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Resumo

VILELA, A. F. L. Co-imobilizacdo das enzimas acetilcolinesterase e p-secretasel:
estudos de condicdes para triagem de ligantes. 2017. 130f. Tese de doutorado —
Faculdade Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo,
2017

As enzimas, acetilcolinesterase (AChE) e B-secretasel (BACEL), sdo alvos validados
para o tratamento da Doenga de Alzheimer (DA) uma vez que atuam no sistema nervoso
central contribuindo para o avanco da doenca. Neste contexto, o interesse por inibidores
destas enzimas e a busca por ensaios enzimaticos seletivos e eficazes tem importancia
crucial. Neste trabalho é descrito o desenvolvimento de metodologias on-line, em
capilares de silica fundida, e off-line, em esferas de agarose para triagem de ligantes
envolvendo as enzimas AChE e BACEL via imobilizagéo e co-imobilizagéo por ligagéo
covalente. Nos métodos on-line, a imobilizacdo da BACE1 e a co-imobilizacdo das
enzimas AChE e BACEL em capilares de silica fundida foram realizadas via ligacao
amino-glutaraldeido e as atividades das enzimas foram monitoradas on-line por
cromatografia liquida de alta de eficiéncia e espectrometria de massa (CLAE-EM)
através da medida das massas correspondentes aos produtos das clivagens enzimaticas.
Nestes, foram possiveis se determinar os parametros cinéticos para as enzimas
imobilizadas como; variagOes de pH e temperatura, as constantes cinéticas (Kwap) €
validacdo com inibidores padrdo. Ressaltando também a aplicagdo na triagem de uma
colecdo de oito compostos sintéticos com identificacdo de dois compostos e a
caracterizagdo dos mesmos. Nos métodos off-line, a imobilizacdo da AChE e da BACE1
em suportes de agarose foram realizadas partindo de diferentes tipos de ligagdo com
grupos nucledfilos previamente ligados ao suporte. Os diferentes suportes de agarose
com a AChE imobilizada foram estudados usando o propionato de p-nitrofenil como
substrato por meio da medida da absorbancia do produto formado p-nitrofenol a 348
nm. O sistema com a enzima imobilizada agarose-trietilamina-AChE (agarose-TEA-
AChE) étimo foi utilizado para validagdo do método para triagem de ligantes com o
inibidor padrdo sendo determinado o0s parametros cinéticos e termodinamicos de
inibicdo, tais como; poténcia inibitdria (ICsp), constante de inibi¢do (K;) e constante de
dissociacdo (Kp). Ja para a enzima BACEL, a atividade enzimatica foi monitorada por
fluorescéncia a Aem= 495 nm (A= 395 nm) utilizando o substrato 1V, sendo possivel a
selecdo do melhor método para imobilizacdo da BACEL. Em ambos os métodos, on-line
e off-line, a imobilizacdo foi eficiente refletindo na atividade de cada enzima ap6s o
processo. Os métodos para triagem desenvolvidos neste trabalho séo inéditos para
ambas as enzimas e reportam grandes avangos comparados aos ensaios ja consolidados,
uma vez que a co-imobilizacdo contribuiu para a construgcdo de um modelo de triagem
inovador, sendo possivel a avaliacdo das interacGes especificas de um ligante contra
dois alvos biolégicos em um mesmo sistema (CLAE-EM) automatizado. Ressaltando
também que os métodos com a AChE e BACEL em duas matrizes distintas forneceram
modelos de ensaios com formatos diferentes que podem ser aplicados de acordo com as
ferramentas analiticas disponiveis, desde as mais simples como espectrofotometria no
UV-Vis, fluorescéncia, aos mais sofisticados e automatizados como CLAE-EM.

Palavras chave: co-imobilizagéo de enzimas. acetilcolinesterase. $-secretasel. triagem
de ligantes. Doenga de Alzheimer.
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Abstract

VILELA, A. F. L. Co-immobilisation of enzymes acetylcholinesterase and p-
secretasel: study of conditions for screening ligands. 2017. 130f.

Tese de doutorado — Faculdade Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, 2017

The enzymes, acetylcholinesterase (AChE) and B-secretasel (BACEL), are targets
validated for the treatment of Alzheimer's Disease (AD) because they act in the central
nervous system contributing to the disease advance. In this context, the interest in
inhibitors of these enzymes and the search for selective and effective enzymatic assays
iIs of crucial importance. This work describes the development of on-line
methodologies, in fused silica capillaries, and off-line in agarose beads for screening
ligands involving the AChE and BACE1l enzymes via immobilization and co-
immobilization by covalent attachment. In the on-line methods the immobilization of
BACEZ1 and co-immobilization of AChE and BACE1 enzymes in fused silica capillaries
were performed via amino-glutaraldehyde bonding and the enzyme activities were
monitored on-line employing high performance liquid chromatography and mass
spectrometry (HPLC-MS) by measuring the masses corresponding to the products of the
enzymatic cleavages. In these enabled the determination of kinetic parameters for
immobilized enzymes such as; pH and temperature variations, Kinetic constants (Kwap)
and validation with standard inhibitors. Also, the application in the screening of a
collection of eight synthetic compounds with identification and characterizations of two
compounds was carried out. In the off-line methods, the immobilizations of AChE and
BACE1 on agarose supports were performed through different types of binding with
nucleophilic groups previously attached to the support. The different active-agarose
supports with immobilized AChE were studied using p-nitrophenyl propionate as
substrate by measuring the absorbance of the product formed p-nitrophenol at 348 nm.
The system with the immobilized enzyme optimal agarose-triethylamine-AChE
(agarose-TEA-AChE) was used for validation of the method for screening ligands with
the standard inhibitor being determined the kinetic and thermodynamic parameters of
inhibition, such as; inhibitory power (ICsp), inhibition constant (K;) and dissociation
constant (Kp). For BACEL enzyme, the enzymatic activity was monitored by
fluorescence at Aem = 495 nm (Aex = 395 nm) using the substrate 1V, and it was possible
to select the best method for immobilization of BACEL. In both methods, both on-line
and off-line, the immobilizations procedures were efficient reflecting on the activity of
each enzyme after the process. The screening methods developed in this work are
unprecedented for both enzymes and represent an improvement to the already
consolidated screenings assays, because the co-immobilization contributed to the
construction of an innovative screening model, being possible the evaluation of the
specific interactions of a ligand against two biological targets in the same automated
system. It is worth emphasizing that the AChE and BACE1 methods in two different
matrices have provided models of assays in different format that can be applied
according to the available analytical tools, from the simplest ones such as UV-Vis
spectrophotometry, fluorescence, to the automated systems such as HPLC-MS.

Keywords: co-immobilization of enzyme. acetylcholinesterase. p—secretasel. screening
inhibitors. Alzheimer’s disease.
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1. Fundamentos teoricos

As enzimas sdo catalisadores biologicos que aceleram varios processos celulares
através da diminuicdo da energia de ativacdo. Elas apresentam propriedades Unicas
como especificidade e seletividade, operam sob condigdes amenas de temperatura,
pressdo e pH, ndo sdo toxicas, e podem ser reguladas atraves de ativadores e/ou
inibidores. Todas estas caracteristicas lhes conferem seu elevado potencial de aplicacao
[1, 2].

A grande demanda do mercado industrial aliada aos crescentes avangos no
entendimento da etiologia das doencgas faz com que suas funcdes sejam desejadas de
modo continuo e estavel. No entanto, suas limitacGes operacionais relacionadas a baixa
estabilidade e vida atil em armazenamento a longo prazo impedem seu uso e/ou tornam
seu custo elevado. Assim sendo, na tentativa de superar estas limitacGes, técnicas de
imobilizacdo de enzimas surgem como alternativa para estudos in vitro. [3-6]

Uma aplicacdo promissora é o uso de metodologias com enzimas imobilizadas na
pesquisa racional de novos farmacos [7], uma vez que a cura ou tratamento de diversas
doengas sdo muitas vezes realizados por inibicdo seletiva de enzimas que estdo
envolvidas em processos celulares nos organismos infecciosos. [1, 8-10].

Esta € uma area de aplicacdo que vém recebendo destaque, desde o inicio da
década de 90, com o desenvolvimento dos primeiros IMER (Immobilized Enzyme
Reactors), até os dias atuais, com a grande disponibilidade de recursos tecnolégicos e
conhecimento do genoma humano que auxiliam no entendimento e mapeamento do sitio
ativo das enzimas contribuindo na sintese de moléculas que atuem contra um alvo
patogénico [1, 7].

O paradigma para a descoberta de um farmaco é multidisciplinar e constituido por
varias etapas ou estagios. Este preconiza que as informagdes funcionais das moléculas
que sdo identificadas como possiveis candidatas devem ser reunidas e validadas para
produzir a eficacia desejada em alvos clinicamente relevantes. Portanto é fundamental o
uso de bioensaios robustos para a identificag@o e caracterizagdo de novos “hits”.

Deste ponto de vista e aliada a grande disponibilidade de instrumentos analiticos
com elevada sensibilidade, é necessario o desenvolvimento de métodos/modelos de
bioensaios que possam identificar ligantes de uma maneira efetiva e precisa,

corroborando com a resposta em ensaios in vivo.
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Considerando a importancia desta tematica, este trabalho consistiu do
desenvolvimento de metodologias com as enzimas acetilcolinesterase (AChE) ¢ f-
secretasel (BACE1L) imobilizadas e sua aplicabilidade na triagem de ligantes. Estas
enzimas selecionadas sdo consideradas cruciais na patologia da doenca de Alzheimer
(DA), uma doenga ainda sem cura, e, portanto, esforgos para a descoberta de novos
tratamentos devem ser realizados a fim de alterar o curso da doenca e beneficiar os
portadores desta deméncia. Portanto, a contribuicdo dos grupos de pesquisa nas
diferentes etapas que envolvem o desenvolvimento de um novo farmaco € muito
importante.

A seguir, sdo descritos os conceitos tedricos principais envolvidos neste trabalho.

1.1 Métodos para imobilizacdo de enzimas

A imobilizacdo de uma enzima é o processo pelo qual um catalisador homogéneo
pode ser convertido em um catalisador heterogéneo, ou seja, processo pelo qual a
enzima esta em uma fase distinta da fase onde o seu substrato esta presente [11].

Os beneficios da utilizacdo da catalise heterogénea com enzimas sdo diversos
dentre eles; a reutilizacdo, resultados reprodutiveis, aumento da estabilidade da enzima
frente a ambientes ndo convencionais como agentes desnaturantes (solventes organicos
e variagdes bruscas de temperatura), e facilidade de separacdo do meio reacional [3, 4].

Os métodos para retencdo das enzimas em um suporte sdo constituidos
basicamente de duas formas [8, 12], elas podem ser imobilizadas no interior de um
suporte atraves de encapsulagdo ou aprisionamento, e, imobilizadas na superficie interna
de um suporte por ligacbes covalentes e/ou ndo covalentes. Também, podem ser
imobilizadas entre si, através de ligacBes cruzadas, sem a presenca de um suporte,

formando uma enzima insoluvel [5, 13]. A figura 1 ilustra genericamente tais métodos.
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Figura 1. llustragdo dos métodos de imobilizagdo para enzimas.
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A ligacdo das enzimas na superficie do suporte por ligacbes ndo-covalentes e
covalentes, se baseia nas interacdes fisicas e quimicas entre eles.

Os métodos ndo covalentes podem ser subdivididos em adsorcdo fisica, ibnica, e
quelacdo com metal [14]. Estes envolvem interaces reversiveis, sdo governados por
interacdes fracas como, forcas de Van der Waals, interacfes hidrofdbicas, e/ou ligacbes
de hidrogénio.

Na adsorcéo fisica, a enzima é retida na superficie do suporte através das forcas de
Van der Waals. Na adsorc¢do idnica, a interacdo da enzima com o suporte ocorre atraves
das cargas opostas presentes em ambos e sdo regidas por interacdes eletrostaticas. A
adsorcdo por quelacdo com metal consiste primeiramente na ativacdo do suporte com
um agente quelante, seguido da presenca de um metal de transicdo, por exemplo, FeCl,
e TiCls, e finalmente a enzima, formando um quelato entre a enzima e o suporte. Nestes,
a atividade da enzima imobilizada é alta porque provoca pouca/ou nenhuma distor¢édo
da estrutura da enzima, € um processo simples e econdbmico e o suporte pode ser
regenerado. Mas, muitas vezes ocorre a dessor¢do da biomolécula devido & natureza
fraca da ligacdo [14].

Ja no método por ligacdo covalente, as interacGes entre enzima e 0 suporte séo
fortes, e a ligacdo envolve reacdo quimica entre residuos de aminoécidos ativos
presentes na enzima com o0s grupos funcionais ativos presentes no suporte.
Normalmente o suporte é pré-ativado antes da imobilizacéo.

As ligagOes covalentes podem ser classificadas em: reagdes de diazotizacdo (-

N=N-), formacéo de ligacdo amida (-CO=NH-), alquila¢do (-CH,-NH-), arilag&o (-CH,-
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S-), formacéo de base de Schiff (-CH=N-), amidinacdo (-CNH-NH-), e troca de tiol (-S-
S-) [15].

As reacdes envolvidas neste caso sdo irreversiveis, muitas vezes este processo
estabiliza a enzima imobilizada devido a forca da ligacdo, ou seja, ela ndo se solta
facilmente do suporte na presenca do substrato e/ou a altas concentragdes idnicas,
evitando assim, a perda da enzima [5]. Todavia, um efeito negativo do acoplamento
covalente na atividade de uma enzima imobilizada envolve a restricdo do acesso ao sitio
ativo pelo substrato, em funcdo de alteracdes e/ou distorcao desse sitio ap0os a reacao.
No entanto, estas limitagdes podem ser evitadas através da imobilizacdo da enzima na
presenca do seu substrato ou inibidor, e estes serem posteriormente removidos [16].

No interior do suporte, a imobilizacdo pode ser realizada por aprisionamento ou
encapsulacdo. A diferenca entre os dois métodos esta no tipo de matriz formada na
presenca da enzima pelo agente de formacdo da mesma.

Por aprisionamento ocorre a formacdo de uma matriz na presenga da enzima por
meio de agentes de reticulacdo ou geleificacdo (poliacrilamida, sol-gel) via processos
quimicos ou fisicos [13, 17]. Aqui a enzima tem sua mobilidade dominada pela matriz.

Ja por encapsulacdo, uma barreira fisica esférica tipo membrana em torno da
preparacdo enzimatica é formada através de agentes encapsulantes (alginato,
polissacarideos, e quitosana) também por processos quimicos ou fisicos. As membranas
devem ser permedveis ou semipermeaveis permitindo a passagem dos substratos e
produtos. Neste caso, a enzima fica livre, porém dentro de um espaco restrito [18].

As vantagens destes métodos sdo; inclusdo de outras enzimas, protecdo contra
agentes externos microbianos, estabilidade mecénica e térmica, tolerancia a solventes
organicos. No entanto, pode ocorrer inativacdo da enzima por reacdo radicalar com o0s
mondmeros, e/ou desnaturacdo pelo calor durante a formacdo da membrana ou matriz,
e/ou polimerizagéo [13].

A imobilizacdo por ligacdo cruzada das moléculas de enzimas, livre de suporte, é
obtida pelo uso de agentes de intercruzamento, como o glutaraldeido ou dextran-
polialdeido, formando ligacGes covalentes entre seus grupos amino e a extremidade
funcional dos agentes [19-21]. Dois tipos de agregados podem ser desenvolvidos, 0s
CLECs do inglés (Crosslinked enzyme cristals), ou os CLEAs (Crosslinked enzyme
agregates). Nos CLECs € necessario a prévia purificacdo e cristalizacdo da enzima e

posteriormente a formacdo da ligagdo cruzada via agente intercruzante. J4 em CLEAs
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primeiramente a enzima € sujeita a precipitacdo na presencga de agentes desnaturantes e
depois a formacéao do agregado.

Nestes casos, as enzimas podem também ser co-agregadas com outras proteinas
como a albumina e gelatina ou enzimas. Os agregados imobilizados apresentam alta
atividade volumeétrica por massa, maior pureza e menor interferéncia e/ ou transferéncia
de massa quando comparadas as enzimas imobilizadas em suporte. Seu uso €é vantajoso
em processos que necessitam de altos rendimentos e produtividade [19]. Porém, a perda
da atividade enzimatica pode ocorrer devido a alteracdo conformacional provocada pelo

processo de imobilizacéo.

1.1.1 Desenvolvimento de uma metodologia com enzima imobilizada

Para o desenvolvimento de uma metodologia com enzima imobilizada, além do
método de ligacdo, alguns fatores devem ser considerados, como a enzima e 0 suporte,
com isto, o processo global pode ser otimizado possibilitando a obtencdo de um sistema
com estabilidade operacional e de armazenamento. Assim, esses dois componentes e
consequentemente 0 método de ligacdo, fornecerdo um sistema com propriedades
quimicas, bioquimicas, mecanicas e cinéticas especificos. [15, 16, 22]

Para a enzima destaca-se a importancia das suas propriedades bioquimicas e
cinéticas. O conhecimento das propriedades bioquimicas permite informacdes sobre
estrutura da enzima como; sua massa molecular, unidade (s) monomérica (s), e,
sequéncia de aminoacidos (aa) (tanto na estrutura quanto no sitio ativo). Com estas
informacgdes, 0 método adequado para a ligagdo ou adsorcdo da enzima no suporte
poderéa ser direcionado.

Em relacdo aos parametros cinéticos como; atividade especifica (n° de unidade
por mg proteina), perfil de pH e temperatura, fornecerdo dados sobre a pureza da
enzima e parametros Otimos para o exercicio da catalise com eficiéncia [8, 15].
Portanto, todas estas propriedades implicam na conformacéo da enzima, na velocidade
de transferéncia de massa e na reacdo enzimatica do sistema com a enzima imobilizada
[16].

Com relacdo ao suporte, este é o contribuinte que mais afeta o desempenho da
enzima apods a imobilizacdo. Este € a matriz onde ocorre a ligacdo, e por esta razdo, a
estrutura quimica do suporte deve possuir grupos reativos capazes de favorecer a

ligagdo da enzima e também ser livre de impedimento estérico. Assim, a acessibilidade
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do substrato ao sitio ativo da enzima contribuindo também na manutengdo da estrutura
terciaria da enzima [22].

Previamente a selecdo deste, é importante serem analisadas criteriosamente suas
propriedades fisicas e quimicas, e para além a possibilidade de regeneracdo. Mais
especificamente, a natureza hidrofilica/hidrofébica, estabilidade quimica, mecénica e
térmica, resisténcia, composicdo, tamanho da particula, didmetro, area superficial e
volume acessivel [16].

Generalizando, um suporte adequado para imobilizacdo requer o preenchimento
de algumas caracteristicas como: 1) Apresentar area superficial suficiente permitindo a
imobilizacdo da enzima em quantidades significativas. Por exemplo, suportes porosos
(grande area superficial) e ndo-porosos (baixa area superficial);

2) A natureza hidrofilica/hidrofobica, que prediz a sua afinidade pela agua.
Suportes hidrofilicos permitem boa difusdo do substrato melhorando a atividade e
estabilidade das enzimas, ao contrério dos hidrofébicos;

3) A composicdo quimica, ou seja, a presenca de grupos funcionais que possam
permitir a ligacdo da enzima (covalente/ndo-covalente), e/ou que possam ser facilmente
ativados e/ ou modificados previamente a imobilizag&o;

4) Apresentar resisténcia mecanica e ao escoamento durante e apds a
imobilizacdo. Permitir o uso de filtracdo, agitacdo, centrifugacdo quando necessario,
bem como, variacGes na temperatura. Além da resisténcia a altas vazGes quando se
utiliza sistemas a altas pressoes;

5) Os grupos reativos envolvidos na imobilizacdo devem ser estaveis para permitir
a reutilizacdo do suporte enzimatico, impedindo interacdes inespecificas (secundarias).

A figura 2 esboca a classificacdo dos suportes e alguns exemplos dos mais

utilizados.
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Figura 2. Classificacdo dos suportes para imobilizacio para enzimas.

Suportes para
imobilizacéo de
enzimas

I \ I
‘ Organicos Inorganicos ‘
Naturais Sintéticos Minerais Fabricados
[ ‘ I
Polissacarideos; Proteinas; colageno, Poliestireno, Avreia, betonita, ) -
celulose, agarose, albumina, poliacrilatos, pedra-Pome Vidroesilica,,
quitina, 4 ) | polivinilicos, nylon —_— ceramica,

Os organicos naturais sdao amplamente utilizados uma vez que apresentam
compatibilidade com as enzimas/proteinas. Os inorganicos sdo mais utilizados em
indUstrias devido a alta resisténcia mecanica e estabilidade térmica [12].

Cabe destacar também, que os suportes podem ser modificados através do uso de
agentes modificadores previamente a imobilizacdo. Assim, se obtém uma variedade de
suportes visando a melhoria da interacdo da enzima aumentando o fator de estabiliza¢do
do sistema final [14, 23, 24].

Entre os agentes modificadores destaca-se o glutaraldeido, um agente
extremamente reativo e amplamente empregado, tanto como um agente de ligacdo
cruzada quanto como um espacador [24-26]. Também podem ser utilizadas as aminas,
etilenodiamina (EDA), trietilamina (TEA), devido a sua capacidade de formar ligacoes
de hidrogénio. E, polimeros como polietilenoimina (PEI) [27]. Os modificadores de
suportes de silica também merecem destaque, o aminopropiltrietoxisilano (APTES),
mercaptopropiltrietoxisilano, etc. E, os &cidos carboxilicos de cadeia longa, por
exemplo, o acido eurucico e os tidis como; octanotiol, ambos utilizados para aumentar a
cadeia hidrofobica do suporte [28].

Diante todas estas possibilidades e descri¢cdo dos métodos de ligacao, as vantagens
e desvantagens devem ser consideradas em cada caso em especifico, e, a selecdo
adequada depende também da aplicacao e formato do sistema com a enzima imobilizada
[22].
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A combinacéo de métodos é frequentemente utilizada para melhorar a atividade e
estabilidade da enzima [23, 29, 30]. Caso haja mais de um alvo de interesse, a co-

imobilizacdo pode ser aplicada.

1.1.2 Co-imobilizacéo de enzimas

A co-imobilizag&o € a retencdo de duas ou mais enzimas em um mesmo suporte
ou ligadas entre si, formando sistemas multi-enzimaticos. A criacdo destes sistemas
possibilita a mimetizacdo de um ambiente celular, no qual as enzimas atuam em um
ciclo de reagdes (dentro de um compartimento) para a manutencdo da vida na célula
[31, 32]. Deste modo, esta abordagem pode ser considerada como modelo in vitro para
processos celulares.

A co-imobilizacdo normalmente € realizada para enzimas que atuam com
cooperatividade, fornecendo sistemas que melhoram ou aumentam a eficiéncia de uma
das enzimas pela geracdo do seu substrato, com isto, 0s processos que tradicionalmente
eram realizados em varias etapas sdo reduzidos a uma Unica etapa [33]. Também pode
ser usada para eliminacdo de subprodutos indesejados de uma reacdo enzimatica [34].
Ou para combinacdo de varios biocatalisadores para a sintese de produtos, reciclagem
de cofatores [31], ou biossensores para deteccao/diagnostico de doengas [35], etc.

Portanto, o desenvolvimento destes sistemas multi-enzimaticos co-imobilizados é
altamente interessante do ponto de vista ambiental e econémico.

A construcdo do sistema envolve a imobilizacdo separada ou em conjunto das
enzimas na matriz selecionada, e também abrange diferentes métodos de imobilizacao.
Assim sendo, a co-imobilizacdo pode ser realizada de maneira randémica ou sequencial,
por afinidade, especifica e livre de suporte. Randdmica (figura 3a), consiste na
imobilizacdo aleatoria das enzimas sobre o suporte. Os métodos empregados sdo; por
aprisionamento em matriz sélida como o sol-gel, ou também através de interacdes
covalentes, i6nicas, e/ou hidrofobicas. O mais comum é o uso do método covalente
utilizando o suporte previamente ativado com glutaraldeido ou epoxido e ligacdo via
grupo(s) amino das enzimas [36].

A co-imobilizacdo sequencial (figura 3b), envolve a retencdo das enzimas no
suporte baseado nos mesmos principios da randémica, porém com controle da sequéncia
em que as enzimas sdo ligadas. Este modo € frequentemente utilizado envolvendo
enzimas cooperativas simulando um sistema de reacGes em cascata. A co-imobilizagdo é

realizada com a ligacdo da primeira enzima de interesse, e a partir dai a segunda, e na
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sequéncia as demais. Para isto, a enzima e o suporte sdo pré-funcionalizados, a enzima
pelos seus grupos amino [37] e o suporte por epoxidos, glutaraldeido, e /ou polimeros
[37, 38].

Por afinidade (figura 3c), o processo acontece através da prévia ligacao ao suporte
de um ligante de afinidade, assim as enzimas s&o ligadas ao suporte de acordo com a
afinidade pelo ligante adicionado, criando assim dominios quimicos diferentes para
cada enzima. Este modelo de co-imobilizacdo é usado para desenvolvimento de
sistemas de DNA-proteinas para aplicacfes analiticas (analise de acidos nucleicos, e
proteinas) e sistemas nanoestruturados para aplicacdes biomédicas [39]. Nestes
sistemas, 0 DNA é funcionalizado através de grupos tiol e a proteina/enzima através dos
grupos amino e/ ou sulfidrila.

A co-imobilizacdo pode ser também especifica (figura 3d). Nesse caso, a
imobilizacdo acontece através de um sitio de ligacdo na enzima a um sitio do suporte.
Por exemplo, o residuo de cisteina da enzima ligado ao grupo maleimida previamente
adicionado no suporte. Ou, os aminoacidos das enzimas sofrem modificacdo provendo
grupos de aminoacidos nao naturais para a ligacédo especifica no suporte.

O principio desta técnica visa uma imobilizagcdo uniforme por um Unico ponto da
enzima. Método muito utilizado para enzimas que contém residuos de lisina no sitio
ativo.

E, finalmente, tém-se a co-imobilizacdo de enzimas livre de suporte (figura 3e),
como descrito anteriormente, através de agentes de intercruzamento com formacéo de
“combi-CLEACs” [40].

Portanto, o método e a forma de conduzir a co-imobilizacdo direciona a
localizacdo da enzima no suporte possibilitando variacbes no design do sistema
dependendo da aplicacdo desejada.

A preparagédo destes sistemas com multiplas enzimas é desafiadora, uma vez que
requer a otimizacdo especifica de cada componente do sistema; enzimas, suporte, e
método de ligacdo, de modo a preservar a atividade catalitica de todas as enzimas

envolvidas, e fornecer uma estabilizagcdo operacional global.
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Figura 3. Abordagem quimica para co-localizacdo de sistemas multienzimaticos co-
imobilizados. a) Randémica, b) sequencial, c) afinidade, d) especifica, €) ligacdo cruzada
(combi-CLEACS).

(a) Random co-immobilization (b) Sequential immobilization
non-specific conjugation to a macromolecular scaffold non-specific conjugation in a microchannel

e o S
— D A, g

(c) Positional immobilization (d) Site-specific co-immobilization
non-specific conjugation to a affinity tags single site conjugation to a macromolecular scaffold

W . Y

(e) Scaffold-free cross-linking

non-specific vs.  controlled

multi-site vs.  single-site

Current Opinion in Structural Biology

Fonte: Reproduzido de [36] com permissdo Copyright © 2013 Elsevier Ltd.

Apbs a imobilizacdo e co-imobilizacdo as propriedades das enzimas (seletividade
e especificidade) apresentardo modificacbes. Embora, em muitos casos, um efeito
negativo das propriedades da enzima seja observado, provenientes da distor¢cdo da
estrutura da enzima devido a interagdo com o suporte, em outros casos, pode ocorrer um
efeito positivo devido a imobilizacdo. Estes efeitos deverdo ser avaliados pOs-
imobilizacdo da enzima através da determinacgdo dos parametros cinéticos.

Neste trabalho ambas as técnicas, imobilizacdo e co-imobilizacdo foram
empregadas visando o desenvolvimento de biorreatores com as enzimas selecionadas
para serem aplicados na identificacdo e caracterizacdo de ligantes. Para isto, foi
utilizado sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tendo como fase

estacionaria os biorreatores com as enzimas imobilizadas e co-imobilizadas.

1.1.3 Cromatografia de bioafinidade aplicada na triagem de ligantes
A cromatografia de bioafinidade (CB) é um termo empregado quando se tem um

agente biologico (proteinas, enzimas, anticorpos) imobilizado em uma matriz e este
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utilizado como fase estacionéria em analises cromatograficas. A separacdo neste caso é
baseada pela interacdo especifica entre o agente de ligacdo e a biomolécula imobilizada
apresentando alta seletividade, especificidade, reprodutibilidade, e ensaios néo
destrutiveis [41-43]. Neste contexto, a cromatografia de bioafinidade ¢ uma poderosa
ferramenta para monitorar as interaces ligante-proteina, substrato-proteina, inibidor-
proteina, e € uma alternativa promissora para o desenvolvimento de novos métodos para
triagem de ligantes.

A construcdo de um sistema em CB envolve primeiramente a imobilizacdo da
biomolécula em um suporte que sera posteriormente utilizado como fase estacionaria no
sistema CLAE. A imobilizag&o por ligagdo covalente é a mais indicada em CB devido o
sistema ser em fluxo evitando-se assim o fenbmeno da dessorc¢ao.

Com relacdo aos suportes utilizados, o capilar tubular aberto de silica fundida é
um formato promissor a ser empregado uma vez que possui baixa pressdo de volta e
minimiza interagdes ndo especificas [8, 44-46] .Também se utiliza suportes de materiais
monoliticos baseados; em silica [47], polimeros organicos [48], e os discos monoliticos
de material polimérico macroporoso (nome comercial: CIM® disk monolithic column)
[49, 50]. Estes materiais também sdo vantajosos uma vez que suportam altas variacGes
de vazéo do sistema CLAE e posuem baixa presséo de volta.

Vérias outras matrizes podem ser utilizadas como suporte; os materiais de silica
comum como; octilsilica (Cg)[51], octadecilsilica (C1g) [52], etc.

As fases estacionérias contendo as enzimas imobilizadas normalmente séo
denominadas IMER (do inglés: Immobilized Enzymes Reactor), eles séo conectados ao
sistema de CLAE, e a saida da coluna, dependendo do tipo de analise a ser realizada,
pode ser acoplado a distintos detectores, UV-Vis, fluorescéncia e EM, ou serem
utilizados em sistemas de CLAE multidimensional [41].

A avaliacdo dos IMER ou biorreatores em ensaios para triagem de ligantes pode
ser realizada de duas maneiras [53]. Primeira, 0 monitoramento da capacidade do
ligante em modular a atividade bioldgica da biomolécula imobilizada [54, 55], e
segunda, monitoramento da afinidade do ligante pela biomolécula imobilizada [56].

Os ensaios que envolvem a técnica cromatografica podem ser conduzidos atraveés
de dois modos de eluicdo, a zonal e a frontal. No modo zonal é realizado injecdes de
pequenas quantidades de amostra, de uma so vez, o perfil de elui¢do é obtido por zonas
de acordo com a concentracdo da amostra injetada, retencdo versus tempo de analise.

No modo frontal, a amostra deve ser injetada continuamente ou estar presente na fase
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movel até a completa saturacdo, o perfil de eluigdo é obtido com o aumento gradual
amostra pelo tempo de anélise.

Neste trabalho foi empregado o acoplamento CLAE-EM, sendo este uma
ferramenta analitica de grande aplicabilidade, pois combina a capacidade de separacao
de diferentes compostos da cromatografia liquida com a capacidade de analisar massas
da EM. O monitoramento dos biorreatores no sistema CLAE-EM foram baseados na
atividade das enzimas e a capacidade de modulacdo dos ligantes nas mesmas por
eluicdo zonal.

O sistema utilizado nos forneceu um ensaio rapido, ndo destrutivel, on-line e
automatizado, combinando a seletividade e reprodutibilidade da biomolécula
imobilizada.

Segue uma descricdo das enzimas empregadas bem como suas funcées bioldgicas.

1.2 As enzimas

As enzimas selecionadas para estudo neste trabalho foram; a Acetilcolinesterase
(AChE, EC 3.1.1.7), de duas espécies Electrophorus electricus (AChEee) e human
recombinant (AChEhu), e a enzima [(-secretasel, human recombinant (BACE1, EC
3.4.23.48).

1.2.1 A enzima acetilcolinesterase

A enzima AChE, é uma serina-esterase encontrada nas jun¢fes neuromusculares e
nas sinapses cerebrais colinérgicas. A sua atividade esta relacionada com a regulacéo do
término da transmissdo do neurotransmissor acetilcolina (ACh) nas sinapses
colinérgicas [57].

Seu sitio ativo € composto por trés residuos de aminoacidos Serina (Ser),
Histidina (His) e acido Glutamico (Glu), que sdo determinantes para a manutencdo da
funcdo da enzima (figura 4A). A reacdo enzimatica no sitio ativo ocorre por um
mecanismo de acetilagcdo-desacetilacdo. Primeiramente, com a entrada do substrato ha o
ataque nucleofilico a carbonila da ACh pela Ser, formando um intermediario, em
seguida a His transfere um préton e a ruptura do produto colina acontece. O ciclo da
reacdo é fechado com a desacetilagdo, que também é iniciada como ataque nucleofilico

provocado pela hidrélise com a agua, liberando o &cido acético (figura 4B) [58].
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Figura 4. A) llustracdo do sitio ativo da AChE na presenca de acetilcolina. B)
Representacdo do mecanismo de reacdo de hidrélise catalisada pela AChE no sitio ativo.
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Fonte: Reproduzido de [58] com permisséo Copyright © 2010, American Chemical Society.

A reducdo colinérgica no sistema nervoso central causado por um funcionamento
desordenado da enzima AChE é uma das caracteristicas reconhecidas da Doenca de
Alzheimer (DA) [57, 59, 60]. A enzima AChE é um alvo validado para a DA uma vez
que o tratamento sintomatico consiste no uso de medicamentos que inibem esta enzima.
Baseado nesta tematica, esta enzima foi selecionada para o desenvolvimento de
metodologias para triagem de ligantes. A AChEee foi empregada como enzima modelo
nos estudos devido a sua estabilidade e custo, e a AChEhu utilizada ap6s a prévia
otimizacao dos métodos com AChEee por ser de alto custo.

A AChEee utilizada possui 4 subunidades (tetrdmero) onde cada subunidade
possui massa molecular de 70 kDa e um sitio ativo, figura 5A. E a AChEhu é um

dimero de 60kDa e também com um sitio ativo cada subunidade, figura 5B.

Figura 5. Estrutura tridimensional para a AChE. A) Tetramero da AChEee. B) Dimero da
AChEhu.

A) AChEee B) AChEhu
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Fonte: A) http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld= 1C20) e B) Fonte:
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=3LII.

1.2.2 A enzima f-secretasel (BACEL)
A enzima BACEL, é uma acido aspartico-protease, também conhecida como
memapsin-2, ou aspartil protease 2, é constituida de duas subunidades monoméricas

formando um dimero de aproximadamente 70 kDa [61].

Figura 6. Estrutura tridimensional para BACE1 (recombinante humana).

Fonte: http://www.rcsb.org/pdb/explore/jmol.do?structureld=1FKN&opt=3.

A BACE1, em humanos, é encontrada no cérebro com funcdo importante na
formacdo da bainha de mielina em células dos nervos periféricos [62]. Ela inicia a
clivagem proteolitica da proteina precursora amildide (APP) na extremidade lumenal da
membrana celular, formando o fragmento C-terminal que posteriormente € clivado pela
y-secretase na extremidade N-terminal gerando o peptideo amildide (AP peptideo).

Seu sitio ativo possui dois acidos asparticos, Asp32 e Asp228, no centro da
estrutura e préximos um do outro, recobertos por abas (flap) hidrofilicas (ativa-amarelo)
e hidrofébicas (inativa-azul) que controlam o acesso do substrato ao sitio ativo e o

configura na geometria correta para a catalise, figura 7. [63]


http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId
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Figura 7. Estrutura para o sitio ativo da BACEL.

Fonte: Reproduzida de [63] com permissdo Copyright © 2008 American Society for
Microbiology.

A catalise enzimética se da através de um mecanismo acido-base. A presenca de
moléculas de agua no sitio ativo da BACEL € determinante na funcdo da enzima, bem
como na sua estabilidade [64]. Figura 8.

Apos a ligacdo do substrato, o par de Asp livre forma ligacdo de hidrogénio com
uma molécula de 4gua. Em seguida, acontece o ataque nucleofilico do oxigénio da agua
na carbonila do substrato peptidico, formando um intermediario tetraédrico, que é
estabilizado por ligacBes de hidrogénio com o grupo carboxila da Asp. E, finalmente a
ruptura da ligacdo peptidica é acompanhada pela transferéncia de um préton de Asp
para o grupo de saida amino, resultando na liberagdo dos dois produtos, N-terminal e C-
terminal, e a enzima € entdo restaurada para outro ciclo de catalise.

A primeira molécula de agua é envolvida na protedlise para a formacdo do
intermediario tetraédrico, enquanto que a segunda molécula de agua estabiliza a

conformacéo aba fechada [63, 64].
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Figura 8. Representacdo do mecanismo de reacéo de hidrdlise catalisada pela BACE1 no
sitio ativo.

o]
H//, A H H4, R, H O
\N&N%\ "-..N - ‘:)’/j\
% -,
H 5 AR H |H R
A —— fo":.
H H

o 0 g {?
Asp39—< > Aspaze Asp_—,;—% ASpPog

0--H--0 -6

(o]
R Ry 0 H//_, A, H
%, 2
-~ OH H:N \“‘-Né/ }I)I\

N 3 -H-:{) H (8] |) H fn?
H % ) o}

(8] H i

OH 8]

Rz
2 ] H Hb
o
- .
R

Fonte: Reproduzido de [64] com permissdo da Copyright © 2011, Springer Nature.

Quando hé uma clivagem anormal deste AP peptideo, provocada pela BACEI,
estes se acumulam no tecido extracelular cerebral formando placas (agregados
insollveis) que sdo os responsaveis pela neurotoxicidade da DA. Justificando o uso

desta enzima para o estudo.

1.3 A doenca de Alzheimer (DA)

A DA! é a forma mais comum de deméncia associada a perda de memodria,
distdrbios cognitivos, deficiéncia fisica e comportamental, atingindo principalmente a
populacdo idosa [65]. Esta doenca pode ser dividida em estagios; inicial
(assintomaético), moderado (pré-demencial), e severo (perda da autonomia e morte) [66-
68]. Embora a aparicdo mais comum ocorra ao redor dos 60 anos, a incidéncia da
doenca em pessoas com idade ao redor dos 40 anos, é também observada e, neste caso,
o fator genético tem um importante papel.

Com o aumento da expectativa média de vida, a DA tem atraido grande atencéo,
especialmente em paises desenvolvidos, pois se observa o0 aumento de sua incidéncia.

De acordo com dados reportados em Alz.Org (2017), nos Estados Unidos, cerca de 5,5

1 Descoberta em 1906 pelo médico alemao Alois Alzheimer.
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milhGes americanos sdo portadores da doenca, no Brasil 1,2 milhGes de brasileiros, e no
mundo cerca de 36 milhdes de portadores da doenga. Estima-se que a partir dos 65 anos,
1 a cada 10 pessoas serdo afetadas, e para além houve um aumento de 89% de mortes
devido a DA do ano de 2010 a 2014. Portanto, a auséncia de tratamentos eficientes para
a DA constitui um problema de saude publica global.

A etiologia da DA é uma sindrome multifatorial, resultante de um conjunto
complexo de fatores neuroquimicos. Estudos genéticos realizados em humanos e em
modelos animais transgénicos sugerem que Vvarios eventos desencadeiam um caminho
patobiolégico convergente levando ao mau funcionamento e morte celular.

Do ponto de vista neuroquimico, o quadro de sinais e sintomas desta doenca esta
associado a deficits dos diversos neurotransmissores cerebrais, como a acetilcolina
(mais importante), a noradrenalina, a serotonima, dopamina e glutamato. Assim, a
atividade colinérgica no sistema nervoso central encontra-se reduzida em portadores da
DA [57, 69, 70].

Histopatologicamente no cérebro de pacientes portadores da doenca observa-se o
depdsito de placas senis e emaranhados neurofibilares, acompanhado por perda massiva
de neurébnios [71, 72]. O peptideo B-amildide, produzido por acdo de secretases, € 0
principal componente das placas senis, que formam agregados fibrilares ndo-covalentes
e insolGveis que se depositam no tecido neuronal implicando na neurotoxicidade da DA
[73, 74]. Os emaranhados neurofibilares sdo formados com o acimulo da proteina tau e
esta proteina é responsadvel pela estabilizacdo dos ax6nios que por sua vez, Sao
responsaveis pela formacdo e manutencao dos contatos neuronais, e consequentemente,
um mau funcionamento da proteina tau também esta relacionado a DA [75, 76].

Os tratamentos existentes para a DA podem ajudar com os sintomas cognitivos e
comportamentais. Os medicamentos para a perda de memoria se fundamentam em
retardar a evolucdo da doenca, diminuir o quadro de sintomas e alteracdes
comportamentais. [67]

A Food and Drug Administration (FDA) aprovou dois tipos de medicamentos, 0S
inibidores de Colinesterases (Ch) e a memantina. Os inibidores de ChE sdo: Aricept
(Donepezil) aprovado para todas as fases da doenga; o Exelon (Rivastigmina) para o
estdgio moderado; e o Razadyne (galantamina) também para estdgio moderado. Estes
prescritos para perda de memoria, confusdo e problemas de pensamento e raciocinio.

A memantina (Namenda) e também o Namzaric, que é uma combinacdo de

memantina e donepezil, foram aprovados para o estagio severo da DA. Memantina é um
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antagonista do receptor de glutamato, que estd envolvido no processamento,
armazenamento e recuperacdo das informacfes. Este é prescrito para melhorar a
capacidade de realizacdo das tarefas diarias.

Até a presente data a DA ndo tem cura, porém esforcos estdo sendo realizados
através de diversas pesquisas buscando novos tratamentos para alterar o curso da doenca
e melhorar a qualidade de vida das pessoas com esta deméncia.

Os inibidores de colinesterases demonstraram maior eficiéncia no tratamento
clinico na DA. Mas devido a neurotoxicidade da DA, a hipdtese amildide, norteia a
pesquisa por novas entidades quimicas para o tratamento assintomético da doenga se
baseando na intervengao da formacgao dos agregados insoluveis do AP peptideo, que sao
0s responsaveis pelo avanco da doenca, morte cerebral, uma vez que estdo envolvidos
no processo neuroinflamatdrio e na histopatologia geral da DA [77, 78]. Portanto, existe
um grande interesse tambeém na descoberta de inibidores seletivos para a BACEL.

Devido a etiologia heterogénea e o envolvimento de diferentes enzimas em sua
progressdo, a modulacdo de uma unica enzima pode ndo ser suficiente para produzir a
eficacia desejada. H& também interesse na descoberta de novos farmacos que possam
atuar em ambas as enzimas os chamados “dual inhibitors” [76, 79-82].

Em virtude das poucas alternativas de medicamentos utilizados no tratamento da
DA, esta pesquisa esta voltada no desenvolvimento de métodos capazes de
reconhecerem compostos com atividade biolégica que atinjam os diferentes alvos
envolvidos.

Na préxima sessdo sdo apresentadas as metodologias existentes com as enzimas

AChE e BACEL imobilizadas e o monitoramento de sua atividade e inibic&o.

1.4 Métodos com AChE e BACE1 imobilizadas para triagem de ligantes

1.4.1 Métodos com AChE imobilizada

A AChE, além dos seus substratos naturais os ésteres de colina (acetilcolina,
butirilcolina), também hidrolisa outros ésteres, tanto naturais como sintéticos, alguns
exemplos sdo os ésteres de tiocolina (acetiltiocolina, butiriltiocolina, propioniltiocolina),
acetato de o-nitrofenil, propionato de p-nitrofenil, etc. Muitos destes compostos foram
explorados e diferentes estratégias de anélise para a atividade e inibi¢cdo da AChE foram

descritas envolvendo métodos espectrométricos (UV-Vis, fluorescéncia, espectrometria



Fundamentos teodricos |19

de massa-EM), radiométricos, e biosensores [83]. Os mais utilizados sdo o0s
espectrométricos.

Os ensaios envolvendo UV-Vis normalmente sdo feitos através de reagentes de
derivatizacdo, baseados no trabalho de Ellman [84] empregando o substrato
acetiltiocolina, e Marston [85] através do acetato de 1-naftil. Também pode ser
realizado por colorimetria empregando um substrato incolor (propionato de p-nitrofenil)
que apds a hidrolise gera um produto amarelo o p-nitrofenol [86].

Por fluorescéncia, é utilizado um substrato que inicialmente ndo exibe
fluorescéncia, e apds a hidrdlise da enzima, da origem a um produto fluorescente. Por
exemplo, o substrato butirato de resorufina que forma um anion fluorescente apés a
hidrdlise [87].

Cabe destacar aqui o0 método desenvolvido por Ellman e colaboradores [84] sendo
0 método mais empregado para 0 monitoramento da AChE. Em tal método a tiocolina
formada pela hidrélise enzimatica reage com o Reagente de Ellman (&cido 5,5-
ditiobis{2-nitrobenzoico]) formando um anion amarelo de intensa absorcdo em 412 nm
(figura 9).

Este método é vantajoso devido a sua simplicidade e praticidade, porém apresenta
resultados falso-positivos, onde a presenca de compostos como aldeidos e/ou aminas

podem reagir com o reagente de Ellman mascarando o resultado de inibicdo [88].

Figura 9. Catalise da AChE empregando acetiltiocolina como substrato e posterior
derivatizagdo com reagente de Ellman.
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Fonte: Adaptado de Ellman et al. (1961) [84].

Por espectrometria de massa (EM), o substrato natural da enzima, acetilcolina,
pode ser utilizado e a massa do produto de hidrélise, colina, é diretamente mensurada
[89, 90], figura 10. Aqui, ndo ha derivatizacdo contribuindo para eliminacdo de
resultados falso-positivos, como no método de Ellman e colaboradores, e também ha a
possibilidade de se obter informacdes da estrutura dos ligantes avaliados através de
estudos de fragmentacéo.

Figura 10. Catalise da AChE empregando aceticolina como substrato e seus valores de
[M+H]" para deteccdo no EM.

0 CH,4 CH, o}
¢ l on, ACHE & /l;—% + )k
. -8 — 35 o c H,C OH
HsC o > \ Ay CHy ’
Ha CH,4
Acetilcolina Colina
[M+H]* 146,0 m/z [M+H]*104,0 m/z

A escolha da técnica para a detec¢cdo depende da aplicacdo e consequentemente do
formato do ensaio.

Metodologias de imobilizacdo para a AChE em suportes cromatograficos com
monitoramento através do método modificado de Ellman et al.(1961) por CLAE, foram
reportados, 1) método de ligacdo covalente envolvendo grupos amino da extremidade
N-terminal da enzima via glutaraldeido no suporte em; disco monolitico (CIM) [49, 91],
e capilar de silica fundida [45, 55].

2) Métodos por ligacdo covalente entre grupos amino dos residuos de lisina da

enzima e grupos epoxidos no suporte em disco monolitico [92, 93].

Outros trabalhos envolvendo a AChE imobilizada utilizando CLAE-EM foram
descritos, como; 1) ligacdo covalente amino-glutaraldeido em capilar de silica fundida
[89], 2) ligacdo covalente amino-glutaraldeido em particulas magnéticas [94], e 3)
encapsulacao via sol-gel em disco monolitico [90].

Em Vanzolini et al. (2015) foi desenvolvido um novo modelo de ensaio para a
AChE “pesca de ligantes em particulas magnéticas”, onde os compostos presente na

matriz que possuem afinidade pela biomolécula imobilizada permanecem retidos,
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enquanto os que ndo tém ficam na solucdo do sobrenadante e sdo eliminados. Apds este
processo, a analise dos compostos, retidos e ndo retidos sdo realizados através de uma
coluna HILIC no sistema CLAE-EM.

Em ambos os casos citados foram concretizados estudos baseados na atividade da
enzima utilizando-se 0 modo deelui¢do zonal, e a partir disto, calculados os parametros
cinéticos e de inibi¢éo para a enzima tais como; constante de Michaelis (Kwap), poténcia
inibitoria (ICsp) e constante de inibicdo (K;).

Outras metodologias de imobilizacdo para a AChE em suportes de silicone poroso
com monitoramento por meio do método modificado de Ellman et al. em
espectrofotdmetro foram publicados, sendo: 1) ligacdo covalente amida da enzima no
suporte (silicone poroso) via processo NHS/EDC (N-hidroxisuccinimida/carbodiimida)
[95]; 2) ligacdo covalente via reacdo de amindlise com grupos de acido carboxilico da
AChE e grupos amino N-terminal no suporte (silicone poroso) [95]; 3) adsorc¢do fisica
da enzima em silicone poroso [96]. Nestes casos, somente foram reportados 0 sucesso

da imobilizacéo frente a soltvel e suas possiveis aplicacGes.

1.4.2 Métodos com BACE imobilizada

A BACE1 catalisa a hidrolise de peptideos que mimetizam a sequéncia da
proteina precursora amildide (APP). Os substratos sintéticos disponiveis
comercialmente com mutacdo sueca da APP possuem grupos fluoréforos, e entdo seu
monitoramento fica limitado a detectores de fluorescéncia [64], podendo também ser
utilizado EM [46, 82, 97].

A BACEL cliva os peptideos com mutacdo sueca em torno de 10 vezes mais
rapido que a APP na sua forma nativa, figura 11. A diferenca consiste nos residuos da

clivagem C-terminal, onde a metionina (Met) é substituida pela leucina (Leu).

Figura 11. Substratos peptidicos para a BACE1, a forma nativa e mutada da APP770.

APP770 (667-676)

H-Ser-Glu-Val-Lys-Met ‘# Asp-Ala-Glu-Phe-Arg-OH
nativa

H-Ser-Glu-Val-Asn-Leuw Asp-Ala-Glu-Phe-Arg-OH

Mutagao sueca

Fonte: Adaptada de [61].
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O principio do ensaio por fluorescéncia pode ser ilustrado como na figura 12.
Antes da clivagem da enzima o grupo doador (D) transfere sua energia para o supressor
(A), assim quando a cadeia peptidica € clivada pela BACE1, a fluorescéncia especifica
do D ndo é mais suprimida pelo A, e entdo pode ser medido. O aumento da

fluorescéncia esta linearmente relacionado com a velocidade de proteolise.

Figura 12. llustracdo dos principios de transferéncia de energia de ressonancia por
fluorescéncia (FRET) clivado pela BACEL.
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Fonte: Adaptado de [64]

Estes métodos proporcionam ensaios sensiveis e homogéneos, mas apresentam
desvantagens tais como; a analise por um longo periodo de tempo (geralmente mais de 1
h), alto consumo de enzima, variabilidade devido a diferentes lotes e a fonte da enzima.
Também, na triagem de novos compostos com diferentes entidades quimicas,
interferéncias podem surgir devido a presenca de anéis aromaticos conjugados na
estrutura dos produtos sintéticos e naturais gerando resultados falso-positivos e falso-
negativos [64, 98].

Metodologias com a BACEL imobilizada via amino-glutaraldeido em disco
monolitico e deteccdo por CLAE-fluorescéncia foram reportados [50, 99]. Nestes
trabalhos a imobilizacao foi efetiva, porém, problemas com a solubilidade do substrato e
interferéncia quando usados na triagem impossibilitaram a sua aplicacao.

O mesmo grupo de pesquisa publicou dois métodos da BACE1l em disco
monolitico com monitoramento por EM [97] [98]. Destacando que o metodo de
imobilizagdo em ambos os casos foi 0 mesmo, a diferenca foi o substrato utilizado em
cada trabalho. E, ainda neste grupo de pesquisa, outro trabalho foi reportado contendo
uma aplicacdo do metodo na triagem de ligantes com a BACEL imobilizada [82] com

monitoramento por fluorescéncia.
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Mais recentemente, um método inédito com a descricdo da imobilizacdo da
BACEL em capilar de silica fundida e monitoramento por EM (ICER-BACE1-EM) para
aplicacdo na triagem de ligantes foi publicado. [46]. Este trabalho faz parte dessa tese de
doutorado. Comparado aos métodos ja publicados, neste, o sistema foi aplicado na
triagem de ligantes (parte 1) com reconhecimento de dois ligantes sem problemas de
interferéncia, também o fragmento peptidico da clivagem enzimatica foi medido por
EM através do monitoramento das massas dos produtos de clivagem enzimatica,
apresentando vida atil por 11 meses.

Como concluséo, em ensaios envolvendo monitoramento por EM, desvantagens
séo eliminadas garantindo a inexisténcia de falso-positivos.

Em funcdo das metodologias existentes para triagem de ligantes de ambas as
enzimas, este trabalho foi conduzido para o desenvolvimento de novos modelos de
triagem.

A seguir de maneira resumida descreve-se a caracterizagdo dos inibidores/ligantes

neste trabalho.

1.5 Caracterizacao de inibidor

O interesse neste trabalho envolve a aplicacdo dos métodos com as enzimas
imobilizadas na triagem de ligantes, assim sendo, a finalidade do ensaio constitui em
identificar os ligantes e caracteriza-los em termos de modalidade de inibicao.

A caracterizagdo é realizada com base na influéncia destes nos pardmetros
cinéticos, constante de Michaelis (Ky) e velocidade maxima (Vmax), da enzima. Neste
trabalho, a avaliacdo do efeito dos inibidores nestes parametros consistiu da
determinacdo da poténcia inibitoria (1Csp), mecanismo de acdo e constante de inibicdo
(K.

As enzimas, AChE e BACE1 apresentam comportamento como descrito por
Michaelis-Menten de acordo com a equacéo 1.

_ VMa’x-[S]
Vo = Ky+[S]

Equacao (1)
Onde V, € a velocidade inicial da reacdo, Ky € correspondente a concentracdo de
substrato onde V, é metade da Vuax. Esta equacdo 1 é essencial nos estudos de cinética

enzimatica.
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Estes autores propuseram uma condicdo de equilibrio rpido onde primeiramente
a enzima se combina reversivelmente com o substrato compondo o complexo enzima-
substrato (ES), em um passo relativamente rapido. Em seguida, numa segunda etapa,
sendo esta lenta e limitante da velocidade da reacdo, o complexo ES se quebra liberando
a enzima livre (E) e o produto da reacdo (P). A Vmax Sera atingida quando todas as
moléculas de E estiverem na forma complexada ES, e esta condi¢cdo é favorecida
quando a [S] for suficientemente alta para a manutencdo do complexo. Esta condigédo
também é denominada saturacdo [100].

A constante Ky, é dependente das condi¢fes de pH, forca idnica, e temperatura do
meio reacional, seu valor exprime a afinidade da enzima pelo substrato. Portanto, de
acordo com as condicBes de analise de cada metodologia desenvolvida, os valores de
Kwm aparente (Kwuap) para cada sistema foram investigados de modo a garantir a
saturacdo da enzima com o substrato.

Inibidor enzimético é toda substancia que reduz a velocidade da reagdo
enzimatica. Ha duas classes principais de inibidores, 0s reversiveis e 0s irreversiveis
[101, 102].

Os reversiveis sdo compostos que se ligam em sitios especificos na enzima por
interaces ndo covalentes, o processo envolve equilibrio reversivel entre o inibidor e a
enzima. Dependendo do modo de acdo, sdo subdivididos em competitivos, ndo-
competitivos, incompetitivos, e mistos [103, 104].

Um inibidor competitivo atua competindo com o substrato pelo sitio ativo da
enzima, neste caso, o inibidor ndo se liga no complexo ES. A Vusx ndo é afetada e a
Kwmap € aumentada pois existe uma fragdo da enzima sob a forma enzima-inibidor (El)
que ndo possui afinidade pelo substrato.

O inibidor ndo-competitivo possui afinidade tanto pela enzima quanto pelo
complexo ES, ele pode se ligar tanto na forma E livre quanto ao complexo ES. Neste
tipo de inibicdo a Vs € menor que a observada na auséncia de inibidor pois uma parte
da enzima esté inativa na forma do complexo enzima-substrato-inibidor (ESI), e a Ky
permanece a mesma porque as formas da enzima que podem combinar com o substrato
séo as mesmas, E e EI [103].

O inibidor incompetitivo demonstra pouca afinidade pela enzima, sendo assim ele
se liga apenas ao complexo ES, fornecendo um complexo ESI inativo.

Consequentemente Vax € Kuap S80 diminuidas pelo mesmo valor [103].
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Para a inibi¢do do tipo mista o substrato e o inibidor se ligam a enzima em sitios
diferentes para formar os complexos ES, El e ESI [104]. Ambos os valores de Vi €
Kv sdo afetados. Este tipo de inibicdo pode ser considerado uma mistura de
mecanismos de inibicdo do tipo competitivo e ndo competitivo [104].

Ja os inibidores irreversiveis reagem covalentemente com a enzima inativando-a,
e somente por meios quimicos a atividade da enzima pode ser restaurada [102].

Diversas representacdes podem ser feitas para a determinacdo do mecanismo de
acao de um inibidor, todas sdo derivadas da equacdo de Michaelis-Menten (equacéo 1),
como, Lineweaver-Burk, Dixon, Eadie-Hofstee, e Hanees. Aqui foi tracado a
representacdo de Lineweaver-Burk, uma representacdo duplamente reciproca da
equacdo 1. Assim, de acordo com o perfil grafico obtido a classificacdo do mecanismo
foi definida [100]. Figura 13.

Figura 13. llustracdo de graficos de Lineweaver-Burk para classificacdo dos tipos de
mecanismos de inibig&o.
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A seguir serdo apresentados 0s objetivos deste trabalho e na sequéncia a pesquisa
realizada. Devido as diferencas dos métodos de imobilizagdo, substratos e detec¢cdo dos

sistemas empregados, o trabalho esta dividido em trés partes.
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2. Objetivos

Desenvolver dois métodos analiticos: 1) envolvendo a co-imobilizacdo das
enzimas AChE e BACEI e 2) a imobilizacdo da BACEL em capilares de silica fundida.
Aplicar os métodos na triagem de inibidores seletivos em colecbes de moléculas

naturais e combinatorias sintéticas.

2.1 Objetivos especificos

Estudo das condicdes ideais de imobilizacdo para a enzima BACEL,;
Estudo as condices ideais de co-imobilizacdo para as enzimas AChE-BACEL,;

Determinacdo das condi¢bes cromatograficas Otimas para o acoplamento dos

biorreatores a um sistema cromatografico multidimensional;

Realizacdo dos estudos cinéticos para as enzimas imobilizadas e avaliacdo da

estabilidade nas condicgdes de analise;

Validagdo para uso dos ICER na avaliagdo da atividade bioldgica de inibidores,

empregando compostos conhecidamente ativos em solucgéo;

Aplicacdo dos métodos desenvolvidos na triagem de novos ligantes.
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Parte 1 — Imobilizagdo da enzima BACEL1 em capilar de silica fundida - Método
on-line para a triagem de ligantes

1.1 Introducéo

A enzima BACEL é um importante alvo de estudo na pesquisa por fa&rmacos para
a DA devido ao seu envolvimento na geracdo e consequentemente agregacdo dos
peptideos amildides, um dos maiores constituintes das plaquetas amildides em cérebros
de pacientes com a DA.

A maioria das metodologias existentes para avaliacdo da atividade inibitéria de
compostos contra a BACE1 consiste do envolvimento dos principios de transferéncia de
energia de ressonancia por fluorescéncia (FRET), uma vez que os substratos disponiveis
sdo compostos com grupos fluorogénicos. Porém estas apresentam varias desvantagens
[105], e, por esta razdo, foi desenvolvida uma metodologia empregando deteccdo por
EM com o objetivo da obtencdo de um método capaz de fornecer resultados robustos,
reprodutiveis e sem falso-positivos.

Nesta parte do trabalho, o objetivo foi o desenvolvimento do ICER com a
BACE1, ICER-BACEL, que consistiu da imobilizacdo covalente da enzima no suporte
capilar de silica fundida. Este foi conectado ao sistema CLAE-EM onde o EM possui
fonte de ionizacdo do tipo electrospray (ESI) e analisador lon trap (IT). Neste sistema
on-line a massa correspondente ao produto de hidrélise enzimatica foi obtida pela
integracao da area do pico de massa obtido. O substrato, IMV2236, um peptideo do tipo
mutacdo sueca de APP, e o inibidor padrdo, inibidor de B-secretase (um peptideo
analogo a estatina) foram empregados para o desenvolvimento e validacdo do método.
Posteriormente o ICER-BACEL foi aplicado no ensaio de ligantes em uma colecdo de
oito compostos sintéticos.

O método desenvolvido neste trabalho foi publicado na revista Analytical
methods, 2017, 9, 2189, intitulado “An on-flow assay for screening of p-secretase

ligands by immobilised capillary reactor-mass spectrometry”.
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1.2 Procedimento experimental parte |
1.2.1 Materiais

A enzima BACEL recombinante humana, expressa em celulas HEK 293 (C-
terminal FLAG tagged), dominio extracelular >10,000 unidades/mg de proteina, > 90 %
SDS-PAGE, ¢ o inibidor, inibidor de -secretase, liofilizado (1mg), foram adquiridos
pela SIGMA-ALDRICH (St. Louis, MO, USA). O substrato peptidico orto-
aminobenzoil (Abz)-(Asn670, Abz-(Asn®”, Leu®™)-proteina precursora B amiloide A4
(669-674)- etilenodiamino 2,4- dinitrofenol (EDDnp) trifluoroacetato (JIMV2236) foi
adquirido pela BACHEM AG (Bubendorf, Switzerland).

Os reagentes e sais como; hidrogeno fosfato de potassio, hepes (acido 4-(2-
hidroxietil piperazina-1-etano sulfénico), acetato de amoénio, borohidreto de sodio,
monoetanolamina, 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES), dimetilsulfoxido (DMSO),
glutaraldeido, foram de grau analitico e adquiridos de diversas fontes como, Sigma-
Aldrich (St. Louis, USA), Merck (Darmstadt, Germany), Synth (S&o Paulo, Brazil), ou
Acros (Geel, Belgium). As colunas enzimaticas foram preparadas utilizando capilares
de silica fundida (0,375 mm x 100 um d.i.) adquiridos da Polymicro Technologies
(Phoenix, AZ, USA). A 4gua foi deionizada em um sistema Millipore Milli- Q® system
(Millipore, S&o Paulo, Brasil).

1.2.2 Instrumentacgéo

As solucBes necessarias para o preparo do capilar com a enzima imobilizada
foram percoladas através de uma bomba seringa - 341B syringe pump 2211 plus (Sage
instruments, Boston, USA).

As anélises foram realizadas em um sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)- nexeraXR (Shimadzu, Kyoto, Japan), composto por duas bombas
LC 20ADXR, um injetor automatico SIL-20A, um degaseificador DGU-20A, um forno
CTO- 20A, interligados através de uma controladora CBM-20A. O sistema CLAE foi
acoplado ao espectrdometro de massa (EM) - amaZon speed lon Trap (IT) (Bruker
Daltonics, Bremen, Germany) equipado com uma fonte de ionizagdo do tipo electro-
spray (ESI). Os espectros de massa foram registrados através do software hystar e trap
control. A homogeneizacdo das amostras foi efetuada em um vortex Heidolph Reax top.

A pesagem dos reagentes foi realizada em uma balanca analitica Marte, modelo
AY?220, com precisdo 0,0001g. As medidas de pH em um pH-metro Marte MB 10 com

precisdo 0,01.
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1.2.3 Preparo do ICER-BACE1

A enzima BACEL1 foi imobilizada em capilares de silica fundida com dimens6es
de 100 cm x 0,375 mm x 100 pum d.i. pelo método de imobilizacdo por ligacédo
covalente utilizando o agente de ligacéo, glutaraldeido [46] em trés etapas.

O preparo da solucdo enzimatica consistiu de uma aliquota de 20 pL da solugdo
comercial (solubilizada em tamp&o hepes 20 mmol.L™ pH 7,4 contendo 125 mmol.L™
NaCl) diluida em solucdo fosfato 50 mmol.L™, pH 7,4, correspondendo a
0,04433mg.mL™, com 942.8 U.mL™ ou 565 unidades totais de enzima.

12 Pré-tratamento do capilar de silica fundida

Através da bomba seringa percolou-se pelo capilar a 130 pL.min™, 2,0 mL de uma
solugdo de HCI (2,0 mol.LY), seguido de 1,0 mL de &gua deionizada. O capilar foi
colocado a 95 °C durante 1 hora. Apo6s, 1,0 mL de uma solucdo de 3-
aminopropiltrietoxisilano (APTES) (10% em agua) foi percolada pelo capilar e
novamente este deixado a 95°C por meia hora. Depois deste procedimento o capilar

permaneceu em temperatura ambiente por 12 horas.

22 Imobilizacdo da enzima BACE1

Apbs o periodo de 12 horas, 1,5 mL de solucédo de glutaraldeido (1% em KH,POy,
50 mmol.L™?, pH 6,0) foi percolado pelo capilar a 130 pL.min™, seguido de 2,0 mL de
solugdo KH,P0O4,50 mmol.L™, pH 6,0.

A partir desta etapa, a vazdo da bomba seringa foi modificada para 5 pL.min™.

Posteriormente 0,5 mL de solucéo enzimatica (942,8 U.mL™) por 10 vezes.

3% Reducao bases de Schiff

Na sequéncia uma solugdo de borohidreto de sédio (5 mg.mL™) preparada em
solugdo KH,P0,,50 mmol.L™, pH 6,0 foi percolada pelo capilar por 1h, subsequente
uma solucdo KH,PO, 50 mmol.L™, pH 6,0 por 5 minutos e uma solucdo de
monoetanolamina (0,1 mol.L™) por 1h, novamente uma solucéo KH,PO,4, 50 mmol.L™?,
pH 6,0 por 5 minutos, e por fim, 1,0 mL de soluc&o hepes (20 mol.L ™, pH 7,4).

Otimizacgéo das condicdes de pH para a imobilizagio
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Variag6es no pH (6,0 e 7,0) da solugio KH,PO, (50 mmol.L™) utilizada na 22 e 3
etapas da imobilizacdo da enzima foram realizadas, bem como variagdes no pH (7,0;

7,4; e 8,0) para a diluicdo da enzima.

Ao final, o capilar preparado ICER-BACE1 de 100 cm foi cortado em trés
capilares com 30 cm cada um. Suas extremidades permaneceram imersas na solugéo

KH,PO4, 50 mmol.L ™, pH 7,0 a 4 °C quando no estava em uso.

1.2.4 Condigdes do sistema CLAE-EM

O ICER-BACEL preparado (30 cm x 0.375 mm x 0.1 mm di) foi conectado ao
sistema CLAE como uma coluna de afinidade e este conectado diretamente ao EM
formando um sistema on-flow CLAE-EM.

Os parametros utilizados para a fonte ESI, selecionados de acordo com o fluxo da
fase movel, consistiram em: voltagem no capilar - 4500 V; end plate offset — 550V;
pressdo do gés de nebulizacdo (Ny)- 17 psi; vazéo do géas de secagem (N.)- 5,5 L.min%;
temperatura da fonte de ionizacdo 250 °C. Os parametros do analisador IT foram:
isolamento de 1,0m/z e amplitude de fragmentacdo 120%. Nitrogénio e hélio foram
utilizados como gés de secagem e colisdo, respectivamente.

As analises foram realizadas com o EM operando em single ion-monitoring (SIM)
em modo de ionizacdo positiva numa faixade 300 a 1000m/z, com deteccdo dos cations
[M+H]" 987,5m/z, correspondente a massa do substrato JMV2236, e os produtos de
clivagem enzimatica correspondendo aos cations [M+H]" 464,26m/z e [M+H]" 542,25
m/z. Todos os dados foram coletados e analisados no programa Bruker Daltonics Data

Analysis (versao 4.3).

1.2.5 Fase movel e substrato

A fase movel utilizada nas analises foi preparada diariamente acrescentando-se
0,077 g de acetato de aménio a um volume final de 100 mL em agua, pH ajustado a 4,5
com a adico de solucdo de acido férmico 10% v/v (concentragéo final de 2 mmol.L™).

A soluco estoque do substrato JIMV2236 1 mmol.L™ foi preparada solubilizando-
se 1 mg em DMSO a um volume final de 1 mL. A soluc&o de JMV2236 a 50 umol.L™
foi realizada a partir da diluicdo da estoque em solucdo de acetato de aménio 10
mmol.L™ pH 4,5.
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1.2.6 Otimizagéo das condigdes de acoplamento CLAE-EM
Nos estudos descritos a seguir, a influéncia destes pardmetros na atividade do
ICER-BACEL foi verificada. Os resultados foram avaliados a partir da integracdo do

pico de massa do produto de clivagem enzimatica [M+H]" 464,24m/z.

1.2.6.1 Concentracao da fase mével

A concentracdo da fase mével (2, 5 e 10 mmol.L™) na atividade do ICER-BACE1
foi avaliada. O ICER-BACE1 conectado ao sistema CLAE-EM foi deixado sob
condicionamento por 30 minutos em cada concentracdo de fase movel em estudo,
realizado injecdes de 5pL da solucdo de substrato JMV2236 (50 pmol.L™), em
quintuplicata a 0,05 mL.min™, 25 °C, pH 4,5.

1.2.6.2 pH da fase movel

O pH da fase mével, acetato de amdnio (2 mmol.L™), valores entre 4,0 a 6,0 foi
verificado. Apos condicionamento do ICER-BACEL por 30 minutos em cada valor de
pH em estudo, aliquotas de 5 pL da solugdo JMV2236 (50 pmol.L™), em quintuplicata a

0,05 mL.min, 25 °C, foram realizadas.

1.2.6.3 Vazédo da fase movel

O tempo de contato do substrato com a enzima foi determinado com a variagéo do
fluxo da fase mével de 0,01 a 0,1 mL.min™ e também com a interrupcéo do fluxo (stop-
flow) ap6s a injegdo do substrato de 3, 5 e 10 minutos.

Para isto, 5 pL da solucéo de substrato JMV2236 (50 umol.L™?) foram injetadas,
em triplicata, com variaces do fluxo (0,01; 0,02; 0,03; 0,05; 0,1 mL.min) da fase
mével acetato de amonio, 2 mmol.L ™, pH 4,5, a 25 °C.

Depois de selecionado o melhor fluxo, interrupcdes de 3, 5, e 10 minutos foram
realizados ap6s a injecdo de 5 pL da solucdo de substrato JIMV/2236 (50 pmol.L™). Fase
mével; solucdo de acetato de amdnio (2 mmol.L™, pH 4,5), vazdo; 0,02 mL.min™ , a
25°C.
1.2.6.4 Volume de injecao para o substrato

Aliquotas de 1; 5, e 10 pL da solucéo JMV2236 (50 pmol.L™) foram injetadas no
ICER-BACEL em triplicata. Condicdes; fase movel; solucdo de acetato de aménio (2

mmol.L™, pH 4,5), vazdo; 0,02 mL.min™, stop-flow; 5 minutos, a 25°C.
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1.2.6.5 Temperatura de trabalho para o ICER-BACEL1

A temperatura na atividade do ICER-BACEL durante as analises foi avaliada nos
valores de 25, 30, e 37°C. O ICER-BACEL foi condicionado por 30 minutos as
respectivas temperaturas, 5 pL da solucdo de substrato JMV2236 (50 umol.L™) foram
injetadas (em triplicata). Condicbes: Fase movel; solucdo de acetato de aménio (2
mmol.L, pH 4,5), vazdo; 0,02 mL.min, stop-flow; 5 minutos.

1.2.7 Determinacédo da atividade e estabilidade do ICER-BACEL1

A atividade e estabilidade do ICER-BACE1 foram verificadas pela injecédo do
substrato JMV2236 no sistema CLAE-EM sob as condi¢cBes otimizadas de anélise,
sendo: Fase movel, solucdo de acetato de aménio (2 mmol.L™, pH 4,5); vazéo, 0,02
mL.min; stop-flow, 5 minutos; volume de injeco, 5 pL; tempo de condicionamento do
ICER-BACEL1, 30 minutos a 37°C.

1.2.8 Validacdo do método

O método on-line foi validado pela injecdo do substrato JMV2236 no ICER-
BACEL1 ativo. As figuras de mérito avaliadas foram; linearidade, precisdo, exatidao,
seletividade, repetibilidade, limite de quantificacdo (LQ), e limite de deteccdo (LD). A
linearidade do método foi investigada a partir de uma curva de calibracdo com padrao
externo empregando uma faixa de concentragdo de substrato de 10 a 25 pmol.L™.

As solucdes de substrato para a curva foram preparadas a partir da diluicdo da
solucdo estoque do substrato IMV2236 (1 mmol.L™ em DMSO), nas concentracdes de
50, 60, 75, 100, e 125 pumol.L™. Aliquotas de 10 pL de cada uma destas solucdes foram
completadas para 50 pL com a solugéo de acetato de aménio (2 mmol.L™, pH 4,5).

As solucgbes foram preparadas em triplicata, misturadas em um vortex por 10se 5
pL injetadas no ICER-BACEL. A curva de calibragdo foi construida pela area do
produto de hidrolise enzimatica versus a concentracao de substrato injetada.

A precisdo intra—dia e a exatiddo do método foram avaliadas pela analise de trés
controles de qualidade (CQ), valores selecionados a partir da curva de calibragdo, nas
concentracdes de 12, 17, e 22 umol.L™. As solucdes para os CQ foram preparadas pela
adicdo de 10 pL de solucdo de JIMV2236 nas concentracdes de 60, 85 e 110 pmol.L™

completado para 50 pL com a solucdo de acetato de amdnio (2 mmol.L™, pH 4,5).
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As solucBes foram preparadas em quintuplicata, misturadas em um vértex por 10s
e aliquotas de 5 pL injetadas no ICER-BACEL. As analises foram realizadas em 3 dias
ndo consecutivos.

A seletividade do método foi avaliada por analises de amostras branco (auséncia
de substrato) compostas por DMSO e solucdo de acetato de amdnio 2 mmol.L™ a pH
45.

A possibilidade de autdlise do substrato também foi avaliada pela injecdo de
solugdo de JMV2236 (50 pmol.L™Y) em um capilar vazio, nas mesmas condigdes do

ensaio descritas no item 1.2.7.

1.2.9 Parametro cinético aparente (Kuap) para ICER-BACEL

O parametro cinético Ky, foi obtido através da construcéo de uma curva cinética
a partir das injecdes de concentracdes crescentes de JMV2236 (10 a 100 umol.L™) no
ICER-BACEL.

As solucdes de JMV2236 utilizadas para a curva foram preparadas a partir da
diluicdo da solucéo estoque de 1 mmol.L™ a 20, 30, 40, 50, 80, 100, 150, e 200 pumol.L’
! Deste modo, as solugdes finais para injecdo no sistema consistiram de aliquotas de 25
pL de cada concentracdo de JIMV2236 acima descritas a um volume final de 50 pL com
solucdo de acetato de aménio (2 mmol.L™!, pH 4.5). Todas as amostras foram
homogeneizadas em vortex por 10 segundos e, em seguida, 5 uL foram injetadas no
ICER-BACEL, em triplicata.

Condicdes de analise, descritas no item 1.2.7.

O parametro Kygp foi extrapolado usando o programa Sigma Plot 11.0 (SPSS,

Inc.) na funcéo de regresséo nao-linear de melhor ajuste.

1.2.10 Estudos de inibicao
1.2.10.1 Validagdo do ICER-BACEL com inibidor padréo

O ICER-BACEL1 foi validado com o inibidor padrdo denominado inibidor de -
secretase [106]. Uma curva de poténcia inibitoria (ICsp), a constante de inibicdo (Kj), e 0
mecanismo de agéo para este inibidor foram determinados.

Para a ICsp, determinado variando-se a concentracdo do inibidor padrdo e
mantendo-se fixa a concentracéo de substrato a 50 pmol.L™.

As solugdes para este ensaio foram obtidas por adicdo de 10 pL da solucdo de
IMV2236 (50 pmol.L ™, em DMSO) e 10 pL de cada solugdo de inibidor de B-secretase
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(0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 7,0 e 10 pmol.L™, em DMSO). Volume final
completado para 50 pL com solugéo de acetato de amonio (pH 4,5) e 5 pL de cada uma
destas solucdes foram injetadas no ICER-BACEL, em triplicata.

A éarea do produto obtida na presenca (P;) e na auséncia (Po) do inibidor foi
comparada e a porcentagem de inibicdo (% 1) calculada como descrito na equagédo I.1. A
curva de inibicdo foi construida pela curva de % de inibigdo versus a concentracdo de
inibidor. Os parametros de regressao nao linear foram calculados e o valor de ICs
extrapolado utilizando o programa Sigma Plot 11.0 (SPSS, Inc.).

Pi

%1 =100 [(;

O) x 100] Equacéo (1.1)

Para a determinacdo da constante de inibicdo (Kj) e mecanismo de agdo, uma
curva controle (auséncia de inibidor) e trés curvas na presenca de concentragdes fixas de
inibidor de p-secretase sendo 0,4, 1,4, e 2,0 umol.L™ foram preparadas e avaliadas.

Para a curva controle, as solu¢des foram obtidas pela adigéo de 25 pL de solugéo
de JIMV2236 (9,0; 18,0; 34,0 ou 50,0 pmol.L ™) a um volume final de 50 pL completado
com solucdo de acetato de amdnio (2 mmol.L™?, pH 4,5).

Para as curvas na presenca do inibidor, as solu¢des foram constituidas pela adigdo
de 25 pL de solucéo de IMV2236 (9, 18, 34, ou 50 pmol.L™) e 10 pL da solucdo de
inibidor de B-secretase nas concentracdes de 0,4, 1,4, ou 2,0 umol.L™, completados a
um volume final de 50 pL com solucdo de acetato de aménio (2 mmol.L™, pH 4,5). As
solucdes foram injetadas no ICER-BACEL, em triplicata. O duplo-reciproco 1/[area
produto] versus 1/[JMV2236] foi construido e K; determinado pelo replot do duplo

reciproco.

1.2.11 Aplicacéo do ICER-BACEL1

Oito compostos sintéticos, nomeados; PDJ15, PDJ16, PDJ17, PDJ26, PDJ27,
PDJ28, PDJ29 e FCTOL, cedidos pelo grupo de pesquisa coordenado pela Profa. Dra.
Ivone de Carvalho da FCFRP-USP foram avaliados no ICER-BACEL. Os compostos
foram solubilizados em DMSO e solugbes estoque de 0,250 mmol.L™ para cada

composto foram preparadas.

1.2.11.1 Ensaio com ligantes no ICER-BACE1 a 50 pmol.L™ de cada composto
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Um teste de inibicdo pontual de cada composto candidato a 50 pmol.L™ foi
inicialmente realizado. Assim, a partir da diluigdo das solucdes estoque dos compostos
(0,250 mmol.L™") foram preparadas solugdes de 50 umol.L™ de cada composto, sendo:
10 pL da solucdo estoque do composto candidato a inibidor, 25 pL da solucdo de
IJMV2236 (0,1 pmol.L™) e 15 pL da solugo de acetato de aménio (2 mmol.L™, pH 4,5).
O volume final foi de 50 pL. As solugdes foram preparadas em duplicatas e aliquotas de
5 uL injetadas no ICER-BACEL.

Antes da andlise de cada composto, foi realizado um controle positivo, que
consistiu na avaliacdo da atividade enzimatica sem o composto candidato a inibidor,
constituido de: 15 pL da solucdo de acetato de aménio (2 mmol.L™, pH 4,5), 25 L da
solucdo de JMV2236 (0,1 umol.L™"), e 10 pL do solvente de solubilizacdo dos
compostos (DMSO).

Também foi realizado um controle negativo, que consiste da avaliacdo de um
branco de cada composto sem a presenca do substrato da enzima, sendo: 15 pL da
solucéo de acetato de aménio (2 mmol.L™, pH 4,5), 10 pL da solucio do composto, e 25
uL do solvente de solubilizagcdo do substrato (DMSO).

Os percentuais de inibigdo foram calculados de acordo com a equagdo I.1.

1.2.11.2 Determinacéo da ICs

O ensaio de ICs foi realizado para os compostos PDJ26 e PDJ28. As solugdes
para a obtencdo da curva de ICs, foram preparadas a partir da diluicdo da solucdo
estoque de 0,250 mmol.L™ em concentracdes crescentes no intervalo de 5-100 pmol.L™.
As solucBes foram preparadas a partir da adicdo de: 10 pL de cada solucdo estoque dos
compostos PDJ26 e 28 (0,025; 0,05; 0,1; 0,15; 0,25; 0,4; 0,5 pmol.L™), 25 pL da
solucdo de JMV2236 (0,1 mmol.L™") para cada concentracdo acima e volume
completado para 50 pL com 15 pL da solucdo de acetato de amdnio (2 mmol.L™, pH
4,5). As solucbes foram preparadas em duplicatas e aliquotas de 5 uL foram injetadas
no ICER-BACEL.

O controle positivo consistiu de 15 pL da solugdo de acetato de aménio (2
mmol.L™ pH 4,5), 25 pL da solucdo de IMV2236, e 10 uL do solvente de solubilizacéo
dos compostos (DMSO).

Os percentuais de inibicdo foram calculados de acordo com a equacdo 1.1, as

curvas de inibi¢do construidas pela % de inibicdo versus a concentracao de inibidor. Os



Parte | |36

parametros de regressdo ndo linear foram calculados e o valor de ICsy extrapolado
empregando o programa Sigma Plot 11.0 (SPSS, Inc.).

1.2.11.3 Mecanismo de inibicao e K;

O tipo de mecanismo de acdo e o valor da constante K; foram determinados para
0s compostos PDJ26 e PDJ28 contra o ICER-BACEL. Para este ensaio, foram
construidas uma curva controle (auséncia do composto candidato) e trés curvas na
presenca de cada composto candidato.

A curva controle foi construida com solugdes de substrato JIMV2236 em quatro
diferentes concentracdes: 4,5; 9,0; 17; e 25 pmol.L™ (valores selecionados em funcéo
do valor do Ky do ICER-BACEL).

As curvas na presenca do inibidor foram constituidas de; solu¢Ges de PDJ26 nas
concentracdes de 9; 34; e 50 pmol.L™! e PDJ28 nas concentraces de 3; 10; e 20
pmol.L™* (valores selecionados de acordo com o ICs obtido para cada composto).
Preparadas a partir de: 10 pL de cada solucdo estoque do composto PDJ26 (45; 175; e
250 pmol.L™?) e PDJ28 (15; 50; e 100 pmol.L™), 25 pL da solucdo de IMV2236 (9; 18;
34; e 50 pmol.L™), volume completado para 50 pL com 15 pL da solucéo de acetato de
amodnio 2 mmol.L, pH 4,5. As solugdes foram preparadas em duplicatas e aliquotas de
5 pL foram injetadas no ICER-BACEL.

Gréficos de duplo reciprocos foram plotados, 1/[substrato] vs 1/area do produto
para verificar o tipo de mecanismo de agdo de cada composto e os valores de K; obtidos
pelo replot dos graficos de duplo reciproco. Os dados foram ajustados segundo a

equacao 1.2 que descreve o mecanismo de inibicao do tipo mista [104].

v [S]

Vitar Ks(1+W)+ [s1(1+ 1

Equacao (1.2)

1.3 Resultados e discussédo parte |

O sistema CLAE-EM utilizado para o desenvolvimento do método ICER-BACEL1
foi configurado como demonstrado no esquema 1.1.

A enzima BACEL catalisa a proteolise de substratos peptidicos clivando a ligacéo
peptidica entre os residuos de leucina e acido aspartico promovendo a liberacdo de dois

fragmentos peptidicos e uma molécula de agua. Assim sendo, apés a clivagem da
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BACEL os fragmentos gerados foram monitorados diretamente por EM através da razdo

massa/carga (m/z).

Esquema I.1. llustracdo do sistema CLAE-EM utilizado para o monitoramento do ICER-
BACEL.

BOMBA LC ICER-BACE1 ANALISADOR DE MASSA E
ESIHIT [ ]
==Ia

Solugdo 2 mmol.L"  Vaz&o: 20 uL.min” Injetor

de NH,Ac, pH 4.5

1.3.1 Imobilizagdo da BACE1

O método de imobilizacdo por ligacdo covalente e o suporte capilar de silica
fundida, selecionados neste trabalho, se deu com base no sucesso alcancado em
trabalhos anteriores desenvolvidos com as enzimas GAPDH, AChE, e BChE [44, 45,
55, 107] e também na proposta de utilizar métodos de triagem on-line acoplados
diretamente a sistemas de CLAE-EM [42, 108].

O método por ligacdo covalente com o auxilio do glutaraldeido envolve a
imobilizacdo da enzima no suporte pelos grupamentos amino dos residuos de
amino&cidos presentes em sua estrutura e/ou a extremidade N-terminal da estrutura da
enzima. Este método impede o fenémeno da dessor¢do da enzima devido a natureza
forte da ligacdo possibilitando o aumento da estabilidade térmica e operacional da
enzima [22].

O capilar de silica fundida empregado como suporte possui caracteristicas
quimicas e fisicas que garantem vantagens como; minimizacdo de interacdes
secundérias, resisténcia a forca mecénica, e menor transferéncia de massa quando
comparado a suportes microparticulados [8].

O procedimento de imobilizacdo adotado neste trabalho envolveu algumas
modificagdes com relacdo aos protocolos anteriores sendo; o aumento do numero de
percolacdes da enzima no suporte ou reciclos da solugdo enzimatica através do capilar
durante a imobilizacdo (realizado 10 vezes) bem como reducdo no fluxo da bomba
seringa de 130 pL.min™ para 5 uL.min™, a fim de se obter a ligacdo de uma maior

quantidade de enzima ao suporte. Salientando também que, com o estudo do efeito do
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pH das solucdes utilizadas durante o procedimento experimental foi possivel selecionar
a melhor condicdo de imobilizagao para a BACEL.

1.3.1.1 Procedimento de imobilizacéo

Na primeira etapa o capilar sofreu um pré-tratamento corrosivo com HCI a fim
proporcionar a limpeza e ativagdo da silica liberando grupos silandis presentes na
superficie interna do capilar. Posteriormente, foi realizado um tratamento quimico com
0 APTES, nesta etapa ocorre a silanizacdo, uma reacao de substituicdo nucleofilica entre
0s grupos silandis ativados presentes na parede do capilar de silica e o APTES,
proporcionando ao suporte grupos amino.

Na segunda etapa ocorre a ligacdo da enzima nas paredes internas do capilar.
Primeiramente ocorre a formacdo de uma imina entre a extremidade amino-suporte e
aldeido (CHO) oriundo do glutaraldeido.

O glutaraldeido é um agente de ligagdo muito reativo [26] com alta capacidade de
polimerizacdo em solucdo aquosa, entdo, apos a sua percolacéo eluiu-se imediatamente
uma solucdo de fosfato de potassio (50 mmol.L™) na tentativa de evitar a polimerizacio
do mesmo. Em seguida a enzima foi imobilizada no suporte através do(s) grupo(s)
amino presentes nos residuos de aminoéacidos que compdem a estrutura da enzima e a
outra extremidade CHO-glutaraldeido formando outra imina. Esquema |.2.

As iminas foram reduzidas a fim de promover uma maior mobilidade
conformacional para a enzima dentro do capilar.

O esquema 1.2 ilustra as reacdes do processo de imobilizacao realizado.
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Esquema 1.2. Representacéo ilustrativa das rea¢cdes quimicas envolvidas no processo de
imobilizacdo da BACEL adotado.
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1.3.1.3 Efeito do pH das solug¢bes durante o procedimento de imobilizacéo

O pH é um fator crucial durante a imobilizacdo de enzimas na presenca do agente
de ligacdo glutaraldeido [26]. Assim, dependendo do pH da solugdo, este apresenta
distintos mecanismos de reacdo, por exemplo; sob condi¢des acidas e/ou neutras, 0s
grupos aldeidos do glutaraldeido reagem com a enzima formando bases de Schiff, e/ou
via formas hemiacetais ciclicos monoméricos ou multiméricos. J& sob condicdes
alcalinas, 0 mecanismo ocorre via condensacao aldolica e também por formacdo de
bases de Schiff. Neste caso, a estabilidade é baixa, pois favorece a polimerizacdo [25,
26]. Neste contexto, a natureza quimica do mecanismo de reacdo do glutaraldeido ndo €
totalmente clara sendo, portanto, possiveis varios mecanismos para a ligacdo quimica
dependendo da condi¢do em que a reacao € realizada.

Deste ponto de vista e com o finalidade da obtencéo de um método com a BACE1
imobilizada que apresente atividade e estabilidade, os estudos da influéncia do pH das
solugdes utilizadas durante o processo de imobilizag&o foram realizados.

Os resultados para o estudo envolvendo a alteracdo do pH das solugdes de
percolacdo pelo capilar mostraram que sob condigdes acidas (pH 6,0) ocorreu maior
atividade da enzima imobilizada quando comparada com sua atividade em pH 7,4,
figura 1.1. Sendo o pH 6,0 selecionado para o preparo das solugdes envolvendo a
imobilizacdo da BACEL1.
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Figura 1.1. ICER-BACEL imobilizada sob duas diferentes condi¢des de pH: pH6,0e
___pH 7,4. Cromatograma de fons extraidos referente a injegdo de 5 uL JIMV2236 50 umol.L™
no sistema CLAE-EM com o ICER-BACEL monitorando o produto de hidrolise enzimética
[M+H]+l464m/z. Condigdes: 0,02 mL.min™, fase mével: solugdo de acetato de aménio 2
mmol.L™.
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Fonte: adaptado de [46].

Para os estudos realizados com variagdes no pH da solucédo de diluicdo da BACEL
(destacando que as solucgdes de percolagdo foram mantidas em pH 6,0), figura 1.2,
evidenciaram que em pH 7,0 e 7,4 foram os melhores valores para diluicdo da BACE1
de acordo com a atividade enzimatica obtida. E em pH 8,0 demonstrou ser o pior
resultado nas condic@es utilizadas.

Cabe destacar que nesta faixa de pH avaliada o grupo amino da extremidade N-
terminal da enzima estd disponivel para a reagdo, valor pKa para o grupo amino N-
terminal na faixa de 7-9 [109]. Assim podemos concluir que o fator determinante para a
imobilizacdo da BACE1 foi a combinacdo dos efeitos do pH envolvendo as solucbes
aquosas com glutaraldeido e a reatividade dos grupos amino dos residuos de
aminoacidos da superficie da enzima.

Com estes resultados as condicdes finais de pH para a imobilizacdo da BACE1
foram: diluicdo da enzima em solucdo a pH 7,0 e demais solugbes para eluicdo no

capilar em pH 6,0.
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Figura 1.2. Diluicdo da BACE1 para imobilizagdo sob diferentes condi¢des de pH.
pH7,0;  pH74;e _ pH 8,0. Cromatogramas de ions extraidos (EIC) referente a injecdo
de 5L JMV2236 50 pmol.L™ no sistema CLAE-EM com o ICER-BACE1 monitorando o
produto de hidrélise enzimética [M+H]" 464m/z. Condicdes: 0,02 mL min™, fase mdvel: tamp&o
acetato de aménio 2 mmol.L™.
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Fonte: Vilela, A. F. L. 2017.

1.3.2 Determinacéo da atividade do ICER-BACEL1
Apbs a imobilizacdo o ICER-BACEL [46] obtido foi conectado ao sistema CLAE-

EM, como ilustrado no esquema I.1. e, ap6s a injecdo de 5 pL do substrato peptidico
IMV2236 (50 umol.L™), observou-se a formagao do produto de hidrélise enzimatica, o
fragmento peptidico com [M+H]" 464,26 m/z.

O fragmento de hidrolise enzimatica produzido pelo ICER-BACE1 foi mensurado
pela integracdo da &rea do pico de massa, a figura 1.3 ilustra o cromatograma de ions

extraidos (EIC) com o respectivo espectro de massa obtidos
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Figura 1.3. Cromatograma de ions extraidos (A) e espectro de massas (B) referente a
injecdo de 5 pL JMV2236 50 pumol.L™ no sisttma CLAE-EM com o ICER-BACE1
monitorando o produto de hidrélise enzimatica [M+H]* 464 m/z. CondicBes: 0,02 mL.min™,
fase mével: solugéo de acetato de aménio 2 mmol.L™.
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Fonte: adaptado de [46].

1.3.3 Estudo das condicGes de acoplamento ICER-BACEL1-EM

Os estudos das condicOes ideais para 0 ICER-BACEL conectado ao sistema
CLAE-EM levaram em consideracdo a obtencdo de uma melhor atividade para enzima
imobilizada, abrangendo todos os fatores que afetam a atividade catalitica da mesma,

entre os quais; pH, temperatura e tempo de contato do substrato, bem como a influéncia



Parte | |43

destes parametros na detec¢do da massa do produto, uma vez que este envolve um EM
com analisador do tipo IT e fonte de ionizagédo ESI.

1.3.3.1 Variacéo da concentragdo e pH da fase mével

Em sistemas CLAE-EM com interface ESI € muito importante conhecer as
propriedades fisico-quimicas da fase mdvel a ser utilizada, uma vez que esta influencia
no processo de ionizacdo. Normalmente a fase mdvel € composta por agua e
modificador organico, e, de acordo com a necessidade da separacdo e/ ou afinidade, se
utiliza fase mdvel composta por solugdes tampdo, e neste caso, deve ser utilizado
solucdes de tampdo volateis. Caso contrario pode ocasionar supressao da ionizacao e/ou
contaminacdo na fonte de ionizacdo. [110].

Em alguns trabalhos citados para a enzima BACEL [50, 97] utiliza-se o tampé&o
acetato de sodio pH 4,5. Sendo assim, utilizou-se a solu¢do de acetato de aménio, que é
volatil e recomendado para uso em MS, e o pH de melhor atividade enzimética para a
BACEL1, pH 4,5. O recomendado para EM ¢ a utilizacdo de sais na concentracdo de no
méximo 10 mmol.L™. Assim, foi realizado o estudo da concentracdo da solucio de
acetato de amonio pH 4,5. Os resultados estéo ilustrados na Figura 1.4.

Como bem observado, a menor concentrag¢do propiciou uma melhor ionizagédo do

produto da reacdo enzimatica.

Figura 1.4. Atividade do ICER-BACEL com a variacdo da concentracdo da fase movel.
Condic0es: solugdo de acetato de amodnio, pH 4,5, a 0,02 mL.min™, injecdo de 10 pL de
JMV2236 50 pmol.L™.
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Fonte: adaptado de [46].
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As enzimas apresentam dependéncia do pH para exercer a sua fungédo catalitica.
Um valor de pH 6timo € aquele em que a enzima esta em sua conformacéo ideal para
desempenhar seu papel catalitico. Como a BACEL possui grupos acidos em seu sitio
catalitico, em pH &cido ela tera maior atividade [64]. Como bem mostrado na figura 1.5,
dentro da faixa de pH avaliada, o valor de pH 4,5 se mostrou mais eficiente para a
atividade catalitica do ICER-BACE1. Com isto, selecionamos o valor de pH 4,5 para a

fase movel das analises com a BACEL.

Figura 1.5. Atividade do ICER-BACEL com a variacdo do pH da fase moével. Condices:
solucéo de acetato de amoénio 2 mmol.L™, a 0,02 mL.min*, injecdo de 10 pL de IMV2236 50
pmol.L ™,
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Fonte: adaptado de [46].

1.3.3.2 Influéncia da vazéo e tempo de reagdo

Uma reacdo catalisada por enzima depende do tempo de contato entre a enzima e
0 substrato. Considerando que o método desenvolvido € realizado em fluxo, a vazao é
um parametro muito importante a ser avaliado. Os resultados mostraram maior atividade
em menores valores de vazdes, evidenciando que quanto maior o tempo de contato entre
substrato e enzima mais produto foi formado. Embora com vazdo de 0,01 mL.min™
maior concentracdo de produto foi obtido, o tempo de analise torna-se também maior.
Assim, observa-se que utilizando uma vazdo de 0,02 mL.min™ temos a formacéo de
produto em quantidade mensuravel e um tempo de analise que foi considerado mais

adequado para ensaios de triagem rapida, figura 1.6.
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Figura 1.6. Atividade do ICER-BACE1l com a variagdo do fluxo da fase movel.
Condicdes: solucdo de acetato de aménio 10 mmol.L ™, pH 4,5, injecdo de 10 pL de JIMV2236
50 umol.L™.
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Fonte: adaptado de [46].

Também, o aumento do tempo de contato do substrato com a enzima no sistema
proposto foi realizado por meio de paradas do fluxo da fase movel apos a injecdo do

substrato em trés tempos diferentes. Figura I.7.

Figura 1.7. Atividade do ICER-BACEL com a variagdo do tempo de reacdo. Condicoes:
solucdo de acetato de aménio 2 mmol.L™?, pH 4,5, a 0,02 mL.min™, injecdo de 5 uL de
JMV2236 50 pmol.L™.
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Fonte: adaptado de [46].
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Observou-se que com a interrupgéo do fluxo por 5 minutos houve uma melhora
significativa com relacdo ao tempo zero. Correlacionando-se os tempos de 5 e 10
minutos os resultados foram similares, sendo o tempo de 5 minutos considerado

adequado para que a reacdo enzimatica seja monitorada de maneira precisa.

1.3.3.3 Variacéo volume de injecé@o de substrato

O volume de injecdo também é um dos fatores que pode afetar a ionizacdo na
fonte ESI. Um volume menor garante uma melhor ionizacdo dos analitos uma vez que a
quantidade de sais presentes na amostra que sdo inseridos no equipamento é menor. A
figura 1.8 ilustra o resultado indicando que ndo ha um aumento significativo da
atividade entre os volumes de injecdo de 5 e 10 pL. Assim, o volume de 5 pL foi

selecionado como volume de injecdo do substrato no ICER-BACEL.

Figura 1.8. Atividade do ICER-BACE1 com a variacdo do volume de injecdo de
substrato. Condigdes: solugédo de acetato de aménio 2 mmol.L™?, pH 4,5, a 0,02 mL.min™.
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Fonte: adaptado de [46].

1.3.3.4 Temperatura
Por fim, a temperatura ideal para o ensaio com o ICER-BACEL foi de 37°C.

Figura 1.9.
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Figura 1.9. Atividade do ICER-BACELl com a variacdo da temperatura. CondicGes:
solucdo de acetato de aménio 2 mmol.L™?, pH 4,5, a 0,02 mL.min, injecdo de 5 uL de
JMV2236 50 pmol.L™.
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Fonte: adaptado de [46].

Em suma, as melhores condicBes avaliadas para o ensaio envolvendo o ICER-
BACEL-EM estdo descritas na tabela 1.1.

Tabela 1.1. Melhores condic6es para o ensaio com ICER-BACEL1.

Condigdes CLAE-EM para o ensaio com o ICER-BACE1

Substrato | Temperatura Fase mdvel
Tempo de
Composicao Concentracédo | pH Vazéo parada da
JMV2236 ~
37°C vazao
50 pumol.L™* .
Solug&o de acetato de L 0,02 ]
. 2 mmol.L° 4,5 - 5 minutos
amonio mL.min

Fonte: adaptado de [46].

O método de imobilizacdo e o sistema por CLAE-EM desenvolvido nesse
trabalho, inédito para a BACELl, se mostraram eficientes, possibilitando o

monitoramento do produto da reacdo sem a presenca de resultados falso-positivos.
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1.3.4 Validagdo do ICER-BACEL1

A validacdo do ICER-BACEL1 foi realizada segundo os parametros preconizados
pelas normas para métodos bioanaliticos [111, 112].

Para este estudo, o substrato JMV2236 foi injetado no ICER-BACEL ativo, e 0
produto de clivagem enzimatica [M+H]" 464,26m/z monitorado.

A curva de calibracdo obtida do produto de [M+H]" 464,26m/z apresentou-se
linear na faixa de concentracdo de JMV2236 injetada (10-25 pmol.L™), (n = 3) (R® =
0,998), figura 1.10.

Figura 1.10. Curva de calibracdo para o produto de hidrdlise enzimatica [M+H]"
464,26m/z.
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A precisdo intra-dia foi expressa como o coeficiente de variacdo (CV%) e o0s
valores variaram de 5,4 to 13,6%. Para a exatiddo, valores se encontram entre 94,2 e
103%, tabela 1.2. O CV para as repeti¢cdes (n = 5) foi inferior a 15%, e a preciséo dentro
do desvio foi inferior a 15% da concentracdo nominal. A seletividade do método foi
garantida pelas analises do branco ap6s cada sequéncia de analise. Estas inje¢des nao
evidenciaram qualquer interferéncia, o que demonstrou que nenhum carry over ocorreu

entre as analises.
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Tabela 1.2. Precisdo intra - dia (n = 5) e exatiddo do método de andlise para o produto

formado através da injecdo de substrato no ICER-BACEL.

T PYT PYT T —
[IMV2236] 1°dia 2% dia 3% dia Média dos trés dias
1 Ccv Exatiddo Ccv Exatidao Ccv Exatidao cv Exatiddo
(umol. L)

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

12 11,19 104,0 1459 | 111,2 15,00 | 90,1 13,6 101,7

17 14,54 82,9 10,12 | 105,7 4,42 94,1 10,0 94,2

22 4,34 98,4 6,81 110,5 5,07 100,4 5,4 103,1

O limite inferior de quantificacdo (LI1Q) consistiu da avaliacdo de 10 umol.L™ de
JMV2236 (CV = 9,2%, n = 3, exatiddo = 100,6%); e o limite de deteccdo (LD) foi de
5,0 umol.L™ de IMV2236, calculado pela relacio sinal/ruido > 3.

Devido ao fato de substratos fluorogénicos sofrerem facilmente autdlise, o
substrato JMV2236 utilizado no desenvolvimento do ICER-BACEL foi submetido a
hidrélise espontanea. Os cromatogramas de ions extraidos para 987,5m/z (massa
substrato) apresentaram um (CV% = 9,2, n = 11) indicando que a hidrélise espontanea
produzida esta dentro da faixa de variacdo esperada (valor de referencia CV <a 15% do
valor nominal).

Portanto, os estudos de validacdo confirmaram que o método ICER-BACEL é

reprodutivel e sensivel.

1.3.5 Parametro cinético Kuap

Nesse trabalho foi importante avaliar o pardmetro cinético Kya, devido as
possiveis modificacBes sofridas pela biomolécula apds a imobilizacéo, e também para se
determinar a concentracdo de substrato que seria utilizada para os ensaios de inibidores,
de modo a garantir a saturacdo da enzima com o substrato, de acordo com a equacéo 1
para enzimas Michaelianas.

Pela curva obtida, figura 1.11, observa-se que o perfil da hipérbole estd de acordo
com a equacdo 1 de velocidade descrita por Michaelis-Menten, corroborando o perfil

Michaeliano descrito para a enzima BACE1 [97].
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Figura 1.11. Hipérbole de Michaelis para o ICER-BACEL. Condi¢oes: vide tabela I.1.
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Fonte: adaptado de [46].

O valor de Ky foi de 17,2 + 5 umol.L™, em escala micro-molar, demosntrando
que a imobilizacdo ndo afetou significativamente a estrutura e/ou conformacdo da
enzima e/ou a acessibilidade do substrato ao sitio ativo. O resultado obtido estd na
mesma ordem de escala se comparado com a literatura para o ensaio com a BACE1 em
solucéo reportado em Ermolieff et al. [113].

A partir deste estudo, os ensaios com inibidores foram realizados com JMV2236 a

50 pmol.L™ um valor correspondente a 3 vezes o KMap-

1.3.6 Estudos de inibicéo

Para validar o método ICER-BACEL para a triagem de ligantes, foi utilizado o
inibidor de B-secretase [106], um inibidor referencia de proteases asparticas. O inibidor
de B-secretase € um substrato substituido anadlogo a estatina - ([estatina] VAEF
KTEEISEVN; Lys-Thr-Glu-Glu-lle-Ser-Glu-Val-Asn- [estatina] -Val-Ala-Glu-Phe-
OH) -. Sua poténcia inibitoria depende de um residuo de hidroxila ndo modificado

disposto na configuracgdo adequada.

1.3.6.1 Validacédo com inibidor padrdo
O valor de ICs, obtido foi de 1,19 + 0,2 umol.L™* (Figura 1.12A), demonstrando
gue o método de ICER-BACEL foi capaz de identificar o inibidor de referéncia, como

previamente relatado para este inibidor [106, 114].
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O mecanismo de acgdo para o inibidor de B-secretase no ICER-BACEL revelou um
mecanismo de tipo misto, sendo o valor da constante de inibigdo K; = 0,96 + 0,01
umol.L™ (Figura 1.12B). No caso da inibic&o de tipo misto, tanto a velocidade méaxima
(Vmax) quanto os valores de Kuap mudam porque o inibidor pode impedir a catalise,
mesmo que o substrato esteja ligado a enzima [104].

Figura 1.12. A) Curva de poténcia inibitoria. B) duplo reciproco de Lineweaver-Burk
para o inibidor de B-secretase.
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Fonte: adaptado de [46].

A determinacdo do mecanismo de inibicdo para esse inibidor foi um trabalho
inédito, uma vez que até o presente momento ndo havia qualquer relato de estudos de
mecanismo de acao para este inibidor padrao.

O ICER-BACEL1 desenvolvido provou eficiéncia na avaliagdo dos parametros

quantitativos de inibicdo, e portanto, foi aplicado na selecdo de novos ligantes para a
BACEL1 [46].

1.3.7 Aplicacdo do ICER-BACEL

Com um método robusto e pratico para triagem de ligantes de BACE, os trabalhos
de colaboragdo com os grupos que estudam e sintetizam novos compostos com
atividade inibitoria para 0 mesmo alvo se tornam fundamentais para a aplicacdo e
divulgacdo das ferramentas analiticas desenvolvidas dentro das linhas de pesquisa do
GCBPN (Grupo de Cromatografia de Bioafinidade e Produtos Naturais). A partir dessas

colaboragOes, compostos desenvolvidos para serem inibidores foram triados utilizando-
se 0 ICER-BACEL.

1
300x10°®
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A triagem inicial foi realizada com um teste pontual dos compostos a
concentracdo fixa de 50 pmol.L™. A partir desse resultado, os compostos que
apresentaram inibicdo igual ou superior a 50% foram submetidos aos estudos de
caracterizacdo como, valor de ICsy e mecanismo de inibicdo. Desta colecdo de
compostos dois foram selecionados para caracterizagdo, o PDJ26 e PDJ28. Os

resultados obtidos foram compilados na tabela 1.3 a seguir.

Tabela 1.3. Porcentagem de atividade inibitoria dos compostos a 50 pmol.L™?,
valores de ICs,, constante de inibicdo (K;) e mecanismo de acdo para os compostos PDJ26
e PDJ28 contra o ICER-BACEL.

ICER-BACE1
Compostos % Inibicéo IC5o + EPM | K;+ EPM Tipo de
a 50 pmol.L™* (nmol.L™) (nmol.L™) | mecanismo
Inibidor de g- .

secretase * 100 1,19+0.2 0,96 £ 0.01 Misto
PDJ 15 10,8 ND ND ND
PDJ 16 0 ND ND ND
PDJ 17 18,1 ND ND ND
PDJ 26 51,3 349+8 229,8+ 20 Misto
PDJ 27 3,42 ND ND ND
PDJ 28 58,1 9,0+2 27,321 Misto
PDJ 29 0 ND ND ND
FCTO1 23,7 ND ND ND

" Inibidor padrdo de BACE1, EPM: erro padrdo média; ICs,: concentracdo de composto requerida para
obtencdo de 50 % de inibicdo; K;: constante de inibicdo. ND: ndo determinado.

As curvas de ICso e graficos de duplo-reciprocos (figuras 1.13 e 1.14) estdo
representados abaixo, e indicaram o mecanismo de inibi¢do para os compostos PDJ 26
e 28. Os dois compostos apresentaram mecanismo de ag¢do do tipo misto, 0 mesmo tipo

apresentado para o inibidor padrao.
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Figura 1.13. A) Curva de poténcia inibitéria. B) duplo reciproco de Lineweaver-Burk
para o composto PDJ26.
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Figura 1.14. A) Curva de poténcia inibitéria. B) duplo reciproco de Lineweaver-Burk
para o composto PDJ28.
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1.3.8 Reutilizacéo

O estudo de estabilidade do ICER-BACE1 comprovou a eficidcia do método
desenvolvido, apresentando atividade por um periodo de 11 meses com manutencédo de
43 % da sua atividade inicial, figura 1.15. Enfatizando que nos primeiros 5 meses houve
manutencdo da atividade em torno de 85 % da inicial. Deste modo, o sistema pode ser

reutilizado por um periodo equivalente a 11 meses.
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Figura 1.15. Tempo de uso para o ICER-BACEL.
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1.4 Concluséo parte |

As conclus@es relevantes desse trabalho sdo; o método de imobilizacdo adotado
para a enzima BACEL por ligacdo covalente mostrou-se eficiente, possibilitando a
reutilizacdo da enzima por um periodo equivalente a onze meses. O ICER-BACE1
desenvolvido foi aplicado na triagem de ligantes demonstrando ser uma ferramenta
valiosa para identificacdo e caracterizacdo de novos candidatos a inibidores de BACEL.

Mais especificamente, o desenvolvimento do método on-line conectado ao
sistema CLAE-EM utilizando o ICER-BACE1 como uma coluna de bioafinidade
propiciou a medida direta do produto de hidrolise enzimatica, sem falso-positivos; 0 uso
do substrato JIMV2236, evidenciou alta afinidade para o ICER-BACEZ1, o que se refletiu
no valor de Kya, determinado; o ICER-BACEL permaneceu ativo e com uma atividade
enzimatica estavel ao longo de todo o desenvolvimento do método e aplicacdo,
mostrando que método de imobilizacdo selecionado promoveu aumento na estabilidade
da enzima ap0s o0 processo; e também, foi possivel a avaliacdo do mecanismo de acéo
do inibidor padrdo da BACE1, onde até o presente momento ndo havia qualquer relato
de estudos de mecanismo de acéo para este inibidor .

Assim sendo, o ensaio para triagem de ligantes desenvolvido aqui, une as
propriedades cataliticas e especificas de uma enzima em um sistema de CLAE-EM, se
mostrando especifico, seletivo, sensivel, reprodutivel e automatico (uma vez que se

utiliza o auto-amostrador do sistema CLAE).
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Parte Il - Coimobilizacdo das enzimas AChE recombinante humana (AChEhu) e
BACEL — método on-line para triagem de ligantes

11.1 Introducgéo

A co-imobilizagdo da AChEhu e a BACEL foi estudada baseada em estudos
prévios envolvendo as enzimas imobilizadas individualmente em capilar de silica
fundida. Para a AChE como reportado em Vanzolini et al. (2013) [89], e para a BACE1
como descrito na parte | deste trabalho. [46]

A enzima AChE possui uma fungdo importante na neurotransmisséo colinérgica
central e periférica através da degradacdo da acetilcolina, portanto, assim como a
BACE1, a AChE possui papel crucial na etiologia da DA, e também tem sido explorada
como um alvo terapéutico para a doenca em estudos de desenvolvimento de farmacos
que atuem como inibidores enzimaticos.

O objetivo aqui consistiu no desenvolvimento de um método on-line para triagem
de ligantes com as duas enzimas co-imobilizadas em um mesmo suporte, criando um
ambiente especifico para a avaliacdo da afinidade de um ligante contra dois alvos

imobilizados.

11.2 Procedimento experimental parte 11

11.2.1 Materiais

A enzima acetilcolinesterase recombinante humana (AChEhu), expressa em
células HEK 293, liofilizada (0,1 mg), >1,000 unidades/mg de proteina (lowry), > 90 %
SDS-PAGE, o substrato natural acetilcolina (ACh), e o inibidor padrdo tacrina
(hidrocloreto de 9-amino-1,2,3,4-tetrahidroacridina) foram adquiridos pela Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA).

O substrato JMV2236, o inibidor de B-secretase, € 0S reagentes necessarios para a
imobilizacéo estdo descritos na parte | item 1.2.1.

A instrumentacdo utilizada aqui também descrita na parte | item 1.2.2.

11.2.2 Co-imobilizagdo AChEhu e BACE1 em capilar de silica fundida (ICER-
AChEhu+BACE1)
As enzimas AChEhu e BACEL foram co-imobilizadas em capilares de silica

fundida com dimensdes de 100 cm x 0,375 mm x 100 um d.i. pelo método de
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imobilizacdo por ligagdo covalente via glutaraldeido, como publicado em Vilela et al.
(2017) [46]. Procedimento realizado em duas etapas.

12 Pré-tratamento do capilar de silica fundida
Realizado exatamente como descrito na parte | no item 1.2.3.

22 Co-imobilizacdo AChEhu+BACE1

Apo6s o pré-tratamento do capilar, 1,5 mL de solugdo glutaraldeido (1% em
solugdo fosfato de potassio 50 mmol.L™, pH 6,0) foi percolada pelo capilar a 130
uL.min™, e em seguida 2,0 mL da solucéo fosfato 50 mmol.L™, pH 6,0.

A partir desta etapa, a vazdo da bomba seringa foi reduzida a 5 L min™. Nesta
etapa, um estudo de ordem de eluigédo das enzimas no capilar foi avaliado, sendo:

1) Primeiro a BACEL seguida da AChEhu

0,5 mL da solugdo de BACE1 em solucéo fosfato de potéassio 50 mmol.L™, pH 7,4
(942,8 U.mL™) foi percolada pelo capilar, e, em seguida, 0,5 mL de solucdo de AChEhu
em solucdo fosfato de potassio 50 mmol.L™, pH 7,4 (16,66 U.mL™).

2) mistura de AChEhu + BACE1

1 mL de solucdo enzimaética foi eluido pelo capilar contendo; 0,5 mL de BACE1
em solucéo fosfato de potassio 50 mmol.L™, pH 7,4 (942,8 U.mL™) e 0,5 mL de solucio
de AChEhu em solucéo fosfato de potassio 50 mmol.L™?, pH 7,4 (16,66 U.mL™) por 5

vezes - reciclos da primeira eluicéo pelo capilar.

3) Primeiro a AChEhu seguido da BACE1

0,5 mL de solucdo de AChEhu em solucéo fosfato de potassio 50 mmol.L™?, pH
7,4 (16,66 U.mL™) foi eluida pelo capilar seguido de 0,5 mL da solucéo de BACEL em
solucdo fosfato de potassio 50 mmol.L™, pH 7,4 (942,8 U.mL™).

Ao final de cada procedimento descrito acima foi percolada novamente uma
solucdo de fosfato de potassio 50 mmol.L™, pH 6,0.

11.2.3 Determinacéo das atividades enzimaticas no ICER-AChEhu+BACE1
O ICER-AChEhu+ BACEL1, foi conectado ao sistema CLAE como uma coluna de

bioafinidade e este diretamente ao EM. Instrumentacéo descrita na parte 1.2.2.
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A determinacdo da atividade para ambas as enzimas foi avaliada em série,
primeiramente injecdo de substrato para uma enzima e depois para a outra, utilizando a
mesma fase movel. Condi¢bes cromatograficas e de EM para ambas as enzimas

descritas na tabela I1.1.

Tabela I1.1. Condicbes para determinacéo da atividade para o ICER- AChEhu+BACEL.

Condicdes CLAE-EM para o ensaio

AChEhu BACE1
Substrato ACh JMV2236
Fase movel Bomba A: Solucéo de acetato de amdnio, 15 mmol.L™ pH 4,5
Bomba B: metanol 100%
Temperatura 37°C
Vazéo 0.02 mL.min™
Volume injecéo 10 uL
Detecgdo-MS* . [M+H]" 464,26 m/z
[M+H]" 103,95m/z .
[M+H]" 541,20 m/z
Tempo reacao ] ]
0 minutos 5 minutos
(stop flow)
Tempo de analise 5 minutos 10 minutos

*erro + 0,5 para as massas detectadas

Os parametros para o0 EM consistiram em: fonte ESI, voltagem no capilar - 4000
V; end plate offset — 500V ; pressdo do gas de nebulizacdo (N»)- 18 psi; vazdo do gas de
secagem (N.)- 6,0 L.min"; temperatura da fonte de ionizacdo- 275 °C. Analisador (IT),
modo positivo (full scan de 40-500m/z) xtreme scan para a AChEhu, e (full scan de 300-
1000m/z) enhanced resolution para a BACE. Modo; SIM (Single lon-Monitoring).

As solugbes estoque dos substratos ACh (em MeOH) e JIMV2236 (em DMSO),
inibidores tacrina (em MeOH) e inibidor de [B-secretase (em DMSO) foram de 1
mmol.L™.

O tempo de condicionamento para o ICER-AChEhu+BACE1 preparado foi de 30

minutos com a fase movel antes de cada analise.

11.2.4 Determinacéo da Kwap para as enzimas no ICER-AChEhu+BACEL1
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Os parametros cinéeticos Kwgp para cada enzima foram determinados atraves da
construcdo de duas curvas cinéticas a partir das injecGes de concentragcfes crescentes de
IJMV2236 (20 a 250 umol.L™) para a BACE1 e ACh (5 a 250 umol.L™") para a AChEhu
no ICER-AChEhu+BACEL.

As solugdes de JMV2236 utilizadas para a curva foram preparadas a partir da
diluicdo da solucdo estoque de 1 mmol.L™ a 40, 60, 80, 100, 160, 200, 400 e 1000
umol.L™Y em DMSO. Assim sendo, as solucBes finais para injecdo consistiram de
aliquotas de 25 pL de cada concentracdo de JMV2236 a um volume final de 50 uL com
solucdo de acetato de aménio (15 mmol.L™, pH 4,5). Todas as amostras foram
homogeneizadas em vortex por 10 segundos e, em seguida, 10 uL foram injetadas no
ICER-AChEhu+ BACEL, em triplicata.

As solucdes de ACh foram preparadas a partir da diluicdo da solucdo estoque de
ACh 1 mmol.L™ a 25, 50, 75, 100, 125, 150, 250 e 1000 umol.L™ em MeOH.

As solucBes finais para injecdo consistiram de aliquotas de 20 pL de cada
concentracdo de ACh a um volume final de 80 pL com solucdo de acetato de amonio
(15 mmol.L, pH 4,5). Todas as amostras foram homogeneizadas em vértex por 10
segundos e, em seguida, 10 pL foram injetadas no ICER-AChEhu+BACE1, em
triplicata.

Condicoes das analises tabela I1.1.

O parametro Kygp foi extrapolado usando o programa Sigma Plot 11.0 (SPSS,

Inc.) na funcéo de regresséo ndo-linear de melhor ajuste.

11.2.5 Estudos de inibicdo para as enzimas no ICER-AChEhu+BACEL1

O ICER-AChEhu+BACE1l foi validado com os inibidores de referéncia
denominados; tacrina (para a AChEhu) e o inibidor de B-secretase ( para a BACEL)
[106]. Uma curva de poténcia inibitoria (1Csp) para cada enzima foi construida e o valor
da ICs determinado.

Para tal estudo foi realizado variacdo da concentracdo do inibidor com
manutencdo de uma concentracdo de substrato sendo: 70 pmol.L™* de ACh (para a
AChEhu) e 100 pmol.L™ de IMV2236 (para a BACEL).

As solugdes para este ensaio foram obtidas por adi¢éo de:

1°) BACEL1; 10 pL da solucéo de IMV2236 (1000 pmol.L™, em DMSO) e 10 pL
de cada solucdo de inibidor de p-secretase (0,05; 0,5; 0,1; 0,25; 0,5; 2,5 pmol.L?, em

DMSO). Volume final completado para 50 pL com solucéo de acetato de amonio (pH
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4,5), e 10pL de cada uma destas solugdes foram injetadas no ICER-AChEhu+BACE1,
em triplicata.

2°) AChEhu; 20 pL da solucdo de ACh (350 pmol.L™, em MEOH) e 10 pL de
cada solucdo de tacrina (50; 125; 250; 300; 400; 500 e 1000 pmol.L?, em MEOH).
Volume final completado para 100 pL com solucdo de acetato de amonio (pH 4,5), e
10pL de cada uma destas solugbes foram injetadas no ICER-AChEhu+BACEL, em
triplicata.

A éarea do produto obtida na presenca (P;) e na auséncia (Po) do inibidor foi
comparada e a porcentagem de inibicao (% I) calculada como descrito na equacéo I.1.

A curva de inibicdo foi construida plotando-se % de inibicdo versus a
concentracdo de inibidor. Os parametros de regressdo nao linear foram calculados e o
valor de 1Csg extrapolado utilizando o programa GraphPad Prism 5 Demo.

Controles positivos, que consistiram na avaliagdo das atividades enziméaticas sem
a presenca dos inibidores (antes e depois) do ensaio foram realizados. E também,
controles negativos, sendo avaliacdo de um branco de cada composto sem a presenca do
substrato da enzima, com a adicdo do mesmo volume do solvente de solubilizacdo de
cada substrato foram averiguados.

A éarea do produto obtida na presenca (P;) e na auséncia (Po) do inibidor foi

comparada e a porcentagem de inibicdo (% I) calculada como descrito na equacao I.1.
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11.3 Resultados e discussao parte 11

Previamente ao desenvolvimento do método on-line de co-imobilizacdo foram
realizados estudos com a enzima AChEhu (imobilizacdo e variacdo do pH da fase
movel do sistema CLAE-EM), assim como ja estudado para a BACEL na parte I.

A partir dos resultados obtidos, por comparacdo, pdde-se fazer uma avaliacao e a
selecdo das melhores condicfes para o desenvolvimento do método de co-imobilizacéo
para ambas as enzimas no mesmo suporte.

A enzima AChEhu foi entdo imobilizada em capilares de silica fundida com (100
cm x 0,375 mm x 100 um d.i.) baseado em trabalhos anteriores no grupo como em
Vanzolini et al. (2013) e da Silva et al. (2013) [45, 89] apenas com a modificacdo da
concentracdo da enzima, que neste caso foi de 16,66 U.mL™. Ao final do procedimento
0 ICER-AChEhu foi dividido em 30 cm para realizacdo dos ensaios.

Posteriormente, o ICER-AChEhu foi conectado ao sistema CLAE-EM, utilizando
as condicOes relatadas na tabela 11.1 e avaliado sua atividade. O substrato natural da
enzima, ACh, foi utilizado e o produto da clivagem enzimatica colina (Ch) de massa
[M+H]" 104m/z foi monitorado.

ModificacOes na atividade da AChEhu a partir de variagdes no pH da fase movel
do sistema, bem como a determinagéo do Ky, foram estudados.

O estudo do pH foi fundamental, uma vez que se trata da co-imobilizacdo de
enzimas que exercem suas func6es cataliticas 6timas a pH distintos. A BACE1 é uma
aspartil protease e portanto, pH &cido, e a AChE sendo uma esterase atua melhor a pH
entre 7-8,5.

O objetivo aqui foi definir um pH no qual se pudesse realizar o0 monitoramento da
atividade de ambas as enzimas empregando uma mesma condicao de fase madvel.

Os estudos realizados com a BACEL (ICER-BACEL - parte 1) demonstraram que
néofoi possivel obter boas condi¢cfes de catalise enzimatica em variacGes de pH entre 6-
8,5. J& para a AChEhu, pdde-se avaliar a atividade da enzima em uma ampla faixa de

pH, figura I1.1.
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Figura 11.1. A) Influéncia do pH da fase mdvel na atividade enziméatica do ICER-
AChE,,. B) Sobreposi¢cdo dos estudos da influéncia do pH na atividade do ICER-AChEhu e

BACE1 Condicdes de analise Tabela Il.1.
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Com tais resultados em méaos foi definido opH 6timo da fase mével para o sistema

co-imobilizado em 4,5. A figura 11.2 ilustra a sobreposicdo dos cromatogramas de ions

extraidos para os produtos de hidrdlise com a fase mével em pH 4,5.

Figura 11.2. Sobreposicdo dos cromatogramas de ions extraidos referente aos produtos de
hidrolise para o ICER-AChEhu e BACEL realizados individualmente ap6s a injecdo de 10 pL
de ACh e IMV2236 a 50 umol.L™. Condicdes: tabela II. 1.

-

Intensidade

Te&mpoe (minutos) =

A Kmap em pH 7,5 (6timo para a AChEhu) e 4,5 (pH de atividade para a co-

imobilizacdo) também foram realizados para verificagdo das diferencas na hidrolise da

enzima devido a variagdo do pH da fase modvel. Os resultados indicaram perfil

hiperbdlico Michaeliano tanto em pH 4,5 quanto pH 7,5 com uma diferenca de 4,5

vezes menor em pH 4,5. Figuras 1.3 A e B, indicando um aumento da afinidade pelo

substrato.
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Este é um excelente resultado, uma vez que em pH 4,5 a enzima BACEL tem sua

atividade catalitica 6tima.

B) fase mdvel a pH 4,5. Condi¢bes tabela I1.1.
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A co-imobilizacdo foi realizada utilizando um método de ligacdo ja estabelecido

com sucesso para a BACEL (parte 1). O procedimento adotado de co-imobilizacdo foi

efetivo mostrando que houve a preservacdo das atividades de ambas as enzimas pos co-

imobil

izag&o.

O sistema CLAE-EM e sua configuracdo, como em Vanzolini et al. (2013) [46,

89], utilizado para o monitoramento das atividades permitiu a medida direta dos

produtos de hidrdlise enzimatica por EM, esquema 11.1. O metanol presente na bomba

B, adicionado ap0s a reagdo enzimatica, consistiu em melhorar a ioniza¢do dos analitos.
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Esquema 11.1. llustragdo da configuracdo instrumental CLAE-EM utilizado para o
monitoramento do ICER-AChEhu+BACEL.

Auto-injetor
1°-JMvV2236
2°-ACh

J

T w50, o
Bomba A oy g IT-MS —>>—1|| | |

ICER-AChEAu + BACEL

Bomba B

FM: Acetato
amodnio
MeOH 100%

Apbés a conexdo do ICER-AChEhu+BACEl no sistema CLAE-EM e
condicionamento com a fase movel, foram realizadas as inje¢es dos substratos, em
sequéncia, primeiramente o substrato de uma enzima, e ao final da andlise, o substrato
da outra.

Apbs a 1% injecdo de 10 pL do substrato da BACE1, JMV2236 (100 umol.L™) no
sistema observou-se a formacdo dos fragmentos de hidrolise enzimatica de massas
[M+H]" 464,23 m/z e [M+H]" 542,22m/z, figura 11.4.

Figura 11.4. Espectro de massas referente a injeco de 10 pL JMV2236 100 pmol.L™ no
sistema CLAE-EM com o ICER-AChEhu+BACE1 monitorando os produtos de hidrélise
[M+H]" 464,23m/z e [M+H]" 542,22m/z. Condicdes, tabela II. 1. Dentro da figura, ilustracdo da
clivagem da BACEL empregando o substrato JMV2236.
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Ao término da anélise da 12 injecdo, a 2% injecdo correspondente a 10 pL do
substrato ACh (70 pmol.L™) foi realizada e observou-se a formacdo do produto de

hidrolise enzimatica com [M+H]* 103,95 m/z, figura I1.5.
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Figura I1.5. Espectro de massas referente a injegio de 10 uL ACh 70 umol.L™ no sistema
CLAE-EM com o ICER-AChEhu+BACE1 monitorando o produto de hidrélise [M+H]"
103,95m/z. CondicGes, tabela Il.1. Dentro da figura, ilustracdo da clivagem da AChE
empregando o substrato ACh.
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As analises foram realizadas sucessivamente sem necessidade de limpeza entre as
auto-injecdes. Além disso, a ordem de injecdo dos substratos ndo afetou os resultados
podendo ser empregado também a ordem inversa de substratos, todavia para
padronizacdo do método, foi realizado empregando primeiro a auto-injecao do substrato
da BACEL e posterioremente da AChEhu.

Os estudos da ordem de eluicdo das enzimas pelo capilar para a co-imobilizacéo
mostraram que o melhor resultado foi empregando a eluigdo da mistura das enzimas de
modo randémico. Como mostrado na figura 11.6, para a enzima BACEL, claramente
observa-se uma melhor atividade da enzima quando a co-imobilizacdo foi realizada
eluindo-se a mistura das enzimas previamente preparada. Ja para a AChEhu, figura 11.7,
ndo houve variaches significativas para a atividade da enzima no ICER-
AChEhu+BACEL1 apos as diferencas de ordem de eluicdo pelo capilar, sendo portanto

selecionado a mistura tendo em vista 0 melhor resultado para a BACEL.

Figura 11.6. Sobreposicdo dos cromatogramas de fons extraidos [M+H]" 464,2 m/z da
atividade da BACE1 no sistema ICER-AChEhu+BACE1 empregando JMV2236 a 100 pmol.L
1
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Figura 11.7. Sobreposicdo dos cromatogramas de fons extraidos [M+H]" 103,95 m/z da
atividade da AChEhu no sistema ICER-AChEhu+BACE1 empregando ACh a 100 pmol.L™.
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A reprodutibilidade do procedimento de co-imobilizagdo apresentou um CV = 5,6

% (n=3), demonstrando eficiéncia no procedimento randémico adotado.

11.3.2 Parametro cinético Kap

A constante Kyp € dependente das condi¢des do meio reacional, deste modo, as
alteracdes nesta propriedade devido ao processo de co-imobilizagdo para cada enzima
foram averiguadas. O Kwap para a AChEhu foi de 18,45 + 3 pmol.L™ e para a BACE1
de 19,25 + 3 pmol.L™ exibindo perfil hiperbélico para ambas as enzimas.

Figura I1. 8. Hipérbole de Michaelis para o0 ICER-AChEhu+BACE1 em A) AChEhu e
B) BACEL. Condigoes tabela I1.1.
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A tabela 11.2, reporta os valores de K,y Obtidos para as enzimas imobilizadas
individualmente e co-imobilizadas, enfatizando que as mesmas concentracdes de
enzimas foram preparadas e utilizadas para a imobiliza¢éo e co-imobilizagéo.

Por comparacdo, houve um aumento de 10,2 vezes para a AChEhu, e nenhuma
diferenca significativa para a BACEL. A alteracdo da afinidade pelo substrato para a
AChEhu era esperada uma vez que as condi¢es experimentais utilizadas favoreciam a
BACEL. Cabe salientar aqui que um impedimento estérico pode estar afetando o acesso
do substrato ao sitio ativo da AChEhu.

Tabela 11.2. Comparacdo dos valores de Ky, obtidos para os métodos co-imobilizado e
imobilizado individualmente.

Valores AChEhu ] BACEL ]
de Ky ICER- ICER- Razdo** ICER- ICER- Razao*

| LPl) AChEhu* | AChEhu+BACE1 BACE1* | AChEhu+BACE1 *

(pmol. 18 18,4 10,2 17,2 19,2 11

* individual, ** razéo entre co-imobilizado e imobilizado

Correlacionando os valores obtidos para as enzimas co-imobilizadas, estes
apresentaram semelhanca numérica indicando que as enzimas estdo catalisando mesmas
quantidades de substratos em produtos, assim sendo, o valor da concentracdo de
substrato para cada enzima a ser empregado nos estudos com inibidores pode ser o
mesmo, sendo este padronizado em 70 pmol.L™, um valor de aproximadamente 3 vezes

0 Kwmap Obtido para cada enzima, garantindo a saturagéo da enzima com o substrato.
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11.3.3 Poténcia inibitoria (1Csp)
O método on-line ICER-AChEhu+BACEL foi validado para triagem de ligantes
empregando os inibidores de referéncia especifico para cada enzima. A figura 11.9

ilustra os resultados, em A) para a AChEhu e em B) para a BACE1.

Figura 11.9. Curva de poténcia inibitoria: A) para a AChEhu e B) para a BACE1 no
sistema ICER-AChEhu+BACEL1.
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O ICER-AChEhu+BACE1l demonstrou capacidade de reconhecimento dos
inibidores padrdo disponiveis. Cada enzima apresentou seletividade e especificidade
com relagdo ao seu substrato e inibidor sem interferéncia e/ou problemas durante o

periodo do desenvolvimento do método, 30 dias.

11.4 Concluséo parte 11

O método co-imobilizado on-line permitiu a constru¢cdo de um sistema para
avaliacédo das atividades da AChEhu e BACEL em fluxo por CLAE-EM, empregando
uma fase mével com mesma forca idnica e pH, de enzimas com propriedades cinéticas
diferentes.

Os produtos gerados ap6s as clivagens das enzimas foram mensurados pela
integracdo da area do pico.

Os estudos das Kwma, comparado com o sistema de imobilizagdo individual,
demonstraram que a co-imobilizagdo ndo alterou significativamente a afinidade da
BACEL pelo seu substrato ao passo que para a AChEhu houve um aumento de 10 vezes.
Alteracéo esta que pode estar relacionada a condicéo da andlise ter favorecido a BACE1
e/ou uma maior quantidade de BACEL foi ligada ao suporte.
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A avaliacdo dos inibidores padrdo, especificos para cada enzima, também foram
determinados com éxito. Assim, este modelo de ensaio com as enzimas co-imobilizadas
apresentou especificidade, seletividade, medida direta dos produtos enzimaticos em um
sistema automatizado.

Diante do exposto, 0 métodos de co-imobilizagdo on-line foi desenvolvido com

sucesso preservando a atividade das enzimas ap6s a co-imobilizagéo.
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Parte Il1l. Imobilizacdo e co-imobilizagdo das enzimas AChE peixe elétrico
(AChEee) e BACEL em derivados de agarose — Métodos off-line para triagem de

ligantes

111.1 Introducéo

Este trabalho foi desenvolvido no Departamento de Biocatalisis, Instituto de
Catalisis y Petroleoquimica (CSIC), Marie Curie 2 Cantoblanco, Campus Universidad
Autonoma de Madrid, em Madri (Espanha), sob supervisdo do Dr. César Mateo. Este
estagio foi financiado pela agéncia de fomento FAPESP, BEPE (bolsa de estagio e
pesquisa no exterior) n° processo 2016/15037-5, no periodo de 1-10-16 a 31-07-17.

O objetivo deste estagio foi aprender novas metodologias de imobilizacdo de
enzimas para serem aplicadas nas enzimas envolvidas no nosso grupo de pesquisa
(GCBPN).

No presente trabalho diferentes abordagens de imobilizacdo foram empregadas
utilizando a AChEee como modelo. A imobilizacdo e estabilizacdo da AChEee em
esferas de agarose ativados com diferentes grupos reativos heterofuncionais foi
apresentado pela primeira vez. Os diferentes tipos de ligacdo da AChEee em agarose
obtidos (denominados métodos off-line) foram estudados e a avaliacdo das diferentes
propriedades cataliticas (atividade e estabilidade) da enzima pds-imobilizacdo foram
verificadas. O método off-line com a AChEee que apresentou maior estabilidade foi
validado empregando o inibidor padrdo tacrina, para a sua futura aplicacdo na triagem
de ligantes.

Posteriormente, foram empregadas as mesmas metodologias de imobilizacdo para
a BACE1l e o melhor método de imobilizacdo foi adotado e empregado na co-
imobilizacdo de ambas as enzimas (AChEee e BACE1).

111.2 Procedimento experimental parte 111
111.2.1 Materiais

A enzima Acetilcolinesterase de Electrophorus electricus, tipo VI-S, liofilizada,
200-1,000 wunits/mg de proteina), tacrina (hidrocloreto de 9-amino-1,2,3,4-
tetrahidroacridina), fosfato de sddio monohidratado (NaH,PO4.H,0), cloreto de niquel
hexahidratado (NiCl,.6H,0), bicarbonato de sddio (NaHCOg), epicloridrina, acido
iminodiacético (IDA), trieltilamina (TEA), borohidreto de sodio (NaBH,), periodato de

sodio (NalOg4), 1-dodecanotiol (Ci,), acido sulfurico (H2SO,), 2-mercaptoetanol,
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hidroxido de sédio (NaOH) foram adquiridos pela Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA).

Glutaraldeido e etilenodiamino (EDA) adquirido pela Alfa Aesar (Thermo Fisher
Scientific®). Agarose 4 BCL foi adquirida pela Agarose Bead Technologies (Madrid,
Spain).

O substrato propionato de p-nitrofenil (p-NPP) foi sintetizado de acordo com o
protocolo descrito em Ghosh et al. (2003) [115].

A enzima BACE1 (EC 3.4.23.48) recombinante humana, expressa em células
HEK 293 (C-terminal FLAG tagged), dominio extracelular >10,000 unidades/mg de
proteina, > 90 % SDS-PAGE, e o inibidor de B-secretase foram adquiridos pela Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). O substrato fluorogénico, [(NH»-Arg-Glu (Acido N-
(aminoetil)-5-naftilamina-1-sulfénico)-Glu-Val-Asn-Leu-Asp-Ala-Glu-Lys (Acido 4-
(4- (dimetilamino) fenil) benzédico)-Arg-COOH) também denominado Substrate IV, foi
adquirido pela Calbiochem® (EMD Millipore Corp., Billerica, MA USA).

As solucdes estoque, do inibidor da enzima BACEL, inibidor de B-secretase (1
mmol.L™) e o substrato 1V (1 mmol.L™) foram preparadas em DMSO e armazenados a -
20 °C.

A agua utilizada nos experimentos foi deionizada em um sistema Millipore Milli-
Q® system (Millipore, Madri, Espanha).

111.2.2 Instrumentacéo

As andlises dos experimentos para a enzima AChEee foram registradas em um
espectrofotdbmetro — Jasco V-730 utilizando uma cubeta de quartzo no programa Time
Course e Quatitative Measurement. A homogeneizacdo das amostras foi efetuada em
um agitador PerfectSpin Mini da peglab. Os experimentos de estabilidade térmica foram
conduzidos em um Mixing block (MB-102) BIOER.

Para a pesagem dos reagentes foi utilizada uma balanca analitica KERN, modelo
ABS com precisdo 0,0001g. As medidas de pH foram realizadas em pH-metro digital
(pH meter pH 2005) TeknoKroma-professionally friendly.

As analises envolvendo a enzima BACE1 foram registradas em um fluorimetro -
Luminescence Spectrometer — PERKIN ELMER LS50B. A deteccdo empregando o
substrato 1V foi obtida utilizando Aem = 490 Nnm (Aex = 355 nm). Todas as analises foram

realizadas a + 25 °C.
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111.2.3 Preparo solugdes de trabalho

1) Solucao fosfato de sédio
A solucéo de fosfato de sddio foi utilizada tanto no procedimento de imobilizacéo
guanto para as analises. Uma solucdo estoque a 200 mmol.L™" foi preparada
adicionando-se 12 g em 500 mL de &gua deionizada com pH ajustado a 7,0 com
hidroxido de sédio (1 mol.L™). A partir desta, foram realizados diluicdes a 25, e 10

mmol.L™.

2) Solucgdo bicarbonato de sodio
Esta solucdo foi utilizada no procedimento de incubacéo a pH 10,0. Assim, 0,42 g

foram dissolvidos em 200 mL de &4gua deionizada com ajuste pH a 10.

3) Solucédo acetato de sodio
Esta solucdo foi utilizada nos estudos com a enzima BACEL para as analises de
atividade. A soluco foi preparada a 20 mmol.L™ sendo 0,328 g dissolvidos em 200 mL

de agua deionizada com pH ajustado a 4,5 com solucdo de acido cloridrico (10%).

111.2.4 Suportes para imobilizacdo das enzimas
I11. 2.4.1 Agarose com grupos epdxidos (agarose-epoxido)

O suporte esferas de agarose foi inicialmente ativado com grupos epdxidos através
do reagente epicloridrina [23]. Para isto, 50 g de agarose foram dissolvidos em 200 mL
de 4gua que continha; hidroxido de sédio (1 mol.L™ — realizado sob refrigeracéo), 80
mL de acetona, 1 g de borohidreto de s6dio (NaHB,). Depois, adicionado 55 mL de
epicloridrina, lentamente sob refrigeracéo, e deixado reagindo por 16 horas sob agitacdo
suave a temperatura ambiente. Ao final, filtrado a vacuo, lavado abundantemente com

agua, filtrado novamente a vacuo e estocado a 4°C.

I11. 2.4.2 Modificacdo do suporte agarose-epoxido com diferentes grupos

As modificagdes foram realizadas conforme descrito em Mateo et al. (2010) [23].
Em todos os casos, a relagdo entre a solugdo modificadora e o suporte foi de 1/10 (m/v).
Ao final do preparo, todos foram filtrados sob vacuo, lavados abundantemente com
agua destilada, novamente filtrados a vacuo, posteriormente oxidados com NalO4 100
mmol.L™ (1/10 p/v), seguidos novamente de filtracdo - lavagem abundante com &gua
destilada - filtracdo e estocados a 4°C.
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1) Suporte — Agarose-aldeido (CHO)
O suporte agarose-epdxido foi bloqueado com 5% de mercaptoetanol a pH 8,7 por

16 horas a 25 °C, sob agitacao suave.

2) Suporte — Agarose-TEA-CHO
O suporte agarose-epdxido foi incubado com uma solucéo de trietilamina (TEA) 1
mol.L™ em &gua/acetona (50%), pH 12 por 24 horas, sob agitacio suave, a temperatura
ambiente [23].

3) Suporte com metal — Agarose-IDA-Ni**-CHO
O suporte agarose-epoxido foi tratado com uma solucdo de acido iminodiacético
(IDA), 0,5 mol.L™*, pH 11 por 24 horas a temperatura ambiente sob agitagdo suave.
Ap0s, o suporte foi submetido a uma reacdo de quelacdo através de uma solucdo de 30

mg.mL™ de NiCl, por uma hora a temperatura ambiente [23].

4) Suporte com grupos hidrofébicos — Agarose-C1,-CHO
O suporte agarose-epéxido sofreu um tratamento com uma solucdo de 100
mmol.L™! de 1-dodecanotiol (Cy,) dissolvido em uma mistura de acetona e NaHCO3 (25

mmol.L™) 50 % (v/v) sob agitacdo suave por 24 horas. [28].

5) Suporte — Agarose-EDA-epoxido?
O suporte agarose-epoxido (10g) foi misturado com 100 mL de solucdo de EDA
(100 mmol.L?, pH 8,5) por 1 hora a 25 °C.

I11. 2.4.3 Suporte Agarose-epoxido com glutaraldeido (Glut)

O preparo destes suportes foi baseado em de Melo et al. (2017) [24].

1) Suporte — Agarose-EDA- Glut

O suporte agarose-epoxido foi primeiramente hidrolisado com uma solucéo de
4cido sulfdrico (H,SO,) 1 mol.L™ por 2 horas, sob agitacdo branda, lavado com 4gua -
filtrado a vacuo, posteriormente oxidado com NalO, 100 mmol.L™, novamente por 2

2 Neste caso ndo houve oxidacdo com NalO,



Parte 11l |73

horas, sob agitacdo branda. Seguido com a adigdo de uma solucéo 2 mol.L™* de EDA,
pH 10, por 2 horas, sob agitacdo branda. Apés, adicdo de NaHB,4 (10 mg.mL™) por 2
horas. Lavado com &gua destilada e filtrado, com posterior tratamento com solucdo de
glutaraldeido (25%) em solucéo fosfato de sédio (200 mmol.L™, pH 7,0), 12 ml de cada
, Sob agitacdo branda por 18 horas a temperatura ambiente. Apos esta etapa o0 suporte
estava pronto para uso imediato.

2) Suporte — Agarose-IDANi**- Glut

O suporte Agarose-IDA foi preparado conforme descrito em 11.2.3.3 (3) até a
etapa anterior a quelacdo com o metal, e entdo, lavado com agua destilada, seguido de
oxidacdo com NalO, 100 mmol.L™* por 2 horas, temperatura ambiente, lavado
novamente, e acrescido 100 mL de EDA, pH 10, por 2 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente adicionado NaHB, (10 mg.mL™) por 2 horas, agitacdo branda. Lavado
com &gua destilada, filtrado a vacuo. Ao final deste processo, adicionado uma solucao
de glutaraldeido (25%) (12 mL) em solucdo fosfato de sédio (200 mmol.L™, pH 7,0) (12
mL), sob agitacdo branda por 18 horas a temperatura ambiente. Ap0s esta etapa, 0
suporte foi quelado com uma solugdo de 30 mg.mL™ de NiCl,6H,0 por uma hora a
temperatura ambiente, lavado com &gua destilada e filtrado a vacuo e pronto para uso

imediato.

111.2.5 Estudos para AChEee

111.2.5.1 Imobilizagdo

A imobilizacdo foi realizada em todos os suportes de agarose modificados. A
solugdo enzimatica estoque foi preparada na concentracdo de 10 mg.mL™ e diluida a 1
mg.mL™ com solugdo fosfato de sddio 10 mmol.L™, pH 7,0.

A imobilizacdo envolvendo o0s suportes agarose-epoxido modificados foi

realizado em trés etapas, como em Mateo et al (2010) [23].

1?2 etapa: adsorc¢éo da enzima em pH 7,0
Para cada suporte, 0,3 g foram ressuspendidos em 0,5 mL de solucdo fosfato de
sodio, 10 mmol L™, pH 7,0, adicionado 0,250 mL de enzima (1 mg.mL™). Deixado sob

agitacdo branda por 30 minutos.
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Observacgdo: para o suporte Agarose-CHO foi utilizado solucdo fosfato,100
mmol.L™, pH 10,0. Para o suporte Agarose-IDANi**-CHO foi utilizado solucdo fosfato
de sédio, 100 mmol.L?, pH 7,0.

Nesta primeira etapa foi medido a atividade enzimatica para o sobrenadante e para
a suspensdo apo6s 30 minutos de incubacgdo, e posteriormente foram comparadas com a
medida inicial da atividade da enzima.

2% etapa: Incubacéo a pH 10

Cada suporte com a enzima imobilizada (agarose-AChEee) foi lavado com
solucdo fosfato de sddio (mesmo utilizado na imobilizacdo), filtrado e ressuspendido
com 1 mL de solucdo bicarbonato de sédio (NaHCO,) (25 mmol.L™, pH 10,0) por 1

hora.

32 etapa: Redugdo com NaHB,
Cada agarose-AChEee foi reduzido com NaHB, 1 mg.mL™ por 30 minutos a

temperatura ambiente, lavado com agua e filtrado.

A imobilizacdo nos suportes com grupos CHO do glutaraldeido, foi realizada em
uma unica etapa, ligacdo covalente via glutaraldeido, como reportado em [24].

Aqui, 0,3 g de cada suporte previamente preparado com glutaraldeido foram
ressuspendidos em 0,5 mL da solucéo de fosfato de sédio (200 mmol.L™, pH 7,0), e
foram adicionados 0,25 mL de AChEee (1 mg.mL™). A suspensio foi mantida

suavemente em agitacdo durante 30 minutos.

Ao final, as amostras dos sobrenadantes e suspensdes foram retiradas e a atividade
enzimatica foi medida. A imobilizacdo foi considerada completa quando ndo houve
atividade significativa da enzima no sobrenadante.

A eficiéncia da imobilizacdo (EI) foi calculada pela razdo entre as atividades no
sobrenadante da suspensdo contra a atividade no controle da enzima soltvel (atividade

inicial), como segue na equacao I1.1.

EI (%) = 100 — 100 x(

atividade sobrenadante da suspenséo) Equagéo (l | I 1)

atividade inicial
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A porcentagem de atividade (RA) da enzima ap0ds a imobilizacdo foi calculada
como a propor¢do percentual da atividade na suspensdo final ap6s o processo de

imobilizacéo e a atividade inicial da enzima, como descrito na equacdo I11.2.

100 x atividade imobilizado

RA (%) = Ty Equacéo (I11.2)

X atividade inicial

111.2.5.2 Determinacédo da atividade

O monitoramento da atividade da AChEee, tanto imobilizada quanto para a
enzima em solucdo foi realizado utilizando o substrato propionato de p-nitrofenil (p-
NPP), sintetizado como em Ghosh et al. (2003) [115]. A soluc¢do estoque do substrato p-
NPP foi preparada a 100 mmol.L™* em metanol (100%).

As atividades enzimaticas foram mensuradas em cubeta sob agitacdo pela mistura
de; 2000 pL de solucdo fosfato de sodio (25 mmol.L™ pH 7.0), 100 pL de substrato (50
mmol.L™"), 100 uL de AChEee (livre em solucdo ou suspensdo com a enzima
imobilizada). O aumento da absorbancia em 348 nm, que corresponde a formagdo do
produto p-nitrofenol a partir da hidrélise do substrato p-NPP catalisada na presenca da
AChE.

O ¢ para o p-nitrofenol a 348 nm, pH 7,0 é igual a 5150 mol.L'cm™. A
concentracio do produto é calculada em mol.L™, de acordo com a equacéo 111.3.

AxVx1000
ExVg

C (mol.L™Y) = Equagcéo (111.3)

Onde C ¢ a concentracdo de p-nitrofenol produzido, A é a absorbancia obtida, V; é
o volume total da cubeta, € é o coeficiente de extingdo molar do p-nitrofenol, e Ve é 0

volume de enzima adicionado.

I11. 2.5.2.1 Ensaios com AChEee em solugéo

A solucdo estoque da AChEee 10 mg.mL™ foi diluida a 100; 50; 20; ¢ 10 pg.mL™
em solugdo fosfato 10 mmol.L™ pH 7,0.

O ensaio de atividade da AChEee com o p-NPP consistiu em variagdes na
concentracdo da enzima a uma concentracdo fixa de p-NPP. Para a realizagdo deste,
foram adicionados a cubeta sob agitacéo, volumes de; 2400 pL de solucdo fosfato de
sodio (25 mmol.L™, pH 7,0), 50 uL de substrato p-NPP (75 umol.L ™), 50 pL de AChE
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(100; 50; 20; e 10 pg.mL'l) em duplicata. O aumento da absorbancia foi monitorado a
348 nm por 1 minuto.

A cinética utilizando o p-NPP foi avaliada utilizando concentragdes de 10, 15, 20.
25, 30, 50, 75 e 100 mmol.L™* deste substrato e mantendo fixo 50 uL de solugdo de
AChEee (0,125 mg.mL™) em solucéo fosfato, pH 7,0.

As andlise foram realizadas adicionando-se a cubeta sob agitacdo volumes de;
2400 pL de solucdo fosfato de sédio (25 mmol.L™, pH 7,0), 50 uL de substrato p-NPP
nas concentracdes de; 10, 15, 20. 25, 30, 50, 75 e 100 mmol.L?, 50 uL de AChE (0,125
mg.mL™?) em duplicata. O aumento da absorbancia foi monitorado a 348 nm por 1
minuto e quantificado de acordo com a equacao I11. 3.

111.2.5.3 Estabilidade térmica

A estabilidade térmica para a AChEee em solugdo foi realizada a 40, 45e 50 °C e
para a AChEee imobilizada a 45 e 50 °C.

A suspensdo com a enzima imobilizada foi preparada com a adi¢do de 0,3 g de
cada agarose-AChEee em 500 pL de solucdo fosfato de sédio, 25 mmol.L™, pH 7.0.

Para este estudo, as suspensdes de cada suporte com a enzima imobilizada e a
enzima em solucdo foram incubados em solugdo fosfato (25 mmol.L ™, pH 7,0) nas
temperaturas indicadas acima pelo periodo de tempo necessario a completa perda de
atividade da enzima.

As analises foram realizadas em cubeta, sob agitacdo, com a adi¢do de; 2350 pL
de solucdo fosfato de sédio (25 mmol.L™, pH 7,0), 50 pL de substrato p-NPP (50
umol.L ™), 100 puL de AChEee em solucdo (previamente incubada a 40, 45 e 50 °C) e /
AChEee imobilizada (previamente incubada a 45 e 50 °C). Mensurados a 348 nm
durante 1 minuto.

Medidas do tempo inicial (antes da incubacédo) e intervalos de 30 minutos até a
completa inativagdo foram realizados. Estes estudos foram baseados na teoria da
desativacdo proposta por Henley, Sadana (1986) [116], e os tempos de meia vida (t%2

vida) foram interpolados segundo modelos descritos em Addorisio, et al. (2013) [117].

111.2.5.4 Estudos de inibicao
Os estudos de inibicdo foram realizados para o agarose-AChEee que apresentou
maior estabilidade, o AChEee-agarose-TEA-CHO e também para a AChEee livre em

solucdo, para fins de comparacao.
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O inibidor padrao tacrina foi utilizado para validar o AChEee-agarose-TEA-CHO.
A poténcia inibitdria (ICsp), a constante de inibigcdo (K;), e 0 mecanismo de acdo deste
inibidor contra a AChEee foram determinados.

A solucéo estoque do inibidor tacrina foi preparada em agua na concentracdo de 1

mmol.L™.

1) Poténcia inibitdria (ICs)

Para determinacdo do ICsy, foram avaliadas concentracBes crescentes de tacrina
(0,115; 1,15; 11,5; 23; 57,5; 115; e 230 umol.L™), preparadas a partir da diluicdo da
solugdo estoque, na presenca de uma concentragdo fixa do substrato p-NPP a 50
mmol.L™,

A suspensdo de AChEee-agarose-TEA-CHO foi constituida de 0,3 g de cada
derivado imobilizado em 500 pL de solucdo fosfato de sédio, 25 mmol.L™?, pH 7,0.

Cada analise foi realizada em cubeta, sob agitacdo com a adicdo de; 2000 uL de
solugdo fosfato de sodio (25 mmol.L™?, pH 7,0), 100 pL de p-NPP (50 mmol.L™), 100
uL de AChEee em solucéo e/ou suspensdo de AChEee-agarose-TEA-CHO, e 100 pL de
tacrina (nas concentrages citadas acima). A cinética foi monitorada por 1 minuto a 348
nm.

O controle positivo, correpondente a atividade da enzima sem a presenca do
inibidor foi realizado. A absorbancia obtida na presenca (A;) e na auséncia (Ao) do
inibidor foi comparada e a porcentagem de inibicdo calculada como segue a equacéo
11.4.

Aq

%1 =100 — [(5£) x 100] Equacéo (I11. 4)

0

A curva de inibicdo foi construida ao tragar a % de inibi¢do versus a concentracao
do inibidor, e o pardmetro ICs, foi calculado por regressédo linear utilizando log da

concentragdo do inibidor versus % de inibig&o.

2) Mecanismo de acéo e constante de inibicéo (K;)
A constante de inibicdo (K;) e mecanismo de acdo foram determinados a partir da
construcdo de uma curva controle (auséncia de inibidor) e trés curvas na presenca de

tacrina.
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Para a curva controle, as concentragdes de p-NPP empregadas foram: 10; 15; 30;
50 mmol.L™. O ensaio foi realizado em cubeta, sob agitacdo, quantidades de; 2000 pL
de solucdo fosfato de sédio (25 mmol.L™, pH 7,0), 100 uL de p-NPP (de cada
concentracdo citada), 100 uL de AChEee em solucdo e/ou suspensdo de AChEee-
agarose-TEA-CHO, e 100 pL de agua. A cinética foi monitorada por 1 minuto a 348
nm.

As curvas na presenca do inibidor consistiram de tacrina a 0,02875 (12 curva);
0,0575 (22 curva); 0,115 mmol.L™ (32 curva).

O ensaio foi realizado adicionando em cubeta volumes de; 2000 pL de solucéo
fosfato de sédio (25 mmol.L™, pH 7,0), 100 uL de p-NPP (de cada concentracéo 10; 15;
30; 50 mmol.L™"), 100 uL de AChEee em solucio e/ou suspensdo de AChEee-agarose-
TEA-CHO, e 100 pL de inibidor (para cada concentracdo acima). A cinética foi
monitorada por 1 minuto a 348 nm.

As andlises foram preparadas e realizadas em duplicata. O grafico duplo reciproco
1/[absorbéancia] versus 1/[p-NPP] foi construido para a determinacdo do mecanismo de
acdo e K; determinado foi obtido pelo replot do grafico duplo reciproco. Os dados
obtidos foram plotados, de acordo com a equagdo 1.2 que descreve mecanismo de
inibicdo do tipo misto [104].

111.2.5.5 Determinacao da constante de dissociagdo (Kp) e fracdo de saturacéo (Y)

A determinacdo da Kp e Y para tacrina em AChEee-agarose-TEA-CHO foi
realizada.

Primeiramente uma curva de calibracdo com padréo externo para a tacrina foi
realizada.

As solucBes de tacrina, a partir da diluicdo da solucdo estoque de 1 mmol.L™, nas
concentracoes de: 11,5; 23; 57,5; 115; 230; 575; 690 1 urnol.L'1 , em agua foram
preparadas. 100 uL de cada solucdo preparada foi adicionada em uma cubeta de quartzo
diluida a 2300 puL com solugdo fosfato de sédio (25 mmol.L™?, pH 7,0).

As medidas foram realizadas fazendo uma varredura de 200 a 600 nm com
velocidade de 1000 nm.min'l, sendo os valores de Mvsx para tacrina de 240 e 325 nm.

Em seguida foi avaliado o efeito de diferentes concentracdes e valores de pH da
solucéo fosfato de sodio utilizado na dilui¢do da tacrina. Sendo, pH variando de 5,5 a

10, e concentragdo da solucdo na faixa de 0,025 a 0,5 mmol.L™.
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O ensaio para a determinacdo de Kp foi realizado com a incubacgéo de: 0,3 g de
AChEee-agarose-TEA-CHO, 500 pL de solucdo de fosfato de sddio (25 mmol.L™, pH
7,0) e 100 pL de tacrina, nas concentragdes de 10; 20; 30; 50; e 100 umol.L‘1 durante 90
minutos a 25 ° C. Apoés a incubacéo, as suspensdes foram centrifugadas por 3 minutos e
0 sobrenadante foi recolhido para medigéo.

As analises foram mensuradas em cubeta, sob agitacdo, adicionando; 2000 uL de
solucdo de fosfato de sédio (25 mmol.L %, pH 7,0) e 200 uL de cada sobrenadante
recolhido, sendo: agarose-TEA-CHO (suporte); AChEee-agarose-TEA-CHO (controle
positivo - E); agarose-TEA-CHO + tacrina (controle negativo - 1); AChEee-agarose-
TEA-CHO + tacrine (EI) no tempo 0 (inicial) a 90 minutos (final). As absor¢des de UV
foram registradas de 200 a 600 nm.

O parametro Kp e Y foram definidos como segue na equacédo I11.5, onde; E é a
enzima, [E] é a concentragdo de enzima, | é o inibidor, [I] € a concentracdo de tacrina
utilizada, EI € o complexo enzima-inibidor, [EI] é a concentracdo de El calculado pela

diferenca de absorcao de intensidade relativa inicial e final obtida.

KA
— [E] [1] _ [EI]
E+1 =—— El : Kp= =—=—=—= .Y
i Kp > 0P [EI] - [Eotal

Equacao (111.5)

A curva de saturacdo foi construida pelo plot de Y versus a concentracdo de
inibidor e o parametro Kp foi extrapolado através da regressdo nao linear utilizando
GraphPadPrism 7.

111.2.5.6 Reutilizacéo

A reutilizacdo do AChEee-agarose-TEA-CHO para ser aplicado na determinacao
de Kp na presenca de tacrina foi avaliada. Assim sendo, foi realizado um estudo para a
selecdo de uma condigéo de adsorcdo e dessorcdo da tacrina no suporte com a enzima
imobilizada- AChEee-agarose-TEA-CHO. Para tal, estudos de aumento do volume da
solucdo de fosfato de sédio 25 mmol.L™ pH 7,0 (1 em 1 mL), e também, aumento da
forca idnica da solucdo de fosfato de sédio utilizada pH 7,0 (25, 500 e 1000 mmol.L™)
em 0,3g de agarose-AChEee até a completa dessorcéo da tacrina foram averiguados. As
medidas foram realizadas como descritas no item I11.2.5.5. acima, e a condi¢do de um

ciclo de adsor¢éo-dessorcéo foi estabelecido.
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111.2.6 Estudos para a enzima BACE1

O preparo da solugdo enzimatica consistiu da diluicdo de uma aliquota de 5 pL da
solugdo da enzima (em tamp&o Hepes 20 mmol.L™ pH 7,4 contendo 125 mmol.L™
NaCl) em 500 uL de solucdo fosfato de sédio 20 mmol.L™, pH 7,4, correspondendo a
0,014 mg.mL™, com 333,8 U.mL™ ou 667,6 unidades totais de enzima.

111.2.6.1 Imobilizagdo

A imobilizacdo consistiu da incubacéo de 0,3 g de cada suporte de agarose
previamente preparado com 0,5 mL de solugdo fosfato de sédio (10 mmol.L™, pH 6.0),
e 0,18 mL da solugdo enzimatica (333,8 U.mL™). Esta suspensdo foi mantida sob
agitacdo branda por 30 minutos a 25 °C. Aliquotas do sobrenadante da suspensao foram
retiradas para medida da atividade enzimética e a imobilizacéo foi considerada completa
qguando ap6s medida ndo houvesse nenhuma atividade residual.

A imobilizacdo também foi realizada com a variacdo do pH da solucdo de fosfato
de sodio utilizada para a solubilizacdo dos derivados de agarose, nos valores de 4,0, 6,0
e 7,0.

A El foi calculada pela razdo entre as intensidades dos sinais de fluorescéncia do
sobrenadante final e o inicial antes da imobilizacdo como descrito na equacédo Il1.1. A
RA foi obtida pela razdo entre as intensidades dos sinais de fluorescéncia da suspensao
com a enzima adsorvida e o inicial antes da imobilizacdo, como descrito pela equagéo
1.2.

111.2.6.2 Determinacao da atividade

A atividade da BACEL1 foi realizada empregando o substrato 1V, tanto no ensaio
com a enzima imobilizada quanto no ensaio com a enzima livre em solugéo. O aumento
da intensidade do sinal de fluorescéncia a Aem = 495 Nm (Aexc at 355 nm) foi monitorado.

Para a enzima imobilizada, 0,3 g de agarose-AChEee foi ressuspendido em 0,5
mL de solucdo de acetato de sédio (20 mmol.L™, pH 4.5).

A reacdo enzimatica foi realizada por incubacdo de 180 pL da suspensdo de
agarose-AChEee (enzima imobilizada) ou 180 pL da enzima (livre em solugdo) com 20
uL da solucdo de substrato IV (200 pmol.L™) por 60 minutos a 37 °C. Posteriormente, a

mistura foi transferida para uma cubeta de quartzo com a adigdo de 2000 pL de solucao
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de acetato de sédio (20 mmol.L™, pH 4.5), e realizado as medidas de fluorescéncia a Aem
=495 nm (Aexc at 355 nm).

111.2.6.3 Estabilidade térmica

A estabilidade térmica foi realizada para BACE1 imobilizada e livre em solugéo.
Este estudo foi realizado como descrito para a enzima AChEee (Item 111.2.5.3). A
incubacéo, neste caso, foi realizada com solugdo de acetato de sédio 20 mmol.L™, pH
4,5 a 45°C até o periodo de tempo correspondente a completa perda de atividade pela
enzima.

As analises foram realizadas como descrito no item 111.2.5.3.

I11.2.7  Co-imobilizacgo AChEee e BACE1l em agarose-EDA-glut
(AChEee+BACE1-agarose-EDA-glut)

111.2.7.1 Co-imobilizacéo

O suporte agarose-EDA-glut foi previamente preparado como descrito no item
111.2.4.3. O processo de co-imobilizagdo foi realizado em uma etapa consistindo da
incubacéo de; 1 g de suporte agarose-EDA-glut ressuspendido em 3 mL da solucdo de
fosfato de sédio (200 mmol.L™, pH 6,0), e adicionado 0,18 mL de BACE1 (0,014
mg.mL™) seguido de 0,20 mL de AChEee (1 mg.mL™). A suspensdo foi mantida sob
agitacdo branda durante 60 minutos. Amostras de sobrenadantes e suspensdes foram
retiradas e as atividades das enzimas foram mensuradas. A co-imobilizacido foi
considerada completa quando ndo houve atividade no sobrenadante da suspensdo. A
eficiéncia de imobilizacdo e a recuperacdo da atividade foram calculados como

mencionado para imobilizacdo AChEee e BACEL, equacdo I11.1 e 2.

111.2.7.2 Estudos com AChEee+BACE1l-agarose-EDA-Glut
O monitoramento da atividade no método co-imobilizado foi realizado
separadamente, cada enzima com seu substrato especifico. Estudos para a determinacéo

da constante cinética Kuap € 1Cso foram realizados para a BACEL.

[11.2.7.2.1 Constante cinética (Kuap) para a BACE1 co-imobilizada
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A suspensdo do co-imobilizado foi preparado a partir de 0,3 g de
AChEee+BACE1-agarose-EDA-glut ressuspenso em acetato de sédio (20 mmol.L™?, pH
4,5).

A Kwap foi determinada a partir da incubagao de 20 uL da solugéo de substrato 1V
a varias concentra¢des (50, 100, 200, 300, 500, 1000 urnol.L'l) com 180 uL da
suspensdo, durante 60 minutos a 37°C, preparado em triplicata. Apos a incubacéo, 200
uL da suspensao co-imobilizada + substrato incubados foram transferidos a uma cubeta
de quartzo diluido a 2000 pL com solucdo de acetato de sédio 20 mmol.L™ pH 4,5, e
realizado a leitura do aumento da intensidade de fluorescéncia a Aem = 495 nMm (Aexc at
355 nm).

111.2.7.2.2 Potencia inibitoria (ICsp) para a BACEL co-imobilizada

Para avaliar os possiveis efeitos da co-imobilizacdo na afinidade por inibicdo do
derivado AChEee+BACE1-agarose-EDA-glut, o inibidor de p-secretase [106] foi
utilizado, destacando que foi 0 mesmo utilizado na parte | envolvendo a mesma enzima
[46].

A poténcia inibitoria foi determinada com a incubagéo de, 10 pL de solucéo de
inibidor variando de 2,5 — 200 pmol.L™ com 10 pL de substrato 1V (10 umol.L™) e 180
uL da suspensdo do co-imobilizado, por 60 minutes a 37°C.

ApoOs a incubacgdo, 200 uL da suspensdo co-imobilizada + substrato + inibidor
incubados foram transferidos a uma cubeta de quartzo diluido a 2000 pL com solucao
de acetato de sodio 20 mmol.L™ pH 4,5, e realizado a leitura do aumento da intensidade
de fluorescéncia a Aem = 495 NMm (Aexc at 355 nm).

A intensidade de fluorescéncia do produto obtida na presenca (F;) e auséncia (Fo)
do inibidor foi comparada e a porcentagem de inibicdo calculada pela expressdo:% | =
100 - [(Fi / Fo) x 100]. A curva de inibicdo foi construida, os parametros de regresséo

ndo linear foram calculados e a ICs, extrapolada.
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111.3 Resultados e discussao
111.3.1 AChEee
111.3.1.1 Determinacéo da atividade
A determinacéo da atividade da AChEee neste trabalho foi obtida por colorimetria

empregando o substrato p-NPP, sintese reproduzida de [115]. Este substrato é incolor e,
apos a hidrolise da enzima gera um produto amarelo, o p-nitrofenol, monitorado a 348
nm [86]. Embora com menor afinidade, a AChE também catalisa esta classe de éster,

sendo este um substrato alternativo.
O esquema II1.1 ilustra o procedimento realizado para 0 monitoramento da

atividade da AChEee (ensaio com a enzima em solucdo e imobilizada) empregando o

substrato p-NPP.

Esquema 111.1. A) Esquema ilustrativo do procedimento realizado para 0 monitoramento
da atividade da AChEee empregando p-NPP como substrato. B) Reacdo catalisada pela AChE.

A) fosfato de

-

=

rodute formade

P

Tempo (s)

B) o OH
) /O/ \l’(\ AChEee .
O\N” 0] I — O\N"

(I:L Propionato de p-nitropenil Il p-nitrofenol
0] absorc¢do em 348 nm

Os testes iniciais de atividade revelaram que existe uma linearidade do aumento
da concentracdo de producdo do produto p-nitrofenol com o aumento da concentragédo
de AChEee sob fixa concentracdo de substrato (Figura I11.1 A), e também na presenca

de concentracdo fixa de enzima e aumento da concentragdo de substrato (Figura I11.1

B).
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Figura I11.1. Hidrolise enzimatica da AChEee com p-NPP em A) variacdo concentracéo
de enzima e B) variagdo concentracdo de substrato.
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Com estes resultados, o substrato p-NPP pdde ser utilizado para 0 monitoramento
da atividade da AChEee. No entanto, devido a problemas de solubilidade deste nas
condi¢cdes padronizadas para o ensaio de medida da atividade da enzima, nao foi
possivel a obten¢do da K. Portanto, concentrages ndo excedentes a 2 mmol.L™
foram utilizadas, faixa de 0,2 a 2 mmol.L™, garantindo a solubilidade do p-NPP nos

experimentos realizados.

111.3.1.2 Preparo dos suportes

A agarose é um suporte amplamente utilizado como matriz para a imobilizacao de
enzimas devido a presenca dos grupos hidroxila, os quais podem ser facilmente
modificados e/ou ativados gerando diferentes suportes podendo ser monofuncionais e
bi-funcionais [118, 119].

A matriz agarose utilizada neste trabalho foi submetida a modificacdo de modo a
promover grupos heterofuncionais capazes de direcionar a imobilizacdo através de
diferentes regides da superficie enzimatica. A figura I11.2 esboca as reacdes envolvidas
no preparo da heterofuncionalizagdo dos suportes.

Primeiramente foi realizado um tratamento quimico da agarose com epicloridrina,
0 que permitiu ativar a agarose com grupos epoxidos, que posteriormente foram
modificados com diferentes reagentes nucleofilicos. Nestes estudos foram utilizados;
TEA (figura 111.2A), IDA-Ni**(figura 111.2B), C1, (figura 111.2C). Ao final, os grupos

glicerila foram oxidados com NalO4 a grupos glioxila ou aldeidos (CHO). Com este
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procedimento houve a modificacdo na matriz agarose fornecendo suportes contendo
grupos aldeidos e catidnicos, aldeidos e hidrofébicos, e, aldeidos e quelato de metal,

disponiveis para a imobiliza¢do da enzima [23].

Figura 111.2. Representacdo das reaces quimicas de heterofuncionalizagdo dos suportes
de Agarose.

OH
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Fonte: Adaptado de Mateo et al. (2010) [23].

A modificacdo do suporte agarose-epoxido com EDA (figura 111.2D) sem a
realizacdo da oxidagdo com NalO, também foi realizada a fim de verificar a sua

eficiéncia de imobilizacdo com a AChEee. Os grupos epdxidos sdo capazes de realizar
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reagbes com diversos residuos de aminodcidos presentes nas cadeias laterais das
enzimas (amino, sulfidrila, e hidroxila, por exemplo) possibilitando que a imobilizagéo
seja multipontual estabilizando a enzima e evitando interacGes inespecificas [119].

Portanto, estes suporte de agarose heterofuncionais preparados possuem a
capacidade de realizar fortes ligagcdes covalentes multipontuais com as enzimas. Além
disso, estes apresentam alta estabilidade podendo ser armazenados por longos periodos
de tempo a 4 °C, para posterior imobilizacéo do alvo.

De modo a otimizar metodologias de imobilizacdo para a AChEee também foram
utilizados suportes tratados com glutaraldeido, um reagente largamente utilizado para
imobilizacdo de enzimas devido a sua alta capacidade de reagir com Vvarios grupos
funcionais presentes nos residuos de aminoacidos das enzimas, como 0S grupos; amino,
tiol e fenil [25, 26, 120].

O processo de construcdo deste tipo de suporte partiu da ativacdo prévia com
grupamentos aminos primarios, seguidos entdo com glutaraldeido. Aqui, a agarose-
epoxido previamente preparada, foi primeiramente funcionalizada com diferentes
reagentes nucleodfilos (EDA, e IDA-EDA) e a seguir 0S grupos aminos presentes

reagiram com glutaraldeido [24]. Figura 111.3.

Figura 111.3. Representacdo das reacdes quimicas da ativacdo dos suportes de agarose
com glutaraldeido. A) agarose-EDA-Glut e B) agarose-IDANi**-EDA-Glut.
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Fonte: Adaptada de de Melo et al. (2017) [24]

Os derivados com glutaraldeido ndo podem ser estocados devido a alta reatividade

do glutaraldeido [26], e, portanto sdo preparados e em seguida utilizados.

111.3.1.3 Imobilizagéo

A imobilizacdo da AChEee nos suportes heterofuncionais foi realizada em dois
passos; no primeiro a enzima foi adsorvida ao suporte em pH 7,0, através de regides da
superficie da enzima que sdo complementares aos grupos adsorventes no suporte, € no
segundo passo, 0s suportes com a enzima adsorvida foram incubados sob condicgdes
alcalinas propiciando ligacdo covalente multipontual entre os grupos aldeidos presentes
no suporte com 0s grupos amino na superficie enzimatica.

Nesta segunda etapa com o aumento do pH da solucdo € facilitado a reatividade
dos grupos amino dos residuos de lisina (lys) da enzima possibilitando o aumento da
ligacdo da enzima ao suporte. Ao final, uma etapa de reducdo com NaBH,, para
estabilizar as ligagdes de amino-glioxil, foi realizada. llustragcdo do processo na figura
11.4.

Figura I11.4. llustracdo das reagdes envolvidas no procedimento de imobilizacdo sob
suporte agarose-CHO.
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Fonte: Adaptada de Mateo et al. (2010) [23].

A imobilizag&do no suporte agarose-CHO foi realizada diretamente em pH alcalino
seguido da reducdo, neste caso a imobilizacdo é direcionada através da regido mais rica
em lys da enzima.

A imobilizacdo de enzimas por liga¢do covalente multipontual, através dos grupos
heterofuncionais utilizados aqui (espacadores curtos), ¢ uma abordagem util para
imobilizar enzimas devido a sua alta capacidade para estabilizacdo da mesma. Sabe-se
que a estabilidade de uma enzima imobilizada é determinada por muitos fatores, como;
0 namero de ligacBes formadas entre a enzima e o0 suporte, a natureza das ligacdes, o
microambiente, as condi¢Oes da imobilizagéo, etc. Neste caso, 0s grupos envolvidos na
ligacdo covalente da enzima com o suporte mantém suas posi¢cdes quando agentes de
distor¢do causam mudancgas conformacionais no ambiente. Assim as alteragfes causadas
por estes agentes sdo atenuadas uma vez que a enzima esta ligada ao suporte através de
muitas ligacGes covalentes com espacgadores curtos [121-123].

A imobilizacdo envolvendo os suportes previamente ativados com glutaraldeido
proporciona interacdo covalente e irreversivel direta da enzima no suporte [24, 25].
Assim a AChEee foi imobilizada em um etapa seguido de reducdo com NaBH, para

estabilizacéo das ligacbes amino e/ou reducdo de aldeidos residuais.
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A tabela 1.1 mostra os resultados da imobilizacdo da AChEee nos diferentes
suportes de agarose. Os diferentes grupos heterofuncionais foram capazes de dirigir a
imobilizacdo por diferentes regides da superficie da enzima, como zona mais rica em
aminoacidos negativos, positivos, hidrofobicos. E também, os grupos capazes de
imobilizar a enzima covalentemente como o agarose-CHO, ep6xido e glutaraldeido.

A imobilizacdo nos diferentes suportes resultou em atividades enzimaéticas
diferentes apds o processo, confirmando que se deve ao fato de que foi promovida por

distintas regides da superficie da enzima.

Tabela I11.1. Quantificagdo do procedimento de imobilizacdo da AChEee realizado para cada
suporte preparado.

3Eficiéncia ® Atividade pés-
Suportes L R
imobilizacdo (EI) % imobilizagédo (RA) %

Agarose-CHO 96 30,3
Agarose-TEA-CHO 100 65

Agarose-EDA-epdxido 96 83,5
Agarose-IDA-Ni**-CHO 97 35,3
Agarose-IDANi**- Glut 96 80,6
Agarose-EDA-Glu 91,06 67,9
Agarose-Cy,-CHO 80 30

# Calculado como a equagdo 111.1, diferenca entre a atividade final e inicial do sobrenadante apds 1 hora de
imobilizaco. ® Calculado como equagdo 111.2, medida da razdo entre a atividade da suspensido do imobilizado e a
atividade inicial da enzima em solucéo.

Conclui-se que os melhores resultados foram para 0s suportes catibnicos,
Agarose-TEA-CHO, Agarose-EDA-epoxido, e os suportes com glutaraldeido. Os
suportes anionicos, Agarose-IDANi**-CHO e Agarose-C,-CHO, proporcionaram baixa
recuperacdo da atividade enzimatica ap0s a imobilizacdo. Para o suporte agarose-CHO a
recuperacdo também ndo foi obtida com éxito, tal observacdo pode ser decorrente do
fato de ter sido utilizado pH 10, uma condic¢do desnaturante para a enzima AChEee.

A utilizag&o de varios tipos de ativadores no suporte de agarose permitiu a selecdo
de um protocolo que mantenha ativa a enzima AChEee, no entanto,para a selecao do(s)
melhor(s) suporte(s) para a imobilizacdo da AChEee foi necessario avaliar a
estabilidade de cadaum, deste modo, os estudos de estabilidade térmica foram

conduzidos.
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111.3.1.4 Estabilidade térmica

A estabilidade térmica foi verificada para selecionar o agarose-AChEee com
maior estabilidade. Com este estudo foram obtidos informac6es sobre a estabilidade da
enzima através dos valores do tempo de meia-vida (t%2 vida) a uma dada temperatura. O
t%2 vida é correspondente ao tempo em que a atividade enzimatica residual é metade do
seu valor inicial.

A principio um teste foi realizado para saber qual a temperatura ideal a ser
utilizada para este estudo. Assim, trés temperaturas (40, 45 e 50 °C) foram examinadas
envolvendo a enzima livre em solugéo. Figura I11.5.

Os t% vida foram calculados sendo 141; 4; e 0,6 minutos para a AChEee a 40°C,
45°C e 50°C respectivamente. Portanto, a temperatura selecionada equivalente a uma

inativacdo da enzima de maneira satisfatoria foi de 45 °C.

Figura I11.5. Inativacdo térmica para a AChEee livre em solug&o.
120

—e— 40 °C
100 —O0— 45°C
—v— 50°C

Atividade Residual %

0 10 20 30 40 50 60 70

Tempo (minutos)

Todos o0s suportes com a AChEee imobilizada (figura 111.6 A, tabela 111.2)
resultaram em uma estabilidade maior do que para a enzima solivel. O AChEee-
agarose-TEA-CHO resultou no mais estavel, apresentando conservacdo da atividade
apos 240 minutos de incubacgdo a 45°C. Por esta razdo este derivado foi submetido a
novo ensaio de estabilidade a 50°C e apresentou t¥2 vida de 120 minutos, figura 111.6 B.
Comparado com a enzima em solugdo (t% vida 0,6 minutos), este imobilizado possui

uma estabilidade cerca de 250 vezes maior.
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Figura I11.6. Inativacdo térmica para os derivados imobilizados e AChE em solugéo. A)

a45°CeB)a50°C.
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Tabela 111.2. t% vida para a AChEee imobilizada e em solug&o.

T
250 0 50

O  AChEee solugdo

T T
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Tempo (minutos)

v AChEee-agarose-TEA-CHO

T
200

Suportes de agarose com AChEee ) Fator de
imobilizada v vida“a 5°C estabilidade "
AChEee em solucgéo 4 -
AChEee-agarose-CHO 150 37,5
AChEee-agarose-TEA-CHO ND 50
AChEee-agarose-EDA-ep6xido 193 48
AChEee-agarose-EDA-Glu 52 13
AChEee-agarose-IDA-Ni**-CHO 22 55
AChEee-agarose-IDANi* - Glut 35 8,75

4 ty, vida em minutos; °

determinado.

111.3.1.5 Estudos de inibi¢ao

, razdo entre o derivado imobilizado e a enzima livre em solu¢do. ND- ndo

O suporte catidnico com a AChEee, AChEee-agarose-TEA-CHO, apresentou-se

altamente estavel e com preservacdo da atividade da enzima, e portanto foi selecionado

para os estudos de validacdo do método para triagem com inibidores. Sendo assim, 0s

diferentes parametros-chave nos processos de inibigdo como, ICsy, K; e a avalia¢do do

mecanismo de acdo para a inibig&o utilizando tacrina como um inibidor padréo [124]

foram determinados.

250
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Cabe enfatizar que a AChEee foi imobilizada por um processo de ligacéo
covalente multipontual, o que pode promover distor¢do da estrutura tridimensional dos
sitios ativos e alostéricos da enzima, podendo assim, causar a perda da afinidade por
inibidores, como ja descrito em alguns casos para inibi¢cbes competitivas ou inibi¢es
alostéricas [125, 126]. Assim sendo, os estudos de inibicdo com a enzima imobilizada
comparados com os resultados para a enzima em solugdo também nos indicara se houve
mudancas apos a imobilizacéo.

As figuras 111.7 e 8 representam os resultados, e estes mostraram que a afinidade
por inibicdo da enzima néo so6 foi mantida, mas ligeiramente melhorada apds o processo
de imobilizagdo. Assim, o valor ICsy diminui de 0,035 (ensaio com a enzima em
solugdo) para 0,0204 pmol.L™ (ensaio com a enzima imobilizada), bem como o valor da
constante de inibicdo (Kj) que diminuiu de 0,083 para 0,064 pumol.L™ durante o
processo de imobilizagdo. Esta melhoria nos valores de inibigdo pode ser devido a
distorcdo promovida durante a imobilizacdo e estabilizacdo da estrutura 3D da enzima
que neste caso produziu um efeito positivo. Este resultado torna este suporte agarose-

TEA-CHO ideal para estudos posteriores na aplicacdo de ensaio com ligantes.

Figura I11.7. Curva dose-resposta de inibigdo. A) log da concentracdo de tacrina contra
AChEee em solucéo e (B) log da concentragdo de tacrina contra AChEee-agarose-TEA-CHO.
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Figura 111.8. Duplo reciproco Lineweaver—Burk. A) tacrina contra AChEee soluvel e B)
tacrina contra AChEee-agarose-TEA-CHO.
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Os graficos duplos reciprocos para a enzima livre em solucdo e imobilizada,
preparado AChEee-agarose-TEA-CHO, demonstraram que, em ambos 0s casos, as
linhas se cruzam em um mesmo ponto, no quadrante acima do eixo X e a direita do eixo
y, € a Vmax diminui a medida que a concentracdo de tacrina aumenta. Este
comportamento é tipico de um mecanismo do tipo misto, resultados estes que
corroboram com outros trabalhos envolvendo este inibidor e a enzima livre em solugéo
[80, 127].

Assim, conclui-se que AChEee-agarose-TEA-CHO, além de apresentar alta
estabilidade frente a enzima sollvel, permitiu a caracterizacdo do inibidor padrao,
permitindo a aplicacdo na triagem de potenciais inibidores de Colinesterases (ChE).

111.3.1.6 Determinacdo da constante de dissociacdo (Kp) e fracéo de saturacao (Y)

O AChEee-agarose-TEA-CHO também foi aplicado nos estudos de outros
parametros com interesse na caracterizacdo do processo de ligagdo da enzima-inibidor
(El),comoKpeY.

A constante Kp é a dissocia¢do do complexo El e pode ser determinada atraves de
ensaios de afinidade para a avaliacdo da especificidade da interacdo El. Assim sendo,
esta constante esta relacionada com a forca da formacéo do complexo enzimatico El.

A fracédo de saturacdo Y indica o limite de saturagéo da interacdo El, sugerindo a
proporcdo de inibidor que se liga as moléculas da enzima. Valores de Y igual a O
indicam o limite minimo de moléculas de enzima ligada ao inibidor, e Y igual a 1 indica
que todas as moléculas de enzima estdo ligadas ao inibidor.

Este parametro também da ideia sobre possiveis efeitos da dependéncia dos sitios

ativos para enzimas com mais de um sitio para a ligacdo com inibidor, como efeito
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cooperativo (negativo ou positivo), onde neste caso a curva de saturacdo da enzima pelo
inibidor se apresenta em forma de uma sigmoide, ou se ndo ha cooperatividade, curva
na forma de uma hipérbola retangular.

A AChEee utilizada possui quatro sitios ativos para a interacdo com um ligante,
devido a isto, a propor¢do de moléculas de proteina que se liga ao inibidor e também a
dependéncia destes sitios entre si foram investigados.

Este ensaio envolveu equilibrio termodinamico do processo da interacéo El, assim
sendo, tacrina foi utilizada por ser um inibidor reversivel. Ciclos para a adsorcéo-
dessorcédo da tacrina em AChEee-agarose-TEA-CHO foram estudados.

Os experimentos para a absor¢do da tacrina mostraram absor¢cdo maxima no
comprimento de onda de 240 nm, como pode ser observado no espectro de absorcdo na
figura I11.9A. Uma curva de calibracdo foi entdo realizada em 240 nm para a

quantificacdo da tacrina no ensaio realizado (figura 111.9B).

Figura 111.9. A) espectro de absorgdo no UV para tacrina a 5 umol.L™, e B) curva de
calibragéo a 240 nm para tacrina.
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A formacdo do complexo El € dependente de varios fatores como; o nimero de
sitios ativos da enzima, a concentracdo de inibidor, e estes sdo dependentes das
condigdes experimentais aplicadas. Assim, a fim de verificar o efeito das condig¢Oes
experimentais na absorcao de tacrina, foi realizado alteragcdes no pH e na forca i6nica da
solucdo fosfato de sodio utilizada no ensaio. Os resultados ndo mostraram nenhuma
mudanca significativa, e as condi¢cdes determinadas para as medidas foram; solucdo
fosfato de s6dio a 25 mmol.L™, pH 7,0, a A = 240 nm.

50
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A condicdo padronizada para o ensaio, sendo 0,3 g de AChEee-agarose-TEA-
CHO ressuspendido em 1 mL de solugéo fosfato de sodio (25 mmol.L™) com a adicéo
de 100 pL de tacrina, apresentou 20 % de adsorcéo da tacrina. O equilibrio da adsorcéo-
dessorcao foi mantido com dessorcéo da tacrina em 10 mL de agua, permanecendo 2%
de tacrina no sistema, o qual foi lavado com solucdo de fosfato de sédio (1 mmol.L™)
completando o primeiro ciclo.

A adsorcdo-dessorcdo para tacrina (varias concentracfes) no derivado foram
realizados e a Kp determinada. A Figura I11.10 mostra a curva de saturacdo obtida em
diferentes concentracdes de tacrina frente ao AChEee-agarose-TEA-CHO. Esta curva é
claramente uma hipérbole retangular sem efeitos cooperativos e, portanto o valor de Kp
para a dissociacdo é o mesmo para todos os sitios ativos da enzima. O valor de Kp

calculado por extrapolacio da curva foi de 3,3 pmol.L™.

Figura 111.10. Curva de saturacdo para o equilibrio entre tacrina e AChEee-agarose-
TEA-CHO.

1.0
3
g
Z
£ 0.5-
3
& ‘
ol
£ Bl =B, K- B y= 11
Kp P El] [Eliota
0.0 . .
0 5 10

Tacrina (pmol.L-1)

111.3.1.7 Reutilizacéo

Para a reutilizacdo do AChEee-agarose-TEA-CHO uma etapa de lavagem
necessitou ser realizada. O derivado foi lavado 3 vezes com solucdo fosfato de sddio 25
mmol.L™, pH 7,0) posteriormente resuspendido com 10 mL e filtrado. Apés este
procedimento o derivado pdde ser reutilizado novamente para a adsor¢do-dessorgédo

com inibidor.
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O AChE-agarose-TEA-CHO foi reutilizado por 15 vezes com uma perda
insignificante de afinidade (Figura I11.11).

Figura I11.11. Reciclos para a adsor¢do-dessorcao da tacrina no derivado AChEee-
agarose-TEA-CHO.
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O estudo de adsorcdo-dessorcdo mostrou que o método off-line, AChE-agarose-
TEA-CHO é uma ferramenta robusta para 0 uso continuo com uma vida operacional

relativamente alta.

111.3.2 BACE1
111.3.2.1 Determinacéo da atividade

A atividade foi monitorada por deteccdo em fluorescéncia através do uso do
Substrato 1V, um peptideo com grupos fluoroforos a Aem = 495 Nm (Aeye at 355 nm). A
figura 111.12, ilustra a clivagem do substrato 1V em presenca da BACEL e o espectro de

fluorescéncia obtido para a enzima livre em solucdo.
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Figura I11.12. Espectro de fluorescéncia obtido pela hidrdlise enziméatica com a BACE1
em solucéo e substrato IV a 20 umol.L™. Condigdes: solucdo de acetato de sodio, 20 mmol.L™,
pH 4.5, Aem = 495 NM (Aexe at 355 NmM).
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111.3.2.2 Imobilizacéo e estabilidade térmica

A imobilizacdo para a BACEL foi realizada empregando 0s mesmos suportes e
etapas da AChEee, envolvendo os mesmos principios. Na tabela I11.3 foram compilados
0s resultados.

A eficiéncia de imobilizacdo foi satisfatoria em todos os diferentes suportes
utilizados, porém, a atividade da enzima apds a imobilizacdo somente foi resgatada
quando imobilizada via glutaraldeido. estes resultados corroboram com outros estudos
com a BACEL imobilizada, uma vezque esta é uma técnica comumente utilizada. [46,
97].

Tabela 111.3. Quantificacdo da imobilizacdo da BACE1 em cada suporte preparado.

Suportes pH da 3Eficiéncia da ® Atividade pos-
P imobilizacéo imobilizacéo (%) imobilizacdo (%)
7,0 100 nao
Agarose-TEA-CHO
6,0 77,7 21,1
Agarose-CHO 10,0 82 nao
7,0 91 31
Agarose-EDA-glut
6,0 100 66,6
Agaraose-IDA-Co**-CHO 7,0 100 nao
Agarose-IDA-Ni**-CHO 4,5 100 nao

& Calculado como a equacdo I11.1, diferenca entre a atividade final e inicial do sobrenadante apds 1 hora de
imobilizagdo. ° Calculado como equagdo 111.2, medida da razéo entre a intensidade do sinal de fluorescéncia da
suspensdo do imobilizado e a a intensidade do sinal de fluorescéncia inicial da enzima em solugéo.
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A variacdo do pH das solugdes de imobilizagdo foi realizada na tentativa de
melhorar a reatividade dos grupos funcionais presentes na superficie da enzima.
Entretanto, ndo houve melhora significativa na atividade da enzima apds o processo de
imobilizacdo quando utilizado os suportes; agarose-TEA-CHO, agarose-CHO, agarose-
IDA-Co**-CHO e agarose-IDA-Ni**-CHO. Assim, a condicdo selecionada para a
imobilizagcdo da BACE1 foi agarose-EDA-glut em pH 6,0. O imobilizado BACE1-
agarose-EDA-glut foi submetido ao estudo de estabilidade e os resultados comparados

com os resultados obtidos para a enzima livre em solucdo, vide tabela I11.4.

Tabela I11.4. t,, vida para a BACEL imobilizada e solugéo.

(t¥2)vida a 45°C Fator de
suportes (minutos) estabilidade °
BACEL1 solugdo 45 ND
BACE1-agarose-EDA-glut 185 41

3 t,,, vida em minutos; °, razdo entre o imobilizado e a enzima soltvel. ND, ndo determinado

O imobilizado BACE1-agarose-EDA-glut apresentou uma estabilidade 41 vezes
maior que para a enzima em solucgdo, demonstrando assim a eficiéncia do processo em
estabilizar a enzima frente a fatores desnaturantes como a temperatura.

Diante de todo o exposto, o0 suporte agarose-EDA-GIlut foi selecionado para a co-

imobilizacdo das enzimas, AChEee e BACEL.

111.3.3 Co-imobilizagdo AChEee+BACE1

As condic¢des 6timas para a enzima BACE1 foram as determinantes para a selecéo
do método para a co-imobilizacéo.

O método co-imobilizado off-line, AChEee+BACELl-agarose-EDA-glut (figura
I11.3A) apresentou resultados similares aos estudos realizados para cada enzima
individualmente.

O monitoramento consistiu da realizacdo das analises nas condigdes 6timas para a
AChEee no espectrofotdmetro empregando o p-NPP e para a BACEL no fluorimetro
utilizando seu substrato especifico, o denominado substrato 1V.

As eficiéncias da co-imobilizagdo foram 94,3% e 93% para AChEee e BACEL1,

respectivamente, e a atividades ap6s o processo foram de 66,6% e 71% para AChEee e
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BACEL1, respectivamente. Deste modo, o processo utilizado foi eficiente para ambas as
enzimas.

Os estudos a seguir foram realizados somente para a BACEL.

111.3.3.1 Ensaio com AChEee+BACE1-agarose-EDA-Glut

1- Constante cinética aparente para a BACEL (Kwap)

Aumentos da intensidade de fluorescéncia causada pela hidrolise da BACE1
empregando concentracdes crescentes de substrato 1V no derivado AChEee+BACE1-
agarose-EDA-glut foram monitorados e o valor obtido de Ky foi 2,5 = 0,2 umol.L,
Figura 111.13.

Figura 111.13. Hipérbole de Michaelis para a BACEL co-imobilizada empregando o
substrato IV a Aem = 495 nM (Aeye at 355 nm).
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Curva com perfil hiperbélico de acordo com estudos ja realizados para a BACE1
imobilizada [46, 50]. A co-imobilizacdo manteve a propriedade cinética da enzima com

relagdo ao reconhecimento do substrato sem alteracéo de perfil Michaeliano.

2- Poténcia Inibitoria (ICsp)
O inibidor de B-secretase, avaliado aqui para a BACE1 mostrou que a co-

imobilizagdo também ndo alterou as propriedades de inibicdo da BACEL.
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O ICs obtido 2,2 + 0,2 umol.L™ (Figura 111.14), demonstrou que a enzima teve a

capacidade de identificar seu inibidor referéncia.

Figura 111.14. Curva dose-resposta de inibicdo da atividade da BACE1 co-imobilizada
utilizando o substrato IV (10 umol.L™) na presenca de diferentes concentragdes de inibidor de
B-secretase a Aem =495 NM (Aey at 355 nm).
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I11.4 Conclusao parte 111

Como concluséo mais relevante desta etapa do trabalho tem-se que, os diferentes
suportes de esferas de agarose para a imobilizacdo desenvolvidos permitiu o0 uso de
diferentes métodos para a imobilizacdo da AChEee, ressaltando que pela primeira vez
para esta enzima.

O suporte selecionado (Agarose-TEA-CHO), um derivado catiénico-aldeido,
revelou-se o melhor método para a imobilizacdo da AChEee, e, devido a sua alta
estabilidade permitiu o uso e a caracterizagdo do inibidor padrdo tacrina, demonstrando
gue o método desenvolvido possui a capacidade de triar potenciais inibidores de
colinesterase, em um curto periodo de tempo (1 minuto).

O uso do substrato p-NPP foi avaliado com éxito permitindo 0 monitoramento da
atividade enzimética em 1 minuto, sendo uma alternativa ao uso do ensaio colorimétrico
por Ellman (1961), que apresenta inimeros casos de falso positivo em ensaios de
triagem.

Os estudos dos parametros de caracterizacdo de inibidores, resultaram no

conhecimento da dissociacdo da interagdo entre a AChEee e o inibidor tacrina. Os
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parametros (ICso e K;) indicaram a medida da dissociacdo da interacdo a partir de
variagdes na concentracdo de inibidor, determinando os efeitos causados nos parametros
cinéticos da enzima. E os valores obtidos de Kp e Y para a tacrina forneceram
informacbes importantes sobre o sitio ativo da enzima indicando que ndo ha
cooperatividade entre as constantes de equilibrio para cada sitio ativo. Portanto, foi
possivel caracterizar toda a interacdo existente entre El tanto em aspectos cinéticos (I1Cs
e Kj), quanto termodinamicos (Kp e Y).

Deste modo, o derivado preparado (AChEee-agarose-TEA-CHO) revelou-se uma
ferramenta valiosa para a caracterizacdo de novos ligantes de colinesterase.

Quanto a enzima BACEL, a otimizagdo dos métodos de imobilizacdo para BACE1
foi realizada com sucesso, e 0 melhor método de ligacdo para BACEL foi atraves do
glutaraldeido, em acordo com outros métodos relatados na literatura. O método agarose-
EDA-glut demonstrou estabilidade em torno de 41 vezes em compara¢do com a enzima
soluvel, sendo selecionado para co-imobilizacao.

O método co-imobilizado off-line provou ser eficiente evidenciado nas atividades
das enzimas apds o processo. Aqui, o formato do ensaio favoreceu a utilizacdo do
monitoramento das enzimas em suas condic¢Ges Otimas de pH.

Os estudos cinéticos realizados para a BACEL no sistema AChEee+BACE1-
agarose-EDA-glut, Kuap € ICso, foram obtidos com éxito, porém com necessidade de
um tempo de incubacdo de 60 minutos antes das andlises. O preparado co-imobilizado,
1g, foi reutilizado nestes estudos por 10 vezes com manutencdo da atividade das

enzimas.
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3.Conclusao final

Diante de todo o trabalho realizado, conclui-se que 0s objetivos principais do
trabalho, o desenvolvimento de metodologias com monitoramento on-line para a
BACE1 imobilizada e AChE-BACEL co-imobilizada, foram alcangados com éxito.
Enfatizando que metodologias off-line também foram desenvolvidas com sucesso.

As metodologias aqui desenvolvidas sdo inéditas tanto para a AChE quanto para a
BACEL.

O desenvolvimento do método de co-imobilizacdo foi desafiador, uma vez que se
tratava de enzimas com propriedades cinéticas distintas. Devido a isto, a otimizacéo do
processo foi realizada previamente para cada enzima individualmente, gerando o0s
modelos de triagem descritos neste trabalho, ampliando a possibilidade de modelos para
a triagem de ligantes.

Os estudos das condicdes ideais de imobilizagéo para a enzima BACE1 em capilar
de silica fundida, bem como a otimizacdo das condi¢cdes de analise por EM foram
realizadas com sucesso, facilitando o uso das mesmas no método da co-imobilizacéo.

Os metodos de imobilizacdo para a AChE e BACE1 em agarose desenvolvidos
também foram de grande valia, uma vez que os sistemas preparados forneceram
estabilidade e atividade para as enzimas ap0s a imobilizacdo. Apesar dos estudos para a
BACE1 ndo apresentarem possibilidade de variacbes no método de ligacdo da enzima
no suporte, foi possivel direcionar a co-imobilizagdo pela BACEL.

Deste modo, uma vez avaliadas as condi¢fes de imobilizacdo e andlise
individualmente de cada enzima, pdde ser realizado a co-imobilizacdo on-line. Esta
mostrou-se eficaz na determinacgéo da Kygp € para o teste pontual com os inibidores
padrdo, demonstrando ser uma ferramenta analitica valiosa para a aplicagdo na triagem
de novos ligantes. Os resultados foram reprodutiveis, seletivos e automatizados.

A co-imobilizacdo aqui realizada juntamente com o sistema CLAE-EM é uma
metodologia inovadora nos ensaios de alta eficiéncia, criando um sistema com
capacidade de mimetizacdo de um sistema composto por duas enzimas in vitro
contribuindo para a avaliacdo das interagdes especificas de um ligante contra dois alvos
bioldgicos.

O método covalente via amino-glutaraldeido provou ser eficiente promovendo a
co-imobilizacdo da AChE e BACEL em duas matrizes distintas fornecendo modelos de

ensaios com formatos diferentes que podem ser aplicados de acordo com as ferramentas
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analiticas disponiveis, desde as mais simples como espectrofotometria no UV-Vis,
fluorescéncia, aos mais sofisticados e automatizados como CLAE-EM.
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