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RESUMO

A Proteina Dissulfeto Isomerase (PDI, E.C. 5.3.4.1), pertencente a superfamilia das
tiorredoxinas, € uma tiol oxidorredutase que catalisa a oxidacdo e reducdo de tidis e a
isomerizacdo de dissulfetos intramoleculares. Essa chaperona tem atividade dependente de
cisteinas presentes nos sitios ativos, e esta presente no reticulo endoplasmaético (RE) e/ou na
membrana plasmatica de células eucarioticas. Estudos anteriores da atividade catalitica de
PDI foram realizados utilizando-se como pseudo-substratos, entre eles, a di-eosina-
glutationa oxidada (Di-E-GSSG), que se mostrou 6tima ferramenta para 0 monitoramento
da atividade de dissulfeto redutase da PDI. Nesse trabalho, a sintese e purificacdo
cromatografica de Di-E-GSSG foram realizadas e a pureza da sonda foi verificada através
de cromatografia liquida de alta performance (CLAE). A cinética enzimatica da atividade
redutase de PDI isolada recombinante sobre Di-E-GSSG foi estudada, caracterizando-se 0s
principais pardmetros fisico-quimicos da enzima através da formacdo do mondmero
fluorescente (Aexc=521nm; Aemi=542 nm) eosina-glutationa reduzida (E-GSH). O valor da
constante de Michaelis-Menten (Ky,) encontrado foi de 520,5£129,8 nM, a velocidade
méaxima de catalise (Vma) foi determinada como 1,637+0,1526 nM.min™ e a constante
catalitica (Kcar) encontrada foi 1,364 . 10°.s™. Sdo relatados na literatura poucos compostos
quimicos capazes de inibir a atividade catalitica da PDI. Assim, para verificar se compostos
radicalares estaveis desempenham essa atividade, foram testados nitroxidos piperidinicos
como possiveis inibidores de PDI. Esses compostos, que possuem propriedades
antioxidantes, antiinflamatorias e radioprotetoras, apresentam efeito ‘“‘scavenger” sobre
diferentes espécies radicalares, dentre as quais, radicais tiila. O nitroxido 4-hidroxi-2,2,6,6-
tetrametilpiperidina-1-oxil (Tempol) mostrou-se um inibidor pouco potente da atividade
redutase da enzima. Entretanto, trés outros nitroxidos, sintetizados especificamente para
este trabalho, demonstraram maior poder de inibicdo, com uma correlagdo direta com o
aumento de hidrofobicidade das estruturas quimicas dos mesmos. Essa capacidade de
inibicdo foi confirmada sobre a atividade de PDI presente em plaquetas humanas,
corroborando a hipotese de que os nitroxidos sdo candidatos a novos farmacos moduladores

de funcgdes celulares onde esteja envolvida a atividade de PDI.

Palavras-chave: Proteina dissulfeto isomerase; nitréxidos; sondas fluorescentes.



ABSTRACT

Protein disulfide isomerase (PDI, EC 5.3.4.1) belonging to the thioredoxin superfamily, is a
thiol oxidoreductase that catalyzes the oxidation and reduction of thiols and intramolecular
disulfide isomerization. This chaperone, such activity is dependent of cysteine located on
the active sites, is present in the endoplasmic reticulum (ER) and / or plasma membrane of
eukaryotic cells. Previous studies of the catalytic activity of PDI were performed using
different pseudo-substrates, among them, the di-eosin-glutathione disulfide (Di-E-GSSG),
described as a usefull tool for monitoring the disulfide reductase activity of PDI . In this
work, the synthesis and chromatographic purification of Di-E-GSSG were performed and
the purity of the probe was verified by high performance liquid chromatography (HPLC).
The enzyme kinetics of the reductase activity of recombinant PDI isolated over Di-E-GSSG
was studied, characterizing the main physicochemical parameters of the enzyme through
the formation of the fluorescent monomer (Aexc=521nm; Aemi=542nm) eosin-reduced
glutathione (E-GSH). The value of the Michaelis-Menten constant (Ky,) was found to be
520.5 + 129.8 nM, the maximum velocity of catalysis (Vmax) Was determined as 1,637 +
0.1526 nM.min™ and the catalytic constant (Kcs) found was 1.364 . 10°.s™. Few chemical
compounds able to inhibit catalytic activity of PDI were reported. Thus, to verify if stable
free radical compounds display this activity were tested piperidine nitroxides as potential
inhibitors of PDI. These compounds, which have antioxidant, anti-inflammatory and
radioprotective properties are “scavengers” of different radical species, among them, thyil
radicals. The nitroxide 4-hydroxy-2,2,6,6-tetrametilpiperidine-1-oxyl (Tempol) was a weak
inhibitor of  PDI reductase activity. However, three other nitroxides specifically
synthesized for this study showed higher inhibition power, with a direct correlation
between increasing the hydrophobicity of the chemical structures and inhibitory action.
This ability was confirmed by assays with PDI found in human platelets, confirming the
hypothesis that the nitroxides are candidates for new drugs to modulate cellular functions

involving the PDI activity.

Keywords: Protein disulfide isomerase; nitroxides; fluorescent probes.
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refere-se a uma isoforma enzimatica de tecidos de ratos, segundo Darby et al.,

Esquema ilustrativo da atividade da PDI (em verde) como chaperona molecular,
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1 INTRODUCAO

A possibilidade de manter a homeostasia do organismo, especialmente nas alteracdes
envolvidas em processos patoldgicos, € um desafio, uma vez que estudos nesta area implicam
compreensdo de respostas celulares ao nivel molecular, planejamento de experimentos sob
estrito controle, e, sobretudo, esbarra em um volume de informacgdes técnicas crescentes,
praticamente impossiveis de serem devidamente acompanhadas na mesma velocidade em que
sdo produzidas e relatadas na literatura técnica.

Esse processo envolve, necessariamente, o conhecimento aprofundado de enzimas que
exercem regulacdo sobre diferentes eventos bioquimicos. Para aprimorar o conhecimento da
cinética de biomoléculas, torna-se necessdria a investigacdo de parametros que sdo
caracteristicos de tais compostos, seja por meio de seu tratamento com reagentes especificos
que atuam como inibidores, moduladores e/ou ativadores, seja através de sua caracterizacdo
estrutural e/ou funcional através de métodos cromatograficos, espectrofotométricos ou
espectrofluorimétricos.

No presente trabalho foi explorada a funcionalidade de uma enzima, a chaperona
proteina dissulfeto isomerase (PDI), pertencente a classe das tiol/dissulfeto oxidorredutases
envolvidas em diferentes processos fisiologicos e cuja expressdo e atividade catalitica
encontram-se alteradas em varias ocorréncias patologicas. Um dos desafios no estudo dessa
enzima € a existéncia de poucos métodos de ensaio de sua atividade catalitica, os quais sejam
padronizados, sensiveis, precisos e reprodutiveis. Para tanto, foi sintetizada a sonda di-eosina-
glutationa dissulfeto (Di-E-GSSG) que foi testada como pseudo-substrato para os ensaios de
catalise redutase da PDI através da formacdo do mondmero fluorescente eosina-glutationa
reduzida (E-GSH). A analise de parametros fisico-quimicos da cinética constitui-se o ponto
central para a proposi¢cdo de novos compostos moduladores da atividade redutase dessa

enzima.

2 SINTESE BIBLIOGRAFICA

2.1 A radiacao eletromagnética e suas interacgoes
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Os termos particulas e ondas sdo utilizados para definir o conceito de luz, pois a mesma
possui comportamento dual. As ondas luminosas sdo campos magnéticos e elétricos que

oscilam e séo perpendicularmente orientados (Figura 1).

Figura 1. Radiacdo eletromagnética plano-polarizada de comprimento de onda A propagando-se ao longo do
eixo x. O campo magnético esta representado por B e o campo elétrico por E. (Adaptado de:
http://likeaphysicists.blogspot.com/. Acesso em 2/11/10 as 12h17)

O comprimento de onda A ¢ a distancia entre dois pontos em concordancia de fase. A
frequéncia, v, ¢ o nimero de oscilagdes completas que a onda faz a cada segundo. A unidade
de frequéncia é o segundo reciproco, s*. Uma oscilacdo por segundo também é chamada de
um hertz (Hz). Portanto uma frequéncia de 10° s™ corresponde a 10° Hz, ou um megahertz
(MHz). A relagdo entre frequéncia e comprimento de onda é vA = ¢ onde ¢ ¢é a velocidade da

luz (2,998 . 10® m.s™ no vécuo).

Quando se quer chegar a uma relacdo entre energia e luz, € mais conveniente pensar-se que
a luz é constituida por particulas, denominadas fotons. Einstein, em suas observacdes em
1905, elaborou a teoria do efeito fotoelétrico, onde se assume que a luz que incide numa placa
de metal consiste de um ‘quantum de luz’ ou foétons com energia E = hv, onde h é a constante
de Planck (6,626 . 10°** J.s) (Pauling, 1988).

Os nomes das regides do espectro eletromagnético possuem uma natureza historica. Ndo
existem mudancas abruptas nas caracteristicas da radiacdo eletromagnética quando se passa
de uma regido para outra, por exemplo, do visivel para o infravermelho. A luz visivel, em
destaque na Figura 2, é o tipo de radiacdo eletromagnética que podemos enxergar e representa

apenas uma parte muito pequena do espectro eletromagnético.


http://likeaphysicists.blogspot.com/
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Figura 2. Composicdo do espectro eletromagnético e suas regides. (Adaptado de: Dan Scientia — http://dan-
scientia.blogspot.com/2010_03_01_archive.html. Acesso em 2/11/10 as 12h17)

2.1.1. Absorcéo de luz

Analisando-se 0 modelo atbmico de Bohr para o hidrogénio como um exemplo pratico,
sempre que 0 atomo passa de um estado estacionario para outro, ele emite ou absorve
radiacdo eletromagnética (ou um foton) com frequéncia: v = AE / h, onde AE representa o
modulo da diferenca Ef - Ei. Ei é a energia do atomo no estado inicial e Ef, a energia do
atomo no estado final. Se Ei > Ef, um foéton com energia hv é emitido pelo atomo e se Ei < Ef,

um foton com a mesma energia é absorvido (Figura 3).
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Figura 3. Diagrama de niveis de energia para o atomo de hidrogénio. (Adaptado de Castellan, 1983).

Como todos os estados estacionarios do atomo de hidrogénio tém energias negativas, a
linha superior do diagrama acima de niveis de energia representa o estado de energia zero (n =
o), correspondente ao préton e o elétron separados por uma distancia infinita, ou seja,
correspondente ao atomo ionizado. A linha inferior representa o estado de menor energia, isto
é, 0 estado no qual o elétron ocupa a primeira Orbita de Bohr (n = 1, E; = - 13,54 eV). Esse

estado € chamado estado fundamental do atomo de hidrogénio (Castellan, 1983).

Os estados estacionarios correspondentes as energias E,, Es, E; € Es também estdo
representados. Os outros (infinitos) estados estacionarios, cujas energias sdo maiores que Es e
menores que zero, ndo sao mostrados. Devido a forma desse diagrama, em que 0s estados
estacionarios sdo representados por linhas horizontais desenhadas em diferentes alturas
conforme suas energias, isto &, em diferentes niveis horizontais, a expressdo nivel de energia
se tornou sindnimo da expressdo energia de estado estacionario e, também, da expressdo
Orbita estacionaria. Como niveis com n maiores tém maior energia, a transi¢cdo de um estado
de n maior para um estado de n menor vem acompanhada da emissdo de um féton, enquanto

que a transicdo de um estado de n menor para um estado de n maior vem acompanhada da
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absorcdo de um foton. E uma pratica comum indicar as transi¢bes atdmicas com flechas

(verticais) no diagrama de niveis, do nivel inicial ao final (Castellan, 1983).

Quando uma molécula absorve um foton, a energia da molécula aumenta. Diz-se que ela é
promovida para um estado excitado. Se uma molécula emite um féton, a energia da mesma
diminui. O estado de menor energia de uma molécula é chamado de estado fundamental. A
radiacdo de micro-ondas estimula o movimento de rotacdo das moléculas quando é absorvida,
ja a infravermelha estimula as vibra¢6es das moléculas e a luz visivel e a radiacdo ultravioleta
causa a transferéncia de elétrons para niveis de maior energia. Os raios X e a radiacdo
ultravioleta de comprimento de onda curto provocam o rompimento de ligagdes quimicas e
ionizam as moléculas (Rossetti. R.,2007, apud Harris, 2005). Quando a luz é absorvida por
uma amostra, a energia radiante do feixe de luz diminui. A energia radiante, P, é a energia por

segundo por unidade de area do feixe de luz (Harris, 2005).

A luz em um espectrofotbmetro passa por um monocromador (um prisma, ou uma rede de
difracdo, ou mesmo um filtro) para se selecionar um determinado comprimento de onda. A luz
com um Unico comprimento de onda ¢ denominada monocromatica, que significa “de uma so6
cor”. A luz monocromatica, com uma energia radiante Py, atinge uma amostra de espessura b.
A energia radiante do feixe que sai do outro lado da amostra é P. Alguma luz pode ser
absorvida pela amostra, portanto, P<P,. A transmitancia, T, é definida como a fragdo da luz
original que passa pela amostra, onde T =P/P,. O valor de T encontra-se entre 0 e 1. A
absorbancia é definida como A = log(Po/P) = - log T. Quando nenhuma luz é absorvida, P=P
e A=0. Se 90% da luz sdo absorvidos, 10% sdo transmitidos e P=Py/10 e esta razdo
corresponde a 1. A absorbancia é diretamente proporcional a concentracdo da espécie que

absorve luz na amostra.

2.1.2. Absorgao de Luz: Lei de Lambert-Beer

A absorbancia ¢ uma grandeza adimensional, porém, geralmente se usa “unidades de
absorbancia” depois do valor da absorbancia. A concentragdo da amostra, c, ¢ geralmente
expressa em mol por litro (M) enquanto que o caminho éptico, b, € geralmente expresso em
centimetros. A grandeza ¢ (épsilon) ¢ expressa na unidade M*em? o que torna o produto ebc

adimensional. A grandeza ¢ ¢ também conhecida como coeficiente de extingdo molar da
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substancia (Castellan, 1983). A absortividade molar é a caracteristica de uma substancia que
indica qual a quantidade de luz que é absorvida em um determinado comprimento de onda por
um mol de substancia (SKOOG, 2002). A equacdo A = ebc pode ser escrita como AL = gAbc
pois A e € dependem do comprimento de onda da luz. A grandeza ¢ ¢ simplesmente um
coeficiente de proporcionalidade entre a absorbancia e o produto bc. Quanto maior a
absortividade molar, maior a absorbancia. O espectro de absor¢do € um grafico que mostra

como A (ou €) varia com o0 comprimento de um espectro de absorcao.

A parte de uma molécula responsavel pela absor¢do de luz é chamada de cromdéforo e
qualquer substancia que absorva luz visivel parece colorida quando a luz branca € incidida
através dela ou é refletida a partir dela (a luz branca contém todas as cores presentes no
espectro visivel.). Uma substancia absorve determinados comprimentos da onda da luz
branca, e nossos olhos detectam os comprimentos de onda que ndo sdo absorvidos. A cor
observada é conhecida como sendo a cor complementar da cor absorvida.

2.1.3. Espalhamento Rayleigh e Raman

Fendmenos de espalhamento sdo fendmenos fisico-quimicos muito estudados na
espectroscopia - ciéncia que estuda a interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria
para determinacdo dos niveis de energia de &tomos ou moléculas. Quando ha a incidéncia de
luz monocromaética em uma amostra em que um determinado comprimento de onda nao é
absorvido, a maior parte dessa luz é o que ndo passa (Espalhamento Rayleigh) e outra parte
pode ser espalhada em menores ou maiores frequéncias que da radiacdo original
(Espalhamento Raman). No espalhamento Raman hé duas formas onde as moléculas sofrem
colisdo com o féton e no final o féton tera maior ou menor energia, dependendo do estado de
excitacdo inicial das moléculas, esses sdo os efeitos Raman Stokes e Raman Anti-Stokes. J&
no espalhamento Rayleigh as moléculas que estdo em estado fundamental passam para um
estado ligeiramente com nivel de maior energia com a luz incidente e voltam ao estado
fundamental. O foton é espalhado sem alteracdo de energia (Ricci, 2008).

Se um intenso feixe de luz monocromatica é transmitido através de uma substancia, uma
pequena fracdo da luz é dispersa pelas moléculas do sistema. A nuvem de elétrons em uma

molécula pode ser polarizada ou deformada por um campo elétrico. Se for aplicada uma
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oscilagdo no campo elétrico (vetor campo elétrico da onda de luz) para a molécula, a
deformacdo da nuvem eletrénica ira oscilar com a frequéncia vy, do feixe de luz incidente.
Essa oscilagcdo produz um dipolo oscilante que irradia na mesma frequéncia da luz incidente.
Esse processo é chamado de espalhamento Rayleigh. A radiacdo de Rayleigh espalhada é
emitida em todos os sentidos, 0 que pode ser observada colocando um detector em uma linha
perpendicular a dire¢cdo da luz incidente. Uma vez que apenas cerca de 0,1% da luz é
dispersada, deve-se usar uma fonte de intensa (um laser cumpre esse requisito de forma
admiravel) (Castellan, 1983). Os espelhos utilizados geralmente nos espectrofluorimetros

servem para coletar o maximo de radiac&o dispersa possivel.

2.2 Principios de espectrofluorescéncia

A fluorescéncia é o resultado de um processo de trés estagios que ocorre em certas
moléculas (geralmente hidrocarbonetos poli-aromaticos ou heterociclos) chamadas
fluoréforos ou corantes fluorescentes os quais podem ser usados como sondas fluorescentes

(Diagrama de Jablonski — Figura 4).
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Figura 4 — Diagrama de Jablonski ilustrando o processo envolvido na criacdo de um estado excitado eletrdnico
singlete por absorc¢do Otica e subsequente emissdo de fluorescéncia (Adaptado de www.probes.com, consultado
em 20/5/2009, as 21h).

O primeiro estdgio compreende a excitacdo, onde um foton de energia hvex é suprido
por uma fonte externa como uma lampada incandescente ou um laser e absorvido por um
fluoréforo, criando um estado eletrénico excitado singlete (S;’). Este processo de

fluorescéncia distingue-se da quimioluminescéncia, em que o estado excitado é devido a uma
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reacdo quimica. O segundo estagio é o da duracdo do estado excitado, que geralmente esta
compreendido entre 1 a 10 nanossegundos. Durante esse tempo, o fluor6foro sofre uma
mudanca conformacional e é também submetido a uma infinidade de possiveis interagdes com
seu ambiente molecular. Esses processos tém duas consequéncias importantes. Primeiro, a
energia de S;’ é parcialmente dissipada, levando a um estado excitado relaxado singlete (S1)
onde se origina a emissdo de fluorescéncia. Segundo, nem todas as moléculas inicialmente
excitadas por absorc¢do (Estagio 1) voltam ao estado inicial (Sp) pela emisséo de fluorescéncia.
Outros processos como “quenching” colisional, FRET — Fluorescence Resonance Energy
Transfer (uma transferéncia de energia entre dois cromoforos) e Intersystem Crossing
(processo envolvido uma transicdo entre dois estados eletronicos com diferentes spin) podem
também fazer com que o estado S; volte ao estado inicial. O rendimento energético da
fluorescéncia, que € a razdo entre o numero de fotons de fluorescéncia emitidos e 0 numero de
fétons absorvidos (Estagio 1), é uma medida do grau relativo em que esse processo ocorre.
Finalmente, o terceiro estdgio é o da emissdo de fluorescéncia propriamente dita, na qual
foton de energia hvgy € emitido, retornando o fluoroforo para seu estado inicial So. Devido a
dissipacdo de energia durante o tempo de vida do estado excitado, a energia deste féton é
baixa. A diferenga em energia ou comprimento de onda representado por (hvex - hvgm) €
chamado de “Desvio de Stokes”. Este desvio é fundamental para a sensibilidade da técnica de
fluorescéncia, pois permite que a emissdo de fétons seja detectada contra um plano de baixo
fundo, isolado da excitacdo dos fétons. Em contraste, espectrofotometria de absorcéo requer
medidas de luz transmitidas relativas a niveis altos de incidéncia de luz no mesmo

comprimento de onda (Adaptado de Molecular Probes em www.probes.com).

Uma sonda fluorescente é um fluoréforo designado a localizar em uma regido especifica
de um espécime bioldgico ou a responder a estimulos quimicos especificos, e permite detectar
componentes particulares de conjuntos complexos biomoleculares com grande sensibilidade e
seletividade.

Estudos de fluorescéncia fornecem uma ampla gama de possibilidades para a
investigacdo de diversos compostos. Sondas fluorescentes podem, por exemplo, ser
seletivamente excitadas e detectadas em um meio reacional bastante complexo, onde existem
diversas espécies moleculares (Ploem, 1999). Elas sdo chamadas fluoréforos ou fluorocromos,
justamente por emitirem certo quantitativo de fluorescéncia. Quando um fluoréforo recebe
luz, seja por uma fonte interna ou externa ao meio, a energia € absorvida para a excitacéo de
seus elétrons a altos niveis de energia. O processo de absor¢do é rapido e imediatamente

seguido pelo retorno a um baixo nivel de energia, que pode ser acompanhado pela emisséo de
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luz. As caracteristicas espectrais de um fluorocromo sdo devidas as configuracdes especiais
eletronicas de uma molécula. Absorcao e emissao de luz sdo observadas em diferentes regides

do espectro de luz, como mostra a Figura 5.

Espectro EX1__ _EM1 Espectro
de Excitagéo de Emisséo

Excitagio
Emisséo

Compnmento de Onda

Figura 5. Excitacdo de um fluor6foro em trés diferentes comprimentos de onda (EX 1, EX 2, EX 3) ndo muda o
perfil de emissdo, mas produz varia¢des na intensidade da emissdo fluorescente (EM 1, EM 2, EM
3) que corresponde a amplitude do espectro de excitacdo. (Adaptado de www.probes.com,
consultado em 20/5/2009, as 21h).

De acordo com a Lei de Stokes, o comprimento de onda da emissdo € quase sempre
maior que o comprimento de onda da excitagdao. Esse “desvio” em comprimento de onda ¢
que faz com que se observe a luz emitida chamada de “Desvio de Stokes”. Deve-Se notar que
a intensidade de luz emitida é mais fraca que aquela da luz de excitacdo, assim como a
energia emitida € muito menor que a energia necessaria para excitacdo. Para diferentes
fluorocromos isso pode variar e é conhecido como eficiéncia quantica do fluoroforo usado
(Ploem, 1999).

Diferentes fluorocromos sdo caracterizados pelos seus espectros de absorcdo e
emissdo, 0s quais sdo obtidos levando-se em consideragdo a intensidade de fluorescéncia
relativa a certo comprimento de onda quando o espécime é excitado a varios comprimentos de
onda (varredura espectral). A fluorescéncia mais intensa ocorre quando o espécime é irradiado
com comprimentos de onda proximos a um certo pico de excitagdo. O decréscimo em
fluorescéncia durante irradiagdo com luz € chamado decaimento, o que depende da
intensidade da excitacdo luminosa, o decréscimo de absorcao pelo fluoréforo de luz excitada e
0 tempo de exposicao (Ploem, 1999).

A reducdo na intensidade de fluorescéncia pode também ser devida & modificacdo nos

estados excitados do fluoréforo. Estas mudancas fisico-quimicas podem ser causadas pela
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presenca de outros fluoréforos, agentes oxidantes ou sais de metais pesados. Esse fendmeno é
chamado quenching (Ploem, 1999).

2.3 Principios de espectrofluorimetria acoplada a cromatografia

A espectrometria de fluorescéncia tem se tornado popular em muitos ramos das ciéncias
quimicas e bioldgicas. Essa técnica é frequentemente utilizada em estudos de estruturas e
interacbes moleculares, na localizacdo de moléculas, especialmente em sistemas bioldgicos.
Uma das aplicacdes mais importantes da fluorescéncia refere-se a utilizacdo da mesma como
método de deteccdo acoplado a cromatografia na analise de amostras cujo(s) analito(s) de
interesse apresentam significativa fluorescéncia.

Sobre o tema, cita-se parte de um artigo basico e de boa compreenséo:

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacgdo. Ela estd fundamentada
na migracdo diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre devido a
diferentes interacOes, entre duas fases imisciveis, a fase movel e a fase estacionaria.
A grande variedade de combinages entre fases moveis e estacionarias a torna uma
técnica extremamente versatil e de grande aplicacdo. O termo cromatografia foi
primeiramente empregado em 1906 e sua utilizagéo é atribuida a um botéanico russo
ao descrever suas experiéncias na separagdo dos componentes de extratos de folhas.
Nesse estudo, a passagem de éter de petrdleo (fase mdvel) através de uma coluna de
vidro preenchida com carbonato de calcio (fase estacionaria), a qual se adicionou o
extrato, levou a separacdo dos componentes em faixas coloridas. Este €
provavelmente o motivo pelo qual a técnica é conhecida como cromatografia (chrom
= cor e graphie = escrita), podendo levar a errénea idéia de que o processo seja
dependente da cor. Apesar deste estudo e de outros anteriores, que também poderiam
ser considerados precursores do uso dessa técnica, a cromatografia foi praticamente
ignorada até a década de 30, quando foi redescoberta. A partir dai, diversos trabalhos
na area possibilitaram seu aperfeicoamento e, em conjunto com 0s avangos
tecnoldgicos, levaram-na a um elevado grau de sofisticacdo, o qual resultou no seu
grande potencial de aplicacdo em muitas areas. A cromatografia pode ser utilizada
para a identificagdo de compostos, por comparacdo com padrBes previamente
existentes, para a purificacho de compostos, separando-se as substéncias
indesejaveis e para a separacdo dos componentes de uma mistura. As diferentes
formas de cromatografia podem ser classificadas considerando-se diversos critérios.
O grande avanco na cromatografia em coluna foi o desenvolvimento e a utilizacdo
de suportes com particulas diminutas responsaveis pela alta eficiéncia, as quais
tornam necessario o uso de bombas de alta pressdo para a eluicdo da fase movel,
devido a sua baixa permeabilidade.

As fases mdveis utilizadas devem possuir alto grau de pureza e estar livres de
oxigénio ou outros gases dissolvidos, sendo filtradas e desgaseificadas antes do uso.
A bomba deve proporcionar ao sistema vazdo continua sem pulsos com alta
reprodutibilidade, possibilitando a eluicdo da fase mével a um fluxo adequado. As
valvulas de injecdo usadas possuem uma alga de amostragem para a introducédo da
amostra com uma seringa e duas posi¢des, uma para o preenchimento da alga e outra
para sua liberacdo para a coluna. Existem alcas de diversos volumes, sendo
utilizadas geralmente alcas na faixa de 5-50 mL para inje¢Ges analiticas e 0,5-2 mL
para preparativas. As colunas utilizadas em CLAE sdo geralmente de aco inoxidavel,
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com diametro interno de cerca de 0,45 cm para separagdes analiticas e na faixa de
2,2 cm para preparativas. O comprimento é variavel, sendo comuns colunas
analiticas de 10-25 cm e preparativas em torno de 25-30 cm. Essas colunas sao
reaproveitaveis, sendo empacotadas com suportes de alta resolucdo, ndo sendo
necessaria sua regeneracdo ap6s cada separacao.

O detector mais utilizado para separacGes por CLAE é o detector de ultravioleta,
sendo também empregados detectores de fluorescéncia, de indice de refracdo, e
eletroquimicos, entre outros. Detectores de polarimetria para CLAE, recentemente
desenvolvidos, diferenciam compostos quirais, através da rotacdo de seus
estereoisdmeros frente a luz plano-polarizada.

O registro de dados pode ser feito através de um registrador, um integrador ou um
microcomputador. Tem sido utilizada em varias &reas da ciéncia, no
acompanhamento de sinteses, em analises de pesticidas, feroménios, no isolamento
de produtos naturais e sintéticos e na producdo e controle de qualidade de
medicamentos, dentre tantas outras aplicacbes. As separacGes podem se dar por
adsorcdo, particdo ou ambos. O suporte mais comumente utilizado é a silica. O uso
de fases estacionarias liquidas adsorvidas a um suporte ndo tem grande aplicacdo
devido a perda de fase estacionaria, mas o uso de suportes modificados, 0s quais
foram desenvolvidos como consequéncia do problema acima, possibilita a producédo
de uma imensa variedade de colunas com diferentes propriedades e tipos de
seletividade. As fases assim obtidas sdo chamadas de quimicamente ligadas. Essas
fases, dependendo da modificacdo feita ao suporte, podem atuar no modo normal,
reverso ou ambos. Na cromatografia em fase normal, a fase estacionaria é mais polar
que a fase mével, e em fase reversa, a fase movel é mais polar. Separacdes analiticas
sdo predominantemente realizadas em fase reversa, sendo a fase C18
(octadecilsilica) a mais usada, ao passo que sdo preferidas fases que atuem no modo
normal para fins preparativos, em vista de que separa¢cdes no modo reverso utilizam
fases mdveis aquosas. Entre as fases quimicamente ligadas, merecido destaque deve
ser dado as fases estacionarias quirais, as quais possibilitam a separacdo direta de
enantibmeros. Para tanto, é necessaria a presenca de um seletor quiral como parte
integrante da fase estacionaria (Degani et al., Quimica Nova na Escola, n.7, maio,
1998).
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Figura 6. Equipamento basico de CLAE. a) reservatorio da fase mével; b) bomba de alta pressao; c) valvula de
injecdo; d) coluna; e) detector e f) registrador. (Adaptado de Degani et al.,1998)
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2.4. Quimica dos radicais livres e outras espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio

O oxigénio molecular (O,) esta presente na propor¢cdo média de 21% no ar atmosférico,
sendo usado nos diversos organismos aerobicos primordialmente para a re-oxidagdo de
coenzimas (NADH, FADH,) na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, micro-ambiente
onde a pressdo de O, atinge valores da ordem de 0,5 mmHg. Este processo celular permite a
constante combustdo dos nutrientes absorvidos pelo organismo, garantindo o suprimento de
energia quimica e/ou calor. Adicionalmente, O, € utilizado em inUmeros outros processos
bioquimicos incluindo a oxidagdo enzimatica de metabdlitos como a xantina (Muraoka &
Miura, 2004), o acido araquiddnico (Sumiya et al., 1993) e xenobidticos (Symons & King,
2003). Estima-se que em condi¢Ges normais, cerca de 1 a 3% do O, absorvido pela
mitocOndria seja parcialmente reduzido a radicais superoxido (O,"), o principal precursor de
outras espécies reativas de oxigénio/espécies reativas de nitrogénio (ERO/ERN) mais
oxidantes. No meio intracelular, a membrana interna da mitocéndria e a membrana tilacoide
de cloroplastos representam os principais loci de formacdo de ERO/ERN, embora os
peroxissomos contribuam com cerca de 30% dos oxirradicais formados em condigdes
normais, o Reticulo Endoplasmatico (RE), o citosol (através de reagdes de auto-oxidacdo) e a
membrana plasmatica (em células fagocitarias) também colaboram significativamente com a
geracdo de espécies radicalares (Brigagdo & Colepicolo, 1996; Brigagdo & Colepicolo, 1998;
Halliwell & Gutteridge, 1998; Brigagéo et al., 2000; Watanabe et al., 2003; Brigagao et al.,
2004, Barros et al., 2006).

O radical O, pode ser espontaneamente decomposto a O, e H,0, ou, preferencialmente
no meio celular, através de catalise enzimatica pelas superéxido dismutases (SOD). O H,0; ,
embora ndo seja um radical livre por definicdo, é um intermediario responsavel pela formacao
de uma das mais reativas e instaveis ERO no meio biolégico: o radical hidroxil (OH). O
H,O, é uma molécula termodinamicamente estavel, pequena, sem carga e, portanto,
plenamente difusivel através da maioria das membranas biologicas. Devido a estas
caracteristicas fisico-quimicas e a decorrente grande difusibilidade em meio fisiologico, o
H,O, foi identificado como um dos principais sinalizadores celulares em processos
intermediados por ERO/ERN, sendo sua concentracao intracelular regulada cataliticamente
pelas enzimas catalase (CAT) e peroxidases (Branco et al., 2004).

O radical ‘OH reage prontamente (velocidade de difusdo em meio aquoso equivalente a

10° M*s™") com vérias biomoléculas essenciais a sobrevivéncia celular, em particular o DNA,
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além de proteinas, cadeias polissacaridicas e lipidios (Sutton & Winterbourn, 1989; Begusova
et al., 2003). A alta reatividade do radical ‘OH impede que esta espécie radicalar se difunda no
meio intracelular o que, consequentemente, restringe sua acdo oxidativa ao proprio sitio de
complexacéo de fons Fe®* ou Cu* (Goswai et al., 2002). Grupos fosfato presentes na porcéo
polar das bicamadas lipidicas de membranas e nas ligacdes fosfodiéster de acidos nucléicos
representam sitios estaveis para a quelacéo destes ions metélicos e candidatam, portanto, estas
biomoléculas como importantes alvos da acdo lesiva das ERO/ERN. Do mesmo modo,
heteroatomos (principalmente nitrogénio e enxofre) constituintes das estruturas de alguns
aminoacidos como triptofano, histidina, arginina e metionina sdo especialmente susceptiveis a
acdo oxidativa/nitrosativa de ERO/ERN o que resulta na inclusdo das proteinas como
potenciais alvos das lesdes oxidativas em sistemas bioldgicos. Outro importante papel
desempenhado por fons Fe?* e Cu* na bioquimica dos radicais livres é a reducdo de
hidroperoxidos lipidicos normalmente presentes em baixas concentragdes em membranas
bioldgicas. Este processo produz o radical alcoxil (RO"), um dos principais promotores do
processo de lipoperoxidacdo em membranas biologicas (Marnett & Wilcox, 1995). Em funcéo
de sua atividade catalitica, estes ions metalicos nao estdo praticamente livres no meio celular
e, preferencialmente, aparecem complexados a diversas moléculas (incluindo proteinas
especificas para o estoque desses metais).

O oxigénio singlete, '0,, é outra ERO n&o-radicalar com relevante acdo oxidativa em
sistemas bioldgicos. Esta forma excitada do O, é gerada a partir da promocao de um elétron
localizado em um orbital anti-ligante da molécula do O, (com inversao de spin) e subsequente
compartilhamento deste no outro orbital anti-ligante ©*. Desta forma, o 'O, é, na verdade,
uma molécula diamagnética altamente reativa com compostos organicos insaturados, ja que a
barreira termodinamica de 93,6 KJ.mol™ para a reagdo com as ligacdes n-n de insaturacoes
(imposta pela inversdo por spin) foi sobreposta pelo pareamento de elétrons no orbital *
(Kanofsky et al.,1993). A energia necesséria para a promogao do O, ao estado excitado O,?
pode ser fornecida por moléculas fotossensibilizadas. Em animais, compostos como as
flavinas FMN e FAD, bilirrubina, retinal e porfirinas podem igualmente sensibilizar o
oxigénio molecular a 0,**9 (Halliwell & Gutteridge,1998).

O oxido nitrico ('NO) é também, por definicdo, uma molécula radicalar e apresenta uma
configuracdo eletrénica anébmala em relagdo a cléssica Teoria de Estabilidade Eletronica do
Octeto com um elétron desemparelhado em um orbital =2p*. O ‘NO apresenta destacada acao

vasodilatadora sendo endogenamente produzido pela enzima 6xido nitrico sintetase (Ca®*:
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calmodulina-dependente) das células epiteliais a partir de arginina, O, e NADPH. As
caracteristicas lipofilicas do ‘NO propiciam a grande difusibilidade da molécula através do
epitélio e da membrana plasmatica das células do tecido muscular liso dos vasos (Godfrey &
Schwarte, 2003). Neste tecido, o0 ‘NO se associa a enzima guanilato ciclase ativando a sintese
do mensageiro secundario cGMP, direto intermediador do processo de relaxamento vascular
(Miller et al., 2004).

2.5. Proteina Dissulfeto Isomerase

Uma classe de compostos radicalares que recentemente tornou-se grande alvo de
pesquisa sdo os radicais enxofre-centrados, principalmente o radical tiila (RS") (van Gastel et
al., 2004). Os compostos tidlicos sdo extensivamente estudados como agentes preventivos da
acao lesiva de ERO/ERN em acréscimo ao efeito anti-oxidante de compostos de baixa massa
molecular como tocoferdis, ascorbato, flavonoides e carotendides. Entretanto, os tidis podem,
por si sO, produzir espécies radicalares de relevancia bioldgica. Algumas toxinas como a
gliotoxina e difenildissulfito, exercem sua a¢do em animais mediante a formacéo de radicais
tilla, RS (Karoui et al., 1996). Radicais carbono-centrados, ‘OH e peroxil (ROO") podem
reagir com compostos tiolicos gerando o radical RS". O tripeptidio glutationa (yGlu-Cys-Gli,
GSH), considerado um dos principais reguladores do equilibrio redox intracelular, pode
igualmente participar destas reac6es gerando a forma oxidada GSSG (Sies, 1999).

Desde o primeiro relato reconhecendo um “material organico” relacionado ao
metabolismo do enxofre, diversas constatacdes da participacdo essencial de GSH na vida
celular emergiram na literatura. Esse tripeptideo encontra-se entre os mais eficientes
compostos que a célula utiliza para detoxificar xenobioticos, funcionando como um potente
agente nucledfilo e como um redutor, podendo reagir com compostos eletrofilicos ou, ainda,
reduzir substancias antes que estas atinjam estruturas vitais nas células como proteinas e
acidos nucléicos. A sintese de GSH celular ocorre no ciclo do y-glutamato, em reacdes
sequenciais catalisadas pela y-glutamilcisteinil sintetase e glutationa sintetase (Pompella et al.,
2003).

Tiol proteinas constituem uma grande classe de proteinas que contém pelo menos uma

cisteina reativa. A reatividade do grupamento sulfidrila é relacionado ao seu pKa, que, uma
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vez desprotonado, pode estabilizar-se na forma de ion tiolato (RS’ ou assumir a forma
radicalar RS, o radical tiila. Em tiol proteinas, pelo menos um residuo de cisteina é
estabilizado na forma tiolato, devido a ocorréncia proxima de um residuo de aminoacido
basico, normalmente arginina (Jacob et al., 2003). Muitas tiol proteinas estdo envolvidas no
controle de reagdo de troca tiol/dissulfeto, onde ocorre substituicdo nucleofilica de
grupamentos tiol ou ion tiolato por uma ligacdo dissulfeto (RS-SR). Estas reacGes sdo
utilizadas para formar ou desfazer pontes dissulfetos em proteinas, regular atividade de
enzimas e manter o estado redox celular, entre outras funcdes.

A proteina dissulfeto isomerase (PDI, E.C. 5.3.4.1) é membro da grande classe protéica
das tiol/dissulfeto oxidorredutases (tiorredoxinas) encontradas no limen do RE em células
eucaridticas e no espaco periplasmatico de células procarioticas. Foi descrita pela primeira
vez h& mais de 40 anos como uma proteina de 58 kDa (PDI58) (Goldberger et al., 1963),
sendo hoje identificadas vérias isoformas, tanto em células de mamiferos (ERp57, ERp72,
ERp44, PDIR, P5, ERdj5 e PDIp) quanto em fungos e plantas (Epsl, Eugl, Mpd 1, Mpd2) e
bactérias (DsbA e DsbC/G) (Wilkinson & Gilbert, 2004). A estrutura molecular da PDI é
organizada em cinco dominios (a, b, b’, a’ e ¢), como esquematizado na Figura 7, onde 0s
dominios a e a’ sdo homologos aqueles de outras tiorredoxinas e cada um deles contém um
sitio ativo independente com duas cisteinas criticas para a atividade catalitica na sequéncia
WCGHCK, e o dominio ¢ é rico em residuos de aminoacidos acidos. Além disso, PDI
apresenta a sequéncia KDEL, sinalizadora para a retencdo de proteinas no RE (Darby et al.,
1998).
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Figura 7. Organizacdo molecular dos dominios da PDI em sua forma tridimensional. Dominios da familia da
tiorredoxina sdo mostrados nas letras em roxo (dominios cataliticos — a e a’) e em verde (dominios
ndo-cataliticos — b e b’). As cisteinas dos sitios ativos estdo representadas como esferas roxas.
(Adaptado de Appenzeller Herzog et al., 2008). A numeracédo da sequéncia de aminoécidos refere-se
a uma isoforma enzimatica de tecidos de ratos, segundo Darby et al., 1998.

A primeira estrutura resolvida na definicdo atdmica para uma PDI humana foi aquela do
dominio a (PDla). Esta estrutura mostra um nimero de caracteristicas considerdveis para
dominios redox-ativos da familia inteira, sendo que os elementos secundarios da estrutura séo
arranjados em uma forma B1-a1-p2-02-B3-a3-p4-p5-04. Os residuos de aminoacidos do sitio
ativo sdo posicionados na extremidade N-terminal da segunda hélice, com uma cisteina
parcialmente exposta & superficie da estrututra. A ocorréncia de uma conexdo hidrofdbica
encontrada na vizinhanga dessa cisteina, assim como uma volta contendo uma prolina na
conformacdo cis posicionada proxima ao sitio ativo, sdo tragos implicados na ligacdo do
substrato.

As proteinas que contém os dominios CXXC comportam-se similarmente em relacéo a
cinética da reacdo, a dependéncia de pH e a natureza da taxa limite em relacdo a oxidagéo ou
reducdo de um peptideo in vitro. Estas estruturas sdo Uteis para finalidades de modelagem
molecular, havendo como predizer estruturas apropriadas para atuarem como substratos ou
inibidores de PDI, determinando as suas conformacdes tridimensionais do dominio redox
ativo da enzima isolada.

Apesar da auséncia de dados sobre a estrutura completa da PDI, evidéncias obtidas por
velocidade de sedimentacdo e medidas de equilibrio sugerem que esta proteina € um

monodmero alongado (Wilkinson & Gilbert, 2004) que apresenta duas atividades enzimaticas
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interrelacionadas: (i) atividade de chaperona molecular, que assiste ao enovelamento de
cadeias polipeptidicas nascentes e (ii) atividade de oxidorredutase, quando exerce catalise na
formacéo, reducéo ou isomerizacdo de pontes dissulfeto intra-moleculares.

O primeiro tipo de atividade catalitica, ilustrado na Figura 8, é essencial para evitar o
enovelamento protéico incorreto, sendo que danos no correto enovelamento protéico estdo
relacionados com patologias como doenga de Alzheimer, enfisema pulmonar e infecgdes por
prions (Dobson, 2001). Foram descritas alteragdes no enovelamento protéico assistido por
PDI no reticulo endoplasmatico de células hepaticas associado ao diabetes insulino-
dependente, onde as isoformas PDI58 e ERp57 mostraram-se com atividades cataliticas
alteradas, fato diretamente ligado ao estado de oxidorredugdo de grupamentos tidis protéicos

microssomais (Kersteen & Raines, 2003).
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Figura 8. Esquema ilustrativo da atividade da PDI (em verde) como chaperona molecular, onde a cadeia
polipeptidica nascente (esquerda, em azul) se enovela, atingindo a conformagdo correta (direita),
através do reposicionamento de pontes dissulfeto intra-moleculares. Adaptado de
www.bch.msu.edu/faculty, consultado em 18/abril/2010, 10h50.

A atividade catalitica como oxidorredutase da PDI é atribuida ao dominio CXXC,
caracteristico das enzimas da familia das di-tiol/dissulfeto oxidorredutases. Durante a
transferéncia de equivalentes oxidantes ou redutores para os substratos, 0 dominio CXXC
posicionado em ambos 0s sitios ativos, passa pelo ciclo entre as formas reduzidas (di-tiol) e
oxidada (dissulfeto), onde a cisteina nucleofilica préoxima a extremidade N-terminal da
proteina inicia o ciclo catalitico da enzima (Walker et al., 1996). A atividade catalitica ocorre
tanto na formacdo ou quebra quanto na isomerizacdo de pontes dissulfeto em diferentes
substratos, como mostrado na Figura 9. No primeiro caso, a PDI sofre uma mudanca em seu
estado de oxidorreducdo, enquanto que, no segundo evento enzimatico que requer a enzima

com cisteinas em estado reduzido, ndo resulta em nenhuma oxidagao na estrutura da PDI.
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Figura 9. Atividade catalitica na formagdo ou rompimento (acima) e na isomerizacdo (abaixo) de pontes
dissulfeto intra-moleculares catalisadas por PDI (adaptado de Wilkinson & Gilbert, 2004).
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A ocorréncia de PDI no RE é critica para o enovelamento correto de proteinas que
sofrem exocitose, uma vez que nesse subcompartimento celular, a razdo glutationa
reduzida:glutationa oxidada (GSH:GSSG) varia de 1:1 a 1:3, contrastando com a razéo
citosolica e mitocondrial de 30:1 até 100:1. Assim, o estado mais oxidado do RE favorece a
formagdo de pontes dissulfeto. Embora o “pool” de tidis celulares esteja implicado na
manutencdo da estabilidade da PDI, o estado redox dos sitios ativos dessa familia de enzimas
é mantido principalmente pelo principal tampéo celular redox, o par GSH/GSSG, implicando
que alteracGes nesse tampdo terdo implicacdes na atividade catalitica da enzima (Gilbert et al.,
2004).

A sequéncia CXXC do sitio ativo, onde duas cisteinas catalisam a troca de uma ligacao
dissulfeto com os substratos ou no interior da estrutura deles, € essencial para a funcao
preliminar das PDI em promover o dobramento oxidativo da proteina no ER. Esse evento foi
elucidado em anos recentes, explicitando funcdes da PDI em processos metaboélicos tais como
a degradacdo associada ao ER (ERAD), intercdmbio de metabdlitos, homeostase do célcio,
apresentacdo de antigeno e entrada de virus em células do hospedeiro.

Dissulfetos sdo ligacbes covalentes produzidas por uma oxidagdo de dois tiois livres;
nas proteinas, eles sdo formados entre dois residuos de cisteina. Sdo muito importantes
durante a dobradura da proteina e na estabilizacdo das estruturas protéicas, funcionando como
interruptores regulatérios na sinalizacdo da reducgédo/oxidacdo. As células de mamiferos
produzem uma grande colecdo de complexas estruturas dissulfeto, incluindo quase 1/3 de

todas as proteinas humanas. As dobraduras dessas proteinas ocorrem no ER, onde o ambiente
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leva a formagéo da ligacdo dissulfeto (o limen do ER é relativamente mais oxidado que o

citosol), e um nimero de enzimas catalisam a formac&o de novos dissulfetos.

2.5.1. Propriedades cataliticas da PDI

Como a atividade redox das enzimas PDI é comandada pelo sitio ativo CXXC, quando
no estado oxidado, o dissulfeto pode ser transferido para o substrato para catalisar sua
oxidacdo por meio do sitio ativo dele préprio que se torna reduzido. Quando no estado
reduzido, os substratos dos dissulfetos podem ser reduzidos e o sitio ativo finaliza o ciclo em
seu estado oxidado. Estas reacfes de troca do tiol-dissulfeto prosseguem com a formacéo de
um dissulfeto transiente entre a enzima e o substrato, quando ha formacdo de RS" no estado
intermediario da catalise da enzima. Desde que a reducdo requeira uma segunda cisteina para
resolver o problema da mistura do dissulfeto com seu substrato, a mutacdo deste residuo
conduz a acumulacdo de complexos covalentes através de um dissulfeto inter-molecular.

A espécie reativa em reacBes da troca do tiol-dissulfeto é o anion tiolato. Em
oxidorredutases do tiol-dissulfeto, a por¢do N-terminal da cisteina do CXXC tem geralmente
um baixo valor de pKa que permite sua desprotonacdo no pH fisioldgico. A estabilidade
termodinamica do sitio ativo do dissulfeto, isto €, o potencial redox, é obviamente um fator
determinante para a atividade redox executada pela enzima. O potencial redox é influenciado
por uma série de caracteristicas, e as propriedades cataliticas de dominios Unicos sdo
moduladas por estes tracos. Ainda, todas PDI testadas contendo CXXC podem catalisar in
vitro a troca do tiol-dissulfeto.

Um Gnico dominio da tiorredoxina pode catalisar uma oxidacdo ou uma reducdo. Para a
reacdo mais complexa da isomerizacdo, 0s Unicos dominios (ou as misturas destes) de PDI e
ERp57 sdo catalisadores pobres e as moléculas inteiras sdo requeridas para toda a atividade.
Além disso, a PDI é uma isomerase significativamente melhor do que a ERp57 e a P5. Além
dos locais obrigatorios da baixa afinidade nos dominios a e a’, um local obrigatério no
dominio de b’ da PDI é requerido, mas nao suficiente. A preferéncia destes trés locais
obrigatérios para sequéncias hidrofobicas explica o largo substrato especifico para as
proteinas ndo-nativas observadas para PDI, e resulta na eficiente e dindmica associagdo com
substratos. Pela afinidade com cadeias polipeptidicas parcialmente empacotadas do poli-

peptideo, a PDI pode também ganhar acesso aos tidis ou dissulfetos presentes no substrato das
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proteinas e catalisar sua oxidagdo, reducdo ou isomerizacdo. A relacdo entre a ligacdo ao
substrato e a atividade catalitica é significativamente menos bem caracterizada em outras PDI,
a excecdo da ERp57.

Outra importante oxidorredutase que faz parte da via bioguimica da PDI é a Erol
(oxidorredutina do reticulo endoplasmaético). Junto com a PDI, elas formam as maiores vias
para a formacdo de pontes dissulfeto em reticulo endoplasmaético de eucariontes. A Ero 1
influencia a oxidacao protéica acoplando-se ao seu poder oxidante do oxigénio molecular e
seu cofator flavina para gerar as pontes dissulfeto. Esses dissulfetos sdo transferidos da Erol
para a PDI (um carreador soltvel dissulfeto), que por sua vez tranfere diretamente esse
dissulfeto para a proteina que estd sendo enovelada. A transferéncia de elétrons pelas
proteinas substrato a PDI e da PDI a Erol, se processa como uma série de reacdes diretas de
troca tiol-dissulfeto. Reconstituicdo in vitro do sistema de oxidacdo Erol-PDI-substrato com
componentes purificados mostraram a capacidade e suficiéncia dessa rota para a geracao de
dissulfetos em proteinas. A Erol utiliza dois pares cataliticos de cisteina (quatro cisteinas)

para oxidar a PDI: o “sitio ativo™ e as cisteinas “de troca” (Kaiser, 2008).
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Figura 10. Estrutura da Erol de levedura e seu mecanismo catalitico. (Adaptado de Kaiser et al., 2008). Na
primeira figura as cadeias laterais com cisteinas sdo representadas em esferas verde e amarelas. O
co-fator FAD estd representado como estruturas quimicas tipo “varetas” laranjas. O dominio
polipeptidico (residuos 90-175) contendo o par de cisteinas “de troca” esta representado pela cadeia
de cor vermelha. Nota-se os dois dissulfetos regulatérios que contém uma cisteina na regido
vermelha (Cys90 e Cys150) e uma cisteina no nucleo helicoidal (Cys295 e Cys349).

Um dos desafios no estudo da catélise de PDI ¢ a falta de ensaios sensiveis que possam
detectar baixos niveis de enzima em preparacfes de amostras purificadas e/ou extratos
celulares/tissulares brutos. A atividade chaperona da PDI pode ser estudada em detalhes in
vitro com uma variedade de polipeptideos como substratos, como inibidor de tripsina,

insulina, lisozima e ribonuclease A (RNase).
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A re-naturacdo de RNase desenovelada é o ensaio classico para a determinacdo da
atividade catalitica dessa enzima. Nesse ensaio, a RNase desnaturada por ureia, e, portanto,
sem 0s pares corretos de cisteina formando cistinas, serve como substrato para PDI. A catéalise
da conversdo ao estado nativo da RNase, por reposicionanmento dos grupos sulfidrilas
protéicos na presenca de um reagente tiol (normalmente GSH e/ou GSSG) é monitorado
espectrofotometricamente (T.E. Creighton, 1979).

Esse método possui varios pontos negativos, como a sua sensibilidade muito baixa,
longa fase de inatividade catalitica, dificuldade de se trabalhar com precisdo em preparacgdes
de amostras brutas, dentre outros. Recentemente, foi introduzido um ensaio fluorescente para
estudar a atividade de reducdo do dissulfeto da PDI baseado no uso de sondas fluorescentes,
segundo o principio da extincdo da propria fluorescéncia (FSQ - Fluorescent Self
Quenching). Foi explorado o principio de ligacdo de composto fluorescente, a eosina
isotiocianato a estrutura de GSSG, com a formacao do dimero Di-eosina-glutationa dissulfeto
(Di-E-GSSG), o qual foi relatado com um pseudo-substrato eficiente para quantificar a
catalise redutase de PDI (Raturi, A. et al., 2007).

2.6. Cinética e inibidores enzimaticos

O tipo mais comum de experimentos de cinética enzimética € a variacdo da
concentracdo do substrato para mensurar a velocidade enzimatica, com o objetivo de
mensurar 0 K, da enzima e Vs, descritos na equacéo de Michaelis e Menten.

Michaelis e Menten propuseram um modelo simples, que explica a maioria das
caracteristicas das reacOes catalisadas por enzimas. Nesse modelo, a enzima combina-se
reversivelmente com o substrato, formando um complexo ES que, subsequentemente,
transforma-se em produto, regenerando a enzima livre. O modelo, envolvendo uma molécula

de substrato é representado a seguir:

kl
E+5 - ES S E+P

)

onde S é o substrato, E é a enzima, ES é o complexo enzima-substrato, ki, k.; e k, sdo

as constantes de velocidade (Champe, 2006).
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A equacédo de Michaelis-Menten descreve como a velocidade da reagdo varia com a
concentracéo do substrato:

_ Vrmax .[S]

onde:

Vo € a velocidade inicial da reacéo

Vmax € a velocidade méxima enziméatica nas mesmas unidades que a velocidade. Esta é
a velocidade da enzima extrapolada a concentracdes muito altas de substrato, logo, este valor
¢ quase sempre maior que qualquer velocidade mensurada no experimento. A Vpax €
determinada por quantos sitios da enzima estdo presentes e a taxa em que a enzima pode ser
convertida de substrato em produto. Se se conhece a concentracdo dos sitios da enzima, é
possivel fixar a constante catalitica (Kcat), OU Seja, a taxa de cada sitio da enzima que pode
converter o substrato em produto.

Kn é a constante de Michaelis-Menten, na mesma unidade da concentracdo do
substrato, definida como a concentragdo do substrato necessaria para alcancar a metade da
velocidade maxima enzimatica (Wilson, Walker, 2001).

Ao derivar-se a equacdo de velocidade de Michaelis-Menten, ilustrada na Figura 11,
séo feitas as consideragdes a seguir.

1) Concentrac0es relativas de E e S: A concentragdo de substrato ([S]) € muito maior do
gue a concentracdo da enzima ([E]), de modo que a porcentagem de substrato ligado a enzima
em qualquer tempo é pequena em relacdo ao total de substrato presente no meio.

2) Hipotese do estado de equilibrio: A [ES] ndo varia com o tempo, isto €, a velocidade
de formacdo de ES é igual aquela da degradacdo de ES (para E + S e para E + P). Em geral,
um intermediario em uma série de reagdes € dito estar em equilibrio quando sua velocidade de
sintese € igual a sua velocidade de degradacéo.

3) Velocidade inicial: Somente as velocidades iniciais da reagdo (vo) séo utilizadas na
analise das reacdes enzimaticas. 1sso significa que a velocidade de reacdo é medida assim que
a enzima e o substrato sdo misturados. Nesse momento, a concentracdo de produto é muito

pequena e, assim sendo, a velocidade da reagéo inversa de P para S pode ser ignorada.
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Figura 11. Grafico de Michaelis-Menten mostrando o K, € a Vipax.

Analisando a Figura 11, emergem fatores importantes sobre a cinética de Michaelis-
Menten:
1) Caracteristicas do K. K, — a constante de Michaelis-Menten — é caracteristica de uma
enzima e de determinado substrato, e reflete a afinidade da enzima exclusivamente para
aquele substrato. Ky, € numericamente igual a concentracdo do substrato na qual a velocidade
da reacdo é igual a ¥2 Vimax. O K ndo varia com a concentracdo da enzima.
a) Km numericamente baixo reflete uma alta afinidade da enzima pelo substrato, pois uma
baixa concentracdo de substrato é necessaria para atingir a metade da saturacdo da enzima,
isto &, atingir a velocidade que € %2 Visx.
b) Km numericamente alto reflete uma baixa afinidade da enzima pelo substrato, pois é
necessaria uma alta concentracdo de substrato para atingir a metade da saturacdo da enzima.
2) Relacdo entre a velocidade e a concentracdo da enzima. A velocidade da reacdo é
diretamente proporcional a concentracdo da enzima em qualquer concentracdo de substrato.
Por exemplo, se a concentracdo da enzima é reduzida pela metade, a velocidade inicial da
reacao (Vo), assim como a Vmax, S80 reduzidas a metade da velocidade original.
3) Ordem de reacdo. Quando [S] é muito menor que o K, a velocidade da reacdo é
aproximadamente proporcional a concentracdo do substrato. A velocidade da reacdo é entdo
dita de primeira ordem com relagdo ao substrato. Quando a [S] é muito maior do que o K, a
velocidade é constante e igual a Vimsax. A velocidade da reacéo, nesse caso, € independente da
concentragdo de substrato e € dita de ordem zero em relagcdo & concentragdo de substrato.
Grafico de Lineweaver-Burke (Figura 12): Quando v, € colocada em um gréafico

contra [S], nem sempre é possivel determinar quando a Vmax é alcangada, devido a ascensdo



40

gradual da curva hiperbolica em altas concentracdes de substrato. Entretanto, se colocarmos
1/vg versus 1/[S], obtém-se uma linha reta. Esse gréafico, o grafico de Lineweaver-Burke
(também chamado de grafico dos duplos-reciprocos) pode ser utilizado para calcular K, e
Vmax, assim como para determinar o mecanismo de acéo de inibidores enzimaticos (Champe,
2006).

A equacdo que descreve o grafico de Lineweaver-Burke é:

1 K, 1

Vo Vmax.[S] Vi (1)

==

.. Km

Wmax

_ﬁx T

Figura 12. Gréafico de Lineweaver-Burke.

Inibidores enzimaticos sdo agentes moleculares que interferem na catalise, provocando
um decréscimo da atividade de uma enzima (Lozano et al, 2000). O estudo dos inibidores
enzimaticos fornece informacdo valiosa sobre 0os mecanismos enzimaticos e tem ajudado a
definir alguns caminhos metabolicos.

Assim, dentre os inibidores enzimaticos podemos distinguir dois grupos principais: 0s
inibidores enzimaticos reversiveis, cuja ligacdo a enzima pode ser revertida, e os inibidores
enzimaticos irreversiveis, cuja ligacao a enzima é definitiva.

Um tipo comum de inibicdo reversivel é chamado de competitiva. A inibigdo
competitiva da-se quando as duas moléculas (inibidor e substrato) competem pelo mesmo
lugar ativo da enzima. Muitos inibidores competitivos sdo compostos analogos de substrato,
combinando-se com a enzima para formar um complexo, mas sem levar a catalise. Mesmo

combinagBes transitérias desse tipo reduzirdo a eficiéncia da enzima. Levando em
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consideracdo a geometria molecular dos inibidores que se assemelham ao substrato, pode se
chegar a conclusbes sobre que partes do substrato normal se ligam a enzima (Lehninger,
Nelson & Cox, 2006). Os inibidores competitivos reversiveis combinam no mesmo sitio do
substrato e devem ser estruturalmente relacionados ao mesmo (Wilson, Walker, 2001).

Este tipo de reacdo varia de acordo com as concentra¢Ges de substrato e de inibidor,
onde a velocidade méxima da reacdo ndo € alterada, mas sdo necessarias concentracoes
maiores do substrato para atingir uma determinada velocidade, aumentando o K,.

Dois outros tipos de inibicdo reversivel, acompetitiva e mista, sdo observados apenas
em enzimas com dois ou mais substratos. Os inibidores acompetitivos apenas se ligam ao
complexo enzima-substrato, e ndo a enzimas livres. Um inibidor misto também se liga a um
local distinto do sitio ativo, mas liga-se tanto na enzima livre quanto na enzima complexada
com o substrato.

A inibicdo enzimatica ndo-competitiva caracteriza-se pela possibilidade de ligacao
simultdnea do inibidor e do substrato a enzima. Inibidores ndo-competitivos reversiveis se
ligam a sitios distintos daqueles do substrato, mas de um modo em que produzem um
complexo final com a enzima, que ndo pode converter substrato a produto (Wilson, Walker,
2001). Essa ligacdo é unicamente dependente da concentracdo do inibidor que se liga a um
local que ndo ao centro ativo. Nestes casos o0 inibidor ndo tem semelhanga estrutural com o
substrato, eliminando a competicao.

Os inibidores irreversiveis sdo aqueles que se ligam covalentemente com um grupo
funcional de uma enzima, que é essencial para sua atividade, ou o destroem, ou aqueles que
formam uma associagdo ndo-covalente particularmente estavel. Uma classe de inibidores
irreversiveis é a dos inativadores suicidas. Esses compostos sdo relativamente ndo-reativos até
se ligarem ao sitio ativo de uma enzima especifica. Um inativador suicida sofre a primeira de
algumas etapas quimicas da reacdo normal, mas, em vez de serem transformados em produto
final, o inativador é convertido em um composto muito reativo que se combina
irreversivelmente com a enzima (Lehninger, Nelson & Cox, 2006).

Os inibidores irreversiveis, como os compostos organofosforados e organomercuricos,
cianetos, mondxido de carbono e sulfito de hidrogénio, usam de forcas covalentes e o grau de
sua inibicdo é dependente de sua constante de reacdo do contetdo presente de inibidor. O
efeito de inibidores irreversiveis, que nao podem ser removidos por simples técnicas fisicas
como diélise, é reduzir a quantidade de enzima disponivel para reagdo. Os inibidores
envolvem reagdes com um grupo funcional como hidroxila ou sulfidrila ou com um atomo de

metal no sitio ativo ou um sitio alostérico distinto (Wilson, Walker, 2001).
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2.7. Nitréxidos

Quimicamente sdo também conhecidos como aminoxils ou nitroxils, podendo ser
definidos como radicais sintéticos e estaveis. Os representantes desse grupo possuem em sua
estrutura um anel com cinco ou seis atomos, sendo que um desses é de nitrogénio e os demais
de carbono. Ao nitrogénio liga-se um atomo de oxigénio o qual possui um elétron livre,
fornecendo natureza radicalar a tais compostos. Ligados ao anel existem grupamentos metil,
0s quais conferem estabilidade ao prevenir a dismutacdo radical-radical e limitar o acesso de
substancias reativas. O tamanho, as cargas e a lipofilicidade variam de acordo com os demais
grupos substituintes que podem estar presentes no anel. (Samuni & Barenholz, 2003;
Goldstein et al.,2003; Israeli et al., 2005; Soule et al., 2007).

Os nitroxidos ciclicos tém sido usados nas Ultimas décadas em estudos de oximetria,
como provas biofisicas no monitoramento da dindmica da membrana celular, pH, do
metabolismo, dos niveis de anions superoxido, e mais recentemente, como agentes de
contraste para se realizar a Ressonancia Magnética Nuclear de Imagem, MRI (Nuclear
Magnetic Resonance Imaging). Contudo, a descoberta de que o0s nitroxidos possuem
propriedades anti-oxidantes e anti-inflamatérias fez com que os estudos sobre essas, e as

demais propriedades, tomassem novas dimensdes (Soule et al., 2007).

H,C CHy H,C CH,

H,C I< CH, e

1) @

Figura 13. Estrutura quimica bésica dos nitréxidos ciclicos. (1) pertence ao grupo dos nitréxidos piperidina, cujo
anel possui seis membros. J& (2) integra o grupo de nitroxidos pirrolidina, pirrolina ou oxazolidina,
cujo anel é formado por cinco membros. Ressalta-se a existéncia de diferentes grupos substituintes
(R), os quais podem conferir propriedades distintas a esses compostos. Adaptado de Hahn et al.,
1994; Soule et al., 2007.

Através de reacOes envolvendo a transferéncia de um elétron, os nitroxidos podem ser
reduzidos a hidroxilaminas (RNO-H) ou oxidados a cations oxoaménio (RN*=0), possuindo

uma capacidade de reagir direta ou indiretamente com ERO/ERN e seus derivados.
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R N—O" = R N-O = R +N=0 (V)
Hidroxilamina Nitroxil Cétion oxoamonio
(RNO-H) (RNO") (RN*=0)

Figura 14. Reacdo de reducdo e oxidacdo de nitroxidos piperidina. Formacdo de hidroxilaminas e céations
oxoamdnio. Adaptado de Israeli et al., 2005.

A dindmica dessas reacfes permite que os nitroxidos, uma vez oxidados ou reduzidos,
possam ser restaurados em sua forma original, o que os torna, dentro dos devidos limites,
reciclaveis. Entretanto, é conveniente indicar que a reacdo entre o cation oxoaménio e uma
hidroxilamina, a qual restauraria o nitroxido de origem, ocorre de forma muito lenta, ndo
sendo, portanto, significativa (Zhang et al., 1999).

Kroll e colaboradores (1998) estudaram o metabolismo de nitréxidos piperidina em
queratindcitos humanos de linhagem HaCaT. Os resultados sugerem que in vivo, 0s nitroxidos
sdo reduzidos a forma de hidroxilamina e posteriormente convertidos em aminas secundarias,
as quais ndo podem ser re-oxidadas a forma de hidroxilaminas e nitroxidos, o que faz com que
sejam eliminadas como os principais produtos de biotransformacdo da classe. Também
indicam que a biorredugdo desses compostos pode ser catalisada pela flavoenzima
tiorredoxina redutase, uma vez que inibidores dessa também inibem a reducdo dos nitroxidos.
Outros pesquisadores apontam que as taxas de reducdo se processam de maneira dependente
da lipofilicidade do composto. Realizado no meio intracelular, o processo envolveria como
agentes redutores o &cido ascorbico e a GSH, ocorrendo também em hepatdcitos, eritrcitos e
células renais (Bobko et al., 2007). Alguns apontam que esse fato poderia levar a deplecdo da
glutationa em sua forma reduzida, o que a principio, seria considerado um efeito pré-oxidante
dos nitroxidos. (Glebska et al., 2003; Balcerczyk et al., 2004). Entretanto, o consumo de
glutationa na reducéo de nitroxidos é secundario, sendo que o ascorbato ocupa o papel central
nessa funcdo, através de uma reacdo reversivel que desvia para uma cinética de pseudo-
primeira ordem na presenca de oxigénio (Bobko et al., 2007). Nitroxidos piperidinicos
reduzem a concentracdo de glutationa e o ascorbato em queratinécitos e fibroblastos humanos
e ainda altera o estado redox dessas células (Fuchs et al., 1997).

O destaque que esses compostos adquiriram em estudos de oximetria e “sSpin
trapping” deve-se a sua natureza radicalar e paramagnética, a qual confere a eles, mas nao as

hidroxilaminas, um sinal caracteristico de Ressonancia Paramagnética Eletrbnica (EPR), o
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qual varia de acordo com as reagOes de oxidorredug@o em que eles se envolvem (Soule et al.,
2007).

Durante os ultimos anos, e com base nas propriedades descritas anteriormente, 0s
nitroxidos tém sido amplamente investigados por sua capacidade anti-oxidante, que vem se
mostrando capaz de defender células, tecidos, 6rgdos e animais de laboratorio de danos
induzidos por radicais. Logo, como apontam diversos estudos, despontam como candidatos
eficientes a atuar contra os danos tissulares causados pelas acdes deletérias de células
inflamatdrias, cuja producdo de ERO/ERN fuja ao controle da homeostase organica. (Hahn et
al., 1997; Israeli et al., 2005; Soule et al., 2007)

Aronovitch e colaboradores (2007) estudaram a natureza dual dos nitroxidos como pro e
anti-oxidantes, tendo levantado como uma das questdes centrais de seu trabalho os possiveis
efeitos derivados da capacidade oxidante dos cations oxoamonio. Esses, na presenca de
nitréxidos, poderiam desencadear vérias reacdes seletivas de oxidacdo de alcoois primarios,
acucares, polissacarideos e outras biomoléculas, sendo entdo considerados 0s responsaveis
pelos potenciais efeitos adversos da classe (Dragutan & Mehlhorn, 2007). Contudo, 0s
resultados de Aronovitch apontaram que tais reacdes tenderiam a ocorrer em tecidos pobres
em agentes redutores.

Diversos mecanismos tém sido propostos para explicar como 0s nitroxidos sdo capazes
de atenuar danos oxidativos, o que os difere consideravelmente dos anti-oxidantes
monofuncionais que desempenham a sua atividade através de uma Unica maneira de atuacao.
Ao contrario desses, 0s nitroxidos apresentam as habilidades que devem estar presentes em
anti-oxidantes realmente efetivos; pois podem atuar tanto em compartimentos hidrofilicos
como lipofilicos; detoxificam uma ampla gama de espécies reativas impedindo o inicio e a
propagacdo da cadeia oxidativa; e atuam de um modo que o nitroxido utilizado nessa funcédo
possa ser, a0 menos parcialmente, restituido. Os meios pelos quais essa classe atua incluem a
dismutacdo de radicais superoxido, através de uma atividade mimética a da superdxido
dismutase (SOD), aumento da atividade semelhante a da catalase de algumas heme-proteinas,
a detoxificacdo de espécies reativas formadas por xenobidticos, a capacidade de interagir com
radicais inativando-os e a modulacdo da sinalizacdo redox da célula. (Krishna et al, 1994;
Zhang et al.,1999; Samuni & Barennholz., 2002;

Uma das primeiras propriedades de interesse foi a capacidade de mimetizar a enzima
SOD, atividade observada inicialmente nos nitroxidos oxazolidina, e confirmada em outras
classes. O mecanismo dessa atividade mimética é compreendido atualmente como fruto da

atuacdo do par redox cation oxoamonio / nitroxido, os quais formam um ciclo que tende a
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regenerar o nitroxido. Sendo assim, a forma radicalar é oxidada através da doacdo de um
elétron do anion superdxido, originando um cation oxoamonio, o qual sofre reducéo através
da doacdo de um elétron de outro anion superoxido, restaurando o nitroxido e originando
oxigénio molecular. Ou seja, de maneira similar a da SOD o0s nitroxidos atuam como
catalisadores, e ndo sdo consumidos durante o processo de dismutagdo, como mostra a
equacOes V, VI e VII (Krishna et al., 1992; Samuni et al., 2002; Soule et al., 2007).

RNO™ + 0, + 2H" —————> RN'=0 + H,0, V)
RN'=0 + 0O," —> RNO + O (V1)
20,7+ 2 H* _— H,O, + O, (v

Embora as constantes dessas reacdes sejam influenciadas pelo pH, e que
fisiologicamente ocorram com grandeza de ordem duas ou trés vezes menor do que a da SOD,
0 baixo peso molecular dos compostos em questdo garante que eles atinjam concentragoes
intracelulares capazes de diminuir as taxas de anion superoxido com um desempenho
semelhante ao da SOD. Quanto a cinética do processo, observa-se que o fator determinante
das taxas de O," dismutado é a velocidade de conversdo do nitroxido a forma de
hidroxilamina, cujo par redox formado com o nitroxido de origem ndo possui atividade
mimeética a da SOD. Estudos apontam que esse fato se dd uma vez que a reacao de reducéo de
cations oxoamdnio predomina sobre a de oxidacdo de hidroxilaminas, e que em virtude desse
acontecimento pouco O, é disponibilizado para que a oxidacdo citada aconteca. J& reducao
do cation oxoaménio por acdo do anion superdxido ocorre em um passo rapido, tornando o
nitrxido disponivel novamente. (Zhang et al., 1999; Samuni et al., 2002; Soule et al., 2007).

Apesar de 0 mecanismo permanecer obscuro, os nitroxidos sdo capazes de proteger a
células de danos que possam ser induzidos pela presenga do H,O, (Samuni et al., 2001).
Krishna e colaboradores demonstraram no ano de 1996 que eles, os nitroxidos, aumentam o
comportamento semelhante ao da catalase apresentado por algumas heme-proteinas. Por
exemplo, quando a metamioglobina (MbFelll) reage com perdéxido de hidrogénio, ocorre a
deplecéo do ultimo, um aumento da producgéo de oxigénio e de uma heme-proteina como o
grupamento prostético no estado hipervalente e oxidante, a ferrilmioglobina (MbFelV). Por
acdo do par nitroxido/cation oxoamoénio ocorre a detoxificacdo da MbFelV,
redisponibilizando MbFelll, para reagir com outra molécula de H,O, e impedir oxidacGes
causadas pelo estado hipervalente. Ja Aronovitch e colaboradores (2007) demonstraram que

existe a possibilidade de que alguns nitréxidos, ao realizar a redugdo de metais, no caso Cu®*a
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Cu’, além de realizar a dismutagdo de H,O,, podem catalisar quebras no DNA, em um efeito
indesejado e pro-oxidante.

Os nitroxidos também atuam como “scavengers” de radicais (substancias que atuam
removendo impurezas do meio reacional e sdo tidos também como anti-oxidantes), realizando
reacOes réapidas que produzem espécies ndo tdxicas e evitam os efeitos deletérios desses no
organismo, podendo encerrar reagdes em cadeia, como a peroxidacao lipidica (Glebska, et al.,
2003). As interacbes entre nitroxidos e radicais, em muitos casos, ainda necessitam ser
elucidadas. Um exemplo do fato esta na complexidade das interacdes entre esses compostos e
as espécies derivadas do nitrogénio. O dxido nitrico e peroxinitrito ndo reagem diretamente
com 0s nitroxidos simples em pH neutro, mas eles podem ser oxidados por ‘NO, formado
durante a auto-oxidacdo do NO ou da decomposicdo do ONOO". No entanto, reagem
diretamente com nitroxidos nitronil, formando imino-nitroxidos e ‘NO, (Goldstein et al.,
2003).

Fernandes e colaboradores demonstraram em 2004, que a inibicdo da nitracdo de
proteinas, a qual ocorre por mecanismos radicalares, pode ser responsavel pela protecdo que o
4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil (Tempol) fornece a tecidos e células em modelos
de inflamag&o. Logo, o fato de a reagdo de nitroxidos com radicais tiila ser extremamente
rapida, leva a hipdtese de que esse efeito “scavenger” possa ser utilizado como modulador de
enzimas especificas.

Formacao de radicais tiila e posterior S-glutationacéo de proteinas:

RS > RS +¢ (VI
RS + GSH > RSSG' + H* (IX)
RSSG™ + O, > RSSG + 02" (X)

2.7.1. Possiveis aplicaces clinicas, riscos e perspectivas em relagcdo ao uso de nitréxidos

Uma vasta bibliografia relata os efeitos resultantes das interagdes entre os nitroxidos e
0s sistemas organicos. Por consequéncia, uma série de beneficios, riscos e aplicacOes
terapéuticas podem ser levantadas em relagéo ao uso sistémico ou local desses compostos.

Quando administrados de forma sistémica, os nitroxidos, em muitos casos desencadeiam

respostas acompanhadas de alteragdes da hemodinamica, as quais envolvem o
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desenvolvimento de hipotensdo e a inibicdo da agregagdo plaquetéria. Contudo, existem
nitroxidos que ndo causam essas manifestagdes, sendo ainda benéficas as atividades anti-
oxidantes, anti-inflamatdrias e radioprotetoras apresentadas por esses (Hahn et al., 1999).

A capacidade anti-oxidante ja se mostrou eficiente em auxiliar na recuperacéo e reducéo
de danos causados pela isquemia e reperfusdo em coragdes de ratos. Esses resultados podem
ter sido atingidos, ndo s6 combatendo os danos causados por radicais formados sob essa
circunstancia, mas também potencializando os efeitos positivos ocasionados pela
administracdo de L-arginina e posterior producdo de 6xido nitrico, o qual pode atuar sem que
os efeitos deletérios do peroxinitrito e derivados estivessem presentes (Hoffman et al., 2003).

Como ja foi mencionada, a atividade anti-inflamatdria dos nitroxidos pode oferecer
novas alternativas terapéuticas no tratamento de inUmeras patologias, principalmente aquelas
gue envolvem a participacao de células fagocitarias e a producdo de ERO/ERN. Dentre essas,
pode-se citar a Uveoretinite de origem auto-imune, que quando induzida em ratos de
linhagem Lewis e tratada com Tempol, obteve reducdo de danos causados a nivel clinico,
bioquimico e histopatoldgico (Zamir et al., 1999). Alguns nitroxidos, como tempo, Tempol e
tempamina, também foram capazes de proteger o cérebro, em modelos experimentais de
danos causados por trauma, sendo esse efeito anti-inflamatério atribuido a atividade mimetica
a da SOD, a inibicdo da reacdo de Fenton e a capacidade de atuar neutralizando radicais
(Zhang et al., 1998).

A radioprotecdo atribuida aos nitroxidos pode encontrar varias aplicacdes, as quais
incluem desde seu possivel uso na radioterapia, até a utilizacdo em novos cosméticos. Um
estudo de 1991, apresentado por Mitchell e colaboradores, demonstrava a capacidade que o
Tempol apresenta em proteger células de hamsters chineses dos efeitos da radiacdo, enquanto,
esse efeito ndo era detectado na adicdo da hidroxilamina correspondente e em células com
baixa oxigenacdo. Ou seja, embora 0s mecanismos sejam desconhecidos, 0s nitroxidos sdo
capazes de radiossensibilizar células submetidas & hipoxia (as quais predominam em
tumores), bem como proteger tecidos normais das rea¢des adversas presentes na radioterapia
(Hahn et al., 1992; Hahn et al., 1994; Soule et al., 2007). J& seu uso em cosméticos, como em
protetores solares, pode ser especulado uma vez que eles se mostraram capazes de proteger
fibroblastos retirados da derme humana dos efeitos da radiacdo ultravioleta-Al (UVAL, 340-
400nm), entre eles o envelhecimento causado pela exposicdo a esta radiacdo (Yan et al.,
2005).

A maioria dos textos encontrados ndo descreve ou cita evidéncias de que a classe dos

nitroxidos possua acdo mutagénica, carcinogénica ou teratogénica (Soule et al., 2007).
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Contudo Wang e colaboradores (1996) apontam para o fato de que danos ao DNA ocorrem em
células de Escherichia coli, deficientes no reparo do mesmo, e que tanto efeitos citotdxicos
como mutagénicos ja foram observados em ceélulas de S. typhimurium sensiveis a danos
oxidativos. Esses resultados, no entanto, sugerem que a atividade observada resulta ndo da
acdo dos nitroxidos, mas sim da deficiéncia das células em quest&o.

A diferenca de grupo substituinte pode conferir aos nitroxidos peculiaridades as quais
sdo facilmente perceptiveis quando se analisa suas caracteristicas fisico-quimicas, mas
podem, no entanto, influenciar a concentracdo dos mesmos em compartimentos bioldgicos, e
até mesmo determinar a existéncia, ou ndo, de efeitos colaterais como a hipotensdo. Um
exemplo de como a escolha da estrutura quimica pode afetar positivamente a atuacdo dos
nitroxidos esta presente no fato de que aqueles carregados positivamente e em concentracdes
apropriadas sdo capazes de se aproximar da membrana mitocondrial através de efeitos
eletroforéticos, conferindo protecdo contra o vazamento de radicais e exercendo efeitos anti-
apoptéticos (Kagan et al., 2007). J& Samuni & Barenholz (2003), definiram que, embora 0s
nitroxidos possuam caracteristicas de hidrofilicidade e lipofilicidade, a protecdo que esses
fornecem aos lipidios possivelmente se da de maneira similar pelos dois tipos de nitroxidos.
Contudo, em preparacdes lipossomais, os nitréxidos lipofilicos demonstram uma vantagem
sobre os hidrofilicos. Logo, como as possibilidades de modificagdes dos nitroxidos se
mostram de certo modo sem limites, acredita-se que a criacdo de novos tipos de estruturas
deve acompanhar o avanc¢o na descoberta e desenvolvimento das aplicacfes desses compostos
(Volodarsky, 1990).

Também é conveniente lembrar de que existe a possibilidade de o metabolismo de
nitréxidos ocorrer de maneira distinta, dependendo do tipo celular, sendo necessario conhecer
as vias que ditam esse processo e como obter proveito dessas descobertas visando, por
exemplo, diminuir a metabolizacdo, o que repercutiria na duracdo e intensidade dos efeitos
(Nishimura & Swartz, 1994).

Em geral, os nitroxidos apresentam grandes perspectivas em relacdo ao seu uso. No
entanto, ainda existe a necessidade de que mais pesquisas sejam realizadas, a fim de que as
propriedades mais adequadas de cada composto dessa classe sejam aplicadas de modo
conveniente e seguro. Portanto, a compreensdo das relagbes entre estrutura e atividade,
metabolismo, modo com que eles efetivamente atuam e demais impactos do uso desses, se
tornam prioridades a partir do momento em que auxiliam grandemente na compreensédo da
sinalizacdo redox da célula e despontam como protétipos vidveis para o desenvolvimento de

novos farmacos.
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3 JUSTIFICATIVA

Nos tltimos anos, ha uma grande busca a agentes moduladores de atividades de enzimas
chaperonas, uma vez que essas foram reconhecidas como agentes bioquimicos diretamente
envolvidos em processos patologicos como doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson,
processos inflamatdrios cronicos e diabetes, entre outros. Para tanto, o entendimento do ciclo
catalitico e a validacao de testes cinéticos com substratos especificos € essencial. Os ensaios
disponiveis para PDI, até 0 momento, sdo trabalhosos, dispendiosos e pouco sensiveis, 0 que
torna o estudo dessa chaperona restrito a poucos grupos de pesquisa. A validacdo de uma
sonda fluorescente (Di-E-GSSG) que atua como pseudo-substrato para PDI e seu uso para
verificar novos moduladores da atividade redutase dessa enzima pode vir a proporcionar um
melhor conhecimento do papel de PDI na transducdo de sinais bioquimicos durante a resposta

celular, além da perspectiva de apontar novas estruturas como prototipos de farmacos.

4 OBJETIVOS

Neste trabalho o objetivo central foi avaliar a capacidade de nitroxidos atuarem como
moduladores da atividade catalitica da PDI.

Especificamente, pretendeu-se:
v sintetizar sondas fluorescentes para monitorar a atividade catalitica de redutase da
PDI;
v validar o uso laboratorial dessas sondas fluorescentes frente a PDI isolada;
v testar nitroxidos com diferentes grupos quimicos hidrofilicos e/ou lipofilicos como
moduladores da atividade catalitica da PDI.

5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Instrumentacdo e acessorios
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Os materiais que foram utilizados para a realizagdo da pesquisa encontram-se
disponiveis no Laboratdrio de Bioquimica (Sala E-205), no Departamento de Ciéncias Exatas
da Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL/MG, o qual possui infra-estrutura,
equipamentos e reagentes necessarios para a realizacdo dos experimentos.

Para a leitura da emissdo de fluorescéncia das amostras, foi usado o
espectrofluorimetro — VARIAN / Cary Eclipse / Fluorescence Spectrophotometer / Pollution
Degree 2 / Safety Class | (EN61010-1). Nos experimentos de cinética quimica, o aparelho foi
devidamente programado para as leituras de excitacdo e emissao caracteristicos da substancia
padrdo estudada. A cubeta padréo de quartzo de 1mL foi utilizada em todos experimentos de
leitura de fluorescéncia descritos anteriormente preenchendo-a e tomando os devidos
cuidados para sua correta disposicdo no aparelho. As leituras de absorbancias foram feitas
pelo espectrofotdmetro — LIBRA S22 / Biochrom.

Foi utilizada a balanca analitica digital KERN 412 para pesar 0s reagentes necessarios
as solucdes e a centrifuga microprocessada — QUIMIS foi utilizada para o empacotamento da
coluna cromatografica, centrifugando e tratando o Sephadex G-25 conforme protocolo
especifico.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) utilizada para o experimento da
pureza das sondas, foi feita no equipamento Shim-pack VP-ODS, 4,6mm x 25cm, 5um,

conectada em série com pré-coluna C18 modelo Shim-pack GVP-ODS, 4,6mm x 10mm.
5.2 Reagentes

Todos os reagentes utilizados na execucdo deste trabalho foram de grau analitico e
todas as solucBes preparadas em agua deionizada em sistema de purificacdo Milli-Q
(Millipore®, Brasil). Os reagentes utilizados e suas devidas marcas constam na listagem
abaixo:
v Glutationa Reduzida — Sigma Ultra / Sigma-Aldrich
v Glutationa Oxidada — Sigma Ultra / Sigma-Aldrich
v Sephadex G-25 — Sigma Ultra / Sigma-Aldrich
v DTT — Amersham Biosciences / Merck
v

4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil (Tempol) — Sigma-Aldrich



o1

PDI de figado bovino (E.C. 5.3.4.1 CAS" 37318-49-3) — Sigma-Aldrich
Eosina-5-isotiocianato — Invitrogen / Molecular Probes

EDTAP.A. (Sal dissodico) — Vetec Quimica fina LTDA

K;HPO, — PROQUIMIOS

KH,PO, — Vetec Quimica fina LTDA

DMF — Vetec Quimica fina LTDA

Acetato de sodio — Vetec Quimica fina LTDA

TRIS — USB Corporation / Cleveland — Ohio USA
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5.2.1. Nitroxidos utilizados nos experimentos

Com a colaboracdo do aluno de doutorado em Quimica Organcia da UFF
(Universidade Federal Fluminense), Alessandro Kappel Jorddo, orientado pelo Professor
Doutor Vitor Francisco Ferreira e Professora Doutora Anna Claudia Cunha, ambos do
Instituto de Quimica daquela Instituicdo, véarios nitroxidos foram sintetizados a partir do
protétipo Tempol, de acordo com as estruturas da Figura 15. Foram denominados com a
utilizacdo do codigo Redoxoma (Institutos Nacionais de Ciéncia e Tecnologia,
CNPg/Processo 573530/2008-4, http://www2.iq.usp.br/redoxoma/), seguido do seu numero,

os quais foram cedidos a pesquisa com fins de padronizacéo dos resultados e comparacdo do
efeito do mesmo em relacdo ao do Tempol, possibilitando a analise da estrutura quimica e
suas especificidades na modulacdo da atividade catalitica da PDI.


http://www2.iq.usp.br/redoxoma/
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Figura 15. Estruturas quimicas dos nitroxidos. A) 4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametil-1-piperidine-1-oxil (Tempol); B)
1-Piperidiniloxi, 2,2,6,6-tetrametil-4-[(fenilsulfonil)oxi] (Redoxoma 4); C) 2,2,6,6-tetrametil-4-(4-
ciclohexene-1H-1,2,3-triazol-1-il)piperidine-1-oxil (Redoxoma 9) e D) 1-(2,2,6,6-
tetrametilpiperidin-4-oxil)-1H-nafto[2,3-d][1,2,3]triazol-4,9-diona (Redoxoma 10).

5.3 Metodologia

Raturi e colaboradores (2007) sintetizaram a sonda Di-E-GSSG a partir da GSSG a
100uM com eosina isotiocianato com excesso molar de 10 vezes e utilizaram de um coletor
de fracdo para a retirada de aliquotas da cromatografia feita atraveés de 100uL da sonda em
coluna cromatografica em Sephadex G-25® (Sigma Aldrich). O trabalho foi desenvolvido
com a finalidade de monitorar a atividade da PDI, a qual foi expressa usando Escherichia coli
BL21 (DE3) e o vetor de expressdo pET-28a. O estudo se estendeu com vistas a utilizar a
sonda para investigar o efeito das taxas variaveis redox nas PDIs locadas em superficies de
plaquetas. Resultados de cinética enzimatica foram extraidos de estudos com uso de PDI a
40nM, incubada com concentragdes variaveis de Di-E-GSSG (50nM a 5uM), o resultado do
valaor de Ky, foi de 650 nM e a Vnax de 125 nM de E-GSH por minuto, conforme relatado por
aqueles autores.

Para comparar a afinidade da PDI pela sonda Di-E-GSSG e seu anédlogo ndo
fluorescente GSSG, a reducdo da Di-E-GSSG pela PDI foi monitorada na presenca de
concentragOes variaveis de GSSG. A constante de inibicdo de redugdo de Di-E-GSSG pela
GSSG foi de 200+£30uM, sugerindo que a PDI tem muito mais afinidade pela Di-E-GSSG
quando se comparou com a GSSG e nédo haveria efeito significante na reducdo da sonda pela

PDI reduzida mesmo na presenca de mais de 20uM de GSSG na mistura da reacao.
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De acordo com os autores, a alta afinidade da Di-E-GSSG pode ser atribuida em partes
aos anéis aromaticos da eosina que facilitaria a interacdo hidrofébica com a PDI proximo ao
seu sitio ativo. Esta interacdo resultaria na alta afinidade de PDI pelo substrato. Esta hipdtese
é baseada no fato de que os ditidis do sitio ativo na tioredoxina séo circundados por regides
hidrofobicas. Outro fator que pode possivelmente contribuir para a alta afinidade do substrato
€ a mudancga no angulo diédrico dissulfeto da GSSG na incorporacdo de dois volumosos
grupos de eosina. A adicdo de eosinas a molécula de GSSG pode resultar na distor¢do do
angulo diédrico que, por sua vez, poderia levar a ponte dissulfeto da Di-E-GSSG ser mais

suscetivel a ataques nucleofilicos pelos tidis do sitio ativo da PDI (Raturi, A. et al., 2007).
5.3.1. Sintese e estudo da sonda Di-E-GSSG

Foram realizadas sinteses da sonda fluorescente, para testar a atividade de PDI,
utilizando-se o principio de reacdo de grupos isotiocianato com grupamentos N-terminais de

peptideos (Figura 16):
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Figura 16. Esquema de reacédo de grupos N-terminais de peptideos com grupos isotiocinato.

O composto fluorescente utilizado foi a 4’-5’-dibromo-2’7’-dinitrofluoresceina

isotiocianato (eosina 5-isotiocianato) (Figura 17B):
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Figura 17. Estruturas quimicas dos compostos utilizados na sintese da sonda Di-E-GSSG. A) Glutationa oxidada
(Cx0H3:Ng01,S,; MM: 612,63) e B) Eosina 5-isotiocianato (C,iH;BryNOsS; MM: 704,96; Ae=521
nm; Aemi=542 Nm em &gua).
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Figura 18: Degradacdo de Edman mostrando a sequéncia de reacdo que é andloga aquela entre a eosina

isotiocianato e a glutationa oxidada para a sintese da sonda Di-E-GSSG.

GSSG (Figura 17A) foi incubada com excesso molar (10 vezes) da eosina 5-
isotiocianato (Figura 17B) em tampdo (100 mM de fosfato de potassio, 2mM de EDTA, pH
ajustado para 8,8) por 8 horas em temperatura ambiente e sob protecdo de incidéncia de luz
para ndo ocorrer perda de propriedades quimicas por foto-inducdo. A formacdo da Di-E-
GSSG é feita através da ligacdo de duas moléculas de eosina aos dois grupos amino livres da
glutationa dissulfeto. A proximidade das duas moléculas de eosina leva ao FSQ (Fluorescent
Self Quenching) da sonda e deixa a molécula com emissdo de fluorescéncia muito baixa
(Raturi, A. et al., 2007). Embora a sonda seja estavel por 72 horas a temperatura ambiente, sua
utilizacdo, em todos os experimentos, ndo ultrapassou 24 horas apds a sintese.

Apo6s empacotamento de coluna cromatografica (100 mm x 10 mm) com resina
Sephadex G-25 (Sigma Aldrich), e ajuste de velocidade de fluxo para ImL.min™, foi realizada
limpeza da coluna (3 vezes) com tampéo de elui¢do (tampéo fosfato de potassio 0,1M e 2mM
de EDTA pH 7,00). Foram aplicados 100 pL da sonda a coluna cromatogréafica de exclusdo
molecular, para separacdo de possiveis reagentes interferentes. Aliquotas de 1mL foram
coletadas para andlises. Faz-se importante destacar que as eosinas que ndo se ligaram a

glutationa ndo se eluem e ficam retidas no topo da coluna.
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Dessas aliquotas, as fracdes que apresentaram densidade Optica significativa (valores
acima de 0,1) em 521nm (comprimento de onda caracteristico de maior absortividade da
eosina 5-isotiocianato) foram reunidas em “pool”, homogeneizadas e sua concentragdo
calculada (Eeosina=88.000 M*cm™) aplicando-se a lei de Lambert-Beer.

Paralelamente, a eluicdo de GSSG isolada foi monitorada separadamente em 220 nm,
observando-se sua eluicdo apds 6 minutos, ou seja, a partir da 6 aliquota.

O estado de oxidacdo dos grupos tiois de GSSG foi testado pela variagdo do sinal de
emissdo de fluorescéncia (Aexc=521 NnM; Aemi=542 nm) antes e depois da adicdo de di-tiotreitol
(DTT). Como controle para os testes de reducdo da sonda Di-E-GSSG, os mondmeros eosina-
glutationa reduzida (E-GSH) foram obtidos tratando-se os dimeros anteriormente purificados
com o redutor DTT, seguindo-se separacdo cromatografica nas mesmas condicdes anteriores.
A eficiéncia da reducdo foi monitorada pelos respectivos coeficientes de extingdo molar dos
compostos, obtidos apds varredura espectral.
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Figura 19. Proposta de reacdo de sintese e de reducdo da sonda Di-eosina-5-isotiocianato-GSSG, originando o
composto fluorescente eosina-5-isotiocianato-GSH apds reducéo.
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5.3.2. Sintese e estudo da sonda E-GSH

Para validacao dos testes de reducdo, o composto fluorescente E-GSH foi sintetizado.
GSH foi incubada com excesso molar (10 vezes) de eosina 5-isotiocianato em tampéo fosfato
(100 mM de fosfato de potassio, 2mM de EDTA, pH 8,8). Aliquotas foram tomadas em
diferentes intervalos de tempo e aplicadas em uma coluna com resina Sephadex G-25,
seguindo-se eluicdo com tampéo fosfato (100 mM de fosfato de potassio, 2mM de EDTA, pH
7,0). A eluigdo da sonda E-GSH foi monitorada através de varredura espectral, confirmando
seu espectro de absorgdo caracteristico.

As condicgdes de eluicdo cromatografica com resina Sephadex G-25 (Sigma Aldrich)
foram idénticas as descritas anteriormente e, de forma semelhante, as aliquotas que
apresentaram valores de absorbancia (A=521 nm) acima de 0,1, sendo homogeneizadas para
formar um “pool”, constituindo essa amostra 0 mondmero fluorescente.

O estado de oxidagdo do grupo tiol de GSH foi testado pela variacdo do sinal de
fluorescéncia antes e depois da adicdo de di-tiotreitol (DTT), andlogo ao feito com a sonda
dimérica, a Di-E-GSSG.

5.3.3.\erificagdo da estabilidade quimica das sondas fluorescentes

Os compostos sintetizados, Di-E-GSSG e E-GSH, foram submetidos a testes de
estabilidade em temperatura ambiente, a 8°C e a -20°C. Para tanto, foram realizadas
varreduras espectrais de aliquotas dos compostos em diferentes intervalos de tempo.

Para verificar a pureza das sondas sintetizadas, foi adaptada a metodologia descrita
anteriormente por Anderson et al. (1999) para detec¢do e quantificacdo cromatogréfica de
GSH. No método originalmente descrito, GSH reage com monobromobimano (mBBr)
formando um aduto fluorescente, que pode ser analisado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) acoplada a um detector de fluorescéncia. Nesse trabalho, foi utilizada a
fluorescéncia de eosina 5-isotiocianato para quantificar os adutos E-GSH e Di-E-GSSG. Os
adutos formados entre o fluor6foro e GSH ou GSSG foram separados por CLAE.

Apos a sintese das sondas e purificagdo em coluna Sephadex G-25, aliquotas foram

filtradas em membrana Millipore® (0,45 pum) e 20 pL injetados. A eluicao foi feita com
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Tampéo A (87% de tampéo acetato e 14% de metanol) e tampdo B (10% de tampdo acetato e
90% de metanol). A coluna (C-18 Shim-pack VP-ODS, 4,6mm x 25cm, 5um, conectada em
série com pré-coluna C18 modelo Shim-pack GVP-ODS, 4,6mm x 10mm) foi pré-equilibrada
com 100% do Tampéo A e 0% do Tampéo B, em fluxo de ImLmin-1 durante 5 minutos. Apds
injecdo da amostra, a eluigdo ocorreu em duas etapas: 75% de A e 25% de B durante os 10
minutos iniciais e 25% de A e 100% de B nos proximos 20 minutos (Anderson, et al.,1999).

A identificacdo de E-GSH foi realizada pela comparacdo com o tempo de retencao de
padrbes auténticos de GSH (0,01-0,3 uM) através de detector de fluorescéncia (modelo RF-
10AXL) utilizando-se Aexc=521 nm; Aemi=542 nm) e detector de UV/VIS (do tipo arranjo de

diodos, DAD) com monitoramento em Abs521nm e obtencdo dos espectros correspondentes.

5.3.4.Testes cinéticos das sondas fluorescentes

A atividade de reducdo da PDI foi monitorada em um ensaio com tamp&o para
atividade 6tima da enzima, o tampdo fosfato de potéssio 0,1M e 2mM de EDTA pH 7,00
(Raturi, A. et al., 2007), com diferentes concentrac@es de PDI de figado bovino (E.C. 5.3.4.1
CAS" 37318-49-3). Foram acrescentadas varias concentracdes das sondas Di-E-GSSG, na
auséncia ou presenca de DTT e o aumento da fluorescéncia decorrente da reducdo de Di-E-
GSSG a E-GSH pela atividade de PDI foi monitorado pela fluorescéncia da eosina 5-
isotiocianato. Alternativamente, a cinética da reducdo foi também monitorada por
espectrofotometria visivel, uma vez que os compostos fluorescentes apresentam coloracao

caracteristica, como uma funcdo de tempo na presenca de DTT e/ou de PDI.

5.3.5. Efeito de nitréxidos sobre a catalise de PDI

Nitroxidos de diferentes polaridades foram testados como moduladores da atividade
catalitica da PDI, usando-se como pseudo-substrato da enzima a sonda Di-E-GSSG
previamente sintetizada, em condicGes padrbes de ensaios. Os parametros de velocidade de

reacdo da enzima, nessas condicBes, foram calculados para cada nitroxido testado,
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comparando-se com as reagOes também realizadas com inibidores conhecidos de PDI:
bacitracina e acido 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzdico) — DTNB.

Foram usados os nitroxidos Tempol e trés novos compostos analogos estruturais do
Tempol, 0 REDOXOMA 4, o REDOXOMA 9 e 0 REDOXOMA 10 cujas estruturas estao
mostradas na Figura 15.

Para o teste ex vivo, amostras de sangue humano foram coletadas e devidamente
tratadas para o experimento realizado, em tampédo Hepes contendo 2 mM de EDTA (pH 7,4).
Plaquetas foram contadas usando hemocitdometro e foram utilizadas em todos experimentos
4.10" plaguetas por mL (Raturi, A. et al., 2007). Os testes foram realizados ap6s aprovacéo de
protocolo pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana da Unifal-MG (protocolo
23087.005885/2010-14) e os doadores voluntarios foram pacientes do Laboratério Central de
Anadlises Clinicas da mesma Universidade, com idade entre 18 e 35 anos, ndo fumantes e que
ndo fizeram uso de medicamentos que, potencialmente, poderiam afetar propriedades

plaquetarias, como warfarina, estrogenos e acido acetil salicilico.

5.3.6 Analises estatisticas

Todos os resultados foram expressos como média + o desvio padrdo de, no minimo,

trés experimentos realizados em triplicata.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Sintese da sonda E-GSH

Foi feita a cromatografia em resina Sephadex G-25 e eluicdo da sonda E-GSH e
tomaram-se aliquotas para leituras de suas absorbancias no espectrofotometro. Com esses
dados, foi feito um gréfico para analise dos melhores resultados de absorbancia a 521nm,

comprimento de onda caracteristico de maior absortividade da eosina 5-isotiocianato.
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As aliquotas com maiores valores de absorbancias (8 a 17) foram homogeneizadas
para formar um “pool”, cujo resultado da absorbéncia final, ap6s homogeneizacdo, foi de
Abss21nm=0,347, 0 que corresponde, portanto, a concentracdo 3,943 UM e rendimento de
3,94%. Salienta-se que foram feitas varias cromatografias obtendo-se resultados de até 6,25

MM e que a escolha dos resultados aqui discutidos, baseou-se no melhor arraste da sonda.

6.2. Tratamento da sonda E-GSH com DTT em diferentes intervalos de tempo

Aliquotas de E-GSH foram tratadas com DTT de forma analoga ao experimento com
sonda Di-E-GSSG, incubadas nos intervalos de tempo de 0, 5, 15 e 60 minutos. Esperou-se a
hipotese de baixo de sinal no comprimento de onda de 542 nm devido a auséncia de Di-E-
GSSG e consequente quebra das pontes dissulfeto liberando os mondmeros fluorescentes.
Assim, foi usado o DTT em concentracdo final 1000 vezes a concentracdo da E-GSH, 150

nM, a mesma padronizada para a Di-E-GSSG e feita uma varredura espectrofluorimétrica.

Tabela 1: Formagdo de E-GSH com a acdo do DTT sobre a E-GSH através da variacdo de fluorescéncia obtida
em varredura espectrofluorimétrica em diferentes tempos de tratamentos realizados.
Velocidade

Tempo ge Formacdo de de formagéo
Incubacdo  AFseom £ GSH nM de E-GSH
(minutos) ' nM.min

0 0,61 141 0,06

5 0,68 1,58 0,07

15 0,75 1,74 0,07

60 0,58 1,35 0,06

Pela analise da Tabela 1 referente a formacdo de E-GSH a partir da variacdo de
fluorescéncia por varredura no espectrofluorimetro percebe-se a formacdo basal de
mondmeros de E-GSH da ordem de 1 nanomolar, o que ndo é consideravel. Como foi obtido
menos que 1 u.a. no sinal de emissdo de fluorescéncia (542nm), extraido do gréafico
sobreposto (media de 0,65 u.a.) fica claro que a sonda monomerica nao é reduzida pelo DTT
por estar em sua forma simples, sem pontes dissulfeto. Com isso, pretendeu-se mostrar a

auséncia desse sinal de emissdo comprovando a pureza da sonda E-GSH.
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6.3. Sintese da sonda Di-E-GSSG

Seguindo os principios descritos pelo trabalho realizado por Raturi, A. et al., 2007,
adaptando-se a pesquisa realizada, apds cromatografia em resina Sephadex G-25 ® (Sigma
Aldrich) e eluicdo da sonda Di-E-GSSG, tomaram-se aliquotas de todas as fragdes eluidas e,
com varredura espectral foi detectado que o comprimento de onda de maior absorbancia foi
A=521 nm, resultado semelhante aquele descrito por Raturi, A. et al., 2007. Foram feitas
entdo, as leituras dos valores de densidade Optica em espectrofotdmetro nesse comprimento de

onda de todas as fracGes eluidas.
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Figura 20. Resultado da cromatografia da sonda Di-E-GSSG em Sephadex G-25, tampéao fosfato 0,1M, pH 7,0.
Gréfico sobreposto: densidade Optica da sonda Di-E-GSSG apds 72h em temperatura ambiente
mostrando 0 mesmo padrao de eluicdo do composto.

As fracOes eluidas com maiores valores de absorbéncias (5 a 16) foram reunidas em
“pool” e o resultado da absorbancia do mesmo foi Abssy1nm=0,152, a partir do qual, através da
equacdo da Lei de Beer, foi calculada sua concentracdo molar, 1,727 uM, utilizando o
coeficiente de extingdo molar da eosina (eeesina=88.000 M'lcm'l). Obtivemos, assim, um

rendimento de 1,72%. Nas varias vezes que foram feitas as cromatografias, a concentracéo
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maxima obtida do “pool” foi de 5,25 uM, e, como a concentrac¢do limitante de GSSG utilizada
foi de 100 uM, obteve-se o rendimento maximo de 5,25%.

A sonda mostrou-se igualmente estavel a diferentes temperaturas, apresentando
densidade Optica inalterada durante 72 horas, conforme ilustra uma varredura de todas as

aliquotas obtidas da cromatografia em Sephadex G-25 sobreposta na Figura 20.

6.4. Quantificacao de fluorescéncia emitida a 542nm pela clivagem da sonda Di-E-GSSG

A Di-E-GSSG, quando reduzida, emite fluorescéncia a 542 nm. Essa emissdao de
fluorescéncia ¢é devida a quebra de ponte dissulfeto presente na estrutura quimica e que causa
a liberagdo de sua forma monomérica, a E-GSH. Logo, para a quantificacdo da concentracdo
do produto formado, foi realizada a padronizacdo da reta de calibracdo que quantifica a
emissdo de fluorescéncia a 542 nm em valores nanomolares de E-GSH. Para tanto, foram
preparadas diferentes concentracbes de E-GSH: 5, 10, 50, 100, 250, 500, 1000, 2000, 5000 e
10000 nM as quais foram lidas em triplicata pelo aparelho (Figura 21):

Calibration
Collection time T/2/72010 5:39:04 PM
Standard Concentration F Readings
pmaol /L
S5td 1 0.0005 Z.oaz
S5td 2 0.0010 2.634
Std 3 0.0050 3.500
Std 4 0.0100 5.37%
5td &5 0.0250 10,824
5td © 0.0500 19,882
S5td 7 0.1000 38.743
5td & 0.2000 75.872
S5td 9 0.5000 201.010
Std 10 1.000 439,.59%
Calibration egn Int = 430.08934*Conc
Correlation coefficient 0.99761
Calibration time T/272010 5:52:08 PM

Figura 21. Leitura feita pelo espectrofluorimetro para construcdo da reta de calibragéo.

A partir desse resultado, foi extrapolada a reta de calibracdo:
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Fsa2nm
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R®=0,9976

Figura 22. Reta de calibragdo obtida pela determinacdo de [E-GSH], nM e intensidade de fluorescéncia (u, 542
nm) feita pelo espectrofluorimetro.

Dos resultados de intensidade de fluorescéncia obtidos nos experimentos, foram
calculadas as concentracgdes finais do produto (E-GSH) em nanomoles através de divisdo do
resultado obtido por 0,4301. O coeficiente de correlagdo encontrado foi o de 99,761% (Figura
22). Todos os experimentos em que se necessitou da quantificacdo de E-GSH foram baseados

nessa curva de calibracéo.

6.5. Tratamento da sonda Di-E-GSSG com DTT em diferentes intervalos de tempo

Para que a reducdo seja efetiva e na estequiometria adequada, o DTT deve ser
preparado em uma proporcao que seja compativel com a reducdo de um ndmero tal de
moléculas da sonda que, consequentemente, seja facil e visualmente detectado no
espectrofluorimetro. Isto se deve pelo fato de haver um limite de deteccdo méaximo do
aparelho. Percebeu-se, através de repetidos testes o ponto 6timo na concentracao final de 150
nM da sonda para anélise, o que foi de encontro com aquele utilizado por Raturi, A. et al.,
2007. Assim, foi feita a preparagéo de DTT no valor de concentracdo final de 150 pM, 1.000
vezes a da sonda, incubados em banho maria (37°C) em diferentes intervalos de tempo: 0, 5,
15 e 60 minutos. A leitura no espectrofluorimetro foi feita no intervalo de tempo de 10

minutos. Além disso, realizou-se a cinética da acdo do DTT sobre a Di-E-GSSG até 60
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minutos, também determinada através de emissdo de fluorescéncia e um outro teste de
reducédo da sonda com o DTT na concentragéo final de 0,5 mM. No preparo das amostras, foi
utilizada a quantidade de 100 pL da sonda, 100 puL de DTT e o restante completado com
tampdo pH 7,00 em cubeta de 1mL. As amostras foram tomadas em triplicata e foi feita a
varredura no espectrofluorimetro (Aex.=521nm), analisando-se a emissdo de fluorescéncia a
542 nm.

Pelos resultados obtidos, a sonda Di-E-GSSG foi reduzida pelo DTT em todos os
tempos de incubacdo causando um aumento de fluorescéncia devido a quebra da ligagéo
dissulfeto e consequente liberacdo dos mondémeros E-GSH fluorescentes, resultado ja

mostrado anteriormente por Raturi, A. et al., 2007.
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Figura 23. Formacdo de E-GSH com a acdo do DTT sobre a Di-E-GSSG através da variagdo de emissao de
fluorescéncia observado no gréfico sobreposto com a emissao de fluorescéncia a 542 nm em cada
tratamento realizado. A) Sonda Di-E-GSSG a 150nM sem adi¢do de DTT, B) Sonda Di-E-GSSG a
150nM com DTT a 150 puM (Tempo zero), C) Sonda Di-E-GSSG a 150nM com DTT a 150 puM
(Tempo 5 minutos), D) Sonda Di-E-GSSG a 150nM com DTT a 150 uM (Tempo 15 minutos), E)
Sonda Di-E-GSSG a 150nM com DTT a 150 uM (Tempo 60 minutos) e F) Sonda Di-E-GSSG a
150nM com DTT a 0,5mM (Tempo O minutos).

Percebe-se que essa reducdo da sonda é praticamente estabilizada entre 5 e 60 minutos
em uma formacao de produto decrescente (Figura 23, valores em B, C, D e E). Observa-se
gue ha uma estimativa basal de emissdo de fluorescéncia quando a sonda néo é tratada com

agente redutor (Figura 23, valor A), ou seja, a sonda pura que nesse casou gerou apenas 1,58
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unidades de fluorescéncia (3,67 nanomoles de E-GSH) no intervalo de leitura de 10 minutos,
0 que é insignificante e mostra sua estabilidade.

Visando assegurar todos os dados até entdo obtidos, um foi realizado teste com o DTT
na concentracdo final de 0,5 mM, 3333 vezes mais concentrado que a sonda, e os resultados
foram diferenciados (Figura 23, valor F). Do valor basal (Di-E-GSSG na auséncia de DTT) ao
maior valor emitido de fluorescéncia (Di-E-GSSG na presenca de DTT a 150 puM no tempo
zero de incubagdo), houve um aumento de 29,78 vezes, quantificado pela formacéo de 33,46
nanomoles de E-GSH. A acdo do DTT foi instantdnea, uma vez que reduziu a sonda
imediatamente em sua totalidade (Figura 23, valor B).

Para confirmar esse dado, extrapolou-se nesse valor, o intervalo de tempo entre 0 e 10
minutos, através da velocidade de formagéo de E-GSH (E-GSH,nM.min™) conforme mostra a
Figura 24.

E-GSH, nM.min™

E-GSH, nM.min™
S
1

T T T T
Oa2 2a4 4a6
Tempo (minutos)

Figura 24. Velocidade de formagdo de E-GSH no intervalo de tempo entre 0 e 10 minutos no tratamento da Di-
E-GSSG a 150 nM na presenca de DTT a 150puM. O grafico sobreposto sdo os resultados da
velocidade basal de formacdo de E-GSH quando a Di-E-GSSG € incubada na auséncia de DTT no
intervalo de 0 a 10 minutos.

Comparando-se com a velocidade de formacdo da sonda na auséncia de redutor, o qual
foi na média de 0,24 E-GSH,nM.min™, valores significativos de velocidade da ordem de 2,92

a 7,14 E-GSH,nM.min* foram encontrados.
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Ja no tratamento da sonda com o DTT a 0,5 mM (Figura 25), houve a formacéo de
aproximadamente 104 nanomoles de E-GSH. Nesse caso, o rendimento de 100% em se
falando da reducdo completa de 150 nanomoles de Di-E-GSSG seria a quantidade de 300
nanomoles de E-GSH. Logo, calculando-se o rendimento da reducdo da Di-E-GSSG pelo
DTT a 0,5 mM, o resultado foi consideravel, 34,63%. Isso mostra que a Di-E-GSSG foi
reduzida na proporgdo de 3:1 (formou-se um terco do total tedrico de 100% de reducédo da

sonda).

E-GSH, nM.min™*
[o¢)
1

I T T
2a4 4a6
Tempo (minutos)

Figura 25. Velocidade de formagdo de E-GSH no intervalo de tempo entre 0 e 10 minutos no tratamento da Di-
E-GSSG a 150 nM na presenga de DTT a 0,5 mM. Os graficos sobrepostos sdo os resultados da
velocidade basal de formacdo de E-GSH quando a Di-E-GSSG € incubada na auséncia de DTT no
intervalo de 0 a 10 minutos e os resultados da velocidade da Di-E-GSSG a 150 nM na presenca de
DTT a 150uM no intervalo de 0 a 10 minutos.

A acdo do DTT nessa concentracdo foi bem visualizada no espectrofluorimetro, o que

fez com que o resultado de varredura tivesse uma reta crescente bem definida (Figura 26).
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Figura 26. Cinética da agdo do DTT na redugdo da sonda Di-E-GSSG. Gréfico obtido diretamente do
espectrofluorimetro mostrando a inclinagdo positiva da reta nos intervalos de tempo analisados.

Foi feita uma varredura fluorimétrica para elucidar se DTT, GSSG ou GSH poderiam
interferir nos espectros dos experimentos e os resultados mostraram gque 0S mesmos nao

interferem na deteccéo de fluorescéncia (Figura 27).
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Figura 27. Espectro de fluorescéncia do DTT, GSSG e GSH respectivamente, mostrando auséncia de

sinal de emisséo de fluorescéncia a 542 NM (Aexc=521 Nm).



67

6.6. Analise por CLAE da sonda sintetizada apos redugdo com DTT

Amostras da sonda Di-E-GSSG apds reducdo foram separadas e analisadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada a um detector de fluorescéncia. A
fluorescéncia da eosina 5-isotiocinato foi utilizada para identificar os adutos E-GSH e Di-E-
GSSG, esse Ultimo ap6s reducdo com DTT, para validacdo do ensaio. A anélise
cromatografica de E-GSH por CLAE mostrou um pico predominante, identificado por
emissdo de fluorescéncia, com tempo de retencdo igual a 16,4 min (Figura 28 A). O espectro
obtido em DAD (faixa 190-700 nm) esta mostrado na Figura 28 B.
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Figura 28. A) Cromatograma tipico obtido por CLAE de E-GSH (Ae=521 nm; Aemi=542nm) e B)
Espectro obtido em DAD.

A analise cromatografica do composto Di-E-GSSG, ap6s reducdo com DTT, mostrou
também um Unico pico predominante detectado por emissdo de fluorescéncia, nas mesmas
condigdes.

O tempo de retencdo de E-GSH (16,4 minutos) foi levemente alterado em relacdo ao
tempo de retencdo de GSH padrdo (12,5 minutos; Chavasco et al., 2009). Esse deslocamento
foi devido a presenca de eosina 5-isotiocinato que alterou a polaridade do analito, causando,
consequentemente, aumento de afinidade desse com a resina utilizada.

A anélise dos resultados cromatograficos mostraram que a reducdo da Di-E-GSSG por

DTT formou, primordialmente, E-GSH, fato confirmado pelos espectros obtidos em 521nm.
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6.7. Efeito da atividade da PDI sobre a sonda Di-E-GSSG

Incubou-se a sonda Di-E-GSSG a 150nM com concentragdes variaveis de PDI (entre 5
e 160nM) na presenca de DTT a 5uM, e foram feitas as leituras de emissao de fluorescéncia
no espectrofluorimetro. Complementar a isso, foi feita a cinética de cada tratamento por
intervalos de 2 minutos em um tempo total de varredura de 10 minutos, obtendo-se valores
iniciais e finais de unidade de fluorescéncia. Assim, de acordo com todos intervalos de tempo
programados no aparelho, foram tomadas diferentes velocidades para cada experimento,
compondo desse modo os resultados em triplicata mais significativos, os quais foram
transformados através da reta de calibragdo bem como tabulados e expressos como
meédiatd.p. das triplicatas (Tabela 2).

A atividade da PDI sobre a Di-E-GSSG foi calculada retirando a diferenca de emisséo
de fluorescéncia basal da sonda na auséncia de PDI, ou seja, a variacao de fluorescéncia.

Deste modo, o célculo da quantidade de E-GSH formado foi devidamente realizado e

expresso conforme Figura 29.

E-GSH, nM
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1
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Figura 29. Formacédo de E-GSH, nM. A) Di-E-GSSG com DTT a 5uM na auséncia de PDI (0,23+0,07), B) Di-
E-GSSG com DTT a 5uM na presenca de PDI a 5nM (3,89+0,60), C) Di-E-GSSG com DTT a 5uM
na presenga de PDI a 20nM (4,38+1,18), D) Di-E-GSSG com DTT a 5uM na presen¢a de PDI a
40nM (5,73+0,35) e E) Di-E-GSSG com DTT a 5uM na presenca de PDI a 160nM (6,06+0,53).
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Pela analise destes dados, a medida que se aumentou a concentracdo de PDI, houve
um aumento na liberagdo do produto, a sonda monomérica E-GSH, liberada através da quebra
da ponte dissulfeto da Di-E-GSSG quantificado através da emissdo de fluorescéncia. Esse
aumento foi crescente até na concentracdo de 160 nM, permanecendo constante apds essa
concentracdo, demonstrando a saturacdo da enzima ap6s adicdo de quantidades superiores a
40 nM de PDI, o que demonstra a sensibilidade do ensaio para a atividade de redutase da
enzima. Para a padronizacdo dos experimentos onde se quis manter a concentragéo da PDI
fixa, foi escolhido o valor de 20nM.

Este ensaio pode ser facilmente otimizado para monitorar a atividade de redutase de
outras enzimas da familia da PDI, mesmo que em concentragdes nanomolares.

Um dos grandes diferenciais do estudo da sonda da sonda Di-E-GSSG € que seu
padrdo de fluorescéncia somente sofreu alteracdo linear nos picos correspondentes a 542nm.
Como a emissdo caracteristica da quebra da ponte dissulfeto na estrutura do dimero Di-E-
GSSG leva a um aumento de fluorescéncia detectado nesse comprimento de onda, relativo a
presenca do mondmero E-GSH, pode-se concluir que a redugdo enziméatica com PDI produziu
esse composto fluorescente de forma uniforme, permitindo ensaios enzimaticos em

concentracdes definidas de PDI e do pseudo-substrato aqui testado.

6.8. Cinética da reducdo da Di-E-GSSG pela PDI

6.8.1. Tratamento da Di-E-GSSG a 150nM com DTT a 5uM e PDI a diferentes concentragdes

A sonda a 150 nM foi tratada com o DTT em uma concentra¢cdo minima de 5uM, na
presenca de PDI a diferentes concentragdes, variando desde 5 nM até 160 nM. Os resultados
das varreduras no espectrofluorimetro para a quantificacdo da formacdo do produto e outros

parametros seguem conforme Tabela 2:
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Tabela 2: Parametros molares quando do tratamento da sonda Di-E-GSSG a 150nM, com DTT a 5uM e PDI a
diferentes concentracdes.

Velocidade

. Quantidade  [E-GSH], [E-GSH], de
[DHH]’ GS[SDCIB-]EI-']M [Zli/ll]’ de PDI em nM nM/ngde  formacéo
' ng TOTAL PDI de E-GSH,
nM.min™

- 150 - - - - -
5 150 - - 0,23x0,07 - 0,02+0,01
5 150 5 0,54 3,89%0,60 7,20 0,39+0,06
5 150 20 2,15 4,38+1,18 2,04 0,44+0,12
5 150 40 4,30 5,73+0,35 1,33 0,57+0,04
5 150 160 17,2 6,06+0,53 0,35 0,61+0,05

No experimento com a sonda pura a 150 nM, ou seja, ausente de agentes redutores,
ndo se verificou a presenca de E-GSH. Ja quando incubada na concentracdo minima de DTT a
5uM, houve um acréscimo na formacdo de E-GSH em 0,23+£0,07nM. No caso, esse minimo
de agente redutor na solucdo foi necessario para deixar a PDI em sua forma reduzida,
facilitando sua acdo, e, como demonstrado, a presenca dessa quantidade minima de DTT néo
afeta a reducdo da sonda, tornando-se um quantitativo basal.

Com a adicdo da PDI nas concentracGes de 5, 20, 40 e 160 nM, verificou-se sua
atividade através do aumento da concentracdo de E-GSH. Visando o aprofundamento na
questdo da catalise da enzima, foram calculadas as quantidades de E-GSH por PDI, dividindo-
se 0 primeiro valor em nanomoles pelo segundo valor contido em nanogramas de PDI (Figura
30):
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Figura 30. Relagéo entre [PDI] (nM) e [E-GSH] (nM/ng de PDI), mostrando a atividade catalitica redutase da
PDI sobre o substrato (Di-E-GSSG).
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Como a saturacdo da enzima ocorre com valores superiores a 40nM, como
demonstrado no gréfico da Figura 30, a fim de se confirmar os valores e extrapolar a analise,
foi realizada a cinética da enzima quantificando a formagdo de E-GSH por minuto. Os

resultados da Figura 31 abaixo confirmam o esperado.
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Figura 31. [PDI], nM x E-GSH, nM.min™, mostrando a saturacéo da enzima. R?=91,66.

6.8.2. Variacao da concentracdo da Di-E-GSSG e PDI fixa a 20nM

A sonda foi incubada a diferentes concentragdes, variando entre 50 e 1200 nM na
presenca de PDI a 20 nM, concentracdo esta, padronizada de acordo com os testes feitos
anteriormente. Feita a varredura espectrofluorimétrica e a contabilizacdo dos dados na forma
de concentracdo do produto, a sonda monomeérica, a qual teve seu aumento de fluorescéncia a
542 nm. Para a andlise da cinética quimica e a confeccdo dos graficos de Michaelis-Menten e

Lineweaver Burke, em seus valores da velocidade e concentragdo do substrato, foram

calculados também, seus valores inversos (Tabela 3):
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Tabela 3: Valores da [E-GSH], nM e K,,, Di-E-GSSG a diferentes concentracdes.

[Di-E- 1U[Di-E-  [E-GSH], 1/[E-GSH]
GSSG],nM GSSG],nM nM .min?* nM, min*
50 0,02000  0,24%0,05  4,19+0,84

150 0,00667  0,38+0,05  2,63+0,33
600 0,00167  0,80+0,05  1,25+0,07
1000 0,00100  1,09+0,10  0,92+0,08
1200 0,00067  1,24+0,05  0,80+0,03

A partir dos dados da concentracdo da sonda e da concentracdo do produto, plotou-se o

grafico de Michaelis-Menten (Figura 32).
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Figura 32. Gréafico de Michaelis-Menten. Estimativa de K., € Vs PDI a 20 nM incubada variando-se as
concentragdes de Di-E-GSSG (50nM — 1200nM) em tampéo fosfato de potassio 0,1M (pH 7) e
2mM de EDTA. Taxas iniciais de formacéo de E-GSH foram monitoradas como uma funcgéo de [Di-
E-GSSG]. Curva tedrica hiperbdlica foi plotada com valor de K, de 520,5£129,8 nM e Vs de
1,637+0,1526 nM.min™. R*=96,50.

Os célculos das constantes enzimaticas (Km, Vmax € Kcar) foram obtidos a partir dos
graficos de Michaelis-Menten (Figura 32) e Lineweaver-Burke (Figura 33), esse construido

com os dados dos duplos reciprocos da Tabela 3.
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Figura 33. Gréafico de Lineweaver-Burke. Estimativa de K, e Vs pelos valores duplos reciprocos de [Di-E-
GSSG] e [E-GSH] . min™. R?=94,80. Valor de p=0,005. Significativo.

A equacdo que o descreve é:
y=(171,6+23,20) x+ (09312 +0,2197) (X1)

De posse dos dados da concentracdo total da enzima (20 nM), usada no experimento e

Vimax de 1,637 nM.min! calculamos a constante catalitica (Kcat) através da equacdo:

Koo = 2255 (XII)
STotal
K., .= 1637 _ 0,0818
cat — 20 — M (X|||)

K..; = 0,0818 min~? (XIV)

.. Transformando para s:
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Kear = 0,001364.571 (xy))

A eficiéncia catalitica ou constante de especificidade, que é a razdo entre a Ky € Ky €

calculada, transformando-se a K, em segundos e o K, em mol:

K.: 0,001364.571
= S =2,62.10°M 157!
K, 520,5.107°M (XVII)

A atividade de redutase da PDI aumentou como uma fungéo da concentracdo da sonda,
com o K, de 520,5£129,8 nM, o que esta dentro dos valores estatisticos daquele obtido por
Raturi, A. et al., 2007 (K, aparente de 650+40 nM). O valor da Vns foi estimado em
1,637+0,1526 nM de E-GSH.min™, que n&o correlaciona aquele encontrado pelos autores
(125 nM de E-GSH.min™) pois como explicado anteriormente a isoforma da PDI utilizada
para o experimento foi diferente daquela que os autores utilizaram. O que explica isso é a
eficiéncia catalitica da enzima, o que por definicdo é a medida de quéo eficientemente uma
enzima converte o substrato ao produto em baixas concentracdes de substrato. Suas unidades
sdo calculadas em M™s™ e o valor encontrado nesse ensaio foi o de 2,62.10° M™s™. Para que o
substrato se converta ao produto, as moléculas de substrato e da enzima devem primeiro
colidir por difusdes randémicas ou aleatérias e entdo combinarem-se em uma correta
orientacdo. A difusdo e colisdo tém um limite teérico no valor de aproximadamente 10° M™s™.
O valor encontrado em relacéo aquele descrito por Raturi, A. et al., 2007 (8,9.10*+0,18 M™s™)
foi 34 vezes menor, o que confirma a diferente eficiéncia catalitica relacionada as diferentes
isoformas de PDI.

A constante catalitica encontrada foi da ordem de 1,364.10°s™ o que &, por
defini¢do, o numero de moles de substrato que podem ser convertidos em produto por mol de
enzima em unidade de tempo, nesse caso, seria a quantidade molar de Di-E-GSSG que pode

ser convertida em E-GSH por mol de PDI em segundos.
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6.9. Modulacgao de nitroxidos sobre a atividade da PDI

Incubou-se a sonda Di-E-GSSG a 150nM e a PDI a 20nM tratada com 5uM de DTT.
Concentracbes varidveis (10 a 160nM) do Tempol e de nitroxidos especificamente
sintetizados para esse estudo, nomeados pelos codigos: Redoxoma 4 (NR4), Redoxoma 9
(NR9) e Redoxoma 10 (NR10) foram adicionadas a solucdo e foram feitas as leituras no
espectrofluorimetro, de emissdo de fluorescéncia padrdo e suas respectivas cinéticas no
intervalo de tempo de 15 minutos, sendo analisados 5 intervalos de 3 minutos cada. Destes, 0s
3 resultados mais significativos foram contabilizados como médiatd.p. A Tabela 4 abaixo
mostra a porcentagem obtida pelos tratamentos descritos:

Tabela 4. Inibi¢do catalitica baseada nas velocidades de rea¢do quando a Di-E-GSSG a 150 nM é tratada com
PDI a 20 nM e incubada com diferentes nitrdxidos a diferentes concentragdes. n=3.

% de inibicdo da atividade catalitica da PDI

Nitroxido =5 0 —20nM  40nM 80onM_ 160nM_ Média
NR4 3625 4300 1150 2525 20,00  27.20
NR9 3825 1850 13,75 2325 2550  23.85

NR10 11,75 1975 21,75 1350 20,00 17,35
Tempol 2550 28,00 1025 26,50 10,00 20,05

Percebe-se que o nitroxido Redoxoma 4 (NR 4) nesse caso foi 0 que obteve, em uma
média geral, a melhor porcentagem de inibicdo da PDI, até mesmo melhor que o prot6tipo
utilizado para sua sintese, 0 Tempol.

Como forma de melhor avaliar a atividade desses nitroxidos, variou-se a concentracdo
da Di-E-GSSG entre 75 e 600 nM, na presenca da PDI a 20 nM (tratada com 5uM de DTT),
adicionando-os a 50nM no meio reacional e realizando prontamente a cinética no
espectrofluorimetro. Dessa vez, foram usados também os inibidores padrdo Bacitracina e
DTNB e utilizada a metodologia de 5 minutos de leitura e retirados 5 valores intermediarios
para analise, que foi feita com os 3 melhores resultados.

De acordo com a Tabela 5, demonstrou-se a inibigdo da formacdo de E-GSH em
nanomoles:
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Tabela 5. Inibicdo catalitica quando a Di-E-GSSG a 75, 150, 300 e 600 nM é tratada com PDI a 20 nM e
incubada com diferentes nitroxidos a 50nM.

* Inibidores padrdo de PDI.

** Inibidor da PDI que foi o protdtipo para a sintese dos nitroxidos Redoxoma 4, 9 e 10.

s [Di-E-GSSG], nM
TESTE DE INIBICAO = o 290500

Média de

Identificacéo do inibidor Formacéo de E-GSH, nM formacéo de

E-GSH, nM
Bacitracina* 52,71 2,12 0 0 13,71

DTNB* 0 0 0 0 0

Tempol** 0 1443 7,81 21,44 10,92
Nitréxido Redoxoma 4 2,86 2,20 203 255 2,41
Nitréxido Redoxoma 9 0 5,54 461 21,13 7,82
Nitroxido Redoxoma 10 23,62 1,50 0 0 6,28

Baseado nos valores medios, percebe-se que os nitréxidos sintetizados foram mais
efetivos que o Tempol e a Bacitracina, sendo o0 NR4 o melhor deles confirmando o teste
anterior (Tabela 4). Por outro lado, foi demonstrado que o DTNB inibe a atividade catalitica
da PDI em todas concentragdes de Di-E-GSSG, ndo havendo formagéo de E-GSH.

Por fim, para se comparar e chegar as conclusdes finais, um modelo de teste ex vivo
foi realizado, nos mesmos moldes daquele descrito por Raturi, A. et al., 2007, no qual utilizou
plaquetas humanas (possuem PDI em sua superficie celular [psPDI]) em diferentes
concentracOes de plaquetas por meio reacional. Este método foi adaptado para o estudo com
inibicdo enzimatica por nitroxidos e a concentracdo final no experimento foi ajustada para
4.10" plaquetas por mL. A fim de se discutir a atividade da psPDI, foram feitos tratamentos
com todos os nitroxidos sempre na presenca de DTT a 5uM e da Di-E-GSSG a 150 nM. A
concentracéo final de todos inibidores foi ajustada para 0,34 mM.

Observa-se através dos resultados de Raturi, A. et al., 2007, que a medida que se
aumenta a concentracdo das plaquetas, aumenta a atividade da PDI, a qual é monitorada
através da liberacdo dos monbémeros E-GSH. A velocidade observada pelos autores da
concentracéo de 4.10” foi de aproximadamente 0,35 a 0,40 [EGSH], nM.min™. Os dados dos
experimentos realizados com os inibidores seguiram o mesmo padrdo, pois foi obtida a
mesma atividade da PDI quando as plaquetas foram adicionadas ao meio reacional (Tabela 6,
Figura 34).
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Tabela 6. Formacao de E-GSH, nM ex vivo ao tratar a Di-E-GSSG a 150 nM com plaquetas (4.10’ mL™) e DTT
asSuM.
Formacéo de E-GSH, nM Tempo (minutos)
EXVIVO 0-6 6-12 12-18 18-24  24-30
Formacdo média de E-GSH, nM
Sonda 150 nM + DTT 5uM 3,75 456 230 3,67 4,11

Sonda 150 nM + DTT 5uM +

Plaquetas (4.107.mL") 12,60 13,00 1587 20,43 20,14
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Figura 34. Formacao de E-GSH, nM pela clivagem de Di-E-GSSG a 150 nM na auséncia [m] ou presenca [e] de
plaguetas (4.10'mL™) e DTT a 5puM.

A formacéo de E-GSH foi da ordem de 3,68+0,85 nM quando tratou-se a Di-E-GSSG
somente com DTT a 5uM, o que € um valor basal. Apds a incubacdo com plaquetas na
concentracdo de 4.10’'mL™, esse valor aumentou para 16,41+3,76 nM, o que revela uma
diferenca de 12,73+2,91 nM de E-GSH formados, ou seja, cerca de 3,5 vezes o valor basal.

Para testar a atividade dos nitroxidos e inibidores padrdo sobre a atividade da PDI,
foram incubados na concentracao final de 0,34 mM a solucao, realizando a mesma cinética de
30 minutos, com analise de 5 pontos, retirando-se os 3 melhores resultados (Tabela 7, Figura
35).
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Tabela 7. Tratamentos cinéticos da Di-E-GSSG a 150nM na presenca de DTT a 5uM e plaquetas na
concentracdo final de 4.10'mL™. Inibidores a 0,34mM foram adicionados & solucdo e um ensaio
cinético foi realizado no espectrofluorimetro entre 0 e 30 minutos obtendo-se os valores de
velocidade de formacéo de E-GSH.

\elocidade de formacéo de E-GSH
E-GSH, nM . min™

Tratamentos Cinéticos

Di-E-GSSG + DTT 0,072+0,008
Di-E-GSSG + DTT + Plaquetas* 0,343+0,030
Bacitracina 0,291+0,030

DTNB 0,164+0,014

Tempol 0,339+0,033

Nitréxido Redoxoma 4 0,261+0,028
Nitréxido Redoxoma 9 0,227+0,029
Nitréxido Redoxoma 10 0,149+0,010

*Padrdo para se comparar a inibi¢éo pelos nitroxidos.
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Figura 35. Velocidades obtidas a partir dos tratamentos cinéticos da Di-E-GSSG a 150nM na presenca de DTT a
5uM com plaquetas (psPDI) na concentragio final de 4.10’mL™ e inibidores a 0,34mM.

Os resultados confirmam a atividade catalitica da PDI em membrana plasmatica
(psPDI) de plaquetas humanas, capaz de catalisar a producéo de 0,343+0,030 nM de formacéao
de E-GSH.min™, resultados condizentes com aqueles anteriormente relatados por Raturi, A. et
al., 2007. Esta atividade da psPDI foi inibida por DTNB e Bacitracina na porcentagem de
53% e 15%, respectivamente. Mantendo-se concentracdo idénticas aquelas dos inibidores
padrdes (0,34 mM), os nitroxidos Redoxoma 4, 9 e 10 inibiram a atividade da psPDI em 24,
34 e 57%, respectivamente. Destaca-se aqui uma tendéncia de que, conforme aumenta a
hidrofobicidade dos grupamentos quimicos ligados ao esqueleto piperidinico dos nitroxidos,

aumenta-se a eficacia de inibicdo dos mesmos. O nitroxido Redoxoma 4, que contém o 4&tomo
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de enxofre como parte principal da cadeia de ligantes ao anel aromatico, é o que apresenta
maior massa molecular. Inicialmente, poderia ser levantada a hip6tese de que o radical tidlico
desse nitroxido seria capaz de bloquear as cisteinas do sitio catalitico CXXC da PDI através
de reacdo covalente com formacdo de pontes dissulfeto. Os resultados, entretanto, nédo
embasam tal inferéncia, pois os Redoxoma 9 e 10, que ndo contém grupos tidlicos,
apresentaram maior eficacia de inibicao.

Na estrutura da PDI h& um residuo de cisteina do sitio ativo parcialmente exposto na
superficie interna, e, lateralmente, os sitios a, a’ ¢ b’ na estrutura protéica apresentam
sequéncia de peptideos hidrofobicos e uma area hidrofébica localizada préximo a porcdo N-
terminal da segunda hélice da PDI como descrito na literatura por Appenzeller-Herzog, 2008.
Assim, podemos teorizar que Redoxoma 9 e 10, ambos com anéis ligados a estrutura
piperidinica do nitroxido apresentaram maior capacidade de inibi¢do de psPDI. No Redoxoma
9, a presenca de trés &tomos de nitrogénio provoca efeito de carga negativa pontual, o que
pode favorecer a aproximacao ao sitio ativo da PDI, uma vez que uma das cisteinas da
sequéncia CXXC encontra-se na forma de ion tiolato (Jacob et al., 2003). Redoxoma 10, que
apresenta um anel aromatico fortemente hidrofébico mostrou-se como o melhor inibidor de
psPDI, provavelmente devido ao fato de a estrutura apresentar a melhor conformacéo, entre 0s
compostos testados, para a ligagdo a enzima em posicao capaz de bloquear a catalise no sitio
ativo. Estes dados s&o condizentes com aqueles descritos por Raturi, A. et al., 2007, nos quais
o anel aromatico da eosina da sonda Di-E-GSSG foi responsavel pela alta afinidade ao sitio
ativo hidrofobico da PDI. Assim, analisando 0s mesmos parametros, os anéis dos nitroxidos
Redoxoma poderiam ter maior afinidade ao referido sitio ativo que a sonda fluorescente,
inibindo a acdo redutase da proteina. Ainda, pelo fato de seu menor tamanho em relacdo a
estrutura da eosina, os nitréxidos se ligariam a regido hidrofébica da PDI mais facilmente.

Embora o Tempol tenha se mostrado capaz de inibir a atividade de PDI isolada
(Tabela 4), nos experimentos onde foi testada a atividade de psPDI (Tabela 7), este nitroxido
ndo se mostrou capaz de inibir a atividade catalitica redutase dessa enzima. Esse efeito pode
ser decorrente do fato de que foi utilizada concentracdo baixa dos nitroxidos nos testes
realizados. Da mesma forma, o DTNB nas concentragdes de 75 a 600nM foi previamente
mostrado como capaz de inibir 100% a atividade de PDI isolada e foi necessaria maior
concentracdo, cerca de 8333 vezes mais, para se obter inibicdo expressiva de PDI testada em
células (Ryser, H. et al., 1994 & Gallina A., et al., 2002).

Outros trabalhos encontrados na literatura especializada mostram relatos de testes

com compostos inibidores de PDI. Nitazoxanida ([2-acetoliloxi-N-(5-nitro 2-tiazolil)
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benzamida]), composto desenvolvido originalmente como anti-helmintico veterinario e que
apresenta um amplo espectro como anti-parasitario, foi mostrado como inibidor de PDI
presente em Neospora caninum. Nestes testes, conduzidos in vitro sobre a atividade
chaperona de PDI testada sobre o re-enovelamento de insulina, foi mostrada que esta inibicédo
dose-dependente (5-100 pM) é o mecanismo bioguimico responsavel pelo efeito anti-
parasitario desse agente tiazolido (Miller, J. et al., 2008). Anteriormente, Horibe e
colaboradores (2001) haviam descrito que o anti-bidtico ribostamicina, um aminoglicosideo
produzido por Streptomyces ribosidificus, cuja estrutura quimica contém um esqueleto de
carboidrato neutro, atua como inibidor de PDI de figado bovino. Nesse relato, a atividade
chaperona foi inibida pela ribostamicina com uma contante de ligacdo (Kp) equivalente a
3,19.10* M e a agdo do composto foi descrita como independente da ligacdo ao sitio catalitico
CXXC.

Triiodotironina acetilado (AT3) e oOxido de fenilarsina (PAO) foram compostos
também mostrados como inibidores de PDI, e descritos como protdtipos de agentes
farmacoldgicos capazes de regular funcGes celulares, dada a importancia crescente atribuida a
PDI, especialmente associada a infeccdo por virus (Gallina A., et al., 2002).

De maneira interessante, ressalta-se que esse Ultimo composto citado (PAO) é objeto
de requisicédo de patente como inibidor da chaperona
(http://www.patentstorm.us/patents/6949665/description.html, consultado em 09 de novembro
de 2010, 17h11).

Outros possiveis inibidores de PDI foram propostos através de estudo de modelagem
molecular computacional. Tomando-se como base a estrutura de DTNB, foram estudados 0s
compostos acido tionitrobenzoico, acido 2-nitro-5-tiocianobenzoico e acido (5-(3-carboxi-4-
nitro-fenil) sulfonil-2-nitrobenzo6ico), sendo que todos mostraram-se como potenciais
inibidores de PDI, com resultados de conformacdo energeticamente favoravel para a ligacédo
aos aminoacidos hidrofobicos Ala34, Trp36, Cys37, Cys40, His39, Thr68 e Phe80 da
estrutura priméaria da PDI (Gowthamanl, U. et al., 2008).

Recentemente, bisfenol A ([2,2-bis-(4-hidroxifenil) propano]), material industrial
utilizado na producdo de compostos pléasticos, hoje reconhecido como um poluente, € capaz
de inibir a atividade de PDI. Os testes, conduzidos em fragdes de membranas celulares
retiradas de células cerebrais de ratos, mostraram que o bisfenol A liga-se a PDI com uma
constante de ligacdo da ordem de 22,6 + 6,6 UM, impedindo sua atividade isomerase (Hiroi,

T., ET AL., 2006). De forma interessante, nesse relato foi proposto este mecanismo como a
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explicacdo para a toxicidade neuroldgica do bisfenol A, evidenciando claramente a

importancia da PDI na regulacéo de diferentes funcdes celulares.

A atividade de PDI esta diretamente relacionada a agregacdo plaquetaria (Furie, J.,
ET AL., 2008). Assim, com base nos resultados aqui relatados, pode-se propor que nitréxidos
sd0 compostos que apresentam estrutura quimica compativel com atividade inibitoria de PDI,
devendo ser testados como prototipos de agentes quimicos que atuem antagonizando a

agregacao plaquetaria patoldgica que ocorre em diversas patologias.

7 CONCLUSAO

A sonda Di-E-GSSG, apresentada como uma ferramenta para monitoramento da
atividade de redutase da PDI, foi eficiente para avaliar o efeito de nitroxidos como
reguladores da catalise dessa enzima. Baseando-se nos resultados obtidos, propde-se que 0s
nitréxidos sdo capazes de modular negativamente a atividade de redutase da PDI em funcéo
da hidrofobicidade da estrutura quimica desses compostos, colocando esses compostos como

reguladores de func@es celulares onde esteja envolvida a atividade dessa tiol oxidorredutase.
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