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Resumo

VILELA, A. F. L. Imobilizagdo da enzima Dbutirilcolinesterase e o
desenvolvimento de métodos de triagem para inibidores seletivos. 2013. 104f.
Dissertacdo de Mestrado — Faculdade de Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, 2013.

A descoberta de inibidores seletivos € extremamente importante para o
desenvolvimento de novos farmacos que possam ser usados no tratamento de
pacientes diagnosticados com a doenca de Alzheimer (DA). Neste contexto, o
desenvolvimento de métodos de triagem para a identificacdo de novos compostos
biologicamente ativos se torna interessante. Butirilcolinesterase (BChE, EC 3.1.1.8) é
uma serina hidroxilase que estd classicamente associada a hidrolise do
neurotransmissor acetilcolina (ACh) formando colina e acido acético. Este trabalho
descreve a imobilizagdo covalente da BChE de soro humano nas paredes internas de
capilares de silica fundida utilizando o agente espacador glutaraldeido, e sua aplicacédo
na triagem de inibidores seletivos. O ICER-BChE resultante foi conectado a um
sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia com monitoramento on line da
atividade catalitica, envolvendo deteccdo UV. Apo6s os estudos das melhores
condicdes cromatograficas, variacbes de pH e vazdo e a influéncia de solventes
organicos na atividade enzimatica o método foi validado com o uso de inibidores
padrdes. O maior valor obtido com o ICER-BChE no parametro cinético, constante de
Michaelis Ky = 33,6 £ 6,9 mM, comparado com a enzima em solugdo, Ky = 0,12 £+
0,02 mM, evidencia o efeito da imobilizacdo sobre a afinidade pelo substrato. No
entanto, houve retencdo da atividade catalitica e seletividade frente a inibidores
padrdo. O método foi aplicado na triagem de novos ligantes utilizando cinco colecdes
de diferentes classes de compostos, entre derivados cumarinicos, complexos metalicos
com cobre (Cu), complexos metélicos com cobalto (Co) e zinco (Zn), glicosideos, e
derivados de fenilpropanodides e acido barbitarico. Desta triagem foram selecionados
sete compostos promissores com o0s quais foram realizados os estudos sobre a
poténcia minima inibitdria (ICso) e destes quatro foram escolhidos para estudos de
mecanismos de acdo utilizando o ICER-BChE. Dos complexos metalicos os melhores
compostos foram 0 HPTBCu (ICsp = 8,74 £ 1,5 UM, K; = 9,6 = 0,5 uM), o NarBCu
(ICsp = 8,0 = 1,4 uM, K; = 2,0 = 0,1 uM) ambos com mecanismo competitivo 0
HesFCu (ICsp = 13,6 £ 2,9 uM), 0o NNINABCu (ICsp-94,8 + 16) e 0 NarFCu (ICs
= 81,7 £ 13). Dos derivados cumarinicos os compostos 17 (ICso =109 + 21 uM, K =
108 = 10 uM) e 19 (IC50 =128 + 28 uM, K; =36,0 + 5,0 uM) apresentaram mecanismo
incompetitivo. Os resultados demonstraram que a abordagem proposta € util na
triagem on line de inibidores seletivos, pois fornece resultados rapidos, precisos e
reprodutiveis.

Palavras chave: butirilcolinesterase, imobilizagdo de enzimas, ensaios de inibi¢ao
enzimatica, inibidores seletivos.
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Abstract

VILELA, A. F. L. Screening of selective inhibitors by immobilized capillary
reactors based on butyrylcholinesterase enzymes: Development and application
2013. 104f. Dissertacdo de Mestrado — Faculdade de Ciéncias e Letras de Ribeirdo
Preto, Universidade de S&o Paulo, 2013.

The discovery of selective inhibitors is extremely important for the development of
drugs that can be used in the treatment of patients diagnosed with the Alzheimer
disease (AD). In this context, the development of screening methods for the
identification of new, biologically active compounds is a challenging task.
Butyrylcholinesterase (BChE, EC 3.1.1.8) is a serine hydroxylase that is classically
associated with the hydrolysis of the neurotransmitter acetylcholine (ACh), which
yields choline and acetic acid. This paper describes the development of capillary
enzyme reactors (ICERs) containing BChE from the human serum, covalently
immobilized onto silica fused capillaries, using glutaraldehyde as spacer, and its
application in the screening of selective inhibitors. The resulting BChE-ICER was
connected to a liquid chromatography system high efficiency where monitoring of
activity was online involving UV detection. After studying the best chromatographic
conditions, pH variations, flow-rate and the influence of organic solvents on enzyme
activity method was validated using standard inhibitors. The higher value obtained
with the BChE-ICER in kinetic parameter, constant Michaelis Ky = 33.6 = 6.9 mM,
compared with the enzyme in solution, Ky = 0.12 + 0.02 mM, shows the effect of
immobilized on the affinity substrate. However, there was retention of catalytic
activity and selectivity towards standard inhibitors. The method was applied in the
screening of new ligands using collections of five different compounds, among
coumarin derivatives, metal complexes with copper (Cu) metal complexes with cobalt
(Co) and zinc (Zn), glycosides, phenylpropanoids and derivatives, and barbituric acid.
These screenings were selected seven promising compounds with which the studies
were made on the minimum inhibitory potency (ICsg) and these four were chosen for
studies of mechanisms of action using the ICER-BChE. Of the compounds metal
complexes best were HPTBCu (ICsp = 8.74 + 1.5 uM, K; = 9.6 + 0.5 uM), NarBCu
(ICs50 = 8.0 £ 1.4 uM, K; = 2.0 £ 0.1 uM) both competitive mechanism, the HesFCu
(ICsp = 13.6 £ 2.9 uM), NNINABCu (ICs0 = 94.8 £ 16 uM) and NarFCu (ICso = 81.7
+ 13 uM). Of coumarin derivatives, 17 (ICsp =109 + 21 pM, K; = 108 £+ 10 uM) and
19 (IC5p =128 * 28 pM, K; =36.0 £ 5.0 uM) showed mechanism uncompetitive. The
results demonstrated that the proposed approach is useful in screening for selective
inhibitors online because it provides quick results, accurate and reproducible.

Keywords: immobilized enzymes, butyrylcholinesterase, enzymatic inhibition assays,
selective inhibitor.
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1. Introducéo

A inibicdo da atividade enzimatica é um dos maiores instrumentos de regulacéo
das células vivas, e, devido a grande necessidade existente para o tratamento de
diversas doencas através de inibicdo seletiva de enzimas envolvidas em processos
vitais nos organismos infecciosos, a busca pelo desenvolvimento de métodos
analiticos que permitam a descoberta de novos compostos biologicamente ativos tem
se intensificado (COPELAND, 2005). No entanto, hd a necessidade do
desenvolvimento de técnicas rapidas e eficientes que reduzam o nimero de possiveis
candidatos a farmacos, e que auxiliem na obtencdo de informacbes mais especificas
sobre as interacGes inibidor-receptor e sobre o mecanismo de acdo do inibidor
(GOMES-HENS; AGUILAR-CABALLOS, 2007).

Um método dindmico e répido para realizar a triagem de novos ligantes consiste
em passar as substdncias de interesse através de uma superficie na qual uma
biomolécula (enzima) esteja imobilizada. Assim, as substancias que possuem maior
afinidade pela biomolécula permanecem mais tempo retidas, sendo, portanto, 0s
melhores inibidores. Tal método cromatografico pode ser chamado de
biocromatografia e € utilizado nos estudos de afinidade de farmacos, pois ambos
possuem mecanismos comuns como a adsorgdo, distribuicdo, excrecdo e ativacdo do
receptor e interacOes intermoleculares basicas (KALISZAN; WAINER, 1997).

A biocromatografia é considerada como uma das técnicas de triagem de alta
eficiéncia (high throughput screening, HTS) e demonstra ser uma poderosa
ferramenta para monitorar as interacfes ligante-proteina, substrato-proteina, inibidor-
proteina (CARDOSO; MORAES, 2009, GIRELLI; MATEI, 2005).

Nesta metodologia, trés passos sdo essenciais como; a imobilizacdo de um alvo
em um suporte; a avaliacdo das modificacdes sofridas pela biomolécula apds a
imobilizacdo; e a determinacdo dos parametros de ligacdo do ligante depois do alvo
imobilizado no sistema de separacdo (NIE; WANG, 2009). Com os principios da
biocromatografia muitas informagdes importantes sobre afinidade das ligacdes,
equilibrio, constantes cinéticas e de inibicdo podem ser obtidas.

Com a utilizacdo desta técnica conectada a um sistema de separacdo, como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), tem-se a juncdo de caracteristicas de

ambos como: seletividade, rapidez, reprodutibilidade e ensaios ndo destrutivos. Tais



caracteristicas torna essa ferramenta uma alternativa Util para o desenvolvimento de
métodos de triagem.

Este trabalho aborda a imobilizacdo da enzima butirilcolinesterase (BChE) em
capilares de silica fundida utilizada como coluna acoplada ao sistema CLAE para o
desenvolvimento de um método de triagem e sua aplicacdo na busca por inibidores

seletivos.



1.1 Conceitos teoricos

1.1.1 Métodos de imobiliza¢cdo de enzimas

As enzimas tém excelentes propriedades como atividade, seletividade e
especificidade, garantindo seu elevado potencial de aplicacdo, mas, sdo limitadas
devido ao custo elevado e baixa estabilidade em solugdo. Com o0s avangos da
tecnologia e na tentativa de aproveitar todas as propriedades cataliticas das enzimas
por um tempo maior, métodos de imobilizacdo surgem como alternativa para estudos
in vitro.

“Imobilizacdo é um termo genérico empregado para descrever a retencdo de
uma biomolécula no interior de um reator ou de um sistema analitico” (CARDOSO;
MORAES; CASS, 2009, p.176).

Esta técnica tem sido utilizada desde meados dos anos 60, mas s6 com 0S
avancos da tecnologia e de acordo com as necessidades dos consumidores esta técnica
foi impulsionada.

O principal interesse em imobilizar uma enzima é obter um biocatalisador com
atividade e estabilidade que ndo sejam afetadas durante a sua aplicacdo. Atualmente,
varias sdo as aplicacbes como; em analitica, na industria farmacéutica; na medicina; e
na industria de alimentos (CASTRO et al., 2003).

As vantagens das enzimas imobilizadas, em relagdo as solGveis, surgem de sua
retencdo da atividade catalitica e maior estabilidade, devido a maior estabilizacdo da
estrutura da proteina ou porque estdo menos acessiveis a ataques de microorganismos
e/ou agentes desnaturantes. Também pela facilidade de separacdo do meio de reacao,
acarretando economia significativa no custo global do processo, desde que haja boa
recuperacdo da atividade enzimatica e que a meia-vida operacional da enzima
imobilizada seja suficientemente longa (CAO, 2006).

Ha vérios procedimentos de imobilizacdo a serem utilizados para a obtencao de
um biocatalisador, mas a escolha do protocolo ideal depende essencialmente de trés
parametros; da enzima alvo, do suporte e do método de imobilizagdo. Estes fatores
influenciam o desempenho de um sistema com enzima imobilizada (CARDOSO;
MORAES; CASS, 2009).

Com relacdo a enzima devem-se conhecer as suas propriedades e a estrutura do

sitio ativo para evitar a sua inativacao durante ou ap6s o processo de imobilizacéo.



A escolha do suporte é de extrema importancia, pois € nele que a enzima vai se
ligar, e entdo este deve garantir a acessibilidade do sitio ativo ao substrato. Devem-se
considerar as caracteristicas quimicas, mecénicas e morfologicas do suporte. Com
relacdo as caracteristicas quimicas tém-se a composi¢do, o0s grupos funcionais
presentes, a estabilidade quimica e as contribuicdes da superficie do suporte com
relacdo aos efeitos de pH, carga da superficie, natureza hidrofébica e/ou hidrofilica,
efeito redutor e a presenca de ions metélicos (SAID; PIETRO, 2004).

Com respeito as mecanicas precisa ser considerado; o diametro do poro, 0
comportamento de compressdo, tamanho da particula, area superficial, volume
acessivel da matriz, resisténcia as forcas mecanicas. Ja as caracteristicas
morfoldgicas, envolvem 0s suportes serem ndo-porosos com baixa area superficial, e
porosos que possuem grande area superficial, e estrutura de gel (SAID; PIETRO,
2004).

Considerando todos os fatores mencionados ressalta-se que a superficie do
suporte tem uma importante contribuicdo na manutencdo da estrutura terciaria da
biomolécula, o que influencia enormemente a estabilidade e a atividade catalitica da
mesma. Enfim, o suporte ideal a ser utilizado deve ser o mais inerte possivel, ter
grande area superficial, ter elevada resisténcia mecanica e baixo custo de producéo
(CARDOSO; MORAES; CASS, 2009).

Existem vérios tipos de suportes disponiveis comercialmente podendo ser
organicos e inorganicos (VITOLO, 2001).

O suporte inorganico no formato de capilar de silica fundida € muito utilizado
em métodos de imobilizagdo com enzimas, pois apresenta grande area de superficie
por volume, permitindo interacbes adequadas entre o substrato e a enzima, as
interacdes secundarias sdo minimizadas, a velocidade da reacdo enzimatica é maior,
pois a fase movel elui através de uma coluna tubular aberta, e também possui menor
resisténcia a transferéncia de massa em comparacdo a suportes microparticulados
(CARDOSO; MORAES; CASS, 2009, CARDOSO et al., 2008, DE MORAES et al.,
2012, STIGTER; JONG; VAN BENNEKOM, 2008).

Outros exemplos de suportes podem ser encontrados na literatura (SHELDON,
2007, MATEO et al., 2007). A selecdo vai depender da avaliacédo criteriosa de todos
0s aspectos envolvidos no processo.

O outro parametro a ser considerado no desenvolvimento de um protocolo de

imobilizacdo sdo os métodos de imobilizacdo empregados, ilustrados na figura 1.1



abaixo. Estes se baseiam nas ligacdes fisicas e quimicas entre a biomolécula e o
suporte sendo; a adsorcdo, ligacdo covalente, ligacdo cruzada, imobilizacdo por
confinamento em matriz ou microcdpsula (CARDOSO; MORAES; CASS, 2009).

Métodos de Imobilizagdo de Enzimas

Enzimas Encapsuladas Enzimas Ligadas

Em Matriz Polimérica Em Microcdpsula Ligagdio Covalente Ligagdio Cruzada Adsorgdo Fisica Adsorgdo Idnica

B \?’/ \?1/ ‘

Figura 1.1: Métodos de imobilizagcdo de enzimas (Fonte: CARDOSO; MORAES;
CASS, 2009, p.180).

As enzimas podem ser encapsuladas em matriz polimérica ou microcépsula,
neste modo, a enzima fica livre dentro de um espago restrito que pode ser uma
membrana, um gel, um polimero ou micela.

Na imobilizacdo por adsorcdo fisica a enzima fica retida na superficie do
suporte insolvel que se encontra em meio aquoso, através de interacbes fracas como
Van der Waals, intera¢des hidrofébicas e ligacdes de hidrogénio.

Na adsorcédo idnica, a enzima se liga ao suporte por interagdes eletrostaticas
entre as cargas opostas presentes na superficie do suporte e na enzima.

Imobilizacdo por ligacdo cruzada tém-se enzimas ligadas umas as outras
formando uma rede, ou podem ser ligadas a proteinas inertes como a gelatina ou
albumina. Neste caso a imobilizacéo é livre do suporte e as ligacBes entre si podem
ser quimicas (covalentes) ou fisicas.

O método por ligacdo covalente, mais comumente utilizado em estudos de
biocromatografia, envolve ligacdes covalentes entre os grupos funcionais dos residuos
de aminoéacidos presentes na enzima com o0s grupos funcionais presentes na superficie
do suporte. Os grupos funcionais dos residuos de aminoacidos sdo; NH, de lisina e
arginina, CO,H de acido aspartico e glutamico, OH de serina ou treonina, e grupo SH
de cisteina.

Comparando os métodos, pode-se destacar que a imobilizacdo por ligacdo
covalente possui varias vantagens com relagdo aos outros, pois evita o fenémeno de

dessorcdo, atuando na diminuicdo da velocidade de desativacdo espontanea além de



aumentar o tempo de vida util e da estabilidade térmica do biorreator. Porém
promovem rigidez na estrutura da enzima, limitando seu movimento quando
submetida a altas temperaturas, e também possui maior facilidade em alterar a
estrutura terciaria nativa da enzima. Por adsorcdo fisica, pouca perturbacdo na
estrutura da enzima é causada, mas ha a desvantagem do fenémeno da dessorcéo. E,
na ligacdo cruzada, o método apresenta pouca reprodutibilidade, baixa retencdo da
atividade e estabilidade mecanica dificultando sua aplicacdo industrial (CARDOSO;
MORAES; CASS, 2009, GIRELLI; MATTEI, 2005, CAO, 2006).

As vantagens e desvantagens entre os métodos e suportes devem ser
consideradas a cada caso especifico (MATEO et al., 2007).

De uma maneira geral, independente do tipo de suporte, os biorreatores com
enzimas imobilizadas normalmente s&o denominados IMER’s (do inglés:
Immobilized enzyme Reactor’s), €, para enzimas imobilizadas em colunas capilares
nomeados (ICER’s — Immobilized Capillary Enzyme Reactor’s). Estes IMER’s e
ICER’s podem ser conectados a varios tipos de sistemas analiticos para a avaliagao
das interacdes ligante-enzima. A seguir serd apresentado 0 monitoramento desta

interacdo em suportes cromatogréaficos.

1.1.2. Efeitos da imobilizacéo

Apoés a imobilizagdo, as propriedades da enzima podem sofrer modificacdes
devido a efeitos; conformacionais, estereoquimicos, difusionais ou de transferéncia de
massa, e microambientais. Todos esses fatores devem ser considerados sobre a
estabilidade, propriedades cinéticas, especificidade e produtividade da enzima
(CARDOSO; MORAES; CASS, 2009).

A enzima imobilizada pode apresentar novos parametros cinéticos (Ky € Vvax),
podendo também ter deslocamento dos valores de pH e comportamento diferente em
relacdo a temperatura em comparacao a apresentada em solucéo.

A diversidade de processos refletida nos diferentes substratos, tipos de reacéo e
configuracdo dos biorreatores geram a necessidade do desenvolvimento de um
procedimento especifico de imobilizagdo para cada biomolécula, e todos os fatores

que influenciam no processo devem ser conhecidos e avaliados (CAO, 2006).



1.1.3. Ensaios de monitoramento da atividade com enzimas imobilizadas em

suportes cromatograficos

Os IMER’s ou ICER’s podem ser acoplados de diferentes maneiras em sistemas
cromatograficos, como; poés-coluna, pré-coluna e coluna. Esquema 1.4 A, B e C,

respectivamente.

IMER |—| Detector

Injetor Switching
valve

Coluna Analitica |—| Detector
Injetor Switching
valve
SO men_}—{perector |
()
Injetor

Esquema 1.1: Representacdo esquematica do uso de IMERs em sistemas on-line, A)

pos-coluna, B) pré-coluna e C) coluna.

Em A, os analitos sdo inicialmente separados em uma coluna analitica e
transferidos para o IMER para identificacdo dos compostos com afinidade pela
enzima. Em B, os analitos sdo inicialmente passados pelo IMER para a selecdo dos
compostos com afinidade pela enzima, em seguida o produto da reagédo e o substrato
sdo separados em uma coluna analitica para determinacdo da atividade inibitéria
causada na enzima. E em C, o IMER é acoplado diretamente ao detector onde os
compostos da amostra sdo selecionados de acordo com o tempo de retencdo ou pela
diminuicdo do produto da reacdo catalisada pela enzima (CARDOSO; MORAES,
2009).

Assim, a atividade da enzima pode ser monitorada através da separagdo do
excesso de substrato e produto formado em uma segunda dimensdo conectando-se o

biorreator em uma coluna analitica através do auxilio de uma valvula de caminhos



(CARDOSO et al., 2008, CARDOSO et al. 2006); por derivatizacdo do produto da
reacdo enzimatica gerando um composto com sinal em determinado comprimento de
onda (A) (SILVA et al., 2012); ou o IMER ser diretamente conectado a um detector
como espectrometro de massas para quantificagdo direta do produto formado
(FORSBERG; GREEN; BRENNAN, 2011). Com isto podem se obter os parametros
cinéticos da enzima, realizar triagem e caracterizacdo de inibidores.

A imobilizacdo de enzimas a suportes cromatogréaficos tem sido amplamente
utilizada em estudos farmacoldgicos e clinicos (GIRELLI; MATEI, 2005).

1.2. Enzima alvo

1.2.1. Butirilcolinesterase

A enzima selecionada para esta pesquisa foi uma colinesterase, a

Butirilcolinesterase (BChE, EC 3.1.1.8) da espécie humana (human serum), figura 1.2.

Figura 1.2: Estrutura cristalografica da BChE humana (Fonte: http://

en.academic.ru/dic.nsf/enwiki/470750).

Esta enzima é um tetrdmero de peso molecular 85 KDa, seu sitio catalitico €
composto por quatro subsitios sendo: sitio periférico, onde neste acontece o primeiro
contato de ligagdo para 0s possiveis substratos e inibidores; um sitio de interagdo 7-
cation, onde o quaternario de aménio de colina se liga (intermediario tetraédrico do
mecanismo de catalise); sitio de acilagdo, que é onde acontece a reacdo, composto por
residuos de serina (Ser 198), histidina (His 438) e Glutamina (Glu 325) formando uma
triade catalitica; e o sitio ligante acil, séo alinfaticos e fazem um escudo fino contra
solventes externos. E também, sdo encontrados moléculas de butirato e glicerol
(GIACOBINI, 2003). Vide figura 1.3.



Figura 1.3: Sitio ativo da BChE humana (Fonte: Figure 4.6, GIACOBINI, 2003, p.

47).

A BChE é uma serina hidroxilase que atua na catalise da hidrélise de ésteres de
colina, como a acetilcolina (ACh), neurotransmissor diretamente envolvido na
transferencia de sinais, levando a formacgdo de colina e &cido acético, ilustrado no
esquema 1.1. Ela esta presente no cérebro de mamiferos principalmente nas células
gliais, no tecido endotelial e nos neurdnios e exerce um papel importante na regulacéo

da transmissdo do impulso nervoso na sinapse do nervo e na jun¢do neuromuscular

(GIACOBINI, 2003).

CHj,
Ha |
(6] N
HaC o > \
Hz CH,4
Acetilcolina

BChE

+
L CH, ————>

o

M

HsC OH

Acido acético

H,O

CHj

Hy |+
NN

Colina

CHg

CH3

Esquema 1.2: Hidrélise da ACh catalisada pela BChE.

Preferencialmente, a BChE catalisa a hidrdlise da butirilcolina (BCh), seu

substrato especifico, e que é utilizado para diferencia-la das demais colinesterases

(GIACOBINI, 2003). Esquema 1.2.
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CH, o TH3
H H
HaC c N—cH * c —
N CH.
o o '\ s BChE H3C\( IR
2 H, CH, ——————————> HCJ, OH 2 H, CH;
Butirilcolina Acido butirico Colina

Esquema 1.3: Hidrélise da BCh catalisada pela BChE.

A sua dosagem é de grande valor para o diagnostico de pacientes com a forma
atipica da enzima e em intoxicagdes por inseticidas organofosforados.

No caso do cérebro humano, a BChE prevalece com uma funcéo secundaria na
hidrolise da ACh, desde de que a atividade da Acetilcolinesterase (AChE) predomine.
No entanto, foi observado que os niveis de AChE diminuem no cérebro de pacientes
portadores da Doencga de Alzheimer (DA) e os niveis de BChE aumentam com o
progresso da doenga, fazendo com que neste momento o papel da BChE se torne mais
relevante (GIACOBINI, 2003, GIACOBINI, 2000).

A DA é uma sindrome neurodegenerativa do sistema nervoso central
caracterizada por um declinio progressista da memaria, do pensamento, compreensao,
calculo, etc, afetando as atividades pessoais da vida diaria do portador levando a ébito
(ALZ. ORG, 2009, SMITH, 1999). Normalmente atinge a populac¢éo idosa.

Assim, as enzimas AChE e BChE, por estarem potencialmente envolvidas em
desordens do sistema nervoso central, sdo amplamente estudadas como alvo para o
desenvolvimento de novos farmacos objetivando a inibicdo destas enzimas para a
terapéutica da DA.

Existem algumas hipdteses para explicar a DA, entre elas:
neuropatologicamente no cérebro de pacientes portadores da doenca observa-se,
atrofia cortical difusa e altera¢des extracelulares com acimulo da proteina B-amildide;
e novelos neurofibilares (alteragcdes intracelulares verificadas no citoplasma dos
neurdnios com um grande acimulo de microtubulina-tau) (KIM; LEE; LEE, 2010,
SMITH, 1999).

Neuroquimicamente, o quadro de sinais e sintomas dessa doenca esta associado
a déficits dos diversos neurotransmissores cerebrais, como a acetilcolina, a

noradrenalina e a serotonima. Assim, a atividade colinérgica no sistema nervoso
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central encontra-se reduzida em portadores da DA (GREENBLATT et al., 2003,
FRANCIS et al., 1999, RAUNK, 2009).

Das hipdteses mencionadas, a colinérgica é a mais consistente, sendo assim, o
tratamento € sintomatico e consiste em resgatar a funcdo do neurotransmissor ACh,
atraves da inibicdo das enzimas AChE e/ou BChE gerando aumento nos niveis de
ACh, beneficiando os portadores da doengca (GOMES; KOSZUOSKI, 2005). Como
mostrado no esquema 1.2.

A BChE tem também importancia farmacoldgica e toxicologica devido a sua
habilidade em hidrolisar drogas contendo éster e sequestrar inibidores de colinesterase
incluindo agentes organofosforados (RAVEH et al., 1997).

A BChE tem uma funcdo importante na transmissdo do impulso nervoso
colinérgico em insetos, onde sua inibicdo causa a dessensibilizacdo do receptor de
ACh levando ao bloqueio da transmissdo com consequente morte. Deste modo, esta
enzima também é alvo de estudos na busca novos ligantes com o objetivo de
inseticidas cada vez mais eficientes e menos agressivos tanto ao meio ambiente
quanto a salde humana (BOURGUET et al., 1997, CHARPENTIER et al., 2000,
CORBEL et al., 2009). O controle eficiente de insetos e a busca de compostos
biologicamente ativos que estdo intimamente relacionados com a sobrevivéncia do ser
humano, constituem importantes aspectos a serem estudados.

Considerando a auséncia de tratamentos eficientes para a DA o0 que constitui um
sério problema ndo apenas de salde publica global, mas também econémico-social. E,
os grandes esforcos que tém sido realizados para produzir compostos ndo toxicos,
principalmente ao homem, que possam controlar biorracionalmente o comportamento
das pestes controlando as doengas, a enzima BChE foi selecionada como alvo
bioldgico para a producdo de ICERs no desenvolvimento de métodos de triagem de

inibidores seletivos.

1.3. Ensaios de monitoramento da atividade de colinesterases

Atualmente a atividade de colinesterases pode ser determinada através de
diferentes métodos: ensaios colorimétricos baseados nos trabalhos de Ellman
(ELLMAN et al., 1961) e Marston (MARSTON, KISSLING, HOSTETTMANN,
2002), fluorimétricos (DIAZ, 1997), radiométricos (GUILARTE, 1983) e
eletroquimicos (SERENA et al., 2007).
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Segue uma descri¢cdo do método baseado no trabalho de Ellman, onde neste, o
produto da reacdo enzimatica, tiocolina, ndo absorve no UV entdo se faz uso da

derivatizagdo com um corante.
1.3.1. Ensaio colorimétrico de Ellman
Nos ensaios de atividade baseados neste método modificado de Ellman

(ELLMAN et al.,

(ACThI). Ele é baseado na medida da velocidade de producéo da tiocolina formada

1961), emprega-se 0 analogo do substrato ACh, a acetiltiocolina

atraveés da hidrolise da ACThI. A tiocolina formada reage com o chamado Reagente
de Ellman (&cido 5,5-ditiobis[2-nitrobenzdico]) formando uma mistura de dissulfetos

e um anion amarelo com intensa absor¢do em 412 nm, esquema 1.4.

[}
I

ACh

E

A

H3C—

c—

R
OSHCH,CHoN(CHa)y ——— >

Acetiltiocolina

Tiocolina

/c—o' + HSCHyCHN(CH3)s

H3C

[o}

Tiocolina

GOooH COOH

COOH COOH
- e}

O, O 5

Amon Amarelo

Ri Ell
eagente de Ellman COOH

O,N

.
S—SCH,CHaN(CHa)s

Esquema 1.4: Catélise da acetiltiocolina e reagdo de Ellman.

Rhee e colaboradores (RHEE; VAN RIJN; VERPOORTE, 2003) estudaram o
efeito falso-positivo do método de Ellman, onde os compostos® tidos como inibidores
da AChE podem impedir a reacdo entre o produto da catdlise enzimatica e o
revelador. Neste caso, ndo haveria a formacdo do anion amarelo e resultaria na
formagéo do halo branco, resultado considerado positivo para inibigéo da AChE. No
produto da reacéo e o reagente de Ellman, fornecendo um resultado falso-positivo.

Este método é comumente utilizado em trabalhos com as colinesterases (AChE

e BChE) para monitoramento de sua atividade, tanto em solucdo quanto imobilizadas.

! Mais especificamente, aldeidos e aminas.
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Em solucéo este pode ser realizado em cromatografia de camada delgada (CCD), ou
micropocos (RHEE et al., 2001, RHEE et al., 2003). Segundo Jarvinen et al.( 2011),
obtém-se variagfes nos resultados de acordo com modificagfes nos ensaios em
solucdo baseados na reagdo de Ellman. Estas modificagdes podem ser diferentes
tempos de incubacdo e de medida, temperatura, concentracdo de substrato e ordem de
adicdo de reagentes. Com isto, alguns tipos de inibidores sdo mais favorecidos que
outros acarretando resultados ndo reprodutiveis.

Diferentes protocolos de imobilizagdo de colinesterases para as mais diferentes
aplicacdes tém sido reportados na literatura®. Nestes exemplos, diferentes suportes e
métodos de imobilizacdo sdo utilizados empregando como método de determinacao
de atividade enzimatica o método modificado de Ellman. Nestes casos a reacao
quimica pode ser controlada e operada continuamente, ocasionando maior
reprodutibilidade nos resultados (CAO, 2006).

Para a BChE, o ICER resultante foi conectado diretamente ao sistema CLAE
com deteccdo por UV, e utilizando o método modificado de Ellman para
monitoramento dos estudos (ELLMAN, 1961, SILVA et al., 2012).

1.4. Cinética enzimatica

Enzimas sdo proteinas altamente especializadas com alto grau de especificidade,
aceleram a velocidade das reacdes quimicas, pois oferecem um ambiente especifico
onde uma dada reacdo é energeticamente mais favoravel, sem afetar energia livre
(AG) ou o equilibrio (Ke). Poucos catalisadores ndo biologicos tém essas
propriedades (SEGEL, 1979).

Cinética enzimaética € a parte da enzimologia que estuda os fatores que afetam a
velocidade das reagdes catalisadas pelas enzimas, como; concentragdo da enzima [E],
do substrato [S], do inibidor [I], do produto [P], de ativadores, do pH e da
temperatura.

A estrutura tridimensional de uma enzima é uma decorréncia da estrutura e a
forma do seu sitio ativo, e podem ser afetadas por quaisquer agentes capazes de
provocar mudancas em sua conformacdo fazendo com que sua atividade se torne

dependente de caracteristicas do meio.

Z Para maiores detalhes: (MARINOV et al., 2009, TUMTURK; SAHIN; DEMIREL, 2007, TANG;
WANG; KANG, 2007, BARTOLINI; CAVRINI; ANDRISANO, 2005, BARTOLINI et al., 2009).
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As enzimas possuem grupos titulaveis em seus residuos de aminoacidos, e,
alguns fazem parte do sitio ativo ou sdo importantes para a manutencdo da sua
estrutura. Com isto, a cada alteragcdo provocada em seu ambiente, pH e temperatura,
alguns destes grupos estardo protonados ou desprotonados causando modificagfes em
suas habilidades de estabelecerem ligacGes. Existe uma concentracéo hidrogenidnica e
uma temperatura que propicia uma conformacdo ideal para a enzima exercer o seu
papel catalitico com eficiéncia, este pH e temperatura 6timos decorre do numero e
tipo dos grupos ionizaveis presentes, da sequéncia em que estdo organizados, e da
energia de ativacao da reacdo (BRACHT et al., 2003, NELSON; COX, 2004, SEGEL,
1979).

Um dos principais fatores que afetam a velocidade de uma reagdo enzimatica é a
[S], no entanto, estudar este efeito é complexo devido a [S] variar durante o curso de
uma dada reacdo a medida que o substrato é convertido em produto.

Uma abordagem simplificada em experimentos cinéticos € medir a velocidade
inicial da reacdo (V,), quando [S] é geralmente muito maior que a concentragdo da
enzima, [E]. Assim, se o tempo de reacdo é suficientemente curto as mudancas na [S]
serdo despreziveis e a [S] pode ser considerada constante (NELSON; COX, 2004).

O efeito em V, provocado pela variacdo da [S], quando a concentracdo de
enzima € mantida constante mostrou que; a concentracdes relativamente baixas de
substrato, V, aumenta linearmente com o aumento da [S]. Em altas [S], V, aumenta
cada vez menos, até que finalmente é alcancado um ponto acima do qual ocorrem
aumentos insignificantes de V, a medida que a [S] aumenta (NELSON; COX, 2004).
Figura 1.4.

Initial velocity, V() (zM/min)

Substrate concentration, [S] (mM)

Figura 1.4: Efeito da [S] na V,. Fonte: figura 8.11 (NELSON; COX, 2004).



15

Para compreensdo deste comportamento é fundamental entender o complexo
enzima-substrato (ES) que é formado, sendo este o ponto de partida para a discussao
da cinética enzimatica.

Em 1913, uma teoria geral da acdo das enzimas foi proposta por Leonor
Michaelis e Maud Menten chegando numa equacao quantitativa para a relacédo [S] e

Vo. Equacéo 1.1.

Viax-[S
v — Vi [5]

Ky + 5] Equacéo 1.1

Onde Ky (constante de Michaelis) é a concentracdo de substrato onde V, é
metade da velocidade maxima (V).

Esta equacgdo € chamada de Michaelis & Menten e é essencial nos estudos de
cinética enzimatica. Estes autores propuseram uma condicao de equilibrio rapido onde
primeiramente a enzima se combina reversivelmente com o substrato compondo o
complexo 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). Deste modo, a velocidade da
reacdo enzimatica deve ser proporcional a concentracdo da substancia que reage na
etapa lenta, a ES (NELSON; COX, 2004).

Uma reacdo catalisada por enzima existe em duas formas, a forma livre E, e a
forma ligada ao substrato ES. Em baixas [S], a maior parte da enzima esta na forma E
e nestas condi¢cbes a velocidade da reacdo sera proporcional a [S]. A Vs Serad
atingida quando todas as moléculas da enzima estiverem na forma do complexo ES,
isto acontece quando a [S] for suficientemente alta para manter todas as moléculas de
enzima na forma combinada com o substrato, e a concentragdio da E for
significativamente pequena, com isto, a velocidade da reacdo ndo aumenta mais com
novos aumentos da [S]. Em seguida o complexo ES se transforma no produto P e a
enzima é liberada para uma nova catalise (NELSON; COX, 2004).

Sempre que [S] for suficientemente alta, a condi¢do de saturagéo existira, e este
efeito de saturacdo com o substrato € uma caracteristica que distingue os catalisadores
enzimaticos.

O conceito de estado estacionario foi introduzido por Briggs & Haldane em
1925, prediz que; se a velocidade com o qual o complexo ES forma E + P € rapida
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comparada com a velocidade com que ES se dissociaem E + S, a E, 0 S e ES néo
estdo em equilibrio. Entdo, quando a enzima estd numa condicdo de excesso de
substrato, existe um periodo inicial, denominado estado pré-estacionario, onde a
concentracdo de ES aumenta. A reagdo atinge rapidamente o estado estacionario, onde
a [ES] permanecera praticamente constante durante o decorrer de certo tempo. A
medida da V, geralmente reflete o estado estacionario e a analise destas velocidades
iniciais é chamada de cinética de estado estacionario (NELSON; COX, 2004, SEGEL,
1979).

Com tratamento introduzido por Briggs & Haldane considerando condigdes de
estado estacionario, a equacdo de Michaelis & Menten foi desenvolvida novamente, e
a equacao de velocidade obtida é a mesma, equagéo 1.1.

A equacdo de Michaelis & Menten, somente é valida quando V, é medida num
tempo pequeno o suficiente para que a [S] permaneca praticamente constante, e para
isto, ndo mais que 5% do substrato devem ser consumidos durante o tempo de ensaio
(SEGEL, 1979).

A constante de Michaelis, Ky, é dindmica e expressa a relagdo entre as
concentracdes reais no estado estacionario. E muito importante determinar o seu
valor, pois, relaciona a velocidade de uma reacdo enzimatica com a concentracdo de
substrato; seu valor numérico fornece um meio de comparacdo entre enzimas de
diferentes fontes e estagios de desenvolvimento. Uma varia¢do do seu valor real de
Ky induzida por um ligante € uma maneira de regulacdo da atividade de uma enzima;
se conhecermos Ky, pode-se ajustar as condi¢cdes de experiéncia onde [S] >> Ky e
com isso dosar a atividade da enzima. Essa informacdo da uma idéia da preferéncia da
enzima pelo substrato, isto é, o substrato com valor mais baixo de Ky tem uma
afinidade maior pela enzima (NELSON; COX, 2004, SEGEL, 1979).

Para a determinacdo dos parametros cinéticos, Ky e Vs, de uma enzima,
experimentos sdo realizados a partir de medidas de V, de reagdo variando-se
concentragdes de substrato. Os dados sdo tratados por dois procedimentos, graficos e
numeéricos. Os graficos consistem em: representacdo grafica da equacdo de Michaelis
& Menten (1.1), conforme a figura 1.4; e também, pode ser por uma linearizagdo da
equacdo de Michaelis & Menten (1.1). A forma mais comum de linearizacdo é a de
Lineweaver-Burk, representagdo duplamente reciproca de 1/V, vs 1/S ilustrado na
figura 1.5 (BRACHT et al, 2003).

Neste caso, fornece dados mais precisos que o grafico Vg vs [S].
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Figura 1.5: Representacdo de Lineweaver-Burk. Fonte: figura 8.12 (NELSON;
COX, 2004).

Para enzimas Michaelianas, que obedecem a cinética de Michaelis & Menten, a
curvatura apresentada pelo gréafico Vo vs [S] (figura 1.4) é um hipérbole retangular
cujos limites sdo - Ky e Vuax, a curvatura é fixa independentemente dos valores da
Kwv e Vuax. Entdo qualquer razdo das [S] para quaisquer duas fracdes de Vmax €
constante. E para o reciproco, a relacdo 1/Vq vs 1/[S] é linear (BRACHT et al., 2003,
SEGEL, 1979).

Mas, ha o problema da imprecisdo na avaliacdo gréafica para os célculos dos
parametros cinéticos de uma enzima, entdo, o melhor meio de solucionar este
problema veio com 0 método numeérico.

Os métodos numéricos consistem em fazer regressdes ndo-lineares de minimos
quadrados os quais permitem ajustar a equacdo de Michaelis-Menten aos dados
obtidos. Para isto existem softwares modernos que permitem fazer estes ajustes, como
Sigma Plot ®, Scientist, etc (BRACHT et al., 2003). Ou podem ser realizados por
meio de planilha eletrdnica ou calculadora conforme descrito pelo método de
(WILKINSON, 1961).

A equacdo de Michaelis-Menten pode ser transformada algebricamente em
formas que sdo Uteis para a determinacéo pratica de Ky e Vmax cOmo na anélise da

acdo de inibidores, descrito na proxima secao.

1.5. Inibidores enzimaticos
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Toda substancia que reduz a velocidade de uma reacdo catalisada
enzimaticamente pode ser considerada um inibidor (drogas, antibioticos, venenos,
toxinas, etc).

As enzimas catalisam potencialmente todos os processos celulares e possuem
papéis importantes nos processos Vitais e patoldgicos, e, portanto sdo alvo em estudos
de desenvolvimento de novos agentes farmacéuticos, e na busca por novos ligantes
com o objetivo de agrotoxicos® cada vez mais eficientes e menos agressivos tanto ao
meio ambiente quanto a satde humana. O metodo normalmente utilizado para a
descoberta de novos inibidores candidatos a farmacos envolve a selecdo da enzima
cuja atividade esta associada a alguma desordem ou doenca (CARDOSO; MORAES;
CASS, 2009).

O estudo dos inibidores das enzimas tem fornecido informacGes fundamentais a
respeito dos mecanismos enzimaticos e tem ajudado a definir algumas vias
metabolicas (NELSON; COX, 2004).

Hé duas classes principais de inibidores, 0s reversiveis e 0s irreversiveis.

Os reversiveis sdo compostos que se ligam em sitios especificos na enzima de
modo que a atividade enzimatica possa ser resgatada por meios fisicos. Estes estdo
subdividos em competitivos, ndo-competitivos, incompetitivos de acordo com 0 modo
de atuacdo de inibicdo. Os irreversiveis reagem covalentemente com a enzima
inativando-a. Somente por meios quimicos a atividade da enzima pode ser restaurada
(NELSON; COX, 2004, COPELAND, 2005).

Segue uma descricdo sucinta de cada tipo de inibicéo reversivel.
1.5.1. Inibicao reversivel competitiva

Um inibidor competitivo atua competindo com o substrato pelo sitio ativo da

enzima, neste caso, o inibidor nédo se liga no complexo ES. Esquema 1.4.

® Outros termos podem aparecem como sindnimos como: agroquimicos, defensivos agricolas e
pesticidas.
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Esquema 1.5: Representacdo de equilibrio enzimatico com um inibidor competitivo.
(Fonte: figura 3.2 A de COPELAND, 2005 p. 50).

A equacdo de velocidade de Michaelis & Menten para um inibidor competitivo

difere pelo termo [1 + ([1] / Kj)] multiplicando a Ky, equacédo 1.2 (SEGEL, 1979).

Vo = Vvax [S] Equagio 1.2
KM[l +ﬂ} +[S]

Ki

Com a deducdo da equacdo acima, 1.2, tem-se que a Vuax Ndo € afetada por um
inibidor competitivo, mas a Ky aparente (Kuap) € aumentada pois existe uma fracdo
da enzima sob a forma El que ndo possui afinidade pelo substrato. O aumento
aparente no valor da Ky resulta da distribuicdo de E livre com afinidade total e
nenhuma afinidade. A equagédo 1.2 acima pode ser linearizada como ilutrado na figura
1.6. (SEGEL, 1979).
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Figura 1.6: Representacdo de Michaelis & Menten e Lineweaver-Burk para inibicdo
competitiva. (Fonte: figura 3.3 A e C de COPELAND, 2005, p. 52).
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No grafico da hipérbole (Figura 1.6 A) a curva de maior inclinacdo € a que
representa a velocidade da reacdo na auséncia de inibidor competitivo (controle) e as
outras na presenca de inibidor ilustrando o efeito na Kua. E no grafico reciproco
(figura 1.6 B) a de menor inclinacdo € o controle e as demais sdo com crescentes
concentragdes de inibidor. Nota-se que as retas se interceptam num mesmo ponto no
eixo y, mas com inclinacGes diferentes.

Este efeito na Kua associado com as inalteracbes na Vwus € utilizado na
identificacéo de inibidores competitivos (COPELAND, 2005).

1.5.2. Inibicéo reversivel ndo-competitiva

Neste caso o inibidor ndo-competitivo possui afinidade tanto pela enzima
quanto pelo complexo ES, entdo ele pode se ligar tanto na forma E livre quanto ao
complexo ES, ou seja, se liga reversivel e independentemente do substrato. Esquema
15.

v N/
[ | Y=
E ES
[ |
ELALALALIIL _\I (7711777 ﬁ\I
\/ v /
El 22z T \ ESI

Esquema 1.6: Representagdo de equilibrio enzimatico com um inibidor n&o-
competitivo. (Fonte: figura 3.2 A de COPELAND, 2005 p. 50).

A equacdo de velocidade de Michaelis & Menten para um inibidor ndo-
competitivo difere pelo termo [1 + ([1] / K;)] multiplicando tanto a Ky quanto a Vivax ,
equacdo 1.3 (SEGEL, 1979).
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Vo = Vwvax [S] Equagio 1.3

THHE
Ki Ki

Neste tipo de inibicdo a Vs € menor que a observada na auséncia de inibidor

pois uma parte da enzima esta inativa na forma do complexo ESI, a Ky permanece a
mesma porque as formas da enzima que podem combinar com o substrato sdo as
mesmas, E e EIl. O efeito final desta inibi¢do é fazer com que parega que haja menor

quantidade de enzima (SEGEL, 1979). Seguem ilustracdes da equacéo 1.3.
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Figura 1.7: Representacdo de Michaelis & Menten e Lineweaver-Burk para inibigcdo
ndo-competitiva. (Fonte: figura 3.6 A e C de COPELAND, 2005, p. 60).

Da mesma forma que anteriormente, na hipérbole (figura 1.7 A) a curva de
maior inclinacdo é a que representa controle e as outras na presenca de inibidor. No
reciproco (figura 1.7 B) a de menor inclinagédo é o controle e as demais sdo as retas na
presenca de crescentes concentra¢des do inibidor ndo-competitivo. Neste caso, tanto
as inclinagcdes quanto as intersecfes sdo alteradas confirmando o termo acrescido na
equacdo 1.3.

Existem poucos inibidores com esta acéo refletindo a tendéncia na busca por

novos ligantes que atuem diretamente no sitio ativo.
1.5.3. Inibicao reversivel incompetitiva
O inibidor incompetitivo demonstra pouca afinidade pela enzima, sendo assim

ele se liga apenas ao complexo ES, fornecendo um complexo ESI inativo. Esquema
1.6.
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A equacdo de velocidade de Michaelis & Menten para um inibidor
incompetitivo difere pelo termo [1 + ([I] / K;)] multiplicando a [S], equacdo 1.4

(SEGEL, 1979).

Vo = Vmax [S] Equacdo 1.4
[S] [1 +_ﬂl]+ Kwm

Ki

N4

P
-ﬂ\I
W
ESI

Esquema 1.7: Representacdo de equilibrio enziméatico com um inibidor incompetitivo.

(Fonte: figura 3.2 A de COPELAND, 2005 p. 50).

Aqui, qualquer que seja [I], uma [S] grande ndo levaria toda a enzima na forma
do complexo ES, pois parte deste estard na forma do complexo inativo ESI e, portanto
a reacdo ndo prossegue. Consequentemente Vs € Kmap S80 diminuidas pelo mesmo
valor (SEGEL, 1979). Veja figura 1.8, com as representacdes da equacdo 1.4.
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Figura 1.8: Representacdo de Michaelis & Menten e Lineweaver-Burk para inibigdo

incompetitiva. (Fonte: figura 3.12 A e C de COPELAND, 2005, p. 69).
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Na hipérbole (figura 1.8 A) a curva de maior inclinacdo é a que representa
controle e as outras representam a presenca de inibidor. No reciproco (figura 1.8 B) a
de menor inclinagdo é o controle e as demais na presenca de crescentes concentracoes
de inibidor incompetitivo, neste caso, as retas estdo em paralelo, pois a medida que [1]

cresce a intersec¢do com o eixo y também cresce.

1.6. Caracterizagao de inibidores

A caracterizacdo de inibidores é realizada de acordo com a influéncia destes nos
parametros cinéticos da enzima. Varias representacfes podem ser feitas, todas
derivadas da equacdo de Michaelis & Menten, como; Lineweaver-Burk, Dixon,
Eadie-Hofstee, e de Hanees (BRACHT et al., 2003).

Destacando a representacdo reciproca de Lineweaver-Burk, para cada composto
selecionado sdo realizados estudos cinéticos em diferentes concentracdes, para cada
cinética é tracada uma reta pelo método reciproco utilizando a equacdo de Michaelis
& Menten linearizada obtendo um conjunto de retas como descrito em 1.5.1, 1.5.2,
1.5.3 (SEGEL, 1979).

De acordo com a ac¢do de cada composto selecionado sera exibido um perfil de
grafico podendo entdo ser classificado em competitivos, ndo-competitivos ou
incompetitivos. Reveja figuras 1.6, 1.7, 1.8.

Para célculos dos valores de Ki, é tracado outro grafico com os valores
encontrados das inclinagdes e/ou interseccOes (dependendo do mecanismo de inibig¢éo
encontrado) das retas do reciproco versus a [I] correspondente. (SEGEL, 1979).

Para inibicdo competitiva um grafico € tracado com os valores das inclinagdes,
que corresponde a (Kwuap/Vmax), de cada reta do reciproco versus as concentragdes de
inibidor correspondente, e a partir da intersecdo com o eixo X pode-se obter o valor de
Ki (SEGEL, 1979).

Para inibicdo ndo-competitiva e incompetitiva, grafico tragcado com os valores
das intersecbes que corresponde a (1/Vwmax) das retas do reciproco versus as
concentragdes de inibidor correspondentes, e a partir da intersecdo com 0 eixo X, 0
valor de K é encontrado (SEGEL,1979).
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1.7. Inibidores padrées da BChE

Existem varios compostos que atuam como inibidores padrdes de colinesterases,
AChE e BChE, com especificidade para uma ou outra enzima. Seguem alguns
compostos de interesse clinico.

Fisostigmina, também conhecido como eserina, € um alcaldide isolado da planta
Physostigmina venenosum, considerado o primeiro e melhor alcaléide com atividade
anti-colinesterasica. Este composto é um inibidor reversivel especifico para a BChE,
no entanto, ndo é administrado na terapéutica em humanos devido aos efeitos
colaterais causados. Mas devido a sua alta seletividade e eficicia anti-colinesterasica,
varias sinteses de analogos tem sido reportados (GIACOBINI, 2003).

A Galantamina é um alcal6ide de origem natural, das espécies Gallantus nivalis,
Narcissus sp. e Leucojum sp, € um inibidor reversivel apresentando uma seletividade
de nove vezes para a AChE quando comparado para a BChE* (GIACOBINI, 2003). E
administrado como farmaco para a com o nome comercial de Reminyl®.

A Rivastigmina é um inibidor derivado dos carbamatos, normalmente estes sdo
utilizados na agricultura como inseticidas. E um inibidor pseudo-irreversivel com
seletividade de 122 vezes para a BChE quando comparado com a AChE. E também
administrado na terapéutica da DA, niveis leve e moderado, com o0 nome comercial
Excelon®.

Outros inibidores sdo conhecidos como; Donepezil, Huperzina A e Tacrina.
Sendo o Donepezil, vendido comercialmente como Aricept® para o tratamento DA, e
a Huperzina A mais seletivos para a AChE. A tacrina, pertencente a classe de
acridinas, € um inibidor reversivel com seletividade maior para a BChE

(GIACOBINI, 2003). Segue tabela 1.1 com as estruturas quimicas de cada composto.

* Tabela 6.1 p. 74 em (GIACOBINI, 2003) mostra quantitativamente a comparacao de valores de 1C50
para AChE e BChE em solucéo.
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Tabela 1.1: Estruturas quimicas de inibidores padrao de colinesterases.

Eserina Galantamina Rivastigmina
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2. Objetivos

2.1. Objetivos Gerais:

Desenvolver colunas enzimaticas com a enzima butirilcolinesterase para serem
empregadas na triagem de inibidores seletivos em cole¢des de moléculas naturais e

combinatorias sintéticas.

2.2. Objetivos especificos:

e Imobilizar a enzima BChE em capilares de silica fundida preparando ICER-
BChE;

e Avaliar a atividade enzimatica e a estabilidade nas condi¢cdes cromatograficas de
anélise;

e Realizar os estudos cinéticos para BChE imobilizada;

e Desenvolver e validar o método com o ICER-BChE;

e Validar o uso do ICER na avaliagdo da atividade bioldgica de inibidores,
empregando compostos conhecidamente ativos.

e Aplicar o método desenvolvido e validado na triagem e caracterizacdo de novos
ligantes inibidores da BChE.
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3. Procedimento Experimental
3.1. Materiais

A enzima BChE (EC 3.1.1.8, de soro humano, 50 unidades / mg), o substrato
iodeto de butiriltiocolina (BTChl), reagente de Ellman, galantamina, eserina foram
adquiridos da Sigma — Aldrich. Glutaraldeido, componentes do tampéo, e todos 0s
reagentes quimicos utilizados foram de grau analitico e adquiridos de diversas fontes
como, Sigma, Merck, Synth e Acros.

As colunas enzimaéticas foram preparadas utilizando capilares de silica fundida
(0,375 mm x 100 uM d.i.) adquiridos da Polymicro Technologies (Phoenix, AZ,
USA).

A 4gua utilizada na composicdo das fases méveis e preparacdo de solugdes foi
obtida em um sistema MILLI-Q (MILLIPORE).

Todas as solugbes tampéo e solventes grau analiticos foram filtrados a vacuo em
um sistema MILLIPORE, utilizando membranas de nitrato de celulose
PHENOMENEX de 0,45 uM, e posteriormente degaseificados em ultrassom Unique
— Ultracleaner 1400.

3.2. Aparatos

Para o preparo do capilar e imobilizacdo da enzima foi utilizada uma bomba
seringa - Syringe Pump 2211 plus.

As andlises foram realizadas no cromatografo liquido SHIMADZU -
PROMINANCE possui duas bombas SHIMADZU LC 20 AD, onde uma delas esta
acoplada a uma valvula seletora de solvente SHIMADZU FCV-20AL para gradiente
de baixa pressdo; um detector de ultravioleta com comprimento de onda variavel
SHIMADZU SPD-M20A; um auto-injetor SHIMADZU SIL-20A e uma vélvula de
seis caminhos VALCO que serd utilizada para o sequenciamento de colunas. O
equipamento esta acoplado a uma interface SHIMADZU CBM-20A e o0s
cromatogramas sdo registrados através de um software LC Solutions no Departamento
de Quimica da USP-RP.

A homogeneizagdo das amostras foi efetuada em um vortex Heidolph Reax top.
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Para a pesagem dos reagentes foi utilizada uma balanca analitica Marte, modelo
AY220, com precisdo 0,0001g.

As medidas de pH foram realizadas em pH-metro Marte MB 10 com precisao
0,01.

Para o ensaio com a enzima em solucdo foi utilizado um sistema de microplacas

leitora de Elisa (Elisa readers — Versa Max — Molecular Device).

3.3. Tampao de trabalho

A fase movel designada tampdo de trabalho utilizada nas analises foi preparada
acrescentando-se 1,21g (0,1 M) de Tris [(hidroximetil) aminometano] e 0,005g
(1,26.10" M) do Reagente de Ellman (4cido 5,5-ditiobis[2-nitrobenzéico]) a um
volume final de 100 mL em agua com pH ajustado a 8,0 (adicdo de solucdo de HCI

10% em volume).

3.4. Imobilizacédo da enzima BChE em capilares de silica fundida

A enzima BChE foi imobilizada em capilares de silica fundida com dimensdes
de 100 uM d.i x 0,375 mm x 15 cm pelo método de imobilizacdo covalente usando o
agente homobifuncional amino-reativo, glutaraldeido como espacador (SILVA et al.,

2012), consistindo de trés etapas.

3.4.1. 1@ etapa: Pré-tratamento corrosivo do capilar de silica fundida

Utilizando uma bomba seringa com uma vazio de 130 pL.min ™ percolou-se
pelo capilar, 2,0 mL de uma solugdo de HCI (2,0 M), em seguida 1,0 mL de &gua
deionizada e este foi colocado na estufa a 95 °C durante 1 hora. Apos, 1,0 mL de uma
solucdo de aminopropiltrietoxisilano (APTES) (10% em &gua) foi percolada pelo
capilar e este foi novamente colocado em estufa a 95°C durante meia hora.

Posteriormente, o capilar foi deixado a temperatura ambiente por 12 horas.

3.4.2. 22 etapa: Imobiliza¢éo da BChE
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No capilar pré-tratado, 1,5 mL de solucdo glutaraldeido 1% em solu¢do KH,PO,
(50 mM, pH 7,4) foi percolada pelo capilar, em seguida 0,5 mL de solu¢cdo KH,PO,
(50 mM, pH 7,4). Ap6s esta etapa a vazdo da bomba seringa passa para 5 pL.min .
Em seguida 0,5 mL de solucdo enzimatica € percolado (0,34 mg/mL com

aproximadamente 16.93 unidades de enzima) por trés vezes.

3.4.3. 32 etapa: Reducdo das Bases de Schiff

Na sequéncia se inicia 0 processo de reducdo das bases de schiff formadas
durante o processo de imobilizacdo. Esse processo consiste em percolar uma solucéo
do borohidreto de sédio (5 mg/mL) preparada em tampdo fosfato por 1h, ap6s uma
solugdo de tampdo fosfato por 5 min seguido de uma solucdo de monoetanolamina
(0,2M) por 1h e novamente uma solucdo de tampao fosfato por 5min, e por fim 1,0
mL de tampdo trabalho.

O capilar resultante foi denominado ICER-BChE, e permaneceu com suas
extremidades imersas no tampéo trabalho a 4 °C quando né&o estava em uso.

3.5. Determinacao da atividade enzimatica da BChE imobilizada

O ICER-BChE preparado foi conectado a um sistema de cromatografia liquida
(CL) e equilibrado por 30 minutos com o tampéo de trabalho. A atividade enzimatica
foi avaliada pelo método modificado de Ellman (ELLMAN et al., 1961).

Aliquotas de 10uL de solucdo de BTChl (50 mM) foram injetadas em fluxo
para a avaliacdo da atividade enzimética do ICER-BChE recém preparado, e 0
produto da reacdo foi observado pela banda cromatogréafica que corresponde ao anion

amarelo formado em 412 nm.

3.6. Preparo da solugéo de BTChl utilizada no desenvolvimento do método

analitico

A solugdo de substrato utilizada para o estudo da atividade enzimaética foi
preparada na concentracdo de 50,0 mM solubilizando-se 0,40 g em um volume final
de 25,0 mL de agua.
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3.7. Estudo da influéncia da vazéo

Aliquotas de 10uL da solugdo de substrato BTChl (50 mM) foram injetadas (em
duplicata) em cinco diferentes vaz6es no ICER-BChE, num sistema em fluxo. Foram
avaliadas as vazdes de 0,01; 0,02; 0,03; 0,05; 0,1e 0,15 mL.min ™.

3.8. Estudo da influéncia do pH
3.8.1. Influéncia do pH na atividade do ICER-BChE

O ICER-BChE conectado a CL foi equilibrado por 30 minutos com o tampé&o de
trabalho com valores de pH ajustados entre 7,0 a 9,0. Aliquotas de 10uL da solucédo
de BTChI (50 mM) foram injetados (em duplicata, vazdo 0,05 mL.min *, detecgdo em
412nm). A érea da banda cromatografica referente ao produto da reacdo enzimatica
foi integrada e plotada contra o valor de pH da fase mével.

3.8.2. Influéncia do pH na estabilidade da atividade do ICER-BChE

Trés ICER-BChE foram utilizados, suas extremidades ficaram imersas no
tampdo de trabalho em trés diferentes valores de pH: 7,5; 8,0 e 8,5. Aliquotas de 10
puL de BTChl (50 mM) foram injetadas (duplicata) a cada duas horas num total de 10
horas para cada valor de pH. Condicdes: vazdo 0,05mL.min™* e deteccdo 412nm.

A éarea da banda referente ao produto da reacdo enzimatica foi integrada e
plotada contra o tempo de exposi¢cdo em cada valor de pH.

3.9. Validacdo do método desenvolvido

3.9.1 Preparo das solucbes de BTChl utilizadas na curva de calibragéo

Solucdes estoques de 10 mM e 100 mM de BTChl foram preparadas. Para 10
mM solubilizou- se 3,16 mg de BTChl em um volume final de 10 mL de agua e para
100 mM, 31,6 mg de BTChl em volume final de 10,0 mL de agua. As solucdes
utilizadas na obtencdo da curva de calibracdo foram preparadas a partir de dilui¢cdes
das solugdes estoques nas seguintes concentragfes: 0,25; 1,0; 3,0; 5,0; 10,0; 20,0;
30,0; 40,0; 50,0 e 60,0 mM a um volume final de 5mL.
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3.9.2. Curva de calibracéo

A partir das solugdes de BTChl: 0,25; 1,0; 3,0; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0; 40,0; 50,0
e 60,0 mM foram preparadas amostras (em triplicata) com 50 pL de cada
concentragdo acima e 50 plL de tampdo de trabalho. As amostras foram
homogeneizadas em vortéx por 10 segundos, aliquotas de 100 uL foram transferidas
para o frasco do auto-injetor, ¢ 10 uLL foram injetados no cromatdgrafo.

A curva de calibracdo foi obtida através da regressao linear a partir da area da

banda cromatogréafica a uma dada concentracdo de BTChl.

3.9.3. Validacdo do método analitico

Para a validacdo do método analitico, segundo parametros preconizados pela
ANVISA - métodos bioanaliticos (RIBANI et al. 2004, CASSIANO et al., 2009), as
seguintes figuras de mérito foram avaliadas: seletividade, linearidade, repetibilidade,
precisdo, exatiddo, limite de quantificacdo (LQ) e limite de deteccdo (LD).

A precisdo intra — dia e a exatiddo foram avaliadas pela anélise de trés controles
de qualidade em trés diferentes concentracdes (baixo, médio e alto - 3, 30, e 54 mM
em relacédo ao intervalo da curva de calibracdo). Cinco amostras de cada concentragéo
foram injetadas no ICER — BChE em trés dias ndo consecutivos.

Para a avaliacdo da seletividade, amostras de branco (50 uL de &gua e 50 uL de
tampao) foram injetadas trés vezes a cada sequéncia de analise (RIBANI et al. 2004,
CASSIANO et al., 2009).

3.10. Medida da Velocidade inicial da reacédo (Vo) no ICER - BChE

Foram injetadas aliquotas de 10 pL da solucdo do substrato BTChl nas
concentragdes de: 1; 5; 10; 15; 20; 50 e 100 mM no ICER-BChE, nas mesmas
condi¢bes cromatograficas descritas para 0 método. O produto da reacdo enzimatica
foi coletado, apds 5 minutos de analise cromatografica em pocos de microplacas para
leitura em 412nm utilizando-se uma leitora de Elisa. Através da lei de Lambert Beer,

a Vo pOde ser determinada.
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A=¢b.c
Onde:
A = Absorbancia da area do pico coletado;
b = comprimento do micropogo em cm;
¢ = concentracdo de produto formado;
¢ = coeficiente de extingdo molar do anion amarelo formado, 13.600 cm™*M™
(ELLMAN et al., 1961).

3.11. Estudo do parametro cinético Ky

O parametro cinético, constante de Michaelis (Ky) utilizando o ICER-BChE foi
obtido pela medida da velocidade da reacdo frente a diferentes concentracdes de
substrato BTChl.

As solucdes estoque de BTChI foram preparadas nas concentragdes de 10 mM,
100 mM e 200 mM, a um volume final de 10mL.As solugdes utilizadas para a
obtencdo da curva foram preparadas a partir de diluicGes das solucdes estoques nas
seguintes concentracBes: 5; 10; 15; 20; 30; 40; 60; 80; 100 mM. Foram injetados
10puL das solucBes de BTChl em duplicata nas condigdes cromatogréficas: vazao 0.05
mL.min™ e detecgdo 412 nm.

Os dados experimentais obtidos foram analisados usando o software Sigma Plot
versdo 12.0 e o valore de Ky calculado através da andlise de regressdo nado linear de

melhor ajuste.

3.12 Modificador organico
3.12.1. Modificador organico na atividade do ICER-BChE

Para avaliar a influéncia de solventes organicos na atividade enzimatica foi
realizado um estudo com os solventes: Metanol (MeOH), etanol (EtOH), 1- Butanol,
2- propanol, Dimetilsulféxido (DMSQ) e Acetonitrila (ACN).

Para cada solvente foram preparadas solucdes de 50% v/v, onde aliquotas de 50
uL dos solventes foram adicionadas a 100 puL da solu¢do de BTChl (50mM) e a 50pL

de tampao de trabalho. 10 pL dessas solugdes foram injetadas em fluxo utilizando o



33

tampdo trabalho como fase mdvel. Antes de cada injecdo da amostra com o solvente a

atividade do ICER-BChE foi avaliada na auséncia do solvente.

3.12.2. Modificador organico na fase movel

Foi realizado um estudo com a adi¢do do solvente organico, EtOH, na fase
movel variando de 10 a 80 %, injetando 10 uL do substrato BTChl (50 mM). Apos,
foi realizado o teste de atividade do ICER-BChE sem solvente organico na fase

movel.

3.13. Estudos de inibicéo

3.13.1. Validacao com inibidores padrdes

Determinacéo da Poténcia Inibitdria (I1Csp) de inibidores padroes

Dois inibidores padrdes de colinesterases (GIACOBINI, 2003), a eserina e a
galantamina foram avaliados no ICER-BChE.

As solucBes estoque dos inibidores padrdes galantamina e eserina nas
concentracdes de 1 mM e 1 uM, respectivamente, foram preparados em agua. Para as
curvas dose resposta, as concentracfes de cada inibidor padrdo variavam de 0,005 a
10 uM para galantamina, e de 2 a 12 nM para eserina com a adicdo da solucdo de
substrato BTChl (50 mM).

O preparo das solucdes foi realizado a partir da adicdo de 30 pL do tampéo de
trabalho, 20 pL da solucdo de BTChl (50 mM), e volumes variaveis entre 0 e 50 pL
das solucdes estoque dos inibidores galantamina e eserina. O volume foi completado
para 100 pL com MeOH : H,0 (1:1 v/v).

A atividade enzimatica na auséncia do inibidor consistiu em: 30uL do tampao
de trabalho, 20 pL da solugdo de BTChl (50 mM), 20uL de MeOH : H,O (1:1 v/v) e
30pL de &gua. As solucdes foram preparadas em duplicata e aliquotas de 10uL foram
injetadas.

Os percentuais de inibicdo foram obtidos comparando-se a &rea da atividade da
enzima na presenca do inibidor (A;) com a area da atividade da enzima na auséncia de

inibidor (Ay), de acordo com a equagao abaixo:
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% Inibicdo = 100-[Ai/Ap) x 100] Equacéo 3.1

Os dados foram tratados através do método da regressdo ndo-linear de melhor
ajuste empregando o programa SigmaPlot 12.0.

3.13.2. Triagem de inibidores: Teste pontual com os compostos Sintéticos

A triagem inicial dos compostos foi realizada avaliando-se o percentual de
inibicdo a 200 uM.

As solucBes estoque dos compostos sintéticos foram preparadas em MeOH:
H,0 (1:1 v/v) na concentracdo de 1 mM. As amostras foram preparadas adicionando —
se 60 pL da solugdo de tampéo de trabalho, 20 pL da solucéo do inibidor e 20 pL da
solugdo de BTChl (200 mM) em volume final de 100 pL. As solugdes foram
preparadas em duplicata, homogeneizadas em vortéx por 10 segundos e em seguida
transferidas para o frasco do auto-injetor e aliquotas de 10 puL foram injetadas no
cromatdgrafo.

A atividade da enzima na auséncia do inibidor foi avaliada (em duplicata) antes
de cada composto avaliado. A solucdo foi preparada com a adicdo de 60 pL da
solucdo de tampdo de trabalho, 20 pL de BTChIl (200 mM) e 20 uL do solvente
MeOH: H,0 (1:1 viv).

Para avaliar a absorcdo de cada composto no comprimento de onda utilizado
(412 nm) pelo método desenvolvido, foram preparadas solugdes do branco de cada
composto a ser analisado com a adicdo de 60 pL da solucdo de tampéo de trabalho, 20
ML da solugéo do inibidor e 20 pL do solvente MeOH: H,0 (1:1 v/v)

Os percentuais de inibicdo foram obtidos comparando-se a area da atividade da
enzima na presenca do inibidor (A;) com a area da atividade da enzima na auséncia de
inibidor (Ao) de acordo com a equagéo 3.1 descrito na sec¢do (3.13.1.)

Os compostos que apresentarem %I > 70% a 200 uM foram selecionados para

determinacédo da potencia inibitoria (1Csp).

3.13.3. Determinacdo da Poténcia Inibitdria (1Csp) dos compostos sintéticos
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Para o estudo da poténcia inibitoria dos compostos identificados pelo ICER-
BChE foram construidas curvas de ICsy avaliando-se a porcentagem de inibi¢do a
partir de variacfes nas concentragdes de cada ligante. Para esta avaliacdo utilizou-se
uma faixa de concentracdo de 5 a 500 uM (em duplicata) de cada composto com a
adicdo da solucdo de BTChl 50 mM.

Os percentuais de inibicdo foram obtidos comparando-se a area da atividade da
enzima na presenca do inibidor (A;) com a &rea da atividade da enzima na auséncia de

inibidor (Ag) de acordo com a equagéo 1 e tratados como descrito na secdo (3.13.1.).

3.13.4. Determinacdo do tipo de mecanismo e da constante (K;)

O tipo de inibicdo e o valor da constante K; foram determinados para 2
cumarinas, dois complexos metalicos com Cu e para o inibidor padrdo eserina. Para
este ensaio solucdes de BTChl de 10, 34, 50 e 60 mM foram preparadas, valores
selecionados devido ao Ky do ICER-BChE, contendo trés diferentes concentragdes de
cada inibidor, valores escolhidos de acordo com o 1Csy de cada composto.

O preparo das solucgdes foi realizado a partir da adicdo de um volume fixo do
tampdo de trabalho (60 pL), volume fixo de inibidor (para cada concentracdo
escolhida), volumes variaveis de BTChl (de acordo com a concentracdo 10, 34, 50 e
60 mM), e completado para 100 pL com H,O. As solugdes foram preparadas em
duplicata, homogeneizadas em vortéx por 10 segundos e em seguida transferidas para
o frasco do auto-injetor e aliquotas de 10 pL foram injetadas no cromatégrafo.

Os dados obtidos deste estudo foram ajustados as equagdes 1.2 e 1.4 que

descrevem inibigcdo competitiva e incompetitiva, respectivamente.

3.13.5. Classes de compostos avaliados

Cinco bibliotecas de compostos sintéticos foram avaliadas usando o ICER —
BChE. Uma contendo 20 derivados de Cumarinas (tabela 4.3) (ALVIM et al., 2005),
cedidas pela Profa. Dra. Arlene Gongalves Corréa da UFSCar, fazendo parte da
dissertagcdo de mestrado do aluno Lucas Campos Curcino Vieira (VIEIRA, 2010).

A outra com 32 derivados de flavonoides e complexos metélicos com Cobre
(Cu) (tabela 4.4), e outra com 14 complexos metélicos com Zinco (Zn) e Cobalto
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(Co), foram cedidas pelo Prof. Dr. Jodo Batista Fernandes da UFSCar, fazendo parte
da tese de doutorado do aluno Andreé Lucio F. Sarria (SARRIA, 2012).

Uma classe com 23 compostos Glicosideos cedidos pelo Prof. Dr. Ricardo José
Alves da UFMG em Belo Horizonte.

E por fim, uma classe com compostos hibridos de fenilpropandides e acido
barbitarico cedidos pelo Prof. Dr. Antonio Luis dos Santos Lima do Instituo Militar
de Engenharia (IME) do Rio de Janeiro, fazendo parte da tese de doutorado de

Stefania Priscilla de Souza, em andamento.

3.14. Estabilidade e reprodutibilidade do ICER - BChE

A estabilidade da ICER- BChE foi determinada utilizando o tamp&o de trabalho,
como fase movel e uma injegdo diaria de 10 uLL de BTChl (50 mM) sob as condicoes
otimizadas (vazdo de 0,05 mL. min™, deteccdo no UV a A = 412 nm), ap6s 15 dias as
injecBes passaram a ser semanais. As analises foram realizadas em duplicata.

A reprodutibilidade da imobilizag&o utilizada foi avaliada medindo a atividade
enzimatica de trés diferentes ICERs (10 uL de BTChI 50 mM), recém-preparados, em

duplicata.

3.15. Ensaios enzimaticos com a BChE em solucéo

Para a ensaio com a BChE em solucédo foi seguido o protocolo, com algumas
adaptagdes, como reportado em (KHORANA et al., 2001, RHEE; VAN RIJN;
VERPOORTE, 2003) e seréa sucintamente descrito a seguir.

3.15.1 Ensaio em microplaca para determinacdo do Ky

Uma solucédo estoque de 15 mM BTChl foi preparada em agua deionizada. As
solugdes utilizadas para a obtencdo da curva foram preparadas a partir da solugéo
estoque nas seguintes concentragdes: 30; 50; 70; 90; 110; 130; 150 uM.

O ensaio foi realizado em microplacas de 96 pocos utilizando um leitor de
microplacas do tipo Elisa para obtencdo das medidas de absorbancia. Cada poco foi
preenchido com: 125 pL do reagente de Ellman (3 mM, em tampéo fosfato 0,1 M pH
7,4); 75 pL de tampédo TRIS (50 mM) pH 8,0; 20 ul de solugdo enzimatica BChE na



37

concentragdo final 0,28 U/mL (em tampao fosfato 0,1 M pH 7,4); 25 uL de BTChl
nas concentragdes indicadas acima. O volume final de 250 pL.

A microplaca foi agitada por 10 segundos seguida de leitura da absorbancia em
412 nm em intervalos de 30 segundos por dois minutos.

Os dados foram tratados através do método da regressdo nao-linear de melhor

ajuste empregando o programa SigmaPlot 12.0.

3.15.2 Ensaios de inibicdo em microplaca

Para a inibicdo da enzima em solucdo foi utilizado o padrdo eserina. O ensaio
foi realizado em microplacas de 96 pogos utilizando um leitor de microplacas do tipo
Elisa para obtencdo das medidas de absorvancia. Cada poco foi preenchido com: 125
uL do reagente de Ellman (3 mM, em tampéo fosfato 0,1 M pH 7,4); 50 pL de tampéo
TRIS (50 mM) pH 8,0; 25 uL de solucdo enzimatica BChE na concentracéo final 0,28
U/mL (em tampéo fosfato 0,1 M pH 7,4); 25 pL de BTChl (15 mM) e 25 pL de cada
inibidor nas concentragdo de (1 mM). Volume final de 250 pL.

A microplaca foi agitada por 10 segundos seguida de leitura em 412 nm em
intervalos de 30 segundos por dois minutos.

Os percentuais de inibicdo foram obtidos comparando-se a absorbancia da
atividade da enzima na presenca do inibidor (A;) com a absorbancia da atividade da
enzima na auséncia de inibidor (Ao), de acordo com a equacéo 3.1.°

Os dados foram tratados através do método da regressdo ndo-linear de melhor

ajuste empregando o programa SigmaPlot 12.0.

3.15.3 Ensaio Falso-positivo de Ellman em Cromatografia de Camada Delgada
(CCD)

Para este ensaio (RHEE; VAN RIJN; VERPOORTE, 2003) foi preparada placa
cromatografica de silica gel 60 para cada classe de compostos avaliados no ICER-
BChE com a realizacdo de elui¢cdo em uma fase CHCIl3:MeOH:H,0 65:30:5 (v/v).
Volumes de 2,5 pL de cada amostra foram aplicados nas placas.

As seguintes solugOes foram preparadas e utilizadas no ensaio:

® Equacéo 3.1: % Inibicdo = 100-[Ai/Ao) x 100].
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A) 80 mL agua deionizada + 0,1825g tris — Tampao A (T.A.), pH= 8,0 (ajustar
com HCI 10% v/v);

B) 0,0099¢ reagente de Ellman + 25 mL de A (TA)

C) 0,00723g ACThl +25 mL A ( TA);

D) 0,704 mg de AChE + 300 puL agua MiliQ;

E) 0,025 g albumina sérica bovina (BSA) + 25 mL de TA,

F) 15 pL da solucéo D e misturar com 5 mL de solucdo E.

Ap0s a eluicdo e secagem das placas, as solucgdes (C) e (F) foram incubadas por
15 minutos a 37°C. Apds, borrifou-se a solucdo de (B) sobre as placas de silica e em
seguida a mistura que foi incubada contendo o produto da reacdo enzimaética. O

padréo utilizado foi a Galantamina e eserina aplicado no final da placa.
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4. Resultados e discussao

4.1. Preparacéo e caracterizacdo do ICER-BChE
4.1.1 Imobilizacdo da BChE

O método de imobilizacdo selecionado neste trabalho, ligacdo covalente, se deu
com base no sucesso alcangado em trabalhos anteriores desenvolvidos com as enzimas
GAPDH e AChE (CARDOSO et al., 2006, CARDOSO et al., 2008, SILVA et al.,
2012). Este método apresenta diversas vantagens como, impedir o fenémeno de
dessorcao, aumentar o tempo de vida Util e da estabilidade térmica da enzima.

A BChE foi imobilizada em capilares de silica fundida com dimensdes de 15 cm X
0,1 mm d.i.. Este suporte apresenta diversas vantagens como: grande area de superficie
por volume, permitindo interacGes adequadas entre o substrato e a enzima; minimizagéo
de interacbGes secundarias entre 0s compostos e o suporte; a velocidade da reacédo
enzimatica é maior porque a fase movel elui através de uma coluna tubular aberta; e
apresenta menor resisténcia a transferéncia de massa em relacdo a suportes
microparticuladas. Além disso, é resistente a forca mecénica e estavel (CARDOSO;
MORAES; CASS, 2009).

Sdo trés etapas que envolvem o processo de imobilizacdo da BChE no capilar
sendo elas: 12 Pré-tratamento corrosivo do capilar de silica fundida; 22 Imobilizacéo da
BChE; 3% Reducdo das Bases de Schiff.

12 etapa: Pré-tratamento corrosivo do capilar de silica fundida

Nesta etapa o capilar sofre um pré-tratamento corrosivo com HCI a fim de limpar
e ativar o capilar, e também , um tratamento quimico com o APTES. A corrosdo das
paredes internas do capilar aumenta a area superficial, removendo impurezas das
paredes internas e assim diminuindo os efeitos de irreprodutibilidade. A ativagdo do
capilar ocorre com a liberacéo dos grupos silanéis presentes na silica.

Em seguida acontece o tratamento quimico com APTES, a silanizagdo, onde
ocorre uma reacdo de substituicdo nucleofilica com os grupos silanois livres presentes

na parede do capilar e o APTES.

2% etapa: Imobilizacdo da BChE
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Nesta etapa foi utilizado um agente espacador, glutaraldeido, a fim de se evitar a
imobilidade da biomolécula dentro do suporte. Este agente é bifuncional e muito
reativo, entdo, apds percolar o glutaraldeido na superficie interna do capilar, eluiu-se
imediatamente solucdo de tampéo fosfato para evitar a polimerizagdo do mesmo.

O grupamento amino presente no APTES se liga em uma das extremidades do
glutaraldeido através da formacdo de uma base de Schiff. Em seguida a solucdo
enzimatica é percolada no capilar sendo imobilizada em suas paredes através da reacdo
com os grupos NH; dos residuos de lisina e a outra extremidade reativa do glutaraldeido

formando outra base de Schiff. (Esquema 4.1)

32 etapa: Reducdo das Bases de Schiff

As bases de Schiff podem ser facilmente hidrolisadas, causando a liberagdo da
enzima dentro do capilar e também garantindo menores grupos reativos dentro do
capilar. Assim, com o intuito de melhorar o protocolo de imobilizacdo, foi realizada a
reducdo das bases de Schiff com borohidreto de sédio (NaBH;) e comparado com o
protocolo sem a reducdo. O esquema 4.1 ilustra todas as reagdes do processo de
imobilizagéo realizado.

As bases de Schiff sdo reativas em meio acido, e no nosso caso, o pH utilizado é
8, entdo ndo seria necessario a reducdo, mas, experimentalmente foi comprovado que
com a redugdo a imobilizagdo da BChE foi mais eficiente quando comparado com a
imobilizacdo sem a etapa da reducéo das bases de Schiff.
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Esquema 4.1: Método de imobilizacdo da BChE em capilares de silica fundida.

4.1.2. Determinacdo da atividade enzimatica do ICER-BChE
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Com o ICER-BChE preparado o proximo passo foi a verificacdo da atividade da

enzima. Os ensaios de atividade foram feitos de acordo com o método modificado de

Ellmann (ELLMAN et al.,1961), frequentemente utilizado na literatura. Este método

baseia-se na medida da velocidade de producdo da tiocolina formada através da

hidrdlise do analogo do substrato da BChE, a butiriltiocolina. A tiocolina gerada nédo

possui cromdforo, entdo foi necessario o uso do Reagente de Ellman, onde este reage

com a tiocolina gerada formando uma mistura de dissulfetos e um anion amarelo com

intensa absor¢do em 412 nm, esquema 4.2.

O ICER-BChE recém-preparado foi utilizado como fase estaciondria em um

sistema de CLAE. O monitoramento foi on line envolvendo deteccdo UV, e o reagente

de Ellman foi adicionado a fase mével.
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Esquema 4.2: Reaces envolvidas no método empregado para monitorar a atividade da BChE.
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Apos a injecdo de 10 pL de BTChI (50 mM) observou-se uma banda

cromatografica que corresponde ao produto da reacdo gerado pelo ICER-BChE,

tiocolina e consequente reacdo com o reagente de Ellman formando o anion amarelo

visualizado a 412 nm. Figura 4.1.

1x10° -
8x10°
6x10°
4x10°

2x10°

Absorbancia (a 412 nm)

0 2 4 6
Tempo (minutos)

Figura 4.1: Cromatograma correspondente ao anion amarelo formado pelo ICER-BChE.

Fase movel: tamp#o de trabalho e vazao de 0,05 mL. min™.

A atividade da BChE foi mantida apos a imobilizagdo mostrando a eficiéncia do

método de imobilizacéo utilizado.
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Comparando o procedimento de imobilizacdo com e sem a 3? etapa, a reducao das
bases de Schiff, figura 4.2, observa-se que com a reducdo h4 um aumento de 35% na
atividade da enzima, fazendo com que esta etapa seja necessaria no protocolo de

imobilizacdo com a BChE.

1,2x10° 4
1,0x10° 4
8,0x10°

5
6,0x10° 7 sem redugao das bases de Schiff

com redugao das bases de Schiff
4,0x10° o

Absorbéancia (a 412 nm)

2,0x10°

0,0

Tempo (minutos)
Figura 4.2: Cromatograma correspondente ao anion amarelo formado pelo ICER-BChE

com e sem reduc¢do das bases de Schiff. Fase moével: tampdo de trabalho e vazédo de 0,05 mL.
1

min™.
O préximo passo foi a otimizacdo das condicGes cromatograficas a serem

utilizadas, como vazdo e pH. O tamanho do capilar e a fase mdvel utilizada com o

ICER-BChE ja foram otimizadas no trabalho com a AChE (SILVA et al., 2012).

4.1.3 Influéncia do pH

Influéncia do pH na atividade da BChE

A estrutura e a forma do sitio ativo de uma enzima sdo decorrentes da sua
estrutura tridimensional e podem ser afetadas por quaisquer agentes capazes de
provocar mudancas em sua conformacdo. Entdo, a atividade enzimatica € dependente de
caracteristicas do ambiente como temperatura, forga i6nica e pH (SEGEL, 1979).

As enzimas apresentam grupos titulaveis em seus residuos de aminoéacidos, e,
alguns destes residuos fazem parte do sitio catalitico da enzima ou sdo importantes para

a manutencdo da estrutura espacial da biomolécula. Sendo assim, mudancas no
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ambiente pode nédo afetar totalmente a estrutura da enzima, mas diminuem sua atividade
por intervir nos residuos do sitio catalitico.

Com relacdo ao efeito do pH, em geral, as enzimas apresentam uma curva de
dependéncia do pH, um pH 6timo é onde ela esta na sua conformacao ideal para exercer
seu papel catalitico.

No nosso caso além dos efeitos ambientais temos o efeito da imobilizag&o,
podendo ocorrer deslocamento no valor do pH 6timo da BChE. A figura 4.3 mostra o
pH 8,0 como o mais adequado para a converséo do substrato em produto. Este resultado
foi analisado pelos valores das areas correspondentes as bandas cromatograficas e
indicou 0 mesmo pH utilizado em solucdo para esta enzima (BRENDA, 2012)

mostrando que ndo houve alteragdo ap6s a imobilizagdo.

5x10"
4x107 1
3x10

2x107 1

Atividade residual (area)

1x10” 1

6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0
valores de pH

Figura 4.3: Avaliagdo do pH 6timo para o ICER-BChE.

Influéncia do pH na estabilidade da atividade do ICER-BChE

Como o ICER-BChE seréa utilizado em fluxo com muito tempo de exposi¢do ao
tampdo de trabalho, foi realizado o estudo para avaliar o efeito dessa exposicdo. E
importante saber em qual valor de pH a enzima permanece mais estavel e ativa por um
longo periodo de tempo.

Os trés melhores resultados de pH obtidos no estudo anterior foram selecionados.

A figura 4.4, ilustra o pH 8,0 como sendo também o mais adequado.
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Figura 4.4: Estabilidade do ICER-BChE em diferentes valores de pH.
4.1.4 Influéncia da vazéo

A reacdo catalisada pela enzima depende do contato com o substrato e com 0s
compostos a serem avaliados. Considerando que o método desenvolvido é realizada on
flow a vazdo é um pardmetro muito importante a se avaliar. Os resultados mostraram
melhor atividade em menores vazdes, evidenciando gque quanto maior o tempo de
contato entre substrato e enzima mais produto € formado. Embora com vazdes de 0,02 e
0,01 mL.min™ maior concentracdo de produto foi obtido o tempo de analise torna-se
também maior. Observamos que utilizando uma vazao média de 0,05 mL. min™ temos a
formacéo de produto em excelente quantidade e um tempo de analise que consideramos

mais adequando para ensaios de triagem rapida. (Fig. 4.5).



46

2x10° 4

2x10° -

5 —— 0,1 mL.min™
1x10° o
— 0,05 mL.min
—— 0,03 mL.min™
9x10° —— 0,02 mL.min™
—— 0,01 mL.min™

6x10° -

Absorbancia (a 412 nm)

3x10°

T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tempo (minutos)

Figura 4.5: Influéncia da vazao na atividade enzimatica.
4.2. Validacdo do método

A curva de calibracdo foi construida admitindo-se que 100% do produto da reacao
enzimatica (Tiocolina) reagiu com o reagente de Ellman, presente na fase movel,
formando o anion amarelo. A producéo de tiocolina pelo ICER-BChE foi quantificada
pela &rea da banda cromatogréfica, e a correlacdo entre as areas da banda do anion
amarelo e as concentraces de BTChl injetadas, na faixa de concentracdo citada, gerou

resultados proporcionais apresentando linearidade, conforme mostrado na figura 1.

.1 y=2014.10°x-2,39.10°
1x10 R2= 0,997
= i
L ox10’
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>
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=)
3+
=]
=
< 3x10" ]
0-
T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

[Butiriltiocolina] (mM)

Figura 4.6: Curva de calibracgéo.
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Com os trés controles de qualidade selecionados 3, 30, e 54 mM (de BTChl)
foram avaliados a precisdo intra — dia e a exatiddo do método. Resultados obtidos estéo
apresentados na tabela 4.1.

A precisdo intra - dia foi expressa como o coeficiente de variagdo (CV%) e foram
aceitos valores de CV menores ou iguais a 20%. A exatiddo foi determinada pelo
calculo de volta e expressa, em porcentagem, como a razdo entre o valor médio
encontrado pelo método e o valor de referéncia das concentragdes adicionadas. Para a
exatiddo, foram aceitos desvios menores ou iguais a 15% do valor nominal da
concentracdo (RIBANI et al., 2004).

Tabela 4.1. Precisdo intra - dia (n = 5) e Exatiddo do método de andlise para
quantificacdo de tiocolina formada pelo ICER-BChE.

Concentracao 1° dia 2° dia 3 dia Média dos trés dias
Butiriltiocolina cVv Exatidao cVv Exatiddo | CV  Exatiddo cVv Exatidao
(mmol/L) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

3 8,02 85,0 15,0 86,0 6,0 84,0 9,68 85,0
30 6,32 91,8 6,93 85,2 6,27 88,0 6,50 88,3
54 500 98,0 3,20 94,0 311 950 3,77 95,7

O LQ, a menor concentracdo onde a precisdo e a exatiddo de trés amostras nao
excediam o valor de 20%, encontrado para 0 método foi de 2,5 mM de BTChl (CV =
6,0%, n=3 e precisdo obtida foi de 98%). E o LD para o método foi calculado pela
relacdo sinal/ruido, e este deve corresponder um razédo igual a 3. O valor encontrado foi
de 1 mM (RIBANI et al., 2004, CASSIANI et al., 2009).

A seletividade do método foi garantida pelas analises do branco apé6s cada
sequéncia de analise. Nenhum interferente visivel no comprimento de onda utilizado foi
observado.

Pelos valores obtidos dos parametros avaliados para métodos bioanaliticos, vimos
gue o método atende as exigéncias preconizadas pelas normas e, portanto foi utilizado

na sequéncia dos estudos.

4.3 Estudo do parametro cinético Ky
4.3.1. Medida da Velocidade inicial da reagéo (Vo) no ICER - BChE
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Para medidas de calculos cinéticos as condicdes utilizadas nas analises devem
estar na Vo. Assim, a velocidade da reacdo enzimatica sera considerada inicial se
durante o tempo de medida da atividade enzimatica a variacdo da concentracdo de
substrato for igual ou inferior a 5% da concentracao inicial de substrato utilizada. Caso
contrario, ha substrato sem acesso a enzima, e entdo deixa-se de medir a velocidade real
da enzima (NELSON; COX, 2004).

Os resultados deste estudo mostraram que a velocidade de converséo de substrato
para o ICER-BChE foi de aproximadamente 1% para todas as concentracGes de BTChl
avaliadas, confirmando que as analises sdo realizadas na V, permitindo a obtencéo do

pardmetro cinéetico Ky no nosso método.

4.3.1. ICER-BChE e BChE em soluc¢éao

Kwm corresponde a concentracdo do substrato onde a velocidade da reacdo é igual a
metade da velocidade méxima de catalise (BRACHT et al., 2003). A determinagdo
deste parametro cinético permite avaliar a afinidade da ligacdo entre a enzima e o
substrato.

Nesse trabalho, € muito importante avaliar este parametro devido aos efeitos que o
processo de imobilizacdo pode causar na estrutura da enzima, entdo, com o intuito de se
determinar a eficiéncia catalitica do ICER-BChE e a afinidade de ligacdo entre a enzima
e 0 substrato, os estudos foram realizados com o ICER e comparados com os resultados
obtidos com a enzima BChE em solucéo.

Neste experimento, foram empregadas concentragdes crescentes de BTChl (5 —
100 mM), onde o aumento da concentracdo do substrato ndo produzisse mais alteracdes
na velocidade da reacdo. Os valores de Ky encontrados foram: 33,60 + 6,9 mM para o
ICER-BChE e 0,12 + 0,02 mM para a BChE livre em solugéo. Vide figuras 4.7 e 4.8.
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Figura 4.7: Hipérbole de Michaelis-Menten para o ICER-BChE.

3,5

3,0 1

2,5 1

2,0 1

1,5 A

¢ Ky= 0,12 mM

[P] (LM/min.)

1,0 A

0,5 1

0,0 +

0 200 400 600 800 1000 1200
[butirilcolina] (uM)
Figura 4.8: Hipérbole de Michaelis-Menten para BChE em solugéo.

Pelas curvas obtidas observa-se que em baixas concentracdes de substrato a
velocidade da reagdo® é diretamente proporcional a concentracdo de substrato, e,

progressivos aumentos na concentracdo de substrato produzem incrementos cada vez

® para 0 ICER-BChE a velocidade da reago é dada pela 4rea da banda cromatogréfica.
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menores na velocidade da reacdo. Assim os perfis das duas hipérboles estdo de acordo
com a equacéo de Michaelis-Menten (Equagéo 1.1).

Também, os resultados obtidos evidenciam que o processo de imobilizacéo afetou
a afinidade da enzima pelo substrato. O valor de Ky, para o ICER-BChE é bem maior do
que o valor da constante determinada para a enzima livre em solucéo. Este aumento era
esperado e pode ser explicado por diversos fatores, como: modificacdo conformacional
da molécula da enzima devido a alteracdo na estrutura terciéaria do sitio ativo; efeitos
estereoquimicos que podem causar inacessibilidade ao sitio ativo da enzima; efeitos
difusionais ou de transferéncia de massa, que tém origem na resisténcia de difusdo do
substrato até o sitio catalitico da enzima, e do produto da reagdo; e efeitos
microambientais (CARDOSO; MORAES; CASS, 2009). Todos estes fatores
mencionados podem ser correlacionados as ligacGes covalentes envolvidas no processo
de imobilizacéo adotado.

Cabe destacar ainda que, em solugdo usam-se condi¢cOes estaticas e aliquotas
frescas de enzima (0,28U), e no método proposto as condicGes utilizadas estdo em um
sistema em fluxo.

No entanto, observa-se que a seletividade e atividade enzimatica foram mantidas

no ICER-BChE permitindo a utilizacdo do método proposto para triagem de inibidores.

4.4. Modificador orgéanico
4.4.1. Modificador organico na atividade do ICER-BChE

O meétodo foi desenvolvido para triagem de compostos de origem natural ou
sintéticos que tenham potencial para uso como farmacos. As classes de compostos a
serem triadas variam em caracteristicas estruturais e propriedades fisico-quimicas como
por exemplo a solubilidade. Normalmente, poucos desses compostos apresentam alta
solubilidade em agua sendo necessario o uso de solventes organicos. Este € um aspecto
muito importante a ser considerado, pois a presenca de solventes organicos pode causar
varios efeitos na atividade da enzima tais como: bloqueio do sitio ativo, energia
desfavoravel de dessolvatacdo para o substrato, reducdo da mobilidade conformacional,
situacdo de pH subotimo, e desnaturacdo da enzima (KLIBANOV, 1997).
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Desse modo, foram realizados estudos sobre a influéncia de alguns solventes
organicos comumente utilizados na preparacdo de amostras, como; ACN, DMSO,
MeOH, EtOH, 1-butanol e 2- propanol.

Os resultados foram analisados comparando a atividade do ICER-BChE na
presenca e na auséncia de solventes organicos.

Dos solventes organicos testados o isopropanol e o etanol provocaram uma queda
de 50% da atividade enzimatica comparado ao controle. A ACN apresentou o pior
resultado, pois provocou uma queda maior que 50% comparado ao controle. Observa-
se, no entanto, que em presenca de DMSO a atividade catalitica ndo foi afetada e na
presenca de metanol a atividade catalitica foi maior que o controle. Vide figura 4.9.

Assim, de acordo com os resultados obtidos, DMSO e MeOH s&o os melhores
solventes a serem empregados no preparo de amostras para analises utilizando o ICER-
BChE.

Cabe destacar que a atividade do ICER-BChE foi completamente recuperada apds

0 ensaio com 0s solventes organicos na presenca apenas do tampdo de trabalho.

8x10"

6x107—-
4x107—-
2x107—- I I I

Controle Metanol  Etanol 1-Butanol 2-propanol DMSO Acetonitrila

Atividade residual (area)

Solventes organicos

Figura 4.9: Influéncia do uso de solventes orgénicos (em 50%) sobre a atividade

enzimatica

4.4.2. Modificador organico na fase moével

O efeito da adi¢cdo de uma porcentagem de modificador organico na fase movel

foi investigado com o intuito de limitar interacfes ndo especificas entre os inibidores
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testados e o suporte cromatografico. A introducdo de um solvente organico pode ser
requerida para suprimir algumas interagdes ndo especificas que podem ocorrer com
compostos mais hidrofébicos (KLIBANOV, 1997).

Sendo assim, a adicdo de 10 a 80% de EtOH na fase mdvel culminou em um
aumento de 1,5 a 5 vezes na atividade enzimatica, respectivamente, em comparacgéo
com a atividade observada sem o solvente organico. Ap6s uma semana em condi¢des
extremas (80% de EtOH), a ICER - BChE ainda manteve a sua atividade. Figura 4.10.

2x10°

2x10°

Atividade final
—— 80 % EtOH
— 10 % EtOH
Atividade inicial

1x10° o

5x10° -

Absorbancia (a 412 nm)

Tempo (minutos)
Figura 4.10: Cromatograma ilustrando a atividade enzimatica do ICER-BChE na

presenca de EtOH na fase mdvel.

Estes resultados asseguram a possibilidade de se utilizar uma maior quantidade de

solvente organico na fase mével, sem danificar a enzima.

4.5. Estudos de inibicao

Para validar o método com o ICER-BChE foram utilizados os inibidores padrdes
de colinesterases, eserina e galantamina ambos reversiveis e competitivos, sendo a
eserina especifico para a BChE, (GIACOBINI, 2003). Os resultados obtidos para o
ICER-BChE foram comparados com o ensaio de inibicdo da BChE em solucdo

encontrados na literatura.

4.5.1. Validacdo com inibidores padroes
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Os resultados dos estudos de ICso mostram uma reducao da area da banda (anion
amarelo) em concentragcbes crescentes de eserina e galantamina evidenciando um
decréscimo na hidrdlise do substrato. O cromatograma abaixo, figura 4.11, ilustra a

diminuicdo da banda de absor¢do na presenca do inibidor eserina a 10 nM.

1x10° 5

E  ax10°

AN

-

i

S

@

2 Presenca de inibidor
“_é’ 4x10° 4 Auséncia de inibidor
o

[%2]

Q0

<

04 /Lk

o 2 4 & 8 1
Tempo (minutos)
Figura 4.11: Cromatograma ilustrando o decrescimento da atividade enzimatica do

ICER-BChE na presenca de inibidor.

A curva de inibicdo foi obtida e por extrapolagdo da mesma, o valor de ICs, foi
calculado para cada inibidor. Figuras 4.12 e 4.13.

100

80 A

60

% inibicao
5

20 A

[eserina] (nM)

Figura 4.12: Curva de ICs, para o inibidor eserine no ICER-BChE.
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Figura 4.13: Curva de ICs; para o inibidor galantamina no ICER-BChE

O ICER-BChE reconheceu valores de ICsy, em escala nano-molar para eserina (2,0
+ 0,2 nM) e galantamina (20 £ 4 nM), o que € consistente com valores da literatura
(WEINSTOCK, 1999, PEI NHG et al., 1995). Para além, foi capaz de identificar a
especificidade de inibidor mostrando um valor de 10 vezes maior para a galantamina,
que ndo é especifico para a BChE, corroborando o método apresentado.

Comparando os valores de 1Cso obtidos com dados da literatura para a enzima em
solucgéo e outros modelos de enzima imobilizada (IMERs), tabela 4.2, observou-se que
os valores para eserina estdo na mesma ordem de magnitude que os alcancados para a
enzima em solucdo e IMER, ou seja, a tendéncia é mantida.

Para galantamina os dados mostram que o ICER-BChE foi mais sensivel e
seletivo que a BChE em solucéo e em relacéo aos dados da literatura. Os valores de 1Csg
obtidos em solucdo e IMER para galantamina foram altos, esta diferenca pode estar

relacionada ao efeito dos pontos de imobilizacdo e do método de analise utilizado.



55

Tabela 4.2: Valores de ICsq de inibidores padrdes no ICER- BChE e BChE em
solucéo.

ICso (NM) £ EPM ICso (NM) £ EPM ICso (NM) £ EPM
Inibidor
ICER-BChE IMER-BChE BChE em solugéo
eserina 20+0.2 87,3 +5° 16.0 +2,9°
26,3x 10° + 1,9 x
galantamina 20+ 4 0.65x 10°°

103d

*EPM: Erro padrdo da média. (* PEI NHG et al., 1995, ° BARTOLINI et al., 2009,
SERMBOONPAISARN; SAWASDEE, 2012, * LUCKARIFT et al., 2004).

A imobilizacdo pode afetar a sensibilidade da enzima frente ao inibidor, mas no
nosso caso, 0s resultados mostram que o ICER — BChE foi capaz de identificar os
inibidores e apresentou -se eficaz na determinacdo do parametro quantitativo, 1Cs.

Assim sendo, o método desenvolvido proposto estd validado e € capaz de
reconhecer inibidores padrdes da BChE estando pronto para ser aplicado na triagem e

caracterizacdo de novos ligantes.

4.5.2. Triagem dos compostos — teste pontual

As colecbes obtidas com professores colaboradores de outras instituicfes foram
avaliadas em uma concentracédo fixa de 200 uM, considerada uma concentragao limite,
acima dessa concentragdo o inibidor seria considerado muito fraco. A triagem foi
realizada conforme descrito no item 3.13.2. A concentragdo do substrato BTChl
utilizada nos ensaios de inibigdo foi de 1,5 vezes o valor de Ky para o ICER-BChE
(33,60 mM) garantindo uma concentracdo de saturacdo para a enzima. A concentracao
padronizada utilizada foi de 50,4 mM de BTChl.

Um fator limitante do ensaio € que ndo é possivel analisar compostos que
absorvam no mesmo comprimento de onda do ensaio (412 nm) e que possuam

intensidade de absor¢do maior ou proxima a do produto formado. Para avaliar isto, foi
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realizado o branco de cada composto testado no ICER-BChE, como ilustrado nas
figuras 4.14 e 4.15. Os que apresentaram este problema ndo foram selecionados para o

ensaio

6x10°

Branco cumarina 5
—— Controle

4x10°

2x10°

Absorbacia (a 412 nm)

4 6 8 10
Tempo (minutos)

o
N -

Figura 4.14: Cromatograma ilustrando a atividade enzimética do ICER-BChE e o branco

da cumarina 5.
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Figura 4.15: Cromatograma ilustrando a atividade enziméatica do ICER-BChE e o branco

da cumarina 15.

Outro problema do ensaio é que compostos com grupos aldeidos e aminas podem
provocar resultados falso-positivo no ensaio de Ellman (RHEE; VAN RIUN;
VERPOORTE, 2003). Estes compostos impedem a reacdo entre a tiocolina e o reagente
de Ellman, o que impediria a formag&o do anion amarelo, e nesse caso, 0 que acontece é
uma reacdo quimica entre o produto da reacdo e o corante. Assim, a fim de resolver este

problema e distinguir entre 0os compostos que atuem realmente na inibicdo da atividade
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enzimatica e aqueles que atuam na reacdo quimica, as amostras foram submetidas ao
teste de falso positivo, como reportado em 3.15.3. Este teste é qualitativo e sua andlise
se d& pela comparacdo com um inibidor padrdo aplicado na mesma placa
cromatografica.

Seguem abaixo os resultados obtidos

Biblioteca de Cumarinas

Derivados de cumarinas tém sido descritos como sendo inibidores duais
AChE/BACE1 com afinidade sub-micromolar para ambas as enzimas (ALVIM et al.,
2005). Foram investigados esses derivados usando a ICER - BChE para avaliar a sua
atividade contra outras colinesterases e os resultados obtidos foram comparados com 0s
alcancados em solucéo (VILELA et al., 2013)’. Tabela 4.3.

" Resultados submetidos, Vilela, A. F. L. et al. Screening of selective inhibitors by immobilized capillary
reactors based on butyrylcholinesterase: Development and application, Journal of Pharmacy and
Pharmacology, 2013.
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Tabela 4.3: Resultados do teste pontual obtidos para derivados cumarinicos utilizando
0 ICER- BChE e BChE em solucao.

_ %inibicdo . .. o
Cumarinas Formula estrutural Fa!s_o ICER-BChE %6 inibicdo I%ChE
Positivo em solucéo
a 200 uM
N_ o
~
Eserine? \ﬂ/ NG - 77,0 78,9
o) N H
N\
o)
1 AN OH - 2,00 *
HO (6] 6}
0
2 N OH . 9,40 14,6
HsCO () 6)
0
3 X “oH i 22.0 22.2
o) 6)
[6)
N OH
4 - 3,00 *
o) 6)
OH
0

QZ

(ep]

HsCO

6,1 34,9

ST

Continua



Continuacdo da tabela 4.3
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*
N 216
HO (@) (@)
(@)
Br /\
X 0
9 4,30 13,0
(@) (@)
OCHs
(@)
B
10 ' A RN 2.60 12.0
(@) (@)
(@)
Cl
11 X o 3,20 14,7
(@) (@)
O
12 X oS 2.40 12.7
HyCO 0" o
(@)

CULT
13 HO (@) O

14

Continua
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Continuacdo da tabela 4.3

O A o
HO (@) (@) * *

15 ;
! NO,
(@)
O AN o/\
HO (@) (@]
16 + * *
OH
O
17 X o + 56,1 60,9
HO (@) (@)
O
X N
18 O ; 0,20 24.9
(@) (@)
OH
O
X o0
19 HO (0} O - 70,3 63,0

N e
N0 0" o

% Inibidor padrao eserina; * compostos que ndo apresentaram resposta com a metodologia utilizada; (+) falso
inibidor, (-) inibidor.

Duas cumarinas numeradas 17 e 19 exibiram uma atividade inibitéria significativa

no ICER - BChE e foram selecionadas para determinacao dos valores de I1Csy.
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Comparando os resultados pelas duas metodologias aplicadas, valendo lembrar-se
das diferencas de cada uma, observa-se a mesma tendéncia nos valores obtidos,
comprovando mais uma vez a eficacia do método com o ICER-BChE. E, além disso, o
ICER apresentou vantagens como; rapidez, reprodutibilidade, reutilizacdo da enzima e

pequeno manuseio de amostra.

Biblioteca de Complexos

Os resultados para esta colecédo estdo divididos em; uma tabela (4.4) e uma figura
(4.16) conforme a classe de compostos. Na 12 classe de compostos temos os derivados
de flavonoides e flavonoides complexados com cobre (Cu). Desta avaliacao de atividade
inibitéria, dez compostos, todos complexados com o metal, mostraram valores de
inibicdo significativos sendo cinco com valores superiores a 70% a 200 uM (HPTBCu,
HesFCu, NarBCu, NNINABCu e NarFCu), e foram, portanto, selecionados para
estudos de 1Csy.

Também foi avaliado a atividade do proprio metal Cu, seu sal CuCl,. 2H,0, que
exibiu uma alta atividade inibitéria a 200 uM. Esse resultado sugere que o metal seja o
maior responsavel pela atividade observada para os derivados complexados sem
apresentar os problemas de toxicidade encontrados para o metal livre (SARRIA, 2012).
Tabela 4.4.

A outra colecdo de compostos contém diversos tipos de complexos, como;
derivados de flavondides e vitamina K complexados com Zinco (Zn) e Cobalto (Co).
Para esta colecdo apenas o composto 13, derivado de flavondide complexado com Co
apresentou alta atividade inibitéria no ICER — BChE (78%), mas também apresentou

resultado falso-positivo, ndo sendo selecionado para prosseguimento dos estudos.
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Tabela 4.4: Resultados do teste pontual obtidos para os complexos utilizando o
ICER- BChE.

% inibicdo ICER-

Compostos Estrutura Falso-positivo BChE a 200 pM
P
Eserine? Y \Ofgg\ ) 0
N\ H
TI

CUCl,.2H,0 MO —— oy ——HO : 98,4
M3Cu - 0
M4 - 0
M4Cu : 0

Continua
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Continuacéo da tabela 4.4.

M5 0
M5Cu 0
M6 0
M6Cu 0
M7 0
M7Cu 0

Continua



Continuacéo da tabela 4.4
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M8

M8Cu

M9

M10

M11

M11C i oﬁcU'/\o
: L
g

M12

Continua



Continuacéo da tabela 4.4

65

M12Cu 0
Nar 0
Nar2Cu h14 15,57
NarBCu O ' 83,20

/ N/U\N/
>
NarFCu 74,64

Continua



Continuacéo da tabela 4.4
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HPT ” O 0
HPT2Cu ol 14,06
HPTBCu O | 97,25

—N Cu‘\N_
\ / \ /
HPTFCu O | 58,84
——N Cu“\N_
\ / \ /

Hesp 1,46

Hesp2Cu 51,80

Continua
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Continuacdo da tabela 4.4

HespFCu - 95,20
OH O\C/O
/ N
\
/) \ /
NNINA - 0
!
NNINA2Cu O>°<O - 0
NNINABCu - 70,83
O\CU/O
PN

=)

#Inibidor padrdo eserina, (+) falso inibidor, (-) inibidor.

Colecéo de Glicosideos

A classe glicosidica ndo apresentou nenhum composto com atividade inibitoria
para a BChE.

Colecéo de hibridos de fenilpropandides e acido barbiturico.
Para esta série de compostos avaliados, também foi feita a representacdo em

barras, figura 4.17. Apenas o composto 12 apresentou atividade inibitdria mais elevada,
de 59%.
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Figura 4.16: Porcentagem de inibicdo dos compostos hibridos com o ICER-BChE a 200

UM,

4.5.3. Determinacdo da Poténcia Inibitéria (1Csp) dos compostos sintéticos

Os compostos sintéticos selecionados para determinagdo do 1Cso as cumarinas 17

e 19 e cinco derivados de flavondides complexados com Cu nomeados HPTBCu,
HesFCu, NarBCu, NNINABCu e NarFCu.
Os resultados das curvas dose-resposta séo ilustrados nas figuras 4.17 a 4.23.
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Figura 4.17: Curva de ICs para 0 cumarina 17 no ICER-BChE
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Figura 4.18: Curva de ICsy para o cumarina 19 no ICER-BChE
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Figura 4.19: Curva de ICs para o0 complexo metalico HPTBCu no ICER-BChE

69



120

100 A

80 1

60 -

% inibigdo

40 HesFCu
IC50=13,6%+ 2,9 uM

20 A

0 100 200 300 400 500

Concentracao de inibidor (M)
Figura 4.20: Curva de ICs, para 0 complexo metélico HesFCu no ICER-BChE
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Figura 4.21: Curva de ICs para 0 complexo metalico NarBCu no ICER-BChE
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Figura 4.22: Curva de ICsy para o complexo metalico NNINABCu no ICER-BChE
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Figura 4.23: Curva de ICs, para 0 complexo metélico NarFCu no ICER-BChE

Para as cumarinas obteve-se valores de ICs altos, 17 (109 £ 21 uM) e 19 (128 +
28 uM), mas compardveis e até melhores do que valores descritos para cumarinas
naturais que variam de 155 a 274 uM (ORHAN, 2012). Assim, estes compostos foram

selecionados para o estudo do mecanismo de acgao aplicando o ICER-BCE.
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Para os derivados de flavondides complexados com Cu, os valores de 1Cs, foram
mais interessantes e trés apresentaram resultados promissores, HPTBCu (8,74 = 1,5
uM), NarBCu (8,0 £ 1,4 uM) e HesFCu (13,6 = 3 uM).

Podemos concluir que os valores de ICso indicam que o ICER-BChE é capaz de
reconhecer inibidores com diferentes poténcias inibitorias, sendo o préximo passo a

caracterizacdo destes ligantes.

4.5.4. Determinacao do mecanismo de inibigao e da constante (Kj;)

A busca por inibidores reversiveis € importante e se torna cada vez mais intensa,
pois estes se ligam reversivelmente em sitios especificos na enzima podendo a atividade
da enzima ser restaurada posteriormente por meios fisicos.

A determinacdo da constante K; evidencia a afinidade do inibidor pela enzima na
formacdo do complexo EIl, ou seja, o valor desta constante avalia a forca do inibidor.
Quanto menor o valor de K; mais forte € o inibidor, sendo, portanto um importante
parametro a ser determinado (SEGEL, 1979).

O ensaio foi realizado como reportado em 3.13.5, e para a determinacao do tipo de
mecanismo de inibicdo e K;foram construidos graficos de duplo-reciproco.

Primeiramente foi realizado o estudo de caracterizacdo com o inibidor padrdo
especifico da BChE e depois com 0s outros compostos selecionados.

A figura 4.24 mostra o resultado obtido com o inibidor padréo eserina. A curva de
menor inclinacdo (controle) representa a auséncia de inibidor, as outras trés curvas
representam concentracdes crescentes de eserina. Neste caso, a medida que a
concentracdo de inibidor [I] cresce, as retas aumentam de inclinacdo no sentido
contrario ao ponto de intersecdo com a reta controle. Assim, a interse¢cdo com 0 eixo
1/V, que mede a velocidade maxima, néo é alterado, e a inclinacdo (Km/Vuax) € alterada
aumentando o valor de Ky aparente (Kwap).

Este comportamento confirma o mecanismo do tipo competitivo para este
inibidor, em concordancia com o reportado na literatura (STOJAN; ZORKO, 1997).
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Figura 4.24: Gréfico de duplo reciproco para eserina no ICER-BChE.

Para o célculo do valor de K; (SEGEL, 1979) um segundo grafico foi tracado com
os valores das inclinacdes das retas do grafico reciproco versus as concentracdes de
eserina correspondentes. Figura 4.25.
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Figura 4.25.: Determinagéo de K; para inibidor eserina.

A partir da interseccdo com o eixo x pode-se obter o valor de K; = 2,2 £ 0,2 nM.
Pelo resultado, observa-se que o ICER- BChE reconheceu mais uma vez valores em
escala nano molar para um inibidor padrdo, mostrando-se efetivo para estudos de
caracterizagdo de ligantes.
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Cumarinas e flavonodides complexados com Cu

Para estes compostos 0 ensaio foi realizado e representado graficamente da
mesma maneira que para o padrao eserina.

As figuras, 4.26 e 4.27, ilustram os resultados alcancados para as duas cumarinas.
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0 2x107 4x107 6x107 8x107 1x10™ 1x10™
[Butiriltiocolina] " (mM) ™

Figura 4.26: Gréafico de duplo reciproco para cumarina 17 no ICER-BChE.
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(Area do produto) -

-0,03 -0,01 0,01 0,03 0,05 0,07 0,09 0,11
[Butiriltiocolina] - (mM) -1

Figura 4.27: Gréfico de duplo reciproco para cumarina 19 no ICER-BChE
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No caso das cumarinas avaliadas a menor inclinacdo representa o controle e as
outras concentragdes crescentes de inibidor. A medida que [I] cresce, a inclinacdo da
reta (Km/Vwmsx) nNdo é alterada e a interseccdo no eixo 1/V cresce, consequentemente o
valor de Vi € Kmap € diminuida. Os comportamentos destes dois graficos confirmam o
mecanismo do tipo acompetitivo (incompetitivo).

Para o céalculo do valor de K; (SEGEL, 1979), nestes dois casos, também foi
realizado um segundo gréfico, s que desta vez, com os valores das intersec¢Ges das
retas do grafico reciproco versus as concentragdes de cumarina correspondentes. Figura
4.28.
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Figura 4.28.: Determinacédo de K; para cumarina 17 e 19.

A partir da intersecgdo com o eixo X, os valores de K; encontrados foram 108 + 10
uM para cumarina 17 e 36.0 £ 5.0 uM para 19.

Para os complexos metalicos, as figuras 4.29 e 4.30 ilustram os resultados.
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Figura 4.29: Gréfico de duplo reciproco HPTBCu no ICER-BChE.
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Figura 4.30: Gréfico de duplo reciproco NarBCu no ICER-BChE.

Nestes dois casos, tem-se comportamentos caracteristicos de inibigdo competitiva,
semelhante ao padrdo, com as linhas interceptando o eixo Y no mesmo ponto e
inclinagBes diferentes alterando o valor de Kyap. Para o calculo de K; seguiu-se o
mesmo procedimento que o padréo eserina para inibicdo competitiva (SEGEL, 1979).

Figura 4.31 abaixo.
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Figura 4.31.: Determinacédo de K; para HPTBCu e NarBCu.

Os valores de K; obtidos foram de 9,6 £ 0,5 uM para HPTBCu e 2,0 + 0,1 uM
para NarBCu, evidenciando que o composto NarBCu possui maior afinidade pela
enzima que o HPTBCu.

Com estes resultados, pode-se afirmar que o ICER-BChE é uma excelente

alternativa para o fim a que foi proposto fornecendo resultados rapidos e seletividade.

4.6. Estabilidade e reprodutibilidade do ICER — BChE

A reprodutibilidade do preparo do capilar atestou a robustez do método de
imobilizacgéo utilizado, onde o desvio-padréo relativo da atividade do ICER — BChE
encontrado foi de CV = 6,55% para n = 3.

O estudo da estabilidade também comprovou a eficacia do método desenvolvido,
pois, o ICER-BChE permaneceu com a enzima ativa por mais de dezessete meses
conservando 83% da sua atividade inicial, tornando possivel a sua utilizagcdo para um
grande namero de experimentos. Figura 4.32.

Cabe relatar que este resultado de manutencdo da atividade enzimaética foi
observado para o ICER-BChE utilizado em todas as analises realizadas e descritas neste
trabalho.

A estocagem, quando nédo estava em uso, foi a 4°C e imersos no tampéao de
trabalho.
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5. Conclusoes

Diante de todos os estudos realizados, podem-se fazer algumas considerac6es
finais sobre este trabalho.

A escolha do metodo de imobilizacdo, baseada em outros trabalhos do grupo,
provou ser eficiente para a BChE refletindo na retencdo da atividade catalitica da
enzima com elevada estabilidade e atividade durante um periodo superior a 17 meses.
Cabe destacar que este método é inédito para esta enzima.

Os experimentos foram realizados sob condicGes de velocidades iniciais, de
acordo com o previsto em ensaios com enzimas, com isto a determinacdo do parametro
cinético Ky com a enzima imobilizada pdde ser realizado, os resultados evidenciaram o
efeito da imobilizagdo sobre a estrutura enzimatica quando comparada com a enzima em
solugdo, conforme previsto, mas a sua utilizacdo nas triagens foi efetuada devido a alta
retencdo de atividade e seletividade apresentado pelo método desenvolvido.

As figuras de mérito avaliadas de acordo com os 6rgdos de regulamentacdo para
métodos bioanaliticos foram alcancadas com sucesso evidenciando um método robusto,
reprodutivel, linear, preciso e exato.

A validacdo do método com inibidores padr6es confirmou que o ICER-BChE foi
capaz de identificar inibidores padrdes da BChE com alta sensibilidade reconhecendo
valores de ICso em escala nano-molar. Consequentemente, o método foi aplicado e os
resultados obtidos foram promissores, mostrando que o ICER-BChE distinguiu
inibidores de diferentes classes, com diferentes mecanismos de acdo, corroborando ser
uma o6tima ferramenta para se utilizar em triagem de inibidores seletivos.

O método desenvolvido neste trabalho oferece muitas vantagens como: reducdo
de custos, interacdes ndo especificas da matriz; recuperacdo imediata da atividade
enzimatica; tempo de analise pequeno; e pode ser utilizado na presenca de solventes
organicos como EtOH na fase mdvel, o que é relevante para a analise de amostras com
baixa solubilidade em &gua e para suprimir ions.

Visto todas as vantagens que o ICER-BChE apresentou pode-se concluir que os
objetivos deste trabalho foram alcancados com grande sucesso, proporcionando mais

um método de triagem para inibidores seletivos de colinesterase.
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