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RESUMO




A adenosina quinase tem um papel critico no controle da disponibilidade tecidual de
adenosina. Sua inibi¢do provoca aumento da concentragdo local de adenosina, que, por sua
vez, exerce efeitos em multiplos aspectos da funcdo celular. O desenvolvimento de
bloqueadores farmacoldgicos da atividade da adenosina quinase tem, portanto, amplo
potencial de aplicacdo terapéutica. O presente estudo foi planejado para caracterizar os
efeitos inibitérios de derivados de 4-anilinoquinazolinas, DMA - cloridrato de
6,7-dimet6xi-4-N-(N,N’-3’-dimetilfenil)aminoquinazolina e PD153035 - Cloridrato de
6,7-dimetoxi-4-N-(3’-bromofenil) aminoquinazolina na atividade da adenosina quinase,
bem como sua agdo sist€émica sobre a concentracdo de adenosina em 6rgaos e tecidos. Para
avaliar a  hipétese de inibicdo da adenosina quinase pelos compostos
4-anilinoquinazolinicos foram feitos ensaios in vifro com adenosina quinase recombinante
(~42 kDa) clonada de figado de camundongos. O ensaio para avaliar a atividade e a cinética
da adenosina quinase recombinante constou de determinacdo do consumo de adenosina,
obtido através de medidas da concentracdo de adenosina no meio com técnica de HPLC. Os
estudos iniciais de cinética enzimdtica foram realizados sob condicdes saturantes, em
realacdo ao substrato ATP, adicionado-se concentragdes variadas de adenosina ao meio de
reacdo Nestas condi¢des a reacdo foi ajustada ao modelo de Michaelis-Menten e os
parametros K, (Constante de dissocia¢do que caracteriza a especificidade do substrato pela
enzima) € Vmax (Velocidade méxima da reagdo enzimdtica sob concentragdes saturantes de
substrato) utilizados para andlise da cinética. Considerando-se o consumo de adenosina, os
valores de K, € V. da adenosina quinase foram de 2,5 + 0,28 uM e 38 + 1,26 nmols
/min/pg de proteina, respectivamente. Experimentos realizados com o inibidor cldssico de
adenosina quinase, S5-lIodotubercidina, produziram inibicdo com ICsy de 100nM. Em
seguida foram feitos experimentos in vitro para verificar os efeitos inibitérios dos
compostos 4-anilinoquinazolinicos DMA e PD153035 na atividade da adenosina quinase.
A avaliacdo da cinética enzimdtica na presenca de vdarias concentracdes de DMA e
PD153035 permitiu confirmar a atividade inibitéria desses compostos na adenosina quinase
recombinante. Os valores de ICsy (a concentragdo do inibidor que exibe a metade do efeito
inibitério maximo) foram de 0,8 nM e 1,2 pM para o PD153035 e DMA, respectivamente.
Os valores de Ki (Constante de inibi¢do) calculados com base nos valores de 1Csy através

da equacdo de Cheng-Prusoff foram estimados em 0,24 pM e 160 pM, para o DMA e o
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PD153035, respectivamente. Confirmada a hipdtese de que o0s compostos
4-anilinoquinazolinicos inibem a atividade da adenosina quinase in vitro, realizamos
experimentos in vivo para avaliar s 0 DMA aumenta a disponibilidade de adenosina em
coracdo, figado e cérebro de ratos, bem como em coracdes isolados de ratos, em
preparagdes de Langendorff. As dosagens de adenosina tecidual foram obtidas através de
método baseado em HPLC. A anélise revelou um aumento médio de 47% e 30% nos niveis
de adenosina no coracdo e figado, respectivamente, de ratos tratados por gavagem com
DMA em relagdo aos controles. Nos experimentos de coracdes isolados, a andlise das
amostras mostrou um aumento médio de 64% da concentracdo de adenosina nos coracoes
perfundidos com o composto em relagdo aos controles. Conclusoes: Com base nos achados
do presente estudo podemos concluir que 1) a adenosina quinase recombinante apresenta
atividade enzimatica in vitro; 2) os compostos derivados de 4-anilinoquinazolinas DMA e
PD153035 inibem a atividade da adenosina quinase recombinante em baixas concentragdes,
sugerindo um efeito especifico e 3) a administracdo sist€émica de DMA provocou aumento
da disponibilidade de adenosina em tecidos € em 6rgao isolado de ratos, possivelmente em
decorréncia de inibicdo da atividade de adenosina quinase tecidual. Tendo em vista a
importancia dos efeitos da adenosina sobre o sistema bioldgico e a confirmagdo da poténcia
e seletividade de compostos 4-anilinoquinazolinicos como inibidores de adenosina quinase,
pode-se sugerir o potencial uso terapéutico desses compostos em doencas, cuja origem

esteja relacionada com alteragcdes da concentracdo de adenosina celular.
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ABSTRACT




Adenosine kinase has a critical role in the control of bioavailability of tissue adenosine. Its
inhibition increases the local concentration of adenosine that affects several aspects of
cellular functions. The development of pharmacological agents with adenosine kinase
inhibitory properties has attracted interest as a promising strategy for therapeutic
application. The aim of the present work was to characterize the inhibition effects of
4-anilinoquinazolines  derivatives, DMA — 4-N-(N,N-3’-dimethylphenylamino)-6,7-
dimethoxyquinazoline hydrochloride and PD153035 - 4-N-(3’-bromophenylamino)-6,7-
dimethoxyquinazoline hydrochloride on adenosine kinase activity as well as its systemic
actions on adenosine levels in tissues. To evaluate the hypothesis of adenosine kinase
inhibition by 4-anilinoquinazoline compounds, we performed in vitro assays with
recombinant adenosine kinase cloned from mouse liver (~42 KDa). The activity and
enzymatic kinetic assay of recombinant adenosine kinase involved monitoring adenosine
levels in the reaction mixture by HPLC. Adenosine kinase activity was assayed using
saturated concentration of ATP and different concentrations of adenosine. Under these
conditions, the reaction was adjusted for the Michaellis-Menten model and kinetics
parameters (K, and V) were determined. Considering the adenosine contents, the Km
and Vmax values were 2.5 = 0.28 uM and 38.0 £ 1.26 nmols /min/pg of protein,
respectively. Different concentrations of the standard inhibitor 5-iodotubercidin were used
and the ICsy value obtained was 100 nM. In vitro enzymatic reactions were carried out to
confirm DMA and PD153035 inhibitory effects on adenosine kinase activity. The kinetic
reaction evaluation in presence of different DMA and PD153035 concentrations confirmed
the inhibitory activity of these compounds on adenosine kinase. The ICsy values determined
by the non-linear curve fitting program PRISM were 0.8 nM and 1.2 pM for PD153035 and
DMA, respectively. The Cheng-Prusoff equation was used to calculate the Ki values from
ICsp values, and they were estimated at 160.0 pM and 0.24 pM for PD153035 and DMA,
respectively. We confirmed the hypothesis that the 4-anilinoquinazoline compounds have
in vitro inhibitory effects on adenosine kinase activity. Then, we performed in vivo
experiments to evaluate if DMA increases the adenosine levels in rat tissues such as heart,
brain and liver as well as in the Langendorff preparations of isolated rat heart. An
HPLC-based method was used to detect and quantify purine nucleoside adenosine and

nucleosides derivatives in rat tissue samples. Adenosine levels in the heart and liver of rats
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treated with DMA increased average of 47% and 30%, respectively, relative to controls. In
experiments using isolated hearts, the sample analysis showed an average 64% increase of
adenosine concentrations in the rat hearts perfused with DMA relative to control.
Conclusions: We conclude that 1) recombinant adenosine quinase presents enzymatic
activity in vitro, 2) 4-anilinoquinazoline derivatives PD153035 and DMA inhibit the
activity of recombinant adenosine quinase at low concentrations, suggesting a specific
effect and 3) the systemic administration of DMA increases adenosine levels in tissues and
isolated rat hearts, possibly due to inhibition of adenosine quinase activity. Considering the
importance of adenosine effects on biological systems and adenosine kinase inhibition by
4-anilinoquinazoline compounds, a potential therapeutic use of these compounds in

diseases related to cellular alterations of the adenosine levels is suggested.
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Doencgas resultam, em geral, da interacdo complexa entre multiplos fatores de
natureza ambiental e genética. A influéncia patogénica dos diversos fatores se d4 através de
modificacoes de mecanismos de controle de fungdes celulares basicas. O melhor
entendimento dos mecanismos moleculares especificos envolvidos na patogénese das
doencas de maior freqiiéncia nos seres humanos (e.g. aterosclerose, hipertensiao arterial,
diabetes mellitus e neoplasias) resultou em avancos considerdveis na disponibilidade de
agentes farmacoldgicos com utilidade terapéutica. No entanto, a despeito do grande avango
ja alcancado no entendimento dos mecanismos moleculares de controle das funcdes
celulares estima-se que sejam numerosos os mecanismos ainda desconhecidos. Assim, o
esclarecimento de novos mecanismos moleculares deverd ter reflexo no desenvolvimento
de novos agentes terapéuticos. A eficiéncia e seguranca dos agentes farmacoldgicos
correlacionam-se, em geral, com sua especificidade de acdo em moléculas que executam
papel critico no controle de funcdes celulares, cuja alteragdo contribui para o desarranjo
estrutural e/ou funcional das células nos processos patologicos (Drews J, 2000; Zheng CJ
et al., 2006). Estas moléculas, geralmente proteinas ou acidos nucléicos, sdo definidas
como alvos terapéuticos. Neste contexto, enzimas participam amplamente de processos
metabolicos, sintéticos e de sinalizacdo celular. O papel critico das enzimas nas funcdes
celulares deve-se a especificidade para substratos e também sua contribui¢do para o
direcionamento e regulacdo das reacOes bioquimicas. Estas caracteristicas, associadas ao
grande numero de vias bioquimicas intra e extra-celulares reguladas por processos
catalisados por enzimas especificas, colocam essas proteinas como alvos potenciais para a
acdo de farmacos inibidores ou agonistas. E, portanto, crescente o interesse para o
desenvolvimento de compostos organicos com propriedades inibitérias ou ativadoras

enzimaticas que possibilitem o surgimento de novos agentes terapéuticos.

Pesquisas recentes desenvolvidas em nosso laboratério (Marin RM, 2003; Rolin
Filho LA, 2005; Tornatore TF, 2006) demonstraram que uma classe de compostos quimicos
derivados de 4-anilinoquinazolinas tem efeitos sobre a funcdo de coracdes isolados de ratos
semelhantes aqueles da adenosina. Com base no fato conhecido de que a adenosina protege
o miocdrdio de isquemia (De Jong JW et al., 2000; Headrick JP et al., 2003; Donato M e
Gelpi RJ, 2003; Quintana M et al., 2004) foi observado que tais compostos também

protegem coracOes de ratos dos efeitos deletérios da agressdao por isquemia/reperfusdo
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(Marin RM, 2003; Rolin Filho LA, 2005). Demonstrou-se que o efeito protetor de
4-anilinoquinazolinas foi abolido pela administra¢do simultanea de inibidor inespecifico de
receptores de adenosina, a sulfofenilteofilina (SPT). Com base nestes resultados e com base
em informagdes disponiveis na literatura sobre o controle do metabolismo de purinas
(Deussen A, 2000a; Mackiewicz M et al., 2003), suspeitamos que os referidos derivados de

4-anilinoquinazolinas tenham efeito inibitdrio na adenosina quinase.

1.1- Metabolismo de purinas

As purinas s3o compostos organicos aromdticos heterociclicos e sdo formadas
de um anel pirimidinico fundido a um anel imidazdlico. Fazem parte, portanto, do grupo
das bases nitrogenadas. A quantidade de purinas encontradas na natureza é enorme, visto
que 50% das bases nitrogenadas encontradas nos dcidos nucléicos, a adenina e guanina

(Figura 1), sdo purinas.

NH, 0
NfIN NZ N NZ N
S )I 3 Jt 3

L\N N I\\N l‘|¢> HZN)\\N l‘|‘>
H H H

Purina Adenina Guanina

Figura 1- Estrutura quimica bésica da purina e de seus derivados adenina e guanina.

Os nucleosideos e nucletideos purinicos desempenham fungdes importantes em
todas as células. Sao precursores do DNA e RNA, sdo transportadores essenciais de energia
quimica (e.g. ATP) e sdo componentes dos cofatores NAD, FAD, S-adenosilmetionina e
coenzima A, bem como de mensageiros celulares secunddrios, o AMP e GMP ciclico

(Nelson DL, Cox MM, 2002).
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A biossintese e regulacdo de purinas no organismo sdo bem conhecidas e
ocorrem principalmente no figado. Existem dois tipos de vias que levam a formacio do
anel purinico: as vias de sintese “de novo” e as vias de salvamento ou recuperacdo. Na
sintese “de novo” a estrutura do anel de purina € construida a partir do
5-fosforibosilpirofosfato (PRPP), derivado da ribose-5-fosfato, em um processo
multienzimatico de adi¢do de dtomos provenientes de aminodcidos (glutamina, glicina,
aspartato), folato e CO,, tendo como produtos finais o IMP (inosina monofosfato), o AMP
(adenosina monofosfato) e o GMP(guanosina monofosfato). As vias de recuperagdo sao
mais simples, utilizando purinas livres (adenosina, guanina, hipoxantina), originadas da
degradacdao metabdlica dos nucleotideos, as quais reagem com o PRPP para formar o
nucleotideo correspondente. Assim, a adenosina e outras bases purinicas sdo, em grande
parte, recuperadas e empregadas novamente na sintese de nucleotideos, mas uma outra
por¢do, proveniente também da degradacdo de nucleosideos dos dcidos nucléicos, assim
como da prépria alimentacdo, pode ser catabolizada em produtos de excrecao final, o dcido

drico (Nelson DL, Cox MM, 2002).

A adenosina € encontrada no organismo tanto no meio intra quanto no meio
extracelular (Fredholm BB, 2007). Um esquema das vias de metabolizacdo da adenosina
estd representado na Figura 2. Existem duas principais vias de formagao de adenosina no
ambiente intracelular: a clivagem da S-adenosilhomocisteina pela enzima
S-adenosilhomocisteina hidrolase e, a degradacdo do AMP para adenosina por agdo da
5’-nucleotidase citosdlica, sendo esta a principal fonte de adenosina intracelular
(Wagner et al., 1994). O fluxo de adenosina do meio intracelular para o extracelular ou
vice-versa € feito, por difusdo facilitada, através de transportadores especializados de
nucleosideos (Deussen A et al., 1999; Deussen A, 2000a; Borowiec A et al., 2006). Apesar
da producdo intracelular de adenosina (Lloyd HG et al., 1993), em condig¢des fisioldgicas, o
equilibrio entre as concentragdes intra e extracelular € atingido principalmente pelo fluxo
do meio extracelular para o intracelular, ja que a adenosina € metabolizada em altas taxas
por vias de metabolizacdo de purinas intracelulares. As atividades da adenosina quinase,
que fosforila a adenosina em AMP e da adenosina deaminase, que desamina a adenosina
em inosina, sdo as principais responsaveis pelo alto consumo de adenosina intracelular

(Deussen A et al., 1999).
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No meio extracelular, a concentracdo de adenosina € regulada pela acdo de
ecto-5’-nucleotidases, pela adenosina deaminase e pela elevada recaptacdo das células,
seguida de metabolizacdo intracelular (Deussen A et al., 1999). Producdo, captacio celular
e metabolismo determinam a disponibilidade de adenosina nos tecidos e 6rgdos. Estes

processos sdo interdependentes e altamente regulados.

Meio Intracelular _~ Meio extm

p.tTp \_/_,/
ADP
:
IMP AMP ® AMP
lﬁ-nucleutidasel AK E nucﬁgtu':ig-ase
L 4
ngfatase|| SAH «—0——r _ Adenosina Adenosina
: SAH- Ecto/plama-
hidrolase Adenosina Adenosina
deaminase deaminase
L 4
Inosina » Inosina

Figura 2- Esquema representativo das vias de metabolizacio de adenosina no meio
intracelular e extracelular (Deussen A, 2000). AK — adenosina quinase; SAH —
S-adenosilhomocisteina; IMP — inosina monofosfato; AMP — adenosina

monofosfat; ADP — adenosina difosfato; ATP — adenosina trifosfato.

As primeiras evidéncias do papel fisioldgico da adenosina foram obtidas através
de estudos de Drury e Szent-Gyorgyi em 1929, que demonstraram que a adenosina extraida
de coracdo de caes era um potente agente cronotropico negativo e vasodilatador corondrio.
Posteriormente, foram observadas acdes da adenosina em outras células e sistemas
organicos (Sawynok J, 1998; Dunwiddie TV e Masino SA, 2001; McCallion K et al., 2004;
Adair TH, 2005; Conlon BA et al., 2005; Vallon V et al., 2006). Apesar de agir em
praticamente todas as células e 6rgdos do organismo, seus efeitos mais importantes sao

observados no coracdo, cérebro, rins e células do sistema imunitdrio. Por sua acdo ser
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basicamente restrita ao local onde € liberada, a adenosina é considerada como um autacodide

[do grego autos — proprio e akos — alivio, cura].

Em consequéncia de sua concentracdo aumentar em resposta a agressdes e de
exercer efeitos protetores locais a agressdes tissulares, a adenosina tem sido denominada de
metabolito retaliatério (Newby AC, 1984). Este papel protetor é operado por pelo menos
dois mecanismos distintos: 1), diminui¢do da demanda energética, por um efeito inibitdrio
direto da funcdo celular (e.g. efeito inotropico negativo no miocdrdio) e 2) mobilizagdo de
reservas locais de nutrientes (e.g. vasodilatagdo). Desta forma, a adenosina exerce efeitos
protetores amplos em situagdes como aquelas representadas por agressdo por
isquemia/reperfusdao e por agentes inflamatérios (Moyer JD et al., 2001; Cross HR

et al., 2002; Chen Y e Bache RJ, 2003; Headrick JP et al., 2003; Conlon BA et al., 2005)

A adenosina exerce seus efeitos celulares através da ativagdo de receptores
especificos, denominados receptores purinicos P1, que sdo classificados em Aj, Aja, Azp €
Asz (Ralevic V e Burnstock G, 1998; Fredholm BB et al., 2001; Klinger M et al., 2002;
Burnstock G, 2007). Estes receptores pertencem a superfamilia de receptores acoplados a

proteina G.

Os receptores do tipo A; e Az sdo receptores de alta e baixa atividade para a
adenosina, respectivamente, e ambos inibem a atividade da adenilato ciclase. Em
contrapartida, os receptores de alta e baixa afinidade, Aa € Asp, respectivamente, ativam a
adenilato ciclase. Além de regular a atividade desta enzima, os subtipos de receptores de
adenosina sdo também acoplados a distintas proteinas G, atuando em outros sistemas
efetores, incluindo canais de célcio e potdssio, fosfolipase C, -D, -A2, GMP ciclico,
fosfodiesterases, e proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPK) (Kaiser SM e Quinn
RJ, 1999; Jacobson KA e Gao ZG, 2006). Assim, a resposta final mediada pela adenosina

pode variar de acordo com o subtipo de receptor ativado.

A adenosina possui uma meia-vida nos fluidos biol6gicos na ordem de
segundos, o que determina que seus efeitos sejam, em geral, localizados
(Deussen A et al., 1999; Deussen A, 2000a, 2000b; Fredholm BB, 2007). A concentragdo

basal de adenosina nos tecidos é na faixa de nanomolar. Em condi¢des de estresse, como
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por exemplo, trauma, isquemia ou hipéxia, choque séptico, as concentracdes plasmaticas de
adenosina podem aumentar drasticamente, chegando a atingir concentragdes de micromolar
(Hagber H et al., 1987). A variacdo da concentragdo extracelular de adenosina e a ativagao
de seus receptores exercem importante efeito sobre func¢des bioldgicas, incluindo a
regulacdo da contracdo de musculos lisos, neurotransmissao, secre¢io exocrina e enddcrina,
na resposta imune e inflamatoria, na agregacdo plaquetdria, dor e modulacdo da fungdo

cardiaca (Liao Y et al., 2003; Krett NL et al., 2004; Jacobson KA e Gao ZG, 2006).

No coragdo, como citado anteriormente, a adenosina provoca efeitos como
vasodilatacdo corondria, bradicardia e ativa mecanismos celulares envolvidos na prote¢ao
do miocdrdio contra a agressdo isquémica, tanto aguda quanto tardia (Gross ER e Gross GJ,
2006). No entanto, o subtipo exato de receptor envolvido, o mecanismo de sinalizagdo
detalhado e a interacdo desses dois fatores no desenvolvimento de diversos fendmenos
fisiolégicos nesse Orgdo ainda sdo pouco conhecidos. Ainda como agente protetor das
células miocardicas, possui um papel inibitério de fatores neurohumorais, como
angiotensina-II, endotelina-1, catecolaminas e fatores de crescimento, os quais sabidamente
estdo envolvidos na génese da hipertrofia cardiaca (Villarreal F eta al., 2003; Adair TH,
2005; Peart JN e Headrick JP, 2007). J4 no cérebro, por exemplo, esse nucleosideo atua
como um mensageiro intercelular, envolvido em processos normais e fisiopatoldgicos como
regulacdo do sono, neuroprotecdo, epilepsia e isquemia (Jacobson KA e Gao ZG, 2006;

Boison D, 2007).

O fato de a adenosina ser um catabdlito imediato dos nucleotideos de adenina
(ATP, ADP e AMP), a torna uma molécula sinalizadora adequada tanto para situagdes
fisiolégicas como patoldgicas, que resultem em degradacdo dos nucleotideos de adenina.
Dessa forma, todos os fendmenos bioldgicos que sofrem interferéncia da adenosina podem
ser modulados por agonistas e antagonistas de seu receptor ou por compostos capazes de
interferir na concentragao de adenosina tecidual. Os agonistas do receptor de adenosina sao
amplamente estudados (Yan L et al., 2003), no entanto, t€m um emprego terap€utico
limitado em fun¢do de seus efeitos colaterais, em particular, hipotensdo, bradicardia, efeito
anti-diurético, que sdo conseqiiéncias da interacdo ampla nos receptores distribuidos pelo

organismo (Kowaluk EA eta al, 1998; Kowaluk EA e Jarvis MF, 2000,
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Jarvis MF et al., 2002). Da mesma maneira, a administracdo de adenosina exdgena na
terapia de doencas tem aplicagdo prética restrita. Administrada sistemicamente, a adenosina

exerce efeitos cardiovasculares que limitam seu uso (Ross AM et al., 2005).

1.2- Adenosina quinase

A adenosina quinase (adenosina 5 -fosfotransferase, EC 2.7.1.20) é a quinase
de nucleosideos mais abundante nos tecidos de mamiferos, inclusive em seres humanos.
Esta enzima catalisa a fosforilacdo de adenosina em AMP, utilizando como doador de
fosfato o ATP ou GTP (Figura 3). Outra enzima envolvida na metaboliza¢do de adenosina é
a adenosina desaminase (EC 3.5.4.4), a qual transforma a adenosina em inosina por uma
reacdo de desaminagcdo. Recentemente, evidéncias experimentais forneceram dados
quantitativos sobre o metabolismo intracelular da adenosina e o papel critico das enzimas
adenosina quinase e deaminase no controle da disponibilidade desse nucleosideo no
ambiente citosélico (Deussen A, 2000a). Experimentos realizados com inibidores
enzimdticos de adenosina quinase e adenosina deaminase indicam que o aumento da
adenosina citosélica € maior na presenca de inibi¢ao da atividade da adenosina quinase que
na de adenosina deaminase (Golembiowska K et al., 1996), indicando que o fluxo de
metaboliza¢do da adenosina pela via mediada pela adenosina quinase € maior que aquele
mediado pela desaminase. De acordo com estes dados, a adenosina quinase possui valor de
K., para a adenosina de aproximadamente 1uM enquanto que a adenosina deaminase exibe
valores de K, consideravelmente maiores (Schutz W et al., 1981). Como a concentracio de
adenosina intracelular € estimada entre 0,01-0,1uM, a adenosina quinase trabalha sempre
abaixo de seu valor de K, evidenciando que a via de fosforilagio tem um
comprometimento maior com o metabolismo e regulagdo da disponibilidade de adenosina
nos tecidos (Lloyd HG e Fredholm BB, 1995). A adenosina deaminase, por sua vez, tem
um papel importante na via de metaboliza¢do, principalmente quando os niveis
intracelulares de adenosina se elevam, decorrentes, por exemplo, do aumento da demanda
energética no tecido. Portanto, estima-se que concentracdes maiores de adenosina
intracelular favorecam mais a reacdo de desaminagdo, para a formacdo de inosina do que a

de fosforilagdo. Essa redistribui¢do do fluxo metabdlico da adenosina para a reacdo com a
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adenosina deaminase € aumentada pelo fato de que a adenosina quinase € inibida em
situacOes que cursam com altas concentracOes de adenosina (Palella TD et al., 1980, Maj M
et al., 2000). Sendo assim, a adenosina quinase desempenha uma fun¢do muito importante
no controle fino da disponibilidade intracelular de adenosina, enquanto que a adenosina
deaminase o faz no sentido de restabelecer as condi¢des fisioldgicas de concentracdes
elevadas de adenosina do ambiente celular. Como conseqiiéncia, pequenas alteracdes na
atividade da adenosina quinase resultam em grandes modificagdes dos niveis locais de
adenosina (Gomtsyan A e Lee CH, 2004). Deste modo, a inibi¢do farmacoldgica da
adenosina quinase produz aumentos sensiveis nas concentragdes intra e extracelulares de

adenosina (Kowaluk EA et al., 1998; McGaraughty S et al., 2001; Jarvis MF et al., 2002)

A adenosina quinase € um mondmero cuja estrutura (Figura 3) consiste de um
grande dominio o/f3 com nove fitas 3 e oito a-hélices e um dominio o/ menor com cinco
fitas B e duas a-hélices (Mathews II et al., 1998). O sitio ativo estd localizado ao longo da
margem da fita B no dominio o/ maior, sendo este o local onde a adenosina se acopla,
enquanto o dominio o/ menor obstrui a face superior do sitio ativo e um outro sitio
proximo recebe o ATP. Um sitio de ligacdo do magnésio localiza-se entre os sitios de
ligacdo da adenosina e do ATP, sendo este fon fundamental para a catalise da adenosina
quinase. A reacdo de transferéncia de fosfato parece ser iniciada pela desprotonacdo da
hidroxila-5"de adenosina por um residuo de &cido aspartico localizado na posicao 316
(Figura 4) que atua como base catalitica, o que também sugere que o pH da reacdo deve ser
acima de 6. Além disso, a transferéncia do grupamento fosfato acontece diretamente entre

os dois substratos sem a interferéncia covalente da enzima.
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AK
ATP + ADO — AMP + ADP

Figura 3- Representacdo esquemdtica da estrutura quaterndria da adenosina quinase

humana, com duas moléculas de adenosina ligadas aos sitios cataliticos

(Mathews II et al., 1998).

ATP o

Figura 4- Mecanismo de transferéncia do fosfato-y do ATP para a hidroxila-5°da adenosina

para formar o AMP. O 4cido aspartico 316 atua como uma base catalitica na

desprotonacdo da hidroxila-5°de adenosina q. A figura foi baseada no dado

cristalografico de Mathews et al. (1998).
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A primeira descri¢cao da existéncia da adenosina quinase foi feita por Kornberg
A e Pricer WE Jr. (1951) que demonstraram que extratos de leveduras eram capazes de
metabolizar a adenosina, sugerindo a presenca de uma enzima especifica nesses extratos.
Logo apds, Caputto R (1951) descreveu a presenga dessa enzima em células de mamiferos.
No final da década de 70, Miller RL et al. e Andres CM et al. (1979) descreveram um
processo de semi-purificacdo da adenosina quinase de figado de coelho e placenta humana
e também determinaram a especificidade de seus substratos, estabilidade e pardmetros
cinéticos. No final da década de 80, os estudos das vias de metabolizagdo de adenosina
apontavam a importancia da adenosina quinase para a regulacdo desse nucleosideo no
organismo. Lin BB et al. (1988), demonstraram que a atividade da adenosina quinase
poderia ser regulada por compostos andlogos da adenosina, surgindo assim as primeiras
descricdes de compostos inibidores da adenosina quinase. Mais recentemente, derivados
pirrolo e piridopirimidinicos, bem como com andlogos da adenosina mais potentes
(e.g. aminoadenosina e iodotubercidina) foram descritos como inibidores da adenosina
quinase (Cottam HB et al., 1993; Jarvis MF et al., 2000; Ugarkar BG et al., 2000;
Cowart M et al., 2001; Lee CH et al., 2001; Gomtsyan A et al., 2004a).

1.3- Inibidores e efeitos farmacolégicos da inibicao da adenosina quinase

O desenvolvimento de inibidores especificos da adenosina quinase representa
uma estratégia promissora para uso terapéutico (Kowaluk EA e Jarvis MF, 2000;
McGaraughty S et al.,, 2001). H4 dados experimentais indicando que a inibicdo da
adenosina quinase tem efeito benéfico em situacdes de epilepsia, isquemia miocardica, dor
e processos inflamatorios (Cottam HB et al., 1993; Firestein GS et al., 1994; Gomtsyan A e
Lee CH, 2004b; McGaraughty S et al., 2005 Boison D, 2006 e 2007). Assim, os inibidores

de adenosina quinase sdo analgésicos potentes, anticonvulsivantes e antiinflamatorios.

Alguns estudos com inibidores nucleosidicos e ndo-nucleosidicos da adenosina
quinase mostraram uma alta especificidade de interagdo com a enzima (Muchmore SW
et al., 2006) e evidenciaram, in vivo, um aumento na acdo enddgena da adenosina em

modelos animais de dor, inflamacgdo e epilepsia (Golembiowska K et al., 1996; Boison D
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et al.,, 1999; Ugarkar BG et al.,, 2000). Os derivados da tubercidina, como a
5-lodo-Tubercidina (Figura 5), 5’-desoxi-5-iodo-tubercidina, foram considerados potentes
inibidores competitivos, em relacdo ao sitio da adenosina, da adenosina quinase, com ICsy
abaixo 0,01 uM. No entanto, esses compostos apresentaram alto potencial citotoxico, uma

curta meia-vida in vivo, baixa biodisponibilidade por via oral e pouca penetrabilidade

celular (McGaraughty S et al., 2001; Ugarkar BG et al., 2003).

Por ser a adenosina quinase uma enzima exclusivamente citoplasmética, a
absorcao celular de inibidores € um fator critico para seus efeitos in vivo. Nesse sentido, 0s
inibidores nao-nucleosidicos da adenosina quinase, representados pela classe das pirrolo e
piridopirimidinas (Figura 5), demonstraram uma maior especificidade pela enzima, com
melhor difusdo em tecidos e células em relagdo aos derivados de tubercidina

(Lee CH et al., 2001).

NH, Ry NH, o

WL (1] 1

-

N :. ‘s
N7 N N it OH

Piridepirimidina Pirrolopirimidina S-lodotubercidina

Figura 5- Estrutura quimica bdsica das piridopirimidinas, pirrolopirimidinas e da 5-

Todotubercidina.

O composto ABT-702 (classe das piridopirimidinas), por exemplo, apresentou
alta poténcia (EDsp = 0.7 umol/Kg) contra hiperalgesia em modelo experimental
(Jarvis MF et al., 2000.). Em modelos experimentais de inflamacdo e dor, o ABT-702 se
mostrou mais potente € com ac¢do mais prolongada em comparacdo com a morfina ou

antiinflamatoérios ndo-esteroidais como o ibuprofeno (Kowaluk EA et al.,, 2000a;
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Boyle DL et al., 2001). Modificacdes estruturais no anel piridopirimidinico permitiram a
melhora da solubilidade, poténcia e maior resisténcia a degradacdo metabdlica desses

compostos (Zheng GZ et al., 2001; Gomtsyan A e Lee CH, 2004b).

1.4- Quinazolinas

Os derivados de 4-anilinoquinazolinas sdo amplamente descritos na literatura
como inibidores potentes e seletivos da atividade tirosina quinase da familia de receptores
EGF (Fator de crescimento epidérmico) e apontados como uma estratégia atrativa no
controle da proliferacdo tumoral (Fry DW et al., 1994; Rewcastle GW et al., 1995; Bridges
Al et al., 1996; Gazit A et al., 1996; Woodburn JR et al., 1996; Barker AJ et al., 2001;
Ballard P et al., 2006). A quinazolina (Figura 6, Estrutura 1) é uma 1,3-benzodiazina com a
mesma estrutura das bases pirimidinicas (uracila, timina e citosina) presentes nos 4cidos
nucléicos. O nome quinazolina (Alemao: Chinazoline) foi proposto devido a estes
compostos serem isdmeros com as cinolinas e quinoxalinas (Figura 6, Estrutura 2 e 3).
Esses compostos foram descobertos ha mais de 13 anos, sendo que a 6,7-dimet6xi-4-(N-3"-
bromofenil)aminoquinazolina (PD153035) (Figura 7) foi o primeiro composto identificado
como inibidor competitivo do ATP em células A-431 (Fry DW et al., 1994). Os numerosos
estudos de relacdes estrutura-atividade (SAR) envolvendo vdrias séries de derivados
quinazolinicos conduziram a avangos na poténcia, especificidade e nas propriedades
farmacocinéticas desses inibidores (Gazit A et al., 1996; Fry DW, 1999; Toledo LM 1999;
Levitzki A, Raymond E et al., 2000). Os dados pré-clinicos (ICsp na ordem de pmol.L'l)
sustentam a possibilidade desses compostos serem usados na quimioterapia convencional
como potenciais agentes antitumorais (Dutta PR e Maity A, 2007; Sartore-Bianchi A
et al., 2007; Sequist LV, 2007). Por exemplo, os testes clinicos iniciados com o composto
Iressa (ZD1839) para o tratamento de pacientes com cancer demonstraram inibicao ativa
quando administrado por via oral e com alta especificidade sobre as tirosinas quinases, sem
afetar outras quinases (Ranson M e Wardell S, 2004). Atualmente, este dltimo, ZD1839
(Iressa) (Barker AJ et al., 2001) e o CI1033 (Tarcerva) (Janne PA et al., 2007) ja sao

comercializados como medicamentos para o tratamento de cancer de pulmdo. O
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conhecimento do processo de inibicdo de enzimas tirosina quinases parece ser o caminho
para a terapia de muitas doencas, tais como céncer, “psoriasis”’, diabetes, doencas
cardiovasculares etc (Sadoshima J e Izumo S, 1997; Rapundalo ST, 1998; Kim SK e
Novak RF, 2007). A partir dessa evidéncia, surgiram estudos mais detalhados sobre a
funcado bioldgica de uma série de derivados dessa classe estrutural (Levitzki A e Gazit A,
1995; Takase Y et al.,, 1994; Toledo LM et al.,, 1999; Shewchuk L et al., 2000;
Ukita T et al., 2001;
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Figura 6- Estrutura bdsica da Quinazolina (1) e de seus isomeros Cinolina (2) e

Quinoxalina (3).

Os estudos com derivados de quinazolinas ndo t€m se limitado apenas a
investigagdo da atividade da tirosina quinase da familia do receptor EGF
(Nomoto Y et al., 1990). Outros exemplos de compostos derivados de quinazolinas com
propriedades farmacoldgicas distintas estdo apresentados na Figura 8. O prazosin é uma
quinazolina com  propriedades antagonistas de receptores  ol-adrenérgicos
(Bolognesi ML et al., 2001). Este composto tem efeito vasodilatador sendo utilizado na
terapéutica anti-hipertensiva, assim como alguns de seus derivados estruturais como o
ciclazosim, que possui uma afinidade maior para os receptores ol-adrenérgicos e tem
aplicacdo no tratamento da hiperplasia prostatica benigna (Minarini A et al., 1998). A
metaqualona (Ionescu-Pioggia M et al., 1988) faz parte da categoria de medicamentos
sedativos/hipndticos nao-barbitdricos. Atualmente sabe-se que as metaqualonas possuem
grande potencial de overdose e de vicio, embora ha alguns anos, a droga fosse considerada

segura e incapaz de formar habito. Somam-se a esta variada lista de propriedades
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farmacoldgicas das quinazolinas, os antagonistas do receptor de serotonina (Ketanserina)
(Glennon RA et al.,, 2002) e do 4cido félico (Trimetrexato) (Hempel A et al., 2000),
diurético (Metalazona) (Rosenberg J et al., 2005) bem como, os ja mencionados, inibidores

de tirosina quinase (Tarcerva).

PD153035 DMA

Figura 7-  Estrutura  quimica do  cloridrato de  6,7-dimet6xi-4-N-(3’-
bromofenil)aminoquinazolina (PD153035) e do cloridrato de

6,7-dimetoxi-4-N-(N,N’-3’-dimetilfenil)aminoquinazolina (DMA).

1.5- Justificativa

A disponibilidade de compostos 4-anilinoquinazolinas em nosso laboratdrio
permitiu propor estudos com o intuito de avaliar seus efeitos farmacoldgicos e o possivel
uso terapéutico em diversas doengas. Nossos resultados iniciais, utilizando os derivados de
4-anilinoquinazolinas DMA e PD153035 (Figura 7), indicaram efeitos sobre a fungdo de

coragdes isolados de ratos semelhantes aqueles da adenosina (Marin RM, 2003).
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Figura 8- Estruturas quimicas do anel quinazolinico e de exemplos de derivados de

quinazolinas que exibem propriedades farmacoldgicas distintas.

Observamos que os compostos DMA e PD153035 provocam aumento da
pressao sistdlica do ventriculo de coragdes isolados e bradicardia, proporcional a dose
utilizada (Marin RM, 2003). Através de experimentos realizados com frequéncia
controlada, verificamos que o efeito pressor destes compostos € dependente de seu efeito
bradicardico. Este fendmeno ocorre neste tipo de preparacdo devido aos limites estreitos
entre oferta e consumo de oxigénio de coracdes perfundidos com solugdo cristaldide
(Marin RM, 2005). Com base no fato conhecido de que a adenosina protege o miocardio de
isquemia, foram realizados experimentos para avaliar o efeito de compostos quinazolinicos
sobre a viabilidade miocérdica apds agressao por isquemia/reperfusao. Em experimentos de

isquemia-reperfusdo de coracdes isolados de ratos, a infusdo continua do composto
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quinazolinico protegeu o coragdo dos efeitos isquémicos, mantendo, na reperfusido, os
niveis de pressdo sistdlica e diastolica para aqueles observados no periodo de pré-isquemia.
O bloqueio com o inibidor inespecifico da acdo da adenosina em seus receptores,
8-sulfofenil-teofilina (8-SFT), aboliu completamente o efeito protetor do composto,

indicando ser este efeito dependente de adenosina (Marin RM, 2003).

Assim, os estudos com a adenosina quinase in Vvifro sao essenciais para
confirmar esse possivel novo efeito farmacoldgico de derivados 4-anilinoquinazolinas.
Experimentos de cinética enzimdtica mais especificos, para a avaliacdo do efeito inibitdrio
do DMA e do PD153035 sobre a atividade da adenosina quinase purificada, fornecerao

dados sobre a especificidade e poténcia farmacoldgica das anilinoquinazolinas.
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quinase.

O presente estudo teve como objetivo:

Avaliar se os derivados de 4-anilinoquinazolinas s3o inibidores da adenosina

Objetivo Especifico 1: Desenvolver e validar um método de HPLC para avaliar

o consumo de adenosina na reagdo com a enzima adenosina quinase.

Objetivo Especifico 2: Expressar e purificar a adenosina quinase recombinante

e determinar seus parametros cinéticos enzimaticos de Ky, € Vax, €m relacdo ao

substrato natural adenosina.

Objetivo Especifico 3: Avaliar o efeito dos derivados de 4-anilinoquinazolina

DMA e PD153035 sobre a atividade da enzima adenosina quinase.

Objetivo Especifico 4: Desenvolver e validar um método de HPLC para a

quantificacdo de adenosina em tecidos de ratos.

Objetivo Especifico 5: Avaliar o efeito do derivado de 4-anilinoquinazolina

DMA sobre os niveis de concentracdo de adenosina em tecidos de ratos.

Objetivo Especifico 6: Avaliar o efeito do derivado de 4-anilinoquinazolina

DMA sobre os niveis de concentracdo de adenosina em coragdes isolados de

ratos.
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3.1- Compostos 4-Anilinoquinazolinicos

Os compostos anilinoquinazolinicos DMA - cloridrato de 6,7-dimetoxi-4-N-
(N,N-3’-dimetilfenil)aminoquinazolina ¢ PD153035 - Cloridrato de 6,7-dimet6xi-4-N-
(3’-bromofenil)amino-quinazolina — (Figura 7) foram sintetizados pela Dra Silvana
Aparecida Rocco no Laboratorio de Fisiopatologia Cardiovascular da Faculdade de

Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas.

3.2- Expressao e purificaciao da adenosina quinase recombinante

A constru¢do da adenosina quinase recombinante (adkpQe60) foi cordialmente
cedida pelo Dr Detlev Boison do Laboratério de Neurobiologia Robert S Dow, Legacy
Research, Portland, Oregon, EUA.. De acordo com os autores (Boison D et al., 1999), a
construcdo foi obtida a partir de cDNA de figado de camundongo, utilizando-se os pares de
Primers 5’- CCAATGCATCCGAAGAACGTTGCTGC-3’(5’RACE) e
5’- GTGAACTCGAAGAGGCAGAGGACCG-3’ (3’ RACE) para amplificagdo em PCR.
O produto de PCR foi digerido com a enzima EcoRV para obtengdo de uma seqiiéncia de
1865 pares de base, a qual foi ligada ao vetor pBluescriplIKS (Stratagene, La Jolla, CA) e
seqiienciado para confirmacdo no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov). A sequéncia
sub-clonada em plasmideo pQE60, que contém cauda de histidina (6 x His), ¢ homologa a
seqiiéncia da adenosina quinase humana, extraida de placenta e codifica proteina de 38,7

KDa (Gouder N et al., 2004).

Para expressdo e obten¢do da proteina adenosina quinase recombinante, a
constru¢do adkpQe60 foi inserida por eletroporagdo em bactéria de expressao E. coli
M15[pREp4]. O mesmo foi feito com o plasmideo pQE32 para controle negativo da
expressdo. Brevemente, as bactérias de expressado transformadas foram plaqueadas em meio
LB-4gar-ampicilina para obtenc¢do de colonias isoladas. Foi feito entdo um pré-indculo das
colonias em meio liquido LB-ampicilina, permanecendo em crescimento “overnight”, sob
agitagdo, a 37°C. No dia seguinte verteu-se um pequeno volume (1-2 mL) do pré-indculo

em 500 mL de meio liquido de cultura LB-ampicilina e este incubado a 37°C por
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aproximadamente 2 horas. A monitoragdo do crescimento 6timo das bactérias foi feita pela
leitura da densidade optica (OD), em espectrofotometro (600nm), de pequenos volumes
retirados de hora em hora do meio. Atingida a OD de 0,5-0,6 (representativo de
crescimento 6timo bacteriano), a temperatura de incubacdo foi reduzida para 25°C e
adicionado 1mM de IPTG (agente indutor) pra inducdo da expressdo da proteina
recombinante, permanecendo por mais 5 horas sob agitacdo. Apos esse tempo, o meio de
cultura foi entdo resfriado em banho de gelo a 4°C e centrifugado a 5000 rpm por 10
minutos para separagdo do pellet bacteriano. Toda comprovagdo da indugdo e expressao da
proteina foi obtida por eletroforese de SDS-PAGE em gel de poliacrilamida a 12% de
amostras resultantes de cultura bacteriana ndo induzidas e induzidas com IPTG. A proteina
recombinante expressa em E. coli apresentou-se na forma soluvel apos a lise da célula

bacteriana.

A purifica¢do das proteinas que possuem cauda de histidina (6 x His) foi feita
em condic¢des nativas, ou seja, sem desnaturacdo, por cromatografia de afinidade, utilizando
coluna HisTrap HP, 5 mL (Amersham Biosciences, Sweden). Todos os passos da
purificagdo foram feitos a 4°C. O pellet de bactérias obtido por centrifugacdo do caldo de
cultura foi suspenso em tampao fosfato (5S0mM NaH,PO,, 300mM NaCl, 3mM imidazol,
pH 8,0) adicionado de lisozima (100 pg/mL) e pepstatina (10 pg/mL). Apos 30 minutos,
procedeu-se a lise das células de E. coli da suspensdao com seis ciclos intercalados de
congelamento em nitrogénio liquido e aquecimento a 40°C em banho-maria. Apds essa
etapa, o lisado foi submetido a sonicag¢do e, entdo, centrifugado a 30.000xg por 30 minutos.
O sobrenadante limpido foi passado em 5 mL de coluna His Trap HP, 5 mL
(Amersham Biosciences, Sweden)., pré-equilibrada com tampao fosfato. A coluna foi
lavada com cinco volumes de tampao fosfato acrescido de 3mM de imidazol e dois
volumes de tampao fosfato acrescido de 50mM de imidazol. A proteina retida foi eluida
com tampdo fosfato acrescido de 150 mM de imidazol e as fragdes coletadas foram
dialisadas em tampao TDM (Tris HC1 100mM, MgCl, 0,8mM, -mercaptoetanol 2mM, pH

7,4)e armazenadas a —80°C com 20% de glicerol.
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3.3- Método de deteccao de adenosina por HPLC
3.3.1- Reagentes

Todos os solventes e reagentes usados nesse estudo atendiam ao grau de pureza
para HPLC. Adenosina Calbiochem (1160, Darmstadt, Germany), Adenosina 5’-trifosfato
Sigma (A-7699, Steinheim, Germany), Acetonitrila Tedia (AS-1122, Sao Paulo, Brasil),
Tris hidroximetil aminometano (Calbiochem, Steinheim, Germany), MgCl, heptahidratado
(Merck, Steinheim, Germany), [-mercaptoetanol (M-6250, Sigma-Aldrich, Steinheim,

Germany).

3.3.2- Condigdes Cromatograficas

Para determinar a atividade cinética da enzima adenosina quinase purificada,
optamos por desenvolver e validar um método de HPLC para deteccdo de adenosina. As
analises cromatograficas foram realizadas em um equipamento Alliance série Waters 2695
(Milford, Mass, USA), equipado com bomba quaterndria, injetor e desgaseificador
automaticos, e detector de absorbancia (PDA) série Waters 2996. O comprimento de onda
de absorbancia maxima usado para a detec¢do do nucleosideo foi de 260nm. A separacio
de adenosina foi realizada a temperatura de 25°C, utilizando coluna de fase reversa
OmniSpher C18 (250 mm x 4.6 mm de didmetro interno e 5 um de tamanho de particulas)
protegida com uma pré-coluna ChromoSep SS (10 mm x 3 mm) (ambas obtidas da Varian,
CA, USA). A fase mdvel usada para promover a separagdo cromatografica foi composta de
7% de acetonitrila e 93% agua Milli-Q. A fase moével foi preparada diariamente e filtrada
em um sistema a vacuo através de um filtro de 0,45 um (Millipore, Milford, Mass, USA). A
coluna foi equilibrada e eluida sob condi¢des isocraticas, utilizando uma faixa de fluxo de

0,8 mL/min. O tempo total de corrida para cada amostra foi de 8 minutos.

O controle do sistema, a aquisicdo e o processamento dos dados foram
realizados através de um computador PC-Pentium IV da Dell, que operou com o programa
Microsoft Windows XP Professional versdo 2003 e com o programa cromatografico

Empower 2002.
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3.3.3- Validagao do método cromatografico

O método de HPLC para determinagdo de adenosina na reacdo cinética da
adenosina quinase foi validado em relacdo ao limite de detec¢do (LOD) e quantificacio
(LOQ), linearidade, controles de qualidades, precisdao (CV) e reprodutibilidade e/ou
exatidao (DEV).

3.3.4- Preparo da solugdo padrao

A solucdo estoque de adenosina foi preparada pela dissolucdo de 2,70 mg em 1
mL de tampao TDM (Tris-HCl 100mM pH 7,4, MgCl, 0,8mM e -Mercaptoetanol 2mM),
obtendo a concentragdo de 10mM. A partir desta solugdo, diluigdes seriadas, em tampao
TDM, geraram as seguintes amostras usadas para preparar os pontos da curva de
calibracao: 0,10 (LOD); 0,25 (LOQ); 0,50; 1,00; 2,50; 5,00; 10,00; 25,00; 50,00 e
100,00 uM. Estes padrdes de calibragdo foram preparados em triplicatas. Grupos de
amostras de controles de qualidade (CQs) também foram preparados, independentemente,
em valores de concentragdes de 0,25 (LOQ), 2,70; 9,00; 45,00 ¢ 90,00 uM. No entanto,
estes controles de qualidade foram preparados a partir de uma solucdo estoque diferente
(pesagem separada de adenosina) daquela usada para gerar as amostras da curva padrao.
Estas amostras foram utilizadas para monitorar as variagdes intra- € inter-corridas

analiticas.

3.3.5- Limite de detec¢ao e quantificagao

Os limites de detec¢do (LOD) e quantificacdo (LOQ) foram estabelecidos a
partir da andlise das areas dps picos dos cromatogramas e calculados como sendo as
concentragdes em que o pico de adenosina se apresentava com valores 3 vezes e 10 vezes

maior do que o ruido da linha base, respectivamente.
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3.3.6- Linecaridade da curva de calibragao

Para determinar a linearidade da curva de calibracdo, foram analisadas as
amostras do padrdo nominal de adenosina e feito um grafico com o valor da area do sinal
obtido no cromatograma contra o valor de concentracdo (uM) do padrdo nominal
correspondente. A reta foi construida pela andlise de regressdo linear, utilizando programa

Prisma GraphPad (Versao 4.0, GraphPad Software, Inc).

3.3.7- Precisao e reprodutibilidade

Toda a avaliacdo correspondente a este item foi baseada de acordo com o
manual de validacdo publicado pelo FDA (US Department...2001). A reprodutibilidade e
precisao do método foram avaliadas em funcao do desvio percentual relativo (DEV), em
relacdo a concentragdo nominal, e pelo valor do coeficiente de variancia (CV) de cada
ponto da curva de calibragdo. A precisdo (CV) e reprodutibilidade (DEV) foram calculadas

de acordo com as formulas 1 e 2, respectivamente.

C.V. (%)= MI;dPia x 100 (1)

concentraciio calculada

Meédia

concentraci calculada

DEV (%) =|1- x 100 @)

Concentrac¢io nominal

DP — desvio padrdo da média.
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3.3.8 — Estabilidade

A estabilidade da adenosina, em tampao TDM, foi testada considerando as
concentragdes de 2,70; 9,00; 45,00 e 90,00 uM, em quadriplicatas. Foram realizados os

procedimentos seguintes:

Dois ciclos consecutivos de congelamento-descongelamento, sendo que as

amostras foram mantidas a temperatura ambiente (25°C) antes de cada congelamento.

As amostras de adenosina, em tampao, foram mantidas a 25°C por 6 horas e,

entdo, analisadas.

A estabilidade de adenosina foi determinada apds 24 horas de permanéncia no
carrossel do HPLC, em uma temperatura de 25°C. Este periodo foi superior aquele utilizado

em uma corrida analitica completa.

3.4- Avaliacao temporal do consumo de adenosina pela adenosina quinase

A atividade da adenosina quinase recombinante purificada foi avaliada por
método de HPLC, conforme as condi¢gdes cromatdgraficas descritas no item 3.2.2. Todos os
ensaios foram feitos a 37°C, em um volume final de 1 mL. A reacdo foi feita em tampdo
TDM (100 mM de Tris-HCI, 0.8 mM de MgCl, e 2 mM de B-mercaptoetanol, pH 7,4) e
continha 0,8 mM de ATP, 10 uM de adenosina e ~0,1 pg de adenosina quinase purificada.
A reacdo foi iniciada ap6s a adicdo de adenosina e ATP a mistura e, ap6s 1, 2 e 3 minutos,
paralisada por aquecimento em banho-maria a 90°C, durante 2 minutos. As amostras foram
resfriadas em banho de gelo e, em seguida, filtradas por centrifugagdo a 14.000 rpm, em
sistema de filtro Microcon YM-3 (Millipore Corporation, USA). Logo apds, 25 uL do
filtrado foram injetados no sistema de cromatografia liquida. A atividade da adenosina
quinase foi avaliada de acordo com o consumo ou reducdo da area do pico de adenosina
obtido no cromatograma. Foram realizadas triplicatas para cada tempo de reagdo ¢ os dados

foram obtidos de trés experimentos realizados em dias diferentes.
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3.4.1- Analise dos dados

Para a avaliagdo curso temporal do consumo de adenosina pela adenosina
quinase, foi feito um grafico com o valor de concentracdo (uM) de adenosina (eixo y) das
amostras no tempo zero e nos tempos de 1, 2 e 3 minutos (eixo x) apos reacdo com a AK. A
curva foi construida pela andlise de regressdo ndo-linear, utilizando programa Prisma

GraphPad (Versao 4.0, GraphPad Software, Inc).

3.5- Determinacao dos parametros cinéticos da adenosina quinase recombinante, K, e

Vmax, €m relacdo ao substrato adenosina.

Para a determinagdo dos parametros cinéticos da adenosina quinase em relagao
ao substrato adenosina, as concentracoes de ATP ¢ enzima foram mantidas constantes,
enquanto que a concentragdo de adenosina foi variada. A reacdo foi feita em 1 mL de
tampio TDM (100 mmol L™ de Tris-HCI, 0.8 mmol L' de MgCl, e 0,8 mmol L™ de
B-mercaptoetanol, pH7,4) e continha ~ 0,1 pg de adenosina quinase purificada. As
concentragdes de adenosina utilizadas no experimento foram: 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0;
5,0; 7,5; 10,0; 15,0 e 20,0 uM. A reacao foi iniciada com a adi¢do de adenosina e 0,8 mM
de ATP e, apds 1 minuto, bloqueada por aquecimento em banho-maria a 90°C, durante 2
minutos. As amostras foram resfriadas em banho de gelo e, em seguida, filtradas por
centrifugagdo a 14.000 rpm, em sistema de filtro Microcon YM-3 (Millipore Corporation,
USA). Logo apo6s, 25 pL do filtrado foram injetados no sistema de cromatografia liquida.
Foram realizadas triplicadas para cada concentra¢do de adenosina testada e os dados foram

obtidos de trés experimentos realizados em dias diferentes.

3.5.1- Analise dos dados

Para a avaliagdo dos parametros cinéticos Ky, € Vi, foi feito um grafico com o
valor das velocidades iniciais de reacdo da adenosina quinase (nmoles de
adenosina/minuto/ug de enzima) (eixo y) contra os respectivos valores de concentragao

inicial de adenosina (uM) (eixo x). A curva foi construida pela andlise de regressdo nao
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linear, baseado em um modelo de equagdao de Michaelis-Menten fornecido pelo programa

Prisma GraphPad (Versao 4.0, GraphPad Software, Inc).

3.6- Avaliacao da inibicao da atividade da adenosina quinase recombinante.

Inicialmente, para a avaliagdo da inibi¢do da atividade da adenosina quinase,
foram feitos ensaios utilizando o inibidor classico da sua atividade, 5-Iodotubercidina
(5-IT). A reagdo foi feita em tampao TDM (100 mmol L' de Tris-HCI, 0.8 mmol L™ de
MgCl, ¢ 0,8 mmol L' de B-mercaptoetanol, pH 7,4), contendo aproximadamente 0,1 pg de
adenosina quinase purificada. Essa mistura foi previamente incubada, durante 5 minutos,
com DMSO (veiculo) ou com o inibidor 5-IT, em concentragdes variando de 300 pM a
10uM. Findo este tempo, a reacao foi iniciada apos a adicdo de 10 uM de adenosina e
0,8 mM de ATP a mistura. Apos 1 minuto, a reagdao foi bloqueada por aquecimento em
banho-maria a 90°C, durante 2 minutos. As amostras foram resfriadas em banho de gelo e,
em seguida, filtradas por centrifugacdo a 14.000 rpm, em sistema de filtro Microcon YM-3
(Millipore Corporation, USA). Logo apos, 25 pL do filtrado foram injetados no sistema de
cromatografia liquida. Foram realizadas triplicadas para cada concentracdo de inibidor

testada e os dados foram obtidos de trés experimentos realizados em dias diferentes.

Finalmente, foram feitos ensaios enzimdticos na presengca dos compostos
quinazolinicos DMA e PDI153035. Neste caso, a mistura reacional foi previamente
incubada, durante 5 minutos, com DMSO (veiculo) ou com DMA ou PDI153035, em
concentragdes variando de 100 fM a 1uM. A reagdo com a adenosina quinase ¢ o
tratamento das amostras para analise em HPLC seguiu as mesmas condi¢des descritas
acima. Também foram realizadas triplicatas para cada concentracdo de DMA ou PD153035

testada e os dados foram obtidos de trés experimentos feitos em dias diferentes.

3.6.1- Analise dos dados

As curvas de concentragdo-efeito (efeito de inibigao da atividade da adenosina
quinase) da 5-IT e dos compostos quinazolinicos DMA e PD153035 foram obtidas em

relacdo a porcentagem de inibicdo da atividade da adenosina quinase na presenca do
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inibidor (eixo y) contra o logaritmo da concentracdo do inibidor (eixo x). A analise de
regressao nao linear para determinar os pardmetros En.y, 1oglCso e coeficiente angular foi
obtida utilizando-se o programa Prisma GraphPad (Versdo 4.0, GraphPad Software, Inc). A
equacdo de Cheng-Prusoff (Cheng Y e Prusoff WH, 1973) foi usada para o célculo de Ki, o

qual deriva-se do ICso.

ICg,

[ADO]
1+

Km (ADO)

3.7- Método de deteccao de adenosina em tecidos de ratos por HPLC
3.7.1- Reagentes

Todos os solventes e reagentes usados nesse estudo atendiam ao grau de pureza
para HPLC. Adenosina (Calbiochem, Darmstadt, Germany), adenosina 5’-trifosfato,
adenosina 3’, 5’-difosfato, adenosina 3’ monofosfato, 2-cloroacetaldeido K, HPO4, acido

citrico (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany), metanol (Tedia Company, USA).

3.7.2- Condi¢des Cromatograficas

Optamos novamente em desenvolver e validar um método de HPLC para
deteccdo de adenosina em tecidos de ratos. As andlises cromatograficas foram realizadas
em equipamento Alliance série Waters 2695 (Milford, Mass, USA), equipado com bomba
quaternaria, injetor e desgaseificador automaticos, e detector de fluorescéncia série Waters
2475. Nesse método, foi introduzida uma etapa de derivatizagdo dos derivados de adenina,
utilizando o reagente derivatizante 2-cloroacetaldeido (Katayama M et al., 2001) A reagao
da adenina e de seus compostos correlatos (ATP, ADP, AMP e adenosina) com
2-cloroacetaldeido produziu os derivados N’ ,N°-etenopurinicos, que sdo altamente
fluorescentes. Os detalhes dos procedimentos para a reagdo de derivatizacdo desses

compostos serdo descritos mais adiante. Os comprimentos de onda para a excitacdo e
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emissdo foram 280/420 nm para os derivados N’ N°-etenopurinicos (ATP, ADP, AMP ¢
adenosina) apos a derivatizacdo com 2-cloroacetaldeido. A separagdo dos compostos foi
realizada, a temperatura ambiente, em uma coluna cromatografica de fase reversa Cosmosil
5C18-MS (150 x 4,6 mm i.d.; 5 um de tamanho das particulas) protegida com uma
pré-coluna (Cosmosil 5C18-MS 10 x 4,6 mm) (ambas adquiridas da Phenomenex). A fase
moével usada para promover a separagdo cromatografica foi composta por K,HPO4 (50
mmol L), 4cido citrico (25 mmol L) em pH 4,5 ¢ de metanol, preparada diariamente e
filtrada em um sistema a vacuo através de um filtro de 0,45 um (Millipore, Milford, Mass,
USA). A coluna foi eluida com uma solu¢do gradiente em um fluxo de 1.0 mL/min. O
gradiente foi o seguinte: fase isocratica em 2% de metanol por 4 minutos, 15% de metanol
por 12 minutos e, finalmente, 2% de metanol por 4 minutos para voltar as condi¢des
iniciais. O tempo total de corrida para cada amostra foi de 20 minutos. O controle do
sistema, a aquisi¢do e o processamento dos dados foram realizados através de um
computador PC-Pentium IV da Dell, que operou com o programa Microsoft Windows XP

versdao 2003 e com o programa cromatografico Empower 2002.

3.7.3- Derivatizagao de compostos de adenina

O objetivo desse estudo ¢ a andlise do perfil de adenosina nas amostras de
tecidos de animais controles e tratados com o composto DMA. O processo de extragdo
também recupera os outros derivados purinicos ATP, ADP, AMP, que também apresentam
excelente afinidade pelo tampao de extracdo e, portanto, sdo também derivatizados. Para a
obten¢io de derivados N’ ,N°-etenopurinicos (Figura 9), foram adicionados 10% de
2-cloroacetaldeido (v/v) a solug¢do aquosa de amostras de tecidos contendo os nucleosideos
ATP, ADP, AMP e adenosina. A mistura reacional foi aquecida em banho-maria a 80°C
por 20 minutos, sendo a reacdo bloqueada por imersao do frasco de reagdo em banho de

gelo.
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Figura 9- Esquema de reagdo de derivatizacao de adenil purina pelo 2-cloroacetaldeido.

3.7.4- Validagao do método cromatografico

O método de HPLC para a quantificagdo de adenosina em tecidos de ratos foi
validado em relagdo aos limites de deteccao (LOD) e de quantificacdo (LOQ), linearidade,
controles de qualidades, precisdo (CV) e exatiddo (DEV%). O processo de extracdo
também recupera os outros derivados purinicos ATP, ADP e AMP. No entanto, os dados de

validagao apresentados no método se referem a adenosina.

3.7.5- Preparo das solugdes padrao

As solugdes estoques de adenosina (2,70 mg) foram preparadas,
independentemente em duplicatas, pela dissolu¢do em uma solucdo aquosa de K;HPO4
(50 mM) e acido citrico (25 mM) e pH 4.5, para se obter uma concentragdo de 10 mM de
cada. O tampao fosfato-citrato foi usado para diluir as solucdes estoques dos nucleosideos
para uma concentragdo de trabalho de 10,00 pM. A partir da solugdo de 10,00 pmol L™,
diluigdes seriadas geraram as seguintes amostras usadas para preparar os pontos da curva
de calibragao: 0.016, 0.031, 0.063, 0.125, 0.250, 0.500, 1.000 e 3.000 uM. Estes padroes de
calibracao foram preparados em triplicatas. Grupos de amostras de controles de qualidade
(CQs) também foram preparados, independentemente, em valores de concentragdes de
adenosina de 0.031, 0.060, 0.200, 1.500 e 2.500 puM. No entanto, estes controles de
qualidade foram preparados a partir de uma solu¢do estoque diferente (pesagens separadas
de adenosina) daquela usada para gerar as amostras da curva padrio. Estas amostras foram

utilizadas para monitorar as variagdes intra- € inter-corridas analiticas.
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3.7.6- Limite de detec¢do e quantificacao

Os limites de detec¢do (LOD) e quantificacdo (LOQ) foram estabelecidos a
partir da analise das areas dos picos dos cromatogramas e calculados como sendo as
concentragdes em que o pico de adenosina se apresentava com valores de 3 vezes e

10 vezes maiores do que o ruido da linha base, respectivamente.

3.7.7- Linearidade da curva de calibragao

Para determinar a linearidade da curva de calibracao, foram analisadas amostras
padrdes de adenosina e foram feitos graficos com os valores de concentragdes do padrao
nominal (uM) contra os valores correspondentes das éareas dos picos obtidos nos
cromatogramas. A reta foi construida pela andlise de regressdo linear, utilizando o

programa Prisma GraphPad (Versdo 4.0, GraphPad Software, Inc).

3.7.8- Precisao e reprodutibilidade

Toda a avaliagdo correspondente a este item foi baseada de acordo com o
manual de validacdo publicado pelo FDA (US Department...2001). A reprodutibilidade e
precisdo do método foram avaliadas em funcdo do desvio percentual relativo (DEV), em
relagdo a concentracdo do padrao nominal, e pelo valor do coeficiente de variancia (CV) de
cada ponto da curva de calibragdo. A precisdo (CV) e a reprodutibilidade (DEV) foram
calculadas de acordo com as féormulas 1 e 2 (ver Material ¢ Métodos 3.3.7),

respectivamente.

3.7.9- Estabilidade

A estabilidade do derivatizado de adenosina, em tampao fosfato-citrato, foi
testada considerando as concentragoes de 0.125, 0.250, 0.500 e 1,500 puM, em

quadriplicatas. Foram realizados os procedimentos seguintes:
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- Estabilidade a curto prazo e tempo de permanéncia no auto-amostrador

As amostras de adenosina, em tampao, foram mantidas a 25°C por 4 horas e,

entdo, analisadas.

A estabilidade de adenosina foi determinada ap6ds 24 horas de permanéncia no
carrossel do HPLC, em uma temperatura de 25°C. Este periodo foi superior aquele utilizado

em uma corrida analitica completa.

3.8- Avaliacao do efeito do DMA sobre o perfil de adenosina de tecidos de ratos.
3.8.1- Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 200-250 g fornecidos pelo

Centro de Bioterismo (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas, Campinas-SP.

3.8.2- Gavagem de ratos

Os ratos, submetidos ao jejum de 12 horas antes do experimento, foram
colocados individualmente em gaiolas e receberam dose unica de DMA (30 mg/Kg) por
gavagem, suspensa em 1 mL de goma arabica (10% m/v). O grupo controle foi tratado

somente com a goma. Nesse periodo, 0s animais tiveram acesso a agua ad libitum.

3.8.3- Preparagdo das amostras de tecido

Os animais foram sacrificados, apds serem anestesiados com éter, e os tecidos
tais como coragdo e figado foram coletados no tempo de 1 hora apds a gavagem. As
amostras de cérebro, por sua vez, foram coletadas somente apos 3 horas ao tratamento. Os
tecidos selecionados, inicialmente coracdo, figado e cérebro foram lavados com salina e

imediatamente imersos em um gral com nitrogénio liquido para congelamento e
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homogeneizagdo. Em seguida, deixou-se o nitrogénio do gral secar e rapidamente
transferiu-se 0o homogenato para um tubo plastico (Eppendorf) previamente congelado.
Estas amostras de tecidos foram mantidas a -80°C, ndo ultrapassando o tempo de
armazenagem de sete dias para utilizagdo da amostra. Antes da inje¢@o no cromatdgrafo, os
nucleotideos (ATP, ADP, AMP e adenosina) foram extraidos dos tecidos de acordo com o
procedimento seguinte: pesou-se aproximadamente entre 1,5 a 4,5 mg do homogenato de
cada tecido em um tubo de ensaio que continha 1 mL de solugdo de K;HPO4 (50 mM) e
acido citrico (25 mM) em pH 4,5. A mistura foi colocada em banho-maria a 80°C durante 2
minutos para desativar qualquer processo bioldgico que pudesse degradar os nucleotideos e,
entdo, foram adicionados mais 3 mL de tampao fosfato-citrato. 1 mL desta soluc¢ao foi
centrifugado a 8000 rpm por 4 minutos. Retirou-se 200 pL do sobrenadante e a
derivatizacdo foi conduzida acrescentando-se 20 pL de 2-cloroacetaldeido (agente de
derivatizacdo). A mistura reacional foi aquecida em banho-maria a 80°C por 20 minutos.
Apbés o resfriamento em banho de gelo, foram injetados 25 pl para andlise no

cromatografo.

3.8.4- Analise Estatistica

Os dados foram apresentados em forma de médias e erro padrio (E.P).
Diferengas entre valores médios de grupos controle e tratados foram testadas através do

Teste T de Student. Valores de p < 0,05 foram considerados significantes.

3.9- Avaliacao do efeito do DMA sobre o perfil de adenosina de coracoes isolados de

ratos
3.9.1- Sistema de perfusao de coragdo isolado (Técnica de Langendorft)

O sistema de perfusdo de coracdo isolado foi constituido com um sistema cata-
bolhas de vidro e envolvido por jaqueta de dgua conectada a um circulador para

aquecimento do tampao de perfusdo a 37°C, como indicado no esquema da Figura 10.
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Figura 10- Esquema do sistema de perfusdo de coracdo isolado e registro da pressdo

ventricular utilizado.

A extremidade superior do cata-bolhas foi conectada a um reservatério
constituido de um frasco de Mariotti contendo a solugdo tampao de perfusdo. Neste
reservatorio, o tampao era oxigenado com O2 a 100% com fluxo controlado de forma a
manter a pressao no frasco proxima a 70mmHg. A extremidade inferior do cata-bolhas foi
conectada a uma canula de vidro que por sua vez, era conectada a aorta ascendente para
perfusdo retrograda. Em paralelo, foi montado um baldo de latex, preenchido com salina e
conectado a uma seringa de Hamilton para controle de seu volume e também a um

transdutor de pressao para registro continuo da pressdo intraventricular.

3.9.2- Canulagao e acoplamento do coracao ao sistema

Ratos Wistar foram anestesiados com Pentobarbital Sédico (50mg/Kg) e
receberam inje¢do intraperitoneal de heparina sodica (1000 UI). Os animais foram

colocados em mesa cirargica aquecida a 38°C, entubados por via orotraqueal com tubo
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plastico de GelcoR e submetidos a ventilagdo controlada com ventilador Harvard e ar
enriquecido com oxigénio a 100%. A temperatura corpdrea e a ventilagdo permaneceram

controladas durante o periodo de retirada do coragdo da cavidade toracica.

A cavidade toracica foi aberta através de seccdo sagital do esterno; a aorta
ascendente foi identificada, seccionada e conectada ao sistema de perfusdo, onde foi fixada
com fio de algoddo 3.0, sendo iniciada imediatamente a perfusdo com solucdo tampao de
HEPES: Tampao HEPES ( 4cido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfonico ) 20 mM,
NaCl 137 mM, MgS04 1,2 mM, KCI 5 mM, CaCI2 1,5 mM e Glicose 6 mM, com pH 7,4,
acrescentando insulina (100 UI), xilocaina (1000 UI) e heparina (1000 UI), enriquecido

com 100% de oxigénio a uma pressao hidrostatica de 70 mmHg e temperatura a 37°C.

3.9.3- Sistema de Registro e monitoragdo da pressao intraventricular

A monitoracao da pressao intraventricular esquerda foi realizada com baldao de
latex, inserido no ventriculo esquerdo (VE) através do atrio esquerdo (AE). Este cateter foi
conectado a um transdutor de pressdo (COBE, ARVADA, USA) para registro continuo de
pressdo intraventricular. Para tanto, utilizou-se sistema de registro Dataq (USA) com

programa de aquisi¢ado e analise Windaq PRO.

O sinal da onda de pulso da pressdo foi amplificado em amplificador GP4A
Steamtech, USA, convertido em sinal digital (freqiiéncia de amostragem de 300 Hz) e
gravado em computador para andlise posterior. A onda de pressdo ventricular foi analisada
quanto ao pico maximo (Pressdo Sistolica), nadir (Pressao Diastolica), derivada da pressao

em relacdo ao tempo (£dP/dT) e freqii€éncia cardiaca.

3.9.4- Experimentos de perfusdo de coracdes isolados de ratos com DMA

Os coragdes foram isolados, conectados ao sistema e perfundidos durante uma
hora e meia e registradas as pressdes ventriculares e frequéncia cardiaca como parametros

basais de manutencdo da preparacdo durante esse tempo. Na situagdo controle foi
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adicionado DMSO (veiculo) ao tampao e, em coragdes considerados tratados, foi
adicionado 100nM de DMA, ambos antes do inicio da perfusdo. Logo apds, os coracdes
foram removidos do sistema, lavados com salina, homogeneizados em nitrogénio liquido
com o auxilio de grau e pistilo e armazenados a —80°C para posterior analise do nivel de

adenosina pelo método de HPLC.

3.9.5- Preparo das amostras de tecido

Para a andlise, pesou-se aproximadamente entre 1,5 a 4,5 mg do homogenato de
coragdo controle e tratado com DMA em um tubo de ensaio que continha 1 mL de solucao
de K;HPO4 (50 mM) e acido citrico (25 mM) em pH 4,5. A mistura foi colocada em
banho-maria a 80°C durante 2 minutos para desativar qualquer processo biologico que
pudesse degradar os nucleotideos e, entdo, foram adicionados mais 3 mL de tampao
fosfato-citrato. 1 mL desta solug¢do foi centrifugado a 8000 rpm por 4 minutos. Retirou-se
200 puL do sobrenadante e a derivatizacdo foi conduzida acrescentando-se 20 pL de
2-cloroacetaldeido (agente de derivatizacdo). A mistura reacional foi aquecida em
banho-maria a 80°C por 20 minutos. Apds o resfriamento em banho de gelo, foram

injetados 25 pL para andlise no cromatografo.

3.9.6- Analise Estatistica

Os dados foram apresentados em forma de médias e erro padrao. Diferencas
entre valores médios de grupos controle e tratados foram testadas através do Teste T de

Student. Valores de p < 0,05 foram considerados significantes.
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4.1- Expressao e Purificacao da adenosina quinase recombinante

A adenosina quinase ¢ a quinase de nucleosideos mais abundante nos tecidos de
mamiferos, inclusive em seres humanos e desempenha papel fundamental no controle da
adenosina intracelular. Pequenas alteracdes em sua atividade resultam em grandes
modificagdes dos niveis locais de adenosina. Deste modo, a inibi¢do farmacoldgica da
adenosina quinase produz aumentos sensiveis nas concentragdes intra e extracelulares de
adenosina. Esta acdo dos inibidores da adenosina quinase resulta em efeitos farmacologicos
multiplos decorrentes da acdo da adenosina, tais como, prote¢do celular a agressdo por
isquemia e trauma, modulagdo da resposta inflamatoria, modulagdo da atividade neural e
diversos efeitos metabolicos (Cottam HB et al., 1993; Firestein GS et al., 1994; Kowaluk
EA et al., 1998; McGaraughty S et al., 2001; Jarvis MF et al., 2002; Gomtsyan A e Lee CH,
2004a e 2004b; McGaraughty S et al., 2005; Boison D, 2006 ¢ 2007). E nesse contexto que,
possivelmente, se da a participacdo do DMA nos efeitos de prote¢do miocardica observados
em coragdes isolados submetidos a eventos de isquemia-reperfusdo, resultando assim, na

hipdtese de seu efeito inibitorio sobre a atividade da adenosina quinase.

Sistemas isolados utilizando enzimas clonadas e purificadas para reacdes
cinéticas in vitro constituem uma importante ferramenta para a caracterizagdo de efeitos
farmacoldgicos de novos compostos quimicos. E nesse sentido que, neste trabalho, optamos
por avaliar os efeitos dos compostos quinazolinicos em um sistema de reacdo enzimatica

com a adenosina quinase recombinante.

Como observado na Figura 11, a expressdo da adenosina quinase recombinante,
utilizando a construcdo adkpQe60, foi realizada com sucesso em nosso laboratério. A
proteina ¢ revelada como uma banda Unica, com massa entre 40 e 55 KDa na fracdo do
lisado induzido (I) com IPTG de cultura M-15adkpQE60. Podemos visualizar também
nesta figura que as fragdes dos lisados induzidos (I) e ndo-induzidos (NI) com IPTG de
culturas contendo o controle negativo da constru¢do da adenosina quinase, M-15pQE32,
bem como a fracdo ndo-induzida (NI) de M-15adkpQE60, ndo apresentaram qualquer

expressao significativa da proteina de interesse.
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Figura 11- Foto de gel de poliacrilamida a 12% utilizado em experimentos de SDS-PAGE
para andlise da expressio da enzima adenosina quinase recombinante.
M-15pQE32: fra¢ao soluvel do lisado bacteriano de E. coli M-15[pREp4] nao
induzido (NI) e induzido (I) contendo plasmideo pQE32; M-15adkpQE60:

fracdo soluvel do lisado bacteriano de E. coli M-15[pREp4] ndo induzido (NI) e
induzido (I) contendo a construgdo adkpQE60; AK — adenosina quinase

recombinante.

As condigdes de cultura e a indug¢do da expressdo tém grande efeito sobre a
maneira de como a proteina ¢ expressa e, nesse sentido, influenciar diretamente na
estratégia para purifica-la. A proteina recombinante expressa em E. coli apresentou-se na
forma soluvel apos a lise da célula bacteriana. A purificacdo da adenosina quinase
recombinante, expressa com uma cauda N- terminal de seis residuos de Histidina (6 x His),
foi feita em condi¢des nativas, ou seja, sem desnaturacdo, por cromatografia de afinidade,

utilizando coluna HisTrap HP, 5 mL (Amersham Biosciences, Sweden).
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A massa molecular aparente ¢ a pureza das fracdes de proteinas eluidas no
processo de purificacdo foram comprovadas em gel de SDS-PAGE 12% (Figura 12). Nesta
figura podemos observar que as fragdes eluidas (colunas 1-3) contém proteinas oriundas da
lise de células bacterianas, bem como uma banda mais espessa, que evidencia a alta
expressao da adenosina quinase recombinante. A coluna 4 (Figura 12) do gel revelou uma
banda intensa e mais isolada da proteina adenosina quinase, confirmando, assim, o éxito do
método de purificacdo. Esse método mostrou ser bastante eficiente para a selecdo da

proteina recombinante, obtendo-se fragdes da adenosina quinase relativamente puras.
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100

72
55

40

33

Figura 12- Foto de gel de poliacrilamida 12%, obtido de SDS-PAGE contendo fra¢des de
eluicdo da coluna HisTrap HP em experimentos de purificacdo da adenosina
quinase recombinante. Colunas 1-2 - fragdes de lavagem com tampao fosfato
acrescido de 3mM de imidazol; Coluna 3 — fracdo de lavagem com tampdo
fosfato acrescido de 50mM de imidazol; Coluna 4 — fragdo de eluicdo da
proteina adenosina quinase recombinante com tampao fosfato acrescido de

150mM de imidazol. AK — adenosina quinase.
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4.2- Método 1 de deteccao de adenosina por HPLC

Para determinar os parametros cinéticos da enzima purificada, optamos por
desenvolver e validar um método de HPLC para a detec¢ao de adenosina. De maneira geral,
os estudos de atividade da adenosina quinase empregam métodos radioquimicos para a
medida dos dados enzimaticos. Assim, foi possivel ter uma nova alternativa de método,
mais seguro, rapido e econdmico para a avaliacdo cinética da adenosina quinase em nosso

laboratorio (Marin RM et al., 2007).

4.2.1- Determinagdo dos pardmetros de exatiddo, precisdo e linearidade do método de

HPLC para detec¢ao de adenosina.

O método de analise de adenosina por HPLC mostrou-se rapido e reprodutivel,
usando coluna de silica de fase reversa e fase movel isocratica composta por acetonitrila e
agua, pH 4 (7:93%, v/v) e detecgdo por UV a 260nm. A Figura 13 apresenta dois
cromatogramas sobrepostos, um obtido da andlise de amostra de tampao TDM sem
adenosina e outra contendo amostra padrdo de adenosina. A seletividade e especificidade
do método para a adenosina sdo indicadas pela boa resolugdo e simetria do pico, bem como
pela separag@o das substancias do tampao TDM na analise. O tempo de retengdo (T;) para a

ADO foi de 6,55 + 0,04 minutos (n=20).
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Figura 13- Cromatogramas representativos da andlise de amostra padrdo de adenosina em

tampao TDM pelo método de HPLC.

Os valores médios de seis curvas de calibragdo de amostras padroes de
adenosina estdo mostrados na Tabela 1. Cada experimento da Tabela 1 foi realizado em
dias diferentes e cada valor de concentragdo calculado corresponde a média das anélises em
triplicatas. A curva de calibragio apresentou um coeficiente de regressio (R?) de 0,999
entre os pontos, os quais foram obtidos da relagdo entre o valor do padrdao nominal da
solucao de adenosina (0,25, 0,50, 1,00, 2,50, 5,00, 10,00, 25,00, 50,00 ¢ 100,00 uM) e o
valor da é4rea dos picos de adenosina do cromatograma correspondente. A reta pode ser

€6y,

descrita pela equacao de regressdo linear: y = 0,0249x — 0,00033, na qual “x” representa a
concentragdo calculada de adenosina, em uM, e “y” a area do pico de adenosina do
cromatograma. A Figura 14 mostra o grafico representativo da curva de calibragdo obtida.
A validagdo das amostras dos padrdes de calibracdo da adenosina (0,25 até 100,00 uM) e

dos controles de qualidade de ADO (0,25; 2,70; 9,00; 45,00 ¢ 90,00 uM) do método
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analitico em termos de porcentagem de exatiddo (DEV) e precisao (C.V.) estdo
apresentadas nas Tabelas 1 e 2, respectivamente. Ainda em relacdo aos padrdes de
calibragcdo (Tabela 1), pode-se verificar que oito amostras (0,50-100,00 uM) apresentaram
valores de percentagem de DEV e C.V. abaixo de + 11,00 %.. A Tabela 2 apresenta os
valores médios das concentragdes dos controles de qualidade calculados a partir da curva
de calibragdo. Além disso, apresenta também os valores médios do percentual de desvio da
concentragdo nominal (DEV%, exatidao) e de precisdo, obtidos para 4 amostras de cada
concentragdo, que foram analisadas no mesmo dia (intra-corrida) e 24 amostras analisadas
em dias diferentes (inter-corrida). Os valores de DEV ficaram entre 1,47 a 2,76% para
intra-corrida e 0,78 a 3,04% para a inter-corridas e os valores de C.V. ficaram na faixa de
0,22 a 0,84% para a precisdo intra-corrida e de -1,29 a -3,09% para a inter-corrida. De
acordo com a literatura (Shah VP et al., 2000; US Department...2001), estes resultados

estao dentro dos limites de exatiddo e precisao aceitaveis.

Calibragao ADO

y = 0,0249x - 0,00033
R? = 0,9999

ADO (area em AU)

0 20 40 60 80 100
Concentracao Nominal (V1)

Figura 14- Grafico representativo da curva de calibragdo obtida do valor do padrdo
nominal de adenosina (0,25 até 100,00uM) e da area (Unidades arbitrérias -

AU) dos picos de adenosina do cromatograma. Dados apresentados como

Média + EP (n=0).
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Tabela 1- Variagdes inter-corridas cromatograficas (inter-run) - avaliagdo dos valores de precisdo, exatidao e de linearidade das

amostras de concentragdo de adenosina obtidas para cada curva padrdo em seis experimentos diferentes®.

I8
sope)nsoy

Concentracao Concentracio calculada de adenosina (M) Média D.P? DEV® C.V.*
Nominal (triplicata de cada concentragio) (M) (%) (%)
(M)
Ensaio 1 2 3 4 5 6
0,25 (LOQ) | 0.21+0.016 0.22+0.014  0.19+0.009  0.18+0.021  0.23+0,016  0.30+0,022 0,22 0,043 -11,33  -19,23
0.5 0.47£0,014 05120011 0,450,007 0,460,016 0,48+0,016 0,42+0,016 0,47 0,030 27,00 -6,49
1.00 0,980,014 1,000,020 0,970,004 0,98+0,014 1,00+0,023  0,94+0,014 0,98 0,022 -2,17 -2,28
2.50 2,52+0,018 2,48+0,031  2,50+0,021 2,51+0,018 2,49+0,011 2,43+0,025 2,49 0,032 - 0,47 - 1,28
5.00 5,060,069 4,97+0,074  5,01+0,058  5,03+0,059  5,00+0,053  4,97+0,055 5,01 0,035 +0,13 + 0,70
10.00 10,02+0,074 9,92+0,116 10,030,040 10,04+0,062 10,02+0,053 10,070,061 10,02 0,051 +0,17  -0,51
25.00 24,98+0,201 25,08+0,164 25,05+0,150 25,04+0,254 25,06+0,207 25,30+0,231 25,09 0,111 + 0,34 + 0,44
50.00 50,02+0,150 50,06+0,332 49,62+0,491 50,07+0,239 50,00+0,144 50,06+0,147 49,97 0,174 - 0,057 - 0,35
100.00 99,99+0,771 99,96+0,512 100,30+0,234 99,95+0,512 99,98+0,550 99,95+0,673 100,02 0,137 + 0,022 - 0,14
R 0.99987 0.99988 0.99999 0.99995 0.99998 0.99995 0.99994 0.00005 - 0.006 0.005

*Desvio Padrao

" Exatiddo (DEV). Célculo de acordo com a formula descrita no item 3.3.7.

¢ Coeficiente de Variagio ou Precisio (C.V.). Calculo de acordo com a formula descrita no item 3.3.7.



8
sope)nsoy

Tabela 2- Valores de concentragdes do padrio nominal e calculada, de desvio padrdo, de exatiddo e de precisdo intra- e inter-

corridas, avaliados nas amostras dos controles de qualidade de adenosina.

Concentracao Nominal Concentragio Calculada (uM) D.P. DEV (%) C.V.(%)
(M) (uM)
Intra-corrid (n=4) 0.25 (LOQ) 0.27 0.016 7.07 6.05
2.7 2.76 0.021 2.21 0.76
9.0 9.13 0.077 1.47 0.84
45.0 46.03 0.372 2.25 0.81
90.0 92.45 0.208 2.76 0.22
Inter-corrida (n=24) 0.25 (LOQ) 0.21 0.039 -15.0 -18.25
2.7 2.72 0.056 0.78 -2.03
9.0 9,08 0.136 0.84 -1.49
45.0 45.90 1421 1.99 -3.09
90.00 92.74 1.198 3.04 -1.29

*Os dados estdo apresentados como médias das concentragdes, DP (desvio padrdo), exatiddo ou DEV (desvio da percentagem) e precisdo (C. V. coeficiente de

variagdo). Os célculos de exatiddo e precisdo foram feitos conforme as Formulas 1 e 2, respectivamente, descritas no item 3.3.7.



4.2.2- Determinagao do limite de deteccao (LOD) e do limite de quantificagao (LOQ)

do método de HPLC para a adenosina.

O limite de deteccdo (LOD) do método analitico, definido como a menor
concentragdo que pode ser distinguida do nivel do ruido no cromatograma, cuja razio
sinal/ruido (S/N) for maior do que 3, foi estabelecido para a concentragdo de adenosina de
0,10 uM. Por outro lado, o limite de quantificacdo (LOQ), que ¢ definido como a
concentracdo que apresenta a razdo S/N maior do que 10, foi estabelecido para a
concentracdo de adenosina de 0,25 puM. As Tabelas 1 e 2 apresentam valores médios de
DEV e C.V. para o LOQ na faixa de 6,00 a 20,00%, o que significa que estdo dentro dos

limites estatisticos aceitaveis [61,62].

4.2 3- Estabilidade das amostras

Os testes de estabilidade de adenosina foram determinados nas amostras com
concentragdes iguais a 2,70; 9,00; 45,00 e 90,00 uM, em quadriplicatas. Os resultados
médios das concentragdes calculadas e estatisticos estdo compilados na Tabela 3. Portanto,
os valores de desvio da porcentagem nominal (DEV%) e dos coeficientes de variancia
(C.V. %) na faixa de + 3,6 e 1,2 %, respectivamente, indicam que nao houve evidéncia de
degradacao de adenosina nos ciclos de congelamento-descongelamento das amostras. Além
disso, o teste da estabilidade de adenosina a temperatura ambiente, durante 6, horas e no
autoinjetor durante 24 horas, mostrou que ndo houve degradacdo da amostra. Isto indica
que varias amostras podem ser analisadas em uma mesma corrida e também que ndo houve

qualquer influéncia dos componentes da fase movel sobre a adenosina da amostra.
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Tabela 3 — Avaliagdo da estabilidade (média + D.P.) de adenosina em tampdo TDM (n=4)."

Concentra¢io Nominal (uM) 2,70 9,00 45,00 90,00
Ciclos de congelamento-
descongelamento
1 2,70+ 0,042 9,12+ 0,113 45,30 + 0,410 93,48 + 0,648
2 2,76 + 0,021 9,13 + 0,086 46,01+ 0,372 92,48 + 0,208
6 ha25°C 2,69 + 0,032 9,12 + 0,083 45,35+ 0,359 93,39 + 0,223
Autoinjetor (24 h) 2,71 £ 0.028 9,15 £ 0,061 45,41+ 0,472 93,44 £ 0,794
Média (+ D. P.) 2,72+ 0,031 9,13+ 0,014 45,52+ 0,331 93,20 + 0,480
C. V. (%) 1,15 0,16 0,73 0,51
DEV (%) + 0,56 + 1,44 + 1,15 + 3,55

*Os dados estdo apresentados como médias das concentragdes, DP (desvio padrio), exatiddo ou DEV (desvio da percentagem) e precisdo (C. V. coeficiente de

variagdo). Os célculos de exatiddo e precisdo foram feitos conforme as Féormulas 1 e 2, respectivamente, descritas no item 3.3.7.



4.3- Ensaio enzimatico com adenosina quinase recombinante
4.3.1- Avaliacdo temporal do consumo de adenosina pela adenosina quinase.

A validagdo do método de HPLC para andlise de adenosina permitiu utiliza-lo
como ferramenta para a avaliagdo dos parametros cinéticos da adenosina quinase

recombinante expressa e purificada em nosso laboratorio.

Os ensaios iniciais de reagdo enzimdtica com a adenosina quinase foram
conduzidos no sentido de se determinar uma condi¢do Otima da atividade catalitica da
enzima. Sabe-se que o Mg”" é co-fator essencial para a adenosina quinase. Na verdade, o
complexo ATP-Mg ¢ que constitui um dos dois substratos utilizados pela enzima. Pesquisas
também comprovam que concentragdes elevadas de ATP* ¢ Mg®" livres produzem inibico
na atividade da adenosina quinase (Palella TD et al., 1980) Portanto, em nosso estudo,
diferentes concentragdes de ATP e Mg foram avaliadas a fim de se determinar a melhor
relacio ATP/Mg necessaria para uma adequada atividade da enzima. Nesse sentido, a
adenosina quinase recombinante revelou uma atividade maxima utilizando a concentragao
de 0,8mM de ATP e MgCl, no meio de reagdo. No cromatograma da Figura 15 esta
apresentado o pico de adenosina detectado na auséncia da enzima (linha preta) e outro, de
menor intensidade (linha vermelha) apds reagdo com adenosina quinase. Inicialmente, para
o estudo quantitativo da cinética enzimatica da adenosina quinase foram adicionadas
concentragoes fixas e conhecidas de ATP/MgCl, (0,8 mM) e adenosina (10uM) ao meio de
reacdo, sendo avaliado o valor da area do pico de adenosina obtido nos cromatogramas no
tempo zero e ap6s 1, 2, e 3 minutos do inicio da reacdo. A Figura 16 mostra a dependéncia
temporal do consumo de adenosina pela adenosina quinase. No tempo de 1 minuto é
observada uma taxa de consumo maior de adenosina (30%) em relagdo aos outros tempos,
representativa de uma maior velocidade inicial (Vy) da reagdo. Assim, para a determinagao
dos parametros cinéticos K, € Vi da adenosina quinase, todas as reagdes enzimaticas

foram realizadas no tempo de 1 minuto.
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Figura 15- Cromatogramas representativos da analise, por HPLC, de adenosina de
amostras controle (sem a adi¢do da enzima adenosina quinase - linha preta) e
apds a reacdo com a enzima adenosina quinase (linha vermelha).

ADO - adenosina.
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Figura 16- Grafico representativo da dependéncia temporal (1, 2 e 3 minutos) do consumo
de adenosina na reagdo da adenosina quinase. Dados apresentados como média

+ E.P. (n=3).

4.3.2- Determinagao da constante de Michaelis-Menten (Ki,) € Viax.

A adenosina quinase catalisa a sintese de AMP, utilizando como substratos a
adenosina e ATP. Nesta etapa, a proteina adenosina quinase recombinante purificada foi

avaliada quanto a sua especificidade de reacdo em relacdo ao substrato adenosina. Para
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tanto, as concentragdes de ATP (0,8 mM) e enzima adenosina quinase (~0,1 pug) foram
mantidas constantes, enquanto que para a adenosina foi testada em uma faixa de
concentragdo de 0,1 a 20,00 uM. O gréafico, representado pela Figura 17, relaciona os dados
de Vy de consumo de adenosina pela adenosina quinase na amostra, com o valor da
concentragdo inicial de adenosina da referente amostra. A rea¢do foi conduzida conforme

condicdes descritas em Materiais ¢ Métodos item 3.5.

Os valores de K, € Vumax da adenosina quinase em relacdo a adenosina,
determinados pelo método de HPLC, foram de 2,5 + 0,28 uM e 38 + 1,26 nmoles /min/ug

de proteina, respectivamente.

40 -
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=
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Figura 17- Grafico representativo da curva cinética da adenosina quinase. (A) Curva de
saturagdo (Michaelis-Menten) representando valores médios (n=3) da
velocidade de consumo de adenosina (nmoles adenosina / minuto/ pg de
proteina) pela variacdo da concentracdo de adenosina (uM), na presenca de
concentragdes fixas de adenosina quinase e ATP; (B) Grafico de duplo
reciproco Lineweaver-Burk para o substrato adenosina. Valores de Km e Vmax

+ EP. (n=3).
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4.3.3- Ensaio de inibi¢ao da adenosina quinase

Antes da realizacdo dos estudos para a confirmac¢do dos efeitos inibitorios das
4-anilinoquinazolinas DMA e PD153035 sobre a adenosina quinase, foram realizados
ensaios com o inibidor classico da AK, a 5-lodotubercidina (5-IT). Os resultados desse
estudo confirmaram um efeito inibitorio, concentracao-dependente, da 5-IT sobre a
atividade da adenosina quinase de aproximadamente 47% com a concentracdo de 3uM,
sendo este o efeito maximo de inibicdo desse composto (Figura 18). Desse grafico de
inibi¢do foi, entdo, calculado o ICsy para a 5-IT, apresentando valor de aproximadamente
100 nM. Com isso, foi possivel demonstrar que o método de HPLC validado ¢ capaz de

avaliar as alteragdes na atividade da adenosina quinase provocadas pela acao de inibidores.
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Figura 18- Grafico de concentragdo-resposta do composto 5-lodotubercidina (5-1T) sobre a

atividade da adenosina quinase. Dados apresentados como média = E.P. (n=3).
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Com um método adequado para a analise e detec¢ao de inibicao da atividade da
adenosina quinase, foi possivel demonstrar que os compostos quinazolinicos DMA e PD
153035 também exercem efeitos inibitorios, concentracdo-dependente, sobre a atividade
dessa enzima. O grafico da Figura 19 revela um efeito maximo de inibi¢do da atividade
enzimatica de aproximadamente 30% e 22% em rela¢do aos respectivos compostos. No
entanto, esse efeito ¢ atingido em concentragdes muito mais baixas que aquelas observadas
com a 5-IT. Desta maneira, os valores de ICsy para 0o DMA e PD153035 foram de 1,2 pM e
0,8 nM, respectivamente. Os dados de Ki foram calculados em relagdo aos valores de ICs

dos respectivos compostos e apresentaram os valores de 0,24 pM e 160 pM (Tabela 4).
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2 20-
£
_g
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Figura 19- Grafico concentragdo-resposta dos compostos quinazolinicos DMA e
PD153035 sobre a inibicdo da atividade da adenosina quinase. Dados

apresentados como média + E.P. (n=3).
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Tabela 4- Valores de Ki dos compostos quinazolinicos sobre a atividade da adenosina

quinase, calculados a partir dos valores de 1Cs

Quinazolina Ki
DMA 0,24 pM
PD153035 160 pM

4.4- Método 2 de deteccao de adenosina por HPLC
4.4.1- Método de HPLC para andlise de adenosina em extratos de tecidos de ratos

Para avaliar os nucleosideos de purinas (ATP, ADP, AMP e adenosina) em
tecidos ratos, desenvolvemos um método de HPLC de fase reversa com deteccdo por

fluorescéncia, que se mostrou simples, sensivel e reprodutivel.

O objetivo desse estudo ¢ a andlise do perfil de adenosina nas amostras de
tecidos controles e tratados com o composto DMA. O processo de extragdo também
recupera os outros derivados purinicos ATP, ADP, AMP, que também apresentam
excelente afinidade pelo tampdo de extragdo e, portanto, sdo também derivatizados e
detectados pelo método. Como descrito anteriormente, os dados de validagdo do método se
referem somente a adenosina. Conforme as condi¢des cromatograficas descritas no item
3.7.2, a Figura 20 apresenta um cromatograma representativo de um extrato de coracao de
ratos controle. O tempo total de corrida cromatografica foi relativamente curto (20 minutos)
em comparac¢do com uma média de tempo de 30 minutos reportado na literatura (Delabar U
et al., 1999; Katayama M et al., 2001; Bobalova J et al., 2002; Haink G e Deussen A, 2003;
Czarnecka J et al., 2005). Os tempos de reten¢do (tR) dos derivados de ATP, ADP, AMP, e
adenosina foram de aproximadamente 4,96; 6,50; 10,43 e 15,44 minutos, respectivamente.
Esses tempos de retencdo alteram-se com a variagdo da temperatura ambiente. Os valores

de comprimentos de onda de excitagdo e emissao foram de 280 e 420 nm.
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Figura 20- Cromatogramas representativos das analises, por HPLC, do perfil dos derivados
purinicos ATP, ADP, AMP ¢ adenosina de extrato de coragdo de ratos

controles.

4.4.2- Linearidade e limite de quantificacdo (LLOQ)

As curvas de calibragdo foram obtidas plotando-se as areas dos picos da
adenosina versus os valores das concentracdes dos padrdes nominais (adenosina = 0,016;
0,031; 0,063; 0,125; 0,250; 0,500; 1,000 e 3,000 uM). Nesta faixa de concentragdo, as
curvas de calibragio apresentaram linearidade (R*>0,9995) e podem ser descritas pela
seguinte equacio de regressdo linear (Figura 21): y= 3.5092*x - 0,0213 (R*= 0,9999), na
qual x ¢ a concentragdo do padrao nominal de adenosina em uM e y é a area do pico de
adenosina (EUFS) lida no cromatograma. Baseado em uma razao sinal ruido de 10, o limite
de quantificagdo (LOQ) estimado foi de 0,031 umol/L. com valores de coeficiente de
variagdo de 11,76% e de exatiddao de 9,68% (Tabela 5). O limite de deteccao (LOD) foi
estimado para a concentracao de 0,016 umol/L (Tabela 5), também de acordo com uma

razdo sinal ruido de 3.
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Cada experimento da Tabela 5 foi realizado em dias diferentes e cada valor de
concentragdo calculado corresponde a média das andlises em triplicatas. Ainda em relacao
aos padrdes de calibragdo (Tabela 5), pode-se verificar que sete amostras (0,031-3,000 uM)
apresentaram valores de percentagem de desvio (DEV%) e precisdo (C.V.) na faixa de
1+ 0,30 e 11,76 %, respectivamente. De acordo com a literatura (Shah VP et al., 2000; US
Department...2001) estes resultados estdo dentro dos limites de exatiddo e precisdo

aceitaveis.

Calibragao ADO

12.000 -

y = 3.5092x - 0.0213
R? = 0.9999

10.000 A

8.000 -

6.000 -

4.000 -

ADO (area em EUFS)

2.000 -

0.000 T
0.000 0.500

1.000 1.500 2.000 2.500 3.000 3.500

Padrdo Nominal (umol/L)

Figura 21- Grafico representativo da curva de calibracdo obtida da area (Unidades de
emissao de fluorescéncia - EUFs) dos picos de adenosina (ADO) do
cromatograma e do valor nominal da concentracdo da solu¢do padrdo de

adenosina (0,016 até 3,000uM). Dados apresentados como média + EP (n=6).

4.4.3- Precisdo (C.V.) e reprodutibilidade (DEV)

A precisdo e a exatiddo para as analises intra- e inter-corridas também foram
avaliadas através das amostras dos controles de qualidade em concentragdes de 0,031
(LOQ), 0,060, 0,200, 1,500 e 2,500 uM de adenosina, preparadas no tampao fosfato-citrato
de derivatizacdo. A Tabela 6 apresenta os valores médios das concentragdes dos controles

de qualidade calculados a partir de uma curva de calibragdo. Além disso, apresenta também
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os valores médios de precisdo e do percentual de desvio da concentragdo nominal
(DEV%, exatiddo) obtidos para 3 amostras de cada concentracdo, que foram analisadas no
mesmo dia (intra-corrida) e em dias diferentes (inter-corrida), juntamente com os padrdes
da curva de calibragdo. Os valores de exatiddo (DEV) representam o percentual da
concentracdo calculada comparada com a do padrao nominal. A precisao foi baseada no
calculo do coeficiente de variagdo (C.V.). Os valores de DEV ficaram na faixa entre
0 a + 9,68% para ambos os ensaios intra- e inter-corridas. O coeficiente de variagdo ficou
na faixa de 2,00 a 5,00% para a precisdo intra-corrida e de 3,62 a 12,50% para a
inter-corrida. Esses valores estdo dentro dos critérios de aceitabilidade recomendados pela

FDA para uma validacao de método (Shah VP et al., 2000; US Department...2001).
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Tabela 5- Variagdes inter-corridas cromatograficas (infer-run) - avaliagdo dos valores de precisdo, exatiddo e de linearidade das

amostras de concentra¢do de adenosina derivatizada obtidas para cada curva padrio em seis experimentos diferentes®.

Padrio nominal Concentracio de adenosina calculada (uM) Média D.P. DEV C.V. (%)?
(uM) (triplicata de cada concentracdo ) (uM) (%)*
Experimentos 1 2 3 4 5 6
0,016 0,023+0,001  0,019+0,001 0,023+0,001  0,018+0,00  0,016+0,00  0,012+0,00 0,019 0,004 +18,75 21,05
0,031 (LOQ) 0,036+0,00  0,038+0,00  0,039+0,00 0,033+0,001  0,031+0,00  0,029+0,00 0,034 0,004 +9,68 11,76
0,063 0,069+0,00  0,061+0,00  0,071+0,01  0,065+0,00  0,064+0,00  0,060+0,00 0,065 0,004 +3,17 6,15
0,125 0,128+0,00  0,123+0,00  0,128+0,01  0,131+0,00  0,132+0,01  0,125+0,01 0,128 0,003 +2,40 2,34
0,250 0,247+0.01  0,246+0,00  0,246+0,00  0,258+0,01  0,255+0,02  0,262+0,01 0,252 0,007 +0,80 2,78
0,500 0,475+0,01  0,496+0,01  0,482+0,03  0,508+0,01  0,454+0,04  0,530+0,03 0,491 0,027 -1,80 5,50
1,000 0,952+0,02  1,001+0,03  0,989+0,06  0,964+0,02  1,040+0,10  1,074+0,06 1,003 0,046 +0,30 4,59
3,000 3,002+0,10  3,001+0,10  3,006+0,09  3,009+0,07  2,992+0,13  3,007+0,03 3,003 0,006 +0,30 0,20
R’ 0,9999 1 0,9999 0,9998 0,9995 0,9996 0,9998 0,0002 - 0,02 0,020

* Uma curva linear foi construida para a resposta das amostras (4reas de adenosina) versus a concentragio do padrio nominal como descrito na Parte

Experimental. A concentragdo calculada foi estimada da leitura da resposta das amostras padrdes contra uma das curvas de calibragdo. Cada experimento (1-6)

corresponde ao valor médio das analises em triplicata.

® D.P.= Desvio padrio

¢ Exatiddo (DEV %) = o desvio da porcentagem da concentragio calculada do valor da tedrica. Calculo feito conforme Formula descrita no descrita no item 3.3.7.

4.C.V. ou RSD (coeficiente de variagdo ou desvio padrdo relativo)= precisio do método. Calculo feito conforme Formula descrita no item 3.3.7.
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Tabela 6- Valores de concentragdes do padrdo nominal e calculada, de desvio padrio, de precisdo e de exatiddo intra- e inter-corridas,

avaliados nas amostras dos controles de qualidade de adenosina derivatizada®.

Concentracio nominal de Concentracio nominal D.P. DEV (%) C. V. (%)
adenosina calculada (uM) (uM)
(uM)
Intra-corrida (n=3) 0,031 (LOQ) 0,033 0,001 +6,45 3,03
0,060 0,060 0,003 - 5,00
0,200 0,210 0,005 +5,00 2,38
1,500 1,551 0,031 +3,40 2,00
2,500 2,620 0,124 +4,80 4,73
Inter-corrida (n=18) 0,031 (LOQ) 0,034 0,004 +9,68 11,76
0,060 0,064 0,008 +6,67 12,50
0,200 0,208 0,012 +4,00 5,77
1,500 1,547 0,056 +3,13 3,62
2,500 2,538 0,155 +1,52 6,11

* Os dados estdo apresentados como médias das concentragdes, DP (desvio padrdo), exatiddo ou DEV (desvio da percentagem) e precisdo (C. V. coeficiente de
variaco). Os calculos de precisio e exatiddo foram feitos conforme as Formulas 1 e 2, respectivamente, descritas no item 3.3.7.



4.4 .4- Estabilidade das amostras

Os testes de estabilidade de adenosina derivatizado com 2-cloroacetaldeido
foram determinados nas amostras com concentragdes iguais a 0.125, 0.250, 0.500 e
1.500 uM, em quadriplicatas. Os resultados médios das concentragdes calculadas e
estatisticos estdo compilados na Tabela 7. Portanto, os valores de desvio da porcentagem
nominal (DEV%) e dos coeficientes de variancia (precisdo) na faixa de £ 13,20 e 11,11 %,
respectivamente, indicam que ndo houve evidéncia de degradagdo de adenosina nos
periodos de preparo e analise das amostras. Além disso, o teste da estabilidade de adenosina
no autoinjetor mostrou que ndo houve degradacdo da amostra em um periodo de 24 horas.
Isto indica que varias amostras podem ser analisadas em uma mesma corrida e também que

ndo houve qualquer influéncia dos componentes da fase movel sobre o derivado.
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Tabela 7- Avaliacdo da estabilidade adenosina em amostras preparadas no tampao
fosfato-citrato e ap0Os a derivatizagdo com 2-cloroacetaldeido®.

Padrio nominal 0,125 0,250 0,500 1,500
(M)
4ha25C@m=4) 0,133 £ 0,016 0,289 + 0,026 0,572 £ 0,016 1,719 + 0,016
Autoinjetor (n=4) 0,137 £ 0,016 0,278 £ 0,018 0,545 £ 0,021 1,664 = 0,058
(apés 24 h)
Média (n=8) 0,135 + 0,015 0,283 + 0,022 0,558 + 0,022 1,692 + 0,061
DEV (%) + 8,000 + 13,200 + 11,600 + 12,800
C.V. (%) 11,110 7,770 3,940 3,610

* Os dados estdo apresentados como médias das concentragdes, DP (desvio padrio), C.V. (coeficiente de

variacdo) e exatiddo ou DEV (desvio da percentagem). Os calculos de precisdo e exatiddo foram feitos

conforme as Formulas descrita no item 3.3.7.



4.5- Efeito do composto quinazolinico DMA sobre o perfil de adenosina de coracio,

figado e cérebro de ratos.

Caracterizado o efeito inibitorio dos compostos quinazolinicos sobre a atividade
da adenosina quinase, foi importante confirmar, entdo, se essa inibi¢do é responsavel por
um aumento da concentracdo de adenosina em tecidos de ratos. O método de HPLC
validado para a detec¢do e quantificacdo de adenosina em tecidos foi utilizado nesta
avaliacdo. Para estabelecer os efeitos in vivo do DMA sobre o perfil de adenosina em
tecidos, foram feitos experimentos em que os ratos receberam uma dose Unica de DMA de
30mg/Kg por gavagem suspensa em ImL de goma ardbica 10%. Os tecidos tais como
coracao ¢ figado foram coletados e homogeneizados em nitrogénio liquido ap6s 1 hora a
gavagem. Somente as amostras de cérebro foram coletadas apds 3 horas ao tratamento. Na
Figura 22 estdo representados os cromatogramas obtidos pelo método de HPLC de
amostras de coragdo, figado e cérebro de ratos controle (n=6), contendo os picos de ATP,
ADP, AMP e adenosina. Todas as amostras de tecidos foram analisadas em triplicatas. Os
ratos que receberam DMA (n=6) tiveram um aumento, em relagdo aos controles, de 47%,
30% e 20% nos valores médios da concentracdo de adenosina tecidual (Tabela 8 e Figura
23) nas amostras de coragdo, figado e cérebro, respectivamente. A analise das amostras de
cérebro de animais tratados com o composto mostrou que houve aumento da

disponibilidade de adenosina nesse tecido somente 3 horas apos o tratamento.
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purinicos ATP, ADP, AMP e adenosina (ADO) de extrato de coracdo, figado e
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Tabela 8- Valores representativos do perfil de adenosina (nM/mg de tecido) de extratos de
coracdo e figado de ratos controle (C) e tratados (T) com dose de 30mg/Kg de
DMA, sacrificados apds 1 hora ao tratamento e de extratos de cérebro de
animais controle e tratados com a mesma dose de DMA, analisados apos 3

horas ao tratamento. Dados apresentados como média = E.P. (n = 6).

Controle Tratado

(nM/mg) (nM/mg)
Coracao 16,37 £ 1,06 2493 £ 1,11
Figado 19,70 £ 0,13 26,28 +2,03
Cérebro 73,96 + 0,84 88,70 £3,31

20%
100+ n==6 *
0
47'% 30%

| *
) mll mB
C T

C T c T

Perfil de ADO (nM/mg de tecido)
S

Coragédo Figado Cérebro

Figura 23- Grafico representativo do perfil de adenosina de coragdo, figado de ratos
controle (C) e tratados com DMA (T) na dose de 30mg/Kg, sacrificados apds
lhora ao tratamento. Amostras de cérebro de ratos controle e tratados com
DMA na dose de 30 mg/Kg foram coletadas apds 3 horas a gavagem. Dados

apresentados como média + E.P. (n = 6).

* - p < 0,05 comparado a respectiva amostra controle.
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4.6- Efeito do composto quinazolinico DMA sobre o nivel de adenosina tecidual em

coracoes isolados de ratos.

Foram realizados experimentos em coragdes isolados de ratos, perfundindo-os
com 100nM de DMA durante uma hora e meia, sob condi¢des basais (ver item 3.9.4).
Foram analisados cinco coragdes controles e cinco tratados com DMA, em experimentos
realizados em dias diferentes, e cada amostra de tecido foi avaliada, quanto a concentragdo
de adenosina tecidual, em triplicata, por método de HPLC. Na Tabela 9 estdo listados os
valores médios de concentracdo, em nM por mg de tecido, de adenosina em coracdes
isolados controle e tratados com 100 nM de DMA. A analise por HPLC mostrou que os
coragdes perfundidos com o composto tiveram um aumento médio de 64% (Figura 24) no
valor de concentracao da adenosina tecidual em relacdo aos valores controles (coragdes
perfundidos com DMSO). Esse resultado sugere que, mesmo em condi¢des basais, 0 DMA

disponibiliza uma maior quantidade de adenosina no tecido isolado.

Tabela 9- Valores do perfil da concentracdo de adenosina de coragdes isolados de ratos

controles e tratados com 100nM de DMA. Dados apresentados como média +

E.P.(n=5).
Controle Tratado
Perfil de adenosina
(nM/mg) 10,36 + 0,91 17,00 £2,28
Resultados
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Figura 24- Grafico representativo do perfil de adenosina de coragdes isolados de ratos
controle e perfundidos com 100nM de DMA (tratado). Dados apresentados

como média + E.P. (n =5).

* - p <0,05 comparado a amostra controle.
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Os dados obtidos no presente estudo indicam que os derivados de
4-anilinoquinazolinas DMA e PD153035: 1 - inibem a atividade da enzima adenosina
quinase recombinante em baixas concentragdes; 2 — o composto DMA aumenta a
disponibilidade de adenosina tecidual de coracdo e figado de ratos, possivelmente em

decorréncia da inibicao da adenosina quinase tecidual.

A adenosina quinase, também conhecida como adenosina 5" -fosfotransferase é
a quinase de nucleosideos mais abundantes em mamiferos e catalisa a fosforilagdo da
5"-hidroxila do ribofuranosil de andlogos de nucleosideos utilizando ATP ou GTP como
doador de fosfato. Essa enzima revelou-se como uma das mais importantes no controle dos
niveis intersticiais de adenosina em diversos tecidos (Lloyd HG e Fredholm BB, 1995;
Linden J, 2001; Gouder N et al., 2004;). Assim, a caracterizacdo do mecanismo cinético da
adenosina quinase é de fundamental importancia para o entendimento de sua funcdo na
célula. Adicionalmente, embora alguns estudos farmacolégicos e bioquimicos confirmem a
importancia da adenosina quinase sobre a homeostasia da adenosina, a pergunta de como a
atividade da adenosina quinase poderia ser regulada, ainda ndo foi respondida. Estudos de
expressdo génica, bem como a funcdo e estrutura de proteinas, poderiam revelar o
mecanismo de sinalizacdo que controla essa enzima e adicionar novos alvos terapéuticos. A
enzima ja foi purificada de diversos tecidos de diferentes espécies, incluindo a humana,
bem como a caracterizacdo e clonagem do gene dessa proteina de tecidos de ratos,
camundongos e humano (Henderson JF et al., 1972; Andres CM et al., 1979;
Miller RL et al., 1979; Hawkins CF e Bagnara AS, 1987; Spychala J et al., 1996;
McNally T et al, 1997; Mathews II et al., 1998; Sakowicz M et al., 2001;
Muchmore SW et al., 2006; Park J et al., 2007a).

No presente estudo, utilizamos a adenosina quinase recombinante de figado de
camundongo. A expressdo em bactéria E coli M-15 e purificacdo foi realizada com sucesso
em nosso laboratério e os ensaios iniciais de cinética revelaram uma adequada atividade
dessa enzima. A maioria dos trabalhos que avaliou a atividade da adenosina quinase
utilizou métodos radioativos com adenosina marcada com radioisétopos especificos
(Palella TD et al., 1980; Sakowicz M et al., 2001; Maj MC et al.,, 2000 e 2001;
McGaraughty S et al., 2005). No presente estudo validamos um método de HPLC para
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deteccdo de adenosina na reagdo cinética da adenosina quinase (Marin RM et al., 2007). O
método mostrou-se rdpido e reprodutivel, usando coluna de silica de fase reversa e fase
movel isocratica. Com isso, pudemos avaliar as variagdes de concentracdo de adenosina no
meio de reacdo com a adenosina quinase e padronizar os parametros cinéticos Ky, € Vi da
enzima. Esse método foi baseado em relatos existentes na literatura que indicam a
utilizacdo do método de HPLC para a deteccio de compostos purinicos em amostras
biologicas e também  para avaliagio do  metabolismo da  adenosina
(Maguire MH et al., 1986; Smolenski RT et al., 1990; Delabar U et al., 1999; Haink G e
Deussen A, 2003; Volonte MG et al., 2004; Czarnecka J et al.,, 2005). O ensaio
cromatografico, desenvolvido no laboratério, emprega a detec¢do de adenosina por UV.
Essa opc¢do de deteccdo por UV deve-se ao fato de que a adenosina possui capacidade de
absorver luz nessa regido. Nesse caso, o comprimento de onda de maior absor¢do do
nucleosideo foi determinado por varredura do espectro de 190 a 390 nm, utilizando detector
de PDA (dados nao apresentados) e o comprimento de onda de absor¢io méxima para a
adenosina foi em 260nm. O grande diferencial desse método de deteccdo de adenosina por
HPLC, em relacdo aos descritos na literatura, se deve 4 otimizacdo das condi¢des da fase
mével (Marin RM et al.,, 2007). A fase moével usada para promover a separacio
cromatografica da adenosina foi composta por acetonitrila e dgua, (7%:93%, v/v). Esta
condi¢do proporcionou uma maior economia de reagentes, além de preservar as boas
condi¢des de funcionamento do aparelho pela simples constituicdo da solu¢do da fase
movel. Por esse método, obtivemos uma boa correlagdo entre os pontos da curva de
calibracio da adenosina, apresentando um coeficiente de regressdo (R?) de 0,999. As
leituras de amostras de solugdes padrio de adenosina mostraram-se precisas €
reprodutiveis, com valores de CV (Coeficiente de Variancia) DEV (Reprodutibilidade)
abaixo de 11%. Uma outra vantagem observada foi em relagdo ao tempo de retengdo (Tr)
do pico de adenosina na andlise, obtido em aproximadamente 7 minutos. Toda essa
otimizacao proporcionou a andlise direta, simplificada e rapida da adenosina na reacdo com

a adenosina quinase.

Para a realizacdo dos ensaios enzimaticos, foi necessario padronizar a atividade
enzimatica da adenosina quinase para a fosforilacio do nucleosideo adenosina. Todas as

condi¢des ideais necessdrias a manutencdo da linearidade da reagdo foram previamente
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testadas, como tempo de incubagdo, concentracdo da enzima e concentra¢io dos substratos.
Essa padronizacdo foi baseada no estudo de realizado por Palella TD et al. (1980), que
mostraram que a atividade catalitica da adenosina quinase € significativamente afetada pela
variacdo do pH e inibida pelo excesso de Mg**, ATP e adenosina. Alguns estudos também
avaliaram a importancia do fosfato inorganico (Pi) para a atividade da adenosina quinase.
Os experimentos de Maj M et al. (2000) sugerem que o fosfato exerce efeito estabilizador
para a ligacdo do substrato adenosina ao sitio da enzima. Por outro lado, ha demonstragdes
indicando também que a inibi¢do de adenosina quinase, in vivo, ocorre pela presenca de
fosfato inorganico em excesso, proveniente do catabolismo de nucleotideos de adenina

(Donato M e Gelpi RJ, 2003).

Com esse conhecimento, a reagdo cinética da adenosina quinase recombinante
seguiu as condi¢Oes ideais estabelecidas para esta enzima. A relacdo de concentracdo de
ATP/Mg no meio de reacdo é um ponto critico para a avaliacdo da velocidade enzimatica
(Palella TD et al., 1980). Foram variadas as concentracdes de ATP e Mg** e analisadas as
velocidades iniciais de reagdo enzimatica a fim de se determinar a condi¢ao ideal para o
estudo cinético dessa enzima (dados ndo apresentados). Em nossos experimentos, a
concentracdo de 0,8 mM de ATP e Mg2+ foi considerada a mais favordvel para o estudo da
velocidade de fosforilacio de adenosina pela adenosina quinase. Assim, 0s parametros
enzimaticos (K, € Vmax) da adenosina quinase, referentes a adenosina, foram determinados
a partir das velocidades iniciais da reacdo enzimdtica para diferentes concentracdes de
substrato (0,1 - 20uM de adenosina) e os valores obtidos (Item 4.3.2) se aproximaram
daqueles referenciados na literatura para essa enzima (Hurley MC et al., 1983 e 1985;
McNally T et al.,, 1997; Sakowicz M et al., 2001). Feita a caracterizacdo da atividade
enzimadtica da adenosina quinase foi possivel propor experimentos in vitro para verificar se
os compostos anilinoquinazolinicos DMA e PD153035 possuiam efeito inibitério sobre
essa enzima. A avaliagcdo da cinética enzimadtica da adenosina quinase na presenga de varias
concentracoes de DMA e PD153035 permitiu confirmar a atividade inibitéria, sobre essa
enzima, das anilinoquinazolinas, sugerindo ser este efeito altamente especifico

(IC50 = 1,2 pM)
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No presente estudo, foi possivel demonstrar um provavel mecanismo através do
qual o composto anilinoquinazolinico mimetiza os efeitos da adenosina, por aumentar a
disponibilidade desse nucleosideo no tecido alvo. Atualmente ndo hd registros na literatura
demonstrando efeito inibitério das anilinoquinazolinas sobre a atividade da adenosina
quinase. Por outro lado, outras classes de compostos, como pirido-pirimidinas e derivados
da adenosina (5-iodo-tubercidina), sdo identificados como inibidores de adenosina quinase.
Estes foram considerados potentes inibidores da adenosina quinase, possuindo valores de
ICsp abaixo 0,01 uM. Os valores de ICsy obtidos com o DMA e PD153035 indicam que
compostos dessa classe quimica também inibem a fosforilagcdo da adenosina com igual ou
maior poténcia. No entanto, permanece por ser esclarecido se as anilinoquinazolinas inibem
a atividade da adenosina quinase ou por interferéncia no sitio de ligagao da adenosina ou no
sitio do ATP. Os ensaios cinéticos preliminares contribuem para uma interpretacdo desse
mecanismo, mas ndo comprovam, de forma direta, em qual sitio de ligacdo o composto tem
mais afinidade. Juntamente com os dados experimentais, ¢ necessdrio um estudo de
“relacdo estrutura-atividade” do composto para avaliacdo da afinidade de ocupacdo de um

dos dois sitios de ligacdo da enzima.

Os compostos quinazolinicos foram inicialmente descritos como inibidores de
receptores tipo tirosina-quinases € identificados como uma nova estratégia terapéutica para
o controle da proliferacao tumoral. Sabemos que a confirmacdo da atividade inibitéria das
anilinoquinazolinas sobre adenosina quinase coloca em evidéncia a importante questao da
especificidade. Sendo assim, é fundamental para o desenvolvimento de uma droga, que se
determinem e comparem os efeitos e poténcia das anilinoquinazolinas sobre a atividade da
adenosina quinase e de tirosina-quinases. Estudos preliminares realizados em nosso
laboratorio de avaliagdo do efeito do DMA sobre a autofosforilacdo in vitro do receptor do
fator de crescimento endotelial (EGFR) indicaram que nio hd uma inibicado da atividade de
fosforilagdo dessa proteina em relacdo ao aumento da concentragdio do composto

(dados ndo apresentados).

Confirmada a hipétese de que os compostos anilinoquinazolinicos inibem a
atividade da adenosina quinase in vifro, realizamos experimentos in vivo para avaliar se o

DMA aumenta a disponibilidade de adenosina em alguns tecidos especificos. A forma de

Discussao

108



administracdo e o tempo de coleta dos tecidos foram determinados em um estudo
farmacocinético que avaliou a absorcdo e distribuicio do DMA em plasma de ratos
(Dados ndo apresentados). Este estudo foi baseado em um trabalho semelhante
desenvolvido por nosso grupo que validou um método de deteccao, por HPLC, de outro
derivado anilinoquinazolinico, o PD153035, em plasma de ratos (Rocco AS et al., 2005).
Assim, foi possivel determinar o perfil da concentragdo plasmdtica de DMA, em vérios
tempos, apds a administracdo do composto e também apontar o tempo em que o perfil da
concentracdo plasmatica do composto seja relevante, farmacoldgicamente, para seu efeito
maximo esperado. Por esse método, foi possivel verificar que apdés 15 minutos da
administracdo, o DMA ja pode ser detectado no plasma. A concentragdo maxima (Cpx.) do
DMA detectada foi de 22,90 uM no periodo de 3 horas (Tysx), sendo que o composto ainda
permanece no plasma por um periodo superior a 7 horas. Alguns parametros
farmacocinéticos (considerando dose oral) importantes foram determinados e os resultados
sd0: 0 DMA apresentou uma absor¢do rdpida com um valor de t;,;, de 12,83 minutos e uma
velocidade de eliminacdo moderadamente rdpida com um valor de t;, de 63 minutos.. O
valor do te foi de 14 minutos. Na pratica, o tj, representa o tempo de “espera”
(freqlientemente de 10-20 min.) para o fluxo de qualquer composto (via oral) no corpo, ou
seja, € a dissolucdo da droga no fluido intestinal e o transporte através do mesmo antes que
qualquer quantidade apareca na regido de amostragem. Com isso, a padroniza¢do de um
método para a extracao de derivados de anilinoquinazolinas de amostras de plasma de ratos,
seguido de separacdo e quantificacdo em HPLC de fase reversa, certamente contribuiu para
uma investigacao detalhada da farmacocinética desta classe de compostos. Juntamente com
a andlise da concentra¢do plasmdtica de DMA, foi feita uma quantificagdo temporal do
perfil de adenosina de coracdes de animais tratados com o composto (Dados ndo
apresentados). Com todos os dados farmacocinéticos do DMA obtidos, foi padronizado que
os ratos recebessem dose tnica por gavagem de DMA (30mg/Kg) e, os tecidos, coracio e
figado fossem coletados, apds 1 hora a gavagem, para a andlise do perfil de adenosina.
Especificamente para o cérebro, a andlise das amostras apds 1 hora ao tratamento com
DMA mostrou que ndo havia alteracdo significativa do perfil de adenosina tecidual. Neste
caso, o tempo de tratamento dos animais foi extendido para 3 horas. Com isto, foi possivel

constatar que existe uma diferenca, em relagdo aos outros tecidos estudados, no tempo do
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efeito de anilinoquinazolinas no cérebro, possivelmente pela presenga da barreira
hematoencefalica. No entanto, serdo necessarios estudos farmacocinéticos mais detalhados

para a confirmacdo desta hipétese.

Novamente, desenvolvemos um método de HPLC, neste caso, com deteccdo
por fluorescéncia da adenosina. A reacdo da adenina e de seus compostos correlatos
(ATP, ADP, AMP e adenosina) com 2-cloroacetaldeido conduz aos derivados
N N° -etenopurinicos altamente fluorescentes (Katayama M et al., 2001). Essa reacdo
aumenta consideravelmente a sensibilidade do método de HPLC para deteccdo de
compostos purinicos. Nesse caso, também nos baseamos em relatos existentes na literatura
que indicam a utilizagdo do método de HPLC combinado com a detec¢do por fluorescéncia
para dosagem de compostos purinicos em amostras biolégicas diversas. No entanto, a
maioria desses trabalhos emprega vdrias etapas analiticas associadas a diversos
procedimentos técnicos para a extracdo de purinas teciduais. De certa forma, sdo métodos
pouco seletivos e que demandam maiores custos e longos periodos de preparo das amostras
para a andlise (Delabar U et al., 1999; Katayama M et al., 2001; Bobalova J et al., 2002;
Haink G e Deussen A, 2003; Czarnecka J et al., 2005). O método desenvolvido nesse
trabalho apresenta vantagens em relacdo aos descritos na literatura, como a simples
extracdo liquido-sdlido de derivados purinicos de diversos tecidos, utilizando somente o
tampao fosfato da fase modvel, sem o emprego, portanto, de dacido percldrico.
Adicionalmente, foi possivel a separacdo de ATP, ADP, AMP e adenosina sem a adi¢ao de
pareadores i0nicos, como TBAB (brometo de tetrabutilamdnio), comumente usados nesse
tipo de anélise. O tampao fosfato da fase mdvel juntamente com o emprego do gradiente de
metanol de 2% até 15%, contribuiu para separar e resolver os picos dos compostos de
interesse. Com 1isso, conseguimos uma boa recuperacdo de extragdo de adenosina em

tecidos de ratos e seletividade das andlises dos compostos.

As purinas intra e extracelulares como ATP e adenosina, podem regular tanto
processos fisiologicos como patoldgicos. A agdo e caracteriza¢ao dos efeitos da adenosina,
bem como as possiveis alternativas terapéuticas que modulam sua concentracdo em
diversos tecidos e sistemas, pela acdo de agentes farmacoldgicos especificos, sao

amplamente descritas na literatura. Neste contexto, o sistema nervoso, cardiovascular, renal
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e hepatico sao alvos desse estudo (Peart JN e Gross GJ, 2005; Borowiec A et al., 2006;
Boison D, 2007). No entanto, ndo ha uma pesquisa comparativa mais detalhada que aponte
as diferengas no perfil de adenosina e seus nucleotideos entre esses sistemas e que, desta
forma, se estabeleca o papel critico desses compostos nos varios tecidos (Ingwall JS, 2004;
Kodde IF et al., 2007). Com o método de HPLC validado neste trabalho, foi possivel
visualizar que, em condi¢des fisioldgicas, coracdo, figado e cérebro possuem perfil
energético e de adenosina distintos. Com isso, fica claro que a modulagdo da concentragao
das purinas por substancias quimicas também pode ser distinta, em funcdo das diferencas
quantitativas no perfil e no metabolismo energético de cada sistema. Portanto, foi possivel
confirmar que o DMA, quando administrado por via oral, aumenta, de maneira diferente, a
concentracdo de adenosina de alguns tecidos de ratos, bem como em coracdes isolados
quando perfundidos também com o composto. Esse dado confirmou a hipétese de que os
efeitos de protecdo miocdrdica observados em coragdes isolados tratados com DMA sdo,

possivelmente, mediados por um aumento da adenosina tecidual.
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6- CONCLUSAO
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Com base em nossos achados podemos concluir que os compostos derivados de
anilinoquinazolinas DMA e PD153035 inibem a atividade da adenosina quinase em baixas
concentracoes, sugerindo um efeito especifico e que a administracdo sist€émica de DMA
provocou aumento da disponibilidade de adenosina, possivelmente pela inibicdo da
adenosina quinase, em tecidos e em 6rgdo isolado de ratos. Tendo em vista a importancia
dos efeitos da adenosina sobre o sistema biologico e a confirmagdo da poténcia e
seletividade de compostos anilinoquinazolinicos como inibidores de adenosina quinase,
pode-se sugerir o potencial uso terapéutico desses compostos em doencas, cuja origem

esteja relacionada com alteracdes da concentracdo de adenosina celular.
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