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God is in the details.
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RESUMO

A prostaglandina 15d-PGJ2 é produto final da via da enzima COX2. A 15d-
PGJ2 é uma prostaglandina que apresenta efeitos anti-inflamatorios, anti-
proliferativos e protetores celulares. A PKA e PKCe estdo envolvidas em diversas
patologias, portanto, novos inibidores de proteinas quinases sdo importantes
ferramentas farmacoldgicas. E a reacdo de Michael é altamente estudada para o
desenvolvimento de novos inibidores de proteina quinase, esses inibidores ja séo
explorados pela indastria, principalmente nas areas de inflamacdo e oncologia. A
molécula da 15d-PGJ2 é um eletréfilo para a reacdo de Michael. Um exemplo de
nucleodfilo para essa reacdo séo as cisteinas presentes em proteinas celulares. Por
isso, este trabalho ira analisar o potencial de ligacdo da 15d-PGJ2 na PKA e PKCe.
Foi utilizado a técnica de espectrometria de massa utilizando o MALDI-TOF. Para
avaliar a ligacéo foi analisado o peso molecular das quinases na presenca ou auséncia
da 15d-PGJ2. Néao foi possivel avaliar essa ligacdo através de nossos espectros
provavelmente devido a problemas com nossas amostras. Nos primeiros testes
acreditamos que houve supressdo do sinal das proteinas por causa de excesso de
sal. Em testes posteriores, ja feita a dessalinizacao das amostras, os sinais ndo foram
detectados. Isso deve ter acontecido provavelmente pela perda das proteinas no
momento da dessalinizacdo pelo método utilizado. A 15d-PGJ2 apresenta grande
potencial como inibidora de proteinas quinase, porém, ndo se conseguiu avaliar esta
ligacdo neste trabalho. Este estudo servira como uma pré-validacdo para futuros
preparos dessa amostra.

Palavras—chave: 15d-Prostaglandina J2, Proteina quinase A, proteina quinase Ce,

MALDI-TOF, espectrometria de massas



ABSTRACT

The prostaglandin 15d-PGJ2 is the final product of the COX2 enzyme. 15d-
PGJ2 is a prostaglandin which exhibits anti-inflammatory, anti-proliferative and cell
protective effects. PKA and PKCe are involved in different diseases. Therefore, new
protein kinase inhibitors are valuable pharmacological tools. The reaction most studied
for the development of new protein kinase inhibitors is the Michael reaction. those
inhibitors are already invested by the industry, particularly in inflammation and
oncology. 15d-PGJ2 is an electrophile for the Michael reaction. An example of a
nucleophile for this reaction Is the cysteines present in cellular proteins. Therefore, this
paper will analyze the binding potential of 15d-PGJ2 to PKA and PKCe. The method
used was mass spectrometry utilizing the MALDI-TOF. To analyze the binding, the
molecular weight of the protein kinases was evaluated in the in the presence or
absence of 15d-PGJ2. Unfortunately, it was not possible to evaluate the prostaglandin
binding to the protein through our spectra. Probably due to problems with our samples.
In earlier tests is believed that there was a suppression of the signal protein because
of excess of salt. In later tests after desalinization the signal and noise were completely
lost, this probably have happened for loss of proteins in the time of desalination by the
method used. The 15d-PGJ2 has great potential as an inhibitor of protein kinase, but
it could not be evaluated. This study will be used as a pre-validation for future

preparation of samples for this purpose.

Key-Words: 15d-Prostaglandin J2, Protein kinase A, protein kinase Ce, MALDI-TOF,
Mass spectrometry.
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1. Introducéao

1.1 15-desoxi'?'*prostaglandina J-2

A 15-desoxit?14prostaglandina J-2 (15d-PGJ2) é uma prostaglandina produto
final da via da enzima ciclooxigenase-2 (COX-2). A 15d-PGJ2 apesar de ser uma
prostaglandina apresenta efeitos anti-inflamatoérios, anti-proliferativos e protetores
celulares. Esta prostaglandina que € abundantemente produzida em sitios
inflamatorios, pode ter como papel bioldgico a protecao do tecido e diminuicdo da
inflamac&o(SCHER; PILLINGER, 2005; SURH et al., 2011).

Para a formacdo de prostaglandinas (figura 1) fosfolipidios presentes na
membrana plasmatica sdo liberados na corrente sanguinea, apés essa sofrer alguma
leséo, esses sao substratos para a enzima fosfolipase A2 e se convertem em acido
araquidénico, precursor comum de todos o0s eicosanoides (prostanoides e
leucotrienos)(ONOFRE ALVES NETO, PAULO GUSTAVO BARBONI DANTAS
MELO, 2009).

_PLA

F Osh

Acido araquidénico
Ciclooxigenase ))0_}

Proteina G

() GSH

2) GSSG

15d-PGJ2

Figura 1. Formacao das prostaglandinas.
Fonte: Imagem adaptada de http://www.ff.up.pt/monografias_toxicologia/monografias/

ano0708/g3_nimesulide/Imagens/sintesepg.jpg acessada em junho de 2016
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Apés formacdo do acido araquidbnico, esse pode seguir por duas vias
principais, a via das ciclooxigenases e a via das lipooxigenases. Pela via das
ciclooxigenases sao produzidos os prostanoides, as prostaglandinas E2, D2, F2 e a
prostaciclina PGL2 (ONOFRE ALVES NETO, PAULO GUSTAVO BARBONI DANTAS
MELO, 2009).

A etapa limitante da formacéo de 15d-PGJ2 é a sintese de prostaglandina H2
(PGH2). A PGH2 é metabolizada em prostaglandina D2 (PGD2) pela enzima
prostaglandina D2 sintetase. A PGD2 é espontaneamente convertida em
Prostaglandina J2 (PGJ2). A PGJ2 sofre um rearranjo molecular de suas ligacées com
subsequente desidratacao e formacao de 15d-PGJ2(SURH et al., 2011).

O papel protetor da 15d-PGJ2 pode ser explicado por diversos mecanismos,
exemplo disto seria a ligacéo da 15d-PGJ2 aos receptores ativados por proliferadores
de peroxissoma gama (PPARY), esta ligacao é de alta afinidade. Ao ativar o PPARy a
15d-PGJ2 é uma repressora da atividade de diversos genes relacionados a
inflamacéo em macréfagos como a NO sintase e fator de necrose tumoral. 15d-PGJ2
€ encontrada in vivo durante a fase de resolutividade da inflamacdo(GILROY, D. W.,
COLVILLE-NASH, P. R., WILLIS, D., CHIVERS, J., PAUL-CLARK; WILLOUGHBY,
1999).

Assim que é formada, a 15d-PGJ2 também pode agir como um ligante para
seus alvos, reagindo com nucledfilos no meio celular, como os grupos tiol (grupamento
hidrogénio e enxofre) de cisteinas. J& foi evidenciado também que a 15d-PGJ2 pode
inibir a expressdo da NF-Kb, tanto indiretamente se ligando a PPARy quanto
diretamente através de ligacao ao sitio de cisteina de IKB quinase (que nesta via
ativaria NF-Kb) e também com modificacdo no sitio de ligacdo do DNA das
subunidades da NF-Kb (figura 2). Estes mecanismos diminuem a producdo de COX-

2, e diminuicdo da producao de prostaglandinas (STRAUS et al., 2000).



15d-PGJ2

PPARY

\\\>/

—— Ativacdo
—1 Inibicdo
IKB quinase

.

MO sintase

Figura 2. Mecanismo de a¢éo da 15d-PGJ2.
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I NF-Kb ——— Genes pro-inflamatorios

Esta prostaglandina ainda € altamente estudada e vem apresentando uma

variedade de efeitos. Na tabela 1 podemos observar uma revisdo de estudos dos

ultimos 5 anos sobre os efeitos desta prostaglandina, em quais proteinas/ genes ela

atuou (no modelo testado) e a possivel aplicacdo sugerida pelos autores.

Tabela 1. Revisao de estudos dos anos de 2012 a 2016 que utilizaram a 15d-

PGJ2 como molécula ativa. Foi privilegiado estudos que conseguiram demonstrar

efeito sobre alguma proteina ou gene. Para tentar delimitar como esta prostaglandina

exerce seu papel protetor.

Alvo de Modelo Efeito observado da Conclusdes Referéncia
acao testado 15d-PGJ2
Hu Cultura 1 da MKP-1 via ligacéo - (WOO JH,
antigeno R priméria de direta a Hu antigeno R, LEE JH, KIM
astrocitos de  ligagéo ocorre na cisteina H, CHOl Y,
ratos 245 dessa proteina. PARK SM,
JOE EH,
2015)
ROS, AKT Células de Ativacdo de JNK e 1 da 15d-PGJ2 causou  (CHEN et al.,
e JNK carcinoma expressédo de AKT, essa apoptose nas 2015)
hepatico inducéo foi dependente células de
LM3, SMMC- de ROS linhagem
7721, e Huh- carcinogénica de
7 HCC maneira dose
dependente.
RAC1 Células 15d-PGJ2 forma um - (WALL et al.,
vasculares aduto com a proteina 2015)
endoteliais RAC1 via cisteina 178,
também foi observado
menor mobilidade e
espalhamento
ROS Cultura 15d- PGJ2 diminuiu a Essa capacidade (LIV et al.,
primaria de migracao primaria das alterada de migrar 2015)




células da células da medula 6ssea para os tecidos
medula dependente de produgéo pode representar
Ossea de de ROS essa agéo foi uma nova
ratos independente de PPARy estratégia de
tratamento de
fibrose hepatica
Varias Hepatite Bloqueio da degradacao 15d-PGJ2 pode (CHEN et al.,
autoimune de Ikba inibicdo da NFKb  ser utilizado como 2014)
em ratos com ativacdo de PPARy, um protetor contra
reduziu IL2, IL6 e IL12 hepatite por |
citocinas pro-
inflamatérias.
Scores de  Ratos wistar  Ciclosporina + 15d-PGJ2 A combinacdo de (KOROLCZUK
toxicidade = em modelo acarretou em | do drogas nesses et al., 2014)
de dano estresse oxidativo e | da casos poderia
renal por toxicidade em diminuir a
ciclosporina marcadores nefrotoxicidade
microscoépicos. Foi visto causada pela
efeito semelhante com ciclosporina
um agonista de PPARy
ERK1/2 e Células de A 15d-PGJ2 através de A 15d-PGJ2 (KIM HR, LEE
ELK1 céancer de ligacdo a ERK1/2 ativaa  funciona como um HN, LIM K,
mama MDA- ELK1. supressor de SURH YJ,
MB-231 tumor, nessa 2014)
linhagem celular
estudada
Vérias Ratos wistar | atividade da A 15d-PGJ2 (LIU D, GENG
em modelo mieloperoxidase, TNFa, protegeu os Z, ZHU W,
de dano ICAM-1, CINC-1, NFKb e  pulm®es de dano WANG H,
agudo em p65; agudo CHEN'Y,
pulmao. 1 a produgéao de IKBa; provavelmente por 2014)
| niveis de
proteinas pro
inflamatérias e 1
de proteinas anti-
inflamatérias.
Caspases Células Ativacdo de caspases 3 e A 15d-PGJ2 foi (SAKABAYY,
3e9 sinoviais de 9 capaz de causar AWATA H,
coelho apoptose em MORISUGI T,
células através de KAWAKAMI T,
uma via SAKUDO A1,
mitocondrial 2014)
independente de
PPARYy e p53.
TRPV1 Células Diretamente se liga a - (Shibata T et
PC12 TRPV1 aumentando fator al. 2014)
de crescimento do nervo
(NGF) via TRPV1
Vérias Modelo de | extravasamento do A 15d-PGJ2 pode (Silva
artrite em plasma, migracdo ser utilizada como  Quinteiro M et
ratos leucocitaria, e IL6, IL12 e um anti- al. 2014)
induzida por IL18; inflamatdrio em
antigenos 1 a expressao da potencial para o
molécula anti-adeséo tratamento de
CD55 e da citocina anti- inflamacé&o por
inflamatéria IL10 artrite.
B7-H1 Células de | da B7-H1 esta molécula - (Su-Kil Seoa
melanoma € responsavel pela et al. 2014)

evasao do tumor frente a
resposta imune, este

17
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aumento é em
comparacao a IFNy
(estimulador desta
proteina)

NFKb Células T | da secregao de IL13, Autor propde (DOYLE MC,
Jurkat E6 mecanismo independente ligacdo a NFkb TREMBLAY
de PPARy Como mecanismo S, 2013)
de acao
Varias Células do Quando comparado ao Estes resultados (PARK, 2013)
epitélio controle + LPS a 15d- sugerem | de
pigmentar da PGJ2 | IL-6, MCP1, e inflamacéo
retina ICAM1. Estes resultados causada por LPS
ARPE19 foram independentes de
PPARy
NRF2 Cultura 15d-PGJ2 protege - (Haskew-
celular de neurénios da oxidac¢ao Layton et al.
astrocitos por mecanismos 2013)
especificos de astrécitos
via NRF2
TRPA1 Modelo de | da dor causada por 6leo - (WENG et al.,
inflamagéo de mostarda, esse efeito 2012)
periférica em nao foi observado em
ratos ratos knockout para

TRPA1

Os estudos demonstraram que a 15d-PGJ2 pode agir por diversas vias e muitas

dessas vias séo independentes de PPARYy. Para que essa independéncia pudesse ser

mostrada no geral foram utilizados inibidores de PPARYy.

Pode ser observado pela tabela que a 15d-PGJ2 foi altamente explorada nos
altimos anos por causa de seu efeito anti-inflamatorios e também pode ser observado
uma tendéncia em novos ensaios com modelos para controle de células tumorais, no
geral os estudos com esta prostaglandina nos ultimos anos apresentaram resultados

positivos e promissores.

1.2 Reacgéo de Michael e a 15d-PGJ2

A molécula da 15d-PGJ2 é capaz de se ligar a um residuo de cisteina por que
apresenta um anel ciclopenténico que contém uma carbonila a, B — insaturada
altamente eletréfilica (figura 3) que pode reagir covalentemente como um aceptor para
a reacdo de Michael (também conhecida como adicdo de Michael). Um exemplo de

nucledfilo que pode reagir com a 15d-PGJ2, como ja foi dito, sdo os residuos de
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cisteina em proteinas celulares, que serdo doadores para a reacdo de Michael
(STRAUS et al., 2000).

a —_— COOH

SN N
o B

Figura 3. Molécula 15d-PGJ2. O anel ciclopenténico desta molécula apresenta carbonos a e
insaturado. Este padrdo é importante porque a carbonila atrai a densidade eletrénica da molécula,
deixando as posi¢des a e 3 vulneraveis a adi¢des eletrofilicas. Usualmente a ligag&o é realizada no
carbono B (T. W. GRAHAM SOLOMONS, CRAIG B. FRYHLE, 2014).

Fonte: Imagem adaptado de Cayman disponivel em www.caymanchem.com/product/18570,
acessado em abril de 2016.

O mecanismo de acao para essa reacao é mostrado na figura 4 e tem as seguintes
etapas (Hunt, n.d.; Little, R. D. et. al. 1995) :

1. A carbonila do grupamento 1 é o nucledfilo para a reagcao de Michael. A molécula
em 1 sofre abstracdo de um préton por uma base do meio reacional, formando um

carbanion ou um enolato.

2. O intermediério formado € estabilizado pela sua estrutura de ressonéancia. Ainda no
2° passo o eletrofilo formado reage com alcenos préoximos para formar uma nova

ligacdo carbono-carbono nesse passo ocorre 0 ataque nucleofilico ao carbono beta

EtOH

N do aceptor de Michael (passo 2, etapa

:0: ©

E@ﬁ;)?\oa L e o lenta da reacdo), formando um
X R o intermediario anibnico, isso € chamado
, o : _f:hm de conjugado da adicdo de Michael.
2
o %u J 3. A perda de um préton no passo 3 é
OC‘E‘ ph°E' okt f:‘oa um dos passos finais para a reacdo de
o7 o 0_.9 So;h Michael. Com subsequente formacao de

um novo composto.
Figura 4. Mecanismo para a reacéo de Michael.

Fonte: Imagem adaptada de http://www.name-reaction.com/michael-addition acessado em maio de
2016.
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A reacado de Michael é altamente utilizada para a formacéo de ligacéo carbono-
carbono e é uma das reacdes mais importantes na quimica organica. Uma das
variantes dessa reacdo € a reacao tio-Michael onde a molécula nucledfila contém
enxofre fazendo com que haja uma nova ligacdo carbono-enxofre (MATTOS, 1998;
MOVASSAGH; SHAYGAN, 2006).

O enxofre € importante em reacdes biologicas por que cadeias laterais de
cisteinas podem ser consideradas os pontos nucledfilos mais potente entre todos os
aminoacidos, em condicdes fisiologicas. Essa reatividade acontece pela presenca do
grupamento tiol. Tidis sdo moléculas analogas de alcoois, mas a pequena diferenca
em eletronegatividade entre eles faz com que a ligacdo S-H seja menos polarizada do
gue a ligacdo O-H. Em contraste, tidis sdo grupamentos muito mais acidos pela
ligacdo mais fraca ao H, ou seja, hd maior propensdo em haver a desprotonacgéo e a
densidade eletronegativa da carga restante ficard com o enxofre (CARROLL, 2012;
TAJC, SG, TOLBERT, BS, BASAVAPPA, R, & MILLER, 2004).

O grupo tiol nas cisteinas tem grande importancia por que no geral fazem
papeis importante em sistemas biolégicos principalmente em mecanismos de
catalises de enzimas e sdo um importante alvo para rea¢des por serem altamente
nucleodfilos. Outro ponto importante € que cisteinas tem baixa abundancia se
comparado com o0s outros aminoacidos e usualmente desempenham papeis
fundamentais na proteina. Essas caracteristicas fazem dele um importante alvo para
inibidores enziméticos (CARROLL, 2012; CHALKER, JM, BERNARDES, GJL, LIN,
YA, & DAVIS, 2009).
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O esquema para a reacado de tio-Michael esta demonstrado abaixo (figura 3).
Nesta proposta a carbonila a, B — insaturada (eletrofilica) reage com a molécula 2
(nucledfila) que contém uma ligacao tiol, formando assim o produto com uma nova
ligacdo carbono-enxofre (FRANCISCO, 2014; MUKAIYAMA, T., A. IKEGAWA, 1981).

Figura 5. Reacéo de tio-Michael, proposta mecanistica de Mukaiyama

Fonte: Imagem adaptada de Francisco, 2014.

Em alguns estudos ja foram comprovados a ligacdo especifica da 15d-PGJ2
em residuos de cisteina. Por exemplo, em um estudo a 15d-PGJ2 se ligou a proteina
UCH-L1, envolvida na etiologia da doenca de Parkinson através de uma ligacao
especifica a residuos de cisteina. Ao se trocar o residuo cisteina-162 desta proteina,
que contém outras cinco cisteinas, por alanina (aminoacidos de propriedades
parecidas) a 15d-PGJ2 falhou em se ligar. Esta ligagdo foi comprovada por
espectrometria de massa(utilizando-se electro spray ionisation) , observando se havia
a adicao ou ndo da massa molecular da 15d-PGJ2 em analise de fragmentacao da
proteina (KOHARUDIN et al., 2010).

Observe na tabela 1 que recentemente Li et al. 2015 e Woo JH et al. 2015
também demonstraram a ligacdo da 15d-PGJ2 a proteina através de ligacdo a uma
cisteina especifica, além de demonstrar que esta cisteinas eram importantes para a
funcdo da proteina estudada que eram nesse caso Hu antigeno R e RAC1 em

astrocitos e células vasculares respectivamente.
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1.3 Proteina quinase A e proteina quinase Ce

As proteinas quinases tém esse nome pela sua capacidade catalisar a
fosforilacdo de outras proteinas, modificando sua funcionalidade (ONOFRE ALVES
NETO, PAULO GUSTAVO BARBONI DANTAS MELO, 2009). Quinases sao passiveis
de serem encontradas em praticamente todos os tecidos bioldgicos e vias de
sinalizacdo. Por essa funcdo ubiqua, a desregulacdo destas proteinas por fatores
ambientais ou genéticos podem ser desencadeadoras de diversas
patologias(HANAHAN D, 2011).

Um grande numero de proteinas quinase contem residuos de cisteinas
préximos de seu sitio catalitico. Porém, ainda ndo ha conhecimento de residuos de
cisteina altamente conservados nestas quinases. Estes residuos sdo altamente
estudados como possiveis alvos para inibidores de proteinas quinase. Isso ocorre pela
alta eletrofilicidade desses grupamentos além de outros fatores que ja foram citados
nesse trabalho (LIU et al., 2014).

A Proteina quinase A (PKA) tem sua atividade regulada pela adenosina 3,5-
monofosfato ciclico (AMPc) que funciona como segundo-mensageiro na célula e foi o
primeiro segundo-mensageiro a ser implicado com a sinalizacdo celular da dor
inflamatoria. A producdo de AMPc é necessaria como um amplificador do sinal que
comecou na membrana celular., O AMPc é ativado através de receptores
metabotropicos acoplados a proteina G.O AMPc também pode estar relacionada com
a ativacdo de outras proteinas quinase (Onofre Alves Neto, Paulo Gustavo Barboni
Dantas Nascimento, 2009).

A PKA ja mostrou atividade em manter a hiperalgesia causada pelo estimulo
doloroso, e essa manutencgao foi interrompida ao se administrar inibidores seletivos
da PKA nos animais em experimentacdo. Esse estudo demonstra a importancia dessa
proteina em vias de sinalizacdo na dor (KOCHUVELIKAKAM O. ALEY, 1999).

A ativacao da proteina quinase Ce (PKCg) esta mais relacionada com aumento
de célcio intracelular, trifosfato inositol (IP3) e de diacilglicerois (DAG). A PKA e a
PKCe tem implicagcbes em seu potencial de modificar proteinas, fazendo algumas
modificagdes no padrdo de abertura e fechamento de canais podendo mudar assim o
desfecho do estimulo doloroso (Onofre Alves Neto, Paulo Gustavo Barboni Dantas
Nascimento, 2009).
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A PKCe esté envolvida em inimeras rotas celulares de patogénese da resposta
inflamatdria como a producéo de eicosanoides. Alguns estudos ja demonstraram que
inibidores da PKCe podem diminuir a inflamagdo em modelos com ratos. Utilizando
modelo com lesdo inflamatéria especifica foi demonstrado diminuicdo da
mieloperoxidase (marcador de neutrdfilos), prostaglandina E2 e também reducao do
edema (DEMPSEY EC, NEWTON AC, MOCHLY-ROSEN D, FIELDS AP, REYLAND
ME, 2000; KUCHERA S1, BARTH H, JACOBSON P, METZ A, SCHAECHTELE C,
1993).

1.4. MALDI-TOF

Matrix assisted laser desorption ionization (MALDI) é um sistema de ionizacao
em espectrometria de massa, esse sistema prové vaporizacdo de peptideos e
proteinas, através da ionizagdo por laser. Nas analises em MALDI-TOF o analito é
primeiramente cristalizado com um excesso de matriz, usualmente um &acido que
absorve bem luz na faixa do ultravioleta (UV) (F. Hillenkamp, M. Karas, D. Holtkamp,
1986; Lewis et al., 2000).

Ao ser exposto ao laser, a matriz sera vaporizada juntamente com o analito.
Esta matriz é responséavel por absorver energia advinda do laser, protegendo assim a
amostra testada. A matriz é também extremamente importante ao agir como um
ionizante da amostra, essa ioniza¢ao ocorre por transferéncia de prétons. Esse passo
€ intimamente ligado a combinacdo da matriz e do analito (LEWIS; WEI; SIUZDAK,
2000; R.C. BEAVIS, B.T. CHAIT, 1990).
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Um dos analisadores de massa mais usuais para uso com o MALDI é o time of
flight (TOF), este analisador consiste na aceleracdo de ions gerados com a
vaporizacao atraves do feixe de laser, até o detector (figura 6). Como estes ions terdo
massas diferentes eles chegarédo ao detector de carga ibnica em tempos diferentes,
sendo que os mais leves chegarao primeiro ao detector e os mais pesados chegarao
depois, este tempo de voo é calculado e transformado em dados no detector (LEWIS;
WEI; SIUZDAK, 2000).

Amostra
e
matriz

Laser

’ —@i + MALDI T ]
@— k __lons lons ~ll TOF detector

Figura 6. Esquematizagdo do funcionamento de um MALDI-TOF.

Fonte: imagem adaptada de (LEWIS; WEI; SIUZDAK, 2000)

A massa dos ions € determinada por esta propriedade em atingir o detector em
diferentes tempos. O composto deve estar na forma ionizada para poder ser acelerado
até o detector, ap0s passagem pela deteccéo € gerado o grafico massa/carga (m/z)
(figura 7), este nome é dado, pois o detector detecta a carga dos compostos e o tempo
de voo deles determina o peso molecular das amostras testadas (LEWIS; WEI,
SIUZDAK, 2000).
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Na figura 7 pode se ver diversos parametros que sédo avaliados quando se
estuda um gréfico intensidade (também chamado de abundancia) por m/z que foi
gerado pelo detector de ions do MALDI-TOF. O ruido se refere a flutuacao no sinal de
fundo do instrumento. O sinal é a representacdo nas mudancas do sistema frente a
presenca de uma substancia na amostra que ele consiga detectar (ex. peptideos,
proteinas...), 0s pontos iniciais e finais do sinal representam a sensibilidade em
detectar a massa exata do analito testada, sendo que quanto menor esta faixa maior
a sensibilidade (GREG WELLS; HARRY PREST; CHARLES WILLIAM RUSS 1V,

2011; WELLS; PREST; RUSS, 2011).

Intensidade

o= ey e ‘.“7‘:'—",:# v
AL » Mz

inicio fim

Figura 7. Representacdo de um gréfico general de intensidade por m/z

Fonte: Adaptado de (GREG WELLS; HARRY PREST; CHARLES WILLIAM RUSS 1V, 2011)

Quanto aos dois eixos do grafico (figura 7) o eixo y o da intensidade seria a
representacdo de quanto deste analito estd presente na amostra. Lembrando que a
técnica de MALDI-TOF nédo € indicada para analises quantitativas. O eixo da m/z € o
eixo que representa a massa calculada do composto através do seu tempo de voo no
caso do TOF (GREG WELLS; HARRY PREST; CHARLES WILLIAM RUSS IV, 2011;

WELLS; PREST; RUSS, 2011).
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2. Justificativas

O desenvolvimento de inibidores de proteina quinase sao altamente explorados
pela industria de desenvolvimento de novas drogas, principalmente nas areas de
inflamacé&o e oncologia. Mais que 40 quinases sao estudadas como alvo terapéutico
e 14 inibidores de quinase ja receberam aprovacao regulatéria pelo food and drug
administration (FDA) nos ultimos anos (BARF T, 2012).

Estudos com novos inibidores contendo sitios eletréfilos (como a 15d-PGJ2)
que podem interagir com nucledfilos como a cisteina, lisina ou tirosina ja foram
testados como inibidores irreversiveis da proteina quinase. A Reacéo de Michael é a
reacao mais utilizada para tentar elucidar novos inibidores destas proteinas. A inibicao
irreversivel j4 é altamente utilizada na pratica clinica tendo outras proteinas como alvo,
alguns exemplos de inibidores irreversiveis sdo anti-inflamatorios como o &cido
acetilsalicilico e antibioticos beta-lactamicos como a penicilina (BARF T, 2012; LIU et
al., 2014).

Existem diversas situacdes patoldgicas onde a PKA e a PKCe estdo envolvidas.
Além de estabelecer um modelo para inovacéo farmacéutica de proteinas quinases,
novos inibidores sdo importantes ferramentas farmacologicas para testes
experimentais por exemplo (GX, 2003; KUCHERA S1, BARTH H, JACOBSON P,
METZ A, SCHAECHTELE C, 1993).

Levando em consideracao tudo apresentado, este trabalho tem a intencao de
analisar o potencial de ligacdo da 15d-PGJ2 a PKA e PKCe tendo em vista o grande
potencial destas proteinas de sofrer inibicdo através da reacdo de Michael e da 15d-

PGJ2 em ser um aceptor para essa reacao.
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3. Objetivos

3.1 Objetivos gerais

Este trabalho tem como objetivo averiguar se h4 interacdo quimica entre a 15d-

PGJ2 e as enzimas PKA e PKCe em um modelo in vitro utilizando MALDI-TOF.

3.2 Objetivos especificos.

- Avaliar se a interac&o que ocorre entre a 15d-PGJ2 e as enzimas PKA e PKCe

€ devida a residuos aceptores de Michael presentes nestas enzimas.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Materiais

4.1.1 Reagentes Orgéanicos

e 15d-PGJ2 produzida pela Cayman (peso molecular de 316,4 g/mol);

e 2-Ciclopentenona produzida pela sigma aldrich (peso molecular de
84,12g/mol);

e Proteina quinase A extraida de coracdo bovino produzida pela sigma aldrich
(peso molecular de 43 KDA);

e Proteina quinase C gpslon produzida por mybiousource (peso molecular de
83,674 KDA);

4.1.2 Reagentes e solventes

e Solventes todos em pureza no minimo para analise (P.A.): Agua deionizada,
acetonitrila, Alcool etilico, Acido trifluoroacético, Acido Cloridrico, Acido acético,

Acido férmico, Tris Base e acido sinapinico

4.1.3 Equipamentos

e Ziptips® C18 para purificagédo produzida por Merck millipore;
e MALDI-TOF/TOF modelo 5800 para analise produzido pela sciex;
¢ Vidrarias de uso geral;

e Equipamentos de laboratério de uso geral.
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4.2 Métodos

4.2.1 Aliquotas e reacéo

A partir das solucdes estoques, foram feitas aliquotagens das PKA, PKCg, 15d-

PGJ2 e 2-Ciclopenten-1-ona (Cp) nas concentracdes desejadas para o experimento.
Foram separadas em tubos de micropipetagem da seguinte forma:

‘ PKA ‘ PKA + 15d-PGJ2 ‘ PKA +Cp ‘ PKCe ‘ PKCe + 15d-PGJ2 | PKCe + Cp

A relacdo de proteina para 15d-PGJ2 foi de 1:2 e a relagdo de proteina para
Cp foi de 1:5, considerando seus respectivos pesos moleculares e a estequiometria
de reacdo de cada molécula. A Cp em nossos experimentos ira servir como um
controle para a reacdo de Michael, se a 15d-PGJ2 reagir com as proteinas quinase

atravées da reagdo de Michael a Cp também ir& reagir.

Apos preparo das solucdes contendo as proteinas sozinhas, ou proteinas mais
prostaglandina ou Cp, este preparo foi deixado em temperatura ambiente por 30
minutos para que ocorresse a reacao entre as moléculas. A concentracdo das PKa foi
de 100 pmol/pL e a concentragcédo da PKCe foi de 2 a 2,4 pmol/uL e o pH da solucdo
final foi de 7.6 (KOHARUDIN et al., 2010).
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4.2.2 Purificacao

Foi evidenciada apds primeiros experimentos a necessidade de dessalinizagéo
das amostras, para isso, foram utilizados ponteiras ziptip® C18 e seguidos 0s

protocolos segundo os fabricantes. Foi seguido o seguinte esquema para purificacao.

Ligacao das
Proteinas

Eluicdo das

Condicionamento proteinas

Purificacéo

Primeiramente as amostras sdo acidificadas com &cido trifluoroacético, em
guantidades menores do que 1%. Logo em seguida, as ziptips® sdo condicionadas
com solvente organico, neste caso a aceto nitrila. E entdo, o solvente orgéanico é

lavado da ponteira com agua também acidificada.

Agora com a ponteira j4 condicionada se pode pipetar a amostra, esta ficara
ligada a camada de C18 da ponteira, e apés algumas pipetagens se comeca 0
processo de dessalinizacdo lavando a amostra com agua acidificada. Apds alguns
ciclos se pode eluir a amostra da ponteira com ajuda de um solvente organico, este
eltido é acondicionado em um tubo de micropipetagem e essa que agora purificado

sera analisada junto ao MALDI-TOF.

4.2.3 Andlise

As solucdes agora purificadas sdo misturadas a uma matriz polimérica no
NOSso caso, 0 4cido sinapinico e inseridas no MALDI-TOF. O &cido sinapinico é uma
matriz e elas sao utilizadas em MALDI-TOF por seu papel em absorver a radiacéo do
laser e também em doar protons para a amostra testada. A matriz utilizada foi o acido
sinapinico por ser a mais indicada para proteinas com o peso molecular das proteinas
que testamos (R.C. BEAVIS, B.T. CHAIT, 1990).
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A matriz junto com a amostra € irradiada por um laser que ira vaporizar e ionizar
a amostra, esta amostra agora ionizada pode ser detectada pelo detector massa/carga
do equipamento, através desta deteccdo o equipamento ird gerar um grafico onde
demonstrara a abundancia em que 0s ions aparecem nessa amostra e sua respectiva

massa por nimero atdémico (m/z) também conhecido como grafico massa/carga.

Para testar se a 15d-PGJ2 reagiu com a PKA ou PKCe em um sistema in vitro
ela foi adicionada proporcionalmente a quantidade molar de PKA/PKCg, e ap0s isso,
foi analisada no MALDI-TOF. Gerando agora o grafico m/z x intensidade da PKA/PKCe
+ 15d-PGJ2. Também serd analisado se a Cp tem sucesso a se ligar nestas proteinas.
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5. Resultados e discussao

Em nossos experimentos nédo foi possivel demonstrar a ligacdo da 15d-PGJ2 a
PKA ou PKCe através da técnica de MALDI-TOF. Isso ocorreu por erros analiticos
provavelmente durante o processamento das amostras. Estes erros serdo discutidos

mais afundo neste trabalho.

J& se sabe que o preparo da amostra € um dos passos mais importantes para
a qualidade do espectro em um MALDI-TOF, esse preparo € importante tanto para
conseguir um bom sinal, para conseguir o minimo de ruido e também uma boa
resolugcéo em seu sinal. Existem diversas formas de preparar amostras para o MALDI-
TOF, porém, mesmo aplicando a mesma técnica pode haver grande diferencas entre
repeticbes em um ensaio e entre amostras (F. HILLENKAMP, M. KARAS, D.
HOLTKAMP, 1986).

Em nossos experimentos foram separadas as proteinas quinases da seguinte
forma: proteina quinase sozinha, proteina quinase contendo 15d-PGJ2 ou proteina
quinase mais Cp. Se a 15d-PGJ2 interagisse com as proteinas quinases, seria
avaliado entdo se essas interagiriam com a Cp, se houvesse interacdo essa seria a
prova de que essa interacdo ocorreria por reacdo de Michael. Levando em
consideracao que a Cp também é capaz de ser um eletréfilo para a reacdo de Michael,
note a semelhanca entre essas duas moléculas, principalmente na parte

quimicamente ativa da molécula para essa reacao (figura 8) (KOHARUDIN et al.,

2010).
1) pod s
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Figura 8. Note os carbonos a e (3 dessas estruturas, esses sdo 0s responsaveis pela
eletrofilicidade na reacdo de Michael em 1) 2-ciclopenten-1-ona e em 2) 15d-Prostaglandina J-2
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Fonte: adaptado de http://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-
aldrich/structure8/103/mfcd00001401.eps/_jcr_content/renditions/mfcd00001401-medium.png e de
www.caymanchem.com/product/18570_acessado em maio de 2016

Nossos controles do peso molecular seriam as PKA e PKCe o0s pesos
moleculares ja descritos na literatura seriam analisados com os pesos moleculares
experimentalmente aferidos. E seria visto se ha ou nado interacdo com as
prostaglandinas. Se houvesse interacdo essa interacdo poderia ser potencialmente
inibitéria j& que em uma revisao recente da literatura foi observado que a reagéo de
Michael é a reacdo mais utilizada para se tentar promover inibicdo irreversivel em
proteinas quinases (BARF T, 2012).

Em primeira tentativa de se obter o espectro de massa das proteinas testadas,

seguindo protocolo como consta nos métodos, se obteve 0s seguintes espectros:

Graficos 1 a 6. Espectros de massa para as 6 amostras testadas, todos os

graficos sdo intensidade relativa por m/z

PHA + 15d-PGJ2
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PKCe + 15d-PGJ2
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Como pbdde ser observado, nos graficos de 1 a 6, ndo se pode evidenciar
nenhum pico na faixa de peso molecular das proteinas testadas que sao para a PKA
43 Kda e para a PKCe 83,6 Kda. Nestes primeiros espectros somente pdde ser
observado ruido. Este ruido foi ocasionado provavelmente devido a um excesso de

sal na amostra proveniente da solu¢do de tamponamento utilizada nos experimentos.

Como ja foi exemplificado o MALDI-TOF funciona com um laser que se é
irradiado para a matriz qgue contém a amostra, essa matriz absorvera energia do laser
e sera a doadora de prétons para a amostra (esta estara apta a recebé-los com a
ajuda da energia do laser). Por causa deste processo de ionizacdo amostras contendo
sal competem pela fonte de fons, pois tendem a se ionizar com maior facilidade
(KELLER et al., 2008; LANCER, 2009).

Proteinas sdo compostos organicos e no geral esses compostos raramente
sofrem ionizacdo espontaneamente por que necessitam de uma grande energia de
ionizacao por, preferencialmente, compartilharem elétrons por ligagbes covalentes,

diferente de compostos inorganicos como sais que fazem ligacdes i6nicas.(CAREY,
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2009) Para se contornar este problema analitico deve-se ent&do diminuir ao maximo a
concentragbes destes interferentes no nosso caso sais através de processos de

purificacdo da amostra.

Existem algumas ferramentas de termoquimica computacionais para a
elucidacdo da energia de ionizagdo de compostos organicos, além de seus pontos
preferencias de fragmentacéo. Para que haja a protonacéo a basicidade intrinseca em
fase gasosa das espécies (ja que os compostos sao retirados da forma em solucéo e
colocados em gasosa pela irradiacdo do laser) e a afinidade proténica da espécie
devem ser consideras. Essas duas variaveis séo utilizadas para tentar explicar a
maioria dos ions formados no espectro, porém, ainda ndo € o suficiente para explicar
alguns ions presentes no espectro. Isso € explicado também pela competicdo que
alguns ions que possuem energias de ioniza¢do baixas com formagéo de moléculas
protonadas como por exemplo M + Na* ou M + K* (VESSECCHI et al., 2008).

Ja foi demonstrado anteriormente como 0s sais presentes na maioria dos
tampdes podem suprimir o sinal de um espectro. Yao 1998 e colaboradores ja
demonstraram que um aumento da concentracdo do tampdo em soro bovino pode

suprimir o sinal das proteinas até esse ser inexistente (figura 9) (YAO et al., 1998).
a) [M+H]* b)

(M+H]*

2500.0 50000 7500.0 10000.0 12500.0 15000.0 2500.0 5000.0 7500.0 | 10000.0 12500.0 150000
m/z m/z

)

2500.0 5000.0 7500.0 10000.0 12500.0 15000.0
m/z

Figura 9. Espectros provenientes de MALDI-TOF com varias concentragfes de tampéo
BICINE a) 4 mM b) 20 mM e ¢) 50mM
Fonte : Adaptada de (YAO et al., 1998)

Nesse mesmo artigo ha4 uma proposta que seja aumentada a razado entre
tampdao e amostra em até 10 vezes para que haja uma menor interferéncia do sal na
cristalizacdo da amostra.(YAO et al., 1998) Esse método sera tambéem testado por

nossa equipe em experimentos futuros.
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Apbs essa discusséo dos resultados, foi entdo evidenciada a necessidade de
dessalinizacdo das amostras, para evitar supressao do sinal da proteina de interesse
como foi discutido acima, foi feito dessalinizagdo com a ziptip® C18, como foi descrito

nos métodos.

A Ziptip® C18 é uma ponteira de 10uL como uma camada cromatografica em
sua ponta. Essa camada serve para que proteinas e peptideos se liguem
possibilitando assim sua purificacdo em amostras contaminadas com outros solventes
ou sais. Esta ponteira também permite aumentar a concentracdo de proteinas no

volume final da amostra (Millipore Corporation, 2005).

Apos refazer o experimento adicionando esta nova etapa, nao foi evidenciado
em nossos graficos (graficos omitidos) pico na regido de massa das proteinas
testadas. Foi evidenciado também perda de todo o ruido.

Isso ocorreu provavelmente por problemas na fase de dessalinizacdo das
amostras. Um problema comum da Ziptip® é que algumas amostras falham em se
ligar na camada de C18 ou falham na hora de eluir-se dessa camada ficando assim

impregnadas nesta ponteira (Millipore Corporation, 2005).

Em especificacdes do fabricante é relatado que a maioria dos problemas
ligados ao processo de dessalinizagdo com a ziptip® séo decorrentes a problemas de
ligacdo da proteina com a C18. Para evitar estes problemas de ligac&o/eluicdo o
fabricante recomenda mudancas nas concentragcdes dos solventes que ativam a
ponteira. Para evitar problemas na hora de eluicdo também € recomendado mudar a
concentracdo do solvente organico que elli as proteinas das ponteiras (Millipore
Corporation, 2005).

Em experimentagdes futuras tentaremos fazer diferentes gradientes de
concentracdo dos nossos solventes tanto na fase de ligacdo da proteina quanto na

fase de elui¢céo, para tentar achar a melhor faixa de ligacao das proteinas a C18.

Outro método de purificacdo/dessalinizacdo das amostras que podera ser
explorado em experimentos futuros é a cromatografia liquida acoplada ao espectro de
massas. Ela funciona baseada na afinidade do analito em passar por uma coluna
cromatografica, onde por ter maior afinidade pela coluna (fase estacionaria) ira migrar

mais lentamente pela coluna enquanto que sais e outros contaminantes por néo terem
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afinidade pela coluna irdo ser eluidos primeiramente. As proteinas irdo ficar retidas na

coluna sendo eluidas posteriormente (PITT, 2009).

A fase movel para proteinas usualmente € um solvente organico e a fase
estacionario é uma coluna de C18. O diferencial principal desta técnica para a técnica
com a ziptip® é que essa como ja é acoplada ao espectrémetro de massas ja prepara
o plagueamento para o espectrdmetro de massas, alcancando assim maior pureza

nas analises por diminuir erro humano no processamento da amostra.
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6. Consideracdes finais

A PKA e a PKCe séo alvos promissores para novos farmacos, e moléculas que
possam ser aceptoras para a reacao de Michael e sdo potenciais inibidores para estas

moléculas.

Né&o foi possivel neste trabalho demonstrar a ligagdo da 15d-PGJ2 as enzimas
PKA e PKCe utilizando espectrometria de massa, houve problemas analiticos com
Nossos experimentos, esses erros foram discutidos e analisados aqui para correcao

em experimentos futuros.

Esse trabalho serve como uma pré-validacdo para o uso do MALDI-TOF com

esse tipo de amostra e como um guia para o preparo de futuras amostras.
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