.............cccooeeiiiiiiiii, 32
FIGURA 2.3- Cromatogramas referentes a inje¢ao de 10 ulL de uma
amostra de ACh 200 umol.L" no ICER-eel/AChE (-) com reducio e (-
) sem reducao e, no ICER-huAChE (-) com redugdo. Parametros do
LC-MS descritos 12 €60 2.2.3.2. ...uuuuuereeieriieieieereenenneeeenennnnnnnnnnnnnnns 33
FIGURA 2.4- Cromatograma de ions extraidos e espectro de massas
referente a injecdo de ACh 200 pumol.L" no sistema LC-MS com o
ICER-ee/AChE monitorando o ion precursor da Ch produzida, [M]"
104 m/z. Parametros do LC-MS descritos na secao 2.2.3.2. ............. 35
FIGURA 2.5- Cromatograma de ions extraidos e espectro de massas

referente a injecdo de ACh 200 pmol.L" no sistema LC-MS com o



X

ICER-ee/AChE monitorando o ion fragmento da Ch produzida,
[C,H;OH]-[M]" 60 m/z. Pardametros do LC-MS descritos na secdo
2.3 et e et e et e e et eeeenraeas 35
FIGURA 2.6- Proposta da primeira transi¢cao para o ion precursor da
COIIMNA. Leiiiiiiiitiiee et e e e e e e e e 36
FIGURA 2.7- Sobreposi¢ao dos cromatogramas correspondentes a
colina produzida pela inje¢do de 10uL de uma amostra ACh
200pmol.L"! nos ICERs-eelAChE: (-) 1,00 mg.L™"; () 0,500 mg.L™"; (-
) 0,250 mg.L"; (-) 0,125 mg.L" e (-) 0,0625 mg.L". Pardmetros do
LC-MS descritos n1a SeCA0 2.2.3.2. ...covvviieiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 37
FIGURA 2.8- Hipérbole de Michaelis-Menten para a producdo de
colina pelo (A) ICER-ee/AChE e (B) ICER-ee/AChE, variando-se a
concentracao de acetilcolina. .............ooovvvvviiiiieeeeiiiiiiieeeeee 39
FIGURA 2.9- Porcentagem de inibicdo da atividade enzimadtica da
eelAChE no ICER para diferentes concentragdes da galantamina e da
BACTITIA. 1..evteeiiiitee ettt ettt et e ettt e et e ettt e e e ettt e e st e e e et e e e 40
FIGURA 2.10- Grafico de duplo-reciproco para a galantamina no
[ICER-€€IACRE. ......coiiiiiiiiiii e 41
FIGURA 2.11- Grafico de duplo-reciproco para a tacrina no ICER-
CCIACRE. (..o 42
FIGURA 2.12- Determinacao de K; para os inibidores galantamina e
tacrina da ee/ AChE imobilizada............cccccooviiiiiiniiiiiieee, 42
FIGURA 2.13- Resultados da triagem realizada com os derivados de
cumarina, triazéis, flavonas e compostos organicos de diferentes

classes (APENICE). ...ccooeuuviiiiiiiiiiee e 44



X1

FIGURA 2.14- Porcentagem de inibi¢do da atividade enzimatica da
eelAChE no ICER para diferentes concentracdes das cumarinas 16 e
L7 e e e e e et e e et e e e nnraaeeenraeas 45
FIGURA 2.15- Porcentagem de inibi¢do da atividade enzimatica da
eelAChE no ICER para diferentes concentracdes do triazol 2 e da
flavona HptBIpyCu. .....uuvviiiiiiiiiiieeeeeeee e 45
FIGURA 2.16- Porcentagem de inibi¢do da atividade enzimatica da
eelAChE no ICER para diferentes concentragdes das flavonas
NNinaBiPyCu e HptFenCu. ..........ccvvvviiiiiiiiiiiiieeeeee e, 45
FIGURA 2.17- Grafico de duplo-reciproco para as cumarina (A) 16 ¢
(B) 17, n0 ICER-€€lAChE. ......cccviiiiiiiieeeee e 46
FIGURA 2.18- Grafico de duplo-reciproco para as flavonas (A)
HptBipyCu, (B) NNinaBipyCu e (C) HptFenCu, no ICER-eel/AChE.

FIGURA 2.19- Resultados das triagens realizadas com os derivados
cumarinicos nos ICERs- eel e hu AChE. ........ccccocoiiiiiiiiiiiiiiieeene, 48
FIGURA 3.1- Esquema para o preparo das ee/AChE(NT)-MB. ....... 61
FIGURA 3.2- M¢étodo de imobilizacdo da enzima ee/AChE em
particulas magnéticas de oOxido de ferro, recobertas com silica e
derivadas com grupos amino na superficie, (NT)-MB. .................... 62
FIGURA 3.3- Sistema LC-MS utilizado durante os ensaios de
atividade e validacao do ligand fishing com as eelAChE(NT)-MB.
Parametros cromatograficos e de ionizagdo apresentados na se¢ao
N F USSR 63
FIGURA 3.4- Cromatograma de ions extraidos (EIC) obtido a partir

da injecdo de uma amostra contendo cetamina, tacrina, galantamina,



xil
labetalol e cumarina 16 na concentracdo de 1280nmol.L™" e, nicotina
20000nmol.L". Pardmetros do LC-MS descritos na secdo 3.2.3....... 64
FIGURA 3.5- Representagdo de um ensaio com as B-MBs.............. 65
FIGURA 3.6- Percentual de inibidores encontrados nos sobrenadantes
S-1 e S-4 para os ensaios 1 a 11, apresentados na Tabela 3.1. .......... 66

FIGURA 3.7- Percentual de ligantes e ndo-ligantes encontrados nos

sobrenadantes S-1 e S-4 para o ensaio 11, apresentado na Tabela 3.1.

FIGURA 3.8- Concentracdo de tacrina, galantamina, cumarina 16,
cetamina e labetalol, presentes nas amostras S-1 e S-4. (A) ensaio com
os compostos individualmente; (B) ensaio com a mistura dos
(602101 010 1] (0L 68
FIGURA 3.9 - Ensaio de triagem com o ICER-ee/AChE para os
extratos de Melodinus fuSiformis. ...........ccccccveeeeeciiieieeinniiieeeeennn, 69
FIGURA 3.10- Cromatograma obtido a partir da inje¢cdo de uma
amostra do extrato T.A. JSC-E (10 mg.mL™") no sistema LC-DAD-MS

(parametros cromatograficos e de ionizacdo descritos na se¢do 3.2.9).

FIGURA 3.11- Espectro de massas correspondente a inje¢ao de uma
amostra do composto isolado no método de LC-MS desenvolvido para
o extrato T.A. JSC-E utilizando o modo positivo de ionizagao.
Parametros cromatograficos e de ionizagao descritos na se¢ao 3.2.7.71
FIGURA 3.12- Cromatogramas obtidos a partir do ensaio de NL-ZBC
com o ICER-ee/AChE e os ligantes tacrina, galantamina e cumarina
16 (Cum.16) no sistema LC-MS. Parametros cromatograficos e de

10nizacao descritos na Se¢a0 3.2.6.1......uuuvueveiiiiiiiiiiiiii e 73



X1ii
FIGURA 4.1- Catalise enzimatica para a AChE com o AcCUN como
SUDSETALO. ....teeeee ettt e e et e e e e e e e e 84
FIGURA 4.2- Fluxograma genérico para os ensaios em solucdo com a
enzima ee/AChE e o acetato de cunaniol. .............ccccceeiviiiiinennnnnne. 85
FIGURA 4.3- Cromatogramas obtidos a partir da injecdo dos ensaios
de 1 a 5 (Tabela 4.1) no sistema LC-UV. Condi¢des cromatograficas
descritas NA SECAO 4.2.2. ...vvvveieeeeeee et 86
FIGURA 4.4- Curva da producdo de CUN pela enzima ee/AChE nos
ensaios de 6 a 10 (Tabela 4.2)......ooovvvvieieiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 87
FIGURA 4.5- Curva de producdo de CUN pela enzima ee/AChE nos
ensaios de 11 a 19 (Tabela 4.3).....ooovveiieiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 88
FIGURA 4.6- Hipérbole de Michaelis-Menten para a producdo de
cunaniol no ensaio em solucdo com a ee/AChE, variando-se a
concentracao de acetato de cunaniol. ..........cccoeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 89
FIGURA 4.7- Esquema do mecanismo bi-substrato do tipo bi-bi
AleAtOITO ™. ... 92
FIGURA 4.8- Esquema do mecanismo bi-substrato do tipo bi-bi
0rdenado'™ ! .. .o 92
FIGURA 4.9- Esquema do mecanismo bi-substrato do tipo bi-bi ping-
DOTE ™ ettt 93
FIGURA 4.10- Exemplos de graficos para a catalise enzimatica de
mecanismo bi-bi substrato (A) de formag¢dao de complexo terndrio e
(B) PIE-PONE ™ ettt 94
FIGURA 4.11- Grafico de duplo-reciproco para o acetato de cunaniol
N0 ICER-eelAChE. .........oooiiiiii e, 94



X1V

RESUMO
“BIORREATORES DE ACETILCOLINESTERASE: ESTUDO
DE CONDICOES PARA A TRIAGEM DE LIGANTES”

O desenvolvimento de ensaios para a triagem de ligantes ¢ de
grande importancia para a descoberta de compostos biologicamente ativos.
Neste contexto, o emprego de biorreatores enzimaticos tem sido adotado em
ensaios em massa para triagem de ligantes, uma vez que possuem elevada
seletividade com alta reprodutibilidade e produtividade. Este trabalho descreve a
imobilizagdo covalente da acetilcolinesterase de peixe-elétrico (Electrophorus
electricus) e humana em capilares de silica fundida e particulas magnéticas. A
enzima selecionada justifica-se uma vez que atua no sistema nervoso central e ¢
um alvo validado para o tratamento da doenca de Alzheimer e desenvolvimento
de inseticidas. Os biorreatores capilares de acetilcolinesterase foram empregados
por cromatografia zonal para determinagdao das constantes cinéticas, ¢ também
para a triagem de 79 compostos com determinacdo do mecanismo de a¢do dos
05 ligantes identificados. Um novo modelo de triagem de extratos de produtos
naturais foi desenvolvido usando os biorreatores de particulas magnéticas para
“pescar” ligantes e os biorreatores capilares para determinar o percentual de
atividade. O uso dos biorreatores capilares em cromatografia zonal ndo-linear
permitiu caracterizar a afinidade do ligante selecionado. Este trabalho reporta
também, um novo substrato identificado através de ensaios em solucdo para a
acetilcolinesterase e, os estudos por cromatografia zonal de bioafinidade, para o

mecanismo bi-substrato.
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ABSTRACT
“ACETYLCHOLINESTERASE BIOREACTORS: STUDY OF
CONDITIONS FOR LIGAND SCREENING”

The development of ligand screening assays plays a very important
role in the discovery of biologically active compounds. In this context, the use
of immobilized capillary reactors has been adopted as a new technique for high
throughput screening assays, which furnishes high selectivity, reproducibility.
This work describes the covalent immobilization of electric fish (Electrophorus
electricus) and human acetylcholinesterases (AChE) on fused silica capillaries
and magnetic beads. The selected enzyme acts on the central nervous system
and is a validated target for the treatment of Alzheimer’s disease as for new
insecticides. Zonal chromatography with the acetylcholinesterase capillary
bioreactors was employed to determine kinetics constants, to a ligand screening
assay of 79 compounds, and to inhibition mechanisms determination of the 05
identified ligands. A new approach to the screening of natural product extracts
was developed based on ligand fishing experiments and zonal chromatography.
For that, the magnetic beads were used for the ligand fishing experiments and
capillary bioreactors for the activity assays. The later was employed also under
nonlinear condition to determine the affinity constant of the fished ligand. This
work reports also the identification by a solution assay of a new
acetylcholinesterase  substrate and, the studies by zonal bioaffinity

chromatography to identify the bi-substrate mechanism.
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CariTULO 1

1 - Fundamentos teoricos

1.1 - Ensaios de elevada eficiéncia na triagem de ligantes

O nimero de modelos de triagem para a descoberta de novos
farmacos tem aumentado desde o inicio dos anos 90, principalmente com os
avancos nas areas de quimica, biologia molecular e robotica'. O grande nimero
de moléculas novas, especialmente desenhadas contra um alvo patogénico, o
mapeamento do sitio ativo de proteinas alvo e o desenvolvimento de modelos
para triagem sdo algumas das contribuicdes da area de quimica. A biologia
molecular e genética tém contribuido com a identificacdo e expressao, in vitro,
de novos alvos bioldgicos. A robdtica integra a quimica combinatéria com a
biologia molecular automatizando os ensaios de triagem com reprodutibilidade e
agilidade’.

Um bom ensaio de triagem deve ter como caracteristicas:
relevancia, efetividade, velocidade, robustez, precisdo e exatiddo. Ou seja, o
ensaio deve ser rapido, com resultados precisos e exatos, sem falso-positivos ou
falso-negativos, estar de acordo com a resposta do ensaio in vivo com o ligante,
eliminando os compostos que ndo possuiram uma boa afinidade pelo alvo
selecionado’.

Os ensaios de elevada eficiéncia HTS, do inglés High Throughput
Screening, englobam algumas destas caracteristicas, fornecendo um grande
numero de resultados em um curto espago de tempo. Estes fatores fizeram desta
técnica uma pratica diaria na pesquisa de novos farmacos, principalmente nas
industrias farmacéuticas’. Usualmente estes ensaios sdo utilizados para a triagem
de inibidores, no formato de multi-pogos, empregando ensaios colorimétricos,

R . L, . 4.5
espectrofotométricos ou fluorimétricos™.
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Uma das desvantagens das técnicas de HTS ¢ o elevado nimero de
resultados, que muitas vezes ndo sdo objetivos e reprodutiveis. O custo das
analises ¢ um outro fator que deve ser considerado, uma vez que a faixa de custo
em um ensaio habitual, com 100 pL de volume final empregando placas de 96 e
384 pogos, estd diretamente relacionada com a quantidade de reagentes
utilizados®’. Assim, com o desenvolvimento de placas com 1536 pogos ou mais,
a diminui¢do do volume dos ensaios para <1 pL foi uma alternativa, inovando
como pHTS* .

A miniaturiza¢ao dos ensaios de HTS resultou em trés beneficios
significantes: reducdo dos custos, no tempo das analises e do espago necessario”.
Entretanto, a baixa reprodutibilidade e seletividade, com resultados nao
confidveis, diminuem a credibilidade do ensaio. Desta forma, o
desenvolvimento de métodos de triagem capazes de identificar novos ligantes e
que amenizem os problemas observados nos métodos convencionais torna-se de

crucial importancia.

1.2 - Cromatografia de bioafinidade

O termo cromatografia de bioafinidade (BC), biocromatografia ou
cromatografia de afinidade analitica ¢ utilizado quando um alvo bioldgico
imobilizado ¢ empregado como fase estacionaria (biorreator) em andlises
cromatograficas'>. O principio fundamental desta técnica é a distribui¢io do
soluto entre as fases movel e estaciondria governada pela sua interagdo com o
alvo imobilizado". Assim, esta técnica surge como uma alternativa aos ensaios
convencionais de HTS, uma vez que retune a seletividade de uma biomolécula
com a reprodutibilidade de um sistema de cromatografia liquida.

O grande numero de informacdes fornecidas pelos resultados desta
técnica reflete no fato de que principios fundamentais do processo de
metabolizagdo de farmacos no organismo (ac¢do, absor¢do e distribuicdo) sao
dindmicos na natureza e tem muito em comum com 0s mecanismos basicos

envolvidos na cromatografia liquida, como as interacdes hidrofobicas,
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eletrostaticas e ligacdes de hidrogénio'®. Portanto, as interagdes intermoleculares
que determinam o comportamento de compostos no ambiente bioldgico sdo as
mesmas do ambiente cromatografico, tornando a cromatografia de bioafinidade
uma ferramenta util em HTS, mimetizando o ambiente biolégico'*°.

A BC foi reportada pela primeira vez ha 102 anos, para purificar a
proteina a-amilase utilizando o substrato (amido) como suporte e alvo
imobilizado'’. Os alvos utilizados para imobilizagdo sdo de origem bioldgica
(anticorpos, enzimas, proteinas de diversas classes, antigenos, hormdnios,
sequéncias de DNA ou RNA) e, devido a elevada seletividade as colunas obtidas
podem ser utilizadas para isolar, medir ou estudar alvos especificos mesmo
quando presentes em matrizes complexas'.

Trés etapas envolvem os ensaios por BC: a imobilizacdo do alvo
(biomolécula) no suporte cromatografico para producdo dos biorreatores, a
avaliacdo da atividade da biomolécula apds a imobilizagdo e, a determinagao dos
parametros cinéticos e de afinidade pelo ligante, apds a inser¢ao do biorreator no
sistema cromatografico'®.

O processo de imobilizagdao de biomoléculas pode ser realizado in
situ ou in batch. No processo in batch ocorre inicialmente a imobilizagdo da
biomolécula sobre o suporte para posterior empacotamento da coluna, enquanto
que no processo in situ, a biomolécula ¢ imobilizada em uma coluna
previamente empacotada. Estudos realizados nos dois modos de imobilizacao,
com a enzima Penicillin G acylase (PGA) demonstraram que durante o processo
in batch pode ocorrer a inativa¢ao da enzima, além de uma menor quantidade de
PGA ligada em comparagio com o processo in situ'>"’.

De acordo com as propriedades da biomolécula alvo, diversas
técnicas tém sido empregadas para a imobiliza¢cdo, que se baseiam nas ligacdes
fisicas ou quimicas entre a biomolécula e o suporte. As técnicas mais utilizadas
sdao: adsorcdo, ligacdo covalente, imobilizagdo em gel ou polimero,

19,20

encapsulacdo e o intercruzamento . A imobilizacdo através da formacao de
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ligacdo covalente entre a biomolécula e o suporte, ¢ um dos métodos mais
utilizados e empregados em BC, que possui como vantagens: diminuicdo de
inativagcdo espontdnea (como ocorre na auto-digestdo de proteases), evitar o
fendmeno de dessor¢do e, aumentar o tempo de vida util do biorreator com um
aumento da estabilidade frente a modificacdes na temperatura, pH e percentual
de solvente organico da fase movel'®.

A estrutura do suporte ¢ um fator determinante no preparo dos
biorreatores, pois define o facil acesso do substrato aos sitios ativos da
biomolécula. Portanto, caracteristicas como uma ampla superficie com elevada
densidade de grupos reativos, minimo impedimento estérico e inerte ao final do
procedimento de imobilizago, sio importantes durante a escolha do suporte®'.

Suportes baseados em capilares tubulares abertos confeccionados
com silica fundida garantem a BC um baixo tempo de andlise, baixa pressao de

18,22 . o
““. Material monolitico,

volta e a diminui¢do de interagdes nao-especificas
baseado em silica ou polimero organico, t€ém sido empregado na imobilizacao de
diversas proteinas, possuindo como principal vantagem a possibilidade de

23-25 ,
. Particulas

utilizar elevadas vazdes sem aumentar a pressio de volta
magnéticas sao um outro tipo de suporte eficientemente empregados para estudo
de intera¢des biomolécula-biomolécula ou biomolécula-ligante, que possuem
como vantagem a facilidade em isolar uma substancia ativa de uma mistura de
compostos, sem etapas adicionais***.

Varios outros suportes estdo disponiveis comercialmente e a
escolha, bem como a técnica de imobilizacdo, dependem da natureza da
biomolécula, do ligante e de sua aplicagdo final. Portanto, ndo existe um método
de imobilizacdo universal'®.

Para avaliar a afinidade dos biorreatores por possiveis ligantes, dois
meétodos cromatograficos podem ser empregados, a cromatografia zonal ou

frontal. Na cromatografia zonal, o soluto ¢ introduzido em um pulso, resultando

em uma banda cromatografica ou zona, diferentemente da cromatografia frontal,



onde o soluto ¢ continuamente introduzido na coluna até completa saturagao,
resultando em uma curva de saturacdo (breakthrough curve)™, como
demonstrado na Figura 1.1. Uma das desvantagens da cromatografia frontal ¢ a
necessidade de uma grande quantidade de amostra, em torno de 10 a 20 mL por
analise, dependendo da capacidade de separacdo do complexo biomolécula-

ligante formado®®.
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FIGURA 1.1- Exemplo de perfil de eluicao zonal (A) e frontal (B), onde o

composto 2 possui uma maior afinidade pela biomolécula.

Neste trabalho optamos pelo uso da cromatografia zonal linear ¢

ndo-linear de bioafinidade.

1.2.1 - Cromatografia zonal linear de bioafinidade

No método cromatografico zonal, uma pequena quantidade de
amostra € injetada no sistema cromatografico e a banda (ou zona) ¢ monitorada.
Deste modo, seguindo os principios de linearidade, esta banda tende a ter uma
distribuicdo Gaussiana®™ .

Na cromatografia zonal linear de bioafinidade (L-ZBC), a
determinag¢dao da atividade da biomolécula imobilizada na fase estacionaria ¢
realizada em um excesso de substrato e, a area da banda cromatografica do
produto formado pela biocatalise ¢ medida e relacionada com sua concentragao
através de uma curva de calibracao, o que permite o monitoramento da atividade

do biorreator. A enzima acetilcolinesterase foi eficientemente imobilizada em
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suportes cromatograficos de silica, apresentando valores da constante de
Michaelis-Menten que demonstraram a afinidade da enzima pelo substrato
acetiltiocolina®>?.

Monitorar a atividade da biomolécula imobilizada ¢ uma ferramenta
util para verificar o melhor método de imobilizacdo a ser empregado. Isso foi
demonstrado por Cardoso et al.”’, no qual diferentes solugdes tampdo foram
utilizadas durante o procedimento de imobilizacdo da enzima gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH), em capilares de silica fundida e, estocagem do
biorreator preparado. A atividade foi monitorada medindo-se a producdo de
NADH a partir de NAD" e, comparada com a atividade da enzima em solucio.
Observou-se que 99% e 50% da atividade catalitica foram mantidas por 24 horas
quando utilizada a solugdo tampao Tris-HCl (50mM, pH 8,6; contendo b-
mercaptoetanol, ImM e arseniato de sédio heptahidratado 30mM) e fosfato de
potassio (50mM, pH 7,0), respectivamente. Biorreatores foram preparados com
a GAPDH humana e de Trypanosoma cruzi, para a avaliacdo dos efeitos do
procedimento de imobilizacdo na estrutura enzimatica. Através da medida da
producdo de NADH a partir de NAD" foram determinados os valores de Ky, que
indicaram uma diminui¢do na afinidade das enzimas imobilizadas quando
comparado com a enzima livre. Entretanto, os elementos estruturais necessarios
para o procedimento de reconhecimento molecular e atividade bioldgica
permaneceram inalterados™.

Na L-ZBC a triagem de ligantes ¢ usualmente realizada de modo
individual, monitorando a area da banda correspondente ao produto da

32,35 ~ e : e
=7, Informagdes como a constante de inibicdo, mecanismos de inibicdo e

reacao
capacidade inibitoria (ICsp) sao eficientemente determinados empregando esta
técnica. Assim, como demonstrado por de Moraes et al.*’, a atividade inibitoria
pode ser monitorada online utilizando-se um sistema cromatografico
multidimensional. A enzima purina nucleosideo fosforilase (PNP) humana foi

imobilizada em capilares de silica fundida e a triagem de ligantes foi validada



empregando o inibidor de referéncia DI4G, que apresentou um valor de ICs
igual 2 40,6 + 0,36 nM .

Biorreatores preparados com a enzima beta-secretase (BACE]1)
humana foram utilizados na triagem de 38 ligantes selecionados a partir de uma
triagem virtual. Um dos compostos mais ativos foi um derivado de bis-indanona,
para o qual foram determinados os valores de ICsy e K.

Wang et al.’’>” demonstraram o uso de biorreatores preparados com
receptores e proteinas na triagem de ligantes em extratos de produtos naturais
e/ou misturas. O biorreator preparado com a proteina albumina sérica humana
(HSA) foi utilizado na identificagdo de 19 compostos biologicamente ativos do
medicamento Longdan Xiegan Decoction (LDX), prescrito na medicina
chinesa®®. Empregando a cromatografia multidimensional, foram identificados
14 compostos do extrato de Schisandra chinensis que interagem com o
lipossoma imobilizado na coluna cromatografica da primeira dimensao. Em uma
segunda dimensdo, os compostos foram identificados por ultravioleta e
espectrometria de massas® .

Estudos de deslocamento também sdo comuns nos ensaios por
L-ZBC. O ensaio consiste na inje¢ao do ligante sozinho e na presenca de um
inibidor na fase mével, para competi¢ao. Assim, sdo determinados os fatores de
retengdo em ambos os casos e relacionados com a concentragdo do ligante
empregado na fase mével. A Figura 1.2 exemplifica os cromatogramas obtidos
empregando estd técnica. Nota-se que a presenca do inibidor com maior
afinidade pela biomolécula na fase moével diminuiu o fator de retengdao do
ligante injetado. Trabalhos com receptores nicotinicos imobilizados em suportes
cromatograficos sdo encontrados na literatura, validando o método para a
triagem de ligantes'®***.

Yoo et al.¥® empregaram os estudos de deslocamento para
identificar o sitio de ligacdo da imipramina na HSA. Usando a cromatografia

zonal de bioafinidade, foi identificada a competi¢do direta do L-triptofano com a



imipramina, propondo uma interacdo especifica com o sitio indol-

benzodiazepinico Sudlow II.
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FIGURA 1.2- Exemplo de ensaio de deslocamento na L-ZBC. Perfis de
elui¢do para diferentes compostos (1, 2, 3 e 4) no biorreator (A) sem o inibidor e, (B) com o

inibidor na fase movel. Figura adaptada de Wainer et al.*

1.2.2 - Cromatografia zonal nao-linear de bioafinidade

A técnica de cromatografia zonal esta diretamente relacionada com
bandas cromatograficas de distribuicdo Gaussianas, diferentemente das bandas
assimétricas que sao usualmente observadas. Efeitos como a transferéncia de
massa heterogénea ¢ a heterogenicidade da fase estacionaria sdo os responsaveis
por essa assimetria, que ¢ um problema em separagdes analiticas mas uma
ferramenta importante para caracterizar o processo de separacdo por
cromatografia zonal ndo-linear (NL-ZC)****.

O desvio da distribuicdo Gaussiana (assimetria) esta diretamente
relacionado com a concentracio de analito utilizada no ensaio®*. Assim, a
técnica de NL-ZC pode ser utilizada para medir os pardmetros cinéticos
envolvidos na formagao e dissociagdo do complexo soluto-fase estacionaria.

Aplicando a NL-ZC a cromatografia de bioafinidade surge a técnica
de cromatografia zonal ndo-linear de bioafinidade (NL-ZBC), onde a fase
estaciondria possui uma biomolécula 1imobilizada e os processos
cromatograficos incluem as interacoes de ligacdo e afinidade entre a

biomolécula e o ligante. Portanto, as constantes de velocidade de associacao



(kon) e dissociacdo (kog), equilibrio (K,) e afinidade (Kg) podem ser
determinadas™®®.

Grande parte dos trabalhos envolvendo a NL-ZBC utilizam uma
equacdo de balango de massa desenvolvida por Wade et al. ¥, que é derivada
dos parametros cromatograficos nao-lineares a partir da solucdo de Impulse
Input. Softwares que empregam esta equacdo sdao disponibilizados para
tratamento dos dados obtidos a partir do ensaio por NL-ZC. A Tabela 1.1

apresenta a equac¢do com os parametros utilizados para descrever as bandas

cromatograficas e calcular as constantes kg, kon, K, € Ky.

TABELA 1.1- Equacao de balango de massa derivada a partir da solucao por

Impulse Input com os pardmetros da NL-ZC e L-ZBC e, como eles se relacionam™.

\/W <2m/az) exXp <(_X B al)/a2>

1—T|[ @/, | %/an) | [1 — exp(T33/3,)]

Parametros NL-ZC ao Parametro de area
aj Parametro de centro
a, Parametro de comprimento
az Parametro de distor¢ao
Parametros L-ZBC k’ Fator de retencdo; k' = a1
Koft Constante de velocidade de dissociac¢do; Koff = 1/azto ,

onde ty € o volume morto da coluna

Kon Constante de velocidade de associacao; kon = KdKa

K. Constante de equilibrio; Ka =a3/Co, onde Cyp é a
concentragdo de soluto injetada multiplicada por a,

Kq Constante de afinidade; Ka = 1/Ka

A NL-ZC ¢ usualmente empregada para medir as interacdes entre o

soluto e colunas de fase estaciondria compostas por proteinas, identificando os
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sitios responsaveis pela adsor¢do enantiosseletiva®*®*®. Poucos trabalhos foram
publicados na area para caracterizagdo de ligantes por NL-ZBC. As constantes
de dissociacdo (k.e) de 12 inibidores nao-competitivos foram determinadas
empregando uma fase estaciondria composta pelos receptores nicotinicos
neuronais (nAChR), subtipo asBs, ¢ a NL-ZBC*. Além disso, foi verificada a
capacidade de reconhecimento de inibidores ndo-competitivos por biorreatores
preparados com diferentes subtipos dos nAChR (o332, a3B4, auf3s € auf4) antes e
depois de sofrerem uma mudanca conformacional causada pela eluicdo de uma
solucdo de epibatidina (inducdo agonista). Um aumento na afinidade dos
biorreatores preparados pelos ligantes foi verificado pelo aumento nos fatores de
retencdo obtidos™™".

Neste contexto, o ko € os parametros termodindmicos foram
determinados para os ligantes enantioméricos dos nAChR, dextrometorfano
(DM) e levometorfano (LM). A NL-ZBC foi capaz de identificar a seletividade
do receptor pelo DM, com um fator de retencdo 1,62 vezes maior quando
comparado com o LM, demonstrando uma elevada estabilidade do complexo
DM-nAChR formado™™*.

A proteina Hsp90a (heat shock 90«) foi covalentemente
imobilizada em um suporte cromatografico via os grupamentos amina e acidos
carboxilicos, formando os biorreatores Hsp90o(NT) e Hsp90a(CT). A NL-ZBC
foi utilizada para determinar as constantes de associagdo ¢ de dissociagdo do
ligante C-terminal novobiocina empregando o biorreator Hsp90o(NT). O valor
de K4 calculado (K4= 122 nM) foi similar ao valor calculado utilizando a técnica
de cromatografia frontal de bioafinidade (Ks= 100 nM), indicando que a NL-
ZBC pode ser utilizada para determinar a afinidade de ligantes pela proteina
Hsp900c51.

Receptores de estrogénio, EERa ¢ EERy, foram imobilizados na
superficie de aminopropil silica produzindo-se biorreatores. Os parametros

cinéticos foram determinados para os ligantes de referéncia (4-
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hidroxitamoxifeno, endoxifeno e tamoxifeno) e o valor de Ky obtido foi
consistente com os valores de 1Cs, indicando que os biorreatores preparados
com os receptores EERa e EERy podem ser empregados na caracterizagdo de

ligantes desconhecidos por NL-ZBC>.

1.3 - Ensaios de ligand fishing

Os ensaios de ligand fishing ou pesca de ligantes foram
inicialmente empregados para a extracdo de proteinas e enzimas de matrizes
celulares. Este procedimento envolve a imobilizagdo da biomolécula alvo
(proteinas, enzimas, receptores) em micro ou nano-particulas que sdo imersas
diretamente na matriz. Qualquer composto, presente na matriz, que possua
afinidade pela biomolécula imobilizada liga-se a ela e permanece retido,
enquanto os que nao possuem ficam na solugdo e sdo eliminados.
Posteriormente, os ligantes podem ser eluidos para a identificagdo injetando-se a
solugdo em um espectrometro de massas”’.

Suportes magnéticos, micro ou nano-particulados sdo os mais
utilizados na imobilizacdo de biomoléculas para o emprego em ensaios de
ligand fishing, uma vez que o uso de separadores magnéticos permite uma boa
extracdo e a automatizacdo ¢ possivel com separadores magnéticos
automaticos’’. Trabalhos envolvendo o uso de particulas magnéticas (MB, do
inglés magnetic beads) para ensaios de ligand fishing apresentaram um numero
de publicacdes igual a 33 no ano de 2012 e 10 neste inicio de 2013 (pesquisa
realizada na base de dados Scopus para as palavras magnetic beads e screening),
demonstrando um significante crescimento anual.

O tamanho das particulas magnéticas permanece na faixa de
poucos nandmetros (nm) a centenas de micrometros (um). Basicamente, elas sao
compostas por Oxido de ferro recoberto com silica ou polimero, onde
empregando a metodologia correta, a superficie de cada particula pode ser
modificada pela adi¢cdo de grupos funcionais ou biomoléculas. A manipulacao

das MB ¢ possivel com campos magnéticos externos, sem contato com a
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solucdao, evitando assim contaminacdo ¢ interferéncia da matriz durante o
processo de extragdo™®”.

Moaddel et al. *° utilizaram as MB, pela primeira vez, para realizar
ensaios de ligand fishing. A HSA foi imobilizada na superficie das MB de silica
para pescar ligantes de uma mistura de compostos conhecida. Os resultados
obtidos correlacionaram com os resultados previamente reportados utilizando os
biorreatores e cromatografia de bioafinidade.

A afinidade da HSA pela camptotecina e seus andlogos ¢ uma
caracteristica importante para estudos do potencial terapéutico no tratamento de
cancer. Assim, HSA-MB foram preparadas e a partir de ensaios de ligand
fishing foram determinadas as constantes de equilibrio (K,) entre a proteina e os
ligantes. Os resultados apresentaram valores consistentes com os dados
previamente reportados na literatura, validando o emprego do ensaio de ligand
fishing para a determinacdo das constantes cinéticas™".

Adalberto et al. ® sintetizaram, caracterizaram e modificaram a
superficie de MB para imobilizar a enzima pectinase proveniente do fungo
Leucoagaricus gongylophorus. A enzima na forma livre e imobilizada
apresentou comportamento térmico, quimico e cinético similar, caracterizando o
biorreator como uma boa ferramenta na triagem de ligantes.

A proteina Hsp90a foi imobilizada na superficie de MB e os
ensaios de ligand fishing isolaram ligantes de referéncia de uma mistura
conhecida de compostos. Com isso, 0 método foi utilizado para pescar proteinas
em uma matriz celular e, os resultados demonstraram que a Hsp90a manteve a
afinidade para formar multiplos complexos proteicos”>°".

Os ensaios de ligand fishing foram empregados para determinar a
atividade inibitoria dos ligantes de referéncia, huperzina A e huperzina B, da

enzima acetilcolinesterase. O ensaio foi realizado com a AChE imobilizada em

MB ¢ a atividade monitorada por um acoplamento com o espectrometro de
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massas. Ao final, a atividade inibitoria do extrato da espécie Huperzia serrata
foi calculada®.

A enzima lisossomal, o-galactosidase humana (GLA) foi
imobilizada em diferentes tipos de MB pelo procedimento de formacgdo de
ligacdo covalente e adsor¢do. Todas as GLA-MB preparadas apresentaram
atividade enzimatica®.

Na area da protedmica, os ensaios de ligand fishing sdo usualmente
empregados para isolar e identificar macromoléculas, como as proteinas. Como
demonstrado por Ershov et al. ®, o ensaio permitiu a identificagio de 38
proteinas pescadas do extrato de células HeLLa e MDA a partir de particulas
magnéticas imobilizadas com plasmideos®.

A 1dentificacao de biomarcadores em amostras clinicas ¢ uma outra
aplicabilidade dos ensaios de ligand fishing. O anticorpo policlonal anti-pep5 foi
imobilizado nas MB. O experimento foi realizado no soro coletado de pacientes
que apresentavam diagnodstico de carcinoma hepatocelular e, o biomarcador
pep5 foi isolado com sensibilidade de 78% e especificidade de 90%®.

Nos ultimos anos, tem aumentado o emprego dos ensaios de ligand
fishing para extrair ligantes e biomarcadores de extratos de produtos naturais,
especialmente quando integrados a um espectrometro de massas para identificar
e caracterizar os ligantes pescados. Desta forma, ligantes da HSA foram
pescados, isolados e caracterizados a partir de extratos de Dioscorea nipponica e

. 67-70
Puerariae lobata .

A enzima a-glucosidade esta diretamente envolvida com a digestao
e absor¢ao de carboidratos no intestino, portando ¢ um alvo no tratamento da
diabetes. Ensaios de ligand fishing utilizando a o-glucosidade imobilizada nas
MB permitiram a triagem em extratos de produtos naturais e pesca de seis
ligantes’""?.

Como demonstrado nos trabalhos citados anteriormente, nos

ensaios de ligand fishing as MB podem ser utilizadas com a biomolécula
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imobilizada na sua superficie, pescando os ligantes de misturas a partir da
formag¢do do complexo biomolécula-ligante (MB-B-L). Por outro lado, a
biomolécula pode ser empregada diretamente na mistura, formando inicialmente
o complexo biomolécula-ligante (B-L) que entdo serd pescado com a adi¢ao das
MB ¢ formacéo do complexo (MB-B-L)"7.

Neste contexto, o ensaio de dois estagios foi empregado para pescar
ligantes a partir de uma mistura com 1000 compostos bioativos. O alvo foi a
proteina Melittina (Mel) que foi complexada a calmodulina (CAM) e o
complexo proteina-ligante foi pescado utilizando MB modificadas com Ni(II).
Desta forma, 8 ligantes foram identificados ™.

Jonker et al. 7 demonstraram o emprego das MB para pescar o
complexo ligante-proteina em um sistema online, por LC-MS. Apds a incubacao
da mistura de ligantes e nao-ligantes com os receptores de estrogénio, os
complexos ligante-proteina foram pescados através da adicdo das MB. Em
seguida os ligantes foram eluidos online e identificados por espectrometria de
massas.

A variedade e o aumento do nimero de MB disponiveis com
diversos modificadores quimicos na superficie, associada a diversidade de
ensaios automatizados online torna a técnica de ligand fishing uma importante
ferramenta para estudos de afinidade e triagem de ligantes em matrizes

complexas.

14 - Inibidores enzimaticos como candidatos a farmacos
Envolvendo diferentes areas de pesquisa, o processo de descoberta
de um novo farmaco é longo, em torno de 15 anos’®. A busca pelo farmaco para
o tratamento de uma determinada enfermidade se inicia pela identificacdo de um
alvo do agente patogénico causador desta enfermidade cuja atividade ¢
associada a uma desordem ou doenga. As enzimas representam uma importante
classe de biomoléculas que atuam como alvos em aproximadamente 28% dos

, o g 77,78
farmacos que atuam como inibidores enzimaticos' ~"".
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E extensa a lista de farmacos que agem como inibidores
enzimaticos, entre os anos de 2006 e 2007, 54 novos farmacos foram aprovados
pelo FDA onde 16 atuam em alvos enzimaticos'®. Muitas doengas sdo causadas
pela disfuncdo ou expressao desregulada de enzimas; em outros casos, a inibi¢dao
de enzimas funcionais do agente patogénico (virus, bactérias, parasitas) ¢ um
método atrativo para o tratamento de diversas doencas.

Assim, a seletividade das enzimas aliada ao fato de elas
participarem de processos bioquimicos vitais, como catalisar quase todas as
reacoes envolvidas em processos celulares, garantem que elas sejam um alvo

potencial no desenvolvimento de novos farmacos.

1.5 - A enzima acetilcolinesterase

A enzima AChE, também conhecida como colinesterase de globulo
vermelho (CGV), colinesterase verdadeira eritrocitaria e, acetilcolina acetil-
hidrolase, estd presente principalmente nas hemacias, musculos estriados e
terminacdes nervosas, mais precisamente na regido onde ocorrem as sinapses
nervosas'*. Ela é a enzima responséavel por regular o nivel do neurotransmissor
acetilcolina (ACh) no sistema nervoso central, portanto esta relacionada ao
mecanismo pelo qual um potencial de agdo estimula a liberacdo do
neurotransmissor ACh que por sua vez, se liga ao receptor ¢ altera a

780 Resumidamente, a AChE esta

permeabilidade da membrana pds-sinaptica
correlacionada ao funcionamento das sinapses colinérgicas, isto ¢, as sinapses
que usam a acetilcolina como neurotransmissor’ .

A AChE ¢ uma serina-esterase, com o mecanismo catalitico similar
ao das serina-proteases. E uma enzima com 75 kD, de atuagio rapida, e que esta
complexada a um GPI (glicosil-fosfatidilinositol) a superficie da membrana pos-
sinaptica.

Em 1967, foi obtido o primeiro cristal de AChE extraida do peixe-

,Lo. , . 81 . .
elétrico de agua doce, Electrophorus electricus, eel.” e, posteriormente foi

realizada a caracterizagdo preliminar da estrutura dos cristais obtidos via
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difracdo de raios X **®. Em 1999, Bourne et al.* resolveram duas estruturas
cristalinas do tetrametro da ee/AChE. E, neste mesmo ano, foi determinada a
estrutura da AChE proveniente do peixe-elétrico de agua salgada, Torpedo
californicags.

O banco de dados de proteinas (PDB) contém mais de 150
estruturas determinadas para a enzima AChE. Dentre elas, apenas 17 sdo
provenientes da espécie Homo sapiens™. A estrutura cristalina da AChE humana
recombinante foi resolvida no ano 2000 por Kryger et al.”’ e, mais recentemente
a estrutura 3D foi reportada®®.

A similaridade estrutural entre as AChE provenientes de diversas
espécies (como peixe-elétrico e humana) foi verificada por Bon et al.* em 1979,
A eelAChE (codigo PDB: 1C20) e a hu AChE (co6digo PDB: 3LII) apresentaram
uma similaridade na sequéncia de aminoacidos igual a 84%, utilizando o PDB ¢
a ferramenta matematica blast2seq.

A triade catalitica da enzima AChE ¢ composta pelos residuos de

aminoacidos Ser 200, His 440 e Glu 237 (Figura 1.3)%.

FIGURA 1.3- Sitio catalitico da AChE (c6digo PDB: lacl) com os residuos de

aminoacidos que constituem a triade catalitica.

Uma molécula de ACh que participa na transmissao de um
determinado impulso nervoso deve ser degradada pouco antes (milissegundos)

da chegada do préximo impulso nervoso € ¢ a AChE que desempenha esta
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fun¢do. A colina resultante ¢ captada pela membrana pré-sinaptica por meio de

. : 1 ; 79,90,91
um simporte Na'-colina, para ser utilizada na ressintese de ACh

. Assim, a
hidrolise da acetilcolina ¢é realizada em um ciclo de acetilacao-desacetilacao.
Como ilustrado na Figura 1.4, apos a formagdo do complexo enzima-substrato a
Ser do sitio catalitico ¢ acetilada e a porcao colina do substrato ¢ liberada. Em
seguida, a enzima acetilada sofre um ataque nucleofilico por uma molécula de

, : . » : 192
agua liberando 4cido acético e assim fechando o ciclo™.

Acetilcolina

Acetilcolinesterase Acetilcolinesterase acetilada
B, /
HsC~ “OH
Acido acético catalitico O OH;

(5 CHs

FIGURA 1.4- Reacao de acetilacdo-desacetilagao na hidrolise da acetilcolina

pela enzima acetilcolinesterase.

Devido a diversidade estrutural dos inibidores, a facilidade na
obten¢do da enzima e de inibidores de referéncia, a acetilcolinesterase foi o

modelo selecionado para o desenvolvimento do trabalho.

1.5.1 - Inibidores da acetilcolinesterase e sua funcao bioldgica
A enzima AChE atua principalmente no sistema nervoso central,
levando a formagdo de colina a partir da reacdo com a molécula de acetilcolina.

A inibicdo da AChE leva a um aumento na taxa de acetilcolina, com
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consequente reestruturacdo da funcdo colinérgica. Assim, muitos dos farmacos
empregados para o tratamento da doenga de Alzheimer possuem como alvo a
enzima AChE, uma vez que o tratamento sintomatico envolve a reestruturagao
da funcdo colinérgica’”.

A doenca de Alzheimer foi identificada pelo neuropatologista
alemao Alois Alzheimer em 1907 e trata-se de uma afeccao neurodegenerativa
progressiva e irreversivel do sistema nervoso central, associada a déficits dos
diversos neurotransmissores cerebrais, como a acetilcolina, a noradrenalina ¢ a
serotonina que acarreta em perda de memoria e diversos disturbios
cognitivos’™*””.

Esta enzima também possui um papel importante na transmissao do
impulso nervoso colinérgico em insetos, onde sua inibicdo ocasiona a
dessensibiliza¢ao do receptor de acetilcolina levando ao bloqueio da transmissao
com consequente morte’®. Portanto, esta enzima ¢ alvo de estudos no
desenvolvimento de novos inseticidas, cada vez mais eficiente € menos
agressivos ao meio ambiente e & saade humana’®”. Os inseticidas
organofosforados e  carbamatos utilizados comercialmente  inibem
irreversivelmente a atividade da enzima AChE através da fosforilagdo ou

C , . , 100,101
carbamatiza¢do do residuo serina do ntcleo do sitio ativo .
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CAPITULO 2

2 -Biorreatores de acetilcolinesterase: uma ferramenta online

para a triagem de ligantes.

2.1 - Introducao

Na tltima década, com os avancos na area da biologia molecular, o
interesse por compostos de baixo peso molecular, que atuem como alvos no
desenvolvimento de novos farmacos tem aumentado’®. Assim, os ensaios de
elevada eficiéncia para a triagem de ligantes sdo utilizados frequentemente.

A acetilcolinesterase vem ganhando um interesse significante como
alvo biologico e, um dos fatores responsaveis, ¢ o seu envolvimento na
diminui¢do do nivel de acetilcolina nas sinapses nervosas. Inibidores da AChE
(AChEIs) reestabelecem a fungdo colinérgica em humanos, aumentando os
niveis de acetilcolina no sistema nervoso central; enquanto em insetos a inibi¢ao
da AChE esta relacionada com a morte. Portanto, os AChEIs sdo uma terapia
aprovada e mais recomendada mundialmente para o tratamento da doenga de
Alzheimer e para a producio de inseticidas’®""*1%.

A triagem de ligantes da enzima AChE frequentemente envolve
ensaios em solucdo. Usualmente sdo métodos colorimétricos como o de
Ellman'” ¢ o de Gomori'®'” que utilizam ensaios por micropocos e
cromatografia em camada, respectivamente.

O emprego do método de Ellman ¢ lider na literatura, sendo

aplicado mesmo com a enzima imobilizada, como nos trabalhos de da Silva et

al.’® e Forsberg et al.”".

106 107

Trabalhos como o de Rhee et al. e Di Giovanni et al.
estudaram o efeito falso-positivo nos resultados dos ensaios colorimétricos, nos

quais os compostos tidos como ligantes da AChE podem inibir a enzima ou



20

impedir a reacdo entre a tiocolina e o revelador (reagente de Ellman-DTNB ou o
sal de azul sé6lido B). Para a maioria dos compostos analisados, 83%, os
resultados foram similares; dos demais, 15% apresentaram atividade inibitoria
Nno ensaio em micropogos, mas se mostraram inativos no ensaio em TLC e 2%
foram ativos em TLC e inativos no ensaio em micropog¢os. Os dados apontam as
divergéncias nos resultados baseados em métodos colorimétricos, o que motiva
o desenvolvimento de novas técnicas HTS.

Neste contexto, a cromatografia zonal (linear e ndo-linear) ou
frontal de bioafinidade tem sido explorada para mimetizar acdes bioldgicas
mostrando-se como uma importante ¢ nova ferramenta de ensaios HTS, que
possibilita a triagem de ligantes bem como a determina¢do dos mecanismos de
inibigio dos ligantes identificados™'>'*****. Fornecendo resultados rapidos e
precisos dos valores das constantes cinéticas e termodindmicas destes””.

Assim, a enzima acetilcolinesterase tem sido imobilizada em

: 30,31,108
diferentes suportes™ "

. Recentemente, foi reportada a imobilizagdo da AChE
de Electrophorus electricus em capilares de silica fundida para a producao de
ICERs (do inglés, immobilized cappilary enzyme reactors) e, sua utilizagao para
ensaios de triagem, identificando e caracterizando novos ligantes®>. Para medida
do produto da catédlise enzimatica, o método de Ellman foi utilizado com a
acetiltiocolina como substrato.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar um
método para a triagem e caracterizacao de ligantes pela quantificacdo em fluxo
do produto da catalise enzimatica. Para isso, o modelo utilizado foi a enzima
acetilcolinesterase (peixe-elétrico) e a colina produzida, a partir da catalise

enzimatica com a acetilcolina (substrato natural da enzima), foi quantificada por

espectrometria de massas (MS).
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2.2 - Procedimento Experimental

2.2.1 - Materiais

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

As andlises foram realizadas a temperatura ambiente (£ 20°C). A
agua utilizada na composi¢ao das fases moveis e preparagao de solugdes foi
obtida em um sistema MILLI-Q (MILLIPORE). E, os solventes organicos
utilizados foram grau HPLC.

As solucdes salinas preparadas foram filtradas a vacuo em um
sistema MILLIPORE, utilizando membranas de nylon PHENOMENEX de
0,45um.

As fases moveis preparadas foram degaseificados em um ultrassom
COLE-PARMER modelo 8852.

A homogeneizacdo das amostras foi efetuada em um vortex
PHOENX modelo AP56.

Para a pesagem analitica dos reagentes foi utilizada uma balanca
analitica Metter Toledo modelo AL204, com precisao 0,0001g.

As medidas de pH foram realizadas em um pH-metro Logen, com
precisdo 0,01.

Para o preparo do capilar e imobilizagdo da enzima foi utilizada

uma bomba-seringa Harvard Apparatus modelo 11Plus.
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As acetilcolinesterases do peixe-elétrico, Electrophorus electricus,
(eelAChE) tipo VI-S e humana expressa de c¢lulas HEK 293 (huAChE) , foram
obtidas da Sigma-Aldrich.

Os reagentes e demais produtos quimicos utilizados foram obtidos

de diversas fontes: Sigma-Aldrich, Merk e Synth.

2.2.2 - Imobilizacdo da enzima AChE em capilares de silica

fundida

2221 - Preparo do capilar

O capilar de silica fundida (0,100 mm d.1. x 0,375 mm x 300 mm)
foi limpo eluindo através de uma bomba-seringa, a 130 uL.min‘l, 2,0 mL de
uma solug¢do HCl na concentracio de 2,0 mol.L™' seguido por 1,0 mL de agua. O
capilar foi colocado em estufa a 120°C por 60 minutos. Preparou-se uma
solucdo de 3-aminopropiltrietoxisilano (APTS) diluindo-se 250 uL de solugdo
APTS 99% em 2,5 mL de agua. Um volume de 1,0 mL dessa solucao foi eluido
através do capilar que novamente foi colocado em estufa a 120°C por 30
minutos. Este procedimento foi repetido mais uma vez e entdo o capilar foi

deixado a temperatura ambiente por 720 minutos.

2222 - Imobilizacao da ee/AChE e huAChE

No capilar pré-tratado, utilizando-se uma bomba-seringa (na vazao
de 130 pL.min") eluiu-se a temperatura ambiente: 1,5 mL de solugdo
glutaraldeido 1% em tampéo fosfato de potassio (KH,PO,; 50mmol.L™", pH 7,0),
seguido de 1,0 mL do tampdo KH,PO, (50mmol.L™", pH 7,0). A 4°C foi eluido
1,0 mL da soluc¢ao enzimatica por duas vezes.

Foram utilizadas cinco diferentes concentragdes da solucdao de
eelAChE, preparando cinco ICERs-ee/AChE: 1,000; 0,5000; 0,2500; 0,1250 e
0,0625 mg.mL™". O ICER-huAChE foi preparado com a enzima na concentragio
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de 0,125 mg.mL™". Todas as solu¢des foram preparadas no tampio KH,PO, (50
mmol.L", pH 7,0).

Os ICERs preparados foram lavados com o tampao de estocagem
TRIS-HCI (100 mmol.L", pH 8,0) ¢ mantidos a 4°C com as extremidades
imersas no mesmo tampao.

Antes da estocagem, o ICER-huAChE teve as bases de Schiff
reduzidas eluindo-se por 60 minutos uma solu¢do de borohidreto de so6dio a 5,0
pL.min™ (5,0 mg.mL™" preparada no tampido KH,PO, 50mmol.L", pH 7,0). Em
seguida, foi eluido o tampdo KH,PO, (50mmol.L", pH 7,0) por 5 minutos e
entdo uma solucdo de monoetanolamina 0,10 mol.L™ (preparada no tampio
KH,PO, 50mmol.L™", pH 7,0) por 60 minutos. Ao final, o ICER-AuAChE foi
lavado com 1,0 mL do tampao de estocagem e armazenado a 4°C com as
extremidades imersas no mesmo tampao.

Para comparagdo, o procedimento de reducao foi realizado para o

preparo de um ICER-eelAChE.

2.2.3 - Desenvolvimento do método analitico por cromatografia

zonal
2231 - Otimizacao das condicoes de ionizacao e
fragmentacao

No desenvolvimento do método analitico foram avaliadas as
condicdes de ionizacdo e fragmentacdo para a colina (Ch) e a acetilcolina
(ACh). Para isso foram preparadas solu¢des estoque a 0,10 mg.mL’
solubilizando-se 1,0 mg do composto em 10 mL de agua. A partir de uma
aliquota de 10 pL de cada solucdo estoque foram preparados 10 mL das
solucdes de trabalho & 100 ng.mL", em diferentes fases moveis: agua, solucio
acetato de amonio (15mmol.L'l, pH 8.,0), MeOH:H,0 (50:50, v/v), MeOH:H,0
(80:20, v/v), ACN:H,0 (50:50, v/v), ACN:H,O (80:20, v/v), MeOH:solugao
acetato de amonio 15mmol.L™" pH 8,0 (50:50, v/v), MeOH:solugdo acetato de



24

aménio 15mmol.L™", pH 8,0 (80:20, v/v), ACN:solucao acetato de amodnio
15mmol.L7, pH 8,0 (50:50, v/v) e ACN:solucao acetato de amonio 15mm01.L'1,
pH 8,0 (80:20, v/v).

Utilizando uma bomba-seringa na vazdo de 10 pL.min", foram
realizadas as infusdes de cada solucdo no espectrOmetro de massas,
separadamente. A otimizagdo dos parametros de ionizagdo e fragmentacdo no
modo positivo foi realizada com a ajuda do software Esquire 6000 no modo
Expert, para cada solugdo preparada.

Tendo a intensidade do ion como parametro, foi selecionada a fase
movel de trabalho onde se obteve uma maior intensidade e estabilidade do sinal,
MeOH:solugdao acetato de amoénio 15mM pHS,0 (50:50, v/v). Assim, os
parametros do MS otimizados para o ion precursor da ACh [M]" 146m/z e Ch
[M]" 104m/z com seu ion fragmento [C,H3;0H]-[M]" 60m/z foram: voltagem no
capilar: 4500 V; voltagem no skimmer: 31.7 V; amplitude de fragmentagdo: 0.71
V; pressdao do gas de nebulizagdo (N;): 15 psi; vazao do géas de secagem (N,):

5,0 L.min™; temperatura da fonte: 280 °C

2232 - O sistema LC-MS

Foi desenvolvido um método de cromatografia zonal linear de
bioafinidade (L-ZBC) para a quantificacdo da colina produzida pelos ICERs
preparados. Para isso, um sistema de cromatografia liquida (LC) foi acoplado
em série a um espetrometro de massas (MS) com analisador do tipo ion-trap
(IT). As condicdes cromatograficas foram: bomba A- solu¢do aquosa de acetato
de aménio (15mmol.L™, pH 8,0) na vazdo de 0,05 mL.min"'; bomba B- metanol
na vazdo de 0,05 mL.min" e volume de injecdo igual a 10 pL. Os pardmetros
otimizados para o MS foram: voltagem no capilar- 4500 V; voltagem no
skimmer- 31,7 V; amplitude de fragmentacdo- 0,71 V; pressdo do gas de
nebulizacio (N,)- 30 psi; vazio do gas de secagem (N,)- 7,5 L.min;

temperatura da fonte de ionizag¢do- 335 °C.
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No modo MRM (Multiple Reaction-Monitoring) foi monitorado o
fon precursor da colina [M]" 104m/z e o seu ion fragmento [C,H;0H]-[M]"
60m/z com uma janela de isolamento igual a 1,0 m/z. O ion precursor foi
utilizado para a quantificagdo e a sua razdo com o ion fragmento para

confirmagdo da proposta.

2233 - Ensaio de estabilidade das solucoes de trabalho

A possibilidade de hidrdlise espontanea da solugdo de acetilcolina
no auto-injetor do sistema cromatografico e no capilar pré-tratado foi avaliada
injetando-se em um ICER-ee/AChE inativo uma solu¢io de ACh 200 pmol.L™
(5,46 mg de ACh em 100 mL de dgua). Monitorando os ions precursores para a
ACh [M]" 146m/z e Ch [M]" 104m/z foram realizadas 11 inje¢des consecutivas

(com um volume de 10 uL por injecao), totalizando um periodo de 220 minutos.

2.24 - Validacao do método analitico

A linearidade do método foi avaliada através da construg¢ao de
curvas de calibragcdo com padrao externo, em duas faixas de concentragdo (alta e
baixa). Para isso, uma solugio padrio de Ch na concentragio de 32000 pmol.L"
(7,39 mg de Ch solubilizado em 1,00 mL de agua) foi preparada. A partir de
aliquotas apropriadas da solucdo padrdao, foram preparadas (em agua) as
solucdes estoque na concentragdo de 100 pmol.L™' para a curva baixa e 25600
pmol.L™! para a curva alta.

As solucdes de trabalho para as curvas de calibragdo e controles de
qualidade (CQs) foram preparadas (em agua) a partir das solugdes estoque.
Curva baixa: 0,50; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 ¢ 1,6 pmol.L'l. Curva alta: 128; 256; 512;
1024; 2048; 4096 umol.L'l. CQ (curva baixa): 0,6; 28.,8; 57,6 umol.L'l. CQ
(curva alta): 153,6; 7372,8; 14745,6 umol.L'l.

Os valores de concentragdes dos CQs do método foram calculados

da seguinte forma:
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1- O CQ de concentracao mais baixa em torno de 110-120%, em
relagdo ao ponto de menor concentragdo da curva de calibracgdo.

2- O CQ de concentragao média em torno de 40-60%, em relacao a
ponto de maior concentracdo da curva de calibragao.

3- O CQ de concentracao alta, em torno de 75-95%, em relacao a
ponto de mais alta concentragdo da curva de calibracao.

Para preparar os padroes de calibragdo e as amostras CQ, aliquotas
(10 uL) da solucao de trabalho apropriada foram adicionadas a 90 uL de agua.
As solugdes foram homogeneizadas e aliquotas de 90 pL foram transferidas para
os vials do auto-injetor. Amostras de 10 uL foram injetadas em um ICER-
eelAChE inativo no sistema LC-MS.

Os padrdes de calibracao foram preparados em triplicata e a curva
de calibragdo construida através de regressao nao-linear do tipo logaritmica, a
partir da area da banda cromatografica em fun¢do de uma dada concentragao de
Ch.

A precisdo e exatiddo intra e inter- lotes do método foi determinada
pela andlise das amostras CQs. Cinco amostras de cada concentracdo foram
preparadas em agua. A precisdo do método foi expressa pelo coeficiente de
variagdo (CV%) das replicatas. A exatiddo foi calculada para as concentragdes
examinadas pelo céalculo de volta e, expressa como o percentual de desvio entre
as concentracdes encontradas e as concentragdes nominais.

A seletividade do método foi verificada com a inje¢cdo de amostras

branco (agua).

2.2.5 - Estudo da atividade dos ICERs-AChE

Foram preparados cinco ICERs com diferentes concentragdes da
solucao eelAChE eluida. Para cada um foi realizado o ensaio de atividade onde,
uma amostra de ACh na concentragao 200 umol.L'1 foi injetada no sistema LC-
MS e a Ch produzida monitorada e correlacionada com a curva de calibragdo.

Para o ICER-AuAChE o ensaio de atividade foi realizado da mesma maneira.
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2.2.6 - Estudo cinético da ACh com os ICERs-AChE

A partir da adigdo de agua a aliquotas apropriadas das solucdes
padrido de ACh (6,25; 200 ¢ 6400 pmol.L™") para um volume final igual a 100
uL, foram preparadas solugdes de ACh nas seguintes concentragoes: 0,3125;
0,6250; 1,250; 2,500; 5,000; 10,00; 20,00; 40,00; 80,00; 160,0; 320,0; 640,0;
2560; 5120 pmol.L™". Todas as amostras foram homogeneizadas em vortex por
10 segundos e, em seguida, aliquotas de 90 ulL de cada amostra foram
transferidas para os vials do auto-injetor. Amostras de 90 puL de agua foram
utilizadas como branco.

Foram injetados 10 puL. das amostras, em duplicata, no sistema LC-

MS empregando o método L-ZBC.

2.2.7 - Estudo de inibicao da AChE imobilizada

Para a validagdo do uso dos ICERs no reconhecimento de
inibidores da AChE, os farmacos tacrina e galantamina foram utilizados como
ligantes de referéncia. A triagem inicial dos compostos foi realizada avaliando-
se o percentual de inibicdo a 200 pmolL”. Foram analisadas bibliotecas
sintéticas contendo: 17 cumarinas, 17 triaz6is, 28 flavonas e, 7 compostos de
diferentes classes (peptideos, inddis e derivados de uréia) (Apéndice). As
solugdes de trabalho foram preparadas, em metanol, a partir de uma solucao
estoque na concentragdo de 1,00 mg.mL™'. A partir de aliquotas apropriadas
foram preparadas as solugdes trabalho, 100 pL, com acetato de amonio (15
mM; pH8.0) contendo ACh 490 pmol.L" ¢ os compostos a 200 pmol.L™

Para cada amostra analisada foi utilizada uma amostra controle
negativo (auséncia de ACh) e uma controle positivo (auséncia do ligante). O
percentual de inibicao, 1(%), para cada composto foi calculado de acordo com a

equagdo 2.1.
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(%)= 100-(+* x100) EQUACAO 2.1

onde, P; ¢ a producdo de colina quantificada a partir da hidrélise da
acetilcolina na presenca dos ligantes testados e Py ¢ a producdo de colina da

amostra controle positivo.

Os compostos que apresentaram 1(%) superior a 80% foram

selecionados para a constru¢do de curvas dose-resposta.
2.2.8 - Caracterizacao dos ligantes identificados da ee/AChE

228.1 - Determinacio da capacidade inibitoria (ICsg)

Os valores de ICsy foram calculados pela quantificagao da produgao
de Ch a partir da hidrolise de ACh em diferentes concentragdes dos ligantes
testados.

Solugdes estoque dos inibidores de referéncia, galantamina (0,05;
1,60; 51,2 ¢ 1638,4 pmol.L™") e tacrina (0,005; 0,160; 5,12 ¢ 10,2 umol.L™),
foram preparadas em agua. As amostras (galantamina: 0,0025 - 655,4 pmol.L™ ¢
tacrina: 0,025.10” - 7,17 umol.L™") foram preparadas pela dilui¢io de aliquotas
apropriadas das solugdes estoque em agua junto com o substrato ACh na
concentracio fixa de 490 pmol.L™.

Para o ensaio com os ligantes identificados, aliquotas (10 uL) das
solucdes contendo ACh 490 umol.L" e concentracdes crescentes da cumarina
16 (0,5000 a 128,0 umol.L™"), da cumarina 17 (0,5000 a 2048 umol.L™"), do
triazol 2 (0,5 a 1024 pmol.L™") e das flavonas NNinaBipyCu, HptBipyCu ¢
HptFenCu (0,5000 a 640,0 pmol.L™) foram injetadas no sistema cromatografico.
Todas as analises foram realizadas em duplicata.

Como controle positivo, aliquotas de 10 uLL de uma solu¢ao aquosa
de ACh 490 pmol.L" foram injetadas no sistema cromatografico e a producio

de Ch quantificada. Os resultados foram dados como 100% de atividade e
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comparados com a concentracao de colina obtida na hidrdlise da acetilcolina na
presenca dos ligantes testados. Entdo, o I(%) foi calculado de acordo com a
equacao 2.1.

As curvas dose-resposta foram obtidas pela regressao nao-linear do
tipo hiperbolica plotando o I(%) em funcdo da concentracao do ligante testado,

no software SigmaPlot (versdo 12).

2282 - Determinacao da constante de inibicao (K; e
mecanismos de acao

O mecanismo de inibi¢cdo foi verificado através da constru¢ao dos

graficos duplo-reciproco (1/[Ch] x 1/[ACh]). Para isso, solugdes de ACh (160 -

5120 umol.L™") contendo concentragdes fixas do ligante (Tabela 2.1) foram

preparadas em duplicata e injetadas no sistema LC-MS para a quantificagdo da

Ch produzida'®.

TABELA 2.1- Faixa de concentracao dos ligantes de AChE utilizados nos

ensaios de mecanismo de inibicao.

Ligantes Faixa de concentraciao (pmol.L'")

Tacrina 0,200 a 0,800
Galantamina 1,86 a 7,44

Cumarina 16 0,178 a 0,534
Cumarina 17 3,00a 12,0
NNinaBipyCu 17,0 a 100
HptBipyCu 23,02 69,0
HptFenCu 19,0 a 56,0

O software OriginPro 8.0 foi utilizado para a constru¢dao dos

graficos de mecanismo de inibigdo e K;. Os dados obtidos foram tratados de
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acordo com as equacdes 2.2 e 2.3, que descrevem os mecanismos de inibicao

competitivo € ndo-competitivo, respectivamente.

VA ~

V=— EQUACAO 2.2
K. (Hf) +A

VA

VD AL
2 () +A ()

EQUACAO 2.3

onde I e A sdao as concentracoes de inibidor e substrato,

respectivamente e, Kj; € a inclinagdo, a constante de inibicao (K;).

Os valores das constantes de inibicdo para a tacrina, galantamina,
cumarinas 16 ¢ 17 e flavonas NNinaBipyCu, HptBipyCu e HptFenCu foram
determinados individualmente plotando-se K../Vumax (calculado para cada
concentracdo de ligante) em funcdo da concentracdo de ligante. O grafico foi
construido através de uma regressao linear, onde o quociente da divisdo entre os

coeficientes linear e angular da reta fornece o valor de K.

2.3 - Resultados e discussao

2.3.1 O sistema LC-MS

O sistema de LC-MS foi configurado como ilustrado na Figura 2.1
para desenvolvimento do método cromatografico zonal linear de bioafinidade.
Nesta configuracao a catalise enzimatica ¢ feita em fluxo e a colina produzida ¢
monitorada diretamente pelo MS. A constante elui¢do de metanol apds o ICER

garantiu uma melhora na ionizag¢ao da colina sem afetar a atividade da enzima.
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Bomba A Auto-injetor

ICER-AChE

FIGURA 2.1- Sistema de LC-MS utilizado no método de L-ZBC com os
ICERs-AChE preparados. Parametros do LC-MS descritos na se¢do 2.2.3.2.

2.3.2 - Preparo dos ICERs-AChE

O emprego dos capilares de silica fundida como suporte no
processo de imobilizagdo apresenta diversas vantagens como, por exemplo, a
minimizagdo de interacdes secundarias entre os compostos analisados e o
suporte. A grande area de superficie por volume permite interagdes adequadas
entre o substrato e a enzima imobilizada e, também uma baixa pressdo de volta
no capilar que ¢ uma vantagem, pois nao prejudica a estrutura da enzima. Deve-
se considerar ainda que, por ter a fase movel eluindo através de uma coluna
tubular aberta, a velocidade da reacdo enzimatica total ¢ maior, quando
comparada com colunas de suportes micro particulados, ja que estas ultimas
oferecem resisténcia a transferéncia de massa™.

O procedimento de imobilizacdo utilizado para a enzima eel e
huAChE foi baseado em trabalhos ja desenvolvidos anteriormente no grupo com
a imobilizacdo das enzimas GAPDH humana e de T.cruzi”''’, PNP humana e
de Schistossoma mansoni> ¢ AChE de eel”, que se resume em trés etapas
identificadas na Figura 2.2 : limpeza e ativagdo do capilar com reagdo de

sililacao, adi¢dao do espagador e, imobiliza¢ao da enzima.
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FIGURA 2.2- M¢étodo de imobilizagdo da enzima eel e huAChE em capilares
de silica fundida.

A primeira etapa envolve a limpeza e ativagao do capilar, que pode
ser realizada através da eluicdo, pelo capilar, de solucdes NaOH ou HCI*''*'12,
Em trabalhos anteriores realizados pelo grupo, foi demonstrado uma maior
eficiéncia na imobiliza¢io com a utilizacdo de uma solucdo de HCI 2 mol.L™
Portanto, esta foi a solug¢do selecionada para o trabalho. O procedimento de
ativacdo do capilar consiste na corrosao da parede interna e liberagao dos grupos
silan6is, com o objetivo de aumentar a area superficial para imobiliza¢ao da
enzima e garantir a reprodutibilidade do processo.

O processo de sililagao se resume em uma reacao de substituicao
nucleofilica dos grupos silanois livres do capilar e o APTS. Para imobiliza¢ao
covalente da enzima, o reagente bifuncional glutaraldeido foi usado como
espagador através da formacao das bases de Schiff.

As bases de Schiff sdao facilmente hidrolisadas em meio acido,
justificando que varios trabalhos relatem a sua redugdo com o reagente

20,113,114

borohidreto de sddio . Os pHs 6timos de catalise das AChEs selecionadas

sao entre 7,4 e 8,0 portanto, o procedimento de reducdo nao se faz necessario.
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Mesmo assim, a eficiéncia do procedimento de imobilizacdo com e sem redugdo
foi avaliada, monitorando a atividade dos ICERs preparados. A reducdo das
bases de Schiff levou a uma diminuicao de 84% na atividade do ICER (Figura
2.3) e, portanto, o método de imobilizagdo sem redugdo foi o adotado durante o

trabalho.

Intens.
x106

T T T 13 T
2 3 6 8 10

FIGURA 2.3- Cromatogramas referentes a injecao de 10 uL de uma
amostra de ACh 200 umol.L" no ICER-ee/AChE (-) com reducdo e (-) sem
reducdo e, no ICER-huAChE (-) com redugdo. Parametros do LC-MS descritos
na se¢ao 2.2.3.2.

2.3.3 - Validacao do método LC-MS

Os parametros de validagdo avaliados foram seletividade,
linearidade, estabilidade, precisdo e exatidao intra e inter-lotes. De acordo com o

guia da Comunidade Européia (EC)'"

para a confirmagdo e identificagdo de
compostos em matrizes complexas utilizando LC-MS como técnica analitica, ¢
necessario o monitoramento de dois ou mais ions. Neste estudo, foram
monitoras duas transi¢des por MRM (o ion molecular, como ion precursor e, o
ion fragmento da primeira transi¢do). O ion precursor foi utilizado para a

quantificagdo e a primeira transi¢cao para a confirmac¢ao do analito.
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A seletividade foi avaliada através da inje¢do de uma amostra
branco (agua) no método validado, onde ndo foi observada a presenga de
interferentes co-eluindo com a colina e assim prejudicando sua ionizagao.

As curvas de calibragdo foram logaritmicas na faixa de
concentragio estudada, com coeficientes de determinacdo (R?) iguais ou
superiores a 0,99 para uma amostragem igual a 3. As curvas analiticas obtidas

foram:

- curva baixa: y = (—3,04245%10%) + (1,7158 x 10% x In(x + 5,90793))
—curva alta: y = (—3,48814 x 10°) + (7,31589 x 10° x In(x + 146,767))

O CV% para as replicatas foi inferior a 15% e a exatidao
apresentou um desvio menor do que 15% do valor nominal (exceto para o limite
de quantificacdo- primeiro ponto das curvas), indicando que ndo ocorreu carry-
over entre as injecoes. Valores de precisdo entre 86 e 113% para a curva baixa e
entre 85 e 112% para a curva alta indicam que ambas estdo de acordo com os
critérios para validacdo de método adotado.

A precisdo e exatiddo intra e inter-lotes do método foi determinada
analisando-se cinco replicatas dos trés controles de qualidade. Os resultados
foram valores de precisdo entre 1,81 e 12,8% para a curva baixa ¢ 1,43 ¢ 2,03%
para a curva alta. A exatidao variou entre 87,7 e 94,2% para a curva alta e 88,1 e
101% para a curva baixa, que estdo de acordo com os critérios para validacao de
método adotado.

A possibilidade de hidrolise espontinea da ACh foi verificada
através da estabilidade da amostra em auto-injetor de acordo com o
procedimento descrito na se¢io 2.2.3.3 onde, uma amostra de ACh 200 pmol.L™
foi injetada, analisada imediatamente (tempo zero) e a cada 20 minutos por um
periodo de 220 minutos. Nao foi observado o ion [M]" 104 m/z, correspondente
a Ch e, o ion [M]" 146 m/z relativo a ACh se manteve estavel com um CV%

igual a 1,6 (n=11) correspondente as areas das bandas cromatograficas.
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O método validado foi aplicado injetando-se uma amostra de
acetilcolina (200 pmol.L™") no ICER- ee/AChE. Os cromatogramas de fons
extraidos (EIC) com os respectivos espectros de massas para a colina e seu ion

fragmento encontram-se nas figuras 2.4-5, respectivamente.
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FIGURA 2.4- Cromatograma de ions extraidos e espectro de massas referente
a injecdo de ACh 200 pmol.L" no sistema LC-MS com o ICER-ee/AChE monitorando o fon
precursor da Ch produzida, [M]" 104 m/z. ParAmetros do LC-MS descritos na se¢io 2.2.3.2.
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FIGURA 2.5- Cromatograma de ions extraidos e espectro de massas referente
a injegdo de ACh 200 umol.L" no sistema LC-MS com o ICER-ee/AChE monitorando o ion
fragmento da Ch produzida, [CoH;OHJ-[M]™ 60 m/z. Parametros do LC-MS descritos na
secdo 2.2.3.2.
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A primeira transicdo (Figuras 2.5-6) corresponde a perda de [M-

C,H;0H]" (m/z= 60,0), e estd de acordo com os dados reportados na literatura

62,116,117
para este composto” .

FIGURA 2.6- Proposta da primeira transi¢do para o ion precursor da colina.

2.3.4 - Estudo da atividade dos ICERs-AChE preparados

O método L-ZBC-MS foi utilizado para monitorar a atividade das
AChEs imobilizadas. Nesta abordagem, o substrato (ACh) foi injetado em
pequenos volumes, ou zonas, € o produto da catalise enzimatica (Ch) foi
quantificado. Assim, a importancia da concentracdo de proteina no preparo dos
ICERs foi investigada e, os resultados mostraram que o aumento da
concentragdo foi prejudicial para a atividade (Tabela 2.2). A Figura 2.7 ilustra

os cromatogramas obtidos para cada ICER preparado.

TABELA 2.2- Concentragdo de Ch produzida a partir da injecdo de ACh 200
pmol.L" no sistema LC-MS.

[soluciio ee]AChE] (mg.mL™") [Chyroduziaa] (nmol.L™)

0,0625 154 + 14,0
0,125 198 £ 15,9
0,250 206 £ 10,1
0,500 10,0 = 0,100

1,00 0,140 £ 1,00
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FIGURA 2.7- Sobreposicdo dos cromatogramas correspondentes a colina
produzida pela injecdo de 10uL de uma amostra ACh 200pmol.L” nos ICERs-ee/AChE: (-)
1,00 mgL"; (-) 0,500 mg.L"; (-) 0,250 mgL"; (-) 0,125 mg.L" e (-) 0,0625 mg.L".
Parametros do LC-MS descritos na se¢ao 2.2.3.2.

Isto pode ser explicado pelos efeitos causados no procedimento de
imobilizagdo, como mudangas na estrutura quaterndria, flexibilidade e
acessibilidade do substrato ao sitio ativo, que podem ser potencializados em alta
concentragdo de proteina. No entanto, a estrutura responsavel pelo
reconhecimento molecular niao foi prejudicada, e atividade da enzima
preservada.

A pequena diferenca na atividade dos ICERs preparados com 0,125
e 0,250 mg.mL" de ee/AChE justifica a escolha pela menor concentragio de

proteina para o preparo dos ICERs.

2.3.5 - Estudo cinético da atividade enzimatica dos ICERs- eel e

huAChE

Durante o procedimento de imobilizacdo, a formacao de ligacoes

covalentes entre a enzima ¢ o suporte pode resultar em uma distor¢ao ou
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inacessibilidade do sitio ativo, o que leva a uma diminuicdo da atividade
catalitica. Assim, a realizacao dos estudos cinéticos, com a enzima imobilizada ¢é
uma ferramenta Util para avaliar essas possiveis modificagdes estruturais
sofridas pela enzima pois, permite verificar a afinidade de ligacdo entre a
enzima e o substrato assim como a eficiéncia catalitica do biorreator.

A constante de Michaelis-Menten, Ky, ¢ definida como a
concentragdo do substrato onde se obtém uma velocidade inicial igual a metade
da velocidade méaxima de catalise. Essa constante foi determinada para o
substrato acetilcolina medindo-se a atividade enzimatica através do método de
L-ZBC desenvolvido e validado. Para isso, foram utilizadas concentracoes
crescentes do substrato até¢ que fosse atingido um patamar de saturacdo onde, o
aumento na concentragdo de acetilcolina nao alterasse a velocidade da reacao.

Para os ICERs-eel e huAChE foram utilizadas concentracdes de
ACh na faixa de 0,3125 a 5120 umolL"'. As areas das bandas de colina
produzida durante o estudo cinético foram correlacionadas as concentragdes
através das curvas de calibracdo. As amostras empregadas nos estudos cinéticos
foram injetadas em duplicata com um volume de injecao igual a 10 puL.

Os valores obtidos de concentragdes de colina foram relacionados
as concentracdes do substrato e o método de regressao nao-linear de melhor
ajuste foi utilizado para se obter as hipérboles de Michaelis-Menten,

determinando-se assim os valores de Ky, como ilustrado na Figura 2.8.
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FIGURA 2.8- Hipérbole de Michaelis-Menten para a produgdo de colina pelo
(A) ICER-eelAChE e (B) ICER-ee/AChE, variando-se a concentra¢ao de acetilcolina.

As hipérboles obtidas estdo de acordo com a equagdo de Michaelis-
Menten onde, em concentragdes baixas de substrato ([S] << Kyj), a velocidade
da reacao V, ¢ diretamente proporcional a concentracdo do substrato. J4 em
elevadas concentragdes do substrato ([S] >> Ky), Vo se aproxima do seu
maximo e a velocidade da rea¢do se torna independente da concentragao do

substrato.
2.3.6 - Triagem de ligantes com o0 ICER-eel e huAChE

23.6.1 - Validacao do ensaio de triagem de ligantes

O ICER produzido com a enzima ee/AChE foi selecionado para a
valida¢do do ensaio de triagem de ligantes. Fatores como a similaridade da
sequéncia de aminoacidos da ee/AChE com a huAChE, o seu menor custo ¢ o
seu grande emprego como modelo em ensaios HTS justificam a escolha deste
ICERY.

Os farmacos tacrina e galantamina foram selecionados como
inibidores de referéncia, uma vez que sdo terapias aprovadas mundialmente para
o tratamento da doenga de Alzheimer. Sao farmacos que diferem no mecanismo

de inibicdo e afinidade pela enzima AChE e, portanto, a escolha destes
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possibilita conferir a capacidade do biorreator em distinguir entre inibidores de
diferentes poténcias e tipos de inibicao.

Como ilustrado na Figura 2.9, foram construidas curvas dose-
resposta (ICsg) para cada inibidor e, verificou-se que o ICER-ee/AChE
identificou inibidores concentracdo-dependente, sendo que um aumento na
concentragdo do inibidor resultou em um aumento na porcentagem de inibigao.
Para a galantamina obteve-se uma ICsy de 7,44 = 0,663 umol.L'1 ede 0,385+

0,0436 pmol.L™' para a tacrina.
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FIGURA 2.9- Porcentagem de inibi¢ao da atividade enzimatica da ee/AChE no

ICER para diferentes concentragdes da galantamina e da tacrina.

A afinidade da enzima pelo inibidor na forma¢do do complexo
enzima-inibidor ¢ medida pela constante de inibicdo, K;, um importante
parametro a ser determinado para a caracteriza¢ao de um novo ligante.

Os mecanismos e constantes de inibi¢do para cada inibidor foram
determinados através da constru¢do de curvas de duplo-reciproco para a colina
produzida em diferentes concentragcdes de inibidor, como ilustrado nas Figuras
2.10-11 onde, as curvas de menor inclinacdo correspondem a cinética na
auséncia do inibidor e as demais curvas foram realizadas em concentracoes
crescentes do ligante. O aumento na concentragao de galantamina resultou em

um conjunto de linhas que interceptam o eixo y (1/ Vyax) no mesmo ponto, mas



41

com inclinagdes (Kn/Vmax) diferentes, interceptando a abscissa (-1/Ky;) em
valores diferentes. Ou seja, a presenga do inibidor ndo afetou a velocidade
maxima da catdlise enzimdtica; enquanto que, o aumento na concentracdo do
inibidor resultou em maiores valores de Ky, definido como Ky.(1+[I])/K;).

Este comportamento ¢ caracteristico de inibidores reversiveis competitivos.
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FIGURA 2.10- Grafico de duplo-reciproco para a galantamina no ICER-
eelAChE.

Caracterizando um inibidor reversivel ndo-competitivo, o aumento
na concentragao da tacrina resultou em linhas com diferentes inclinagdes (Figura
2.11), que interceptam o e€ixo X no mesmo ponto € o eixo y em diferentes valores
ou seja, a velocidade da catalise enzimatica ¢ afetada na presenca do inibidor e o

Ku™ permanece inalterado.
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FIGURA 2.11- Grafico de duplo-reciproco para a tacrina no ICER-ee/AChE.

As constantes de inibicdo foram determinadas plotando-se
Km™/Vavax™ em fungdo da concentra¢do do inibidor onde, a intersec¢do com o
eixo x fornece os valores de K; (Figura 2.12). Foram obtidos K; iguais a 1,06 +

0,274 ¢ 0,340 + 0,097 umol.L™" para a galantamina e tacrina, respectivamente.
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FIGURA 2.12- Determinagdo de K; para os inibidores galantamina e tacrina da
eelAChE imobilizada.
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Os resultados obtidos seguem a mesma tendéncia dos resultados

118,119 : .
, isto &,

previamente publicados para estes inibidores de referéncia da AChE
a tacrina como o inibidor reversivel ndo-competitivo de maior potencial
inibitdrio, e a galantamina o inibidor de menor potencial inibitdrio € mecanismo
reversivel competitivo. Assim, o ICER-ee/AChE foi capaz de reconhecer
inibidores com diferentes poténcias inibitorias e mecanismos de inibi¢ao,

validando o modelo proposto para ser empregado na triagem e caracterizagao de

novos ligantes.

23.6.2 - Emprego dos ICERs- eel e huAChE na triagem de

novos ligantes

ApOs a caracterizagdo dos ICERs- eel e hu AChE através de estudos
cinéticos e, validacdo no reconhecimento de inibidores, o ICER-ee/AChE foi
empregado na triagem de novos ligantes em colegdes de compostos sintéticos
(Apéndice) gentilmente cedidas pelos grupos da Profa. Dra. Arlene G. Corréa e
do Prof. Dr. Jodo Batista Fernandes. A atividade inibitéria foi avaliada a 200
nmol.L™' com uma concentracio de substrato acima do valor de Ky (1,5 vezes),
o que garantiu que o ICER estivesse saturado.

Os resultados apresentados no grafico da Figura 2.13 evidenciam
compostos que apresentaram porcentagem de inibicdo superior ou igual a 80%,
como as cumarinas 16 e 17, o triazol 2 e, as flavonas: HptFenCu, HptBipyCu e
NNinaBipyCu. Para estes, foram realizados os ensaios de ICs, através da
constru¢do das curvas dose-resposta. O NarBipyCu apresentou uma
porcentagem de inibi¢ao igual a 82%, no entanto, a baixa solubilidade do
composto em metanol ndo permitiu atingir-se um patamar de saturagdo onde o

aumento na concentracao do ligante ndo alterasse a velocidade da reacao.
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FIGURA 2.13- Resultados da triagem realizada com os derivados de cumarina,

triazois, flavonas e compostos organicos de diferentes classes (Apéndice).

As curvas de dose-resposta obtidas (Figuras 2.14-16) mostram que
a cumarina 16 apresentou uma potencial inibitorio similar ao da tacrina, que foi
confirmado pelo K; calculado igual a 0,031 + 0,010 umol.L'l. Ja a cumarina 17
apresentou um ICsy similar ao da galantamina enquanto nos demais compostos o

valor foi superior ao deste inibidor de referéncia.
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FIGURA 2.14- Porcentagem de inibi¢ao da atividade enzimatica da ee/AChE

no ICER para diferentes concentracdes das cumarinas 16 e 17.
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FIGURA 2.15- Porcentagem de inibi¢do da atividade enzimatica da ee/AChE
no ICER para diferentes concentrac¢des do triazol 2 e da flavona HptBipyCu.

100 120
80 100 -
OCH;
80 OH
<
° 0.
C
2 40 2
= g o, P
X e\e 40 . \C\éN_
20 -
20 - Q@)
04 IC4=67,1 £5,30 pM i 1C5= 37,4+ 4,32 ptM
0 200 49 L 0 200 400 600
[NNinaBipyCu] (pM) [HptFenCu| (pM)

FIGURA 2.16- Porcentagem de inibicao da atividade enzimadtica da ee/AChE
no ICER para diferentes concentracdes das flavonas NNinaBiPyCu e HptFenCu.
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A continuidade dos ensaios de caracterizagdo dos ligantes foi
realizada com os compostos que apresentaram um valor de ICsy inferior a 70
pmol.L™', garantindo uma selegdo de ligantes com elevada poténcia. Portando, o
ligante triazol 2 foi eliminado dos ensaios ja que apresentou um valor de ICs,
igual 2 95,4 + 11,8 umol.L™.

Foram tracadas as curvas de duplo-reciproco para cada ligante,
(Figuras 2.17-18) e, a partir destas foram calculados os valores de K;

apresentados na Tabela 2.3.

TABELA 2.3- Valores de K; e ICsy calculados para os ligantes no ICER-

eelAChE.
Ligantes K; (pmol.L'™") ICso (umol.L™)

Tacrina 0,340 + 0,097 0,386 + 0,044

Galantamina 1,06 £ 0,274 7,44 + 0,663
Cumarina 16 0,031+ 0,010 0,356 £ 0,010

Cumarina 17 13,8+ 1,10 12,6 + 1,07

HptBipyCu 14,7+ 0,133 46,1 + 4,75

NNinaBipyCu 14,8 £ 0,294 67,1 £5,30

HptFenCu 14,0 £ 0,368 37,4+4732

(A) [« oo "] (B)

0,1783M | g 035 -
0,356uM
0,534pM 0,030 -

4 >on

r — T 0 T T T g
-0,010 -0,005 0,000 0,005 -0,010 -0,005 0,000 0,005

[ACh]" (M)’ [ACh]" (uM™)

FIGURA 2.17- Grafico de duplo-reciproco para as cumarina (A) 16 e (B) 17,
no ICER-ee/AChE.
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FIGURA 2.18- Grafico de duplo-reciproco para as flavonas (A) HptBipyCu,
(B) NNinaBipyCu e (C) HptFenCu, no ICER-ee/AChE.

Dentre todos os ligantes identificados para a ee/AChE, apenas a
flavona HptFenCu apresentou um mecanismo de inibicdo do tipo nao-
competitivo, enquanto os demais foram caracterizados como inibidores
reversiveis competitivos. A cumarina 17 e as flavonas HptBipyCu, HptFenCu e
NNinaBipyCu apresentaram valores de K; superiores ao da galantamina mas,
que seguem a mesma tendéncia dos valores de ICs, calculados, ou seja, a
cumarina 17 e a flavona NNinaBipyCu como os ligantes de maior e menor
potencial inibitorio, respectivamente. Desta maneira, o uso dos ICERs-AChE
nos estudos de triagem fornece rapidamente dados de inibicao e seletividade. A
constante de inibi¢do calculada para a cumarina 16 teve valor inferior ao da
tacrina, assim como o valor de ICsy, valorizando o potencial inibitério desta
colecdo de compostos. Portanto, a biblioteca de cumarinas foi submetida a

triagem com o ICER-AuAChE, na busca por um inibidor para esta espécie.
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A triagem foi realizada a 200 umol.L™ ¢ a Figura 2.19 ilustra os
resultados obtidos. A diferenca de afinidade das ee/AChE e huAChE pelos
derivados cumarinicos fica evidente comparando os valores de inibi¢do obtidos,
demonstrando assim a capacidade do modelo de triagem em reconhecer a
seletividade de enzimas de diferentes espécies com similaridade estrutural®. No
entanto, os resultados obtidos validam o uso dos ICERs-ee/AChE para a triagem

e identificacdo de novos hits e, os ICERs-huAChE para a confirmagao.
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FIGURA 2.19- Resultados das triagens realizadas com os derivados
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cumarinicos nos ICERs- eel e huAChE.

Assim, a automatizacdo do ensaio com a catdlise enzimatica
ocorrendo em fluxo nos ICERs ligados a um sistema LC-MS demonstrou a
facilidade na obteng¢dao dos parametros cinéticos e de inibigdo (capacidade

inibitoria, constante ¢ mecanismo de inibi¢ao) para os ligantes da AChE.

24 - Conclusoes

Os ICERs-eel e huAChE foram eficientemente utilizados para
estudos cinéticos através da quantificacdo direta da colina produzida. O ensaio
de triagem de ligantes foi validado com os inibidores de referéncia da

acetilcolinesterase, tacrina e galantamina e, utilizado para a triagem de 79
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compostos. Enquanto o ICER-ee/AChE foi empregado na triagem, o ICER-
huAChE foi utilizado para avaliar a seletividade da enzima na cole¢do de
cumarinas. Cinco novos ligantes foram identificados sendo 1 deles com valor
de ICsy similar ao da tacrina e K; inferior. O modelo foi empregado para
determinar o mecanismo de inibicao dos hits através da construcdo de curvas
duplo-reciproco.

Assim, o modelo para quantificagdo online por LC-MS da colina
produzida pelos ICERs- eel/ e huAChE ¢ uma ferramenta facil e reprodutivel
para a identificagdo e caracterizagdo de novos ligantes. Além disso, a
seletividade e sensibilidade do método aliada ao pequeno tempo por analise

permite a triagem de mais de 100 amostras por dia.
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CAPITULO 3

3 - Biorreatores capilares de acetilcolinesterase e particulas
magnéticas com a enzima imobilizada: uma ferramenta para a

triagem de ligantes em extratos de produtos naturais

3.1 - Introducao

O uso de biomoléculas imobilizadas em suportes cromatograficos
capilares e particulas magnéticas para a triagem de ligantes garante seletividade
ao ensaio. A afinidade da biomolécula imobilizada pode ser avaliada utilizando
as técnicas de cromatografia zonal linear e ndo-linear. A triagem de ligantes por
cromatografia zonal linear empregando enzimas imobilizadas ¢ usualmente
realizada de maneira individual, monitorando a atividade enzimatica®**>'*°. Na
cromatografia zonal nao-linear, a afinidade do ligante pela biomolécula
imobilizada ¢é medida individualmente, através da assimetria das bandas
cromatograficas *.

Embora existam diversas vantagens no uso da cromatografia de
bioafinidade, o processo envolvendo a triagem de ligantes em misturas
complexas ainda ¢ um desafio. Uma alternativa ¢ a “pesca de ligantes” (do
inglés, ligand fishing) onde, o ensaio ¢ realizado off-line utilizando a
biomolécula imobilizada em particulas magnéticas (B-MB)***"*7>12! £ yma
técnica que pode ser automatizada com separadores magnéticos automaticos,
onde as B-MB sao imersas diretamente na mistura € 0s compostos que possuem
afinidade pela biomolécula imobilizada ligam-se a ela e permanecem retidos,
enquanto os que nao possuem ficam na solugdo e sdo eliminados.
Posteriormente, os ligantes podem ser eluidos para a identificacao injetando-se a

~ A 26,61,62,121,122
solugdo em um espectrometro de massas™ " "7 ",
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A importancia na pesquisa de cole¢cdes combinatorias naturais como alvo na
busca de novos ligantes foi demonstrada por Newman et al. '** onde, de 1981 a
2006, mais de 70% dos farmacos aprovados para comercializacao sdo derivados
ou possuem estruturas baseadas em compostos naturais, o que incita a busca de
novas substancias anticolinesterasicas em colecdes combinatérias naturais ou
sintéticas.

Dentre os quatro inibidores conhecidos da AChE e que atuam como
farmacos comercializados para o tratamento da DA (tacrina, galantamina,
donepezil e rivastigmina), um ¢ derivado de produto natural. A galantamina ¢
extraida da espécie Galantus nivalis'**, e aprovada pelo FDA desde o ano 2001
para comercializa¢do. O alcaldéide Huperzina A, extraido de extratos do género

> ¢ um outro exemplo de AChEIs, juntamente com alcalédides

Lycopodiuml2
ind6licos da espécie Ervatamia hainanensis'*®.

O modelo selecionado para o desenvolvimento do trabalho foi o uso
de extratos de espécies do género Melodinus que, embora ainda ndo tenha sido
investigada em relacdo a atividade anticolinesterasica, apresentam-se como uma
fonte promissora de alcaldides inddlicos, como por exemplo a reserpina, a

ST . 125,127
ioimbina ¢ a camptotecina “

. Ensaios farmacologicos utilizando extratos
brutos ou purificados das espécies Melodinus genus e Melodinus tenuicaudatus
mostraram efeitos citotoxicos contra linhagens de células tumorais humanas e
bacterianas.

A triagem de ligantes em misturas, como cole¢des combinatorias
naturais ou sintéticas, frequentemente ¢ realizada pelo fracionamento bioguiado,
um método de baixa eficiéncia e elevado custo. Portanto, a integragao das duas
técnicas de triagem de ligantes, cromatografia zonal (linear e ndo linear) de
bioafinidade e ligand fishing, ¢ uma inovacdo em relacdo aos trabalhos
encontrados na literatura, que assegura uma maior seletividade,

reprodutibilidade e produtividade durante o processo de triagem, proporcionada

pela enzima imobilizada e o sistema de cromatografia liquida. Os biorreatores
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de particulas magnéticas possibilitaram o uso de cole¢des combinatorias
sintéticas ou naturais, “pescando” os ligantes presentes onde, com posterior
integracdo ao biorreator capilar, foi possivel caracterizar-se o inibidor em
relacdo aos valores de K;, Ky e ICsy.

Esta parte do trabalho foi desenvolvida durante o doutorado
sanduiche, financiado pela CAPES, realizado durante 6 meses sob a co-
orientacdo do pesquisador Ruin Moaddel, no Laboratory of Clinical
Investigations do Biomedical Research Center, no National Institute on Aging,

National Institutes of Health - Baltimore, Maryland/Estados Unidos.
3.2 - Procedimento experimental

3.2.1 - Materiais

O sistema de cromatografia liquida utilizado (Agilent, Califérnia,
Estados Unidos) modelo HP 1100, consiste de duas bombas binarias, um auto-
injetor, um degaseificador a vacuo, um detector de arranjo de diodos (DAD, do
inglés diode array detector) e uma interface conectando o sistema. O
equipamento esta acoplado a um espectrometro de massas (Agilent, California,
Estados Unidos) equipado com uma fonte de ioniza¢do do tipo eletrospray
(ESI), operando no modo positivo e negativo e, analisador do tipo quadrupolo.
A aquisi¢ao dos dados foi realizada através do software Agilent ChemStation.

As analises foram realizadas a temperatura ambiente (+ 20°C). A
agua utilizada na composi¢ao das fases modveis e preparagdo de solucdes foi
obtida em um sistema MILLI-Q (MILLIPORE). E, os solventes organicos
utilizados foram grau HPLC.

O separador magnético manual Dynal, modelo MPC-S e, o
thermomixer Eppendorf modelo R, foram utilizados durante os ensaios com as
particulas magnéticas.

A enzima acetilcolinesterase do peixe-elétrico, Electrophorus

electricus, (eel AChE) tipo VI-S foi obtida da Sigma-Aldrich.
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Para o preparo do capilar e imobilizacdo da enzima fo1 utilizada
uma bomba-seringa Cole-Parmer modelo 230VAC.

Para a imobilizacdo da enzima, foram utilizadas particulas
magnéticas Bioclone (BcMag'™) de 1,0 um de didmetro, constituidas por
ferrita, recobertas com silica e derivadas com grupos amino na superficie.

Os extratos do género Melodinus foram doados pelo grupo da
pesquisadora Xiao-Qi Zhang do Institute of Tradicional Chinese Medicine and
Natural Products (Jinan University, Guangzhou, China). O derivado cumarinico
16'*°, foi doado pelo grupo de “Sintese de Produtos Naturais, Prof. Dr. José
Tércio B. Ferreira” da Universidade Federal de Sao Carlos.

Os reagentes, equipamentos ¢ demais produtos quimicos utilizados

estdo descritos na se¢do 2.2.1 (Capitulo 2).

3.2.2 - Imobilizacao da enzima ee/AChE

3221 - Capilares de silica fundida
Os ICERs-eelAChE foram preparados de acordo com o

procedimento descrito no Capitulo 2 desta tese, se¢do 2.2.2.

3222 - Particulas magnéticas

Baseando-se em trabalhos anteriores™, 25 mg de particulas
magnéticas (MBs) foram transferidas para um tubo de microcentrifugacdao de
volume igual a 1,5 mL. Utilizando-se um separador magnético manual para
excluir o sobrenadante, as MBs foram lavadas trés vezes com 1,0 mL de uma
solucio de piridina (10 mmolL", pH 6,0). Em seguida, as MBs foram
ressuspensas em 1,0 mL de uma solugdo glutaraldeido 5% (v/v) preparada na
solucdo de piridina (10 mmol.L™", pH 6,0) e, colocadas para agitar a 4 °C por um
periodo igual a 3 horas.

ApOs a separagdo magnética manual, com exclusio do
sobrenadante, o procedimento de lavagem foi repetido mais trés vezes com 1,0

mL da solucdo de piridina (10 mmol.L", pH 6,0). Em seguida, o sobrenadante
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foi descartado, adicionada a solu¢do enzimatica (0,4 mg de eelAChE
solubilizadas em 500 pL da solucio de piridina 10 mmol.L™, pH 6,0) ¢ entdo a
reacdo foi deixada sob agitacdo, por 16 horas a 4 °C. Ao final, o sobrenadante
foi descartado, as ee/AChE(NT)-MB lavadas trés vezes com 500 puL do tampao

Tris-HC1 (100 mmol.L™", pH 8,0) e, estocadas nesta mesma solugdo tamp3o.

323- Sistema LC-MS empregado nos ensaios com as

eelAChE(NT)-MB

Foi configurado um sistema de cromatografia liquida acoplado a
um espectrometro de massas para medir a atividade das ee/AChE(NT)-MB
preparadas e validar o ensaio de ligand fishing. Os parametros cromatograficos
otimizados foram: coluna Atlantis® HILIC (2,1 x 150 mm; 5,0 um); fase movel-
ACN: acetato de aménio (10 mmol.L™, pH 4,5) (80:20, v/v) a uma vazio de
0,20 mL.min"; volume de injecdo- 10 pL. Pardmetros de ioniza¢io no MS:
voltagem no capilar- 4500 V; pressao do gas de nebulizagdo (N;)- 55,0 psi;
vazdo do gas de secagem- 10,0 L.min"; temperatura da fonte de ionizagio-
350°C.

As amostras obtidas a partir dos ensaios de ligand fishing foram
analisadas monitorando os ions precursores de cada composto presente na
mistura de referéncia: tacrina [M+H]" 199 m/z, galantamina [M+H]" 288 m/z,
cumarina 16 [M+H]" 346 m/z, cetamina [M+H]" 238 m/z, labetalol [M+H]" 329

m/z e o padrdo interno nicotina [M+H]" 162,4 m/z.

3.2.4 - Ensaio de atividade com as ee/]AChE(NT)-MB

Inicialmente, foram adicionados 500 uL de uma solugdo
acetilcolina 200 umol.L™", preparada em acetato de aménio (15 mmol.L™, pH
8,0), nas ee/AChE(NT)-MB. O tubo de microcentrifugacdo foi agitado em um
vortex por 10 segundos e colocado em um separador magnético manual por 120
segundos. O sobrenadante foi coletado e injetado no sistema LC-MS. As

eel AChE(NT)-MB foram lavadas por trés vezes, descartando o sobrenadante,
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com a solu¢do acetato de aménio (15 mmol.L”, pH 8,0) e armazenadas em

tampdo Tris-HCI (100 mmol.L™", pHS,0).

3.2.5 - Validacao do ensaio de ligand fishing com as ee/AChE(NT)-
MB

Inicialmente, 25,0 mg das ee/AChE(NT)-MB preparadas foram
ressuspensas em 500 pL de uma solugdo acetato de aménio (15 mmol. L™, pH
8,0) contendo a mistura de referéncia (tacrina, galantamina, cumarina 16,
cetamina e labetalol) na concentra¢io de 100 nmol.L™" para cada composto. O
tubo de microcentrifuga¢dao foi agitado por 30 segundos (em vortex), deixado
em repouso por mais 90 segundos e colocado em um separador magnético
manual, por 120 segundos. O sobrenadante foi coletado e armazenado (S-1). As
eel AChE(NT)-MB foram lavadas com 500 uL de uma solugdo acetato de
amonio (15mmol.L”, pH 8,0) agitando-se, em vortex, por 10 segundos. O
sobrenadante foi coletado apos 120 segundos no separador magnético manual. O
procedimento de lavagem foi realizado duas vezes (S-2 e S-3). Seguida da
lavagem, foi realizada a extragdo dos ligantes através da adicdo de 500 uL de
uma solucdo de acetilcolina 1826 pmol.L™ (preparada em acetato de aménio 15
mmol.L™, pH 8,0, contendo 20% de metanol, v/v). O tubo foi agitado, em um
thermomixer, a 300 rpm e 25 °C por um periodo de 600 segundos. O
sobrenadante foi separado por 120 segundos (separador magnético manual),
coletado e armazenado (S-4). Ao final, as ee/AChE(NT)-MB foram lavadas
mais duas vezes de acordo com o procedimento de lavagem descrito, coletando
os sobrenadantes S-5 e S-6.

Com o objetivo de manter o mesmo percentual de solvente organico
em todas as amostras, foi adicionado 100 pL de metanol aos sobrenadantes S-1,
S-2, S-3,S-5 e S-6. Ao S-4, foi adicionado 100 uL da solugdo acetato de amonio

(15mmol.L™", pH 8,0), conservando o mesmo volume final em todas as amostras.
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Nicotina na concentragio de 20 pmol.L™ foi utilizada como padréo interno para
1onizacao.

Curvas de calibracdo foram construidas para quantificar os
compostos presentes em cada sobrenadante coletado no ensaio. Inicialmente, foi
preparada uma solucdo estoque, em metanol, com os compostos a 20 pmol.L™
A partir de volumes adequados da solucdo estoque, foram preparados 500 puL
das solugdes de trabalho, em metanol, nas seguintes concentragdes: 0,20; 0,40;
0,80; 1,6; 3,2 ¢ 6,4 umol.L™.

Para preparar os padroes de calibracdo, aliquotas (10 uL) da
solucdo de trabalho apropriadas foram adicionadas a 90 puL de uma solugdo
contendo: 83 uL da solugdo acetato de amdnio 15mmol.L 7", pH 8,0 ¢ 7,0 uL de
metanol. Em cada padrdo foi adicionado 1,0 uL da solu¢ao do padrdo interno,
nicotina 2000 umol.L™'. As solucdes foram homogeneizadas e aliquotas de 90
uL foram transferidas para os vials do auto-injetor. Amostras de 10 uL foram
injetadas no sistema LC-MS.

As curvas de calibragdo foram construidas no software OriginPro
8.0, plotando-se a razdo entre area do composto ¢ a area do padrdo interno

(A/Ap), em funcao da concentracdo do composto.
3.2.6 - Ensaio de triagem nos extratos de Melodinus fusiformis

3.2.6.1 Sistema LC-MS utilizado com o0 ICER-eelAChE

Foi mantida a configuracdo do sistema LC-MS, empregado no
método de L-ZBC desenvolvido e validado no Capitulo 2 desta tese. Ajustes nos
parametros de ionizagdo foram necessarios e, o0 método otimizado foi: bomba A-
acetato de amonio (15 mmol.L™, pH 8,0) a uma vazio de 0,05 mL.min"'; bomba
B- metanol a uma vazio de 0,05 mL.min"'; volume de injecdo- 10 pL; voltagem
no capilar- 4500 V; pressao do gas de nebulizacdo (N;)- 55,0 psi; vazdo do gas

de secagem- 10,0 L.min'; temperatura da fonte de ionizagio- 350°C.
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3.2.6.2 Preparo das amostras e ensaio de triagem dos extratos
de Melodinus fusiformis com o ICER-ee/AChE

Os extratos usados foram extratos secos das fragoes acetato de etila
(JSC-E e total alcali JSC-E), butanol (JSC-B e total alcali JSC-B) e éter de
petroleo (JSC-P), da espécie Melodinus fusiformis. Solucdes estoque de cada
extrato foram preparadas na concentragdo de 1,0 mg.mL"', em DMSO. A partir
de aliquotas apropriadas da solugdo estoque, as solugdes de trabalho (1,0 mL)
foram preparadas (em agua) na concentracdo de 1,0 pg.mL"'. As amostras na
concentra¢io de 1, 10 e 250 ng.mL™" do extrato (contendo ACh 490 umol.L™),
foram preparadas em agua, a partir das solugdes de trabalho. Aliquotas de 10 uL
das amostras preparadas foram injetadas no sistema LC-MS e, a razdo entre a
colina produzida e a acetilcolina residual foi determinada. O extrato que
apresentou o menor quociente, maior inibi¢do, foi selecionado para continuar os

ensaios.

3.2.7 - Método LC-MS para analise do extrato total alcali JSC-E

Foi desenvolvido um método de LC-MS para analisar o extrato
total alcali JSC-E da fracdo acetato de etila da espécie Melodinus fusiformis. A
coluna C;s3 Zorbax Eclipse XDB (4,60 x 150 mm, 5,00um) foi selecionada para
o desenvolvimento do método. Uma solu¢do aquosa de acido formico 0,05%,
v/v (A) e metanol (B) foram combinados como fase movel em eluicao gradiente.
A condi¢do cromatografica que apresentou maior numero de bandas e
reprodutibilidade nos cromatogramas foi: em uma vazdo igual a 0,08 mL.min™",
o percentual do solvente B variou de 20-25% nos primeiros 20 minutos, de 25 a
40% em 0,01 minutos, de 40 a 70% em 40 minutos e, de 70 a 90% em 0,01
minutos, com um tempo total de analise igual a 100 minutos e volume de
injecao igual a 10 pL. Os parametros da fonte de 1onizagdao do espectrometro de
massas foram: vazdo igual a 10,0 L.min" e temperatura de 350 °C para o gés de

secagem (N,), com pressao de nebulizagdo igual a 55,0 psi. O analisador foi
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utilizado no modo full scan, nos modos de ionizacdo positivo e negativo,
monitorando dois canais em diferentes faixas de ions: de 50,0 a 400 m/z e de

400 a 800 m/z.

3.2.8 - Ensaio de ligand fishing e triagem do extrato total alcali
JSC-E

O método desenvolvido para os ensaios de ligand fishing, se¢ao
3.2.5, foi empregado em uma solucdo aquosa do extrato total dlcali JSC-E na
concentragio de 2,00 pg.mL’. Brevemente, as ee/AChE(NT)-MB foram
ressuspensas na solucao do extrato e, os sobrenadantes St a-1 € St -4 coletados
e injetados (10 uL) no sistema LC-MS, empregando o método desenvolvido
para o extrato (secao 3.2.7).

Comparando os cromatogramas obtidos, foram identificados
compostos, através da relacio m/z e do tempo de retengdo, presentes em
diferentes intensidades nas amostras Sta-1 € Sta-4. Assim, empregando o
método LC-MS previamente utilizado, cinco fragdes foram coletadas e, o
percentual de inibicdo de cada fracdo foi calculado através do ensaio de triagem
com o ICER-ee/AChE. Deste modo, as fragdes coletadas foram secas em fluxo
de nitrogénio, ressuspensas em 100 uL de uma solucdo aquosa de ACh 490
nmol.L" e injetadas no sistema LC-MS (segdo 3.2.6.1). Um controle positivo
(presenca de acetilcolina) e um controle negativo (auséncia de acetilcolina) foi
utilizado para cada fracao analisada.

A razdo entre a area de colina produzida e de acetilcolina residual
foi determinada e, a fracdo que apresentou um menor valor (maior inibi¢ao) em
relacdo ao do controle positivo foi selecionada e injetada no sistema LC-MS
utilizando o método desenvolvido para o extrato, (se¢do 3.2.7) para determinar o

ion do composto ativo.
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3.2.9 - Isolamento do composto ativo

O composto ativo foi isolado através da inje¢do de 20 puL. de uma
solugdo do extrato total alcali JSC-E na concentra¢io de 10 mg.mL™ (preparada
em DMSO:H,O (20:80, v/v)) em uma coluna semi-preparativa C;g-Zorbax
Eclipse XDB (9,6 x 250 mm; 5,0 um) nas seguintes condi¢des cromatograficas:
fase movel- dgua (A) e acetonitrila (B) em uma eluicdo gradiente variando a
concentragdo de B de 30 a 50% em 30 minutos, a uma vazao igual a 1,5
mL.min"'. A fracdo com o composto ativo foi coletada no intervalo de 6 a 7
minutos, monitorando o comprimento de onda igual a 284 nm em um detector
de DAD. Ao final, a coluna foi limpa por 60 minutos a 90% de B. Foram
coletadas 24 fragdes, que secas (em fluxo de nitrogénio) resultaram em uma
massa igual a 1,0 mg do composto isolado.

Para verificar a pureza do composto isolado, foi preparada uma
solucdo estoque na concentragio de 1,0 mg.mL™ (em metanol). A partir de
aliquotas iguais a 20 pL da solugdo estoque, foram preparadas (em metanol) as
amostras a 200 pg.mL”, das quais 10 puL foram injetados no sistema LC-MS

empregando o método descrito na se¢ao 3.2.7.

3.2.10 - Ensaios de cromatografia zonal nao-linear de

bioafinidade

O método cromatografico foi inicialmente validado com os
inibidores de referéncia: tacrina, galantamina e cumarina 16'>.

Baseando-se no trabalho de Sanghvi et al. *, os valores das
constantes de afinidade (K4) foram determinados através da inje¢ao de diferentes
concentracdes dos inibidores no sistema LC-MS com o ICER-ee/AChE (secdo
3.2.6.1). A partir de diluicdes em série, com um fator igual a 0,5, foram
preparadas amostras (em agua) nas faixas de concentracdao: 1,25 a 20 nmol.L
para a tacrina, 0,25 a 4 nmol.L"! para a cumarina 16 e, 6,25 a 100 nmol.L" para

a galantamina. Monitorando os ions moleculares correspondentes a cada
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inibidor, os perfis das bandas cromatograficas obtidas foram utilizados para
determinar os parametros a;, a, € a3 para cada concentragdo (Equagdo 3.1) e
entdo, foram calculadas as constantes: kqg =1/(ay/ty), K= a3/Cy, Kg= 1/K, € ko=
K4.K,; onde, Cy ¢ a concentragdo do composto multiplicada pelo volume

injetado e, ty ¢ o volume morto da coluna.

y=2[1—exp(-2)] VAR Jexp(TX29a,)

EQUACAO 3.1
1-T[(@"/a,) %/ [1-exp (T3 /3,)] QUACAO 3

az

A partir da solucio estoque (1,0 mg.mL ") do composto isolado, foi
preparada a solucdo trabalho na concentracdo de 62,0 ng.mL". Dilui¢des em
série da solucdo trabalho, com um fator igual a 0,75, foram empregadas para
preparar as amostras com concentragdes entre 0,465 e 4,18 ng.mL'. Os
cromatogramas foram analisados utilizando o software PeakFit versao 4.12 e, os

parametros a;, a ¢ a; determinados para cada concentragao.
3.3 - Resultados e discussao

3.3.1 - Imobilizacao da enzima ee/AChE em particulas magnéticas

O esquema apresentado na Figura 3.1 ilustra o procedimento de

imobilizacdo realizado de acordo com o protocolo dado pelo fabricante'".



1,0 mL solugio solugdo enznmatlca (04mg
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eel AChE(NT)-MB

FIGURA 3.1- Esquema para o preparo das ee/AChE(NT)-MB.
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Foram trés etapas realizadas (Figura 3.2). A etapa 1 envolve a

limpeza, onde as particulas foram lavadas com uma solu¢do piridina 10,0

mmol.L", pH 6,0, o que garantiu a estrutura da amina na superficie da particula,

impedindo reagdes secundarias; Na etapa 2 ¢ realizada a adi¢do do espagador, o

reagente bifuncional glutaraldeido, através da formacao de uma ligagao do tipo

base de Schiff com os grupamentos amino da superficie da particula; a

imobilizagdo da enzima ¢ realizada na etapa 3, onde os residuos de aminoacidos

com grupamentos amina livres da enzima ee/AChE reagiram com os grupos

aldeido presentes no agente espacador formando ligagdes do tipo base de Schiff.
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FIGURA 3.2- Método de imobilizacdo da enzima ee/AChE em particulas

magnéticas de oOxido de ferro, recobertas com silica e derivadas com grupos amino na

superficie, (NT)-MB.

A atividade da enzima imobilizada foi avaliada a partir da reagdo

das eelAChE(NT)-MB com acetilcolina a 200 pmol.L™ e, a colina obtida e

acetilcolina utilizada foram monitoradas no modo HILIC de eluigdao por LC-MS

(Figura 3.3).
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Bomba Auto-injetor

FIGURA 3.3- Sistema LC-MS utilizado durante os ensaios de atividade e
validacao do ligand fishing com as eelAChE(NT)-MB. Parametros cromatograficos e de

ionizacao apresentados na se¢do 3.2.3.

A atividade calculada foi igual a 85% (em area, razdo entre a darea
de colina e a area de acetilcolina), demonstrando que a afinidade da enzima pelo

substrato foi mantida com o procedimento de imobilizagdo empregado.

3.3.2 - Validacao do ensaio de ligand fishing com as ee/lAChE(NT)-
MB

Para a validacdo do ensaio, uma mistura de referéncia foi preparada
com os ligantes e nado ligantes da AChE; deste modo, se fez necessario o
desenvolvimento de um método por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas para a separacao desta mistura. O sistema LC-MS
configurado esta ilustrado na Figura 3.3.

Devido a polaridade dos compostos, o0 modo HILIC de eluicao foi
selecionado, empregando eluicdlo no modo isocratico. As condigdes
cromatograficas e de ionizacdo sdo aquelas apresentadas na secdo 3.2.3 e, o

cromatograma de ions extraidos obtido esta ilustrado na Figura 3.4.
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Cetamina ~ Tacrina

Cumarina 16
Labetalol [

|
|

‘ ‘ Nicotina

Galantamina

FIGURA 3.4- Cromatograma de ions extraidos (EIC) obtido a partir da injecao
de uma amostra contendo cetamina, tacrina, galantamina, labetalol e cumarina 16 na
concentragio de 1280nmol.L" e, nicotina 20000nmol.L". Pardmetros do LC-MS descritos na

secdao 3.2.3.

O ensaio de ligand fishing foi inicialmente otimizado utilizando os
inibidores de referéncia tacrina, galantamina e cumarina 16.

Em um ensaio ideal (Figura 3.5), na etapa 1, as particulas
magnéticas imobilizadas com a biomolécula (B-MB) s3o imersas em uma
mistura de compostos onde, os ligantes ficam retidos e os nao-ligantes
permanecem na mistura e sdo separados no sobrenadante S-1. Na etapa 2, as B-
MB sao lavadas com a solugdo 1 (sobrenadantes S-2 e S-3) extraindo os
compostos que possuam uma baixa afinidade ou que permaneceram retidos nos
poros das particulas. Para a extracao dos ligantes, etapa 3 (sobrenadante S-4), ¢
comumente utilizada uma solucao (solucao 2) contendo um pequeno percentual
de solvente organico ¢/ou um composto de elevada afinidade pela biomolécula,
que deslocara os ligantes do sitio ativo ou alostérico da biomolécula para a
solugdo. Ao final, a etapa de lavagem ¢ repetida coletando os sobrenadantes S-5
e S-6, que ndo devem apresentar vestigios dos compostos encontrados nas

solugdes anteriores.
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FIGURA 3.5- Representagdao de um ensaio com as B-MBs.

Neste contexto, a otimizacao do ensaio foi realizada buscando um
maior percentual dos ligantes no sobrenadante S-4 (etapa 3) e, um menor
percentual em S-1(etapa 1).

Como descrito na Tabela 3.1 foram realizados 11 ensaios. Com o
objetivo de homogeneizar a mistura e extrair os ligantes de baixa e alta afinidade
pela AChE, o parametro tempo de agitagdao foi otimizado nas etapas 1,2 ¢ 3. O
percentual de solvente orgénico, a temperatura e a concentragdo de acetilcolina
foram os parametros otimizados na etapa 3. A presenca do solvente organico
variou a polaridade da solucao, aumentando ou diminuindo a solubilidade dos
ligantes de maior afinidade pela enzima, assim como a temperatura. A
acetilcolina foi utilizada com o objetivo de melhorar a extragdo através do
deslocamento dos ligantes do sitio ativo da AChE para a solucao.

Desta maneira, as amostras S-1 ¢ S-4 obtidas para cada condigdo
avaliada foram injetadas no sistema LC-MS (Figura 3.3) e, o percentual de
inibidores encontrados em S-1 e S-4 foi calculado para cada ensaio. Os

resultados encontram-se no grafico da Figura 3.6.
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TABELA 3.1- Parametros e condicdes avaliadas para o ensaio de ligand

fishing com as eel AChE(NT)-MB.

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
Ensaio Tempo (s) Tempo (s) Tempo (s) T (°C) () [ACH]
MeOH  (uM)
Agit. Rep. | Agit.  Rep. Agit. Rep.
1 300 30 0 60 20" 100 20 20 0
2 3007 90 0 60 20" 100 20 20 0
3 307 270 0 60 20" 100 20 20 0
4 300 90 10" 0 20" 100 20 20 0
5 300 90 10" 0 1200 0 25 20 0
6 300 90 10" 0 1800 0 25 20 0
7 300 90 10" 0 2400™ 0 25 20 0
8 300 90 10" 0 1800 0 25 20 780
9 300 90 10" 0 600" 0 25 20 780
10 300 90 10" 0 600" 0 25 20 1218
11 300 90 10" 0 600" 0 25 20 1826
* agitacdo em vortex; **agitacdo em termo-misturador a 300rpm
o100
.
o s

40
30
20
10

0 a2 2= 2= ___2u ____a= ___J2= ___J& __J=& ___J2u __J4& ___J= ____J& _ d4&=u - &= . aun  aun  aun . au au au 4
TAC GAL TAC GAL TAC GAL  GAL TAC TAC GAL GAL GAL Cum TAC GAL Cum TAC GAL Cum TAC GAL
16 16 16

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio3 |Ensaio Ensaio  Ensaio 6  Ensaio Ensaio Ensaio 9 Ensaio 10 Ensaio 11

FIGURA 3.6- Percentual de inibidores encontrados nos sobrenadantes S-1 e S-

4 para os ensaios 1 a 11, apresentados na Tabela 3.1.

O maior percentual de ligantes presentes em S-4 foi obtido no

ensaio 11: 38% para tacrina, 25% para galantamina e 76% para a cumarina 16.
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Assim, o ensaio foi repetido utilizando a mistura de referéncia, contendo os
ligantes e nao-ligantes (labetalol e cetamina) da AChE. Os resultados
encontram-se na Figura 3.7 e demonstram que como esperado, tem-se um

elevado percentual de labetalol e cetamina em S-1 e um baixo percentual em S-

4.

(%) 120
H% S-1

m% S-4
100

%Ill]]

Cetamina  Labetalol Galantamina Tacrina Cumarina 16

FIGURA 3.7- Percentual de ligantes e nao-ligantes encontrados nos

sobrenadantes S-1 e S-4 para o ensaio 11, apresentado na Tabela 3.1.

Com o objetivo de quantificar os compostos encontrados no ensaio
otimizado, foram construidas curvas de calibracdo. As curvas foram lineares na
faixa de concentragdo estudada para cada composto, com valores de coeficientes
de determinagdo (n=3) iguais ou superiores a 0,99. Os valores de precisao e
exatidao variaram entre 3,16 - 5,08% e 92,4 - 109%, respectivamente.

O comportamento das ee/ AChE(NT)-MB foi analisado repetindo o
ensaio otimizado com a mistura de referéncia e, com os compostos
individualmente. Os resultados apresentados na Figura 3.8 mostram que como
esperado, cetamina e labetalol estao presentes apenas em S-1, comprovando que
as eelAChE(NT)-MB nao apresentaram afinidade pelos ndo-ligantes. Embora
estejam presentes em S-1, os ligantes tacrina e galantamina estdo em S-4, o
sobrenadante da etapa 3. A concentracdo da cumarina 16 encontrada em S-4 ¢

superior a concentracdo de tacrina, que € superior a concentragdo de
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galantamina, demonstrando que a capacidade de “pesca” esta associada com a

afinidade pela enzima e as constantes de inibicao.
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FIGURA 3.8- Concentrag¢do de tacrina, galantamina, cumarina 16, cetamina e
labetalol, presentes nas amostras S-1 e S-4. (A) ensaio com os compostos individualmente;

(B) ensaio com a mistura dos compostos.

O ensaio foi repetido com particulas magnéticas controle,
preparadas na auséncia da enzima eel/AChE. Como esperado, todos os
compostos foram encontrados em S-1 em uma concentragdo superior a 90% e,
estiveram ausentes em S-4, com excecdo da cumarina 16 onde 13% foi
encontrado em S-4 e 87% em S-1. Isto pode ser explicado por interagdes
secundarias entre o ligante e o suporte, que resulta em um pequeno carry-over
entre as analises.

Portanto, os ensaios evidenciaram a capacidade das ee/AChE(NT)-
MB em “pescar” ligantes em uma mistura conhecida de compostos, validando

os ensaios de ligand fishing para serem aplicados em uma mistura desconhecida.

3.3.3 - Ensaio de triagem com os extratos de Melodinus fusiformis
O modelo de triagem empregando o ICER-ee/AChE foi utilizado
para determinar o extrato de Melodinus fusiformis mais ativo. A razdo entre a

area de colina produzida e acetilcolina residual foi usada para identificar o
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extrato que apresentou inibi¢do concentragdo-dependente. A Figura 3.9 ilustra

91,00 ng/mL

10,0 ng/mL

M250 ng/mL
JSC-B

T.A. JSC-E T.A. JSC-B

os resultados obtidos.

25

<' i
0

JSC-P JSCE

FIGURA 3.9 - Ensaio de triagem com o ICER-ee/AChE para os extratos de

N

Areac,/Area,,
s

Melodinus fusiformis.

Dentre os cinco extratos analisados, os derivados da fracdao acetato
de etila, JSC-E e total alcali JSC-E (T.A. JSC-E), demonstraram um maior efeito
concentragdo-dependente, ou seja, a inibi¢do foi pronunciada com o aumento da
concentracdo de extrato. Contudo, o T.A. JSC-E apresentou uma maior
atividade (menor producao de Ch) em relacdo ao JSC-E portanto, foi o extrato
selecionado para dar continuidade aos ensaios.

Para verificar os ions presentes no extrato selecionado, foi utilizado
o método de LC-MS desenvolvido. Empregando o modo de eluigdao gradiente e
uma coluna C,g Zorbax Eclipse XDB, uma amostra do extrato T.A. JSC-E foi
injetada no sistema LC-MS, no modo full scan, registrando os cromatogramas
de ions totais nos modos positivo e negativo de ionizagao.

O ensaio de ligand fishing com as eel AChE(NT)-MBs foi realizado
para “pescar” os ligantes presentes neste extrato e, os sobrenadantes coletados
correspondentes as etapas 1 (Sta-1) € 3 (Sta-4) foram analisados, no modo
fullscan, nas condi¢des desenvolvidas para o extrato (se¢des 3.2.7-8). Desta

maneira, analisando os cromatogramas de ions totais (TICs), foram verificadas
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(tempo de retencdo) mais de 30 bandas cromatograficas com diferentes
intensidades nas amostras St a-1e St -4, no modo positivo de ionizagao.

Para identificar as bandas cromatograficas e ions responsaveis pela
inibicao da ee/lAChE, foi realizado o fracionamento da amostra St -4. Cinco
fracdes foram coletadas, baseando-se nos tempos de retengdo (Tabela 3.2) e, o
percentual de inibicdo para cada uma foi avaliado usando o ICER-ee/AChE. Os
resultados indicam baixos percentuais de inibi¢ao (Tabela 3.2), sendo a fracao 1

a que apresentou a maior atividade inibitoria.

TABELA 3.2- Fracdes coletadas da amostra St 4 -4 com os ions esperados em

cada fragdo (de acordo com o fingerprint) e os percentuais de inibigao obtidos.

Faixa de , AreaCh/
Fracao Ions esperados (m/z) ) 1(%)
tempo Areaacn
1 1,0a 10 min  156,2 6,6 40%
2 45 a 50 min 363,7 € 368,7 10 9,0%
3 52 a 56 min 300,7; 484,0 ¢ 489,0 8,6 22%
4 62 a 80 min 206,4; 358,7; 363,7; 368,7; 10,9 0,90%
369,0; 374,8; 390,8; 400,0;
406,0; 406,8; 412,8; 420,8;
428.9; 436,0; 436,9; 484,0;
489,0; 522,4; 550,0; 579,2;
581,2; 582,2; 583,0 ¢ 641,2
5 83 a 90 min 368,8; 337,9 ¢ 402,8 9,9 10%

Controle (+) - - 11 -

A re-analise da fracdo 1 no modo full scan mostrou apenas a

presenca do ion 156 m/z. Para isolar o composto responsavel pela atividade, o
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extrato T.A. JSC-E foi purificado por cromatografia semi-preparativa. O

cromatograma ilustrado na Figura 3.10 mostra como as fracdes foram coletadas.

——  MSD, [M+H]*156,2 m/z

‘ === DAD, A= 240 nm

AN

FIGURA 3.10- Cromatograma obtido a partir da inje¢do de uma amostra do
extrato T.A. JSC-E (10 mg.mL™) no sistema LC-DAD-MS (pariametros cromatogréficos e de

ionizacao descritos na se¢ao 3.2.9).

A pureza do composto isolado foi verificada por LC-MS no modo
full scan. O cromatograma de ions totais e espectro de massas obtidos no modo
positivo de ionizagdo revelaram apenas a presenca do ion de relagdo m/z 156,2

(Figura 3.11).

2

W 1o 280 280 ado ado ™

FIGURA 3.11- Espectro de massas correspondente a inje¢do de uma amostra
do composto isolado no método de LC-MS desenvolvido para o extrato T.A. JSC-E utilizando
o modo positivo de ioniza¢do. Parametros cromatograficos e de ionizacdo descritos na se¢ao

3.2.7.
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Para a caracteriza¢do do potencial inibitério do composto isolado, a
constante de afinidade (K ) foi determinada através da cromatografia zonal ndo-

linear de bioafinidade.

3.34 - Caracterizacao dos ligantes por cromatografia zonal nao-

linear de bioafinidade

A cromatografia zonal ndo-linear de bioafinidade vem se
destacando como uma nova técnica para determinagdo da constante de
afinidade, Kq". Embora ainda seja pouco utilizada quando comparada a
cromatografia frontal de bioafinidade, esta técnica apresenta como principal
vantagem a pequena quantidade de amostra necessaria para os ensaios.

O ensaio foi inicialmente validado no reconhecimento de ligantes
com diferentes potenciais inibitérios. Para isso, os inibidores de referéncia da
eelAChE, tacrina, galantamina e, a cumarina 16 foram selecionados (secao
3.2.10). Como ilustrado na Figura 3.12, as bandas cromatograficas obtidas nos
ensaios sdo assimétricas (distribui¢ao ndo-Gaussiana), com um maior desvio em
concentragdes mais elevadas. Analisando os cromatogramas no software
PeakFit, os parametros a;, a, e a; (Equagdo 3.1) foram determinados e as

constantes Ko, Ko € K4 calculadas, Tabela 3.3.



73

45.04

40.0 TAC-2,5nM

350l TAC-5,0 1M
TAC- 20 nM

250 ]

20,0

15.0 1

10.0

GAL-250M
s GAL- 50 nM
ws GAL- 100 nM

100

50

s Cum.16- 0,25 nM
s Cum.16- 1,0 nM
Cum.16- 2,0 nM
Cum.16- 4,0 nM

20

10 4

0 0s 1 LS 2 25 3 s 4 45 min

FIGURA 3.12- Cromatogramas obtidos a partir do ensaio de NL-ZBC com o
ICER-eelAChE e os ligantes tacrina, galantamina e cumarina 16 (Cum.16) no sistema LC-

MS. Pardmetros cromatograficos e de ionizag¢do descritos na se¢do 3.2.6.1.

Como esperado, os valores de Ky obtidos (Tabela 3.3) seguem a
mesma tendéncia dos valores da constante de inibicdo (K;)'*, evidenciando a
mesma ordem de afinidade, a cumarina 16 como um forte inibidor e a
galantamina como o mais fraco. Portando, os ensaios de NL-ZBC podem ser

utilizados para determinar a afinidade de novos ligantes pela enzima ee/AChE.
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TABELA 3.3- Parametros cinéticos determinados a partir do ensaio de NL-

ZBC com o ICER-ee/AChE para os ligantes tacrina, galantamina e cumarina 16.

Inibidores Concentr%‘ﬁo Kot B Kon B Kq B
(nmol.L™) (nmol.L™) (nmol.L™) (nmol.L™)
Tacrina 2,50 1,43 0,149 9,75
5,00 1,35 0,125
20,0 0,479 0,051
Galantamina 25,0 1,21 0,013 198
50,0 1,14 0,006
100 1,18 0,004
Cumarina 16 0,250 1,48 1,93 3,74
1,00 1,26 0,410
2,00 0,655 0,148
4,00 0,804 0,114

Para calculo da constante de afinidade, o ensaio de NL-ZBC foi
realizado com o composto isolado, em uma faixa de concentragao de 0,465 a
4,18 ng.mL’'. Calculado em relagio a massa, j4 que ndo foi realizada a
determinagio estrutural, o valor de Kq foi igual a 124 ng.mL", cerca de duas
vezes o valor calculado para o inibidor de referéncia com menor afinidade pela
enzima, a galantamina (56,8 ng.mL"). Portanto, com uma baixa afinidade, o
composto isolado ndo pode ser considerado um hir, mas ndo pode ser descartada

a hipotese de ser um modelo para sintese de novos inibidores.

3.4 - Conclusoes

O ensaio de ligand fishing foi otimizado, validado e, pela primeira
vez, particulas magnéticas imobilizadas com a enzima AChE, foram utilizadas
para pescar ligantes de uma mistura de produtos naturais. Os ligantes pescados

foram extraidos e através de um fracionamento bioguiado em fluxo, com o
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ICER-eelAChE, a fracdo responsavel pela atividade inibitoria foi determinada.
A cromatografia semi-preparativa foi utilizada para isolar o composto ativo e
ensaios de cromatografia zonal ndo-linear de bioafinidade foram empregados
para calculo da constante de afinidade. A integracdo dos dois modelos de
triagem facilitou o reconhecimento de um ligante fraco (K= 800 nmol.L™") no
extrato T.A. JSC-E da espécie Melodinus fusiformis, validando a aplicagdo para

a triagem de ligantes em cole¢des naturais e sintéticas.



76

CAPITULO 4

4 - Acetato de cunaniol: um substrato para a enzima AChE

4.1 - Introducao
Plantas da espécie Clibadium sylvestre sdao popularmente
conhecidas como cunambi e abundantemente encontradas na América Latina,

1'®. As folhas desta espécie

principalmente nas regides norte e nordeste do Brasi
vegetal sdo extensivamente utilizadas para a pesca predatoria, devido as suas
propriedades ictiotoxicas onde, apOs o peixe ingerir a planta inicia-se os sinais
de intoxicagdo, com hiperatividade seguido de imobilidade na superficie da
agua, o que permite a captura destes animais. Esses sinais podem levar o peixe a
morte ou ao retorno da normalidade, dependendo da quantidade de material

130 14 I .
. Além deste efeito ictiotoxico, as folhas maceradas sao utilizadas na

ingerido
medicina popular para o tratamento de erisipela, hemorragias, inchagos e
também como um inseticida natural'*".

No que diz respeito a composi¢cdo quimica deste vegetal pouco foi
estudado. O dalcool C,4 tetraidropiranil poliacetileno foi encontrado nas folhas
em 1969 por Clark et al. **. No mesmo ano, o cunaniol foi encontrado em toda a
planta e posteriormente mais trés compostos foram identificados nas folhas:
acetato de amirina, acetato de ictioterol € o ictioterol >3,

Filgueiras et al. *> estudaram o efeito de extratos de folhas e frutos
da espécie Clibadium sylvestre, em diferentes concentra¢des, para o controle do
pulgdo Myzus persicae. O extrato aquoso do fruto demonstrou mortalidade das
ninfas em todas as concentracdes avaliadas (1, 2, 4 ¢ 8% peso/volume), com
maior eficiéncia a 8%.

Em um outro trabalho desenvolvido com a mesma espécie vegetal,

Costa et al. ** demonstraram que a administragdo, via oral, do extrato etanolico
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das folhas (250 mg.kg™) em camundongos, induziu convulsdes tonico-clonicas e
morte 30 minutos apos a administragdo. A purificacdo deste extrato levou a uma
fracdo unica, que apresentou o efeito convulsionante nos camundongos. Estudos
de RMN 'H identificaram o acetato de cunaniol como o composto presente nesta
fracao.

Uma mistura dos produtos naturais cunaniol e acetato de cunaniol
tém sido encontrada em extratos de folhas da espécie citada anteriormente sendo

136,137 _1»
27 além

que ambos demonstraram efeitos de inducdo de convulsdes clonicas
de serem poderosos estimulantes do sistema nervoso central e neuromuscular,
sendo capazes de reverter quadros de bloqueios cardiacos'".

Trabalhos realizados no Laboratorio de Neuroquimica da
Universidade Federal do Pard evidenciaram que quando administrado via
intraperitoneal, o extrato bruto aquoso da folhas deste vegetal foi capaz de
desencadear convulsdes em mamiferos. A analise do plasma extraido do sangue
coletado dos animais identificou apenas um composto, o cunaniol>’.

Entdo, foi levantada a hipdtese de que o acetato de cunaniol
(presente no extrato) seria biotransformado in vivo em cunaniol portanto, este
seria o responsavel pela atividade convulsionante.

A reacgdo de desacetilacdo que ocorre para formar cunaniol a partir
de acetato de cunaniol e a atuagdo destes compostos no sistema nervoso central
levou a proposicao de que a enzima acetilcolinesterase estaria envolvida. Assim,
este trabalho teve o objetivo de verificar a atividade da acetilcolinesterase com o
acetato de cunaniol como substrato, levando a forma¢ao de cunaniol. Para isso,
foi realizada uma colaboragdo com o grupo do Prof. Dr. Milton Nascimento da

Silva (Universidade Federal do Pard), onde as amostras de cunaniol e acetato de

cunaniol foram isoladas e caracterizadas.
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4.2 - Procedimento experimental

4.2.1 - Materiais
Sistema LC-MS: descri¢do apresentada da se¢do 2.2.1 do Capitulo

2 desta tese.

Sistema LC-UV: O sistema de cromatografia liquida utilizado
(SHIMADZU, Quioto, Japao) consiste de duas bombas modelo LC-20 AD, um
auto-injetor modelo SIL-20A com loop de volume igual a 50upL, um
degaseificador modelo DGU-20AS, um detector de ultravioleta modelo SPD-
20A e, uma interface modelo CBM-20A conecta o sistema. A aquisi¢ao dos
dados foi realizada através do software CLASS-VP.

As andlises foram realizadas a temperatura ambiente (£ 20°C). A
agua utilizada na composi¢ao das fases mdveis e preparacdo de solucdes foi
obtida em um sistema MILLI-Q (MILLIPORE). E, os solventes organicos
utilizados foram grau HPLC.

As solucdes salinas preparadas e as fases moveis utilizadas no
sistema de cromatografia liquida foram filtradas a vacuo em um sistema
MILLIPORE, utilizando membranas de nylon PHENOMENEX de 0.45 um.

O acetato de cunaniol (AcCUN) e o cunaniol (CUN) foram
extraidos, isolados e caracterizados a partir da fragdo hexanica do extrato de
folhas da espécie Clibadium surinamense pelo grupo do Prof. Dr. Milton
(Universidade Federal do Pard) e doados ao nosso grupo de pesquisa.

A coluna cromatografica utilizada para a separacao analitica dos
compostos AcCCUN e CUN foi a Cyg Gemini® (150 x 4,60 mm; 5,0 pum;
Phenomenex).

A enzima acetilcolinesterase do peixe-elétrico, Electrophorus
electricus, (eel AChE) tipo VI-S foi obtida da Sigma-Aldrich.

O ICER-eelAChE utilizado nos ensaios foi preparado de acordo

com o procedimento descrito no Capitulo 2, secao 2.2.2.
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Os reagentes, equipamentos € demais produtos quimicos utilizados

estdo descritos na se¢do 2.2.1 (Capitulo 2).

422 - Desenvolvimento do método cromatografico para

monitorar a atividade da enzima ee/AChE em solucao

No sistema LC-UV, a separacao do substrato (acetato de cunaniol)
e produto (cunaniol) da reagéo foi realizada em uma coluna C3 Gemini® (150 x
4,60 mm; 5,0 um), utilizando a coluna guarda C,;3 Phenomenex (4,0 x 3,0 mm).
Foi selecionado o modo de eluicdo isocratico, com a mistura acetonitrila: agua
(50:50, v/v) como fase movel, na vazao de 1,5 mL.min”". Os compostos foram
identificados por deteccdo ultravioleta monitorando o comprimento de onda
igual a 242 nm.

Com o objetivo de quantificar a producdo de cunaniol, foram
construidas curvas de calibragdo em uma ampla faixa de concentragdo. A curva
baixa variou de 0,12 a 3,84 umol.L'1 e a curva alta de 3,84 a 123 umol.L’l. Para
isso, foi preparada uma solucdo padrdao de cunaniol na concentracdo de 3000
pumol. L™ (1,284 mg solubilizados em 2,0 mL de ACN). A partir desta, foram
preparadas as solugdes estoque em ACN para a curva baixa, 15 pmol.L" e, para
a curva alta, 1920 pmol.L™.

A partir de aliquotas apropriadas das solucdes estoque foram
preparadas as solugdes trabalho (em ACN). Curva baixa: 1,2; 2,4; 4,8; 9,6; 19,2
e 38,4 umol.L™. Curva alta: 38,4; 76.8; 154; 307; 614 ¢ 1229 pmol.L™.

Aliquotas de 10 pL da solugdo trabalho apropriada foram
adicionadas a 90 uL de agua para preparar os padrdes de calibragdao. As solucdes
foram homogeneizadas e aliquotas de 90 uL foram transferidas para os vials do
auto-injetor. Amostras de 10 uL foram injetadas no sistema LC-UV. Os padrdes
de calibracdo foram preparados em triplicata e a curva de calibra¢dao construida
atraveés de regressao linear, a partir da area da banda cromatografica em funcao

de uma dada concentragdo de cunaniol.
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A seletividade do método foi verificada através da injecdo de uma

amostra branco (agua).

4.2.3 - Ensaio enzimatico com a ee/AChE em solucao através da

quantificacao do cunaniol formado por LC-UV

423.1 - Tampao utilizado

Tampido A: fosfato de potassio 100 mmol.L™" pH 7.4 preparado a
partir da mistura de uma solucio fosfato de potassio monobasico 100 mmol.L™!
(1,36 g solubilizados em 100 mL de agua) e fosfato de potassio dibasico 100
mmol.L" (2,28 g solubilizados em 100 mL de 4gua), combinados até que o pH

desejado fosse obtido.

4232 - Pré-tratamento da amostra

Para pré-tratamento da amostra, o método de precipitagdo proteica
foi adotado. Apos a reagdo enzimadtica, foi adicionado 200 pL de ACN e a
solucao foi centrifugada por 5 minutos a 12000 rpm e 20 °C. Em seguida, 90 uL
do sobrenadante foram transferidos para os vials do auto-injetor ¢ 10 uL
injetados no método desenvolvido.

Para o estudo de recuperacao do cunaniol durante o procedimento
de precipitagdo proteica foram preparadas amostras controle (auséncia da
enzima) e amostras de recuperagao (presenga da enzima), em quintuplicata, com
o cunaniol na concentracido de 100 pmol.L™' e a ee/AChE na concentracio de

0,037 U.mL"".

4233 - Ensaio de atividade

O ensaio em solugdo com a enzima ee/AChE foi baseado no
trabalho de da Silva'*. Para que fosse atingida uma condigdo 6tima da catalise
enzimatica, com maxima produ¢do de cunaniol, pardmetros como a

concentragdo da enzima e do substrato (acetato de cunaniol) foram otimizados.
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Uma solugdo padrio de ee/AChE 500 U.mL’ foi preparada no
tampao A. Uma aliquota de 7,4 uL da solu¢do padrao foi adicionada a 992,6 uL
do tampdo A, para se obter uma solucdo estoque na concentragdo de 3,7 U.mL .
Mantendo a concentracdo de acetato de cunaniol igual a 99,4 pmolL™" e o
volume final da reagdo igual a 200 pL, foram realizados os ensaios adicionando
em um tubo de microcentrifuga¢io 51 uL de uma solugdo AcCUN 390 pmol.L™
e aliquotas apropriadas da solugdo estoque de ee/AChE 3,7 U.mL" para obter
concentragdes finais da solucdo enzimatica iguais a 0,037; 0,074; 0,148; 0,296 e
0,592 U.mL™". Apés 10 segundos sob agitagdo manual, foi adicionado 200 pL de
ACN e, o tubo foi centrifugado a 12000 rpm por 5 min a 20°C. 90 uL do
sobrenadante foi adicionado aos vials do auto-injetor sendo 10 uL injetados no
sistema LC-UV para determinagdo do CUN formado.

Para otimizar a concentragdo de substrato a ser utilizada nos
ensaios, foi preparada uma solucdo padrio de acetato de cunaniol 7800 pmol.L™
(2,0 mg solubilizados em 2,0 mL de ACN). O ensaio foi realizado adicionando-
se em um tubo de microcentrifuga¢io 32 pL da solugdo de ee/AChE 3,7 U.mL"
e aliquotas apropriadas da solucao padrao de AcCUN (2,5; 5,0; 10; 20 e 80 pL)
mantendo o volume final igual a 200 uL. Apos 10 segundos sob agitagao
manual, foi realizado o pré-tratamento da amostra (como descrito anteriormente)
e, 10 pL do sobrenadante foram injetados no sistema LC-UV.

Estabelecida a melhor concentragdo para o substrato, AcCUN,
foram realizados ensaios para se determinar a concentragdo da solugdo
enzimatica variando a concentracdo de 0,20 a 51,2 U.mL™". A partir de aliquotas
apropriadas da solu¢do padrio ee/AChE 500 U.mL’, foram preparadas as
solucdes estoque (no tampdo A) na concentracio de 3,7 ¢ 64 U.mL™. O ensaio
foi realizado estabelecendo um volume final igual a 200 uL onde, foi adicionado
em um tudo de microcentrifugacao 5,0 uL da solu¢ao padrao de AcCUN 7800

nmol.L" e aliquotas apropriadas das solugdes estoque de eelAChE, obtendo-se
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concentragdes finais iguais a 0,2; 0,4; 0,8; 1,6; 3,2; 6,4; 12,8; 25,6 € 51,2 U.mL"
'. Apos 10 segundos de reagdo e o procedimento de pré-tratamento, um volume
igual a 90 uL do sobrenadante de cada amostra foi adicionado aos vials do auto-
injetor e, 10 puLL foram injetados no sistema LC-UV.

Ao final, a condi¢ao otimizada onde obteve-se uma maior produgao
de cunaniol foi: 5 uL de AcCUN 7800 pumolL™ (195 umol.L™") + 80 uL de
eel AChE 64,0 UmL™ (25,6 U.mL™") + 115 uL do tampdo A.

A possibilidade de uma reagdo de hidrolise espontanea do acetato
de cunaniol para a formag¢do de cunaniol foi verificada realizando o ensaio
otimizado na auséncia da enzima e, comparando com o ensaio na presenca da

enzima.

4.24 - Estudo cinético para a enzima ee/AChE em solucio através

da quantificacao do cunaniol formado
As concentragdes de acetato de cunaniol para a construgao da curva
de Michaelis-Menten foram obtidas a partir da reagao de 179,6 uLL do tampao A
com 10 pL da solugio de AcCUN (20,00 - 5120 umol.L", preparadas em
metanol) ¢ 10,4 pL da solugdo ee/AChE 500 U.mL™'. As reagdes foram
realizadas em duplicata para cada ponto e, aliquotas de 90 uL do sobrenadante
foram transferidas para os vials do auto-injetor. 10 pL de cada amostra foram

injetados no sistema LC-UV para a quantificacdo do CUN formado.

4.2.5 - Ensaio de inibicdo com a ee/AChE em solucao

A capacidade da enzima reconhecer um inibidor tendo o acetato de
cunaniol como substrato foi verificada utilizando os inibidores de referéncia
tacrina e galantamina na concentragio de 200 umol.L™". O ensaio foi realizado
adicionando na rea¢do enzimatica o substrato AcCUN, na concentracdo de

215umol.L™", contendo os inibidores de referéncia. Apds o pré-tratamento das
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amostras, aliquotas de 10 uL foram injetadas no sistema LC-UV para a
quantificagcdo do CUN formado.

Como controle positivo foi utilizada uma amostra preparada na
auséncia do inibidor. Assim, o percentual de inibicao, I(%), para cada composto
foi calculado de acordo com a equagdo 4.1 onde, P; ¢ a producdo de cunaniol
quantificada a partir da hidrélise do acetato de cunaniol na presenca dos ligantes

testados e Py € a producdo de cunaniol da amostra controle positivo.

(%)= 100-(=* x100)  EQUACAO 4.1

4.2.6 - Ensaio para a caracterizacao do substrato acetato de

cunaniol

Um ensaio de reagdo multi-substrato foi realizado para caracterizar
o mecanismo pelo qual o substrato acetato de cunaniol interage com a enzima
eelAChE na presen¢a do substrato natural da enzima, a acetilcolina. O método
desenvolvido e validado, por LC-MS para a quantificagdo online da colina
produzida pelos ICERs-AChE foi utilizado neste ensaio (Capitulo 2, secdo
2.2.3).

O mecanismo foi verificado através da constru¢do dos graficos
duplo-reciproco (1/[Ch] x 1/[ACh]). Para isso, solu¢des de ACh (160 - 5120
nmol.L™") contendo concentracdes fixas do acetato de cunaniol (100, 200, 400 ¢
800 pmol.L™") foram preparadas em duplicata e injetadas no sistema LC-MS
com 0 ICER-ee/AChE para a quantificagao da Ch produzida.

O software OriginPro 8.0 foi utilizado para a construcdo dos
graficos de mecanismo e, os dados obtidos foram propriamente tratados de
acordo com a equagdao que descreveu o mecanismo bi-substrato de melhor

ajuste.
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4.3 - Resultados e discussao

4.3.1 - Desenvolvimento do método LC-UV

A baixa solubilidade do acetato de cunaniol e do cunaniol na fase
movel do ICER-AChHE inviabilizou o emprego do método de cromatografia de
bioafinidade desenvolvido'®. Consequentemente, a atividade da AChE tendo o
AcCUN como substrato (Figura 4.1) foi monitorada por LC-UV com a enzima
em solucdo. A separacdo cromatografica foi realizada no modo reverso com

Do " - : L 139
eluicdo isocratica, de acordo com as condig¢des previamente desenvolvidas .

Ok HO,,
5 AChE /\/[j
—
— — —— \ O — —— \ O

Acetato de cunaniol Cunaniol

FIGURA 4.1- Catalise enzimatica para a AChE com o AcCUN como substrato.

A linearidade foi determinada em duas faixas de concentragdo para
atender a determinacdo da constante de Michaelis-Menten. As curvas obtidas,
y = 531,59701 + 24730,34628 X x e y = 22608,32338 + 24777,13682 X x,
mostraram-se lineares com coeficientes de determinacdo superiores a 0,99, os
coeficientes de variagdo e exatiddes para as replicatas (n=3) estiveram entre 0,63

e 8,5% e 80 e 111%, respectivamente, em ambas as curvas.

4.3.2 - Pré-tratamento da amostra

Por se tratar de um ensaio em solu¢ao com andlise do produto da
reacdo por LC-UV, a enzima presente na amostra pode prejudicar os resultados,
precipitando e/ou entupindo a coluna cromatografica. Portanto, foi necessaria a
precipitagdo da enzima através da adi¢dao de solvente organico. A acetonitrila foi
o solvente orgénico utilizado para desnaturar a ee/AChE e precipita-la no meio

reacional, finalizando a reagdo. A recuperagdo foi calculada de acordo com a
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Equacdo 4.2, onde a quantidade de cunaniol nas amostras controle positivo
(auséncia da enzima, Py) foi comparada com a das amostras de recuperagdo

(presenca da enzima, Pg).

R(%) = 100 - (? x 100) EQUACAO 4.2

O R(%) calculado foi igual a 98%, com uma precisdo de 1,6%
(n=5) o que assegura uma eficiente extragdo do CUN. Portanto, a precipitacao

proteica foi o método de pré-tratamento adotado.

4.3.3 - Otimizacao do ensaio com a ee/AChE em solucao

Baseando-se no trabalho ja desenvolvido com a ee/AChE em
solucdo'*, o ensaio representado na Figura 4.2 foi configurado. Os pardmetros
otimizados foram a concentracao da solucdo enzimatica e a concentracao do
substrato.

A concentragdo da solug¢dao de ee/AChE foi o primeiro parametro a
ser avaliado, a partir da construcdo de uma curva com valores crescentes de
concentragdo (Tabela 4.1). O ensaio foi realizado de acordo com o procedimento

descrito na se¢do 4.2.3.3, iniciando com uma concentragao ja estabelecida igual

20,037 U.mL™" ',

o
Tampio A hﬁ'{f AcCUN

l / 200 L. ACN
10 uL

—= ) —— =) LC-UV
Agitacio 10 s 5 min de
centrifugacio
(12000 rpm, 20 °C)

FIGURA 4.2- Fluxograma genérico para os ensaios em solu¢do com a enzima

eelAChE e o acetato de cunaniol.
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TABELA 4.1- Ensaios realizados para otimizar a concentracao de ee/AChE no

ensaio em solugao.

Tampao A eelAChE 3,7 AcCUN [eelAChE]final
Ensaio 1 1 1
(nL) U.mL™ (uL) 390pumol. L™ (uL) (UmL™)
1 147 2 51 0,037
2 145 4 51 0,074
3 141 8 51 0,148
4 133 16 51 0,296
5 117 32 51 0,592

Os cromatogramas da Figura 4.3 ilustram os resultados obtidos,
onde uma maior concentragdo da solucdo enzimatica forneceu uma maior

produc¢do de cunaniol.

2,0 4

ensaio (1)
ensaio (2)
ensaio (3)
ensaio (4)
ensaio (5)

Cunaniol

mAbs

0,5+

0,0 —-—--J

T T T 1
0 5 10

Tempo (min)

FIGURA 4.3- Cromatogramas obtidos a partir da injecdo dos ensaios de 1 a 5

(Tabela 4.1) no sistema LC-UV. Condic¢des cromatograficas descritas na se¢ao 4.2.2.

Estabelecendo a concentracdo da solugcdo de ee/AChE em 0,592
U.mL", foi variada a concentracdo de substrato na faixa de 97,50 a 3120
umol.L'l. As amostras foram preparadas de acordo com a Tabela 4.2 e, em
seguida injetadas no sistema LC-UV. O grafico da Figura 4.4 ilustra os

resultados obtidos.
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TABELA 4.2- Ensaios realizados para otimizar a concentracdo de AcCUN no

ensaio em solugao.

Tampao A eelAChE 3,7 AcCUN 7800 [AcCUN Jfinal
Ensaio 1 1 1
(nL) U.mL™ (uL) pmol.L™ (uL) (nmol.LL™)
6 165 32 2,5 97.5
7 163 32 5,0 195
8 158 32 10 390
9 148 32 20 780
10 88,0 32 80 3120
100000 —
E 80000
>
8 60000 -]
- .
40000
20000 T T T T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
]AcCUN] (pmol.L™)

FIGURA 4.4- Curva da producao de CUN pela enzima ee/AChE nos ensaios
de 6 a 10 (Tabela 4.2).

A baixa solubilidade do acetato de cunaniol e do cunaniol em
solventes polares dificultou os ensaios realizados. A queda brusca na produgao
de CUN observada a partir do ensaio 8 (Figura 4.4), possivelmente estd
relacionada com uma pequena disponibilidade do AcCUN caracterizada pela
turvacdo das amostras 8, 9 e 10 durante a reagdo. Assim, a concentracao do
AcCUN foi estabelecida em 195 pmol.L™ e a concentra¢io de ee/AChE mais
uma vez investigada.

As amostras foram preparadas como descrito na Tabela 4.3 e, o

grafico da producdao de CUN em fung¢ao da concentracdo enzimatica apresentado
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na Figura 4.5, indica um maximo de produgdo a partir do ensaio 18, com 25,6

U.mL" de eelAChE.

TABELA 4.3- Ensaios realizados para otimizar a concentracao de ee/AChE no

ensaio em solugao.

Tampao A AcCUN 7800 [eelAChEJtina
Ensaio eelAChE 1 1
(uL) pmol.LL™ (uL) (UmL™)

3,7 U.mL™ (uL)

11 184,2 10,8 5 0,2

12 173,4 21,6 5 0,4

13 151,8 43,2 5 0,8

14 108,5 86,5 5 1,6
64 U.mL" (uL)

15 185 10,0 5 3,2

16 175 20,0 5 6,4

17 155 40,0 5 12,8

18 115 80,0 5 25,6

19 35 160 5 51,2

2500000

2000000

1500000 4

1000000 4

Area- CUN produzido

500000 4

04

T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

[eelAChE] (U.mL™")

FIGURA 4.5- Curva de produ¢do de CUN pela enzima ee/AChE nos ensaios
de 11 a 19 (Tabela 4.3).

Portanto, a condi¢do otimizada estabelecida para o ensaio em

solucdo da enzima eelAChE tendo como substrato o AcCUN foi: AcCUN 195
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nmol.L™ e ee/AChE 25,6 U.mL", para um volume final igual a 200 uL, com o

meio reacional constituido pelo tampao A.

4.3.4 - Estudo cinético com o acetato de cunaniol e a ee/AChE em
solucao

A afinidade da enzima ee/lAChE pelo substrato (acetato de
cunaniol) foi medida através do ensaio em solugcdo otimizado, com a
quantificagdo do produto formado por LC-UV. O ensaio foi realizado com
concentragdes crescentes do AcCUN (1,0 - 256 mmolL™"), enquanto a
concentragdo da enzima foi mantida fixa em 25,6 U.mL™ até que o aumento na
concentragdo de substrato nao alterasse a velocidade da catalise enzimatica.

Empregando o método de regressao ndo-linear de melhor ajuste, no
software Sigma-Plot 12, foi plotada a concentragdo de CUN produzido em
fun¢do da concentragdo de AcCUN utilizada (Figura 4.6). Assim, foi construida
a curva de Michaelis-Menten, caracterizada por uma velocidade, V, diretamente
proporcional a concentracdo de substrato, em concentragdes baixas de substrato.
Ja em concentragdes elevadas do substrato, a velocidade da reacdo se torna

independente da concentragao.

50

[CUN] (umol.L™)
~ w -
[} (—} <

—
=]
L

<
L

K,y,= 140,7 £ 63,6 pM

0 50 100 150 200 250 300
[AcCUN] (nmol.L™")

FIGURA 4.6- Hipérbole de Michaelis-Menten para a producdo de cunaniol no

ensaio em solugdo com a ee/AChE, variando-se a concentracao de acetato de cunaniol.
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Como ilustrado na Figura 4.6, o valor de Ky calculado no ensaio foi
igual a 140,7 umolL”, um resultado superior (numericamente) quando
comparado ao ensaio empregando a acetiltiocolina como substrato e o método de
Ellman para analise'*’, onde o valor da constante foi de 76,3 umol.L™'. A razio
entre os valores de Ky (Kyiaccuny/Kmacetittiocoling) f01 1gual a 1,8, indicando que a
afinidade da enzima pela acetiltiocolina € aproximadamente o dobro da
afinidade pelo acetato de cunaniol, mesmo se tratando em ambos os casos de

substratos ndao naturais da enzima AChE.

4.3.5 - Ensaio de inibicao com a ee/AChE em solucao

Inibidores de referéncia da enzima AChE, tacrina e galantamina,
foram utilizados para verificar a capacidade da enzima em reconhecer inibidores
tendo como substrato o acetato de cunaniol. Os ensaios foram realizados de

acordo com a Tabela 4.4.

TABELA 4.4- Ensaio de inibicao com a ee/AChE em solucao.

Tampao A eelAChE 500 AcCUN 7800 AChEIs4000 ACN

Ensaio
(uL) UmL”' (uL) pmol.L' (uL) pmolL' (uL) (uL)
1 (GAL) 174,1 10,4 5,5 10 -
2 (TAC) 174,1 10,4 5,5 10 -
Controle (+) 174,1 10,4 5,5 - 10

Diversos trabalhos na literatura empregando a enzima AChE no
reconhecimento de inibidores utilizam a tacrina e a galantamina como inibidores
de referéncia’'**'*°. Os diferentes potenciais inibitérios e mecanismos de acdo
sdo caracteristicas importantes destes ligantes, pois verifica-se a competéncia do
método empregado em reconhecer ligantes de diferentes potenciais inibitorios.

No ensaio em solucdo desenvolvido, os percentuais de inibi¢ao

calculados, 1(%), foram iguais a 93 ¢ 99% para a galantamina e tacrina,
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respectivamente. Os valores sao similares aos previamente obtidos utilizando a

I . 14
acetiltiocolina como substrato'*.

4.3.6 - Ensaio de bi-substrato com a ee/AChE

Catélises enzimaticas multi-substrato sdo comumente encontradas
na natureza. Reagdes de mecanismos ordem trés ou superiores sdo conhecidas,
entretanto, menos comuns quando comparadas com as de ordem dois,
denominadas rea¢des de mecanismo bi'*'.

Reagdes enzimaticas onde um tnico substrato leva a formacao de
dois produtos possuem um mecanismo do tipo uni-bi e, quando dois substratos
se combinam para formar um unico produto o mecanismo ¢ denominado bi-
uni'*".

Nos mecanismos bi-bi, dois substratos se ligam a enzima formando
um complexo terndrio. A enzima catalisa a reacdo aproximando os grupos
reativos dos substratos A e B pelo posicionamento de ambos no sitio ativo,
facilitando assim a reagdo. A sequéncia com que um ou outro substrato de liga a
enzima nao ¢ importante entretanto, a ordem com que estes se dissociam do
complexo terndrio formado determina se o mecanismo ¢ aleatorio ou
ordenado'*'.

No mecanismo bi-bi aleatdrio, Figura 4.7, a caracteristica cinética
evidente ¢ que diferentes valores de Ky sdo obtidos para a dissociacdo dos
substratos do complexo ternario e do complexo bindrio. Por exemplo, o valor de
K4 para o complexo E:AX ¢ igual a Kxx e, a afinidade de AX pela enzima pode
ser modificada pela presenca do substrato B. Portanto, a constante de
dissociacao de AX do complexo ternario E:AX:B ¢ diferente de K ox, possuindo
um fator o que define o grau de desvio positivo ou negativo da afinidade de AX

pelo complexo binario E:B. A equacgdo apresentada na Figura 4.9 define este

- ~ 141
tipo de reagdo .
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E:AX

E:AX:B — > E:ABX — > A+ BX

%\\&{ E:B %\:‘

A

3 Vaux[AX][B]
" aKaxKs + aKs[AX] + aKax[B] + [AX][B]

FIGURA 4.7- Esquema do mecanismo bi-substrato do tipo bi-bi aleatério'*'.

Um outro tipo de mecanismo com a formacao de complexo ternario
¢ o bi-bi ordenado, ilustrado na reagdo da Figura 4.8. Para este tipo de
mecanismo, uma catalise produtiva ocorre apenas quando o segundo substrato se
liga logo ap6s o primeiro. Este comportamento ¢ explicado pelo fato de que em
muitos casos, o segundo substrato possui uma baixa afinidade pela enzima
isolada, mas uma elevada afinidade pelo complexo bindrio enzima-primeiro
substrato (E:AX)".

A formagdao do complexo binario com o segundo substrato pode
resultar em um fenomeno conhecido como inibi¢do por substrato onde, o
complexo bindrio formado ¢ ndo reativo, diminuindo a quantidade de enzima

: : o o 141
livre para catalisar a reagdo com o primeiro substrato .

AX B
E o EAAX « = EAX:B ——> E:ABX
Kax Kg
Vmax [AX]([B]

Vv

- KaxKE + KB [AX] + K [B] + [AX][B]

FIGURA 4.8- Esquema do mecanismo bi-substrato do tipo bi-bi ordenado'*".

Quando a inibigdo pelo substrato ndo ¢ significante, a equacao de
velocidade para este tipo de mecanismo ¢ dada na Figura 4.8, combinando as
constantes de dissocia¢ao com as constantes cinéticas de Michaelis “Menten'*'.

Um terceiro tipo de mecanismo bi-substrato ¢ o bi-bi ping-pong,

onde nao ocorre a formagdao de um complexo ternario € a reacao se processa em
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duas etapas (Figura 4.9). Na primeira etapa, o substrato AX se liga a enzima
transferindo o grupo X para o sitio ativo, produzindo o intermedidrio E-X
(frequentemente formado por uma ligacdo covalente) e o primeiro produto da
reacdo, A. Em uma segunda etapa, o segundo substrato se liga ao intermediario
E-X, e entdo ocorre a transferéncia do grupo X para o substrato B, no sitio ativo
da enzima. A reacdo entdo se completa com a dissociacdo do segundo produto

BX141

EAX &—> E—XA

&‘E—X
¢ P2

E:-BX *=—L E—XB

m

V74

B Vyax[AX][B]
V=
Km[AX] + Ki¥[B] + [AX][B]

FIGURA 4.9- Esquema do mecanismo bi-substrato do tipo bi-bi ping-pong'*’.

Assim, 0 mecanismo bi-bi ping-pong ocorre através da formacgao de
varios intermediarios portanto, diferentes estruturas enzimadtica. A equacdo de
velocidade deste mecanismo estad apresentada na Figura 4.9.

Os mecanismos de reagdo do tipo bi-bi substrato com formagao de
complexo terndrio ou nao (ping-pong), podem ser diferenciados através da
constru¢do de curvas duplo-reciproco para o produto produzido a partir de um
dos substratos (AX) em diferentes concentracdes do outro substrato (B). Como
apresentado na Figura 4.10, um conjunto de linhas paralelas, que interceptam o
eixo y (1/v) em diferentes valores ¢ caracteristico de um mecanismo do tipo
ping-pong. Quando as linhas possuem inclina¢des diferentes mas, interceptam o
eixo y no mesmo ponto, o mecanismo ¢ do tipo bi-bi com formacao de
complexo ternario. Entretanto, a distincdo entre mecanismo aleatorio ou

14 14 14 14 . . 141
ordenado sé ¢ possivel através de ensaios aprofundados do mecanismo .
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FIGURA 4.10- Exemplos de graficos para a catdlise enzimatica de mecanismo

bi-bi substrato (A) de formagio de complexo ternario e (B) ping-pong'*'.

A fim de se determinar como o acetato de cunaniol interage com a
enzima na presenca do substrato natural (acetilcolina), o método de bioafinidade
com o ICER-ee/AChE foi empregado para medir a produg¢do de colina,
variando-se a concentracdo do acetato de cunaniol. A curva de duplo-reciproco

obtida encontra-se ilustrada na Figura 4.11.

220
40,1 mM AcCUN

50,2 mM AcCUN ) 4

4 £0,4 mM AcCUN

%0,8 mM AcCUN

[ChI yroduziaa (WmoOLL)

-0.25 0.25 0.75 1.25 175
-30

[ACh]! (wmol.L")

FIGURA 4.11- Gréfico de duplo-reciproco para o acetato de cunaniol no

ICER-eel/AChE.

Baseando-se neste grafico, o mecanismo que rege a catalise
enzimatica da ee/AChE com os substratos acetilcolina e acetato de cunaniol é do

tipo bi-bi com formag¢do de complexo ternario, aleatdria ou ordenada.
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4.4 - Conclusoes

Neste trabalho, foi demonstrado com a enzima em solugdo, ¢
quantifica¢do por LC-UV, que o acetato de cunaniol ¢ um substrato da AChE. A
constante de Michaelis-Menten obtida infere que este substrato tem uma
afinidade 1,8 menor que a acetiltiocolina. Entretanto, a inibicdo da enzima pelos
inibidores de referéncia tacrina e galantamina € preservada com este substrato.

Em se tratando de um modelo natural com interesse farmacologico,
o mecanismo de interacao do acetato de cunaniol em presenga da acetilcolina foi
determinado em fluxo, usando o ICER-ee/AChE, por LC-MS. O gréfico de
duplo-reciproco obtido caracteriza a interagdo como bi-bi para a formagao do

complexo ternario.
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CAPITULO 5

S5 - Conclusoes

Os ensaios desenvolvidos por cromatografia zonal linear de
bioafinidade foram eficazes na caracterizacdo das enzimas imobilizadas através
da determinacdo das constantes cinéticas (Ky) para cada ICER preparado. Os
ensaios de triagem foram realizados de maneira individual através da
quantificacdo online da colina produzida pelos ICERs e, demonstraram ser uma
ferramenta facil e reprodutivel para a identificagdo e caracterizacdo de novos
ligantes. Este modelo de triagem permite também a reutilizacdo da enzima em
diversos ensaios, sendo que, os ICERs-eel e hu AChE permaneceram ativos por
até 365 e 30 dias, respectivamente.

Na busca por um modelo de triagem de ligantes em amostras
complexas, como extratos de produtos naturais, a enzima acetilcolinesterase foi
eficientemente imobilizada na superficie de particulas magnéticas modificadas.
O ensaio de ligand fishing foi otimizado, validado e aplicado no extrato de
Melodinus fusiformis. Os ligantes pescados foram extraidos e, através de um
fracionamento bioguiado empregando o método de cromatografia zonal linear
de bioafinidade e o cromatograma de ions totais do extrato, o ligante foi
reconhecido. O isolamento foi realizado através de cromatografia semi-
preparativa e a identificacao estrutural € o principal objetivo.

Os ensaios por cromatografia zonal ndo-linear de bioafinidade com
0 eelAChE-ICER ¢ uma estratégia promissora para a rapida classificagao de
ligantes quanto a afinidade pela enzima imobilizada. Foram calculados os
valores da constante de afinidade (K,) para os inibidores de referéncia (tacrina,
galantamina e cumarina 16) e para o novo ligante proveniente do extrato da

especie Melodinus fusiformis.
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O acetato de cunaniol foi identificado como substrato para a enzima
acetilcolinesterase da espécie Electrophorus electricus. Os parametros cinéticos
foram determinados e o mecanismo de interacao entre a ee/AChE ¢ os substratos
acetilcolina e acetato de cunaniol foi identificado como do tipo bi-bi com
formag¢do de complexo ternario.

Os resultados obtidos demonstraram que os métodos propostos
nesta tese representam ferramentas analiticas importantes na busca por ligantes
especificos em colegdes combinatorias sintéticas ou naturais. Além disso,
aumenta-se a perspectiva de se desenvolver um método para acoplar o ensaio de
ligand fishing (com campos magnéticos externos) e, a cromatografia zonal linear
e ndo-linear de bioafinidade, o que permite a identificacdo de ligantes através do
fracionamento bioguiado online e, completa caracterizacdo em misturas

complexas.
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FIGURA A.3- Colecao de triazois.
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