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1. APRESENTACAO

A descoberta de novos farmacos baseia-se na avaliacdo da atividade biologica de
novas substancias sintéticas e de produtos naturais. Apesar do papel historico que o0s
bioensaios com tecidos/orgdos isolados tiveram na descoberta de novos farmacos (Blake,
2010), a partir dos anos “80 a grande industria farmacéutica adotou os ensaios de radioligacao
(binding), baseadas na medida da ligacdo do composto ao receptor, para a realizacdo do
screening farmacoldgico (triagem priméria de grande nimero de substancias). As principais
vantagens destes ensaios de radioligacdo sdo sua sensibilidade, especificidade e facilidade de
uso (Hulme & Trevethick, 2010) assim como possibilidade de robotizacdo. Com esta técnica
pode-se avaliar a interacdo farmaco-receptor de forma direta, através de ensaio de competicdo
onde o ligante radioativo e a substancia teste competem pelo mesmo receptor, sendo possivel
determinar pardmetros como o Clsg (concentracdo necessaria do agente competidor para inibir
50% da ligacdo do radioligante ao receptor) e K; (constante de dissociacdo, medindo a
afinidade da substancia teste, ndo radioativa, pelo receptor). Os ensaios de binding s&o
também essenciais para validar os modelos de docking assim como para realizacdo de Relagédo
Estrutura-Atividade, etapas essenciais no planejamento racional de farmacos baseado na
estrutura do receptor (Target-Based Drug Discovery). Vale ressaltar que os ensaios de binding
sdo tambeém importantes para detalhar o mecanismo e a cinética de ligagdo dos farmacos.

Além destes ensaios classicos, ensaios de binding mais sofisticados podem fornecer
informacBes importantes quanto a atividade intrinseca de um ligante (binding funcional) ou
um mecanismo de modulacdo alostérica. Neste caso, uma série de ensaios de radioligacdo
diferentes pode ser utilizada, cada um com as suas vantagens e desvantagens (May e cols.,
2004). Ademais, ensaios de cinética de competicdo estdo sendo usados para avaliar o tempo
de residéncia do ligante no receptor, aspecto da interagdo farmaco-receptor que vem
recebendo cada vez mais atencdo no processo de desenvolvimento de novo farmacos (Guo e
cols., 2014). De fato, existem algumas evidéncias de vantagens quanto a cinética rapida ou
lenta de dissociacdo do ligante, como no caso de agonistas do receptor Aa onde foi
demonstrado que a eficacia funcional era correlacionada ao tempo de residéncia da substancia
no receptor, e ndo a sua afinidade (Guo e cols., 2012).

Quanto a eterna discusséo sobre a valia dos diferentes tipos de ensaios a serem usados
no processo de desenvolvimento de farmacos (com avaliagbes indo do nivel molecular-

binding- ao animal, passando pelos ensaios baseados em células), é importante prestar atencéo



no ensinamento do “mago” Sir James Blake (2010): “Nenhum nivel de avaliagdo € mais
informativo do que o outro. Por isso, acredito fortemente que a farmacologia precisa ser
estudada em todos os niveis, sendo que a escolha do nivel deve ser ditada pela natureza da
questdo que ¢ feita”. Desta forma, apesar do uso cada vez mais frequente de ensaios baseados
em células para screening de novos candidatos a farmacos na industria farmacéutica
(Williams & Sewing, 2005), dados recentes mostram que 71% dos novos farmacos
introduzidos no mercado em 2011 e 2012 foram descobertos por screening baseados no alvo,
sendo 0s 29% restantes atraves de ensaios fenotipicos (Cumming e cols., 2014). Ao longo dos
ultimos anos, observamos uma mudanca na deteccdo das interagdes receptor-ligante, havendo
tendéncia em trocar os métodos baseados em radioatividade por métodos de fluorescéncia.
Apesar disso, as limitagBes técnicas proprias a estas novas técnicas fazem com qué o ensaio
classico de radioligacdo continua sendo o método de escolha no screening de candidatos a
farmacos (de Jong e cols., 2005).

Pressionada pela velocidade com a qual novas susbtancias eram sintetizadas através da
qguimica combinatoria, a grande indudstria farmacéutica desenvolveu técnicas robotizadas para
assegurar um screening suficientemente rapido (High Throughput Screening). Além de
excessivamente caro para a realidade académica, este tipo de screening simplificado apresenta
falhas potenciais, sobretudo falsos negativos, o que pode ocorrer com maior frequéncia no
caso de receptores ionotropicos que possuem varios sitios moduladores (Noél e cols., 2001).
Tal situacdo pode ser particularmente prejudicial quando o numero de substancias a serem
testadas é relativamente pequeno como no caso de moléculas desenhadas racionalmente, que
seja por técnicas de modelagem molecular fundamentadas na estrutura tridimensional do
receptor ou por bio-isomerismo, por exemplo (Barreiro & Fraga, 2008).

Ciente da necessidade de desenvolver know-how em planejamento e desenvolvimento
de novos farmacos no pais, iniciamos, em 1997, uma colaboracdo interdisciplinar,
inicialmente com quimicos do préprio CCS-UFRJ (LASSBio/Faculdade de Farmécia;
LQB/NPPN), visando o desenvolvimento de novos candidatos a farmacos. Tendo uma certa
tradicdo no uso da técnica de binding para estudar a interagdo farmaco-receptor, nosso
laboratdrio optou por desenvolver ensaios com desenho cuidadoso para compensar a baixa
vazdo (velocidade) por um maior grau de desempenho (maior probabilidade de descobrir uma
atividade bioldgica). Nosso objetivo foi também de disponibilizar uma alternativa no pais,
sem necessidade de excessiva burocracia e com possibilidade de discutir protocolos e

resultados de forma personalizada.



O portfolio apresentado a seguir oferece ensaios classicos de competicao, assim como
ensaios de “binding funcional” que permitem determinar a atividade intrinseca de forma
semiquantitativa (um composto é agonista, antagonista ou agonista inverso?), eg para
receptores metabotropicos. Temos também condicBes de elaborar ensaios cinéticos de binding
para verificar a hipotese de efeito alostérico (Pogas e cols., 2003) ou para estimar o tempo de
residéncia no receptor (drug-target residence time) (Pompeu e cols., 2015).

Recentemente, incluimos um primeiro ensaio para avaliar inibidores de sistemas de
captacdo (uptake), em funcdo de um projeto de desenvolvimento de farmacos visando este
tipo de alvo.

Por outro lado, ensaios funcionais mais classicos, onde medimos a resposta bioldgica
em modelo de tecido/érgdo isolado, nos permitem avaliar a eficacia de uma nova substancia
através da resposta maxima que ele é capaz de produzir (Emax) assim como sua poténcia,
estimada a partir da concentracdo necessaria para produzir metade desta resposta maxima
(CEso ou DEsy).

Em funcdo deste tipo de projeto, tivemos participacdo no depdsito de quatro patentes
internacionais: “Thienylhydrazon with digitalis-like properties (positive inotropic effects)”
(PCT/US00/17024); “Use of Adrenergic N-Phenylpiperazine Antagonists, Pharmaceutical
Compositions Containning Them, and Methods of Preparing Them” (USPTO: 20070219213);
“N-phenylpiperazine derivatives as antagonists of alA-, alD-adrenoceptors and 5-HT1A
receptors for the treatment of benign prostate hyperplasia, pharmaceutical compositions
containing  them”  (PCT/BR2013/00003 e US14/370,646) e “DERIVADOS
BENZILTIAZOLIDINONICOS UTEIS NO TRATAMENTO DA ESQUIZOFRENIA” (PCT/BR2014/000306).

Em 2015, alcangamos um desfecho muito positivo dentro do que se possa esperar de
um projeto desta natureza em meio académico, além das desejaveis publicacbes em revistas
internacionais. De fato, foi assinado um contrato de licenciamento de exploragéo da criacéo
consubstanciada no pedido de patente “Derivados N-fenilpiperazinicos antagonistas de
adrenoceptores a1p, 01p € de receptores 5-HTia no tratamento da Hiperplasia Prostatica
Benigna” entre a UFRJ e a empresa Biozeus Desenvolvimento de Produtos Biofarmacéuticos
S.A.

Tivemos também participacdo em diversos depositos de patentes nacionais (INPI) e em
diferentes artigos cientificos na area fronteiriga entre Quimica medicinal e Farmacologia (vide
CV-LATTES do Coordenador, Prof. F. Noél em: http://lattes.cnpq.br/5962306335524096 ).

Parte desta atividade de screening é também inserida em projetos multidisciplinares

voltados para a descoberta de novos farmacos, como o Instituo do Milénio INOFAR
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“Inovagdo e Desenvolvimento de Farmacos e Medicamentos” (2005-2008) e o INCT de
Farmacos e Medicamentos (INOFAR: 2008-2012), ambos sob coordenacdo do Professor
Eliezer J. Barreiro/UFRJ.

Referéncias:

- Barreiro E.J. & Fraga C.A.M. Quimica Medicinal: As Bases Moleculares da A¢éo dos
Farmacos", Art Med, Porto Alegre, 2008 — 22 Edicao.

- Black J. Reflections on drug research. Br. J. Pharmacol. 161: 1204-1216, 2010.

- Cumming JG, Raymond M, Finlay V, Giordanetto F, Hemmerling M, Lister T, Sanganee H,
Waring M. Potential strategies for increasing drug-discovery productivity. Future
Med. Chem. 6:515-527, 2014.

- Dahlin J.L., Inglese, J. & WIaters, M.A. Mitigating risk in academic preclinical drug
Discovery. Nature Rev Drug Discov. 15:279, 2015.

- De Jong L.A.A., Ugesa D.R.A., Frank, J.P., Bischoff R. Receptor—ligand binding assays:
Technologies and Applications. J. Chromatogr. B, 829: 1-25, 2005.

- Guo D., Hillger, J.M., 1Jzerman,A.P. & Heitman, L.H. Drug-Target Residence Time—A
Case for G Protein-Coupled Receptors. Med. Res. Rev. 34: 856-892, 2014

- Guo D, Mulder-Krieger T, IJzerman AP, Heitman LH. Functional efficacy of adenosine A2xa
receptor agonists is positively correlated to their receptor residence time. Br. J.
Pharmacol. 166:1846-59, 2012.

- Hulme E.C. & Trevethick M.A. Ligand binding assays at equilibrium: validation
and interpretation. Br. J. Pharmacol. 161: 1219-1237, 2010.

- May L.T., Avlanil V.A., Sexton P.M., Christopoulos A. Allosteric Modulation of G
Protein-Coupled Receptors. Curr. Pharm. Design 10: 2003-2013, 2004

- Noél F., Mendonca-Silva D.L. & Quintas, L.E.M. Radioligand binding assays in the drug
discovery process: high throughput screening and the risk of false negative. Arzneim.
Forsch./Drug Res. 51: 169-173, 2001.

- Pocas, Elisa S. C., Costa, P.R.R., Silva, A.J.M. & Noél, F. Biochem. Pharmacol. 66: 2169-
2176, 2003.

- Pompeu TET, Monte FM, Bosier B, Fraga CAM, Barreiro EJ, Menegatti R, Hermans E,
Noél F. Partial agonism and fast dissociation of LASSBi0-579 at dopamine D2
receptor. Prog. Neuropsychopharmacol. Biol. Psychiatry 62:1-6, 2015.

- Williams C. & Sewing A. G-Protein Coupled Receptor Assays: To Measure Affinity or
Efficacy that is the Question. Comb. Chem. High Throughput Screening 8: 285-292,
2005.
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2. EQUIPE
2.1. RESPONSAVEL

O setor de Screening do Laboratorio de Farmacologia Bioquimica e Molecular esta
sob a orientacdo e responsabilidade direta do Dr. Frangois Noél, Professor Titular, Chefe do
laboratdrio, Pesquisador 1B (CNPq), ex-Coordenador do programa de Pds-graduacdo em
Farmacologia e Quimica Medicinal do ICB-UFRJ (2009-2010) e com experiéncia de mais de
10 anos em projetos multidisciplinares de desenvolvimento de farmacos junto a doutores em

Farmacologia, Quimica medicinal e Quimica organica.

2.2. DOCENTES
Dr. Francois Noél, responsavel
Dra. Claudia L.M. Silva, Profa. Associado, Pesquisador 1D (CNPq), com experiéncia

em caracterizacdo farmacoldgica de novos compostos candidatos a farmacos.



3. CATALOGO DE ENSAIOS

3.1. Receptores — binding (R) / binding funcional (RF*)

F* binding funcional: ensaio que permite determinar a atividade intrinseca de forma
qualitativa (um composto € agonista, antagonista ou agonista inverso?) — vide detalhes abaixo

Adenosina (A, — agonista): ["H]-CGS 21680 R1
Adenosina (A, — antagonista): [°H]-ZM 241385 R2
[*H]-ZM 241385 (Na*-shift) R2F*
Adrenérgico (ag): [*H]-prazosina R3
Adrenérgico (ca) [PH]-RX 821002 R4
[*H]-RX 821002 (GTP-shift) R4F*
Benzodiazepina (central): [°H]-Flunitrazepam R5
[°H]-Flunitrazepam (GABA-shift) R5F*
Benzodiazepina (periférico): ["H]-PK11195 R6
Canal de calcio voltagem-dependente (tipo L): [°H]-PN200-110 R7
Canal de calcio sensivel a rianodina: [°H]-Rianodina R8
Dopamina (D,): [3H]- SCH 23390 R9
Dopamina (D,-like): [3H]-YM-09151-2 R10
Dopamina (Ds): [3H]-YM-09151-2 / células transfectadas R11
Dopamina (D.): [3H]-YM-09151-2 / células transfectadas R12
[3H]-YM-09151-2 (GTP-shift) R12F*
Glutamato (tipo cainato): [’H]-KA R13
Glutamato (tipo AMPA): [°H]-AMPA R14
Glutamato (tipo NMDA): [°H]-MK-801 R15
Muscarinico (ndo seletivo/M1): ["H]-QNB R16
Serotonina (5-HTy4 - Agonista): ["H]-8OH-DPAT R17
Serotonina (5-HTya - Antagonista): [°H]-pMPPF R18
[’H]-pMPPF (GTP-shift) R18F*
Serotonina (5-HT,,): ['H]-cetanserina R19




[’H]-cetanserina (GTP-shift) R19F*
Serotonina (5-HT,c - Antagonista): [°H]-Mesulergina / células R20
transfectadas
Serotonina (5-HT- - Antagonista): [°[H]-SB269970 / células R21
transfectadas

Binding funcional: principio do ensaio de “GTP-shif”

O método do GTP-shift baseia-se na propriedade dos receptores metabotropicos adotarem
pelo menos duas conformacoes (ativa (R*) e inativa (R)) e poderem formar complexos com
proteinas G (vide esquema abaixo).

- Substancias agonistas induzem uma modificagdo conformacional do receptor, favorecendo a
formacéo de um complexo ternario com a proteina G (Ag-R*-G), aumentando assim a
afinidade pelo receptor. A presenca de GTP desestabiliza o complexo ternario, diminuindo a
afinidade do agonista pelo receptor, que assume a conformacdo Ag-R* (Kenakin, T. A.
Pharmacology Primer: Theory, Applications and Methods. Elsevier, 3rd. ed., 2009).

- Substancias antagonistas ligam-se ao estado inativo ou ativo do receptor com igual afinidade
e ndo levam a formacdo de complexo ternario.

Sendo assim, a adicdo de GTP no meio de incubacdo dificulta a formacdo do complexo
ternario (AR*G) e, portanto, desloca a curva de ligacdo de competicdo de agonistas, mas ndo
antagonistas, para a direita, como resultado da menor afinidade do agonista para o receptor
desacoplado (AR*) (Lefkowitz e cols., Fed. Proc. 41: 2664-2670, 1982).

AGONISTA (Ag)

: Ptn G

1
1‘, Baixa afinidade k Alta afinidade

R e«—&@— R* —— Ag-R* — Ag-R*-G
I8N A p
N/ GTP

Antag-RY, ," Antag-R*
A\Y 4

ANTAGONISTA
(Antag)

Representagdo simplificada do modelo de “complexo terndario estendido” para receptores
metabotropicos, onde o agonista liga-se preferencialmente ao receptor no estado ativo (R*),
formando o complexo ternario (Ag-R*-G) de alta afinidade na presenca de proteina G.

O GTP desloca o equilibrio para o estado de menor afinidade, sem proteina G. Ja antagonistas ligam-
se com igual afinidade em ambos estados ativo (R*) e inativo (R) do receptor, mas ndo formam
complexos ternarios com a proteina G, razdo pela qual sua afinidade ndo é alterada pela presencga de
GTP. (Noél e cols., J. Pharmacol. Toxicol. Methods 70:12-18, 2014).




3.2. Enzimas — Atividade enzimatica (E)

Cadigo
ALDH (ALDH-2): Aldeido desidrogenase El
ATPase: Ca**-ATPase (SERCA) E2
ATPase: H'/K*-ATPase E3
ATPase: Na'/K"-ATPase E4
3.4. Transportadores: captacdo de amino-4cidos tritiados (T)

Cddigo

Glicina (GLYT1b humano):captacdo de [’H]-glicina;células transfectadas | T1

3.4. Estudos funcionais in vitro (F)

Cddigo
Aorta de rato: atividade contraturante ou relaxante F1
3.5. Estudos funcionais in vivo (V)

Cddigo

Rato: pressao intra-uretral V1
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Adenosina (Aya - agonista): [3H]-CGS 21680

Numero de catalogo: R1

Tecido: Estriado de rato 15 0 ug (sinaptossomas): sitio predominante de ligagdo do [3H]-CGS
21680 no estriado tem perfil farmacoldgico compativel com receptor A, (Naunyn-
Schmiedeberg’s Arch. Pharmacol. 353: 261-271, 1996)

Ligante: [3H]-CGS 21680 (10 nM), agonista seletivo
Bmax = 1,07 £0,09 pmol/mg proteina Kd= 207 £55nM (n=2)
Célculodo Ki=Clsq /1,05 (nM)

N&o-especifico: NECA 30 uM

Controle positivo: CGS 21680 (agonista A2a; Clso* A2a = 200 nM); NECA (agonista Al e
A2a; Clsp* A2a = 80 nM); CPA (agonista seletivo Al; Kd** rec. A1 =0,5 nM)

* Naunyn-Schmiedeberg’s Arch. Pharmacol. 353: 261-271, 1996

** Naunyn-Schmiedeberg's Archives of Pharmacology 332: 179-83, 1986)

Referéncia: Luthin DR & Linden J. J. Pharmacol. Exp. Ther. 272:511-518, 1995
(temperatura = 4 °C)

Artigos do Laboratorio descrevendo o uso deste binding: Molecules 20(2):3067-3088, 2015;
J. Pharmacol. Toxicol. Methods (Outubro 2016, no prelo).

J e M 241385
100 (Clgg = 2 nM)

A NECA
(C|5o =100 nM)

® CGS 21680
(C|50 =270 nM)

v CPA
(Clgo = 16 pM)

[3H]-CG 21680 ligado
(%)

0 P — Y —— Y rv v

0,1 1 10 100 1000 10.000100.000
Concentracao (nM)

Relevancia:

Agonistas: efeitos antiinflamatéria de interesse para o tratamento de doengas pulmonares
(asma/DPOC), hipotensora de interesse para o tratamento da hipertensao, inotropico positivo
de interesse para o tratamento da insuficiéncia cardiaca, inibitério de comportamentos
compulsivos de interesse potencial para tratamento de dependéncia quimica e de efeito
analgésico de interesse para o tratamento da dor neuropatica.

Antagonistas: bloqueiam a neurodegeneracdo ? (Parkinson, Alzheirmer)

10
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Adenosina (A, — antagonista): [°H]-ZM241385

Namero de catalogo: R2
Tecido: Estriado de rato 150 ug (sinaptossomas):
Ligante: [*H]-ZM241385 (0,5 nM), antagonista seletivo - 25 °C

Bmax = 865 + 23 fmol/mg proteina Kd= 1,38+0,3nM (n=1)
Célculodo Ki=Clsg /1,36 (nM)

N&o-especifico: NECA 30 uM

Controle positivo: CGS 21680 (agonista A2a; Clsp A2a = 0,3 - 4,3 uM); NECA (agonista
Ala e A2a; Clsp A2a = 0,35 uM); CPA (agonista seletivo Ala; Kd rec. Ala = 0,5 nM; rec.
A2a=0,79 - > 100 uM); ZM 241385 (0,29 nM);

Referéncia: Alexander & Millns, Eur. J. Pharmacol. 411: 205-210, 2001
Uustare et al. Life Sci. 76: 1513-1526, 2005

Artigos do Laboratério descrevendo o uso deste binding: J. Pharmacol. Toxicol. Method, (no
prelo, outubro 2016)..

Receptores A2a-Adenosina
(18.09.12) 25°C - 45 min - [*H]-ZM 241385 (0,5 nM)

100-
° e ZM 241385
K A NECA
2 754
= ® CGS 21680
&< v CPA
g S 907
(q\]
=
N 25
T
S
0-

0.0001 0.001 0.01 0.1 1 10 100
Concentracéo (uM)

Relevancia:

Agonistas: efeitos antiinflamatoria de interesse para o tratamento de doencas pulmonares
(asma/DPOC), hipotensora de interesse para o tratamento da hipertensdo, inotropico positivo
de interesse para o tratamento da insuficiéncia cardiaca, inibitério de comportamentos
compulsivos de interesse potencial para tratamento de dependéncia quimica e de efeito
analgesico de interesse para o tratamento da dor neuropatica.

Antagonistas: bloqueiam a neurodegeneracao ? (Parkinson, Alzheirmer)
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Adenosina (Ays — antagonista): [*H]-ZM241385 (Na*-shift)

Ndmero de catalogo: R2F*

Tecido: Estriado de rato 150 ug (sinaptossomas):

Ligante: [*H]-ZM241385 (1 nM), em meio contendo MgCl, (50 mM) ou NaCl (100mM)
N&o-especifico: NECA 30 uM

Controle positivo: CGS21680 (agonista) e IBMX (antagonista)

Artigos do Laboratério descrevendo o uso deste binding: J. Pharmacol. Toxicol. Method, (no
prelo, outubro 2016).

)

® MgCl, 50 mM

B NaCl100 mM
® MgCl, 50 mM

1004

-
=}
o

B NaCl100 mM

~
3
L
~
o
L

o
o
i

N
3

N
3
1

[°H]-ZM 241385 Bound (%
[°H]-ZM 241385 Bound (%)
1%
o

0 =TT T T T T T T T T T T
0.001 0.01 0.1 1 10 0.1 1 10 100

o

CGS21680 (M) IBMX (@M)
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Adrenérgico (a,p): [°H]-prazosina

Namero de catalogo: R3
Tecido: microssomas de figado de rato (a1B)

Ligante: [*H]-prazosina (0,1 nM), antagonista
Bmax = 91,1+ 9,9 pmol/mg proteina Kd =0,335 £ 0,024 nM (n=3)

Célculodo Ki=Clsg /1,30 (nM)

N&o-especifico: prazosina (1 uM)
Controle positivo: prazosina (Clso: 2 nM)

Referéncia: Br. J. Pharmacol. 111: 533-538, 1994; Br. J. Pharmacol. 116: 2591-2596, 1995
(figado de coelho:alfalA); Eur. J. Pharmacol. 342: 85-92, 1998 (figado de rato:AlfalB)

Artigos do Laboratorio descrevendo o uso deste binding: Eur. J. Med. Chem. 62: 214-221,
2013; Eur. J. Med. Chem. 66: 122-134, 2013; Naunyn-Schmiedeberg's Arch. Pharmacol.
387:225-234, 2014; J. Pharmacol. Exp. Ther. 356:212-222, 2016.

100+

m Clg,=0,45nM

N
(]
1

[H]-Prazosina ligada
(%)
3

0,01 0,1 1 10 100
Prazosina (nM)

Relevancia:

Antagonistas dos receptores as-adrenérgicos presentes em tecidos vasculares e néo-
vasculares sdo Uteis em patologias tais como hipertensdo grave (vasodilatacdo via receptor
oup , €g. doxazosina, prazosina), em combinagdo com outros farmacos, e no tratamento da
hiperplasia prostatica benigna (relaxamento do musculo liso do colo da bexiga e da capsula da
prostata + inibi¢do da hipertrofia, via receptor oy a €g. tansulosina).

Como ha 3 subtipos de receptores oy-adrenérgicos, utilizamos diferentes preparagdes para
poder avaliar a seletividade da molécula testada, baseado na presenca majoritaria de um dos
subtipos nos tecidos escolhidos: figado de rato: a;p - figado de coelho: o (ensaio retirado do
portfolio).
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Adrenérgico (a,a): [*H]-RX821002

Namero de catalogo: R4

Tecido: microssomas cérebro (cortex) de rato (tipo a2A)

Ligante: [*H]-RX821002 (1 nM), agonista inverso c:2A (e a:2B)
Bmax = 124 + 7 fmol/mg proteina Kd=2,05+ 0,28 nM (n=1)
Calculo do Ki=Clsy /1,48 (nM)

Né&o-especifico: (-) adrenalina (100 uM)

Controle positivo: loimbina (Clsg: 0,15 uM); prazosina (Clso: 2,6 uM)

Referéncia: Uhlén et al. Pharmacol. & Toxicol. 69: 341, 1991

Artigos do Laboratorio descrevendo o uso deste binding: Eur. J. Med. Chem. 62: 214-221,
2013; Eur. J. Med. Chem. 66: 122-134, 2013; Naunyn-Schmiedeberg's Arch. Pharmacol.
387:225-234, 2014; J. Pharmacol. Exp. Ther. 356:212-222, 2016.
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Relevancia:

O receptor a2A € encontrado, eg, em plaquetas assim como pré-sinapticamente controlando a
liberacdo de noradrenalina (retro-alimentacéo negativa).

Esquizofrenia: agonistas a2-adrenérgicos poderiam aumentar a performance cognitiva
dependente do cortex prefrontal, sendo considerado por alguns como de importancia na busca
de novo tratamento da esquizofrenia. Por outro lado, tanto a clozapina como a risperidona sao
potentes antagonistas dos receptores a2-adrenérgicos, efeito que poderia ser importante para
0s seus efeitos antipsicéticos (Molecular Psychiatry 10: 79-104, 2005)

Dor: agonistas a2-adrenérgicos (ex. dexmedetomidina) produzem sedacéo rapida e séo
usados como adjuvantes de anestésicos.
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Adrenérgico (aya): [*H]-RX821002 (GTP-shift)

Numero de catalogo: R4*F
Tecido: microssomas céerebro (cortex) de rato (tipo opa)

Ligante: [°H]-RX821002 (1 nM), agonista inverso o2A (e a2B) na presenca e auséncia de
GTP en largo excesso (1 mM)

N&o-especifico: (-) adrenalina (100 uM)
Controle positivo: oximetazolina (agonista) e RX821002 (antagonista)
Referéncia: Bylund et al., J. Neurosci. Methods 105: 159-166, 2001.

Artigos do Laboratorio descrevendo o uso deste binding: Eur. J. Med. Chem. 66: 122-134,
2013
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Relevancia:

- Principio do ensaio de GTP-shift: ver explica¢fes na introdugéo

- Foi demonstrado que antagonistas do receptor o, podem ser Uteis no tratamento da
esquizofrenia, como adjuvante a terapia classica com antagonistas D2, para reduzir os
sintomas negativos (Schizophrenia Res. 134: 202-206, 2012). Desta forma, dentro do conceito
de polifarmacologia intramolecular (multi-target drug), a caracterizacdo de uma boa afinidade
e correta atividade intrinseca para o receptor a,a pode ser considerado uma qualidade
desejada para um candidato a farmaco antipsicético.
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Benzodiazepina (central): [°H]-Flunitrazepam

Namero de catalogo: R5
Tecido: Cérebro de rato (sinaptossomas, preparagdo bruta, ie contendo GABA enddgeno)

Ligante: [*H]-Flunitrazepam (0,2 nM)
Bmax= 2,2+ 0,1 pmol/mg proteina Kd=2,7+0,1 nM
Célculo do Ki=Clsg /0,93 (nM)

Néao-especifico: Flunitrazepam (50 uM)

Controle positivo: Clonazepam (Clso: 1 nM); Flunitrazepam (Clso: 3-10 nM); Zolpidem (20-
49 nM); RO5-4864 (Clsg: 33 uM)

Referéncia: Lopez et al. Eur. J. Pharmacol. 495: 87-96, 2004.

Artigos do Laboratorio descrevendo o uso deste binding: Parasitology 134: 1003-1012,
2007.
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Relevancia:

O receptor GABAA é 0 maior responsavel pelo efeito inibitorio pos-sindptico no sistema
nervoso central de mamiferos. Este receptor exibe sitios de ligacdo para o GABA,
neurotransmissor fisioldgico que abre o canal de cloreto, e sitios moduladores, um dos quais
liga as benzodiazepinas (BZP). Os agonistas para este sitio BZP, como o flunitrazepam, séo
usados clinicamente como sedativo-hipndtico, ansiolitico, relaxante muscular e/ou
anticonvulsivante. Os antagonistas (como o flumazemil) sdo usados no tratamento de
intoxicacdo com os agonistas. Nesta preparacao bruta (ndo lavada, portanto contendo GABA
enddgeno - Noél et al., Arzneim.-Forsch/Drug Res. 51: 169-173, 2001), pode-se detectar o
efeito inibidor dos antagonistas no sitio do GABA (ex: bicuculina).
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Benzodiazepina (central): [*H]-Flunitrazepam (GABA-shift)

Ndmero de catalogo: R5F*

Tecido: Cérebro de rato (sinaptossomas, preparacdo extensivamente lavada na qual foi
retirado tudo o0 GABA enddgeno).

Ligante: [*H]-Flunitrazepam (0,2 nM), na presenca e auséncia de GABA 20 nM
N&o-especifico: Flunitrazepam (50 uM)

Controle positivo: Flunitrazepam (Clsp: 0,8 nM) e DMCM (Clsp: 8 nM)
Referéncia: Braestrup et al., Biochem. Pharmacol. 33, 859— 862, 1984.

Artigos do Laboratorio descrevendo o uso deste binding: Eur. J. Pharmacol. 495: 87-96,
2004
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Relevancia:

Na auséncia de GABA enddgeno que caracteriza esta preparagdo, a adicdo de GABA no meio
de incubacédo (se ligando ao sitio do GABA) aumenta a afinidade dos agonistas do sitio
benzodiazepinico como no caso do flunitrazepam (portanto a curva de competicdo é
deslocada pela esquerda), como resultado de um efeito alostérico.

Caso 0 agente competidor for um antagonista do sitio benzodiazepinico, as duas
curvas sao sobrepostas (a adicdo de GABA ao meio néo altera a afinidade de um antagonista
benzodiazepinico).

Caso 0 GABA deslocar a curva do composto para a direita, € sinal de que o agente
competidor € um agonista inverso do sitio BZP, como no caso do DMCM.
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Benzodiazepina (periférico): [FH]-PK 11195

Nuamero de catélogo: R6

Tecido: rim de rato

Ligante: [*H]-PK11195 (0,2 nM)
Bmax = £ pmol/mg proteina Kd= £ nM
Célculodo Ki=Clsg/ ? (nM)

N&o-especifico: PK11195 (1 uM)

Controle positivo: R0O5-4864 (Clsp: 25 nM); Zolpidem (Clsp: 490 nM); Flunitrazepam (Clsp:
30 nM); Clonazepam (Clsp: 11 puM)

Referéncia:

Artigos do Laboratorio descrevendo o uso deste binding: Parasitology 134: 1003-1012, 2007
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Relevancia:

O receptor benzodiazepinico periferico (PBR) encontra-se em tecidos periféricos
(principalmente em tecidos secretores) mas também em células gliais. Sua localizacdo
subcelular é preferencialmente mitocondrial, onde participa do complexo MPTP
(Mitochondrial Permeability Transition Pore), critico para coordenacdo entre citossol e
matriz mitocondrial.

Este receptor exerceria umpapel na esteroidogénese (via transporte de colesterol), apoptose e
patogénese de desordens neurodegenerativas

Uso clinico:  ? agonistas do PBR: papel protetor contra danos que levam a apoptose, como

formas reativas de oxigénio e TNFa. ? antagonistas do PBR: potencial efeito anti-tumoral,

por apoptose
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Canal de célcio voltagem-dependente (tipo L): [?H]-PN200-110

Namero de catalogo: R7

Tecido: microssomas de coracédo de rato

Ligante: [*H]-PN200-110 (0,1 nM)

Nao-especifico: Nifedipina (1 uM)

Controle positivo: Nifedipina (Clso: 30 nM); Verapamil (Clsp: 2 uM)
Referéncia: Circ. Res. 62: 91-96, 1988; Circ. Res. 68: 662-673, 1991.

Artigos do Laboratorio descrevendo o uso deste binding: Biochem. Pharmacol. 41: 313-315,
1991.
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Relevancia:

Os canais de calcio do tipo L tém importante funcdo fisioldgica, principalmente no aparelho
cardiovascular. Substéncias que se ligam ao sitio de ligacdo das diidropiridinas podem ter
efeito antiarritmico (verapamil) e vasodilatador (nifedipina) ao bloquear estes canais ou efeito
contraturante ao abri-los. Portanto, estes sitios constituem importantes alvos para farmacos
com potencial terapéutico no tratamento da hipertensdo e da angina de peito, como é o caso da
nifedipina e de outras diidropiridinas muito empregadas na clinica.

19



20

Canal de calcio sensivel a rianodina: [3H]-rianodina

Namero de catélogo: R8

Tecido: microssomas de coracdo de rato ; microssomas de gastrocnemius de rato
Ligante: [*H]-rianodina (1 nM)

N&o-especifico: rianodina (10 uM)

Meio de incubacéo: concentracdo de calcio livre: alta (107 uM) ou baixa (0,3 uM)
Controle positivo: rianodina (Clsp: 10 nM)

Referéncia: Circ. Res. 68: 662-673, 1991; Biochem. J. 297: 415-423, 1994.

Artigos do Laboratorio descrevendo o uso deste binding: Arzneim.-Forsch/Drug Res. 51:
169-173, 2001
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Relevancia:

O objetivo do ensaio é de avaliar se a substancia é capaz de se ligar ao sitio de ligacdo da
rianodina (RyR/canal de célcio presente no reticulo endo/sarcoplasmatico). Este canal tém
papel importante na homeostasia do calcio em células musculares e ndo-musculares.
Substéancias que abrem este canal (eg. cafeina) esvaziam os estoques de calcio, diminuindo
assim a contracdo do musculo em resposta a despolarizagdo ou a elevacdo dos niveis intra-
celulares de calcio. Como a [®H]-rianodina pode ser considerada um ligante sensivel para
avaliar o estado funcional do canal (Ann. Rev. Physiol. 56: 485-508, 1994), uma modificagédo
do seu binding € esperada caso uma substancia altere a conformacao do canal, quer seja por
ligagdo no proprio sitio da rianodina ou por interacdo alostérica. A preparacdo de musculo
esquelético € usada por conter majoritariamente a isoforma RyR1 do receptor e a preparagdo
de coracgdo por conter a isoforma RyR2. O uso de um meio com baixa concentracdo de célcio
permite detectar o efeito estimulador de substancias como a cafeina, que atuam
alostericamente ao aumentar a afinidade do célcio (Arzneim.-Forsch/Drug Res. 51: 169-173,
2001). Tal efeito ndo pode ser detectado na presenca de alta concentracdo de célcio, usada
classicamente por favorecer a ligagéo da rianodina.
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Dopamina (D;): [3H]-SCH23390

Numero de catalogo: R9

Tecido: Estriado de rato (sinaptossomas):

Ligante: [3H]-SCH23390 (0,2 nM)
Bmax = 742 £ 41 fmol/mg proteina Kd=0,55 +0,08 nM (n=2)
Calculo do Ki=Clsy /1,04 (nM)
N&o-especifico: dopamina (1 mM)
Controle positivo: YM-09151-2 (Clso: nM); Clozapina (Clsp: nM); dopamina
Referéncias: Eur.J.Pharmacol. 194:17, 1991; Eur.J.Pharmacol. 363: 211-215, 1998

Artigos do Laboratério descrevendo o uso deste binding: Behav. Pharmacol. 2016, oct 3,
[Epub ahead of print]
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Relevancia:

A ativacao de receptores D1 € crucial para a memdria de trabalho e a funcéo de atencéo, que
sdo fortemente prejudicadas na Esquizofrenia (Eur.Neuropsychopharmacol. 23: 769-778,
2013). Assim sendo, agonistas D1 sdo apontados como possiveis ferramentas farmacoldgicas
para tratamento dos déficits cognitivos na Esquizofrenia e doenga de Parkinson ( Nature Rev.
Drug. Discover. 11: 141-168, 2012).
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Dopamina (D,-like): [3H]-YM-09151-2

Namero de catalogo: R10

Tecido: Estriado de rato (sinaptossomas): principalmente do tipo D2

Ligante: [3H]-YM-09151-2 (nemonaprida - 0,1 nM), antagonista
Bmax = 0,78 £ 0,07 pmol/mg proteina Kd=0,42 +0,01 nM (n=2)
Calculo do Ki=Clsy /1,24 (nM)

N&o-especifico: Sulpirida (30 uM)

Controle positivo: aripiprazol (Clso: 3,5 nM); clozapina (Clsp: 429 nM)

Referéncia: Naunyn-Schmiedeberg’s Arch Pharmacol. 329: 333, 1985 ; Eur. J. Pharmacol.
173: 177, 1989 ; Life Sciences 50: 1529, 1992 ; Eur. J. Pharmacol. 237: 183, 1993.

Artigos do Laboratorio descrevendo o uso deste binding: Eur. J. Med. Chem. 62: 214-221,

2013; Eur. J. Med. Chem. 66: 122-134, 2013; Behav. Pharmacol. 2016, oct 3, [Epub ahead of
print]
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Relevancia:

Esquizofenia: antagonistas (ou agonistas parciais) D2 : este blogueio é considerado como
responsavel pela melhoria dos sintomas positivos da esquizofrenia observada com os
antipsicaticos (tipicos e atipicos).

Antagonistas D4: ? (hipotese ndo confirmada pelos estudos clinicos)

Parkinson: agonistas (ndo seletivos ou D2 / D3): para compensar perda de atividade
dopaminérgica no estriado decorrente de perda neuronal na substancia negra.
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Dopamina (Dj): [SH]-YM-09151-2

Numero de catalogo: R11

Tecido: Membranas de células transfectadas com receptor D3 humano

Ligante: [3H]-YM-09151-2 (nemonaprida - 0,1 nM) (ligante para receptores D2, D3 e D4)
Bmax=71,4 + 6,5 pmol/mg proteina Kd=4,4+0,74 nM (n=2)
Calculo do Ki=Clsy /1,02 (nM)

N&o-especifico: Clozapina (10 uM)

Controle positivo: YM-09151-2 (Clsg: nM); Clozapina (Clsp: nM)

Referéncias: Tang et al., J. Pharmacol. Ther. 268: 495-502, 1994.

Artigos do Laboratério descrevendo o uso deste binding: Behav. Pharmacol. 2016, oct 3,
[Epub ahead of print]
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Relevancia:

Esquizofrenia: O bloqueio seletivo dos receptores D3 continua sendo considerado como uma
alternativa para o tratamento da esquizofrenia, tendo em vista 0s possiveis beneficios no
tratamento dos sintomas negativos e cognitivos (Gross et al. Naunyn-Schmiedeberg's Arch
Pharmacol 386:155-166, 2013)

Dependéncia a drogas: Estes receptores D3 estdo densamente presentes no sistema
mesolimbico responsavel pela aprendizagem relacionada com a recompensa induzida pela
cocaina e estdo sendo considerados atualmente como alvos para tratamento de dependéncia
(Newman e cols., 2012). Antagonistas do receptor D3 inibem as agdes da cocaina em modelos
pré-clinicos (Matuskey e cols., 2014). Fenilpiperazinas com seletividade para este sub-tipo de
receptor dopaminérgico tem demonstrado eficacia na reducdo da dependéncia a cocaina em
animais (Cheung e cols., 2013).
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Dopamina (D,): [3H]-YM-09151-2

Numero de catalogo: R12

Tecido: Membranas de células transfectadas com receptor D4 humano

Ligante: [3H]-YM-09151-2 (nemonaprida - 0,1 nM) (ligante para receptores D2, D3 e D4)
Bmax = 47,4 £10,4 pmol/mg proteina Kd=2,74 +£0,01 nM (n=2)
Calculo do Ki=Clsy /1,04 (nM)

N&o-especifico: Clozapina (10 uM)

Controle positivo: YM-09151-2 (Clsg: 2 nM); Clozapina (Clsp: 66 nM)

Referéncias: Nature 350: 610, 1991; Eur. J. Pharmacol. 236: 483, 1993; J. Neurochem. 63:
62, 1994.

Artigos do Laboratorio descrevendo o uso deste binding: Eur. J. Med. Chem. 62: 214-221,
2013; Eur. J. Med. Chem. 66: 122-134, 2013; Behav. Pharmacol. 2016, oct 3, [Epub ahead of
print]
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Relevancia:

Esquizofenia: antagonistas D4. Apesar de ndo haver consenso, o bloqueio de receptores D4
poderia ser (em parte) responsavel pelo efeito antipsicético da clozapina (atipico) pelo qual
tem maior afinidade do que para o receptor D2.

24



25

Dopamina (D,): [3H]-YM-09151-2 (GTP shift)

Namero de catalogo: R12F*

Tecido: Membranas de células transfectadas com receptor D4 humano

Ligante: [3H]-YM-09151-2 (nemonaprida - 0,1 nM) (ligante para receptores D2, D3 e D4) na
presenca e auséncia de GTP en largo excesso (1 mM)

Nao-especifico: Clozapina (10 uM)
Controle positivo: dopamina (agonista)

Artigos do Laboratério descrevendo o uso deste binding: Behav. Pharmacol. 2016, oct 3,
[Epub ahead of print]
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Relevancia:

- Principio do ensaio de GTP-shift: ver explicacbes na p. 7

- Apesar de ndo haver consenso, o bloqueio de receptores D4 poderia ser (em parte)
responsavel pelo efeito antipsicotico da clozapina (atipico) pelo qual tem maior afinidade do
gue para o receptor D2.
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Glutamato (tipo cainato): [°H]-KA

Ndmero de catalogo: R13

Tecido: Cerebelo de galinha (sitios de ligacdo de baixa afinidade)
Cérebro de rato (sitios de alta afinidade)

Ligante: [*H]-KA (5 nM)

N&o-especifico: Galinha: KA (100 uM); Rato: KA (500 uM).

Controle positivo: Galinha: KA (Clso: 1 uM;); Rato : KA (Clsp: 21 nM)

Referéncia: Biochem. Pharmacol. 64: 1337-1344, 2002.

Artigos do Laboratorio descrevendo o uso deste binding: Arzneim.—Forschung./Drug Res.

51: 169-173, 2001; Bioorg. Med. Chem. Letters, 14/17: 4399-4403, 2004; FASEB J. 18(3):
511-518, 2004.
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Relevancia:

O receptor cainato € um dos principais responsaveis pela resposta glutamatergica excitatoria
rapida no sistema nervoso central de mamiferos. Quando ativado pelo neurotransmissor
fisiologico L-glutamato, este receptor ionotropico se torna permeavel aos ions sodio e
potassio. A toxicidade promovida pela entrada destes cations pode levar a morte celular.
- A preparacéo de cerebelo de galinha possui uma alta densidade de sitios de ligacado
de baixa afinidade para o KA, semelhantes aos presentes em mamiferos.
- Ja a preparacdo de cérebro de rato apresenta somente sitios de alta afinidade na
presenca de GTP 1 mM (Gorondisky et al, 1993 ).
Ainda € incerto se antagonistas do receptor cainato ofereceriam efeito neuroprotetor.
NB. No caso do 4cido cainico (KA), o aumento da ligacdo de [*H]-KA em baixas
concentracbes de KA ndo radioativo (curva em sino) se explica pelo fenébmeno de
cooperatividade positiva (Arzneim.—Forschung./Drug Res. 51: 169-173, 2001).
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Glutamato (tipo AMPA): [°H]-AMPA

Ndmero de catalogo: R14

Tecido: Hemisfério cerebral de rato

Ligante: [*H]-AMPA (5 nM)

Nao-especifico: L-glutamato (1 mM).

Controle positivo: AMPA (Clsg: 0,2 uM)

Referéncia: Biochem. Pharmacol. 64: 1337-1344, 2002

Artigos do Laboratorio descrevendo o uso deste binding: FASEB J. 18(3): 511-518, 2004
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Relevancia:

O receptor AMPA é um dos principais responsaveis pela resposta glutamatérgica excitatoria
rapida no sistema nervoso central de mamiferos. Este receptor quando ativado pelo
neurotransmissor fisioldgico L-glutamato ou pelo L-aspartato, abre canais catibnicos
permedaveis aos ions sodio e potassio. A toxicidade promovida pela entrada destes cations
pode levar a morte celular.

Antagonistas competitivos e ndo-competitivos do AMPA podem ser neuroprotetores (como
demonstrado em modelos de isquemia tanto focal quanto global) diferenciando-se quanto a
existéncia de efeitos adversos: antagonistas nao-competitivos seriam mais efetivos no
bloqueio deste receptor na presenca de concentracGes toxicas de glutamato, do que 0s
antagonistas competitivos.

Moduladores positivos do AMPA teriam efeito nootrépico.
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Glutamato (tipo NMDA): [°H]-MK-801

Ndmero de catalogo: R15

Tecido: Hemisfério cerebral de rato (microssomas)
Ligante: [°*H]-MK-801 (2 nM)

Né&o-especifico: Cetamina (3 mM)

Controle positivo: MK-801 (Clsp: 10 nM)

Referéncia: Biochem. Pharmacol. 69: 1509-1516, 2005

Artigos do Laboratério descrevendo o uso deste binding: Bioorg. Med. Chem. Letters,
14/17: 4399-4403, 2004
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Relevancia: O receptor glutamatérgico do tipo NMDA estd envolvido em importantes
processos fisiologicos (e.g. desenvolvimento e aprendizado), assim como no fenbmeno de
excitoxicidade (um dos fatores que levam a morte celular necrotica devida a isquemia, injuria
traumética cerebral, hipoglicemia e crise de epilepsia). A ativacdo de receptores
glutamatérgicos pode também participar como fator etiologico de doencgas neurodegenerativas
cronicas especificas como as doengas de Parkinson, Alzheimer e Huntington. O receptor
NMDA exibe sitios de ligacdo para a glicina, co-agonista, e para o L-glutamato,
neurotransmissor fisioldgico que abre um canal permeavel aos ions calcio e sodio; além de
sitios moduladores, um dos quais ligam as fenciclidinas e 0 MK-801 (sitio localizado no
interior do canal idnico). Os blogueadores do canal sdo usados como anestésicos dissociativos
(ex: cetamina). O ensaio de competicdo usando [°H]-MK-801 como marcador e preparagdo
bruta de cérebro (contendo glutamato e glicina enddgena) permite identificar ligantes do sitio
das fenciclidinas e também antagonistas competitivos do glutamato (ex: APs) e da glicina
(ex: &cido quinurénico).
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Muscarinico (ndo seletivo/M1): [3H]-ONB

NUmero de catalogo: R16

Tecido: Cortex de rato (sinaptossomas):
Proporcéo dos diferentes sub-tipos de receptores muscarinicos nesta preparagao:
36-48 % (M1), 18-21 % (M2), 13-25% (M3), 11-16% (M4), 4-7% (M5)
(Mol. Pharmacol. 61:1267-1272, 2002; Mechanism Ageing Develop. 127: 115-122, 2006)

Ligante: [3H]-QNB (0,1 nM), antagonista (ligante n&o seletivo)
Bmax = £ pmol/mg proteina Kd= %
Calculodo Ki=Clsy / (nM)

N&o-especifico: Sulfato de atropina (1 uM)
Controle positivo: atropina (Clse: 1 nM); pirenzepina (65 nM)

Referéncia: Richards, Br. J. Pharmacol. 99:753-761, 1990; Castoldi et al. Life Sciences
78:1915- 1924, 2006

Artigos do Laboratorio descrevendo o uso deste binding: Eur. J. Med. Chem. 66: 122-134,
2013; Naunyn-Schmiedeberg's Arch Pharmacol 387:225-234, 2014; J. Pharmacol. Exp. Ther.
356:212-222, 2016
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Relevancia:

Doencas e potenciais alvos para farmacos (IUPHAR database):

- Alzheimer: agonistas M1 e M5 / antagonistas M2

- Esquizofrenia : agonista M1 e M4, mas o bloqueio M1 seria responsavel, em parte,
pela diminuicdo de efeitos extrapiramidais (mas aumento de efeitos adversos
atropinicos) de antipsicéticos como clozapina.

- Parkinson: antagonistas M1 e M4

- DPOC, asma : antagonistas M2 e M3

- Obesidade: antagonistas M3

- Dependéncia a drogas : antagonistas M5
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Serotonina (5-HT ;4 - agonista): [*H]-8-OH-DPAT

Ndmero de catalogo: R17
Tecido: Hipocampo de rato (sinaptossomas): rec. Pds-sinapticos (= 5-HT1A ?)
Ligante: [*H]-8-OH-DPAT (1 nM), agonista

Bmax = 114 + 11 fmol/mg proteina Kd = 0,68 nM (n=2)
Célculo do Ki=Clsg /2,47 (nM)

Nao-especifico: 5-HT (10 uM)

Controle positivo: 5-HT (Clso: 7,3 nM); 8-OH-DPAT (Clso: 1,4 nM); Clozapina (Clso: 850
nM); p-MPPF (Clso: 11nM); WAY 100,635 (Clso: 4,7 nM)

Referéncia: J. Neurochem. 44: 1685, 1985; Brain Res. 590: 229, 1992.

Artigos do Laboratério descrevendo o uso deste binding: Eur. J. Med. Chem. 62: 214-221,
2013; J. Med. Chem. 66: 122-134, 2013; J. Pharmacol. Toxicol. Methods, 70: 12-18, 2014;
Naunyn-Schmiedeberg's Arch. Pharmacol. 387:225-234, 2014; J. Pharmacol. Exp. Ther.
356:212-222, 2016; Behav. Pharmacol. 2016, oct 3, [Epub ahead of print]
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Relevancia:

- Os receptores 5-HT1A séo expressos como auto-receptores pelos neurénios 5-HT nos
nucleos da rafe e sdo também amplamente distribuidos no sistema limbico onde seriam os
alvos principais dos farmacos usados para tratar ansiedade e depressao (agonistas 5-HT1A
tem efeito ansiolitico (buspirona) e antidepressivo).

Esquizofrenia: alguns antipsicoticos atipicos possuem um efeito agonista nestes receptores
(aripiprazole: agonista parcial; ziprasidona: agonista total).

Ansiedade, depressdo: azapironas como a buspirona, gepirona e tandospirona sao agonistas
(parciais) 5-HT1a comercializados primeiramente como ansioliticos mas também,
recentemente, como antidepressivos.

Depressdo: uma atividade agonistica (parcial, no autoreceptor receptor somatodendritico)
faria parte do mecanismo de agdo de alguns antidepressivos (buspirona).
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Serotonina (5-HT 4 - antagonista): [*H]-pMPPF

Ndmero de catalogo: R18
Tecido: Hipocampo de rato (sinaptossomas): rec. Pds-sinapticos (= 5-HT1A ?)

Ligante: [*H]-pMPPF (0,5 nM), antagonista
Bmax = 119 = 16 fmol/mg proteina Kd = 0,74 nM (n=2)
Célculo do Ki=Clsq /1,68 (nM)

Nao-especifico: 5-HT (10 uM)

Controle positivo: 5-HT (Clsp: 300 nM); 8-OH-DPAT (Clsg: 60 nM); Clozapina (Clsp: 1230
nM); pMPPF (Clsp: 1 nM); WAY 100,635 (Clso: 0,12 nM)

Referéncia: Eur. J. Pharmacol. 386: 97-103, 1999

Artigos do Laboratério descrevendo o uso deste binding: J. Pharmacol. Toxicol. Methods, 70:
12-18, 2014; Naunyn-Schmiedeberg's Arch. Pharmacol. 387:225-234, 2014; J. Pharmacol. Exp. Ther.
356:212-222, 2016; Behav. Pharmacol. 2016, oct 3, [Epub ahead of print]
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Relevancia:

O ensaio de competicdo usando-se um radioligante antagonista (como pMPPF) permite
calcular o valor de Ki de ligantes ao estado de baixa afinidade do receptor e assim calcular a
razdo de Ki (antagonista/agonista) que permite avaliar a eficacia intrinseca do ligante (ver
ensaio R13)
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Serotonina (5-HT ;4 - agonista): [*"H]-pMPPF (GTP-shift)

Namero de catadlogo: R18F*
Tecido: Hipocampo de rato (sinaptossomas): rec. Pds-sinapticos (= 5-HT1A ?)

Ligante: [*H]-pMPPF (0,5 nM), antagonista, na presenca e auséncia de GTP en largo excesso
(1 mM)

N&o-especifico: 5-HT (10 uM)

Controle positivo: 5-HT (agonista); 8-OH-DPAT (agonista parcial, de alta-moderada
atividade intrinseca); p-MPPF (antagonista); WAY 100,635 (agonista inverso)

Artigos do Laboratério descrevendo o uso deste binding: J. Med. Chem. 66: 122-134, 2013;
J. Pharmacol. Toxicol. Methods 70: 12-18, 2014; Naunyn-Schmiedeberg's Arch. Pharmacol.
387:225-234, 2014; J. Pharmacol. Exp. Ther. 356:212-222, 2016
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Relevancia:

- Principio do ensaio de GTP-shift: ver explicacbes na p. 7
- Esquizofrenia: o fato de ter atividade agonistica no rec. 5-HT1A faria parte do mecanismo
de acdo de alguns antipsicoticos atipicos (ziprasidona)
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Serotonina (5-HT,4): [*H]-cetanserina
Ndmero de catalogo: R19
Tecido: Cérebro (cortex) de rato (Sinaptossomas)

Ligante: [*H]-cetanserina (1 nM), antagonista
Bmax = 360 + 10 fmol/mg proteina Kd=2,69 + 0,50 nM (n=3)
Célculodo Ki=Clsg /1,37 (nM)

Nao-especifico: cetanserina (1 uM)
Controle positivo: cetanserina (Clsp: 2 nM)

Referéncia: Naunyn-Schmiedeberg’s Arch. Pharmacol. 354: 205, 1996; Mol. Pharmacol. 21:
301, 1982; J. Pharmacol. Exp. Ther. 265: 1272, 1993.

Artigos do Laboratorio descrevendo o uso deste binding: Eur. J. Med. Chem. 62: 214-221,
2013; Eur. J. Med. Chem. 66: 122-134, 2013; Behav. Pharmacol. 2016, oct 3, [Epub ahead of
print]
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Relevancia:

- Os receptores 5-HT,a (0 “historico” receptor 5-HT;) sdo amplamente distribuido nos tecidos
periféricos onde medeiam os efeitos contrateis em diversos muasculos lisos vasculares e ndo
vasculares (brénquios, Utero, sistema urinario...).

- SNC: estes receptores sdo abundantes no cortex e no sistema limbico onde seriam alvos de
farmacos alucinégenos.

- Esquizofrenia: o bloqueio dos receptores 5-HTx seria favoravel. Os antipsicoticos atipicos
(clozapina, aripiprazole) possuem efeito antagonista no receptor 5-HT,a além dos seus efeitos
no sistema dopaminérgico. A alta razdo das afinidades 5HT,a/D- seria responsavel pela
menor ocorréncia de efeitos extrapiramidias e pela melhoria dos sintomas negativos e dos
déficits cognitivos da esquizofrenia.

- Enxaqueca: os antagonistas 5-HT, seriam Uteis no tratamento da enxaqueca (metissergida).
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Serotonina (5-HT4): [*H]-cetanserina (GTP-shift)

Namero de catadlogo: R19F*
Tecido: Cérebro (cortex) de rato (sinaptossomas)

Ligante: [*H]-cetanserina (1 nM), antagonista, na presenca e auséncia de “GTP” (Gpp(NH)p
100 uM ou GTP en largo excesso, 1 mM)

N&o-especifico: cetanserina (1 uM)
Controle positivo: 5-HT (agonista) e Ketanserina (antagonista)
Referéncia: Mol. Pharmacol. 38: 604, 1990

Artigos do Laboratorio descrevendo o uso deste binding: Eur. J. Med. Chem. 66: 122-134,
2013
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Relevancia:

- Principio do ensaio de GTP-shift: ver explicacfes na p. 7

- Neste caso, a curva de competicdo do 5-HT na auséncia de GTP apresenta uma inclinagéo
menor do que o normal (coeficiente de Hill < 1). A adicdo de Gpp(NH)p (GTP néo
hidrolisavel) ou de 1 MM GTP ao meio desloca a parte superior da curva para direita, fazendo
com que a curva adquire uma inclina¢do normal (coeficiente de Hill, ny = 1) e um valor maior
de Clsp.

- Esquizofrenia: a maioria dos antipsicoticos atipicos tem maior afinidade para o receptor 5-
HT,a do que para o receptor D2, e séo antagonistas nestes dois receptores.
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Serotonina (5-HT,c): [3H]-Mesulergina

Ndmero de catalogo: R20

Tecido: Membranas de células transfectadas com receptor 5-HT,c humano

Ligante: [3H]-Mesulergina (1nM) (antagonista dos receptores 5-HT,c e 5-HTa + agonista
parcial D2-like)
Bmax = 21,1 £ 0,3 pmol/mg proteina Kd =0,93 £ 0,03 nM (n=2)
Célculo do Ki=Clsg /2,07 (nM)

Nao-especifico: Serotonina (100 uM)
Controle positivo: Clozapina (pKi=7,4-8,7); Ketanserina (pKi=6,8-7,5) — IUPHARdatabase

Referéncias: Arch. Pharmacol. 370:114, 2004; Neuropsychopharmacol.32:1715, 2007
Neurotherapeutics 6: 78, 2009.

Artigos do Laboratorio descrevendo o uso deste binding: Eur. J. Med. Chem. 66: 122-134,
2013
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Relevancia:

Esquizofenia: agonista, antagonista ou agonista inverso 5-HT,¢ ?

A ativacdo de receptores 5-HT,c na regido mesolimbica pode reduzir a transmissao
dopaminérgica e melhorar os sintomas positivos da esquizofrenia. Entretanto a supressao
dopaminérgica via ativagdo do receptor 5-HT,¢c na regido mesocortical pode potencializar a
piora na cognicdo; na regido nigroestriatal a mesma agédo pode causar efeitos extrapiramidais.
Acredita-se que o bloqueio de receptores 5-HT,c reduza a depressdo e melhore a cognigédo
pela desinibicao da liberacdo de dopamina e norepinefrina no cortex pre-frontal.

Efeitos adversos: o bloqueio dos receptores 5-HT,¢ esta associado ao ganho de peso.
Obesidade: agonistas sdo considerados como potencialmente interessantes no tratamento da
obesidade
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Serotonina (5-HT; - Antagonista): [3H]-SB269970

Ndmero de catalogo: R21

Tecido: Membranas de células transfectadas com receptor 5-HT; humano

Ligante: [3H]-SB269970 (2 nM) (antagonista dos receptores 5-HT;
Bmax = 600 fmol/mg proteina Kd=7,4 nM (n=1)
Calculo do Ki=Clsy /1,27 (nM)

N&o-especifico: Serotonina (100 uM)

Controle positivo: SB269970; clozapina; amisulprida

Referéncias: Br. J. Pharmacol. 130: 409-417, 2000; Neuropharmacology 42: 74-81, 2002.

Artigos do Laboratorio descrevendo o uso deste binding:
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Relevancia:

Esquizofenia: Resultados pré-clinicos sugerem que o bloqueio do receptor 5-HT; pode ser
benéfico para tratar os déficits cognitivos encontrados na esquizofrenia. Porém, ainda ndo esta
claro se os efeitos benéficos podem ser conseguidos pela ativacdo ou bloqueio desse receptor
(Nikiforuk, 2015), uma vez que os efeitos parecem ser dependentes do nivel basal de

desempenho, ou seja, se € normal ou diminuida (Meneses, 2014).
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ALDH (ALDH-2): Aldeido desidrogenase

Namero de catalogo: E1

Tecido: preparacdo mitocondrial de figado de rato.

Atividade Total: kit comercial (abcam), baseado em método colorimétrico:

Acetaldeido (25 mM) + NAD+ (1 mM) — 4cido + NADH (1 absorbancia a 450 nm)

O uso de anticorpos especificos para a isoforma ALDH2 assegura a especificidade da reacao.

Controle positivo: daizina (Clsg: 3 uM); disulfiram (Clso: 5 uM)

Referéncias: kit ab115348 (abcam); Keung et al., Proc Natl Acad Sci 94:1675-1679, 1997;
Perz-Mille et al., Nature Structural & Mol. Biol.17: 159-165, 2010
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Relevancia:

Dependéncia a drogas: O composto CVT-10216, cuja sintese foi guiada pela interacdo do
isoflavonoide daidzina com ALDH-2 humana (Keung e cols., 1993), se mostrou um inibidor
altamente seletivo e reversivel da ALDH-2 capaz de inibir a procura por cocaina em modelo
animal classico de auto-administracdo (Yao e cols., 2010).
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ATPase: Ca’'-ATPase (SERCA)

Ndmero de catalogo: E2

Tecido: microssomas de musculo EDL de rato (SERCA 1A)

Atividade Total:

Atividade SERCA: Atividade total - atividade medida na presenca de tapsigargina
Controle positivo: Tapsigargina (Clsp: 13 uM); Ivermectina (Clsp: 21 uM)

Artigos do Laboratdério descrevendo o uso deste ensaio: Naunyn-Schmiedeberg's Arch.
Pharmacol. 381:147-152, 2010
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Relevancia:

N&o se conhece aplicagdo clinica para inibidores da SERCA, mesmo se foi levantado a
hipdtese de uso da tapsigargina no tratamento da catarata (mas a tapsigargina € um promotor
de tumor). A priori, uma inibi¢do desta enzima seria considerada nefasta e assim deveria ser
avaliada para estimar a seletividade de novos inibidores de Na,K-ATPase e H/K-ATPases.
Uma estimulacdo da SERCA poderia ser benéfica, como no caso da Istaroxina, um
farmaco inotropico devido a inibicdo da Na,K-ATPase, porém com menor toxicidade,
provavelmente devido ao seu efeito estimulante direto da SERCA (J. Exp. Pharmacol. Ther.

313: 207-215, 2005)
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ATPase: H'/K'-ATPase

Namero de catalogo: E3

Tecido: microssomas de estbmago de rato

Atividade Total: ATPNa 6,7 mM; Tampao Tris 40 mM/HCI, pH 7,4; Nigericina 5 ug/ml;
MgCl, 4 mM; KCL 48 mM, NH,Cl 6 mM.

Atividade H'/K"-ATPase: - Atividade total - atividade medida na auséncia de KCI e NH,ClI

Controle positivo: Omeprazole (ICsp: 13 puM). Nota-se que valores de 0,5 - 36 pM séo
relatadas, dependendo das condicBes experimentais).

Referéncias: Eur. J. Pharmacol. 411: 181-186, 2001; BMC Gastroenterology 4: 4, 2004;

Artigos do Laboratério descrevendo o uso deste ensaio: Naunyn-Schmiedeberg's Arch.
Pharmacol. 381:147-152, 2010.
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Relevancia:

Inibidores irreversiveis desta enzima (omeprazole, pantoprazole...) sdo utilizados no
tratamento da Ulcera duodenal e gastrica e de refluxo esofagico.
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ATPase: Na'/K'-ATPase

Namero de catalogo: E4

Tecido: Rins e Hemisférios cerebrais de rato (microssomas purificados)

Atividade Total: ATP 1,2 mM; Na* 100 mM; Mg?* 3 mM; K* 3 mM

Atividade Na*/K*-ATPase: [Atividade Total]-[Atividade sensivel & ouabaina 2 mM]
Controle Positivo: Ouabaina

Artigos do Laboratdrio descrevendo o uso deste ensaio: Biochem. Pharmacol. 33: 47-53,
1984; Biochem. Pharmacol. 66: 21692176, 2003.
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Relevancia:

A Na'/K'-ATPase é o receptor farmacoldgico dos glicosideos cardiotdnicos. A eficacia
terapéutica desses glicosideos no tratamento da insuficiéncia cardiaca e de certas arritmias
supraventriculares é bem estabelecida sendo que a eficacia deste tratamento foi confirmada
definitivamente em dois estudos multicéntricos (N. Engl. J. Med. 329: 1-7, 1993; J.A.C.C. 22:
955-962, 1993). Contudo estes farmacos possuem um baixo indice terapéutico, o que tem
limitado sua utilizagdo. O musculo cardiaco possui trés isoformas da subunidade o da
Na'/K*-ATPase, sendo que a isoforma ol é ubiquita e a isoforma o3, neuronal, estaria
localizada no tecido de conducdo. N&o se sabe ainda qual isoforma (al e/ou a2) seria o
principal alvo do efeito inotropico dos “digitalicos”. Desta forma, a descoberta de moléculas
que permitam uma maior diferenciagdo entre estas isoformas poderia levar a farmacos com
maior indice terapéutico (Progr. Drug Res. 47: 9-52, 1996). Tal molécula seria também
altamente desejada ao nivel da pesquisa basica para poder inibir seletivamente uma das
isoformas e assim estudar sua contribuicdo na homeostasia celular.

Para tanto, utilizamos preparacgdes de rim (al) e cérebro (a2 e a3) de rato nos n0ssos ensaios
de screening.
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Glicina (GLYT1b humano): captacdo de [°H]-glicina

NUmero de catalogo: T1

Tecido: Células HEK-293 transfectadas com cDNA da isoforma 1b do trasnportador de
glicina humano (hGLYT1b)

Glicina: [*H]L-glicina 10 pM em tamp&o HBS (15 min pré-incubacdo com inibidor e 5 min
de captacao)

Controle Positivo: ALX-5407 (NFPS), inibidor seletivo de GlyT1
Referéncia: Alberati et al (Neuropharmacol. 62: 11152-1161, 2012)

Artigos do Laboratorio descrevendo o uso deste ensaio:
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Relevancia:

Dependéncia a drogas: Estudos em ratos demonstraram que dois inibidores seletivos da
GLYT1, Org 25935 e Org 24598, séo eficazes na redugdo do consumo compulsivo de alcool,
efeito que pude ser atribuido & ativagcdo de receptores glicinérgicos inibitérios no nucleus
accumbens (Harvey & Yee, 2013).

Esquizofrenia: A bitopertina, inibidor seletivo de GLYT1, é um prototipo em fase clinica 11l
(Roche®) para tratamento de sintomas negativos e déficits cognitivos na esquizofrenia
(Umbricht e cols., 2014).
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Aorta de rato: atividade contraturante ou relaxante

Namero de catalogo: F1

Tecido: aorta de rato (anéis)

Controle Positivo: agente contratante: noradrenalina (1 uM); agente relaxante endotélio-
dependente: acetilcolina (1 uM)

Artigos do Laboratdrio descrevendo o uso deste ensaio: Br. J. Pharmacol. 135: 293-298,
2002
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Relevancia:

O objetivo deste ensaio € de avaliar a capacidade de uma substancia em contrair ou relaxar o

masculo liso vascular.

1. Substancias que relaxam o musculo liso vascular podem ter utilidade terapéutica como
vasodilatadores em patologias como hipertenséo e insuficiéncia cardiaca congestiva, por si
sO ou em associagdo com um efeito cardiaco.

2. Outrossim, uma acdo relaxante direta na aorta pode também se acompanhar de uma acéo
relaxante em outros masculos lisos, ndo-vasculares, e assim abrir o campo de possiveis
aplicacdes terapéuticas.
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Rato: pressao intra-uretral

Ndmero de catéalogo: V1
Especie: rato Wistar
Controle Positivo: agente contratante: fenilefrina (i.v.)

Artigos do Laboratorio descrevendo o uso deste ensaio: J. Pharmacol. Exp. Ther. 356:212-
222, 2016

IJUP (mm Hg.s™})
P

0 +——rr———rrr———rrrm
0.1 1 10 100

phenylephrine (ng/Kg)

Relevancia:

O objetivo deste ensaio € de avaliar a capacidade de uma substancia bloquear o efeito da
fenilefrina em aumentar a presséo intra-uretral. Este teste funcional serve na avaliagdo de
antagonistas o—adrenérgicos candidatos a farmacos Uteis no tratamento da hiperlasia
prostatica benigna, que tem como alvo os receptores aya (¢ o1p) -adrenérgicos presentes da
prostata e colo da bexiga.

43



44

4.  MANUSEIO DAS SUBSTANCIAS

Conservacao: em geladeira, com possibilidade de ser protegida da luz, caso for necessério.

Solubilidade: As substancias séo dissolvidas de acordo com informacdes solicitadas ao
fornecedor da substancia. Caso ndo haja informacdo, o solvente padrdo é o DMSO,
podendo ser experimentado o etanol e a agua.

Controles: controles para os efeitos do solvente sdo realizados, na maior concentracao do
solvente a ser usada no teste.
- Em cada experimento sdo incluidos tubos controle (ligacdo total e ndo especifico),
sempre feitos em triplicata.
- Sob pedido, pode-se incluir no ensaio um dos compostos padrdes usados para

validagéo do ensaio.

Entrega das substancias
Quantidade: no minimo 5 mg (pré-pesado, com peso preciso indicado pelo
fornecedor / receptor). Caso houver solicitacdo de ensaio em mais de um receptor e 0
composto estiver estavel em solucdo estoque (geralmente DMSO 100%, em
geladeira), pode-se racionalizar o uso da substancia de tal forma que a quantidade
necessaria nao cresce linearmente em funcdo do numero de receptores a serem

testados.

InformacOes necessarias (*: indispensaveis):

- peso molecular*

- solubilidade*: DMSO 100% € o nosso padréo, caso nao houver informacéo do
solicitante (H,0 e ETOH séo também possiveis).

- estabilidade

- sensibilidade a luz
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S. PROTOCOLOS BASICOS

Concentracdes: Para os testes de “Receptores” e “Enzimas”, recomenda-Se 0 teste de 5
concentragdes, em triplicata. As concentragOes a serem usadas séo escolhidas pelo fornecedor
da substancia a ser testada (podemos auxiliar na escolha das concentracgdes, sob demanda).

Estratégia proposta (padrdo para screening - BINDING):

- Realizar os ensaios em duplicata (2 tubos / condicdo experimental, como na firma
especializada CEREP), para limitar os custos. Nota-se que as condi¢Bes controles de ligacédo

total e ligacdo ndo-especifica (ndo cobrados) sdao sempre feitos em triplicata.

- Iniciar com uma avaliacéo preliminar de cada composto, com apenas duas
concentragdes (1 e 30 uM), sempre em duplicata:
. Caso ndo houver pelo menos 50% de inibicdo da ligacdo do radioligante na
concentragédo de 30 uM, limita-se assim o custo a 4 tubos por composto.
. Caso houver inibicdo muito alta na concentragdo de 30 uM, ja temos um dado
em concentracdo 30 vezes menor, para melhor direcionar a segunda etapa

visando a obtencéo do valor de Cls

- Fazer uma segunda avaliacdo, com pelo menos 3 concentragdes diferentes daquelas de
screening, visando a obtencdo de curva de competicdo minima para estimativa do valor de

Clso (5 concentragfes em torno do Clsp).

6. EXECUCAO DOS EXPERIMENTOS E RESPONSABILIDADE
TECNICA

- A execucdo dos ensaios € realizada por técnico, ou aluno de P6s-graduacéo, especialmente
treinados pelo docente responsavel.
- O relatério é preparado pelo técnico responsavel pelo ensaio e revisado pelo docente

responsavel pelo Setor de Screening, Prof. Francois Noél.
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/. ENTREGA DOS RESULTADOS

Prazo padrdo: 4 semanas apds recebimento das substancias_(para os ensaios de rotina

na época do pedido)

Meio: via Internet
Formato:

- Primeira opc¢éo: arquivo do GraphPad PRISM (caso o cliente tiver este software),
com planilha de dados (média de % inibicdo para cada concentracdo da substancia),
figura (padrdo igual ou semelhante aquele mostrado no portfolio) e resultado do
calculo estimativo do Clsg (ajuste por regressdo nao linear), com informacao sobre a
qualidade do ajuste.

- Segunda opc¢do: figura e resultado, colados em arquivo Word.

- Indicacdo do K4 para o ligante (calculado através de curva de saturacdo nas nossas
condicBes experimentais) e valor de K; do competidor, calculado através da equacao
de Cheng-Prusoff:

Clso
Ki=—o
1+ ([L*]/ Kg)

onde:

Clsp = concentracdo do agente competidor na qual se obtém 50% de inibicdo da
ligacdo do radioligante

Ki = constante de dissociacdo do agente competidor (= Kg4, sé que obtido através de
ensaio de competicdo e ndo de saturacdo)

[L*] = concentragéo do radioligante no ensaio

Kq = constante de dissociagdo do ligante (obtido por ensaio de saturagdo /’Scatchard”)

6. PRECOS OU CONDICOES DE COLABORACAO

O servico deste Setor de Screening pode funcionar sob a forma de contrato de servigo

(onde ha o pagamento para o servi¢o, com emisséo de nota fiscal via Fundag&o Educacional
Charles Darwin, sem participagdo em eventual patente e/ou publicacdo cientifica) ou sob a
forma de colaboracgdo cientifica, com participacdo aos frutos eventuais, que seja na forma de
patente ou de publicacdo cientifica. Este servico é devidamente registrado no ICB-UFRJ
como projeto de extensdo (categoria: prestacdo de servico especializado), tendo sido
aprovado em reunido da congregacao do ICB/UFRJ (04/02/2009).
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8. INSTALACOES

Os ensaios de radioligacédo (binding) sdo realizados em local e com rotina devidamente
registrados junto & CNEN (matricula 12740, licenca valida até 17/06/2021), na sala J1-22 do

bloco J do CCS-UFRJ, recentemente reformada (vide fotos abaixo), sob a responsabilidade de
profissional (Prof. Francois G. Noél) registrado na CNEN para o0 uso de radioisotopos na area
de Aplicacdo em Pesquisa (licenca AP-0371, valida até 04/12/2020).

A infraestrutura conta com 2 banhos-maria, 6 unidades de filtracdo (Hoeffer), 2
bombas de véacuo, um contador de cintilacdo liquida (Packard Tri-Carb 2810TR), além da
infraestrutura necessaria para o armazenamento e eliminacdo dos produtos radioativos
(capela, pia profunda, geladeira, freezer, lixeiras e caixas de acrilico, todos devidamente

identificados) assim como dos métodos de radioprotecao (contador Geiger, luvas, 6culos...).
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