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RESUMO

Para se fazer a avaliacdo de atividades bioldgicas sdo utilizadas varias
técnicas, desde as mais simples até as mais sofisticadas. Ensaios in vitro
podem ser realizados na prépria bancada do laboratério de quimica, uma
vez que apresentam resultados rapidos e eficazes. Como exemplo,
podemos citar ensaios de avaliacdo da atividade de amostras sobre uma
enzima alvo relacionada a algum tipo de condigédo fisiopatolégica. Dentre
as técnicas analiticas hoje difundidas pelo meio cientifico, a eletroforese
capilar vem crescendo nas Ultimas décadas e pode ser empregada para o
desenvolvimento de métodos para avaliacdo de atividades enzimaticas,
através de metodos de microanalise mediada por eletroforese capilar
(EMMA). Dentre as enzimas importantes em processos fisiopatolégicos,
destacam-se aqui a acetilcolinesterase (AChE), importante no tratamento
da doenga de Alzheimer e a a-glicosidase, com participacdo critica no
diabetes. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver
métodos de EMMA e de microrreator de enzima imobilizada (IMER)
aplicados no rastreio de novos agentes terapéuticos aplicados a estas
enzimas. Foram desenvolvidas trés modalidades de métodos para
avaliacdo de atividade enzimética. Na primeira, foram desenvolvidos dois
métodos, um para AChE e outro para o-glicosidase, por injecdes
multiplas, para a obten¢do de dois resultados em um mesmo experimento.
Os métodos tiveram seus parametros cinéticos enzimaticos avaliados,
com valores de ICso para neostigmina (inibidor padrdo da AChE) e
acarbose (inibidor padrdo da a-glicosidase) de 14,19 + 0,028 umol L e
0,17 + 0,002 mmol L, respectivamente, sendo estes valores condizentes
com a literatura (22,2 = 3,2 pmol L e 0,201 + 0,019 mmol L7,
respectivamente). Este método foi aplicado em sucos de frutas,
destacando-se os de jaboticaba (Plinia cauliflora, que apresentou inibi¢&o
de 85,90 + 1,73 % da AChE a 5 mg mL™1) e pitanga (Eugenia uniflora,
inibigdo de 69,47 + 2,89 % da o-glicosidase a 1 mg mL™?). Vérios
compostos fendlicos foram identificados nos sucos por HPLC-ESI-
MS/MS. Na segunda modalidade, foi desenvolvido um método duplo
simultaneo para as mesmas enzimas, que apresentou valor de I1Cso de 5,35
umol L't e 0,57 mmol L, para os inibidores neostigmina e acarbose,
respectivamente. Este método foi aplicado a compostos fendlicos isolados
presentes nos sucos de frutas estudados anteriormente, dos quais
destacam-se 0 &cido p-cumaérico (inibicdo de 40,14 + 4,7 % da AChE a
10 mg L) e a quercetina (inibicdo de 46,53 + 4,9 % da a-glicosidase a
10 mg LY). No ultimo estudo, a AChE foi ancorada em nanoparticulas



magnéticas de ferrita de manganés, que foram utilizadas para o
desenvolvimento de um microrreator de enzima imobilizada (IMER).
Esse microrreator demostrou boa estabilidade, podendo ser utilizado por
aproximadamente até 25 experimentos consecutivos. Por meio deste
microrreator, obteve-se uma ICsp para a neostigmina de 29,42 + 3,88
umol L, demostrando uma maior atividade da enzima na forma
imobilizada. Este método por IMER foi aplicado a extratos vegetais de
espécies da familia Myrtaceae, das quais destacou-se novamente a
jaboticaba (P. cauliflora) que inibiu a atividade da AChE em 42,31 +
6,81 % em uma concentracdo de 100 mg L. Os métodos de EMMA,
propostos pela abordagem de injecBes multiplas, e o de IMER, provaram
ser ferramentas poderosas para a triagem de atividade inibitoria
enzimatica, por meio das vantagens inerentes a técnica de eletroforese
capilar, como a rapida analise e o baixo consumo de amostras e reagentes.
Além disso, algumas das amostras aqui estudadas podem ser consideradas
para o estudo de seu uso em terapia anti-Alzheimer e anti-diabetes.
Estudos futuros podem revelar que estas podem ser utilizadas como
alimentos funcionais, ou em tratamentos adjuvantes para as duas doencas
aqui mencionadas e possivelmente para outras.

Palavras-chave: eletroforese capilar. EMMA. IMER.
Acetilcolinesterase. a-glicosidase.



ABSTRACT

In order to evaluate biological activities, several techniques are used, from
the simplest to the most sophisticated. In vitro assays can be performed
on the chemistry laboratory bench, as they present fast and effective
results. As an example, we can cite assays evaluating the activity of a
sample on a target enzyme related to some type of pathophysiological
condition. Capillary electrophoresis has been growing in the last decades
and can be used to develop methods for the evaluation of enzymatic
activities through electrophoretically mediated microanalysis (EMMA).
Among the important enzymes in pathophysiological processes,
acetylcholinesterase (AChE), important in the treatment of Alzheimer's
disease; and a-glucosidase, with a critical participation in diabetes, are
highlighted here. Therefore, the objective of the present work was to
develop EMMA and immobilized enzyme microreactor (IMER) methods
applied in the screening of new therapeutic agents. Three modalities of
methods for evaluating enzymatic activity were developed. In the first,
two methods were developed, one for AChE and one for a-glucosidase,
by multiple injections, to obtain two results in the same experiment. The
methods had their enzymatic kinetic parameters evaluated, with ICso
values for neostigmine (standard AChE inhibitor) and acarbose (standard
a-glucosidase inhibitor) of 14.19 + 0.028 pymol L* and 0.17 + 0.002
mmol L1, respectively. These values are consistent with the literature
(22.2 £ 3.2 pmol L and 0.201 + 0.019 mmol L, respectively). This
method was applied to fruit juices, especially jaboticaba (Plinia
cauliflora, which showed inhibition of 85.90 + 1.73 % of AChE at 5
mg mL1) and pitanga (Eugenia uniflora, inhibition of 69, 47 + 2.89 % of
a-glucosidase at 1 mg mL1). Several phenolic compounds were identified
in the juice by HPLC-ESI-MS/MS. In the second modality, a double
simultaneous method was developed for the same enzymes, which
presented ICso value of 5.35 umol L and 0.57 mmol L, respectively,
for neostigmine and acarbose inhibitors. This method was applied to
isolated phenolic compounds previously identified in the studied fruit
juices, such as p-coumaric acid (inhibition of 40.14 + 4.7 % of AChE at
10 mg L™*) and quercetin (46.53 + 4.9 % inhibition of a-glycosidase at 10
mg L 1). In the last study, AChE was anchored in magnetic nanoparticles
of manganese ferrite, which were used for the development of an IMER.
This microreactor showed good stability and can be used for up to 25
consecutive experiments. By means of this microreactor, an 1Cso for
neostigmine of 29.42 + 3.88 umol L was obtained, demonstrating a



greater activity of the enzyme in the immobilized form. This method by
IMER was applied to plant extracts of the Myrtaceae family, of which
jaboticaba (P. cauliflora) was more prominent, which inhibited AChE
activity in 42.31 £ 6.81 % in a concentration of 100 mg L1. The EMMA
methods, proposed by the multiple injection approach, and the IMER,
have proven to be powerful tools for the screening of enzymatic inhibitory
activity, through the inherent advantages of the capillary electrophoresis
technique, such as rapid analysis and low sample and reagents
consumption. In addition, some of the samples studied here may be
considered for the study of their use in anti-Alzheimer's and anti-diabetes
therapy. Further studies may reveal that they may be used as functional
foods, or in adjuvant treatments for the two diseases mentioned herein
and possibly for others.

Keywords: capillary electrophoresis. EMMA. IMER.
Acetylcholinesterase. a-glucosidase.



LISTA DE FIGURAS
Figura 1 - Grafico da mobilidade do fluxo eletrosmético em funcdo do
PH s 28
Figura 2 - Tipos de experimentos de injecdes multiplas. .........c..ccv..... 30

Figura 3 - Diferentes abordagens para o estudo de reacdes enzimaticas
POF CE. oot 31

Figura 4 - Numero de publicacdes na base de dados “Web of Science”,
utilizando como palavra-chave o termo “electrophoretically mediated

TICFOANALYSIS . .ot 33
Figura 5 - Efeito da concentracdo do substrato sobre a velocidade inicial
de uma reacgdo catalisada por eNZiMa. ..........cccevevererieniesieere e 35
Figura 6 - Grafico duplo reciproco de Lineweaver-Burk...................... 36
Figura 7 - Tipos de inibidores reversiveis e forma como afetam a equagéo
de MichaelisS-MEeNTeN. .........coiiiiiie s 37
Figura 8 - Grafico alternativo de dados obtidos a partir de graficos de
Lineweaver-Burk para determinar os valores de Ki. ........ccccoovvevreniennne 38
Figura 9 - Exemplos de farmacos inibidores da AChE. ...........c.ccou...... 40

Figura 10 - NUmero absoluto (milhdes) de idosos no mundo em 2015 (A)
e projecdo para 2050 (B); no Brasil em 2015 (C) e proje¢éo para 2050

() ST RETPR 41
Figura 11 - Reacdo de EIIMan. .........ccccoevvieieciece e 42
Figura 12 - Exemplos de farmacos inibidores da a-glicosidase. ........... 48
Figura 13 - Reagdo do p-NPG com a enzima a-glicosidase.................. 48
Figura 14 - Frutas utilizadas para a producéo dos Sucos. ..........c.ccueee... 55

Figura 15 - Imagens da montagem do microrreator de enzima
IMODINIZAGA. ..o 64

Figura 16 - Representacdo esquematica da injecdo maltipla em EMMA
dentro dO CaPIIAN. ..o e 68

Figura 17 - Comparagdo de eletroferogramas de EMMA de AChE em
injecdo simples (superior) e injecdo maltipla (inferior). .......ccccoevevvneee. 68



Figura 18 - Grafico de Michaelis-Menten (& esquerda) e seu
correspondente gréafico de Lineweaver-Burk (a direita) para a reacdo de
ACKE. ..ot 69

Figura 19 - Gréfico para determinacgéo de K; de neostigmina................ 70
Figura 20 - Gréfico de inibicdo da AChE na presenca de neostigmina. 71

Figura 21 - Representacdo esquematica da injecdo maltipla em EMMA
dentro dO CaPIIAr. ...co.oveeiee e 72

Figura 22 - Comparagéo de eletroferogramas de EMMA de a-glicosidase
em injecdo simples (superior) e injecdo mdltipla (inferior). ................. 73

Figura 23 - Grafico de Michaelis-Menten (& esquerda) e seu
correspondente gréfico de Lineweaver-Burk (a direita) para a reacdo de

oo | ToTo LYo 74
Figura 24 - Gréfico para determinagéo de K; de acarbose..................... 74
Figura 25 - Grafico de inibi¢do da a-glicosidase na presenca de acarbose.
.............................................................................................................. 75
Figura 26 - Resultados de atividade inibitoria de acetilcolinesterase e a-
glucosidase e fenolicos totais dos sucos de frutas...........cccecevereeienenn. 77
Figura 27 - Representacdo esquematica da injecdo mdaltipla em EMMA
dentro dO CaPIIAr. ...cc.oveeeecee e 82
Figura 28 - Exemplo de eletroferograma de EMMA duplo simultaneo
para os ensaios de AChE e a-glicosidase. ........c.ccoevviniiniicinicinnennn 83
Figura 29 - Michaelis-Menten (& esquerda) e seu correspondente grafico
de Lineweaver-Burk (a direita) para a reacdo de AChE. ...................... 84
Figura 30 - Grafico para determinacdo de K; de neostigmina............... 84
Figura 31 - Michaelis-Menten (& esquerda) e seu correspondente grafico
de Lineweaver-Burk (a direita) para a reagéo de a-glicosidase. ........... 85
Figura 32 - Grafico para determinacdo de K; de acarbose..................... 85

Figura 33 - Gréaficos de inibicdo da AChE na presenca de neostigmina (a
esquerda) e inibi¢do da a-glicosidase na presenca de acarbose (a direita).
.............................................................................................................. 86

Figura 34 - Espectros de FTIR de MnFe204 (A), MnFe20.@QTS-enzima
(B), MnFe204@QTS (C) € QTS (D). evvvvrieeeeierieiee e 0



Figura 35 - Curvas de aquecimento para MnFe20s, MnFe;O.@QTS e
L 1 1 TR TP 92

Figura 36 - (A) Imagem de TEM da ferrita de manganés, (B) histograma
da distribuicdo de tamanhos e (C) imagem de TEM do compdsito
MNFE204@QTS. ..ottt 93

Figura 37 - Difratogramas de raios-X da ferrita de manganés, com 0s
principais planos de reflexdo assinalados, e do compdsito

MNFE204@QTS. ..ottt et 94
Figura 38 - Curvas de magnetizagcdo em funcdo do campo aplicado para
ferrita de manganés e do compo6sito MnFe;Os@QTS......cccocvvveiennen. 95

Figura 39 - Bloco de imas de neodimio montados em arranjo Halbach,
face lateral (a esquerda) e face superior (a direita), onde é afixado o
CAPIIAN. . s 96

Figura 40 - Simulacdo do campo magnético dos imds em arranjo de
HaIDACK. ..o 97

Figura 41 - Imagem obtida com microscopio 6ptico em aumento de 100x
(a esquerda) e com lupa de aumento de 5x (a direita) da regido com os
imas em arranjo de Halbach apo6s a introducdo das MNPs funcionalizadas.
............................................................................................................... 97

Figura 42 - Esquema de acondicionamento dos imas em arranjo de
Halbach dentro do cartucho do equipamento de eletroforese capilar,

juntamente com o capilar utilizado. ..........cccccviveviiiii i 98
Figura 43 - Exemplo de eletroferograma obtido através de IMER de
ACKE . . e 99
Figura 44 - Influéncia do tempo de incubacdo na formacéo de produto da
reaGao emM IMER. ... 100
Figura 45 - Estabilidade do microrreator de enzima imobilizada ao longo
08 50 BNSANDS. .....eviteteieeete ettt ettt b 100

Figura 46 - Grafico de Michaelis-Menten (a esquerda) e seu
correspondente gréafico de Lineweaver-Burk (a direita) para a reacdo de
AChE @M IMER. ..ot 101

Figura 47 - Gréfico de inibicdo da AChE em IMER na presenca de
NEOSTIGMINGL ...ttt bbb 103






LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Nimero de individuos com diabetes tipo 1 em criancas (0-14
anos), com diabetes em adultos (20-79 anos) e com hiperglicemia (tipo 2

ou diabetes gestacional) na gravidez (20-49 anos)..........cccceevveereruennne. 47
Tabela 2 - Resultados de atividade inibitdria de acetilcolinesterase e a-
glucosidase e fendlicos totais dos sucos de frutas. ..........ccccevveevrerrennne. 76
Tabela 3 - Resultados da quantificacdo de compostos fenélicos nos sucos
de frutas por HPLC-ESI-MS/MS. .......cccooiiiiiiiiiietse s 80
Tabela 4 - Resultados de atividade inibitoria de acetilcolinesterase € o-
glicosidase de compostos fendlicos selecionados. ........c.cccceeveevrervennne. 87

Tabela 5 - Pardmetros cinéticos e de inibicdo enzimatica obtidos pelos
tréS MELOAOS PrOPOSLOS. ...vvveverieresieresieee e e ettt neens 103

Tabela 6 - Resultados de atividade inibitéria de acetilcolinesterase de
extratos hidroalcodlicos de espécies da familia Myrtaceae................. 104






LISTA DE SIMBOLOS, UNIDADES E ABREVIATURAS

% — Por cento

[1] — Concentragdo de inibidor

[S] — Concentracéo de substrato

°C — Graus Celsius

um — Micrémetro

umol Lt — Micromol litrot

ACh — Acetilcolina

AChE — Acetilcolinesterase

ADA — Associacdo Americana de Diabetes

AThCh - Acetiltiocolina

BGE - Eletrolito de corrida, do inglés Background Electrolyte

CE - Eletroforese capilar, do inglés Capillary Electrophoresis

CEC - Cromatografia eletrocinética capilar

cm — Centimetro

DAD - Detector de arranjo de diodos

DLso — Dose letal para 50 %

DTNB - &cido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzdico

EMMA - Microanalise mediada por eletroforese capilar, do inglés
Electrophoretically mediated microanalysis

EOF — Fluxo eletrosmético, do inglés Electroosmotic Flow

FSCE — eletroforese capilar em solucéo livre

FTIR - Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada
de Fourier

FURB — Universidade Regional de Blumenau

g - Grama

GA — Glutaraldeido

GC - Cromatografia gasosa

h —Hora

HPLC - Cromatografia liquida de alta eficiéncia

HPLC-ESI-MS/MS — Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
a espectrometria de massas sequencial com ionizagao por “electrospray”,
do inglés High-performance liquid chromatography tandem mass
spectrometry with electrospray ionization

1Cso — Concentragdo inibitdria para 50 %

K — Kelvin

Ki — Constante de inibicdo

Km — Constante de Michaelis-Menten

kV — Quilovolt

LCME - Laboratorio Central de Microscopia Eletronica



LMCMM - Laboratério Multiusuario de Caracterizacdo Magnética de
Materiais

mbar — milibar

MEEKC - Cromatografia eletrocinética em micromulséo
MEKC - Cromatografia eletrocinética micelar

MeOH — Metanol

mg L — miligrama litro!

MgSO, — Sulfato de magnésio

min — Minutos

MISER - Injecdo maltipla em um Unico experimento de separacdo
mL — Mililitro

mm — Milimetro

mmol Lt — Milimol litro*

MNPs — Nanoparticulas magnéticas

MRM — Monitoramento de reagbes multiplas

nm — Nanémetro

nmol L* — Nanomol litro*

pH — Potencial hidrogenibnico

Pl — Padrdo Interno

p-NP — p-nitrofenol

p-NPG — p-nitrofenil a-D-glicopiranosideo

QTS - Quitosana

s — Segundo

TCh —Tiocolina

TDLFP — Difusdo transversal de perfis de fluxo laminar
TEM — Microscopia Eletronica de Transmissdo

TGA — Anélise Termogravimétrica

TPP — Tripolifosfato

tR — Tempo de retencéo

TRIS - tris(hidroximetil)aminometano

U mL* — Unidades de enzima por mililitro

UFRGS — Uiversidade Federal do Rio Grande do Sul
UFSC - Universidade Federal de Santa Catarina

US$ - Délares americanos

UV-Vis — Ultravioleta-visivel

Vo — Velocidade inicial de reacdo

Vmax — Velocidade méxima de reacao

VSM - Magnetometria de Amostra Vibrante

XRD - Difrag8o de Raios-X

Amax — Comprimento de onda méximo de absor¢éo



2.1
2.11
2.2

2.3

23.1
23.11
23.1.11
23.1.2
23121

3.1
3.2

41
4.2
4.3
44

441
442
443
4.4.4
445

SUMARIO

INTRODUGAO ... 25
REVISAO BIBLIOGRAFICA.......ccooeiiiiereenee e 27
Eletroforese Capilar .........ccocoeiiiniiiiiiene e 27
INjecBes MUILIPIAS........coviiee e 29
Microandlise Mediada por Eletroforese Capilar ................... 30
ENZIMAS ...ttt s 34
Patologias relacionadas.............ccocvevvevivienveresie s 38
Doenca de AIZNEIMET ..........ccooeiiiieeieie e 38
Métodos para a determinacgéo da atividade da AChE .......... 42
Diabetes MellitUS......cccoieieiiiieeee e 44
Métodos para a determinacdo da atividade da a-glicosidase
................................................................................................ 48
OBJIETIVOS ...ttt 51
OBJIETIVO GERAL ...ttt 51
OBJETIVOS ESPECIFICOS.......c.ooieeeeeeeeeeeeeee e, 51
MATERIAIS E MINETODOS ............................................... 53
INSTRUMENTAGAOD. ..ottt 53
REAGENTES ..ot 53
PROCEDIMENTOS GERAIS.......cooooiiiieee e 54

ESTUDO 1 - DESENVOLVIMENTO DE EMMA
MULTIPLO PARA AChHE E a-GLICOSIDASE APLICADO

A SUCOS DE FRUTAS ..ot 55
Preparo das amostras de SUCOS .........cccccvveeveereseseeivesienns 55
SOIUGDES ....c.veeeeeecte sttt 56
Condicdes eletroforéticas..........ccoovevevenieniese s 56
Andlise de capacidade redutora de Folin-Ciocalteau....... 57

Analise de compostos fendlicos por HPLC-ESI-MS/MS . 58



4.5

451
452
453
4.6

46.1
46.1.1
4.6.2
46.2.1

46.2.2
4.6.2.3
4.6.2.4
4.6.2.5
4.6.2.6
4.6.2.7
4.6.3

4.6.4

46.4.1
46.4.2
46.4.3

51

ESTUDO 2 — DESENVOLVIMENTO DE EMMA DUPLO
SIMULTANEO PARA AChE E a-GLICOSIDASE
APLICADO A COMPOSTOS FENOLICOS

SELECIONADOS ..ot 59
Amostras de compostos fendlicos .........cccccvvvevcivvinieiennns 59
SOIUGDES. ...ttt 59
Condigdes eletroforéticas...........cccovivveveienieniesesee e 60

ESTUDO 3 — DESENVOLVIMENTO DE METODO DE
IMER PELO ANCORAMENTO DA AChE EM MNPs
APLICADO A EXTRATOS VEGETAIS DE ESPECIES DE

MYRTACEAE. ...ttt 60
Preparo das nanoparticulas magnéticas.............c.ccccueue.e. 60
Incorporagdo de AChE @S MNPS ... 60
Caracterizag@0 das MINPS ..........ccocooerieniiiineeee s 61
Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada
de FOUrier (FTIR) ..o 61
Espalhamento de luz dindmico (DLS) .........cccccevcvvivvveriennnnn 62
Potencial Zeta..........cccovevieiiiiiccce e 62
Andlise Termogravimétrica (TGA)......ccovevvrerererenienenieneas 62
Microscopia eletronica de transmissao (TEM) ..........cc.c...... 62
Difracdo de raios-X (XRD)......cceoveevrerereineieneiee e 63
Magnetometria de Amostra Vibrante (VSM) .......cccccccvevnenee. 63
Montagem externa do microrreator de enzima imobilizada
................................................................................................ 63
Experimento de atividade enzimatica com IMER ........... 64
Preparo dos extratos VEgetaisS. .........ccovveereereneniniercnieenenene 64
SOMUGBES ... eveceeeiece et 65
CondicOes eletroforéticas...........ccvevvreveieiesie e 65
RESULTADOS E DISCUSSAO.......ovvvmriiineineieeiienns 67
ESTUDO 1 - DESENVOLVIMENTO DE EMMA

MULTIPLO PARA AChHE E a-GLICOSIDASE APLICADO
A SUCOS DE FRUTAS ..ot 67



52

5.3

53.1
5311

53.1.2
53.13
53.14
53.15
53.1.6
53.1.7
5.3.2

ESTUDO 2 — DESENVOLVIMENTO DE EMMA DUPLO
SIMULTANEO PARA AChE E o-GLICOSIDASE
APLICADO A COMPOSTOS FENOLICOS
SELECIONADOS .......ocoiiiieeintnreeese e 82

ESTUDO 3 — DESENVOLVIMENTO DE METODO DE
IMER PELO ANCORAMENTO DA AChE EM MNPs
APLICADO A EXTRATOS VEGETAIS DE ESPECIES DE

MYRTACEAE ...ttt 89
Caracterizacdes das nanoparticulas magnéticas............... 89
Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada
de FOUFIEr (FTIR) ..o 89
Espalhamento de luz dindmico (DLS) ......cccccoovvvvvreiniiennnne. 91
POtENCIal ZELA ....c.ecveiveieiecce s 91
Analise termogravimetriCa .......cceevvevereieeiesiesieseeresesesieeas 92
Microscopia eletrdnica de transmissao (TEM) .......cccccceveene 92
Difrag0 de rai0S-X.....cccevivereerieriereseeseseseeee e se e seeseesnens 94
Magnetometria de amostra vibrante...........ccoccevvvivvivnieenennnns 95
Método eletroforetiCo.......cccovireirieieieece e 96
CONCLUSOES .......ooooiiiiiisssinssssessssssssssissssssssss 105
CONSIDERAGCOES FINAIS ..ot 107
REFERENCIAS ..., 109
ANEXO A - Trabalho apresentado no 11° Simpdsio
Brasileiro de Farmacognosia............ccoceovvvvenerencinnieenn. 121
ANEXO B - Trabalho apresentado no 24° Encontro de
Quimica da Regifo Sul.........ccccccvviieieinsce e 124
ANEXO C - Trabalho apresentado no 24" LACE.......... 126

ANEXO D - Artigo publicado no periddico Natural Product
RESEAICH ... 128






25

1 INTRODUCAO

Durante os milénios de sua existéncia, 0 homem sempre travou
uma batalha incansavel pela vida contra doencas das mais variadas.
Utilizando os recursos disponiveis em seu ambiente, 0 ser humano
buscava tratar aquilo que tanto lhe fazia mal. Primeiramente, testou os
recursos a sua volta de forma empirica, baseando-se na tentativa e erro,
experimentando em si préprio aquilo que lhe trazia esperanca de alivio e
remediacdo. Ao longo dos anos 0 homem evoluiu assim como a ciéncia e
as técnicas de experimentacdo, cuja caminhada lado a lado contribui para
a formacéo do saber pelo homem. O método cientifico foi primordial
nessa caminhada e ele tomou forma nas mais variadas técnicas de
avaliacdo de atividades bioldgicas por parte dos elementos que nos
cercam.

A avaliacdo da atividade bioldgica se utiliza de varias técnicas,
desde as mais simples até as mais sofisticadas. Ensaios in vivo séo
utilizados ap6s a existéncia de informacdo prévia sobre o potencial
terapéutico de uma amostra. Sao utilizados camundongos, ratos, cobaias,
dentre outras, com o objetivo de criar uma determinada condicao
fisiopatoldgica no animal e tentar ameniza-la, ou reverté-la com o objeto
de estudo. Entre os principais modelos, sdo utilizadas a pesquisa de
atividade analgésica (modelo de dor induzido com placa quente, acido
acético, formalina, etc.), atividade anti-inflamatéria (modelo de edema de
pata, inflamagdo em cavidades, etc.), atividade sobre o sistema nervoso
central (modelo do nado forgado, suspensdo pela cauda, Parkinson, etc.),
entre outros. E importante ressaltar que todos os testes realizados devem
respeitar 0s codigos de conduta ética especificos, além de uma aprovagédo
prévia em comité estabelecido na instituicdo (MCGONIGLE; RUGGERI,
2014). Polémicas envolvendo o uso de experimentacdo animal, somadas
aos custos da realizagdo deste tipo de ensaio tem levado & busca por
métodos alternativos de avaliacdo da atividade de substancias.

Neste contexto, € possivel utilizar ndo um organismo vivo por
completo, mas apenas uma pequena porcdo, como uma célula, para se
avaliar por exemplo o efeito de uma determinada amostra. Com esse
objetivo, existem indmeros modelos descritos na literatura, que muitas
vezes tem como parédmetro de avaliagdo o valor da DLso ou ICso, OU Seja,
a dose do produto necessaria para causar a morte ou curar/minimizar 50 %
das células utilizados no teste, respectivamente (TRALAU; LUCH,
2012).

Além disso, outros ensaios biolégicos simples, rapidos e baratos
podem ser utilizados com a finalidade de triagem. Ensaios in vitro podem
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ser realizados na propria bancada do laborat6rio, uma vez que muitas
vezes apresentam resultados rapidos e eficazes. Podem ser citados testes
utilizados para a avaliacdo da atividade antioxidante, anti-inflamatoria,
dentre outros (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002; LIU, 2010).

Outra possibilidade dos ensaios in vitro é a avaliacdo da atividade
de uma amostra sobre uma enzima alvo relacionada a algum tipo de
condigdo fisiopatoldgica. Esse tipo de ensaio verifica a possibilidade de
inibicdo ou ativacdo enzimatica, dando indicios da potencialidade do
desenvolvimento de um novo tratamento para a doenga estudada. Como
exemplo podem ser citadas a atividade sobre a acetilcolinesterase, enzima
que esta estreitamente relacionada com o mal de Alzheimer (KASA;
RAKONCZAY; GULYA, 1997); a a-glicosidase, enzima cuja inibigdo
leva a uma significativa melhora do quadro clinico em pacientes com
diabetes tipo Il (INZUCCHI, 2002) e ainda as ciclooxigenases-1 e 2, que
pode avaliar o potencial anti-inflamatério de uma amostra, uma vez que
estas enzimas sdo um dos mais importantes alvos no tratamento da
inflamacdo (VANE; BAKHLE; BOTTING, 1998).

Dentre as técnicas analiticas hoje difundidas pelo meio cientifico,
a eletroforese capilar (CE, do inglés Capillary Electrophoresis) vem
crescendo nas Gltimas décadas e possui muitas vantagens atrativas. E
extremamente versatil, o custo analitico € baixo, a operacdo € simples, a
eficiéncia de separacdo é alta, o tempo de execucdo das analises é
relativamente curto, o volume de amostra e de reagente ¢é reduzido
(ordem de nanolitros), resultando em uma metodologia que satisfaz
alguns dos principios da quimica verde (SPUDEIT; DOLZAN; MICKE,
2012).

Assim, aliando as possibilidades dos ensaios in vitro enzimaticos
com a rapidez, a eficacia e a versatilidade da CE, podem ser
desenvolvidos métodos para a avaliagdo de atividades bioldgicas cada vez
mais rapidas e com quantidades cada vez menores de amostra,
caracteristicas essenciais na sociedade moderna atual.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ELETROFORESE CAPILAR

A CE consiste, essencialmente, em uma técnica de separacdo de
compostos idnicos, ionizaveis ou neutros contidos em um tubo oco,
fundamentado em sua migracdo diferencial na presenca de um campo
elétrico, que é obtido por meio da aplicacdo de uma diferenca de potencial
nas extremidades. Pode-se dizer que o ponto de origem da eletroforese se
deu com os trabalhos de Ferdinand Frédéric Reuss que descobriu o
fendmeno da eletroendoosmose. O que Reuss fez foi encher um tubo em
U com areia coletada na costa de um rio, ou seja, pé de silica, e ligar a
fonte de energia, uma pilha voltaica. Entretanto, a primeira apari¢do da
eletroforese foi em trabalho de Arne Tiselius, que em sua tese de 1930, e
em seu artigo de 1937, apresentou uma técnica capaz de separar as
proteinas do plasma (RIGHETT]I, 2005).

A técnica sofria de uma limitagdo bastante importante, a dissipagdo
de calor, gerado pelo efeito joule, e que acarretava em baixa resolucdo,
pouca eficiéncia e rapidez. 1sso porque, o calor gerado pelo condutor ndo
se dissipava de maneira uniforme, gerando um gradiente de temperatura
e consequentemente uma diferencga de migragdo por parte dos compostos.
Através das décadas a técnica evoluiu, até que em 1967, contornando esse
problema, Hjertén realizou as primeiras separac@es com altas voltagens,
utilizando tubos com didmetro interno reduzido, de 300 um (TAVARES,
1996).

Com o advento do uso de capilares de silica fundida, acontece
entdo a formacdo de um fendmeno bastante importante em experimentos
por CE, o fluxo eletrosmético (EOF, do inglés Electroosmatic Flow). A
parede interna do capilar de silica é constituida por grupos silanol, que se
ionizam gradativamente de acordo com o pH, deixando-a negativamente
carregada, e para contrabalancear as cargas da parede ha, na regido
préxima a parede, 0 excesso de cargas positivas, provenientes dos cations
da solugdo. Quando um campo elétrico é aplicado, € gerado um
movimento das cargas positivas, que se movem em dire¢do ao eletrodo
de carga oposta. Durante esse movimento, os ions carregam moléculas de
agua, induzindo um fluxo na dire¢do do polo negativo, gerando entéo o
fluxo eletrosmotico (figura 1). Esse fluxo é responséavel por arrastar 0s
analitos até o detector, sem distincdo de carga (SILVA et al., 2007).
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Figura 1 - Grafico da mobilidade do fluxo eletrosmético em funcéo do pH.
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Fonte: Adaptado de VITALI et al. (2014).

A partir da década de 80, a CE evoluiu para uma técnica de
separacdo extremamente versatil, aumentando suas possibilidades e
aplicacOes representativamente ao longo dos anos. As grandes vantagens
da CE incluem o baixo custo analitico (destacando-se o baixo custo das
colunas capilares), o simples manuseio e operagdo, a alta eficiéncia de
separacdo, tempo de execucdo das analises, baixo consumo de amostra e
solvente (0 mais utilizado é agua em volumes muito reduzidos, gerando
guantidade minima de residuo), e o rapido desenvolvimento de método
(SPUDEIT; DOLZAN; MICKE, 2012; VAZ; OLIVEIRA; OLIVEIRA,
2015).

E possivel escolher dentre varios modos de separacio, dependendo
do composto e das amostras que devem ser analisadas. Para analitos
polares, sollveis em agua, eletroforese capilar em solucéo livre (FSCE)
pode ser adotada; ja para compostos menos sollveis em agua, usam-se
sistemas tampdo ndo-aquosos. Para ambos, a carga dos compostos é
alcancada através do ajuste do pH apropriado do eletrolito de corrida. A
separacao dos compostos ndo-ionizaveis é possivel em tampdes com fases
pseudoestacionarias formadas por micelas (cromatografia eletrocinética
micelar, MEKC) ou microemulsdo (cromatografia eletrocinética em
microemulsdo, MEEKC). Fases estacionarias sélidas sdo utilizadas na
cromatografia eletrocinética capilar (CEC), o que pode ser considerado
como um verdadeiro hibrido de CE e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) (BARCELO-BARRACHINA et al., 2007).
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A versatilidade instrumental da CE comega com o préprio capilar.
Podem ser utilizados capilares de silica com didmetros internos
diferentes, capilares retos, com percurso de luz ampliada ou capilares
revestidos. A composi¢do do eletrélito de corrida (aquoso, ndo-aquoso ou
liquido ibnico) depende dos analitos e do modo de separacéo selecionado.
Além dos detectores mais comuns de UV-Vis e de arranjo de diodos
(DAD), outras opcdes descritas para CE incluem fluorescéncia,
amperométricos e eletroquimioluminescéncia. Por Ultimo, mas ndo
menos importante, o acoplamento a um espectrémetro de massas tornou-
se uma opcdo interessante, como destacado por varios relatos
interessantes (GANZERA, 2008). Devido a essa sua versatilidade, a CE
tem sido empregada em diversos estudos de cinética enzimatica
(SCRIBA; BELAL, 2015).

2.1.1 Injecbes multiplas

As estratégias de injecdo multipla em eletroforese capilar sdo
realizadas objetivando o aumento da frequéncia analitica, podendo ser
divididas em injecdo maltipla em um Gnico experimento de separacéo,
MISER, do inglés Multiple Injection in a Single Experimental Run e
metodologias multiplexadas onde ocorre a intercalagdo dos picos. Na
figura 2 séo apresentados quatro modos de inje¢do: injecdo simples (A);
injecdo multipla em um dnico experimento de separacao (B), que consiste
na injecdo de uma nova amostra ap6s a primeira eluir ou migrar por
completo; injecdo multipla multiplexada (C), caracterizada pela injecao
de uma nova amostra antes de a anterior eluir ou migrar por completo,
sem a mistura de analitos; e a injecdo multipla com alto grau de
multiplexacdo (D) (WELCH et al., 2010).

Pode-se observar que o uso do modo MISER, em relacdo a duas
injecdes simples ndo traz um grande aumento da frequéncia analitica,
enquanto que a multiplexacdo da separacdo aumenta muito a frequéncia
analitica. Para o uso do modo com alto grau de multiplexacdo (D) se faz
necessario o uso de transformadas matematicas como, por exemplo, a
transformada de Hadamard. Ja o uso do modo multiplexado (C) ndo exige
nenhum tratamento matematico avancado, apenas a atribuicdo dos picos
deve ser feita de maneira cautelosa (VITALI; FAVERE; MICKE, 2011).
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Figura 2 - Tipos de experimentos de injecBes multiplas.
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Fonte: O autor.

O desenvolvimento de métodos utilizando estratégias de injecdo
multipla é mais vantajosa em eletroforese quando comparado a
cromatografia. As técnicas multiplas de injecdo cromatogréafica implicam
na utilizacio do modo isocratico (HPLC) ou isotérmico (GC,
cromatografia gasosa), e ja em eletroforese capilar, como normalmente a
separacao é realizada num eletrolito continuo, a aplicacéo se torna muito
mais versatil.

Além do aumento da frequéncia analitica, outras aplicacdes sdo
possiveis, como estudar reagdes in situ, tais como atividade enzimética,
interacdo entre analito e macromoléculas, como, por exemplo, proteinas
ou supra macromoléculas como micelas. Estas técnicas poderiam ser
chamadas de injecdo sequencial, pois séo injetados plugues contendo
diferentes composicoes.

2.2 MICROANALISE MEDIADA POR ELETROFORESE CAPILAR

Ensaios enzimaticos podem ser realizados por CE basicamente de
duas formas: fora ou dentro do tubo capilar (figura 3). No primeiro caso,
a técnica pode ser realizada por modo pré- ou pos-capilar, onde os
reagentes sdo misturados fora do equipamento e ap6s certo tempo de
incubacdo a reacdo enzimatica é parada e a mistura reacional analisada
por CE, com o objetivo de se separar e detectar o produto formado e o
substrato remanescente. A diferenca dos dois modos se deve a
possibilidade de se utilizar como amostra na mistura reacional uma
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mistura complexa (pré-capilar) ou uma substancia previamente separada
e isolada por CE (pos-capilar). A atividade enzimatica é monitorada em
funcdo das areas sob a curva dos picos de produtos ou substratos
(BANKE; HANSEN; DIERS, 1991; LIU; SHI; CHEN, 2015).

Figura 3 - Diferentes abordagens para o estudo de reagdes enzimaticas por CE.

[ Ensaios Enzimaticos por
Eletroforese Capilar

| Dentro do l —
Capilar Fora do Capilar

I 1 ——— ]
Enzima Imobilizada [ Enzima em l . l i .
[ no Capilar Solugéo Pre-capilar ||| Pos-capilar
[ Modo Modo Plugue- 1
Continuo |\ Plugue

[ Classico Reacdo no “inlet” l TDLFP

Fonte: O autor.

Por outro lado, o capilar pode servir ndo apenas como um meio de
separacao, mas também como um microrreator para a reagao enzimatica.
Esse modo apresenta grandes vantagens, como por exemplo: a escala de
nanolitros é utilizada, o que reduz o consumo de reagentes e
consequentemente o custo dos experimentos; a amostragem, a mistura, a
reacdo, a separacao e a deteccdo sdo realizadas em um sé capilar, o que
melhora a eficiéncia da analise, além de favorecer a automatizacdo e
miniaturizacdo dos ensaios (FAN; SCRIBA, 2010).

Os métodos para se conduzir a reacdo dentro do capilar (“in-
capillary”) também sdo varios. No chamado modo continuo (modo de
contato longo) o capilar é completamente preenchido com substrato ou
enzima e o segundo reagente é injetado apds como um plugue ou em fluxo
continuo. Os reagentes sdo misturados sob campo elétrico e depois,
substrato e produto sdo separados como plugues independentes para
detecgdo. No modo plugue-plugue (modo de contato curto), enzima e
substrato sdo introduzidos como plugues consecutivos (SCRIBA;
BELAL, 2015).

Uma parte critica do desenvolvimento desse Gltimo tipo de ensaio
é conseguir uma mistura eficaz dos plugues de enzima e substrato dentro
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do capilar. Duas estratégias principais foram propostas para este fim: por
aplicacdo de um campo elétrico ou por difusdo. No primeiro caso
(classico), com a aplicacdo de um campo elétrico, as duas segdes se
misturam devido a diferencas de suas mobilidades eletroforéticas, e a
reacdo enzimatica acontece e o produto resultante e o substrato ndo
reagido s&o transportados em direcdo ao detector, onde sdo detectados
individualmente. A mistura por difusdo longitudinal através da interface
entre os plugues é também chamada de "at-inlet", pois os plugues de
enzima e de substrato, injetados normalmente em modo de sanduiche
(enzima-substrato-enzima), sdo incubados sob repouso na entrada
(“inlet ) do capilar (NOVAKOVA et al., 2004).

Além disso, outra estratégia possivel para a mistura dos reagentes
no capilar ¢ a “difusdo transversal de perfis de fluxo laminar” (TDLFP,
do inglés Transverse Diffusion of Laminar Flow Profiles), onde a pressao
e 0 tempo utilizados para a injecao dos reagentes deve ser suficientemente
alta e curta, respectivamente, para se obter perfis parabolicos ou laminares
com interfaces predominantemente longitudinais entre eles. Dessa forma,
teoricamente, 0s reagentes se misturardo devido a difusdo transversal que
ocorre axialmente através das zonas de injecdo parabédlicas (NEHME;
MORIN, 2015).

Por fim, uma outra estratégia na promog¢do da reacdo enzimatica
dentro do capilar seria a imobilizacdo da enzima na parede interna do
capilar ou sobre um suporte monolitico diretamente ligado a entrada do
capilar. Quando imobilizadas sobre um suporte que ndo é a parede interna
do capilar, a reacdo pode ser realizada também fora do equipamento,
utilizando a técnica de eletroforese apenas para separar produto de
substrato remanescente. Nos métodos descritos anteriormente, a enzima
ndo é reciclavel, e existe a perda deste reagente ap6s a analise. De forma
promissora, a enzima quando imobilizada pode ser reutilizada por muitas
vezes, 0 que significa uma economia ainda maior de reagentes utilizados
nos ensaios. Os quatro métodos mais comuns para imobilizacdo
enzimatica sdo adsorcdo fisica, ligacdo covalente, ligacdo cruzada e
encapsulacio (IQBAL; IQBAL; MULLER, 2013).

O conceito da microandlise mediada por CE foi inicialmente
introduzido por Bao e Regnier em 1992, e foi primeiramente referido
como “ensaio ultramicro enzimdtico em sistema de eletroforese capilar”
(Ultramicro Enzyme Assays in a Capillary Electrophoretic System),
avaliando como modelo a atividade da enzima glicose-6-fosfato
desidrogenase, através da sua reagdo com glucose 6-fosfato e fosfato de
dinucleotideo de adenina e nicotinamida (NADP) para produzir 6-
fosfogluconato e NADP reduzido (NADPH), que absorve em 340 nm e
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serve como indicador da atividade enzimética (BAO; REGNIER, 1992).
Logo ap6s, no ano seguinte, 0 mesmo grupo de pesquisa trabalhou com o
tratamento matematico envolvido no novo método, que recebeu entao
pela primeira vez o nome de “microanalise mediada por eletroforese
capilar” (EMMA, do inglés Electrophoretically Mediated
Microanalysis,), que é desde entdo aceito por outros autores (HARMON;
PATTERSON; REGNIER, 1993).

Ao longo dos mais de 20 anos desde a sua introducéo, devido a sua
eficiéncia e agilidade, grupos de pesquisa espalhados por todo o globo
desenvolveram diversos métodos por CE para avaliar a atividade de
diferentes enzimas, entre elas a acetilcolinesterase, relacionada & doenca
de Alzheimer (BAJDA; WIECKOWSKA; MALAWSKA, 2009;
MARTIN-BIOSCA et al., 2009; MIN et al., 2012; SCHUCHERT-SHI;
HAUSER, 2009; TANG; WANG; KANG, 2007a, 2007b), a a-
glicosidase, relacionado ao diabetes melittus (GUO et al., 2010; IQBAL
etal., 2013; KANIE; KANIE, 2002, 2003; ZHANG et al., 2013), aenzima
conversora de angiotensina, relacionada a hipertenséo arterial sistémica
(VAN DYCK etal., 2003a, 2003b), entre outras disponiveis na literatura.
Assim, 0 que se observa em buscas na literatura é um aumento crescente
no numero de publicacBes relacionadas ao método (figura 4), ressaltando
a relevancia deste para a comunidade cientifica.

Figura 4 - Namero de publicac8es na base de dados “Web of Science”, utilizando
como palavra-chave o termo “electrophoretically mediated microanalysis”.
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Fonte: O autor.
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O presente trabalho se propds, em determinadas etapas do estudo,
aliar as varias possibilidades de ensaios enzimaticos por eletroforese
capilar com o sistema de inje¢cdes multiplas, algo ndo presente na
literatura até 0 momento, e que objetiva a realizacdo dos ensaios de
maneira ainda mais rapida, proporcionado pelo aumento da frequéncia
analitica das injec6es multiplas.

2.3 ENZIMAS

Para que a vida continue a existir, 0S organismos vivos necessitam
desempenhar duas fungBes fundamentais. A primeira é a de se
autorreplicarem, e a segunda é a de serem capazes de catalisar uma série
de reagdes quimicas de forma eficaz e seletiva. Essa segunda fungdo sé e
possivel gracas aos catalisadores de reacOes bioldgicas: as enzimas, um
grupo de proteinas altamente especializada. As enzimas estdo no centro
de praticamente todos 0s processos bioquimicos; atuando em sequéncias
organizadas, elas catalisam cada uma das reacdes das centenas de etapas
dos mais variados processos fisioldgicos de organismos vivos (ATKINS;
JONES, 2012).

Com e exce¢do de um pequeno grupo de moléculas de RNA
catalitico, todas as enzimas sao proteinas, de peso molecular variando de
12.000 a mais de um milh&o. A atividade catalitica das enzimas depende
da integridade de suas conformagdes nativas. Se uma enzima for
desnaturada ou dissociada nas suas subunidades, geralmente a atividade
é perdida, e se for degradada até os aminoacidos que a compdem, a
atividade é destruida. Ou seja, as estruturas proteicas, primaria,
secundéria, terciaria e quaternéria das enzimas sdo essenciais para a
atividade da mesma. Além disso, algumas necessitam além de seus
préprios residuos de aminoacidos, um componente quimico adicional,
denominado cofator, que pode se um ou mais ions inorganicos como Fe?*,
Mg?*, Mn?* ou Zn?* ou ainda uma molécula organica ou metalorganica
complexa, denominada coenzima (LEHNINGER; COX; NELSON,
2014).

Em condigBes bioldgicas relevantes, a maioria das moléculas
biologicas ¢ muito estdvel nas condices internas das células, que
apresentam o pH em torno de 7,0, temperaturas amenas e ambiente
aquoso. As enzimas contornam esses problemas ao proporcionarem um
ambiente especifico adequado para que uma dada reacdo possa ocorrer
mais rapidamente. Elas aumentam a velocidade das reagdes e diminuem
a energia de ativacdo, entretanto ndo interferem no equilibrio da reag&o.
Essas reacfes ocorrem confinadas em um bolséo da enzima denominado
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sitio ativo, e a molécula que se liga no sitio ativo e sobre qual a enzima
age gerando os produtos da reacdo é denominada substrato. Ao se
ligarem, enzima e substrato formam um complexo denominado enzima-
substrato (WEINER, 2010).

Boa parte da energia utilizada no aumento da velocidade das
reacbes proporcionada pelas enzimas provém de interagdes
intermoleculares (ligacdo de hidrogénio e interacGes hidrofobicas e
ibnicas) entre o substrato e a enzima. A energia dessas ligacdes € utilizada
de diversas maneiras para diminuir a energia de ativacdo, e também
confere uma extraordinaria especificidade das enzimas por seus
substratos (LEHNINGER; COX; NELSON, 2014).

A maioria das enzimas tem algumas propriedades cinéticas em
comum, e a dupla de cientistas Leonor Michaelis e Maud Menten,
estudaram extensivamente estes processos. Quando o substrato é
adicionado a uma enzima, a reacdo rapidamente atinge um estado
estacionario no qual a velocidade pela qual o complexo enzima-substrato
se forma é compensada pela velocidade pela qual ele se decomp@e. Em
concentracdo fixa de enzima, a medida que a concentracdo de substrato
aumenta, a formacdo do estado estacionario aumenta de maneira
hiperbdlica (figura 5) até se aproximar de uma velocidade méaxima (Vmax)
caracteristica, na qual, essencialmente, toda a enzima esta na forma de um
complexo com o substrato (JOHNSON; GOODY, 2011).

Figura 5 - Efeito da concentracdo do substrato sobre a velocidade inicial de uma
reacdo catalisada por enzima.

Velocidade inicial, V,,

Concentragdo de substrato, [S]

Fonte: Adaptado de LEHNINGER; COX; NELSON (2014).

A equacdo de Michaelis-Mentem (Eq. 1) descreve esse
comportamento, e relaciona a velocidade inicial de reacdo (Vo) com a
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concentracdo do substrato e Vmax através da constante de Michaelis-
Menten (Km), que é definida como a concentragdo de substrato onde Vo é
exatamente a metade de Vmax. A constante de Michaelis-Menten pode ser
em alguns casos associada com a afinidade da enzima pelo seu substrato.

Vméx [S ]

v, = X
07 Ky + [S]

@)

No entanto, para se estimar de maneira mais simples a constante
de Michaelis-Menten, a equacdo pode ser transformada algebricamente
em equacOes mais praticas para fazer graficos com dados experimentais.
Uma transformagdo muito comum é deduzida simplesmente tomando as
reciprocas dos dois lados da equagdo de Michaelis-Menten:

1_ Kn 1
VO Vméx[S] Vméx

2

Essa forma da equacdo de Michaelis-Menten é denominada
equacdo de Lineweaver-Burk. No caso de enzimas que obedecem a
relacdo de Michaelis-Menten, um gréfico de 1/Vg versus 1/[S] (um duplo-
reciproco de um grafico de Vo versus [S]) produz uma linha reta (figura
6). Essa linha tem uma inclinacdo de Km/Vmax no eixo 1/Vo e uma
intersecdo de -1/Km no eixo 1/[S]. Essa representacdo duplo-reciproca é
também denominada de grafico de Lineweaver-Burk (LINEWEAVER,;
BURK, 1934).

Figura 6 - Grafico duplo reciproco de Lineweaver-Burk.

m

Inclinagéo =
max

SRR

Fonte: Adaptado de LEHNINGER; COX; NELSON (2014).
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Além disso, a atividade de uma enzima pode ser afetada por
moléculas inibidoras, que interferem na catalise, diminuindo ou
interrompendo as reagBes enzimaticas. Esses inibidores podem ser
classificados em reversiveis ou irreversiveis. Os inibidores reversiveis
ainda sdo classificados como competitivos, incompetitivos 0s mistos
(figura 7), dependendo da maneira como interferem na cinética
(MARQUES; YAMANAKA, 2008).

Figura 7 - Tipos de inibidores reversiveis e forma como afetam a equagdo de
Michaelis-Menten. (A) Inibidor competitivo, (B) inibidor incompetitivo e (C)
inibidor misto.

K Sem inibidor
N

1
(s 5] (5]

Fonte: Adaptado de LEHNINGER; COX; NELSON (2014).

Um parametro bastante importante em inibicdo enzimatica é a
constante de equilibrio da ligacdo do inibidor com a enzima (K;). Este
dado pode ser obtido através de experimentos realizados com diferentes
concentragcdes do inibidor e posterior construcdo de um grafico de
Km,app/Vmax (0btida para cada concentragdo do inibidor utilizada) versus
concentracao de inibidor. Este grafico produz uma linha reta (figura 8),
cuja intersecdo no eixo [I] é igual a -K; (SILVERMAN, 2002). Por fim,
uma forma de se avaliar a poténcia de um inibidor enzimatico é se
mensurar qual concentracdo de inibidor é necessaria para se inibir em
50 % a atividade de uma enzima (ICso, do inglés half maximal inhibitory
concentration). Esse dado é facilmente obtido através da construcdo de
um grafico de % de inibicdo versus o log da concentracdo de inibidor.
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Figura 8 - Gréfico alternativo de dados obtidos a partir de graficos de Lineweaver-
Burk para determinar os valores de Ki.

Inclinacio =

f ]
Fonte: Adaptado de SILVERMAN (2002).

As enzimas catalisam quase todos os processos celulares, e ndo é
incomum que medicamentos interfiram nessas reacfes. As enzimas sdo
um dos mais buscados alvos para o desenho de farmacos, e um
conhecimento detalhado tanto sobre a quimica como sobre a farmacologia
da condicdo para qual o farmaco sera usado, sdo essenciais. Assim, todos
esses parametros cinéticos participam, e sdo de extrema importancia, ao
se fazer a busca por novos farmacos inibidores enzimaticos (KERR,
2012).

2.3.1 Patologias relacionadas
2.3.1.1 Doenga de Alzheimer

A historia do termo deméncia é bastante longa, deriva da palavra
do latim “demens” (sem a mente), que é composto pelo prefixo “de”
(sem ou nado) e do sufixo “mens” (mente). Durante o século XVIII,
adquiriu uma conotacdo médica, embora a condicédo de declinio cognitivo
relacionado a idade fosse uma aflicdo conhecida desde a antiguidade. Os
primeiros passos para a classificagcdo de deméncia foram dados durante o
periodo greco-romano, Claudio Galeno (130-201 d.C.) identificou a
deméncia como um transtorno mental da senilidade: ele imaginava que
esta doenca era devido a uma deficiéncia cerebral primaria ou secundéria
(BERCHTOLD; COTMAN, 1998).

ObservacOes historicas sobre o envelhecimento e a deméncia
diminuiram muito ap6s o colapso do império greco-romano, e na ldade
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Média, a deméncia ndo inspirou muito interesse, talvez devido a
proeminéncia de epidemias mortais. Contudo, a utilizacdo do termo
deméncia é por vezes confusa. No século XVIII, a deméncia descrevia
um estado de déficit intelectual adquirido, em qualquer idade e de
qualquer causa. Entdo, um jovem adulto com ferimentos graves na
cabeca, por exemplo, poderia ter sido rotulado como tendo deméncia
(BOLLER; FORBES, 1998).

O médico Alois Alzheimer descreveu esta doenca ap6s encontrar-
se com sua famosa paciente, senhora Auguste Deter, em novembro de
1901. Ela havia sido admitida no hospital mental de Frankfurt no dia
anterior, com a idade de 51 anos. De acordo com o marido, o casal tinha
um casamento feliz desde 1873, porém recentemente tinha observado um
declinio cognitivo gradual na sua esposa. Por 8 meses ela desenvolveu
mudangas progressivas em sua personalidade, apresentando inveja em
relagdo a seu marido, rédpida piora da perda de memoria e
comprometimento psicossocial pronunciado; por vezes tinha a sensacao
de que alguém queria maté-la e comecgava a gritar descontroladamente.
Na clinica, apresentava desorientacdo em relacdo ao tempo-espaco e
confusdo. Com o passar do tempo, suas condigdes pioraram, sua fala
tornou-se ininteligivel, e em seu Ultimo ano, estava totalmente apatica e
passou a maior parte de seu tempo na cama com as pernas para cima.
Auguste Deter morreu em 8 de abril de 1906 (CIPRIANI et al., 2011).

Em 3 de novembro de 1906, na reunido dos Psiquiatras do
Sudoeste da Alemanha, realizada em Tibingen, o jovem médico Alois
Alzheimer apresenta uma palestra na qual ele descreve 0s sintomas
clinico-psiquiatricos e alteragdes histopatoldgicas do cérebro de sua
falecida paciente Auguste Deter (MAURER; VOLK; GERBALDO,
1997). O relato foi publicado em um breve artigo resumindo sua palestra,
e marcou a primeira publicagdo do que se tornaria a doenca de Alzheimer
(ALZHEIMER, 1906). Por quase 50 anos apds sua apresentagéo de 1906,
a doenca teve um papel menor em psiquiatria e neurologia, sendo
considerada extremamente rara e restrita a pessoas jovens, enquanto a
deméncia senil foi considerada varias vezes como um envelhecimento
exagerado devido a alteracdes aterosclerdticas no cérebro (HODGES,
2006).

Atualmente, o diagnostico de doenca de Alzheimer independe da
idade, e sim dos marcadores da doenca. Compreende-se que as principais
alteracdes histopatoldgicas observadas na doenca de Alzheimer no tecido
cerebral sdo o depdsito extracelular de peptideo f-amiloide em forma de
placas difusas e neuriticas; e proteina t hiperfosforilada, uma proteina de
montagem de microtdbulos que se acumula no espaco intracelular em
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forma de emaranhados neurofibrilares (REITZ; MAYEUX, 2014). Além
disso, existe perda de neur6nios colinérgicos nos estagios mais avangados
da doenca, o que resulta em deficiéncia de neurotransmissao em areas do
cérebro como o nucleo basal. A resultante desse diminuido nivel de
neurotransmissdo colinérgica é o declinio das fun¢des cognitivas e de
meméria como testemunhado em pacientes com doenga de Alzheimer
(FRANCIS et al., 1999).

Baseado na hipdtese colinérgica, a principal terapia farmacoldgica
inclui o uso de inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE), que
realiza a hidrdlise da acetilcolina (ACh). Assim, com o aumento dos
niveis de ACh cerebral, é verificada uma melhora no quadro clinico geral
do paciente. Exemplos de farmacos (figura 9) dessa classe ja aprovados e
utilizados na terapéutica sdo o donepezil (Eranz®), rivastigmina
(Exelon®) e galantamina (Reminyl®) (KULSHRESHTHA; PIPLANI,
2016).

Figura 9 - Exemplos de farmacos inibidores da AChE.
(@)

HO
Galantamina

Rivastigmina

Fonte: O autor.

Por afetar de maneira mais acentuada os idosos (acima de 65 anos),
com uma prevaléncia de aproximadamente 12 % dessa populagdo,
caminha-se para dias com cada vez mais pessoas acometidas pela doenga
de Alzheimer (SCHWARTZ et al., 2013). Em julho de 2015, atingiu-se a
marca de 7,349 bilhdes de pessoas em todo 0 mundo, e segundo o relatério
das Nacdes Unidas (UNITED NATIONS, 2015), a populagéo mundial de
idosos no mesmo ano era de 608 milhdes de pessoas, e em 2050 o relatorio
estima que seré de 1,56 bilhdo (figura 10). Com o aumento da populagéo
idosa, espera-se um nimero ainda maior de pacientes acometidos por esta
doenca.
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Figura 10 - NUmero absoluto (milhGes) de idosos no mundo em 2015 (A) e
projecéo para 2050 (B); no Brasil em 2015 (C) e projecdo para 2050 (D).

A Populagdo mundial em 2015: B Populagio mundial em 2050:
7,349 bhilhdes de pessoas 9,725 bilhGes de pessoas

B 341

6741 1559

1218

= Populagdo néo-idosa = Populagdo ndo-idosa
ldosos (> 65 anos) Idosos (> 65 anos)
= Idosos em regides desenvolvidas = |dosos em regides desenvolvidas
= Idosos em regifes menos desenvolvidas = Idosos em regides menos desenvolvidas
c Populagdo Brasileira em 2015: D Populagdo Brasileira em 2050:
207,8 milhdes de pessoas 238,3 milhdes de pessoas
16
I 54 I
192 184
= Populacdo ndo-idosa = Populagdo ndo-idosa
Idosos (> 65 anos) Idosos (> 65 anos)

Fonte: O autor, criado com dados de UNITED NATIONS (2015).

Dentro desta estatistica, o Brasil segue 0 mesmo caminho. Em
julho de 2015, havia 207,8 milhdes de brasileiros, dos quais 16 milhdes
eram idosos. Também em 2050, estima-se que esse nimero aumentara
para 54 milhdes, um salto de mais de trés vezes, que ira trazer custos cada
vez maiores para o sistema de salde. Nos Estados Unidos, por exemplo,
ja é estimado um custo de US$ 172 bilhdes por ano apenas para o
tratamento de pacientes com Alzheimer (REITZ; MAYEUX, 2014).

Em vista dessa problemética, torna-se emergente a necessidade da
busca por novos agentes inibidores da enzima AChE Uteis na terapia
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contra a doenga de Alzheimer. Existe a necessidade do desenvolvimento
de farmacos que tenham cada vez menos efeitos adversos e maior
eficacia, proporcionando assim uma melhor qualidade de vida para um
numero cada vez mais crescente de pessoas acometidas com a doenca de
Alzheimer.

2.3.1.1.1 Métodos para a determinacéo da atividade da AChE

O método classico para a determinacdo da atividade da enzima
AChE foi descrito pela primeira vez por ELLMAN e colaboradores
(1961), utilizando o acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzdico (DTNB), também
desenvolvido por ELLMAN (1959). O protocolo se baseia na hidrolise de
acetiltiocolina (AThCh) em tiocolina (TCh) e acetato pela AChE e
posterior reacdo da tiocolina com o DTNB, formando um produto que
pode ser monitorado por espectrofotdmetro em comprimento de onda de
405 nm (figura 11). A atividade da enzima, é entdo determinada em
fungdo da absorbancia da mistura reacional neste comprimento de onda
especifico.

Figura 11 - Reacdo de Ellman.
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Amax = 405 nm
Fonte: O autor.

Vaérios trabalhos nas décadas que se seguiram utilizaram esse
método para realizar estudos em diferentes aplicacGes, como determinar
a atividade da AChE em pacientes (WOREK et al., 1999), para o
desenvolvimento de “kits” portéateis (WOREK et al., 2016), ou também
para avaliar o potencial  de inibicdo desta enzima por amostras
promissoras in vitro (MAGINA etal., 2012; MATA et al., 2007), ou ainda
em placas de cromatografia em camada delgada (RHEE et al., 2001). O
resultado é geralmente expresso como ICsp, que significa a concentragdo
de amostra necessaria para proporcionar 50 % de inibicdo da atividade
enzimatica.

Em 2007, um grupo de pesquisadores da China publicou dois
trabalhos propondo primeiramente um método de EMMA classico para a
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avaliacdo da atividade desta enzima. Neste método, os reagentes foram
misturados por meio da aplicacdo de um pequeno campo elétrico, que foi
validado utilizando tacrina (inibidor da AChE comercialmente
disponivel) e uma pequena biblioteca quimica contendo quatro inibidores
de AChE e 32 extratos naturais (TANG; WANG; KANG, 2007b). No
mesmo ano, este  grupo desenvolveu um método por meio de
imobilizagdo “camada-por-camada” da enzima no capilar, e o demonstra
com uma triagem de uma pequena biblioteca de compostos contendo
quatro inibidores conhecidos da AChE e 42 extratos naturais (TANG;
WANG; KANG, 2007a). Esses trabalhos estabeleceram alguns
pardmetros essenciais para a realizacéo deste ensaio utilizando a CE. Por
ser uma enzima dependente de magnésio, foi estabelecido que a
concentracdo de MgSO, 6tima para a reagdo enzimatica neste tipo de
método seria de 20 mmol L-* na solucéo contendo o substrato. Além disso,
o eletrdlito de corrida (BGE, do inglés background electrolyte) adequado
para este ensaio foi composto por borato-fosfato a 30 mmol L.

Pouco tempo depois, MARTIN-BIOSCA e colaboradores (2009)
propuseram um método através da reacdo no “inlet” do capilar, utilizando
a difusdo como modo de mistura das secdes de enzima e de substrato.
Neste trabalho, os autores obtiveram a méxima produgdo de TCh, o
produto da reagdo, em um tempo de incubacdo de dois minutos. Para a
aplicabilidade da metodologia proposta e para estimar diferentes
pardmetros cinéticos de interesse, tais como as constantes de inibi¢ao (Kj),
identificacdo do mecanismo de ag&o inibitoria e 1Cso, foram utilizados o0s
compostos tacrina, neostigmina e edrofénio, de atividade conhecida. Os
resultados obtidos foram comparaveis aos da literatura na época, o que
confirmou a eficacia da metodologia proposta.

Mais recentemente, MIN e colaboradores (2012) propuseram
método de imobilizacdo da enzima em um capilar de silica fundida
modificada com polietilenimina policatidnica, juntamente com solugdes
da enzima e quitosana injetadas para imobilizar a enzima por meio de
interacdo eletrostatica. Os autores utilizaram o método para realizar a
triagem de uma pequena biblioteca de compostos contendo dois
inibidores conhecidos de AChE e 30 extratos naturais. Outro trabalho que
também utilizou a estratégia de imobilizacdo enzimatica, os autores
utilizaram poli(cloreto de dialildimetilaménio) para construir um
microreator, baseando-se na interacao eletrostatica da enzima (carregada
negativamente) com o polimero (positivo), em uma montagem na
estratégia de “camada-por-camada” (TANG; WANG; KANG, 2007a).

Por fim, microesferas magnéticas de silica foram utilizadas com
sucesso para a imobilizacdo de AChE. Essas microesferas
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funcionalizadas foram utilizadas para a investigacdo de inibidores da
enzima, ao se fazer a reagcdo com substrato em tubos de ensaio e se separar
as microesferas com enzima da solugdo por meio de um ima. O
sobrenadante foi analisado em equipamento de ESI-MS e a atividade da
enzima relacionada com o produto formado, monitorado pela sua razao
massa carga (m/z) no espectrdmetro de massas (HU et al., 2008).

Diferentemente do método espectrofotométrico classico para a
determinacéo da atividade da AChE, em um método utilizando a CE, ndo
se faz necessaria a segunda etapa do método da Ellman, caracterizada pela
reacdo da tiocolina com o DTNB. Em um equipamento de CE equipado
com detectores de UV-Vis, é possivel monitorar um comprimento de
onda especifico para o substrato e o produto, e assim acompahar a
atividade enzimética avaliando a area sob a curva dessas substancias. Essa
inovacdo, permite que 0 método seja mais rapido e se diminua o consumo
de reagentes em relacdo ao método classico.

Dentro deste contexto, em determinada etapa de estudo, o presente
trabalho prop6s a utilizacdo de um suporte diferente para a enzima AChE,
nanoparticulas magnéticas, para a realizagéo da reacdo dentro do capilar,
algo que para 0 melhor de nosso conhecimento ainda nédo se faz presente
na literatura atual. Com isso se visou a economia de enzima utilizada nos
ensaios, aliado a uma nova proposta de imobilizacdo da enzima AChE
dentro do capilar.

2.3.1.2 Diabetes mellitus

O diabetes mellitus como doenga (um grupo de sintomas), mas ndo
a sua patogénese, é conhecida hé cerca de 3.500 anos. O papiro de Ebers,
datado de 1.550 a.C. e localizado no Egito antigo, contém descricdes de
varias doencas, entre elas uma sindrome polidrica, possivelmente o
diabetes. Os tratados ayurvédicos da india antiga descreveram em
detalhes o diabetes como sendo uma enfermidade de dois tipos: congénita
e de inicio tardio. Além disso, os indianos notaram a relagdo do diabetes
com a hereditariedade, obesidade, vida sedentéria e a dieta. A primeira
associacdo de poliuria com o sabor doce foi relatada na literatura indiana
do século V-VI d.C. por Sushruta (um notavel médico indiano). Areteu
da Capaddcia (81-138 d.C.) descreveu a condi¢cdo como uma doenca
polidrica, usando a palavra grega dwpntng (diabetes), que significa
“sifdo”, para descrever a doenga. O arabe Avicena (980-1037 d.C.)
descreveu com precisdo as caracteristicas clinicas e algumas
complicagdes do diabetes (neuropatia periférica, gangrena e disfuncéo
erétil) e enfatizou a ideia do sabor doce da urina, e pode té-lo introduzido
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aos europeus por meio de seu livro (O Céanone da Medicina), que
influenciou a pratica médica por diversos séculos (LAKHTAKIA, 2013).

A histéria moderna do diabetes comega com a redescoberta do
sabor doce da urina de pacientes diabéticos por Thomas Willis em 1675.
Willis afirmou inequivocamente que a urina de pessoas diabéticas é
"interessantemente doce, como se fosse impregnada de mel ou agtcar",
acrescentando a palavra latina “mellitus”, que significa literalmente mel
doce, a palavra grega diabetes para descrever a doenca. Foi apenas em
1776 que Dobson confirmou pela primeira vez a presenca de excesso de
acUcar na urina e sangue. Outro marco importante na histéria do diabetes
é 0 estabelecimento do papel do figado na glicogénese e o conceito de que
o0 diabetes é devido ao excesso de producdo de glicose foi estabelecido
por Claude Bernard na Franca em 1857. O papel do pancreas na
patogénese do diabetes foi descoberto por Mering e Minkowski em 1889,
gue mais tarde levou ao descobrimento, isolamento e o primeiro uso
clinico da insulina em pacientes diabéticos por Fredrick Banting (1891-
1941) e Charles Best (1899-1965) em Toronto no Canada. Em 1923,
Banting e seu professor coordenador, John Macleod (1876-1935),
receberam o prémio Nobel de Fisiologia e Medicina em decorréncia de
suas descobertas (AHMED, 2002).

O diabetes mellitus como conhecemos hoje € um grupo de doengas
metabdlicas caracterizadas por hiperglicemia cronica resultante de
defeitos na secrecdo de insulina ou da acéo da insulina, ou ainda ambos.
As anormalidades no metabolismo dos carboidratos, lipidios e proteinas
sdo resultado da importancia da insulina como um horménio anabdlico.
Alguns pacientes diabéticos sdo assintomaticos, especialmente aqueles
nos primeiros anos de diabetes tipo 2; outros demonstram hiperglicemia
marcada, e especialmente criancas com deficiéncia absoluta de insulina
podem sofrer de poliuria, polidipsia, polifagia, perda de peso e visdo
turva. Se ndo controlada, a doenga pode levar ao estupor e coma, e se ndo
for tratado pode causar a morte, devido a cetoacidose ou mais raramente
a uma sindrome hiperosmolar ndo-cetética (CRAIG; HATTERSLEY;
DONAGHUE, 2009).

Embora a classificacdo do diabetes seja importante e tenha
implicacGes para as estratégias de tratamento, esta ndo é uma tarefa facil.
Muitos pacientes ndo se encaixam facilmente em uma Unica classe,
especialmente os adultos mais jovens, e 10 % podem exigir revisdo apés
classificados. A classificacdo classica do diabetes como proposta pela
Associacdo Americana de Diabetes (ADA, do inglés American Diabetes
Association) em 1997 como tipo 1, tipo 2, outros tipos e diabetes mellitus
gestacional ainda é a classificacdo mais aceita. O diabetes tipo 1
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caracteriza-se pela destruicdo autoimune das células beta pancreéaticas
levando a deficiéncia absoluta de insulina. No diabetes tipo 2 existe auma
predominante resisténcia a insulina com deficiéncia relativa de insulina.
Ja o0s outros tipos de diabetes incluem, em particular, diabetes
monogeénica, diabetes secundaria e diabetes associados a sindromes
genéticas complexas. Por fim, o diabetes gestacional é definida como um
defeito de tolerancia & glicose com inicio ou primeiro reconhecimento
durante a gravidez (GALTIER, 2010).

Em termos de epidemiologia, as regides do Oriente Médio e Norte
da Africa tém a maior prevaléncia de diabetes em adultos (10,9 %),
enquanto a regido do Pacifico Ocidental tem o maior nimero de adultos
diagnosticados com diabetes, e tem paises com a maior prevaléncia de
diabetes (37,5 %). De acordo com um relatério publicado em 2013 pela
Federacdo Internacional de Diabetes, de 90 % a 95 % dos pacientes com
diabetes pertencem ao tipo 2, e a maioria destes pacientes sdo adultos (20-
79 anos) (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2013). A
prevaléncia global da doenca ¢é de 8,3 % (382 milhGes de pessoas), com
14 milhdes a mais de mulheres, a maioria entre as idades de 40 e 59 anos
(tabela 1), e com previsdo de aumento deste nimero para além de 592
milhdes em 2035, representando cerca de 10,1 % da populagdo global
(KHARROUBI; DARWISH, 2015).

No Brasil, a prevaléncia € um pouco menor; em 2010, estimava-se
gue 6,3 % dos brasileiros com idade igual ou superior a 18 anos
desenvolviam o diabetes, com um custo anual direto estimado de US$
3,952 bilhGes em 2000, e custo anual indireto estimado de US$ 18,6
bilhdes (BERTOLDI et al., 2013).

Um dos alvos estratégicos no tratamento desta doenca é a enzima
a-glicosidase, cuja atividade é fundamental para varios processos
bioguimicos, tais como a degradacdo de polissacarideos da dieta,
fornecendo unidades de monossacarideos, que podem entdo ser
absorvidos e utilizados pelo organismo. Essa funcdo no organismo
justifica a procura de potenciais inibidores terapéuticos da a-glicosidase
para serem utilizados no diabetes, obesidade, entre outras doengas.
Exemplos de farmacos (figura 12) j& utilizados na terapéutica no
tratamento de diabetes ndo insulinodependente (tipo 2) com mecanismo
de agdo inibidor da a-glicosidases sdo a acarbose (Glucobay®) e o miglitol
(Glyset®), pois interferem na digestdo de carboidratos da dieta, reduzindo
a hiperglicemia pos-prandial (BORGES DE MELO; DA SILVEIRA
GOMES; CARVALHO, 2006).



Tabela 1 - Nimero de individuos com diabetes tipo 1 em criangas (0-14 anos), com diabetes em adultos (20-79 anos) e com
hiperglicemia (tipo 2 ou diabetes gestacional) na gravidez (20-49 anos).

Diabetes tipo 1 em criancas

Diabetes em adultos

Hiperglicemia na

gravidez

(0-14 anos) (20-79 anos) (20-49 anos)
Reqi 2013 2013 2035 2013
egido
Ndmero Recém- Ndmero Ndmero Casos em
em diaanosticados em Prevaléncia em Prevaléncia nascidos Prevaléncia
. gnos S comparativa S comparativa ~ vivosem  comparativa
milhares em milhares milhdes milhdes milhdes
Africa 39,1 6,4 19,8 57% 41,5 6,0 % 4,6 14,4 %
Europa 129,4 20,0 56,3 6,8 % 68,9 71% 1,7 12,6 %
Oriente Medio e o, 10,7 34,6 10,9 % 67,9 11,3 % 34 175 %
Norte da Africa
Americado Norte g ¢ 16,7 36,8 9.6 % 50,4 9.9 % 0,9 10,4 %
e Caribe
América do Sul e 456 7.3 24,1 8,2 % 38,5 8,2% 0,9 11,4 %
Central
Sudeste Asidtico 77,9 12,5 72,1 8,7 % 123,0 9,4 % 6,3 25,0 %
Pacifico 32,5 5,3 138,2 8,1 % 201,8 8,4 % 3,7 11,9 %
Ocidental
Mundo 497,1 78,9 381,8 8,3 % 592,0 8,8 % 21,4 14,8 %

Fonte: Adaptado de KHARROUBI e DARWISH (2015).

A
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Figura 12 - Exemplos de farmacos inibidores da a-glicosidase.

R

HO ©OH HO OH HO OH HO  OH HO OH

Acarbose Miglitol
Fonte: O autor.

O cenério epidemioldgico torna claro que a busca por novas
alternativas para o tratamento da doenca, entre estes 0s agentes inibidores
da enzima a-glicosidase, é urgente. FArmacos cada vez mais eficazes, com
menos efeitos adversos e mais acessiveis a populagdo séo o estimulo para
se tornar a vida dos acometidos pela diabetes cada vez melhor.

2.3.1.2.1 Métodos para a determinagdo da atividade da a-glicosidase

Na década de 1970, alguns trabalhos ja verificavam a capacidade
de certas culturas de micro-organismos em inibir a atividade de
glicosidases (NIWA et al., 1970; PULS et al., 1977; SCHMIDT et al.,
1977). Porém, foi somente na década de 1990 que WALKER, WINDER
e KELLAM (1993), desenvolveram um método colorimétrico para a
determinacdo da atividade de a-amilase, B-galactosidase e a-glicosidase
aplicado a microplacas. O grupo de pesquisa utilizou o método para
efetuar uma triagem de inibidores de glicosidases em microalgas e
cianobactérias (CANNELL et al., 1987). Este método se baseia na quebra
daligacdo glicosidica a-1,4 do p-nitrofenil a-D-glicopiranosideo (p-NPG,
substrato da enzima), formando p-nitrofenol (p-NP, produto da reacéo),
gue é detectado pela sua absorvancia a 410 nm (figura 13) e relacionado
com a atividade da enzima.

Figura 13 - Reacéo do p-NPG com a enzima a-glicosidase.
OH

OH
Mo _wgioosidase _ yo (o, NO
HO H,0 HO
2 O oH ©

RS '
NO Amax = 410 nm

2

Fonte: O autor.
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O método ja foi empregado em inumeros trabalhos existentes na
literatura para se avaliar a potencial atividade de inibicdo da enzima o-
glicosidase por parte de amostras promissoras, provenientes das mais
diversas fontes (DE SOUZA et al., 2012; KIM et al., 1997; LIU et al.,
2006; MENG et al., 2016). Assim como nos ensaios de avaliacdo da
atividade da enzima AChE, costuma-se expressar o resultado como uma
relacdo da concentracdo da amostra que proporciona 50 % de inibicéo da
atividade enzimatica, denominado 1Cso.

O método foi entdo transposto para o universo da CE no inicio do
século XXI por grupo de pesquisa de Téquio, que desenvolveu método
plugue-plugue classico para as enzimas a-glicosidase, f-galactosidase e
B-N-acetilglicosaminidase. Nestes trabalhos, os autores estabeleceram os
pardmetros primordiais para o ensaio, como por exemplo o fato de que os
eletrélitos para se realizar a reacéo e proporcionar a separacdo deveriam
ser diferentes, devido a incompatibilidade da enzima com o eletrélito de
separacdo, e estudaram parametros cinéticos das enzimas no método
proposto (KANIE; KANIE, 2002, 2003).

Em 2010, um grupo chinés utilizou o método para avaliar a
capacidade de 21 ervas tradicionais chinesas em inibir a enzima o-
glicosidase, variando porém o tipo de EMMA para o modo plugue-plugue
com reagdo no “inlet” (GUO et al., 2010). Trés anos mais tarde, um grupo
de pesquisadores do Paquistdo desenvolveu método de EMMA “off-line”
(fora do capilar) em modo pré-capilar para avaliar a inibigdo da o-
glicosidase quando exposta a polioxometalatos, agregados oligoméricos
de cations de metais de transicao ligados por anions de éxido (IQBAL et
al., 2013). No mesmo ano, outro grupo da China desenvolveu e aplicou
método de EMMA com a enzima imobilizada em um mondlito polimérico
poroso de poli(glicidil metacrilato-co-etileno dimetacrilato) modificado
com nanoparticulas de ouro, um microrreator, para avaliar o potencial de
inibicdo de 11 produtos naturais (ZHANG et al., 2013). Recente trabalho
descreveu um microrreator de maneira diferente, onde a-glicosidase foi
imobilizada na parede interna do capilar tratado com 3-
aminopropiltrietoxisilano e utilizando o glutaraldeido como ligante
homobifuncional, aplicando o modelo para estudos de cinética com o
inibidor padrédo acarbose (LIU; CHEN; SHI, 2015).

Ao final, a utilizagdo de nanoparticulas magnéticas em ensaios
enzimaticos de a-glicosidase por CE foi abordada em estudo que
imobilizou a enzima nanoparticulas magnéticas de Fe3Oa, € a utilizou para
realizar a investigacdo de inibidores enziméticos em plantas da medicina
tradicional chinesa. Neste estudo porém, a reacdo foi realizada fora do
capilar de eletroforese, em tubo de ensaio, e um ima utilizado para separar
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as nanoparticulas do meio reacional e uma aliquota deste é analisada por
CE, para a verificagdo do produto formado (LIU; CHEN; SHI, 2017).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento de métodos de microandlise mediada por
eletroforese capilar (EMMA) e de microrreator de enzima imobilizada
(IMER) aplicados no rastreio de novos agentes terapéuticos para doenca
de Alzheimer e diabetes baseados na inibi¢do de AChE e a-glicosidase.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudo 1 — Desenvolvimento de EMMA mdltiplo para AChE e a-
glicosidase aplicado a sucos de frutas:

o Propor método de EMMA multiplo para AChE com o sistema de
injecdes multiplas sequenciais;

o Propor método de EMMA multiplo para a-glicosidase com o
sistema de inje¢fes multiplas sequenciais;

o Aplicar os métodos de EMMA multiplo para o rastreio de novos
agentes inibidores da AChE e da a-glicosidase em amostras de
sucos de frutas naturais;

o Analisar os sucos de frutas por HPLC-ESI-MS/MS a fim de
identificar os fenolicos presentes responsaveis pela atividade
verificada;

e Estudo 2 — Desenvolvimento de EMMA duplo simultaneo para AChE

e a-glicosidase aplicado a compostos fenélicos selecionados:

o Propor método de EMMA duplo simultianeo para AChE e a-
glicosidase utilizando o sistema de inje¢cdes multiplas;

o Aplicar o método de EMMA duplo simultaneo para o rastreio de
novos agentes inibidores da AChE e da a-glicosidase em fenélicos

isolados selecionados pelas analises dos sucos de frutas;
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e Estudo 3 — Desenvolvimento de método de IMER pelo ancoramento
da AChE em MNPs aplicado a extratos vegetais de espécies de
Myrtaceae:

o Propor método de IMER para a AChE utilizando nanoparticulas
magnéticas de ferrita de manganés;

o Aplicar o método de IMER para o rastreio de novos agentes
inibidores da AChE em amostras de extratos vegetais de espécies

da familia Myrtaceae.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 INSTRUMENTACAO

Experimentos de eletroforese capilar foram conduzidos em
equipamento Agilent 7100 CE System (Agilent Technologies, Palo Alto,
USA) equipado com um detector de arranjos de diodos (DAD) e software
ChemStation para controle, processamento e aquisicdo de dados. Foram
utilizados capilares de silica fundida com revestimento externo de
poliimida ou poliacrilato (Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, USA),
com temperatura ajustada em 37 °C.

Analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas sequencial com ionizag¢do por “electrospray”
(HPLC-ESI-MS/MS, do inglés High-performance liquid
chromatography tandem mass spectrometry with electrospray
ionization,) foram feitas em um cromatégrafo liquido Agilent® 1200
(Agilent Technologies, Palo Alto, USA), com fonte de ionizacdo
TurbolonSpray® acoplada a um espectrometro de massas Qtrap® 3200
(Applied Biosystems/MDS SCIEX, EUA). O software Analyst® (versao
1.5.1) foi utilizado para o registro e tratamento de dados.

As caracterizagdes das nanopaticulas magnéticas foram realizadas
em espectrometro Shimadzu modelo IR-Prestige 21 (Shimadzu Corp.,
Kyoto, Japan), Zetasizer Malvern Instruments modelo Nano Series
(Spectris PLC., Egham, UK), termobalanca Shimadzu modelo TGA-50
Series (Shimadzu Corp., Kyoto, Japan), microscopio eletrénico JEOL
modelo JEM-1011 TEM (JEOL Ltd., Tokyo, Japan), difratbmetro
PANalytical modelo Xpert PRO Multiporpose Diffractometer (Spectris
PLC., Egham, UK) e magnetdbmetro Quantum Design modelo PPMS
EverCool-11® equipado com Vibrating Sample Magnetometer (Quantum
Design Inc., San Diego, USA).

Outros equipamentos utilizados para preparo de amostra e de
solucdes foram: Ultra-Turrax® IKA modelo T25 (IKA-Works Inc.,
Wilmington, USA).

4.2 REAGENTES

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. AChE de
Electrophorus electricus (EC.3.1.1.7), a-Glicosidase de Saccharomyces
cerevisiae (EC 3.2.1.20), metilsulfato de neostigmina, acarbose,
propranolol, &cido cindmico, 4-hidroxibenzoato de butila, iodeto de
acetiltiocolina  (AThCh), p-nitrofenil «-D-glicopiranosideo (p-NPG),
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tetraborato de sodio anidro (Na2B40O-), acido formico, reagente de Folin-
Ciocalteau, quitosana de massa molar média (QTS), acido citrico
monohidratado e tripolifosfato de sodio (TPP) foram adquiridos de
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Sulfato de magnésio (MgSQOa)
anidro, carbonato de sédio anidro (Na2COs), metanol (MeOH), écido
acético glacial e glutaraldeido (GA) 50 % foram adquiridos de Vetec
(Duque de Caxias, RJ, Brasil), dihidrogenofosfato de sddio
monohidratado (NaH.PO4 * H0) adquirido de FischerChemical (Fair
Lawn, NJ, EUA), &cido boérico (HsBOs) e hidrogenofosfato de sodio
anidro (Na;HPO4) adquiridos de Synth (Diadema, SP, Brasil) e hidroxido
de sédio (NaOH) adquirido de Neon Comercial (Sdo Paulo, SP, Brasil).
A 4agua utilizada para o preparo de amostras e eletrélito de corrida foi
deionizada utilizando equipamento Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
EUA).

4.3 PROCEDIMENTOS GERAIS

Novos capilares foram condicionados durante 30 minutos com
NaOH 1,0 mol L* e 4gua Milli-Q, e em seguida, durante 15 min com
BGE apropriado & 1.000 mbar. A fim de obter boa simetria de pico e
tempos de migrag&o reprodutiveis, o capilar foi condicionado no inicio de
cada dia com a seguinte sequéncia: 5 min com NaOH 1,0 mol L%; 5 min
com &gua Mili-Q; e 5 min com BGE & 1.000 mbar. Entre as corridas, o
capilar foi condicionado com agua Mili-Q durante 30 s, e BGE durante 1
min.

A atividade da enzima foi determinada pela area de pico do
produto, uma vez que o tempo de reacdo é constante devido aos
comprimentos idénticos dos plugues de enzima e substrato durante todos
0s experimentos. A percentagem de inibicdo enzimatica foi calculada de
acordo com a seguinte equacao:

% inibigéo = 100 — ( x 100) 3)

x
branco

Na equacgdo, “x” representa a area do pico do produto de reacdo
determinado em uma dada concentracdo de inibidor ou amostra, e
“branco” é o pico do produto de reacdo determinado em teste sem a
presenca de um inibidor. Os valores de area do pico do produto
determinados neste estudo foram medidos da média de experimentos
realizados em triplicata. O software Microsoft® Excel 2016 foi utilizado
para realizar a andlise estatistica de regresséo.



55

44ESTUDO 1 — DESENVOLVIMENTO DE EMMA MULTIPLO
PARA AChE E a-GLICOSIDASE APLICADO A SUCOS DE FRUTAS

4.4.1 Preparo das amostras de sucos

Os sucos de frutas foram gentilmente cedidos por parceria com a
Prof.2 Dr.2 Michele Debiasi Alberton, do Laboratério de Pesquisa em
Produtos Naturais, do departamento de ciéncias farmacéuticas da
Universidade Regional de Blumenau (FURB).

Para produzi-los, foram adquiridas treze frutas (figura 14) de um
mercado local de alimentos, com base em critério de disponibilidade,
sendo elas: mac¢d (Malus pumila Miller), uva (Vitis sp.), goiaba (Psidium
guajava L.), jaboticaba [Plinia cauliflora (Mart.) Kausel], kiwi (Actinidia
deliciosa C.F.Liang e A.R.Ferguson), manga (Mangifera indica L.),
amora (Morus sp.), laranja [Citrus x sinensis (L.) Osbeck], maracuja
(Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.), limédo tahiti [Citrus x latifolia
(Yu.Tanaka) Tanaka], pitanga (Eugenia uniflora L.), pitaya [Hylocereus
undatus (Haworth) Britton & Rose] e morango (Fragaria x ananassa
Duchesne).

Figura 14 - Frutas utilizadas para a produg¢do dos sucos.

Fonte: O autor.

Quarenta gramas do fruto inteiro (sementes de limdo, maca e
manga foram removidas) foram liquidificados com 200 mL de é&gua
deionizada, resultando em um suco que foi filtrado sob pressdo reduzida,
liofilizado (-50 °C, 48 h) e armazenado em recipientes vedados a - 20 °C
até analise.
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4.4.2 Solugbes

Os método de EMMA mdltiplo para avaliacdo da inibigcdo de
AChE e a-glicosidase foi realizado com base nos métodos descritos por
MARTIN-BIOSCA et al. (2009) e GUO et al. (2010), com modificacdes.
O eletrélito de fundo (BGE) nos experimentos de AChE foi tampéo
borato-fosfato a 30 mmol L (pH 8,0), preparado com H3BO3 e NaH;PO4
em agua Milli-Q e ajustando o pH com NaOH 1,0 mol L. A solugdo
enzimatica foi preparada diluindo AChE a 10 U mL* com BGE borato-
fosfato. As solugBes para o ensaio de inibicdo da AChE foram preparadas
com o inibidor padrdo (neostigmina) ou amostra de suco (5 mg mL1), 2,0
mmol L de substrato (AThCh), 20 mmol L* MgSO4 e propranolol como
padrdo interno a 25 mg L* em BGE. As solucdes de suco para os testes
de atividade inibitéria foram preparadas dissolvendo 100 mg do material
liofilizado em 10 mL de &gua deionizada e centrifugando a 12.000 rpm
por 120 s.

Ja nos ensaios de o-glicosidase, utilizou-se dois BGE diferentes.
Um para separacéo e outro para realizacao da reacdo enzimética. O BGE
utilizado para promover a separacdo de substrato e produto foi composto
por 20 mmol L de Na2B4O7 (pH 9,2) preparado em dgua Milli-Q. O BGE
para a reacdo enzimatica foi composto por 30 mmol L de NaH,PO4 e 10
mmol L* de Na,HPO, (pH 6,8) preparado em agua Milli-Q. A solucéo
enzimatica foi preparada diluindo a-glicosidase, em BGE fosfato também
em concentracdo de 10 U mL™. As solucdes de teste foram preparadas
com inibidor padréo (acarbose) ou amostra de suco (1,0 mg mL™?), 0,2
mmol L de substrato (p-NPG) e acido cindmico como padrdo interno a
25 mg Lt em BGE fosfato.

Com o objetivo de avaliar pardmetros cinéticos e inibitérios da
AChE, foram utilizadas diferentes concentragdes de substrato, variando
de 0,2 a 5,0 mmol L, e de neostigmina, variando de 0,0 a 40 pmol L.
Para os mesmos estudos, com a a-glucosidase, foram utilizadas
concentracdes de substrato variando de 0,1 a 1,2 mmol L™ e de acarbose,
variando de 0,0 a 0,6 mmol L.

4.4.3 Condicdes eletroforéticas

Nos experimentos do estudo 1 foram utilizados capilares de 58,5
cm de comprimento total (efetivo de 50 cm) com didmetro interno de 50
um, externo de 375 um e com revestimento externo de poliimida. Nos
ensaios de AChE o detector foi ajustado a 230 nm, e nos de a-glicosidase
a 270 e 406 nm, devido aos maximos de absorcdo de padrdo interno e
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produto, respectivamente. Para se realizar o experimento, o capilar teste
foi previamente preenchido com o BGE, e as solu¢bes de enzima e
substrato (com ou sem inibidor), foram introduzidas pela extremidade do
capilar mais distante do detector (“inlet ) do capilar hidrodinamicamente
em modo “sanduiche”, na seguinte sequéncia: agua deionizada (20 mbar
por 5 s), solucdo de enzima (50 mbar por 5 s), solugdo de teste com
substrato (50 mbar por 5 s), solucdo de enzima (50 mbar por 5 s) e agua
deionizada (20 mbar por 5 s). O procedimento de injecBes maltiplas para
obtencdo de dois testes em um Unico experimento foi realizado injetando-
se dois “sanduiches” de teste em sequéncia, com um plugue (chamado de
espacador), composto apenas pelo BGE, entre as duas inje¢des, com 50
mbar por 12 s para AChE e 20 s para a-glicosidase.

Apos todas as inje¢des, 0 BGE foi inserido com 50 mbar por 30 s,
com a finalidade de empurrar todos os segmentos para a regiao
termostatizada do capilar, que é aquela que fica no interior do cartucho
do equipamento. Uma vez injetados, os plugues sdo deixados em repouso
por um periodo de incubacdo de 2 min para que a reagdo aconteca. Ao
final, uma tensdo de 30 kV é entdo aplicada para promover 0 processo de
separagao.

4.4.4 Analise de capacidade redutora de Folin-Ciocalteau

Utilizou-se a analise da capacidade redutora de Folin-Ciocalteau
para a investigacdo de compostos fendlicos totais nos sucos de frutas,
determinado através da reacdo de Folin-Ciocalteau, de acordo com o
método descrito por ANAGNOSTOPOULOU et al. (2006). Uma aliquota
de 0,5 mL de uma solucéo de amostra (sucos a 10 mg mL*, em &gua ultra-
pura), 5,0 mL de agua destilada e 0,25 mL do reagente de Folin-
Ciocalteau foram misturados e, apds 3 min, 1,0 mL de solucdo saturada
de Na,COs foi adicionada. Esta solugdo foi entdo agitada e deixada em
repouso durante 1 h. Os valores de absorvancia das solugdes foram
determinados em espectrofotdmetro a 725 nm. Para o teste branco, uma
solugdo foi preparada como descrito acima, porém sem a solucdo de
amostra. A concentragdo de fenois foi estimada por interpolacéo a partir
de uma curva de calibracdo, construida com solucdes padrdo de acido
galico nas concentracdes de 25 a 300 mg L, diluidas em MeOH. Todos
os testes foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos
em mg de acido galico por L de suco (mgGA L7).
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4.4.5 Analise de compostos fenolicos por HPLC-ESI-MS/MS

A andlise por HPLC-ESI-MS/MS foi realizada utilizando os
pardmetros de pré-tratamento da amostra, cromatograficos e de
espectrometria de massas previamente descritos por SCHULZ et al.
(2015). No equipamento utilizou-se coluna Phenomenex® Synergi 4p
Polar-RP 80A (150 mm x 2 mm, tamanho de particula de 4 pm) a 30 °C
Os eluentes foram constituidos pela mistura os solventes A (MeOH/H,0
na proporcéo de 95:5, v v1) e B (H.O/acido férmico 0,1 %) como segue:
1° estagio — 10 % de solvente A e 90 % de B (modo isocrético) por 5 min;
2° estagio — gradiente linear dos solventes A e B (de 10 a 90 % de A) por
2 min; 3° estagio — 90 % de solvente A e 10 % de B (modo isocratico) por
3 min; 4° estagio — gradiente linear dos solventes A e B (de 90 % a 10 %
de A) por 7 min com fluxo de 250 uL. min! para a fase mével. Em todas
as analises, o volume injetado foi de 5 L.

Para a identificagdo e quantificacdo dos compostos, padrdes de 46
compostos  fendlicos  (4cido  4-aminobenzéico,  4cido  4-
hidroximetilbenzdico, apigenina, aromadendrina, acido caféico, carnosol,
catequina, &cido clorogénico, crisina, acido cinamico, coniferaldeido,
acido  elagico, epicatequina, epigalocatequina, galato de
epigalocatequina, eriodictilol, &cido ferulico, enxofre, galanga, é&cido
galico, hispudulina, isoquercetina, kaempferol, acido mandélico, acido
metoxifenilacético, mirricetrina, naringerina, naringina, acido p-anisico,
acido p-cumarico, pinocembrina, &cido protocatecuico, quercetina,
resveratrol, &cido rosmarinico, rutina, acido salicilico, escopoletina,
sinapaldeido, acido sinapico, siringaldeido, cido siringico, taxifolina,
umbeliferona, &cido vanilico e vanilina) dissolvidos em MeOH (0,02 a
6,0 mg L) foram analisados sob as mesmas condicdes descritas acima.

O cromatdgrafo liquido foi acoplado a um espectrometro de
massas hibrido triplo quadrupolo/ion-trap linear utilizando fonte de
ionizacdo por eletronebulizagdo, em modo positivo de ioniza¢do, com as
seguintes parametros: interface ion-spray a 400 °C; tensdo ion-spray de
4500 V; curtain gas, 10 psi; gas de nebulizagdo, 45 psi; gas auxiliar, 45
psi; e gas de colisdo, médio. Os pares de ions foram monitorados no modo
de monitoramento de reac6es multiplas (MRM).

As amostras de suco foram preparadas dissolvendo 50 mg do
material liofilizado em 5 mL de solucgéo de &cido cloridrico pH 2. Estas
solucdes foram extraidas trés vezes com 2 mL de éter etilico cada, e os
trés extratos foram combinados. Apds a secagem do extrato combinado,
este foi armazenado em um recipiente vedado a -20 °C. Antes da analise,
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o0 material seco foi dissolvido em 1 mL de MeOH e centrifugado a 12.000
rpm durante 120 s, e diluido em proporcao 3:7 de amostra/H,0.

45ESTUDO 2 - DESENVOLVIMENTO DE EMMA DUPLO
SIMULTANEO PARA AChE E o-GLICOSIDASE APLICADO A
COMPOSTOS FENOLICOS SELECIONADOS

4.5.1 Amostras de compostos fenolicos

O Laboratério de Eletroforese Capilar possui uma biblioteca de
compostos fendlicos bastante extensa, ja previamente adquiridos de
Sigma-Aldrich ou isolados de fontes vegetais e caracterizados por
técnicas espectroscopicas adequadas. Estes compostos fendlicos sdo
utilizados em diversas frentes de trabalho no laboratdrio, e para o presente
estudo foram selecionados os compostos fendlicos identificados nos
sucos de frutas que apresentaram melhor atividade, isto é, jaboticaba e
pitanga. Sao eles: acido galico, quercetina, acido sinapico, acido
salicilico, vanilina, é&cido clorogénico, acido elagico, &cido
protocatecuico, acido p-cumadrico e taxifolina. Todos o0s compostos
fendlicos foram dissolvidos em MeOH em concentragdo de 100 mg L.

4.5.2 Solugbes

O BGE utilizado foi tamp&o borato-fosfato 30 mmol L (pH 8,0).
A solucdo enzimética foi com AChE a 10 U mL* em BGE. As solucdes
para 0 ensaio de AChE foram preparadas com o inibidor padrédo
(neostigmina) ou composto fenélico (10 mg L), 5 mmol L de substrato
(AThCh), 20 mmol L* de MgSQO, e propranolol como padréo interno a
25mg Lt em BGE.

As solugdes para o ensaio de a-glucosidase foram dissolvidas em
BGE fosfato. A solugdo de a-glucosidase foi diluida para 10 U mL* com
0 BGE de fosfato. As solugtes de teste foram preparadas com inibidor
padrdo (acarbose) ou composto fendlico (10 mg L), 0,5 mmol L* de
substrato (p-NPG) e o padrédo interno 4-hidroxibenzoato de butila a 25
mg L em BGE de fosfato.

Com o objetivo de avaliar estudos cinéticos e inibitorios da AChE,
foram utilizadas diferentes concentragdes de substrato, variando de 0,2 a
5,0 mmol L*, e neostigmina, variando de 0,0 a 40 umol L. Para os
mesmos estudos com a a-glucosidase, foram utilizadas concentragdes de
substrato variando de 0,1 a 1,2 mmol L e acarbose variando de 0,0 a 0,6
mmol L.
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4.5.3 Condicdes eletroforéticas

Nos experimentos do estudo 2 foram utilizados capilares de 48,5
cm de comprimento total (efetivo de 40 cm) com didmetro interno de 50
pum, externo de 375 um e com revestimento externo de poliimida. O
detector foi ajustada em 230, 298 e 406 nm, devido aos maximos de
absorcdo de padrdes internos e produtos de reacdo. Para se realizar o
experimento, o capilar teste é previamente preenchido com o BGE, e as
solucdes de enzima e substrato (com ou sem inibidor), sdo introduzidas
pela entrada (“inlet”) do capilar hidrodinamicamente em modo
“sanduiche”, assim como feito no estudo 1 (item 4.4.1). O procedimento
de injecBes mdltiplas para obtencdo do teste duplo simultdneo em um
Unico experimento foi realizado injetando duas sequéncias de teste (cada
uma com seus componentes especificos de AChE e a-glicosidase) em
sequéncia com um plugue (chamado de espacador) composto apenas pelo
BGE, entre as duas injectes, com 50 mbar por 10 s.

Apos todas as inje¢des, 0 BGE foi inserido com 50 mbar por 30s,
com a finalidade de empurrar todos os segmentos para a regido
termostatizada do capilar, que é aquela que fica no interior do cartucho
do equipamento. Uma vez injetados, os plugues sdo deixados em repouso
por um periodo de incubagdo de 2 min para que a reagdo aconteca. Ao
final, uma tensdo de 30 kV é entdo aplicada para promover 0 processo de
separagéo.

4,6 ESTUDO 3 — DESENVOLVIMENTO DE METODO DE IMER
PELO ANCORAMENTO DA AChE EM MNPs APLICADO A
EXTRATOS VEGETAIS DE ESPECIES DE MYRTACEAE

4.6.1 Preparo das nanoparticulas magnéticas

As nanoparticulas magnéticas (MNPs) de ferrita de manganés
(MnFez04) foram obtidas por meio de parceria com o Prof. Dr. Alexandre
Luis Parize e sua aluna Natalia Bruzamarello Caon do Laboratdrio de
Estudo em Materiais Poliméricos da UFSC. Essas nanoparticulas foram
submetidas a processo baseado em trabalho de LI1U, CHEN e SHI (2017),
com algumas modificages, para a incorporacgao da enzima AChE.

4.6.1.1 Incorporacdo de AChE as MNPs

Para se efetuar a incorporagdo de AChE as MNPs de MnFe;Os,
elas primeiramente foram funcionalizadas com quitosana (QTS) de massa



61

molar média. Previamente, 100 mL de uma solucédo de QTS 0,4 g L™ foi
preparada empregando acido acético 1 % (pH 4) como solvente e deixado
em agitacdo por 12 h. Uma aliquota de 2,8 mL de ferrofluido de MNPs
de MnFe;04 (1,0 g de MnFe.0.) foi lavada com citrato (3 lavagens com
acido citrico 0,1 mol L%, ultrassom por 20 min a cada lavagem e
separacdo magnética para remover o0 sobrenadante) e adicionada a
solucdo de QTS, sob agitacdo em equipamento de Ultra-Turrax® em
velocidade de 3000 rpm por 5 min. Em seguida, 50 mL de solucdo de
tripolifosfato (TPP) 0,5 g L™* foi adicionado a mistura de MnFe;O4 e QTS,
e agitado novamente em equipamento de Ultra-Turrax® com 8000 rpm
por 40 min. Apos, o compaésito resultante (MnFe 0.@QTS) foi separado
do sobrenadante com auxilio de ima de neodimio, lavado 6 vezes com
agua ultrapura e liofilizado. A massa final obtida foi de 0,9656 g.

Para garantir uma boa fixagao da enzima com as MNPs, utilizou-
se glutaraldeido (GA) como reticulante da QTS, realizando ligacdo
cruzada entre a enzima e as MNPs com QTS. 50 mg de MnFe 0.@QTS
foram dispersas em 30 mL de solugdo de GA 2,5 % e deixado sob agitacéo
magnética por 4 h em temperatura ambiente. O so6lido resultante
(MnFe.04@QTS-GA) foi novamente separado do sobrenadante com
auxilio de ima de neodimio, lavado seis vezes com &gua ultrapura e
liofilizado. O processo final utilizou 1,0 mg de MnFe;Os@QTS-GA
ressuspendido em 900 pL de BGE borato-fosfato (como citado no item
4.4.2) ao qual adicionou-se 100 pL de solugdo de AChE a 100 U mL*
também em BGE borato-fosfato. Essa mistura foi deixada sob agitagéo
em agitador de mesa com 2000 rpm por 2 h em temperatura ambiente. O
solido resultante (MnFe20,@QTS-GA-AChE) foi lavado trés vezes com
BGE borato-fosfato e acondicionado em 1 mL do mesmo eletrdlito sob
refrigeracéo (2 — 8 °C) até o uso.

4.6.2 Caracterizagdo das MNPs

4.6.2.1 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

As amostras secas foram maceradas em gral de agata com KBr
grau espectroscopico. Imediatamente ap6s a produgdo da pastilha sob
lampada incandescente, os espectros foram adquiridos no espectrémetro
de infravermelho, em modo absorbancia, na faixa de 400 a 4000 cm™,
com 64 aquisicdes e resolucéo espectral de 2 cm™.
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4.6.2.2 Espalhamento de luz dindmico (DLS)

A determinacdo do raio hidrodindmico foi realizada utilizando o
equipamento multiusuario Zetasizer disponivel no Laboratério de
Catélise Biomimética (LaCBio), com laser de 633 nm. A intensidade do
espalhamento de luz foi verificada a 173°, em triplicata, e cada medida
acumulou 15 correlogramas. Foi utilizada célula capilar plastica para
potencial zeta de 1 mL e a concentracdo de cada dispersao diluida foi de
0,1 mgmL™.

4.6.2.3 Potencial zeta

Foi utilizado o equipamento multiusuario Zetasizer disponivel no
Laboratério de Catélise Biomimética (LaCBio), com laser de 633 nm. A
analise foi realizada em célula capilar plastica de 1 mL para potencial
zeta, e a concentracdo de cada dispersdo diluida foi de 0,1 mg mL?. As
medidas foram obtidas em triplicata. Foi utilizada célula capilar plastica
para potencial zeta de 1 mL e a concentracdo de cada disperséo diluida
foi de 0,1 mg mL™.

4.6.2.4 Analise Termogravimétrica (TGA)

Para aquisi¢do das curvas termogravimétricas, foi utilizada uma
termobalanca TGA-50, em que aproximadamente 12 mg de cada amostra
foram depositadas em suporte de platina e aquecidos até 1.000 °C, a uma
razdo de aquecimento de 10 °C min-, utilizando nitrogénio como gas de
arraste (50 mL min?).

4.6.2.5 Microscopia eletrdnica de transmissdo (TEM)

Para avaliar a distribuicdo de tamanhos da ferrita de manganés e
recobrimento com quitosana, imagens de microscopia eletrénica de
transmissdo foram obtidas utilizando o microscdpio eletrénico disponivel
no Laboratdrio Central de Microscopia Eletronica (LCME) da UFSC
realizadas em parceria com a doutoranda Natalia Bruzamarello Caon

Foram preparadas disperses diluidas de cada material em solvente
adequado (isopropanol para ferrita de manganés, &gua para
MnFe;O.@QTS), as quais foram homogeneizadas em ultrassom e
depositadas sobre grid de cobre com filme de carbono ultrafino, com
auxilio de micropipeta. Ap6s secagem do solvente, as amostras foram
armazenadas em porta grid até a analise.
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4.6.2.6 Difracéo de raios-X (XRD)

Os difratogramas da ferrita de manganés e da amostra
MnFe;O4@QTS foram obtidos em um difratbmetro disponivel no
Laboratério de Difracdo de Raios-X (multiusuério) do Departamento de
Fisica da UFSC. Estas analises foram realizadas em parceria com 0
Professor Fabricio Luiz Faita (Instituto de Fisica/UFRGS).

4.6.2.7 Magnetometria de Amostra Vibrante (VSM)

O equipamento multiusuario modelo PPMS EverCool-II®
equipado com Vibrating Sample Magnetometer (VSM) marca Quantum
Design, disponivel no Laboratdrio Multiusuario de Caracterizagéo
Magnética de Materiais (LMCMM) da UFSC, foi utilizado para obteng&o
das curvas de magnetizacdo em temperatura de 300 K.

Esta caracterizacdo magnética é importante para avaliar as
propriedades magnéticas da ferrita de manganés sem recobrimento, e
também o efeito do recobrimento de quitosana. Estas analises foram
realizadas em parceria com o Professor Dr. Fabricio Luiz Faita (Instituto
de Fisica/ UFRGS).

4.6.3 Montagem externa do microrreator de enzima imobilizada

Para a confecgdo do IMER, utilizaram-se 10 imas de neodimio
(cada um com 5x5x5 mm) que foram organizados em duas colunas de
arranjo de Halbach (figura 15). Para efetiva imobilizacdo do arranjo de
imas, utilizou-se massa de acrilico para formar um bloco, que uma vez
confeccionado teve aproximadamente 3,5 cm de comprimento, 11 mm de
altura e 6 mm de espessura. Esse bloco de arranjo de imds foi realizado
pela aluna Natélia Bruzamarello Caon do Laboratério de Estudo em
Materiais Poliméricos da UFSC e gentilmente cedido para a execucdo
deste estudo.

Esse bloco de imds, que serve de forca para aprisionar no interior
do capilar as MNPs funcionalizadas com a enzima AChE, teve um capilar
fixado com fita adesiva na face de maior campo magnético, posicionado
no meio do arranjo de imés e a exatos 11,5 cm da extremidade do capilar.
Dessa forma, com o auxilio de um elastico, o bloco de imas fica
posicionado no interior do cartucho de equipamento de eletroforese
capilar (figura 15), garantindo assim o controle de temperatura na regido
onde as MNPs ficaram aprisionadas.
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Figura 15 - Imagens da montagem do microrreator de enzima imobilizada.
Imagem lateral do bloco de iméds em arranjo de Halbach (A), imagem superior do
bloco de iméds em arranjo de Halbach e bloco de imd@ com capilar fixado
acomodados no interior do cartucho do equipamento de eletroforese capilar (C).

Fonte: O autor.

4.6.4 Experimento de atividade enzimatica com IMER
4.6.4.1 Preparo dos extratos vegetais

Os extratos hidroalcodlicos vegetais utilizados foram gentilmente
cedidos por parceria com a Prof. Dr.2 Michele Debiasi Alberton, do
Laboratorio de Pesquisa em Produtos Naturais, do departamento de
ciéncias farmacéuticas da Universidade Regional de Blumenau (FURB).
Para produzi-los, foram coletadas as folhas de sete espécies da familia
Myrtaceae no estado de Santa Catarina, sendo elas: Eugenia brasiliensis
Lam., Eugenia catharinensis D.Legrand, Eugenia involucrata DC.,
Eugenia platysema O.Berg, Myrcia pubipetala Mig., Myrcia splendens
(Sw.) DC. e Plinia cauliflora (Mart.) Kausel.

O material vegetal, apds coleta e identificagdo, foi seco em estufa
com circulacdo de ar a 50 °C e moido em moinhos de facas. Este material
foi submetido a procedimento de maceracdo em etanol 70 % (m m™)
durante sete dias. O extrato obtido foi filtrado e o solvente extrator
evaporado em rota-evaporador (com temperatura inferior a 60 °C) com
condensador acoplado sob vacuo, sendo concentrado até seu volume ser
reduzido. Repetiu-se o procedimento por mais duas vezes, e apGs a
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evaporacdo total do solvente, obteve-se o extrato que foi utilizado nos
ensaios de inibicdo enzimatica.

4.6.4.2 Solugdes

O BGE foi também tampao borato-fosfato 30 mmol L (pH 8,0).
As solucdes para 0 ensaio enziméatico foram preparadas com o inibidor
padrdo (neostigmina) ou amostra teste de extrato (100 mg L), 1,0
mmol L* de substrato (AThCh), 20 mmol L de MgSO4 e imidazol como
padrdo interno a 0,2 mmol Lt em BGE. As solugdes de extratos vegetais
para os testes de atividade inibitéria foram preparadas dissolvendo 1,0 mg
do material seco em 1,0 mL de MeOH e centrifugando a 12.000 rpm por
120 s. Com 0 objetivo de se realizar estudos cinéticos e inibitorios da
AChE imobilizada, foram utilizadas diferentes concentragdes de
substrato, variando de 0,2 a 5,0 mmol L, e neostigmina, variando de 0,0
a 40 umol L2,

4.6.4.3 Condicdes eletroforéticas

Nos experimentos do estudo 3 foram utilizados capilares de 56,5
cm de comprimento total (efetivo de 48 cm) com didmetro interno de 75
um, externo de 375 um e com revestimento externo de poliacrilato. O
detector foi ajustado em 210 e 230 nm, devido aos maximos de absor¢do
de padréo interno e produto de reagdo.

Uma vez montada a configuracdo externa do microrreator, isto é,
o capilar fixo no bloco de imas acondicionado no do cartucho, a
introducdo das nanoparticulas foi realizada no préprio equipamento de
eletroforese capilar. Para isso, o capilar previamente preenchido com
BGE borato-fosfato foi lavado com 1.000 mbar por 30 s com a solugéo
de 1,0 mg mL* de MnFe;0,@QTS-GA-AChE também em BGE borato-
fosfato, previamente homogeneizada. Apds este procedimento, o capilar
foi lavado com 1.000 mbar por 30 s com o BGE borato-fosfato, com o
intuito de se remover o excesso de nanoparticulas que porventura nédo
ficarem aprisionadas pelo ima.

Ap6s montadas as configuragdes externas e internas do
microrreator, 0 mesmo esta pronto para a realizagdo dos experimentos de
atividade enzimética. Para se realizar o experimento, ao capilar do
microrreator j& previamente preenchido com o BGE borato-fosfato foi
introduzida pela entrada (“inlet”) do capilar hidrodinamicamente com 50
mbar por 5 s a solugdo de teste, e BGE borato-fosfato com 50 mbar por
60 s, este com a finalidade de empurrar o plugue de teste para a regido do
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ima no interior do cartucho do equipamento, isto €, onde se encontram as
MNPs. Apds as injecdes, uma tensdo de 15 kV foi entdo aplicada para
promover 0 processo de separacao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1ESTUDO 1 — DESENVOLVIMENTO DE EMMA MULTIPLO
PARA AChE E a-GLICOSIDASE APLICADO A SUCOS DE FRUTAS

Métodos de EMMA para avaliagdo da atividade da AChE utilizam
o interior do tubo capilar como meio para que a enzima catalise a hidrolise
do substrato sintético (AThCh) em tiocolina e acetato. Uma vez ocorrida
areacgdo, a tensdo aplicada sobre o capilar permite a separa¢do do produto
e substrato remanescente, e através da integracdo do pico de tiocolina é
possivel estimar a atividade da enzima. Da mesma forma, para a enzima
a-glucosidase, o substrato sintético (p-NPG) é convertido em p-nitrofenol
(p-NP) e glicose, e uma estimativa da atividade enzimdtica é feita com
base na area do pico do p-NP.

Baseando-se em trabalho de MARTIN-BIOSCA e colaboradores
(2009), conseguiu-se, com algumas modificacdes, reproduzir a técnica de
avaliacdo da atividade da AChE. O método de EMMA proposto é baseado
na abordagem de plugues injetados em um modo chamado “sanduiche”,
isso porque a solugdo de substrato, que pode ou ndo conter inibidor ou
amostra, € inserida no capilar entre dois plugues de solucéo da enzima de
interesse. A mistura dos segmentos injetados para a reacdo enzimatica
ocorrer é baseada em dois fatores: difusdo passiva; e pelo fendmeno de
TDLFP. A (ltima, é a formacgéo de um perfil parabdlico na interface dos
plugues ao injetar um plug subsequente com pressao alta o suficiente, por
um curto periodo de tempo (SCRIBA; BELAL, 2015).

Uma vez estabelecida a metodologia de EMMA, utilizou-se o
sistema de injecBes maltiplas sequenciais no aprimoramento do método,
com vistas ao aumento da frequéncia analitica. Para tanto, entre cada uma
das injegdes de teste feitas pelo modo “sanduiche”, injetou-se um plugue
de apenas BGE por 12 s com 50 mbar, atuando como um “espagador” ou
“divisor”, separando as duas se¢des “sanduiche” de teste (figura 16). Para
se corrigir possiveis erros de injecdo, utilizou-se padrdo interno nas
solugBes de substrato, no caso da AChE, o selecionado foi propranolol,
em concentragédo constante de 25 mg L.

Dessa forma, conseguiu-se separar de maneira efetiva todos os
analitos, com resolucéo e eficiéncia adequada, permitindo a realizagéo de
dois experimentos de inibicdo da AChE em uma Unica corrida
eletroforética (figura 17). Esse tipo de abordagem é particularmente
interessante, pois permite que em um mesmo experimento eletroforético
(aproximadamente 5 min de processos de injecao e incubacdo e 2,5 min
de corrida) sejam obtidos, por exemplo, os resultados para o controle
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negativo e uma amostra. Isso significa que, em apenas um experimento
de poucos minutos, é possivel efetuar o calculo de inibicdo de uma
amostra em estudo, concomitante com uma grande economia de reagentes
e reduzida geracéo de residuos.

Figura 16 - Representagdo esquematica da injecdo multipla em EMMA dentro do
capilar. A — agua deionizada; B — AChE 10 U mL%; C — Solugédo de AThCh com
ou sem inibidor/amostra e 25 mg L de propranolol como padréo interno.

BGE |A| B B|al_BCE |alB B |A| BGE
Espacador

Fonte: O autor.

Figura 17 - Comparagdo de eletroferogramas de EMMA de AChE em injecdo
simples (superior) e injecdo maltipla (inferior). AThCh — iodeto de acetiltiocolina
(substrato); Pl — padréo interno (propranolol); TCh — tiocolina (produto).

Pl
AThCh TCh
20 mAU h
r el
Pl TCh
AThCh
15 mAU M
~
0 0,25 0,5 0,75 1,0 1,25 15 1,75 2,0 2,25 min

Fonte: O autor.

Com o objetivo de se avaliar os parametros de cinética enzimatica
pelo método, foram construidos graficos de Michaelis-Menten e seus
respectivos graficos de duplos reciprocos, conhecidos por Lineweaver-
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Burk. Como todos os experimentos foram realizados utilizando um
mesmo tempo de incubagdo (2 min), admitiu-se aqui, no lugar de
velocidade inicial da reacdo (Vo), classicamente o eixo y em um gréfico
de Michaelis-Menten, como sendo a area corrigida do produto da reacdo.
Sendo assim, o grafico de Michaelis-Menten foi construido com a area
corrigida do pico do produto no eixo y e a concentragdo de substrato
utilizada na solucéo de injecdo no eixo x. Ja o grafico de Lineweaver-
Burk foi construido com o inverso da area corrigida do produto da reagdo
Nno eixo y e o inverso da concentragdo de substrato utilizado na solucéo de
injecdo no eixo x.

Como inibidor padréo da enzima AChE, utilizou-se a neostigmina,
um inibidor reversivel de média duracdo pertencente a classe dos
carbamatos. Analisando os dois graficos supracitados, algumas
informac@es podem ser inferidas. No caso daqueles referentes ao método
para AChE (figura 18), uma andlise qualitativa das retas de tendéncias
tracadas no grafico de Lineweaver-Burk, nos revela um aumento do K,
(intercepto com o eixo x) e uma diminuicdo de Vmax (intercepto com o
eixo y), 0 que indica um comportamento de inibicdo misto. De mesma
forma, com a curva tracada sem a presenca do inibidor padréo, é possivel
com a equacdo 2, o calculo do Km, que foi estimado em 2,01 mmol L.

Figura 18 - Gréfico de Michaelis-Menten (& esquerda) e seu correspondente
grafico de Lineweaver-Burk (a direita) para a reagcdo de AChE. Neostigmina a
(®) O pumol L%, (o) 10 pumol L?, (#) 20 umol L* e (o) 30 pmol L* em
concentragdes variadas de AThCh.
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Fonte: O autor.

Em busca por valores de Km para comparagdo do método, nota-se
gue a presente literatura contém variacoes significativas dos parametros
enzimaticos da AChE. Os parametros relatados diferem notavelmente
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devido a diferentes métodos utilizados, suas abordagens, da fonte de
enzima utilizada, as condigdes de armazenamento, dentre outros
(POHANKA etal., 2011). Quando AChE de ratos é utilizada, dependendo
do tecido de origem, valores de Ky de 0,147 mmol L para enzima de
retina e 0,423 mmol L-* para enzima proveniente de cérebro, sdo obtidos
por método em espectrofotdmetro utilizando ACh como substrato
(TUNNICLIFF; TSUKADA; BARBEAU, 1976). De maneira parecida,
utilizando AChE comercial obtida de enguia elétrica (a mesma do
presente estudo) pelo método classico de Ellman, um valor de Ki, de 0,206
mmol L-* é obtido (POHANKA et al., 2011).

O valor de K, no presente estudo é maior, 0 que poderia indicar
uma afinidade menor do substrato pela enzima. Entretanto, em outro
estudo utilizando o método de Ellman, AChTh como substrato e AChE
de cérebro de rato, obteve um valor Ky de 2,65 mmol L%, se
assemelhando a este estudo (ROY; CHAUDHURI, 2006). Resultados
obtidos aqui podem ser assumidos como em concordancia com a
literatura, uma vez que se encontra dentro de uma mesma ordem de
grandeza daqueles reportados.

Figura 19 - Gréafico para determinacdo de K; de neostigmina.
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Fonte: O autor.

Outro parametro cinético importante na avaliagdo do método é a
determinacdo da constante de inibicdo (Kj), aqui no caso da neostigmina.
No método proposto, calculou-se o K; através da construcdo de gréafico
com os dados de coeficiente linear (Km/Vmax, oObtidos do gréfico de
Lineweaver-Burk) no eixo y e a concentracdo do inibidor no eixo x
(Figura 19). Neste grafico o ponto de intersecdo no eixo x da linha de
tendéncia € igual a -Ki, e foi estimado em 4,62 umol L. Em estudo com
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AChE do peixe ciclideo jaguar (Parachromis managuensis), 0s autores
obtiveram Ki de 0,0044 pmol L* (ARAUJO et al., 2016) um valor quase
1000 vezes menor que o encontrado no presente método. Assim como o
Km, varios fatores podem ter contribuido para essa discrepancia, como por
exemplo o método usado, que no caso foi por estimativa matematica
usando a equacdo de Cheng e Prusoff, que usa valores de ICsp,
concentracao de substrato e Ky, para calcular o Kj, além da fonte da enzima
ser diferente.

Por fim, determinou-se a concentracdo necessaria para inibir em
50 % a atividade da enzima (ICsg) com a neostigmina. Para tanto,
construiu-se um gréafico de porcentagem de inibigéo por concentracdo de
inibidor (figura 20). Através da equacdo da reta de tendéncia deste
gréfico, essa concentracdo foi determinada como sendo 14,194 + 0,028
pmol Lt. Comparando com valores de literatura, novamente se observa
que existem resultados muito diversos. O mesmo estudo de ARAUJO et
al. (2016), que obteve o Ki de 0,0044 pumol L, obteve uma ICso para
neostigmina de apenas 0,61 pmol L, o que seria um valor
consideravelmente menor que o0 aqui encontrado.

Figura 20 - Gréfico de inibi¢do da AChE na presenca de neostigmina.
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Fonte: O autor.

Entretanto, assim como os outros parametros avaliados, a pesquisa
na literatura trouxe valores de 1Csp bem mais préximos. Dois estudos de
triagem para identificacdo de novos inibidores da AChE, um com
derivados da 4-metoxifenetilamina (ABBASI et al., 2018) e outro com
derivados de 1-acetil-3-aril tioureias (SAEED et al., 2017), obtiveram
pelo método classico de Ellman ICso para neostigmina de 2,036 + 0,058
pumol Lt e de 22,2 + 3,2 pmol L%, respectivamente. Estes resultados s&o
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de fato mais préximos aos aqui expostos, corroborando com o método
proposto.

Da mesma forma, com base no trabalho de GUO e colaboradores
(2010), e implementando o uso de injecBes multiplas sequenciais, se
propds também um método que fosse capaz de realizar dois testes de
atividade enzimatica da a-glicosidase. Para isso, de maneira similar ao
método multiplo de AChE anteriormente exposto, utilizou-se um plugue
composto apenas de BGE para atuar como espacador entre duas
sequéncias “sanduiches” de teste (figura 21). O tamanho deste plugue de
espacador otimizado para este método foi de 50 mbar por 20 s, obtendo-
se com éxito separacdo de produtos e padrBes internos das duas
sequencias de injecdes (figura 22). Novamente, para se corrigir possiveis
erros de injecdo, utilizou-se padréo interno nas solugdes de substrato, no
caso da a-glicosidase, o selecionado foi 4cido cindmico, em concentragdo
constante de 25 mg L.

Figura 21 - Representagdo esquematica da injecdo multipla em EMMA dentro do
capilar. A — agua deionizada; B — a-glicosidase 10 U mL*; C — soluc&o de p-NPG
com ou sem inibidor/amostra e 25 mg L* de 4cido cindmico como padréo interno.

BGE |A| B B|al_ BCE |alB B |A| BGE
Espacador

Fonte: O autor.

Da mesma forma que para 0 método multiplo de AChE, os
parametros cinéticos do método, utilizando os graficos de Michaelis-
Menten e Lineweaver-Burk, também foram avaliados. Como inibidor
padrdo da a-glicosidase, utilizou-se acarbose, Uma analise qualitativa das
retas de tendéncias tracadas no grafico de Lineweaver-Burk (figura 23),
nos permite perceber, um aumento do K, (intercepto com o €ixo X) e um
Vmax quase inalterado (intercepto com o eixo y), 0 que indica um
comportamento de inibicdo competitivo. Ainda com o mesmo gréafico, o
Km calculado a partir da equacgdo da reta de tendéncia sem a presenca do
inibidor foi estimado em 0,98 mmol L.

Outro método de EMMA, porém em abordagem de injecGes
simples (um resultado por corrida), desenvolvido também para a o-
glicosidase obteve um valor de Ky de 0,9 mmol L, valor similar ao do
presente trabalho. Os autores ainda executam no mesmo estudo, ensaio
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de atividade da enzima o-glicosidase por método espectrofotométrico
tradicional para comparacéo, e obtiveram um valor de 0,7 mmol L, mais
uma vez corroborando com o valor aqui estimado (KANIE; KANIE,
2002). Ainda, trabalho que avaliou a capacidade dos fenolicos de Eleusine
coracana L. em inibir a enzima a-glicosidase, adquiriu
experimentalmente Ky, de 8,0 mmol L?, executado por método
espectrofotométrico classico, e que é consideravelmente maior que o aqui
avaliado (SHOBANA; SREERAMA; MALLESHI, 2009). Outro estudo
porém, que avaliou pardmetros cinéticos da enzima com substrato
diferente por método amperométrico, obteve Ky de 0,45 mmol L*
(HAYASHI et al.,, 2006), 0 que mais uma vez comprova que Sao
encontrados na literatura uma vasta gama de valores cinéticos para uma
mesma enzima, dependo dos parametros executados no ensaio.

Figura 22 - Comparacao de eletroferogramas de EMMA de a-glicosidase em
injecdo simples (superior) e injecdo multipla (inferior). p-NPG — p-nitrofenil a-
D-glicopiranosideo (substrato); Pl — padréo interno (acido cindmico); p-NP — p-
nitrofenol (produto). Acarbose (controle de inibicdo) em concentragdo de 100
mg L%, Linha azul referente a aquisicdo em 270 nm, vermelha a 306 nm e verde
a 406 nm.
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Fonte: O autor.
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Figura 23 - Grafico de Michaelis-Menten (a esquerda) e seu correspondente
gréafico de Lineweaver-Burk (a direita) para a reagdo de a-glicosidase. Acarbose
a (e) 0 mmol L%, () 0,1 mmol L%, () 0,3 mmol L e (e) 0,5 mmol L't em
concentragdes variadas de p-NPG.
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Fonte: O autor.

Através do grafico de Kn/Vmax por concentracdo de acarbose
(figura 24), estimou-se um K; de 0,326 mmol L, que esta de acordo com
valor encontrado na literatura de 400 umol L (KIMURA et al., 2004).
Entretanto, valores mais baixos, como 62 + 13 pmol L™ (SIM et al., 2010)
e 77,9 £ 11,4 umol L (KIM et al., 1999) também sdo reportados na
literatura.

Figura 24 - Grafico para determinacdo de K; de acarbose.
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Fonte: O autor.

Concluindo a avaliagdo do método, a ICsp foi mensurada da mesma
forma que para o método da AChE, tracando-se um grafico de
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porcentagem de inibi¢do por concentracdo do inibidor acarbose (figura
25). Através da equacdo da reta de tendéncia, estimou-se esse valor em
0,166 + 0,002 mmol L*, o que estd de acordo com alguns valores
encontrados na literatura. Dois estudos distintos que realizaram a
verificagdo da atividade da enzima a-glicosidase por método
espectrofotométrico classico, obtiveram valores de 1Cso de 0,201 + 0,019
mmol Lt (WAN etal., 2012) e 0,62 £ 0,12 mmol L* (YANG et al., 2016),
e corroboram com 0 método aqui proposto.

Figura 25 - Grafico de inibigdo da a-glicosidase na presenca de acarbose.
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Fonte: O autor.

Buscando-se uma aplicacdo para 0 método, pensou-se em utiliza-
lo para verificar a possivel atividade inibitoria frente as enzimas por sucos
naturais de frutas. Dessa forma, treze frutas foram adquiridas em mercado
local e utilizadas para producéo de sucos (método disponivel na se¢éo
441,

Na tentativa de entender os resultados de inibicdo enzimatica
encontrados e sabendo que outros estudos tém demonstrado que
compostos fendlicos presentes em amostras de produtos naturais podem
contribuir para a inibicdo das enzimas estuadas (SZWAJGIER, 2014;
YANG; LIAN; YU, 2015), realizou-se a pesquisa de compostos fenolicos
pelo método classico de Folin-Ciocalteau e por HPLC-ESI-MS/MS, para
associacdo com os resultados de atividade enzimatica inibitdria
encontrada para os sucos de frutas.

Devido a interferéncias da matriz, a concentracdo dos sucos no
ensaio de a-glicosidase precisou ser menor do que no ensaio de AChE.
No ensaio de AChE, a concentracdo final de suco foi de 5,0 mg mL™, e
no ensaio de a-glicosidase foi de 1,0 mg mL?. Os resultados para
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avaliacdo da atividade de inibicAo enzimética (tabela 2 e figura 26)
mostram que 0s sucos de jaboticaba, limdo e maracuja apresentaram a
melhor atividade inibitéria em relagdo a AChE, com percentuais de
inibicdo de 85,90 + 1,73, 77,51 + 1,55 e 66,38 + 1,91, respectivamente.
No caso do ensaio da a-glicosidase, 0s sucos de pitanga, jaboticaba e
amora foram os de melhor atividade inibitéria, com porcentagens de
inibicdo de 69,47 + 2,89, 57,91 + 2,60 e 51,73 £ 2,22, respectivamente.
Como pitanga e jaboticaba apresentaram boas atividades para as duas
enzimas, e ambas sdo da familia Myrtaceae e endémicas da Mata
Atlantica do Sul do Brasil, a discussao sera focada no suco de fruta dessas
duas espécies.

Tabela 2 - Resultados de atividade inibitoria de acetilcolinesterase e o-
glucosidase e fendlicos totais dos sucos de frutas.

% de inibicdo

Capacidade redutora

Suco de Folin-Ciocalteau
AChE? o-Glicosidase® mgAG L
Amora-preta 28,54 £ 0,37 51,73+ 2,22 63,28 + 6,17
Goiaba 36,32+280 2160+1,43 101,23 + 18,14
Jaboticaba 8590+173  57,91+260 303,54 + 28,28
Kiwi 42,18 £ 6,58 11,13+ 0,54 6,62 + 2,77
Laranja 4322272 8,25+0,88 55,08 £ 7,69
Limdo-taiti 7751 +£155 9,73+ 1,555 49,44 + 8,92
Maca 3399+438 1044144 23,79 £3,20
Manga 4497257  12,31+1,39 n.d.
Maracuja 66,38+1,91 13,14+291 9,18+ 2,35
Morango 51,43+139  2356+1,76 80,21 £ 8,15
Pitanga 52,67+124 69,47 +2,89 367,00 £ 11,42
Pitaya 39,28 £4,00 1957 +1,05 31,23 +£10,88
Uva 26,39+£221  22,28+0,82 3,28 £1,60
Padréo® 80,64 £0,66 39,03 +351 n.a.

2 Sucos neste ensaio a 5 mg mL%; P sucos neste ensaio a 1 mg mL%; ¢ neostigmina
410 mg L e acarbose a 100 mg L%; n.a. ndo aplicavel; n.d. ndo detectavel.
Fonte: O autor.

Em relacdo a atividade inibitdria contra a acetilcolinesterase, no
melhor do nosso entendimento, ndo foram encontrados estudos na
literatura relacionados a possivel atividade inibitoria da pitanga ou da
jaboticaba. Ja para a jaboticaba, algumas publicac6es na literatura relatam
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a atividade antidiabética dessa planta. Um estudo descobriu que a
ingestdo de Myrciaria jaboticaba por adultos saudaveis aumentou o status
antioxidante do soro e diminuiu os niveis de glicose e insulina ap6s a
refeicdo, o que é um indicativo de efeitos clinicos importantes
relacionados ao metabolismo da glicose (PLAZA et al., 2016), e um dos
possiveis mecanismos para o efeito observado poderia ser a inibicéo da
enzima a-glicosidase, pesquisa que foi realizada pela primeira vez no
presente trabalho.

Figura 26 - Resultados de atividade inibitéria de acetilcolinesterase e a-
glucosidase e fendlicos totais dos sucos de frutas.

90 400

75 350

300

g 60 250
3 45 200 o
= Q
o
= 2 150
S 100 €
S 15 50

0 0

\.

'\ &> & S
Kb' . Q‘b @ ‘b&&‘b’ \{b- @@Q Q%(ﬁ{b’\)\ ,Qoo (§\ Q\%ﬁ 04 o~
VS T <
B AChE® ®o-Glucosidase® ® Capacidade redutora de Folin-Ciocalteau
2 Sucos neste ensaio a 5 mg mL%; P sucos neste ensaio a 1 mg mL%; ¢ neostigmina
a10 mg L e acarbose a 100 mg L%; n.a. ndo aplicavel; n.d. ndo detectavel.

Fonte: O autor.

Ja sobre as espécies de pitanga, um estudo recente observou que 0s
extratos etandlicos dos frutos de Eugenia uniflora inibiram a o-
glicosidase in vitro, e afirmaram que os resultados poderiam ser
explicados pela presenga de compostos fenolicos, embora ndo tem
identificado quais estavam presentes (VINHOLES et al., 2017). Isso
corrobora com nosso estudo, uma vez que identificamos varios compostos
fendlicos importantes, com um efeito também interessante contra a
enzima por parte do suco. Além disso, fragBes do extrato em etanol 70 %
das folhas de E. uniflora demostraram efeitos benéficos na hiperglicemia
e hipertrigliceridemia pés-prandial em camundongos. Acredita-se que 0s
mecanismos sejam a inibicdo da decomposicao de aclcar e gordura e a
absorcdo de glicose (ARAI et al., 1999). Portanto, E. uniflora pode ser
atil no tratamento de diabetes e obesidade.
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Os resultados para o teor de compostos fendlicos totais (tabela 2 e
figura 26) mostraram que os sucos de pitanga e jaboticaba apresentaram
altos niveis dessa classe de substancia, com 367,00 + 11,42 e 303,54 +
28,28 mgAG L1, respectivamente. Nas analises por HPLC-ESI-MS/MS
(tabela 3), varios compostos fendlicos foram identificados nos sucos, dos
quais acido clorogénico, acido p-cumarico, taxifolina e hispidulina foram
descritos nesse estudo pela primeira vez para a espécie P. cauliflora; e
vanilina e 4cido salicilico em E. uniflora.

No suco de jaboticaba, o acido galico foi o composto fendlico
identificado com a maior concentragdo (217,0 + 54,2 pg L't). Um estudo
gue avaliou o ICs para AChE de acido galico teve um resultado de 16,8
umol L1, enquanto galantamina, um inibidor padréo da enzima, teve uma
ICso de 0,88 pumol L. Embora ndo tenha sido tdo eficaz quanto a
galantamina, a atividade anticolinesterasica do acido galico pode ser
considerada relevante (KIM et al., 2011). Outros compostos fendlicos
identificados em nosso trabalho, como o &cido p-cumarico, também
foram associados & uma relevante atividade de inibicdo da AChE
(SZWAJGIER; BOROWIEC, 2012).

No suco de pitanga, a quercetina foi o principal composto fendlico
(765,2 + 53,3 ug L1). Este composto também teve sua capacidade de
inibir a atividade da enzima a-glucosidase investigada, sendo encontrado
um valor de ICso de 290 pmol L?, o que os autores do estudo
consideraram como uma atividade moderada (WATANABE et al., 1997).
Muitos outros compostos fendlicos, alguns identificados no presente
estudo, também demonstraram potencial capacidade de inibir a atividade
da a-glucosidase. Trabalhos anteriores com &cido caféico, isoquercetina
e rutina isolados de Edgeworthia gardneri, apresentaram valores de 1Csp
de 957 + 36, 1233 + 87 e 272 + 15 pug mL™, respectivamente, para esses
compostos (MA et al., 2015). Todos esses achados também contribuem
para a hipétese de que a inibicdo das enzimas observada é devida, pelo
menos em parte, a presenca de compostos fendlicos nas amostras
(SZWAJGIER, 2015).

Outros alimentos com expressivo contelldo de compostos
fendlicos também demonstraram efeito promissor sobre essas enzimas.
Extratos de azeites extra-virgens espanhdis ricos nessa classe de
compostos foram capazes de inibir ndo s6 a AChE, mas também a
butirilcolinesterase, a 5-lipoxigenase e a monoamina oxidase, todas
relacionadas com doencas do sistema nervoso central (FIGUEIREDO-
GONZALEZ et al., 2018a). Esses mesmos extratos também inibiram as
enzimas a-glicosidase e a-amilase, ambas relacionados ao diabetes. Os
autores concluem que esses 6leos e os compostos fendlicos podem atuar
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como potenciais nutracéuticos no tratamento ou prevencdo desses
distarbios (FIGUEIREDO-GONZALEZ et al., 2018b).

De maneira similar ao nosso trabalho, outros sucos também
demonstraram atividade promissora sobre as enzimas testadas. Sucos de
cinco frutas citricas inibiram de maneira dose-dependente a atividade da
AChE, e essa atividade (assim como a antioxidante) pode fazer parte do
mecanismo pelo qual esses sucos citricos podem ser usados para manejar
e/ou prevenir a doenca de Alzheimer (ADEMOSUN; OBOH, 2012).
Finalmente, em sucos de frutas da Malasia, acido elagico, miricetina,
quercetina, acido gélico, taxifolina e kaempferol foram identificados e
foram capazes de inibir a a-glicosidase. Os autores afirmaram que a
atividade inibitéria observada poderia estar associada aos compostos
polifendlicos presentes nos sucos, e sugeriram tais informagdes sustentam
0 uso desses frutos no desenvolvimento de alimentos funcionais
(SULAIMAN; OOl, 2014).

Em conclusdo desse estudo, a atividade inibidora observada pelos
sucos de fruta sobre a AChE e a-glicosidase descritos acima, pode ser
explicada, pelo menos em parte, pela presenca dos compostos fenélicos
identificados. O método de EMMA pela abordagem de injecGes multiplas
empregado para investigar a inibicAo enzimatica, provou ser uma
ferramenta poderosa para a triagem de atividade inibit6ria, por meio das
vantagens ja expostas na discussdo, como a rapida analise e 0 baixo
consumo de amostras e reagentes. Os frutos estudados e as substancias
identificadas podem ser considerados para uso em terapia anti-Alzheimer
e anti-diabetes. Estudos futuros podem revelar que essas frutas podem ser
usadas como alimentos funcionais, ou em tratamentos adjuvantes para as
duas doencas aqui mencionadas e possivelmente para outras. Dados desse
estudo estdo publicados em SIEBERT et al. (2019).



Tabela 3 - Resultados da quantificagdo de compostos fendlicos nos sucos de frutas por HPLC-ESI-MS/MS (continua).

08

.+ [M-H] fion produto ugL*t
tR (min)
(m/z) (m/z) Amora-preta  Goiaba  Jaboticaba Kiwi Laranja  Limdo-Taiti
Acido gélico 3,71 168,9 125,0 n.d. n.d. 217,0 £54,2 n.d. n.d. n.d.
Acido protocatecuico 6,27 152,9 109,0 26,7 £ 6,6 n.d. 11,2+9,1 n.d. n.d. n.d.
Catequina 8,58 289,0 109,0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Acido clorogénico 9,10 353,1 191,0 352+41 n.d. 85+0,8 n.d. n.d. n.d.
Epicatequina 9,19 288,9 109,0 n.d. n.d. n.d. 28,0+8,0 n.d. n.d.
Acido caféico 9,25 178,9 135,0 6,4+17 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Vanillina 10,27 150,9 136,0 20,3+9,3 n.d. n.d. n.d. 18,1+0,5 n.d.
Acido p-cumérico 10,32 1629 119,1 36+15 n.d. 78+1,6 n.d. 16+07 175%64
Acido fertlico 10,58 192,9 134,0 n.d. n.d. n.d. n.d. 208176 99+16
Taxifolina 10,59 303,0 1251 165,7 + 36,6 n.d. 15,7+ 3,6 n.d. n.d. n.d.
Rutina 10,69 609,2 300,1 22,1+6,3 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Acido salicilico 10,75 136,9 93,0 44+08 28+04 58+13 4,1+0,6 41+0,1 39+£10
Acido sinapico 10,76 223,0 148,8 n.d. n.d. n.d. n.d. 42,7+25 48+33
Isoquercetina 10,79 463,1 300,0 87,7+9,1 n.d. 144+21 n.d. n.d. n.d.
Quercetina 10,80 300,9 151,0 103,1 + 23,0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Escopoletina 10,93 190,9 179,0 11,0+1,3 n.d. n.d. n.d. n.d. 6,1+1,0
Naringina 11,00 580,3 151,0 n.d. n.d. n.d. n.d. 34,4 +£253 n.d.
Aromadendrina 11,21 287,0 125,0 19,1+38 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Acido elagico 11,78 300,9 145,0 n.d. n.d. 193,9 + 66,0 n.d. n.d. n.d.
Hispudulina 12,58 298,9 284,0 43+22 n.d. 23+15 n.d. n.d. n.d.

n.d. ndo detectado.
Fonte: O autor.



Tabela 3 - Resultados da quantificagdo de compostos fendlicos nos sucos de frutas por HPLC-ESI-MS/MS (conclusdo).

tR  [M-H]" lon produto pgL?

(min)  (m/z) (m/2) Maca Manga Maracuja Morango Pitanga Pitaya Uva
Acido gélico 3,71 168,9 125,0 n.d. 33,6+11,2 n.d. 24,7+32 117,3+12,0 n.d. n.d.
Addo 57 1529 109,0 nd. nd. nd. 67407 nd. nd.
protocatecuico
Catequina 8,58 289,0 109,0 146+£2,4 n.d. n.d. 398,7 +84,3 n.d. n.d. n.d.
AERD 910 3531 1910 94,8+ 126 nd. nd. nd. 45+08 nd. nd.
clorogénico
Epicatequina 9,19 288,9 109,0 82,7 +29,2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Acido caféico 925 1789 135,0 n.d. n.d. 46+1,0 n.d. n.d. n.d. n.d.
\[anillina 10,27 1509 136,0 n.d. n.d. n.d. n.d. 13,3+3,9 n.d. n.d.
Lo o 1032 1629 119,1 nd. 11403  34+02  26+09 47%05 nd. nd.
cuméarico
Acido ferdlico 10,58 1929 134,0 n.d. n.d. 6,8+33 n.d. n.d. n.d. n.d.
Taxifolina 10,59  303,0 125,1 n.d. 70+£22 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
gcli'gi‘l’ico 1075  136,9 93,0 27+05 n.d. 49+12  63+14 63+1,9 3906 nd.
Isoquercetina 10,79  463,1 300,0 41,1+ 13,7 110,1 + 10,7 n.d. n.d. 62,6 +9,7 n.d. n.d.
Quercetina 10,80 300,9 151,0 326,4 +180,2 322,0+95,6 n.d. 159,9 £25,0 765,2+53,3 n.d. 705+£39
;ﬁﬁgop- 11,17 1509 107,0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 2899 + 64,8 n.d.
Aromadendrina 11,21 287,0 125,0 n.d. 34+17 n.d. 116,0 £ 36,5 n.d. n.d. n.d.
Acido elagico 11,78 300,9 145,0 n.d. 88,1 +29,1 n.d. 68,8 £ 10,3 n.d. n.d. n.d.
Hispudulina 12,58 2989 284,0 n.d. 12,0+5,2 n.d. n.d. n.d. 58+0,3 n.d.

n.d. ndo detectado.
Fonte: O autor.
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52ESTUDO 2 - DESENVOLVIMENTO DE EMMA DUPLO
SIMULTANEO PARA AChE E a-GLICOSIDASE APLICADO A
COMPOSTOS FENOLICOS SELECIONADOS

Buscado um maior aprimoramento dos métodos anteriormente
proposto, pensou-se na hipétese de realizar o ensaio de ambas as enzimas
no mesmo experimento eletroforético, isto €, em uma mesma corrida,
resultando em uma anélise dupla simultanea.

O BGE escolhido para este procedimento foi o borato-fosfato (pH
8,0), uma vez que ele contribui para uma menor dispersdao por
eletromigracdo dos analitos do ensaio de AChE e também possui um pH
suficientemente alto para proporcionar a ionizacao efetiva dos produtos
de reacdo e de seus respectivos padrdes internos dos dois ensaios. Outra
caracteristica bastante importante é a de que os analitos (substrato,
produto e padrdo interno) envolvidos em ambas as rea¢Ges possuem
cargas diferentes. Cations movem-se a favor do EOF e séo assim mais
rapidos que os anions, que tem mobilidade contraria ao EOF. No ensaio
de AChE os analitos sdo cations, e por terem mobilidade no sentido do
EOF, s@o mais rapidos. Ja aqueles referentes a a-glicosidase sdo anions,
e tem mobilidade contréria ao EOF, sendo assim mais lentos. Portanto a
co-migracdo destes ndo ocorre, 0 que torna viavel a andlise simultanea
proposta. Entretanto, ¢ importante que o primeiro segmento “sanduiche”
de teste injetado seja sempre aquele referente ao ensaio de AChE, para
garantir que ndo haja a mistura dos analitos quanto aplicada a diferenca
de potencial.

Figura 27 - Representacdo esquematica da injecdo multiplaem EMMA dentro do
capilar. A — agua deionizada; B — AChE 10 U mL™; C — a-glicosidase 10 U mL-
1 D — solugdo de AThCh com ou sem inibidor/amostra e 25 mg L™ de padrdo
interno propranolol; E — solucdo de p-NPG com ou sem inibidor/amostra e 25
mg L'! de 4-hidroxibenzoato de butila como padréo interno.

BGE |A|B B |a|_BCE lalc c |A| BGE
Espacador

Fonte: O autor.

A abordagem de injecBes também foi baseada nos plugues em
modo “sanduiche”, e através da introdugdo de um espacador de 10 s com
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50 mbar de pressdo composto apenas por BGE entre as duas secbes de
teste “sanduiche” de enzimas e substratos distintos (figura 27), foi
possivel realizar os dois ensaios de atividade enzimatica diferentes em
apenas uma corrida eletroforética. O eletroferograma obtido com esses
parametros (figura 28) possui boa resolucdo, ndo sendo observada co-
migracdo dos analitos essenciais para o calculo da atividade enzimatica.

Figura 28 - Exemplo de eletroferograma de EMMA duplo simultaneo para os
ensaios de AChE e a-glicosidase. AThCh — iodeto de acetiltiocolina (substrato);
PI1 — padrdo interno 1 (propranolol); TCh — tiocolina (produto); p-NPG — p-
nitrofenil a-D-glicopiranosideo (substrato); PI2 — padrdo interno 2 (4-
hidroxibenzoato de butila); p-NP — p-nitrofenol (produto). Linha azul referente a
aquisicdo em 230 nm, vermelha & 298 nm e verde & 406 nm.

AThCh
TCh
p-NPG p-NP
30 mAU -
J PI2
/;____J O
0 0,5 1,0 1,5 2.0 2,5 3,0 35 min

Fonte: O autor.

Parametros cinéticos para este método duplo simultdneo também
foram avaliados. Através da construcdo dos graficos de Michaelis-
Menten e Lineweaver-Burk (figura 29), o Ky para a enzima AChE neste
método foi calculado em 3,81 mmol L7, valor este quase duas vezes
maior que o obtido pelo método descrito no estudo 1 deste trabalho (se¢éo
5.1). Entretanto, como ja discutido, valores de Ky podem apresentar
variacOes bastante significativas, e valores parecidos com os aqui
expostos sdo reportados na literatura (ROY; CHAUDHURI, 2006). O
carater de inibicdo do inibidor padrdo neostigmina seguiu o encontrado
no estudo anterior, apresentando um carater de inibicdo misto, divergindo
da literatura (ABBASI et al., 2018).

Outro fator importante na avaliacdo da cinética enzimatica, o K;
estimado para a neostigmina neste método através do grafico de Km/Vmax
por concentragdo de inibidor (figura 30) foi estimado em 4,27 umol L,
0 que corrobora com o método de AChE ja exposto aqui no estudo 1 desta
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tese (secdo 5.1), onde o K; obtido foi de 4,62 umol L 1. Como ja discutido
anteriormente, valores consideravelmente menores foram encontrados na
literatura, porém assim como para 0s demais parametros cinéticos,
variagcOes deste parametro podem variar dependendo de fatores como por
exemplo a fonte da enzima e o método utilizado.

Figura 29 - Michaelis-Menten (a esquerda) e seu correspondente grafico de
Lineweaver-Burk (a direita) para a reagdo de AChE.

6,0 75
] <
:'g:’n 5,0 ® % 6,0
S 40 <}
= o s
3 3
g 30 ° g 30 )
o e
O ot
|L_) 2,0 ° [ J O 15 ....‘
8 o 3 O et °
o 1,0 Q. ® s “._“,:.:.....
o - 2 -
< 00 <0670 06 12 18 24
0,0 2,0 4,0 6,0 -1,5
[AThCh];; (mmol L) L/[AThCh];; (mmol L)

Fonte: O autor.

Figura 30 - Gréfico para determinagdo de K; de neostigmina.
4,0

30 ..
2,0

1,0

Km/ Vméx
{ J

”
00
-10°-5 0 5 10 15 20 25 30 35
-1,0
[Neostigmina];,; (umol L)
Fonte: O autor.

Os mesmos pardmetros para a o-glicosidase também foram
avaliados. O Ky estimado foi de 0,43 mmol L (figura 31).
Diferentemente do método de AChE, aqui o Ky foi quase metade do
encontrado no método proposto no estudo 1 (secdo 5.1), o0 que indicaria
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uma maior afinidade da enzima pelo substrato p-NPG. Porém, o valor
encontrado corrobora como valor da literatura (HAYASHI et al., 2006) ja
discutido anteriormente. Além disso, o carater de inibicdo do inibidor
padrdo utilizado, evidenciado pelo grafico de Lineweaver-Burk, segue o
padrdo competitivo, 0 que mais uma vez corrobora com a literatura (GUO
et al., 2010). Ainda, o valor de Ki de 0,40 mmol L* estimado para a
acarbose por esse método (figura 32) se assemelha ao do proposto pelo
estudo 1 (se¢do 5.1), comprovando a validade do método.

Figura 31 - Michaelis-Menten (a esquerda) e seu correspondente grafico de
Lineweaver-Burk (a direita) para a reag¢do de a-glicosidase.

7 5 0,4
° S
S . 5 035
2 L4 5 03 s
8 ° = 0,25 .
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g \ ° £ 02 | .o .-®
Ea o S 015 .
z > .."’:.
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3 g 70,05
g < Ly
<2 37 a5 0 15 3
02 05 08 11 14 .0,05 :
[p-NPG]J;; (mmol L-1) 1/[p-NPG];y; (mmol L)

Fonte: O autor.

Figura 32 - Gréfico para determinagdo de K; de acarbose.
0,15
012 e
0,09 )
006 .-
)
0;03

Km/ Vméx

0,00

06 03 00 03 06 09
20,03
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Fonte: O autor.
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Em relagdo aos valores de ICsp obtidos, estes foram 5,115 + 0,472
umol Lt e 0,582 + 0,017 mmol L para neostigmina e acarbose,
respectivamente (figura 33). A ICso obtida para a neostigmina é
consideravelmente menor e a ICsp para acarbose é consideravelmente
maior que aquelas obtidas no método descrito no estudo 1 (se¢do 5.1). Em
ambos 0s casos, 0 que se observa é uma relagdo inversa entre Kp € I1Cso.
No caso da AChE em que o Kn aumentou, a ICsp observada para o
inibidor padréo (neostigmina) foi menor, ¢ para a a-glicosidase o inverso
foi observado. Uma possivel explicacdo para esse fendmeno talvez seria
de que em um K, maior, a afinidade pelo substrato ndo é tdo elevada e
possivelmente uma menor concentracdo de inibidor seria suficiente para
se obter a inibi¢do de 50 % da atividade da enzima.

Figura 33 - Graficos de inibicdo da AChE na presenga de neostigmina (a
esquerda) e inibi¢do da a-glicosidase na presenca de acarbose (a direita).

100 70
@
80 .‘ 60 -
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Fonte: O autor.

Com base no estudo 1, onde se investigou a capacidade de sucos
de fruta em inibir as enzimas AChE e a-glicosidase, aventou-se a ideia de
testar os compostos fendlicos identificados nos sucos de jaboticaba e
pitanga (que apresentaram o0s melhores resultados de inibicao)
isoladamente frente essas duas enzimas. Para tanto, o método duplo
simultaneo aqui proposto pela primeira vez foi empregado. Os compostos
fenolicos foram testados em uma concentracdo de 10 mg L%, e os
resultados encontram-se na tabela 4.

Os compostos fenolicos que apresentaram a melhor atividade
contra a enzima AChE foram o 4acido p-cumérico e 0 acido
protocatecuico, com inibicGes de 40,14 + 4,75 % e 36,22 + 1,19 %,
respectivamente. Um estudo que avaliou 0s possiveis mecanismos de
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protecdo do &cido protocatecuico contra 0 estresse oxidativo induzido
pelo cadmio e a neurotoxicidade em ratos, verificou que este composto
fendlico ¢ eficaz em inibir a atividade das enzimas colinesterases (AChE
e butirilcolinesterase) in vivo no modelo animal utilizado. Os autores
concluem que o efeito observado nas enzimas pode proteger contra a
neurotoxicidade induzida pelo caddmio (ADEFEGHA et al., 2016). Outro
estudo avaliou o potencial de inibicdo das enzimas acetilcolinesterase e
butirilcolinesterase de diferentes maltes de cevada e trigo de cerveja, além
dos &cidos fendlicos presentes nestes. Dentre os compostos fenélicos
testados, 4&cido p-cumarico foi o que melhor inibiu a AChE
(SZWAJGIER; BOROWIEC, 2012).

Tabela 4 - Resultados de atividade inibitoria de acetilcolinesterase e a-glicosidase
de compostos fenolicos selecionados.

% de inibicdo

Compostos fendlicos (10 mg L™?)

AChE a-Glicosidase
Acido galico 7,18 + 2,37 14,10 + 5,47
Quercetina 23,44 +£3,84  46,53+4,90
Acido sinapico 34,07+3,03  4,76+2,06
Acido salicilico 3057+1,73 10,52+1,92
Vanilina 31,96 £1,81 4,28 + 0,88
Acido clorogénico 29,81 +4,74 6,87 £ 6,53
Acido elagico 3582+235  43,75%6,83
Acido protocatecuico 36,22 £1,19 3,79+£1,09
Acido p-cumarico 40,14+4,75 16,89 +0,51
Taxifolina 29,72+335 15,10+ 3,40
Neostigmina (10 mg L) 39,77 £2,10 -
Acarbose (300 mg L1) - 44,33 + 3,63

Fonte: O autor.

Ja em relagdo a a-glicosidase, os compostos fendlicos que
apresentaram maior o maior potencial de inibicdo da enzima foram a
quercetina e o &cido elagico, com inibicGes de 46,53 £ 4,90 % e 43,75 +
6,83 %, respectivamente. Em trabalho que investigou o potencial de
inibicdo da enzima por parte dos extratos metandlicos das folhas secas do
tochu-cha (Eucommia ulmoides), planta usada na medicina tradicional
chinesa na forma de ch, os autores demostraram que a quercetina foi
capaz de inibir mais de 50 % da atividade da a-glicosidase a uma
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concentragdo de 24 pmol L't (WATANABE et al., 1997), o que corrobora
com resultados obtidos nos testes in vitro do presente trabalho.

Outro estudo relevante para comparacédo, que avaliou o potencial
de inibicdo de compostos fenolicos extraidos das sementes do “cajueiro-
japonés” (Hovenia dulcis) sobre as enzimas o-amilase e a-glicosidase,
obteve resultados expressivos para quercetina, com uma ICso de 32 pg
mL? (MENG et al., 2016). Em contrapartida, outro trabalho que
investigou 0 mesmo tipo de atividade dos compostos fenolicos das folhas
da espécie Gynura medica, isolou também a quercetina e obteve uma ICso
de 1,67 + 0,05 mg mL* (TAN et al., 2013), 0 que nos mostra que, assim
como para 0s parametros cinéticos determinados no método, valores de
inibicdo para um mesmo composto podem apresentar variagdes,
dependendo do estudo. O consenso que se pode chegar é o de que 0
composto inibe a enzima.

Em relacdo ao acido elagico, estudo que avaliou o potencial de
inibicdo de compostos fendlicos extraidos do “carvalho da Mongo6lia”
frente a a-glicosidase, encontrou valor de 1Cso de 3,65 + 0,09 pug mL™*
para 0 composto, e apesar de ser um valor comparativamente mais baixo
que o aqui relatado, corrobora com nossos resultados (YIN et al., 2018).
Por fim, artigo que verificou a atividade inibitoria de derivados do &cido
elagico obtidos de Terminalia superba frente a mesma enzima, também
obteve resultados significativos de ICso, na ordem de 7 a 20 pmol L
(TABOPDA et al., 2008).

O método de EMMA duplo proposto, assim como no estudo 1
(secdo 5.1) também executado pela abordagem de injecdes multiplas,
empregado para investigar a inibicAo enzimtica pelos compostos
fenolicos isolados foi de extrema valia, por meio das vantagens da CE ja
expostas na em discussdes anteriores, como a rapida analise e o baixo
consumo de amostras e reagentes. Muitos estudos com os compostos de
melhor resultado ainda precisam ser feitos (como de farmacocinética e de
toxicologia), mas que podem revelar que alguns dos compostos fenélicos
aqui estudados, assim como os sucos de frutas, podem ser considerados
para uso em terapia anti-Alzheimer e anti-diabetes, como adjuvantes por
exemplo para as duas doengas aqui mencionadas e possivelmente para
outras.
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5.3 ESTUDO 3 — DESENVOLVIMENTO DE METODO DE IMER
PELO ANCORAMENTO DA AChE EM MNPs APLICADO A
EXTRATOS VEGETAIS DE ESPECIES DE MYRTACEAE

No intuito de se propor um avanco ainda maior das técnicas de
verificacdo de atividade enzimatica por CE, a proxima etapa para isso foi
0 desenvolvimento de um IMER, pois nessa abordagem, a enzima
utilizada no ensaio nado seria perdida, o que tornaria 0 método ainda mais
econdmico em termos financeiros. Como meio de suporte para as
enzimas, pensou-se em utilizar MNPs, que seriam aprisionadas dentro do
capilar, em uma regido especifica delimitada, pela forca do campo
magnético de imas de neodimio. Para tanto, firmou-se parceria com o
Prof. Dr. Alexandre Luis Parize e sua aluna Natalia Bruzamarello Caon
do Laboratério de Estudo em Materiais Poliméricos do Departamento de
Quimica da UFSC, que confeccionaram as MNPs de MnFe,O4 utilizadas
nesse estudo.

O ancoramento das enzima as MNPs, baseou-se em trabalho
proposto por LIU, CHEN e SHI (2017), que usaram quitosana como meio
de revestimento das nanoparticulas, e glutaraldeido como intermediario
de ligagdo (cross-linker) da quitosana com a enzima. Uma vez
confeccionada as nanoparticulas funcionalizadas, estas foram submetidas
a procedimento de caracterizagdo, com vistas a comprovacdo da efetiva
imobilizagdo da enzima as MNPs.

5.3.1 CaracterizacOes das nanoparticulas magnéticas

5.3.1.1 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

No espectro da ferrita de manganés, as bandas proximas de 400 e
600 cm? indicam a interacdo cation-anion nos sitios octaédricos e
tetraédricos, respectivamente (WALDRON, 1955). Estas bandas estdo
presentes no espectro apresentado na figura 34-A e sdo caracteristicas das
estruturas em espinélio, especialmente ferritas (JACOB et al., 2011). A
banda em 577 cm™ refere-se ao estiramento da ligacdo metal-oxigénio em
sitio tetraédrico, e a banda em 418 cm™ refere-se ao estiramento da
ligacdo metal-oxigénio em sitio octaédrico.

As bandas proximas de 3400 e em 1626 cm foram assinaladas
como deformacdo axial da ligacdo O-H e deformacédo angular de H-O-H
para agua livre ou absorvida. A banda préxima de 1378 cm-! é referente
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a deformacéo axial assimétrica de -NO, o que indica a presenca de nitrato
residual (JACOB et al., 2011) da etapa de passivagdo da superficie.

Figura 34 - Espectros de FTIR de MnFe;04 (A), MnFe,0,@QTS-enzima (B),
MnFe.0.@QTS (C) e QTS (D).
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Fonte: Gentilmente cedido por Natélia Bruzamarello Caon.

No espectro da quitosana (figura 34-D), podem ser observadas
bandas caracteristicas em 1656 cm™ (estiramento de carbonila em amida
1), 1379 cm™ (-CH,), e 898 cm™ (estrutura sacaridica), além de uma banda
larga centrada em 3300 cm?, referente ao estiramento de hidroxil e amina.
No espectro da ferrita de manganés encapada com quitosana (figura 34-
C), estas bandas sofreram alteracdes, sejam elas respectivamente: 1617
cml, 1384 cmt e 907 cm™. A interagdo da ferrita com a quitosana causa
estas alteracfes nos valores dos estiramentos, 0o que indica que ha
recobrimento efetivo da ferrita pela quitosana (LIU; CHEN; SHI, 2017).

O espectro da ferrita de manganés com quitosana e enzima (figura
34-B), quando comparado ao espectro da quitosana pura, mostra que a
banda em 2920 cm?, referente ao estiramento de C-H na quitosana, nao
esta presente apds reagdo com a enzima. E quando comparado ao espectro
da ferrita de manganés com quitosana sem enzima, a banda em 1617 cmr
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! foi deslocada novamente para 1656 cm?, o que indica que a reagéo com
a enzima afetou a interagdo da quitosana com a ferrita de manganés.

5.3.1.2 Espalhamento de luz dindmico (DLS)

Para o calculo do raio aparente a 173°, foi empregada a equacao 3
(equacdo de Stokes-Einstein), em que D € o coeficiente de difusdo
aparente, kg é a constante de Boltzmann, T é a temperatura da amostra e
n € a viscosidade do meio.

R = kgT
h 6mnD

3)

Foram obtidos os valores de 14,7 £ 0,4 nm, 59,5+ 2,7 nme 69,4 £
6,6 nm para MnFe;Os, MnFe;Os@QTS e MnFe;O.@QTS-enzima,
respectivamente. E importante frisar que estes valores s&o maiores do que
os valores obtidos por microscopia eletrénica e por difragdo de raios-X,
uma vez que consideram o raio aparente da particula solvatada, incluindo
no valor do raio a camada de hidratacdo que contorna a particula.

5.3.1.3 Potencial zeta

O potencial zeta (potencial () foi calculado pela equagdo 4
(aproximacdo de Helmholtz-Smoluchowski):

4mun
= 4
e 4)

Em que p é a mobilidade eletroforética, E € o campo elétrico
aplicado, n € a viscosidade do solvente e € ¢ a constante dielétrica do
meio. Foram obtidos os valores de +33,1 + 0,7 mV, -10,1 + 0,7 mV e -
352 £ 1,3 mV para MnFe;04, MnFe;04@QTS e MnFe;04s@QTS-
enzima, respectivamente.

Estes valores indicam que as dispersdes de ferrita de manganés em
agua e do composito com nanoparticulas sdo estaveis, ou seja, possuem
baixa tendéncia a agregacdo devido as repulsfes das cargas presentes na
superficie das particulas: cargas positivas na superficie da primeira e
negativas na superficie da segunda.

O composito de ferrita de manganés com quitosana apresenta
cargas negativas na superficie, devido ao tripolifosfato empregado na
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etapa de sintese, para realizar o efetivo recobrimento das nanoparticulas
pela quitosana, por gelatinizacdo idnica.

5.3.1.4 Andlise termogravimétrica

As curvas de aquecimento para MnFe2Os, MnFe 0.@QTS e QTS
estdo apresentadas na figura 35, em que é possivel verificar que a ferrita
de manganés apresenta elevada estabilidade frente ao aquecimento. A
perda de massa da amostra MnFe O.@QTS que ocorre em temperatura
préxima de 200 °C refere-se a degradacdo da parte orgénica do compésito
(quitosana e tripolifosfato). Desconsiderando a agua adsorvida (3,3 %),
nesta etapa ocorre a perda de 7,4 % da massa do compdsito.

Os dados mostram que pouca massa de polimero foi incorporada
na superficie da MNP, o que rendeu compésito com elevado teor de
material magnético com superficie funcionalizada ndo-magnética.

Figura 35 - Curvas de aguecimento para MnFe;O4, MnFe,O,@QTS e QTS.
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Fonte: Gentilmente cedido por Natélia Bruzamarello Caon.

5.3.1.5 Microscopia eletrbnica de transmissdo (TEM)

As imagens obtidas por TEM e a distribuicdo de tamanhos
(histograma) da ferrita de manganés estéo apresentadas na figura 36. A
linha corresponde ao melhor ajuste, assumindo uma distribuicdo log-
normal (equacéo 5):

Onde In Do é o valor médio de In D e ¢ é o desvio padrdo. O
didmetro mais provavel corresponde ao ponto maximo, Dmp = Do exp (-
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0?). Foi considerado como Dwme (didmetro obtido por microscopia
eletrénica) o valor de Do e o desvio padrio ¢ o valor de ¢ da distribui¢do
log-normal. O software open source Fiji (Fiji Is Just ImageJ) foi utilizado
para realizacdo das medidas de tamanho das particulas.

P(D) =

_(nD - lnDo)z) ©)

D(2m)1/2 P ( 202

Figura 36 - (A) Imagem de TEM da ferrita de manganés, (B) histograma da
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Fonte: Gentilmente cedido por Natalia Bruzamarello Caon.

O didmetro da ferrita de manganés obtido por TEM foi de 13,4 +
0,4 nm. Pode ser observado na figura 35 (C) que o recobrimento com
quitosana foi uniforme e rendeu uma camada pouco espessa de casca.
Esse fato é importante, pois permitiu a ancoragem da enzima no
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composito, como verificado por espectroscopia no infravermelho, mas
ndo comprometeu tao significativamente o carater superparamagnético do
sistema, uma vez que pouca massa ndo-magnética foi agregada a ferrita
de manganés, como sera apresentado na se¢do 5.3.1.7.

5.3.1.6 Difragdo de raios-X

Na figura 37 estdo apresentados os padrdes de difracdo de raios-X
da ferrita de manganés e do compésito MnFe,0.@QTS. E possivel
verificar que a ferrita de manganés possui os planos de difracdo
caracteristicos de estrutura em espinélio (marcados na figura 37) e que 0
composito detém porcdo amorfa na estrutura, gerada pela camada de
quitosana.

Figura 37 - Difratogramas de raios-X da ferrita de manganés, com os principais
planos de reflexéo assinalados, e do compdsito MnFe,0,@QTS.
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Fonte: Gentilmente cedido por Natélia Bruzamarello Caon.

Utilizando a equagdo de Scherrer (Equacdo 6), foi obtido o
tamanho de cristalito por intermédio do alargamento do sinal referente ao
plano de difracéo de maior intensidade.

K2
t= Bcos6

(6)

Em que 1 é o tamanho médio do dominio ordenado, K é um fator
adimensional que varia de acordo com a forma do cristalito, A ¢é o



95

comprimento de onda do raio-X, B ¢ a medida em radianos do
alargamento na meia altura do sinal (FWHM) ap6s descontar o
alargamento instrumental, ¢ 0 é o angulo de Bragg em graus.

O alargamento da meia altura do sinal do plano de difragdo 311
foi empregado para determinacdo do tamanho do cristalito da ferrita de
manganés, considerando nanoparticula esférica. O tamanho do cristalito
por DRX para ferrita de manganés é de 11,3 nm, valor bem proximo do
obtido por TEM.

5.3.1.7 Magnetometria de amostra vibrante

As curvas apresentadas na figura 38 mostram o comportamento
superparamagnético tanto da ferrita de manganés quanto do compdsito:
em campo magnético igual a zero, ndo ha magnetizacdo nas amostras.
Este comportamento é observado em materiais com baixa coercividade,
como nas ferritas macias, que é o caso da ferrita de manganés. Em
presenca de campo magnético, tanto a ferrita de manganés quanto o
composito apresentam magnetizacdo, ou seja, resposta ao campo
magnético.

Figura 38 - Curvas de magnetizagdo em funcdo do campo aplicado para ferrita de
manganés e do compdsito MnFe,0,@QTS.
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Fonte: Gentilmente cedido por Natélia Bruzamarello Caon.

Os valores de magnetizacdo de saturacdo (Ms) foram de 59,8
emu gt para ferrita de manganés e 55,2 emu g para o0 compésito. Com
estes valores é possivel calcular o teor de conteldo magnético no
compoésito utilizando a equacio 7, de acordo com TENORIO-NETO et
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al. (2015), em que Ms é a magnetizacao de satura¢do do compdsito e Mso
refere-se ao valor da magnetizacdo de saturacdo da ferrita de manganés
sem quitosana.

Ms
Conteudo magnético (% massa) = Mse x 100 (7
0

O contedo magnético do compdésito é de 92,3 %, condizente com
o valor obtido pela andlise termogravimétrica, que indicou 7,4 % de
massa de quitosana no composito. Este valor mostra que o compdsito
possui carater magnético elevado quando comparado com a ferrita de
manganés sem quitosana, que o torna adequado para a aplicacdo
planejada.

5.3.2 Método eletroforético

Uma vez estabelecidas as caracterizagdes das MNPs
funcionalizadas, voltou-se a aten¢do para uma forma de introduzi-las e
aprisiona-las no interior no tubo capilar, a fim de se produzir o IMER.
Ap0s sucessivas tentativas sem sucesso, a condi¢do que melhor chegou
ao resultado esperado foi utilizando como forca de aprisionamento das
MNPs, um bloco de imés de neodimio de 2,5 cm (figura 39) em arranjo
de Halbach. Esse tipo de arranjo de imas, potencializa 0 campo magnético
em uma de suas faces enquanto que quase o anula na outra (HALBACH,
1980, 1985). Esse tipo de fendmeno é possivel ser facilmente simulado
por meio do software Finite Element Method Magnetics, (MEEKER,
2010) e a forca do campo na superficie da face de maior intensidade é
estimada em torno de 1,3 Tesla (figura 40). Esse bloco de imas de
neodimio foi confeccionado pela aluna Natalia Bruzamarello Caon e
gentilmente cedido para a realizacdo dos experimentos deste estudo.

Figura 39 - Bloco de imas de neodimio montados em arranjo Halbach, face lateral
(a esquerda) e face superior (a direita), onde é afixado o capilar.

B

Fonte: O autor.
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Figura 40 - Simulagdo do campo magnético dos imds em arranjo de Halbach.
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Fonte: Gentilmente cedido por Natalia Bruzamarello Caon.

O capilar selecionado para os experimentos foi de 75 um, didmetro
um pouco maior do que o utilizado nos estudos prévios, para prevencdo
da obstrucdo do mesmo pelas MNPs. O comprimento do capilar também
foi pensado para ser de tal tamanho que fosse possivel acomodar o bloco
de imés e realizar uma segunda volta pelo cassete. Da mesma forma, a
introducdo das MNPs também precisou ser otimizada, e uma lavagem do
capilar por 30 s a 1000 mbar, com solucdo a 1 mg mL?* de MNPs
funcionalizadas foi o suficiente para produzir um leito efetivo de MNPs
(figura 41), porém sem bloquear o interior do capilar.

Figura 41 - Imagem obtida com microscopio Optico em aumento de 100x (a
esquerda) e com lupa de aumento de 5x (& direita) da regido com os imas em
arranjo de Halbach apoés a introducdo das MNPs funcionalizadas.

=

Fonte: O autor
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O arranjo de imds foi posicionado no interior do cartucho do
modelo de eletroforese capilar utilizado nos experimentos, a exatos 12 cm
da entrada do capilar (figura 42). Portanto, precisou-se saber o quanto
deveria ser injetado de BGE ap6s a inje¢do da solugdo teste com substrato,
para se “empurrar” este plugue até a regido dos imas, e promover a reagdo
com a enzima ancorada as MNPs. Para tanto, uma série de injecdes apenas
com acetona de marcador foram feitas, mensurando o tempo que esta
levava para chegar ao detector. Assim, péde-se calcular quantos cm por s
0 aparelho era capaz de injetar em uma determinada pressdo. A uma
pressdao de 50 mbar, essa “velocidade de injecdo”, no equipamento e
capilar utilizado, foi determinada como sendo igual a 0,2 cm s%. Sendo
assim, para que o plugue de substrato chegasse a zona de MNPs, este
deveria ser “empurrado” por uma inje¢do de BGE por 60 s a 50 mbar.

Figura 42 - Esquema de acondicionamento dos imds em arranjo de Halbach
dentro do cartucho do equipamento de eletroforese capilar, juntamente com o
capilar utilizado.

Fonte: O autor.

O padrao interno precisou ser diferente do previamente utilizado,
o propranolol nas condic6es propostas acabava por co-migrar com a TCh,
0 produto da reacdo. Assim, por meio de simulagBes no software
PeakMaster (versdo 5.1), o imidazol foi selecionado. Com a definigéo
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desses parametros, obteve-se em 5 min de corrida um eletroferograma
(figura 43) com todos os componentes necessarios para o calculo de
atividade.

Figura 43 - Exemplo de eletroferograma obtido através de IMER de AChE.
AThCh — iodeto de acetiltiocolina (substrato); Pl — padréo interno (imidazol);
TCh —tiocolina (produto). Linha azul referente a aquisi¢do em 210 nm e vermelha
a230 nm.

AThCh TCh
12 mAU Pl

0 1,0 20 3.0 40 5,0 min
Fonte: O autor.

Uma vez estabelecido o método, avaliou-se a influéncia do tempo
de incubacéo da reagdo na formacdo do produto tiocolina. Para tanto, um
mesmo microrreator foi utilizado para se realizar experimentos sem
incubacgdo (0 min) e com 1 a 5 min de incubacdo, em experimentos de
controle negativo, onde ndo existe a influéncia de um inibidor. Como
observado no gréfico (figura 44), ndo existe diferenga significativa entre
0s tempos de incubacdo de 0 a 5 minutos. Esse resultado é de particular
interesse, pois deste modo néo se faz necessaria a incubacdo da reacédo do
capilar, o que diminui o tempo de analise, tornando o método mais rapido.

Uma das particularidades mais interessantes de se utilizar um
microrreator é a possibilidade de se reutilizar a enzima aprisionado no
interior do capilar para se realizar varios ensaios. Para se estimar quantos
ensaios de atividade enzimatica poderiam ser feitos com mesmo IMER,
avaliou-se a estabilidade do mesmo. Para isso, quatro microrreatores
foram submetidos a 50 experimentos do tipo controle negativo (onde nao
hd a presenca de inibidores ou amostras, apenas o substrato) em
sequéncia, para se avaliar por quantos ensaios o pico referente ao produto
da reacdo se mantém.
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Figura 44 - Influéncia do tempo de incubacdo na formagéo de produto da reacéo
em IMER.
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Fonte: O autor.

Como se observa no gréafico a seguir (figura 45), a area referente
ao pico de TCh, diminui gradativamente a medida que os experimentos
sdo executados. Em um deles (linha azul), o sinal diminui drasticamente
a partir do 27 experimento, o que nos leva a crer que a diminuigéo do sinal
observada se deve a um fendmeno semelhante a uma lixiviacdo. Entre
cada um dos experimentos, existe uma etapa de lavagem do capilar com
0 BGE, o0 que deve acabar por removendo pouco a pouco as MNPs.

Figura 45 - Estabilidade do microrreator de enzima imobilizada ao longo de 50
ensaios.
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Isso nos leva a proposta de que, o importante neste tipo de
procedimento é se executar controles negativos periédicos ao longo dos
experimentos, por exemplo a cada dois ensaios com amostras, para que
se tenha um valor mais “atualizado” do controle negativo a ser usado na
equacao do célculo de inibicdo. Dessa forma pode-se prevenir resultados
de falsa inibicdo, decorrente da diminui¢do do produto ndo por inibicéo
da enzima, mas por perda de MNPs no interior do capilar.

Assim como nos demais estudos, foram realizados estudos
cinéticos com o método de IMER proposto. Da mesma forma como
anteriormente exposto, graficos de Michalis-Menten e de Lineweaver-
Burk (figura 46) foram construidos para se estimar o Ky da enzima por
esse método. O valor de K encontrado neste método foi de 1,16 mmol
L1, que é sensivelmente menor do que os obtidos nos demais métodos
propostos neste trabalho. Quando comparado com o método proposto no
estudo 1 (secdo 5.1) este valor é quase duas vezes menor, e quando
comparado com o0 método proposto no estudo 2 (secdo 5.2), este valor é
mais de 3 vezes menor. Isso nos indica que possivelmente existe uma
maior afinidade entre a enzima e o seu substrato no método por IMER,
que pode talvez ser decorrente do ancoramento da enzima nas MNPs.
Trabalhos na literatura ja expbem que enzimas imobilizadas podem
possuir uma maior atividade quando comparada a mesma enzima em
solucdo livre (CLARK, 1994; LIANG; LI; YANG, 2000).

Figura 46 - Gréfico de Michaelis-Menten (& esquerda) e seu correspondente
grafico de Lineweaver-Burk (a direita) para a reagdo de AChE em IMER.
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Fonte: O autor.

Outros estudos propondo métodos também com AChE imobilizada
chegaram a valores de K proximos aos aqui expostos. Em trabalho que
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desenvolveu biossensor de AChE imobilizada em microesferas
magnéticas para deteccdo de inseticidas organofosforados, o valor de K,
obtido pelo método proposto foi de 1,04 mmol L, corroborando com o
aqui obtido (ISTAMBOULIE et al., 2007). Outro trabalho também
desenvolvendo método de biossensor com AChE para a deteccdo de
pesticidas organofosforados, porém utilizando nanotubos de carbono
como suporte para imobilizacdo da enzima, obteve valor de 1,75 mmol L
! para 0 Km, mais uma vez se assemelhando ao obtido no presente estudo
(L1U; LIN, 2006).

Uma vez mais, agora no caso da enzima imobilizada, também se
observam na literatura valores maiores e menores para esse parametro
cinético. No caso de um biossensor proposto utilizando como meio de
imobilizacdo a encapsulacdo por sol-gel, os autores relatam um valor de
Km de 8,18 mmol L. Os autores atribuem a talvez pouca afinidade da
enzima pelo substrato a uma possivel desnaturacdo dos sitios ativos da
enzima durante o processo de preparo do sol-gel, ou ainda a uma barreira
de difusdo na rede sol-gel, impedindo o substrato de entrar em contato
efetivo com o sitio ativo da enzima (DOONG; TSAIl, 2001). Em
contrapartida, detector amperométrico desenvolvido para o
monitoramento da atividade da AChE, obteve de Kn de 0,59 mmol L7,
guase metade do obtido pelo presente método (PARSAJOO;
KAUFFMANN, 2013).

Concluindo a avalia¢do cinética do método, a I1Cso (figura 47) foi
avaliada em 3 microrreatores distintos, com uma media de 29,42 + 3,88
umol L, valor este pouco mais de duas vezes maior do que o obtido pelo
estudo 1 (secdo 5.1) e mais de cinco vezes maior que o obtido pelo método
proposto no estudo 2 (se¢do 5.2). Considerando que os valores de K
encontrados naqueles estudos (tabela 5) sdo superiores ao deste, como ja
discutido, presume-se que a enzima imobilizada possui uma afinidade
maior pelo substrato, e portanto, uma maior concentracdo de inibidor
talvez seja necessaria para se obter a mesmo efeito de inibicéo.

Pensando em uma aplicacdo para o método, foi proposto
experimenté-lo em uma matriz ainda mais complexa que aquela utilizada
no estudo 1 deste trabalho (sucos de frutas). Dessa forma, extratos
hidroalcodlicos de 7 espécies de Myrtaceae nativas da Mata Atlantica do
Sul do Brasil, obtidos em parceria com a Prof.2 Dr.2 Michele Debiasi
Alberton do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da FURB, foram
utilizados. Extratos vegetais sdo conhecidos por serem uma matriz
complexa e apresentarem uma vasta gama de compostos das mais
variadas classes, dos mais apolares, como terpenos e esteroides, aos de
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maior polaridade, como flavonoides e antocianinas (HOSTETTMANN et
al., 2008).

Figura 47 - Gréfico de inibi¢do da AChE em IMER na presenca de neostigmina.
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Tabela 5 - Pardmetros cinéticos e de inibi¢do enzimatica obtidos pelos trés
métodos propostos.

Estudo 1 Estudo 2 Estudo 3
K AChE 2,01 mmol L 3,81 mmol L* 1,16 mmol L*
" a-Glicosidase 0,98 mmol L* 0,43 mmol L* -
K AChE 4,62 umol L 4,27 pmol L? -
' a-Glicosidase 0,326 mmol L* 0,40 mmol L -
AChE 14,194 + 0,472 5,115+ 0,472 29,42 + 3,88
ic umol L? pmol L pmol L?
%0 o 0,166+0,002 0,582 % 0,017
a-Glicosidase 1 1 -
mmol L mmol L

Fonte: O autor.

Pode-se observar através dos resultados (tabela 6), que quase todos
0s extratos inibem a AChE em uma faixa de 10 % a 20 %, na concentragéo
testada. Entretanto, o extrato das folhas de jaboticaba (P. cauliflora) foi
capaz de inibir em mais de 40% a atividade da enzima nesta
concentracdo. Interessantemente, este resultado corrobora com o obtido
no estudo 1 (SIEBERT et al., 2019), onde o suco de fruta com a melhor
atividade sobre a mesma enzima foi o da prdpria jaboticaba. Isso nos leva
a crer que possivelmente existe algum metabélito secundario na planta



104

gue provavelmente estd presente nas folhas e frutos e contribui para a
atividade observada.

Tabela 6 - Resultados de atividade inibitdria de acetilcolinesterase de extratos
hidroalcodlicos de espécies da familia Myrtaceae.

Amostra (100 mg L?) % de inibigdo da AChE
Eugenia brasiliensis 14,23 + 5,50
Eugenia catharinensis 18,25 + 8,02
Eugenia involucrata 10,91 + 4,79
Eugenia platysema 12,77 + 5,80
Myrcia pubipetala 8,72 £5,76
Myrcia splendens 13,64 + 8,12
Plinia cauliflora 42,31 +£6,81
Neostigmina (10 mg L™?) 51,05+1,04

Fonte: O autor.

Em relacdo as outras espécies estudadas, apenas para a E.
brasiliensis foi encontrado estudo que avaliou também atividade
inibitéria do extrato bruto das folhas da espécie. Naquele estudo, os
autores utilizaram o ensaio classico de Ellman na investigacéo, e com a
mesma concentracao utilizada aqui, conseguiram uma inibicéo de 40,3 +
0,1% (MAGINA et al., 2012), maior que a obtida através de nosso
método. E importante ressaltar que a composicdo quimica dos extratos
vegetais pode ndo ser a mesma, uma vez que os metabdlitos secundarios
de plantas podem sofrer alteracfes dependente do local da coleta, estacéo
do ano, bem como outros fatores (SIMOES et al., 2018), portanto n&o ha
como afirmar qual resultado é mais acurado.

O método de IMER proposto, assim como nos demais estudos
deste trabalho, empregado para a triagem de inibicdo da enzima AChE
guando exposta a extratos vegetais foi de extrema valia, por meio das
vantagens da CE ja expostas nas discussdes anteriores. Além das
economias de reagente e tempo necessarios para a obtencdo dos
resultados, foi possivel com esse método aproveitar a enzima em diversos
ensaios, Uma vez que a mesma se encontra aprisionada no interior do tubo
capilar utilizado na técnica.
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6 CONCLUSOES

1.Em

v

2. Em

relacdo ao Estudo 1:

Foi possivel propor métodos multiplos de EMMA para a avaliacéo
da atividade enzimatica de AChE e a-glicosidase;

Os métodos tiveram seus parametros cinéticos avaliados, com
resultados condizentes com a literatura, o que viabilizam o uso
destes para a triagem de novos inibidores enzimaticos;

Sucos de 13 frutas foram submetidos a avaliacdo do potencial de
inibicdo das enzimas, e resultados interessantes foram obtidos para
0s sucos de pitanga e jaboticaba;

Através de analise por HPLC-ESI-MS/MS, foram identificados
varios compostos fendlicos com indicios bibliograficos de
atividade contra as duas enzimas avaliadas, que podem ter

contribuido para o resultado observado.

relacéo ao Estudo 2:

Meétodo duplo simultineo de EMMA para as enzimas AChE e a-
glicosidase foi proposto;

Os parametros cinéticos do método foram avaliados e corroboram
com dados existentes na literatura, permitindo também o uso deste
para a triagem de novos inibidores;

Dez compostos fendlicos foram avaliados através do método, com
acido p-cumarico e 4cido protocatecuico desempenhando a melhor
inibicdo da AChE, e &cido elagico e quercetina os mais efetivos

contra a-glicosidase.
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3. Em relagdo ao Estudo 3:

v' Através do uso de nanoparticulas magnéticas de ferrita de
manganés, foi possivel propor método de IMER para AChE;

v O método foi aplicado com sucesso na triagem de extratos
hidroalcodlicos de sete espécies de Myrtaceae, das quais a
jaboticaba teve o melhor resultado.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os métodos de EMMA aqui desenvolvidos foram consistentes com
os valores encontrados na literatura para a cinética das enzimas
selecionadas neste trabalho e podem ser usados na triagem de novos
inibidores destas. Os métodos envolvendo as injecBes multiplas, quando
aplicados de maneira correta, oferecem muitas vantagens. Entretanto,
maiores ajustes poderiam ser feitos, principalmente no que tange a
robustez e reprodutibilidade. Os métodos aplicados a acetilcolinesterase
poderiam ser explorados também para a avaliacdo da butirilcolinesterase
(BChE), uma enzima semelhante, com mesmo substrato, porém com
aplicagdes diferentes. Geralmente, quando executados em conjunto,
ensaios de AChE e BChE oferecem uma melhor ideia do alvo da a¢do do
inibidor.

Seguindo a mesma logica, ensaios com a a-amilase, enzima
responsavel pela degradacdo de amido em oligossacarideos menores,
poderiam ser realizados juntamente com ensaios da a-glicosidase,
fornecendo assim um melhor quadro de avaliagdo de inibidores
enzimaticos para a utilizacdo no diabetes.

Com o conhecimento desenvolvido a partir do método de IMER
para AChE, abrem-se as portas para que novas enzimas sejam ancoradas
no suporte de MNPs, e assim outros métodos possam ser desenvolvidos.
Enzimas de dificil acesso, pouca disponibilidade, de alto custo ou ainda
ndo disponiveis comercialmente, apenas por meio de isolamento, parecem
boas candidatas para esse tipo de abordagem, uma vez que a enzima se
preserva por varios ensaios antes da inutilizacdo da mesma.

Quando aplicados as amostras propostas, 0s métodos de EMMA
aqui desenvolvidos produziram resultados interessantes. As amostras
estudadas podem no futuro, ap6s maiores estudos, serem candidatas ao
tratamento das doengas aqui abordadas, e possivelmente outras ainda ndo
estudadas.
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XI Simpdsio Brasileiro de Farmacognosia
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Microanilise mediada por eletroforese capilar (EMMA) com método alternativo para
avaliaciio de atividade/inibicao enzimaitica
Diogo A. Siebert”™, Michele D. Alberton?, Gustavo A. Micke!,

! Universidade Federal de Santa Catarina, Florianépolis/SC, Brasil;
2 Universidade Regional de Blumenau. Blumenaw/SC. Brasil.

Introduciao: Uma das estratégias que podem ser adotadas para o tratamento de doencas ¢ a inibicdo de
enzimas que possuem papel chave no processo fisiopatologico. Exemplos disso sdo as enzimas
acetilcolinesterase (AChE). relacionado & doenga de Alzheimer. e u-glicosidase (¢-Gli). relacionado ao
Diabetes mellitus-?. Uma tendéncia recente na area de ensaios enzimaticos ¢ a utilizagio da eletroforese
capilar (CE). cujo método chamado de microanalise mediada por eletroforese capilar (EMMA) ¢ de
particular interesse, tendo sido utilizado para ensaios de atividade enzimatica, estudos cinéticos e de
inibi¢io®. Objetivos. O presente estudo buscou a execucio e adaptacio dos métodos descritos por Martin-
Biosca et al.* e por Guo et al.’ como ferramenta de estudo para a avaliagio da inibi¢cio da AChE e a-Gli.
respectivamente Materiais e métodos. O experimento foi realizado em equipamento Agilent modelo
7100 com DAD e capilares de silica fundida/poliimida (50 um x 58.5 cm). em 230 nm para AChE: e 270
€ 406 nm para 0-Gli. O BGE ¢ o tampéo utilizados foram 30 mM de H;BO; e 30 mM de NaH,PO4 (pH
8.0) no caso da AChE: e Na;B4O7 20 mM (pH 9.2) como BGE e fosfato 40 mM (pH 6.8) como tampdo de
diluicdo no ensaio de ¢-Gli. Uma solugio de AChE (10 UmL™) ou 0-Gli (5 UmL™) e de substrato
(acetiltiocolina, 2 mM. ou p-nitrofenil u-D-glicopiranosideo. 0.2 mM) com ou sem inibidor/amostra.
foram introduzidos no capilar em modo sanduiche. ou seja. solucdo de enzima (50 mBar. 5 s). subsirato
(50 mBar. 5 s) e enzima (50 mBar, 5 s) e deixado em repouso por 2 minutos (cassete a 37 °C) para
incubagdo. Apos. uma tenséio de 30 kV foi aplicada. A % de inibigdo foi calculada pela formula: %
inibigéio = 100 - (t/cn = 100): onde t € a area do pico do produto na presenca de inibidor/amostra e “cn” a
drea do pico correspondente ao produto sem presenga de inibidor. Resultados e discussoes. Com esses
parametros, foi possivel verificar que o pico referente ao produto diminui em area quando neostigmina e
acarbose sdo adicionados ao ensaio. € uma ICso de 14.1 pM e 0.17 mM. respectivamente, foram obtidas.
Conclusoes. O método tem potencial para a avaliagio da inibicdo da AchE ou ¢-Gli por amostras
promissoras, com por exemplo extratos vegetais ou seus compostos isolados. Experimentos estio em
andamento no sentido de melhor otinizar o método na presen¢a de mibidores e amostras de produtos
narurais.

Palavras-Chave: EMMA_ acetilcolinesterase. a-glicosidase.
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Biomed. 53. 1076-1090.

“Martin-Biosca. Y.. Asensi-Bernardi. L.. Villanueva-Camanas, RM.. Sagrado. S.. Medina-Hemnandez.
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Avaliacdo da atividade anti- colinesterasica e a-glucosidase de sucos
de frutas por microanalise mediada por eletroforese capilar (EMMA).

Diogo A. Siebert' (PG)*, Michele D. Alberton? (PQ), Gustavo A. Micke' (PQ). siebertbnugigmall com
' Departamento de Quimica, Universidade Federal de Santa Catarina, Fiorianépolis/SC, Brasil.

2 Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade R

Qmce Analitica (ANA)

de Blur , Blu /SC, Brasil.

Palavras Chave: Sucos, EMMA, aceticolinesterase, a-glicosidase
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cm), em 230 nm para AChE; e 270 e 406 nm para a-
Gli. O BGE e o tampdo utilizados foram 30 mM de
HBO» e 30 mM de NaH:POu (pH 8.0) no caso da
AChE; e Na:B«O7 20 mM (pH 9,2) como BGE e
fosfato 40 mM (pH 6,8) como tampdo de diluigdo no
ensaio de a-Gli. Uma solugdo de AChE (10 U mL")
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capilar em modo sanduiche, ou seja, solugdo de
enzima (50 mBar, 5 s), substrato (50 mBar, 5 s) e
enzima (50 mBar, 5 s) e deixado em repouso por 2
minutos (cassete a 37 ‘C) para incubagdo. Apés,
uma tensdo de 30 kV foi aplicada. A % de inibicdo
foi calculada pela formula: % inibigdo = 100 - (Ven x

Socledade Brasiieira de Quimica (S8Q)

presenca de inibidor/amostra e “cn” a area do pico
corespondente ao produto sem presenca de
Tabela 1. Rnulbdos de atividade inbitoria de
acetiicolinesterase e de a-glucosidase.
: % inibic3
Juice AChES e —
Amora-preta 28541037 51732222
Goiaba 36322280 21602143
Jaboticaba 8500£1.73 57912260
Krm 42181£6.58 11132054
Laranja 43222272 8252088
Lim3o-taiti 77512155 9732155
Maca 33902438 10442144
Manga 44972257 12312139
Maracuja 66.38 ¢ 1.91 13142201
Morango 51432139 2356176
Pitanga 5267124 6947 £289
Pitaya 3028+4.00 1957+£1.05
Uva 26392221 22281082
Neostigmina© 80.64 £ 0.66 na.
Acarbose’ n.a. 39.03 1 3.51

. ensan 4 5 mg 3 onsan & 1 mg
mL", ¢ Neostigmena & 10 mg L', # Acarbose 4 100 mg L
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DUAL ELECTROPHORETICALLY-MEDIATED MICROANALYSIS IN
MULTIPLE INJECTION MODE FOR THE SIMULTANEOUS
DETERMINATION OF ACETYLCHOLINESTERASE AND A-GLUCOSIDASE
ACTIVITY

Diogo Alexandre  Universidade Federal de
Siebert  Santa Catarina, Brazil

Juliana Soares Campos
PP.. A .3 0 Gustavo Amadeu Micke

A recent trend in the area of enzymatic assays is the use of capillary electrophoresis, whose
method called electrophoretically-mediated microanalysis (EMMA) is of particular interest [1].
Methods developed with multiple injections are enormously advantageous, increasing the
analytical frequency [2], and can be adopted to assays with enzymes, such as
acetylcholinesterase (AChE), related to Alzheimer\'s discase, and a-glucosidase (a-Glu),
related to Diabetes mellitus [3,4]. The present study sought to propose a dual EMMA method
for the simultaneous determination of AChE and a-Glu activity, using the multiple injections.

Experiments were performed on an Agilent 7100 equipment with diode array detector using
fused silica capillaries (50 um x 48.5 cm) at 230, 270 and 406 nm. Buffer solutions used were:
30 mM H3BO3/NaH2PO4 (pH 8.0) and 40 mM NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 6.8). Solutions of
AChE (10 U mL-1) and a-Glu (10 U mL-1) and substrate (acetylthiocholine, 2 mM and
p-nitrophenyl-a-D-glucopyranoside, 0.2 mM) with or without inhibitor/sample were injected in
“sandwich™ mode (enzyme-substrate-enzyme), incubated for 2 minutes (cassette at 37 °C) and
30 kV was used for separation. The inhibition percentage was calculated by the formula:
inhibition % = 100 — (t/cn x 100); where t and cn are the peak area of the product in the
presence of inhibitor/sample and without the presence of an inhibitor, respectively.

With these parameters, it was possible to verify that the products peaks decreased in area when
neostigmine and acarbose were added to the assay, and an IC50 of 5.47 uM and 0.11 mM,
respectively, were obtained.

The method has potential for the evaluation of inhibition of AChE or a-Glu in a screening
approach, such as plant extracts or their compounds isolated. Experiments are under way to
assess the kinetic parameters of the method, and its application to samples of natural products.
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Determination of acetylcholinesterase and »-glucosidase
inhibition by electrophoretically-mediated microanalysis
and phenolic profile by HPLC-ESI-MS/MS of fruit juices
from Brazilian Myrtaceae Plinia cauliflora (Mart.) Kausel
and Eugenia uniflora L.
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health benefits and could lead to novel strategies to combat
these ailments. The objective of this study was to evaluate by KEY
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Eugenia uniflora ("pitanga”) d acetyicholi (AChE)  , gicosidase
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