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RESUMO

CARVALHO, D. R. Enzimas calicreina e ciclooxigenase imobilizadas: Estudo de
condigOes para triagem de inibidores. 2021. 114 f. Tese (Doutorado em Ciéncias,
Area: Quimica) — Departamento de Quimica — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e
Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

A identificacdo de compostos que se liguem especificamente a alvos bioldgicos e
que atuem como inibidores enzimaticos tem grande importancia nos estudos de
desenvolvimento de novos farmacos. Tal paradigma estimula o desenvolvimento de
novos métodos de triagem para facilitar e reduzir o tempo de identificacdo dessas
substancias. Nesse contexto, os biorreatores com enzimas imobilizadas ou IMERs
(do inglés immobilized enzyme reactors) tém se destacado como uma alternativa
promissora aos ensaios de triagem convencionais. As enzimas calicreinas teciduais
(KLKs, do inglés kallikreins) e ciclooxigenases (COXs) humanas desempenham
papel importante em diversos processos fisiopatoléogicos no organismo. A
desregulacdo na expressao e/ou atividade das KLKs, por exemplo, tem sido
associada a diversas patologias como doencas de pele, desordens neuroldgicas e
cancer, o que tem despertado consideravel interesse na busca de inibidores de KLK.
Ja as COXs estdo envolvidas na biossintese de prostaglandinas, e sdo alvos de
interesse nos estudos de desenvolvimento de novos farmacos anti-inflamatorios.
Considerando a importancia desta tematica, este trabalho descreve a imobilizacdo
covalente da enzima KLK pancreéatica de porco em matriz de Sepharose-NHS,
produzindo os biorreatores KLK-Sepharose-NHS. A enzima KLK imobilizada foi
empregada em uma metodologia de ensaio off-ine em formato multi-pogcos com
deteccdo por fluorescéncia. KLK-Sepharose-NHS apresentou elevada atividade
recuperada e manteve a habilidade de reconhecer o substrato sintético Z-Phe-Arg-
AMC. Foram realizados estudos de inibicdo utilizando leupeptina como inibidor de
referéncia para determinagdo da poténcia inibitéria (ICso = 0,13 + 0,01 umol L) e
mecanismo de inibicdo. Também avaliamos varias matrizes complexas (extratos de
plantas e meios microbiolégicos) para demonstrar a aplicabilidade de KLK-
Sepharose-NHS. Outra proposta deste trabalho foi o desenvolvimento de ensaio
off-line baseado em microcolunas de KLK imobilizada (IMER-KLK-Sepharose-NHS)
com deteccdo por espectrometria de massas. Utilizando tal método foi possivel
determinar as condi¢cdes otimas do ensaio enzimatico e 0s parametros cinéticos
(Km= 16,3 £ 2,1 umol L?) para a enzima imobilizada, bem como realizar os estudos
de inibicdo utilizando leupeptina como inibidor de referéncia (ICso = 0,89 + 0,12
umol L1). De maneira geral, a enzima KLK imobilizada mostrou étima capacidade de
reutilizacdo e foi capaz de reconhecer o inibidor de referéncia (leupeptina),
demostrando que os modelos de ensaio propostos podem ser aplicados na triagem
de inibidores. Este trabalho também descreve os esforcos para imobilizacdo da
enzima COX-2 humana em capilares de silica fundida e o estudo das condi¢des de
uso dos biorreatores em metodologia de ensaio on-line por cromatografia liquida de
alta de eficiéncia e espectrometria de massas.

Palavras chaves: Enzimas imobilizadas. Triagem de ligantes. Calicreinas.
Ciclooxigenase. Inibidores enzimaticos.



ABSTRACT

CARVALHO, D. R. Immobilized kallikrein and cyclooxygenase enzymes: Study
of conditions for screening inhibitors. 2021. 114 f. Tese (Doutorado em Ciéncias,
Area: Quimica) — Departamento de Quimica — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e
Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

The identification of compounds that specifically bind to biological targets and act as
enzyme inhibitors is of great importance in studies of new drug development. This
paradigm stimulates the development of new screening methods to facilitate and
reduce the time taken to identify such substances. In this context, immobilized
enzyme bioreactors or IMERs have emerged as a promising alternative to
conventional screening assays. Human tissue kallikreins (KLKs) and
cyclooxygenases (COXs) enzymes play an important role in various
pathophysiological processes. The deregulation of KLK expression and activity, for
example, has been associated with several pathologies such as skin diseases,
neurological disorders and cancer, which has aroused considerable interest in the
search for KLK inhibitors. COXs enzymes are involved in the prostaglandin
biosynthesis, and they are targets of interest in studies on the development of new
anti-inflammatory drugs. In this context, this work describes the covalent
immobilization of the enzyme KLK from porcine pancreas in a Sepharose-NHS
matrix, producing the KLK-Sepharose-NHS bioreactors. The immobilized enzyme
was used in an off-line fluorescent microplate assay. KLK-Sepharose-NHS showed
high recovered activity and maintained the ability to recognize the synthetic substrate
Z-Phe-Arg-AMC. Inhibition studies were performed using leupeptin as a reference
inhibitor to determine inhibitory potency (ICso = 0,13 + 0,01 umol L) and inhibition
mechanism. We also evaluated several complex matrixes (plant crude extract and
microbiological media) to demonstrate the KLK-Sepharose-NHS applicability. This
work also describes the development of an off-line assay based on immobilized KLK
microcolumns (IMER-KLK-Sepharose-NHS) with detection by mass spectrometry.
Using such method, it was possible to determine the optimal conditions of the
enzyme assay and the kinetic parameters (Km = 16,3 + 2,1 umol L) for the
immobilized enzyme, as well as performing the inhibition studies using leupeptin as
standard inhibitor (ICso = 0,89 + 0,12 umol L?). In general, the immobilized enzyme
showed excellent reusability and was able to recognize the standard inhibitor
(leupeptin), demonstrating that the proposed assay models can be applied in the
inhibitors screening. This work also describes the immobilization of human
recombinant COX-2 enzyme in fused silica capillaries and the study of the conditions
of use of bioreactors in online assay methodology by using high performance liquid
chromatography and mass spectrometry.

Keywords: Immobilized enzymes. Ligand screening. Kallikreins. Cyclooxygenase.
Enzyme inhibitors.
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Introducao 9

1. Introducéo

As enzimas desempenham papel fisiologico fundamental nos organismos e
séo consideradas importantes alvos biolégicos para o desenvolvimento de farmacos,
0 que € bem representado pelos varios farmacos em uso clinico que atuam como
inibidores enzimaticos. Os anti-inflamatorios ndo esteroidais como diclofenaco e
ibuprofeno, por exemplo, atuam por inibicdo das enzimas ciclooxigenases (COXs),
enquanto que os inibidores da enzima conversora de angiotensina sao importantes
medicamentos para o tratamento de hipertensdo (CARDOSO; MORAES; CASS,
2009; COPELAND; HARPEL; TUMMINO, 2007; HOLDGATE; MEEK; GRIMLEY,
2017). Assim, a identificacdo de novos compostos que se liguem especificamente a
alvos biologicos e que atuem como inibidores enzimaticos é um passo critico no
desenvolvimento de novos farmacos.

A busca por novos compostos promissores é comumente realizada por
ensaios bioguimicos in-vitro empregando a enzima alvo purificada ou recombinante
para a triagem de inibidores em bibliotecas de compostos sintéticos ou de origem
natural (meios microbiolégicos e extratos de plantas). Tais ensaios referem-se a
utilizacdo de enzimas em solucdo e envolvem métodos colorimétricos ou
fluorimétricos, geralmente utilizando o formato multi-pocos (ALDEWACHI et al.,
2021; CARDOSO; MORAES; CASS, 2009). Os ensaios de triagem de alto
desempenho (HTS, do inglés high-throughput screening) permitem a andlise de um
grande numero de compostos contra a enzima alvo através de ensaios
miniaturizados e automatizados (FERREIRA; GLAUCIUS; ANDRICOPULO, 2011,
HUGHES et al., 2011; SZYMANSKI; MARKOWICZ; MIKICIUK-OLASIK, 2012).
Embora amplamente difundidos, o uso destes ensaios em solu¢do envolve algumas
limitacdes, principalmente com relagdo a baixa estabilidade e o alto custo de
purificacdo das enzimas alvo. Além disso, muitos ensaios de triagem sé&o realizados
através de meétodos indiretos de analise, 0 que promove a ocorréncia de falsos
positivos, especialmente ao se trabalhar com misturas complexas de compostos
(CARDOSO; MORAES; CASS, 2009; TRINDADE XIMENES et al., 2021).

Analises por espectrometria de massa (MS, do inglés mass spectrometry)
também tém sido aplicadas como um método de deteccédo alternativo na triagem de
novos compostos inibitorios. Nesse contexto, varios grupos tém descrito estudos

envolvendo reacdes enzimaticas em solucdo, seguido por analises por MS para a
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avaliacdo da atividade enzimatica (BURKHARDT et al., 2015; CAO et al., 2011,
DO AMARAL et al., 2019; LIU et al., 2014; XU; LIU; GUAN, 2017; ZHU et al., 2014).
No entanto, como desvantagem, esses sistemas exigem aliquotas de enzimas
frescas para cada analise, 0 que torna esses ensaios utilizando enzimas em solugéo
uma etapa pouco viavel para triagem de alto desempenho.

Nos Ultimos anos, grande interesse tem sido direcionado para
desenvolvimento e a aplicacdo de novos ensaios de triagem que permitam a
descoberta e identificacdo de moléculas bioativas de uma maneira mais rapida e
mais eficiente. Nesse contexto, 0s ensaios baseados em enzimas imobilizadas tém
se destacado como uma ferramenta promissora para a triagem de ligantes (DE
MORAES; CARDOSO; CASS, 2019; GUO et al., 2019; TRINDADE XIMENES et al.,
2021; WOUTERS et al., 2021). Em comparacdo com as enzimas livres em solucéo,
as enzimas imobilizadas sdo mais robustas e mais resistentes as mudancas
reacionais, e sdo facilmente separadas da mistura reacional, permitindo a sua
recuperacdo e reutlizacdo em varios ciclos de reacdo (CARDOSO; MORAES;
CASS, 2009; HOMAEI et al., 2013; MOHAMAD et al., 2015). Além disso, as enzimas
imobilizadas permitem uma variedade de formatos de ensaios e podem ser utilizadas
em reatores de processo continuo em ensaios em fluxo para a triagem rapida de
novos ligantes para a enzima alvo (DE MORAES; CARDOSO; CASS, 2019; DE
SIMONE et al., 2019; FANG et al., 2012; WOUTERS et al., 2021).

Considerando a importancia desta tematica, as enzimas alvo selecionadas
para esse trabalho foram as COX e calicreinas (KLKs, do inglés kallikreins). Essas
enzimas desempenham um papel importante na fisiologia humana e estdo
relacionadas a varias condi¢cdes patologicas, e por isso, sdo consideradas alvos
atrativos para a busca de novos compostos que sejam candidatos a farmacos
(PRASSAS et al., 2015; REGULSKI et al., 2016). Neste trabalho apresentamos os
estudos de condi¢des de utilizacdo das enzimas COX e KLK imobilizadas em novas

metodologias de ensaio para serem aplicadas na triagem de inibidores.
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2. Reviséo bibliografica

2.1.Calicreinas teciduais humanas

As proteases ou peptidases s80 enzimas responsaveis por catalisar a
hidrolise das ligacfes peptidicas presentes em proteinas e sédo divididas de acordo
com seus mecanismos de catélise em: serina proteases, cisteina protease, aspartica
protease, treonina protease e metaloproteases (DRAG; SALVESEN, 2010; YOUSEF,;
DIAMANDIS, 2003). Dentre elas, destacam-se as serina proteases, que representam
mais de um terco das proteases humanas, e estdo envolvidas em diversos
processos fisiologicos incluindo a digestdo, a coagulacdo sanguinea, a resposta
imune, entre outros (SOUALMIA; EL AMRI, 2018; YOUSEF; DIAMANDIS, 2003). A
desregulacdo destas enzimas esta, portanto, envolvida em uma ampla variedade de
patologias e sdo consideradas alvos biol6gicos muito atraentes para a identificacéo
de compostos que possam modular sua atividade (DRAG; SALVESEN, 2010;
SOUALMIA; EL AMRI, 2018).

As KLKs teciduais humanas compreendem uma familia de quinze serina
proteases que sao expressas em varios tecidos do corpo humano, incluindo a pele,
0S rins, 0 pancreas, a prostata, as mamas e o sistema nervoso central, e estdo
envolvidas nos mecanismos regulatérios de muitos processos biolégicos (KRYZA et
al., 2016; PRASSAS et al., 2015; STEFANINI et al., 2015). A primeira KLK tecidual
descrita foi denominada KLK1 e as quatorze restantes sdo chamadas de peptidases
relacionadas a calicreina (KLK2-KLK15) (KALINSKA et al., 2016; PRASSAS et al.,
2015; SOUALMIA; EL AMRI, 2018).

As KLKs sdo enzimas de cadeia Unica composta de 244 — 253 residuos de
aminoacidos, compartilham cerca de 40% de identidade e possuem estruturas
tridimensionais semelhantes (Figura 1) (KALINSKA et al., 2016; SOTIROPOULOU;
PAMPALAKIS; DIAMANDIS, 2009; STEFANINI et al., 2015). As KLKs séao
sintetizadas na forma de precursores inativos (zimogénios) chamados de pre-pro-
KLKs, que sdo secretados para o meio extracelular apos a remocao proteolitica do
peptideo sinal (pre-peptideo). A pro-KLK é, entdo, ativada extracelularmente pela
remocao proteolitica do pro-peptideo, por autocatélise ou pela acdo de outras
proteases, formando a KLK madura e ativa (KALINSKA et al., 2016; MELLA et al.,
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2020; PRASSAS et al., 2015; SOTIROPOULOU; PAMPALAKIS; DIAMANDIS, 2009;
STEFANINI et al., 2015).

Figura 1. Estrutura tridimensional de diferentes KLKs.
Representac@o em cartoon da KLK1 (verde; PDB: 1SPJ), KLK3 (cinza, PDB: 2ZCL), KLK5 (vermelho;
PDB: 2PSX), KLK6 (amarelo; PDB: 1L2E) e KLK7 (azul; PDB: 2QXH).

Fonte: o autor.

Uma vez ativada, as KLKs empregam o mecanismo classico das serinas
proteases (Figura 2). As KLKs apresentam trés aminoacidos no sitio ativo que séo
essenciais para catdlise: His57, Aspl02 e Serl95, com o residuo de histidina
atuando como doador de protons, o residuo de aspartato orientando o anel
imidazdlico da His57, e o residuo de serina atuando como um nucleéfilo (PRASSAS
et al.,, 2015). Estes trés residuos interagem entre si por meio de ligacdes de

hidrogénio e sdo denominados como triade catalitica.
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Figura 2. Mecanismo geral de reacéo das serina proteases.

O mecanismo das serina proteases pode ser resumido nas etapas de acilacdo seguida por um
processo de desacilacdo. Na etapa de acilagdo, o grupo hidroxila de Ser195 ataca o grupo carbonila
da ligacao peptidica do substrato, formando um intermediario tetraédrico covalente entre a enzima e o
substrato. O intermediario tetraédrico é desfeito com a liberacdo do segmento N-terminal e formacao
do intermediario acil-enzima. Em seguida, na etapa de desacilacdo, uma molécula de agua é
desprotonada e promove o ataque nucleofilico, formando um novo intermediario tetraédrico, que se
desfaz com a liberacéo do segmento C-terminal e a regeneracéo da hidroxila da Ser195.
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Fonte: Adaptado de PODDAR; MAURYA; SAXENA, 2017.

Tradicionalmente, a familia das KLKs é conhecida pelo papel da KLK1 no
sistema calicreina-cinina e pelo uso da KLK3 como biomarcador de cancer de
prostata (PRASSAS et al., 2015; SOUALMIA; EL AMRI, 2018). A partir de diversos
estudos desenvolvidos com essa classe de enzimas, grandes avancos foram feitos
na compreensdo da localizacdo, regulacdo e funcdes fisioldgicas da maioria das
KLKs teciduais (KRYZA et al., 2016; PRASSAS et al., 2015; SOUALMIA; EL AMRI,
2018; STEFANINI et al., 2015). Atualmente, é bem conhecido que as KLK teciduais
humanas estdo envolvidas em diversos processos fisiolégicos como, por exemplo,
descamacdo da pele, liquefagdo do sémen, funcéo renal, plasticidade neuronal e
funcionamento do cérebro. Assim, a expressédo e atividade desreguladas das KLKs
tem sido associada a diversas patologias (KRYZA et al., 2016; MELLA et al., 2020;
PRASSAS et al.,, 2015; SOTIROPOULOU; PAMPALAKIS, 2012; SOUALMIA; EL
AMRI, 2018; STEFANINI et al., 2015).

Nas doencas respiratorias, a KLK1 € considerada como um potencial alvo

terapéutico devido a sua elevada expressao em individuos com asma ou bronquite
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cronica. A KLK1 é responsavel pela liberacdo da cinica Lisil-bradicinina (calidina -
um peptideo composto de dez aminoacidos) a partir da clivagem do cininogénio de
baixo peso molecular, resultando na ativacdo do receptor de bradicinina B2, que
induz a broncoconstricdo das vias aéreas e hipersecrecdo de muco (KALINSKA et
al., 2016; PRASSAS et al., 2015; SOTIROPOULOU; PAMPALAKIS, 2012). Além do
sistema das vias aéreas, a KLK1 medeia papéis cruciais no sistema renal e
cardiovascular (KALINSKA et al., 2016; PRASSAS et al., 2015).

As KLK5 e KLK7 desempenham um papel central no processo de
descamacdo da pele e atuam na degradacao de proteinas adesivas (desmogleina e
desmocolina) na camada mais externa da pele humana (KISHIBE, 2019). Assim,
atividades desreguladas de KLK5 e KLK7 tem sido associadas a doencas da pele
como rosécea, dermatite atépica e psoriase (DE SOUZA et al.,, 2019; KISHIBE,
2019; PRASSAS et al.,, 2015; SOUALMIA; EL AMRI, 2018). Além disso, outros
estudos também relacionaram as KLK5 e KLK7 a Sindrome de Netherton, uma
doenca rara caracterizada por disfuncdo da barreira epidérmica (KISHIBE, 2019;
PRASSAS et al., 2015; SOTIROPOULOU; PAMPALAKIS, 2012).

A desregulacdo das KLKs também tem sido observada em disturbios
neurodegenerativos. A KLK6 € a calicreina mais abundante no sistema nervoso
central, mas sua funcéo fisiolégica no cérebro ainda ndo € completamente
compreendida. Estudos demonstraram niveis alterados de KLK6 no cérebro de
pessoas afetadas pela doenca de Alzheimer, apontando sua funcdo no metabolismo
amildide (DONG et al., 2014; MELLA et al., 2020; YOUSEF; DIAMANDIS, 2003). A
esclerose multipla é um outro exemplo de distlrbio neurodegenerativo em que 0s
niveis de KLK6 s&o alterados. Em pacientes com este distarbio, a KLK6 é
abundantemente expressa e cliva proteinas de mielina, resultando na
desmielinizacdo (DONG et al., 2014; STEFANINI et al., 2015). Por outro lado, o
aumento da expressdo de KLK8 também foi implicado na esquizofrenia, transtorno
bipolar e depressédo (MELLA et al., 2020).

As KLKs também tem sido implicada em casos de cancer como, por exemplo,
em cancer de préstata, cancer de mama, e cancer de ovario (KRYZA et al., 2016;
STEFANINI et al., 2015). Devido a expressao desregulada das KLKs em varios tipos
de cancer, essas enzimas sdo consideradas potenciais biomarcadores tumorais
(FIGUEROA et al., 2018; HONG, 2014; STEFANINI et al., 2015; WANG et al., 2018).

Dentro desse contexto, a mais conhecida é a KLK3, ou antigeno especifico da
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prostata (PSA do inglés prostate-specific antigen), que é utilizada como marcador
para o diagndstico e monitoramento do cancer de prostata (PRASSAS et al., 2015;
SOTIROPOULOU; PAMPALAKIS, 2012). A KLK3/PSA é produzida por células
epiteliais da prostata e € responsavel por degradar as proteinas que formam o
coagulo seminal (seminogelinas | e Il), resultando na liquefacdo do sémen; e niveis
elevados de PSA no sangue sdo observados em pacientes com cancer de préstata
(HONG, 2014; PRASSAS et al., 2015).

O potencial das KLKs como alvos terapéuticos em uma variedade de doencas
tem despertado consideravel interesse na identificacdo de inibidores de KLKs (DE
SOUZA et al., 2019; MURAFUJI et al., 2019; SANTOS et al., 2016; TAN et al., 2015;
TEIXEIRA et al.,, 2011; WALKER et al., 2019). Entretanto, devido a similaridade
estrutural das KLKs, um dos principais desafios € a dificuldade em projetar inibidores
com alta especificidade. Assim, a maioria dos inibidores de KLKs exibem baixa ou

média seletividade contra o seu alvo especifico (PRASSAS et al., 2015).

2.2.Ciclooxigenases

As COXs humanas ou prostaglandina-endoperoxido sintases (EC 1.14.99.1)
sdo enzimas envolvidas na biossintese de mediadores lipidicos chamados de
prostandides (prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos) que estdo envolvidos
em diversos processos fisiologicos e patologicos (ALEXANIAN; SOROKIN, 2017
BHARDWAJ et al., 2017; LI et al., 2020; REGULSKI et al., 2016; ZARGHI; ARFAEI,
2011).

Sabe-se que existem trés isoformas da enzima ciclooxigenase, chamadas de
COX-1, COX-2 e COX-3. A COX-1, a primeira isoforma a ser descoberta, é
classificada como uma enzima constitutiva que é expressa na maioria dos tecidos do
organismo, principalmente no trato gastrointestinal, rins e plaquetas, sendo
responsavel pela producdo de prostaglandinas que controlam 0S processos
fisiolégicos normais, como, por exemplo, a manutencdo da homeostase vascular,
funcdo renal e integridade da mucosa géastrica (BANSAL et al., 2014; BHARDWAJ et
al., 2017; HASSAN et al., 2014; REGULSKI et al., 2016; TEWARI et al., 2014). Em
contraste, a COX-2 €& expressa em niveis muito baixos em tecidos e 6rgaos
saudaveis, mas sua expressdo € rapidamente elevada em resposta a diversos

estimulos proé-inflamatérios, participando na biossintese de prostaglandinas que
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medeiam processos patofisiologicos, tais como dor, inflamacdo, febre e
carcinogénese (BHARDWAJ et al., 2017; HASHEMI GORADEL et al., 2019; LI et al.,
2020; LIU; XU; TAN, 2015; MITCHELL et al., 2021; REGULSKI et al., 2016).
Recentemente descoberta, a isoforma COX-3 (possivelmente uma variante da
COX-1) é expressa principalmente no cortex cerebral e no coracdo, porém sua
funcdo ainda nao é totalmente compreendida (BHARDWAJ et al., 2017; MITCHELL
et al., 2021; REGULSKI et al., 2016).

Estruturalmente, as isoformas COX-1 e COX-2 humanas sdo homodimeros
de 599 e 604 aminoacidos, respectivamente, com peso molecular de
aproximadamente 70 kDa por mondmero. Apresentam cerca de 60% de identidade
na sua sequéncia de aminoacidos e possuem estruturas tridimensionais
semelhantes (Figura 3) (ALEXANIAN; SOROKIN, 2017; BHARDWAJ et al., 2017,
BLOBAUM; MARNETT, 2007; REGULSKI et al., 2016; ROUZER; MARNETT, 2009;
ZARGHI; ARFAEI, 2011). Cada monémero possui trés dominios: um dominio de
ligagdo a membrana composto por uma série de quatro a-hélices anfipaticas que
ancoram a proteina a superficie da membrana; um dominio semelhante ao fator de
crescimento epidérmico (EFG); e o dominio catalitico, que compreende a maior parte
da proteina (representando cerca de 80% da proteina), que contém dois sitios
cataliticos: o sitio ciclooxigenase (um canal hidrofébico no interior da proteina) e o
sitio peroxidase que contém um cofator heme (ALEXANIAN; SOROKIN, 2017;
BLOBAUM; MARNETT, 2007; REGULSKI et al., 2016; ROUZER; MARNETT, 2009;
SMITH; MALKOWSKI, 2019).

Figura 3. Estrutura tridimensional das enzimas COXs.

(A) Representacdo em cartoon do homodimero da COX-2 com o acido araquiddnico (esferas em
amarelo) ligado ao sitio ativo ciclooxigenase e o grupo heme (esferas vermelhas) na base do sitio
ativo peroxidase. (B) Sobreposicdo de COX-1 (azul; PDB: 1CQE) e COX-2 (amarelo; PDB: 3HS5).

Fonte: o autor.
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Apesar destas semelhancas, as isoformas COX-1 e COX-2 apresentam
algumas diferencas estruturais importantes, principalmente no que diz respeito ao
sitio ativo. Nesse contexto, existem trés aminoacidos no sitio ativo da COX-2 que o
distingue da COX-1: Valina na posi¢cédo 523 e 343 (Val523 e Val 343) e Arginina na
posicdo 513 (Arg513). No sitio ativo da COX-1, estes aminoacidos sao substituidos
por Isoleucina (1le523 e lle434) e Histidina (His513) (BHARDWAJ et al., 2017;
BLOBAUM; MARNETT, 2007; KUMMER; COELHO, 2002; REGULSKI et al., 2016;
ZARGHI; ARFAEI, 2011). Estas diferencas contribuem para a ampliagdo em cerca
de 20% do sitio catalitico de COX-2, bem como o aumento da sua hidrofilicidade,
permitindo a COX-2 reconhecer uma variedade maior de substratos em comparacao
com a COX-1 (KUMMER; COELHO, 2002; SMITH; MALKOWSKI, 2019; VECCHIO
et al., 2012).

As enzimas COXs atuam na sintese de prostaglandinas a partir do acido
araquidénico (AA), um acido graxo poli-insaturado de vinte carbonos liberado a partir
de fosfolipidios de membrana pela acdo da enzima fosfolipase Az (Figura 4). Ambas
isoformas sdo enzimas bifuncionais e apresentam dois sitios cataliticos
independentes (ciclooxigenase e peroxidase) que estdo localizados em lados
opostos do dominio catalitico. Apesar de distintos, estes dois sitios sé&o
estruturalmente e funcionalmente interconectados (ALEXANIAN; SOROKIN, 2017,
BLOBAUM; MARNETT, 2007; LUCIDO et al., 2016; WANG; BAI; ZHU, 2010; YANG
et al., 2020; ZARGHI; ARFAEI, 2011). No sitio ciclooxigenase ocorre a conversao do
substrato AA em prostaglandina G2 (PGG2), que € entdo reduzida, no sitio
peroxidase, ao intermediario prostaglandina H2 (PGH2). PGH:z é, entdo, convertida
enzimaticamente por isomerases especificas em outras prostaglandinas (PGDo,
PGE2 e PGF2), prostaciclinas (PGlz) ou tromboxanos (TXAz) (BLOBAUM;
MARNETT, 2007; LIU; XU; TAN, 2015; REGULSKI et al., 2016; SMITH;
MALKOWSKI, 2019).
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Figura 4. Esquema da biossintese de prostaglandinas catalisada pelas enzimas
COXs.

FOSFOLIPIDIOS DE MEMBRANA
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Acido araquidénico

20, | sitiociclooxigenase

COX-1
PGG, — e
COX-2

2e | sitioperoxidase

s

TXA, PGE, PGD, PGF, PGl

Fonte: Adaptado de SMITH; MALKOWSKI, 2019.

As prostaglandinas estao envolvidas em diversos processos fisiopatologicos e
desempenham papel fundamental na geracdo da resposta inflamatoria (JIANG et al.,
2021; RICCIOTTI; FITZGERALD, 2012). A PGE2 € um dos principais mediadores
lipidicos produzidos a partir do AA pela acdo das enzimas COXs (WOOLBRIGHT;
PILBEAM; TAYLOR, 2020). Na inflamacéao, a PGE:z esta envolvida nos processos
que levam aos sinais classicos de inflamacdo: vermelhiddo, inchaco e dor
(RICCIOTTI; FITZGERALD, 2012). Além disso, a PGE2 também participa dos
mecanismos de proliferacdo celular, apoptose e metastase, contribuindo para a
progressédo de varios tipos de cancer como, por exemplo, o cancer de colon, cancer
de mama e cancer de pulmao (HASHEMI GORADEL et al., 2019; REGULSKI et al.,
2016). Neste contexto, a isoforma induzivel COX-2 é a principal responsavel pela
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producdo de prostaglandinas inflamatérias, tornando-se um importante alvo
terapéutico para o desenvolvimento de novos farmacos anti-inflamatorios.

Os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs) constituem uma classe de
farmacos com propriedades analgésica, anti-inflamatéria e antipirética, que séo
utiizados no tratamento em diversas doencas inflamatérias como artrite e
reumatismo, bem como outras doencas associadas a dor e inflamacéo. Entretanto, o
uso prolongado desses farmacos esta associado a efeitos colaterais indesejados,
como Ulcera gastrointestinal, disfuncéo renal e hepatotoxicidade (BANERJEE et al.,
2016; BINDU; MAZUMDER; BANDYOPADHYAY, 2020; FERRER et al., 2018;
TEWARI et al., 2014).

Os AINEs sédo compostos quimicamente distintos que exercem seus efeitos
farmacolégicos pela inibicdo das enzimas COXs, levando a uma diminuicdo na
producdo de prostaglandinas (BINDU; MAZUMDER; BANDYOPADHYAY, 2020;
HERMANSON et al., 2014; REGULSKI et al., 2016; SMITH; MALKOWSKI, 2019).
Alguns AINEs como por exemplo, aspirina, ibuprofeno e indometacina (chamados de
AINEs convencionais) sao inibidores ndo seletivos e, portanto, inibem ambas
isoformas COX-1 e COX-2. Apesar da sua eficacia terapéutica, o uso destes
farmacos torna-se limitado devido aos seus efeitos colaterais comuns,
principalmente pelo surgimento de Ulcera gastrointestinal. (BHARDWAJ et al., 2017,
FERRER et al., 2018; TEWARI et al., 2014). A toxicidade gastrointestinal associada
ao uso dos AINEs convencionais € atribuida a inibicdo da isoforma constitutiva
COX-1, uma vez que essa isoforma esta envolvida na producdo de prostaglandinas
gastroprotetoras (FERRER et al., 2018; REGULSKI et al., 2016).

Com base no pressuposto de que a inibicdo seletiva da COX-2 poderia
reduzir os efeitos colaterais dos AINEs convencionais, foi desenvolvida uma nova
geracdo de AINEs chamados de coxibes (celecoxibe, rofecoxibe, parecoxibe,
valdecoxibe) (FERRER et al., 2018; GARRET A. FITZGERALD; CARLO PATRONO,
2001; GIERSE et al., 2005, REGULSKI et al, 2016). A chave para o
desenvolvimento dos novos AINEs foi a descoberta das diferencas estruturais entre
as duas isoformas das COXs: ampliacéo do sitio ativo da COX-2 em relagdo ao da
COX-1 e o aumento da sua hidrofilicidade (FERRER et al., 2018; MONTE et al.,
2015; TEWARI et al., 2014). Deste modo, a concepcdo de novos farmacos
concentrou-se em moléculas maiores e com impedimento estérico, evitando que o

inibidor formasse interacdes indesejadas com a COX-1 (REGULSKI et al., 2016). No
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entanto, apesar de seletivos a isoforma COX-2, o uso prolongado destes farmacos
foi associado ao aumento do risco de eventos cardiovasculares, incluindo ataque
cardiaco ou acidente vascular cerebral, o que levou a remoc¢do de alguns desses
farmacos do mercado (BANERJEE et al., 2016; BANSAL et al., 2014; FERRER et
al., 2018; MITCHELL et al., 2021; RAYAR et al., 2018). Assim, atualmente, ha um
grande interesse na descoberta de novos compostos que atuem de forma seletiva e
segura na inibicdo da COX-2 e que possam contribuir para o desenvolvimento de
novos farmacos (ABDELALL; KAMEL, 2016; BAI et al.,, 2021; BANERJEE et al.,
2016; BANSAL et al., 2014; BHARDWAJ et al.,, 2017; CONSALVI et al., 2016;
RAYAR et al., 2018; SAVJANI et al., 2017).

2.3.Ensaios enzimaticos para triagem de inibidores de KLK e COX

Os ensaios enzimaticos sdo métodos fundamentais para a identificacdo de
novos inibidores enzimaticos. Em relagdo as enzimas KLKs, a triagem de inibidores
€ comumente realizada por meio de ensaios fluorimétricos empregando substratos
peptidicos sintéticos (ARAMA et al., 2015; DE SOUZA et al., 2019; SANTOS et al.,
2016; TAN et al., 2015). Ja os ensaios de inibicdo de COXs podem ser realizados
através de diferentes métodos. Os mais utilizados sdo ensaios colorimétricos ou
fluorimétricos baseados na oxidacdo de co-substratos durante a reducédo de PGG: a
PGH:2 no sitio peroxidase (BANERJEE et al.,, 2016; BANSAL et al., 2014;
BHARDWAJ et al., 2017; PETROVIC; MURRAY, 2010; SAVJANI et al., 2017). A
guantificacdo de prostaglandinas por meio de ensaios de imunoabsorcéo enzimatica
(ELISA do inglés enzyme linked immunosorbent assay) também é bastante
empregada para triagem de novos inibidores de COXs (ALANAZI et al.,, 2015;
CONSALVI et al., 2016; CUENDET et al., 2006; RAYAR et al., 2018).

Apesar de disponiveis, estes ensaios apresentam certas desvantagens,
principalmente no que diz respeito a baixa estabilidade e alto custo das enzimas
alvo, como é o caso das enzimas KLK e COX humanas, limitando a sua aplicacéo
em ensaios de triagem. Além disso, a determinacéo de atividade COX estimando-se
a producdo de prostaglandinas por ELISA, por exemplo, requer longas etapas de
incubacéo, tornando a técnica dispendiosa e morosa. Ja 0 ensaio de oxidacdo de

co-substrato peroxidase ndo mede diretamente a atividade da COX e pode ser
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ineficiente quando o inibidor a ser testado € um antioxidante, resultando em falso-
positivos (CAO et al., 2011).

Nesse contexto, novas abordagens tém sido desenvolvidas para a triagem de
inibidores de COX, como por exemplo, a determinacdo da atividade COX por
quantificacdo de PGE:2 por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas (LC-MS do inglés liquid chromatography-mass spectrometry), o que
proporciona ensaios mais rapidos e sensiveis (CAO et al., 2011; ZHU et al., 2014).
Em outros trabalhos foram reportados novas metodologias para triagem de ligantes
de COX-2 em amostras complexas de extratos de plantas, empregando ensaios de
bioafinidade por ultrafiltracdo (CHEN et al., 2018; HUAI et al., 2019; JIAO et al.,
2019; ZHANG et al., 2021). Neste processo, a enzima alvo é misturada com o
extrato de interesse, e 0s compostos que ndo apresentam qualquer interagdo com a
biomolécula sdo removidos do meio por ultrafiltracdo, enquanto os ligantes
capturados pela enzima sdo avaliados via LC-MS/MS. No entanto, estes ensaios
também se referem a utilizacdo de enzimas em solucdo, necessitando de novas
aliquotas de enzimas a cada analise.

Assim, para superar as limitacdes dos ensaios existentes, novas abordagens
tém sido desenvolvidas, como por exemplo, o uso de enzimas imobilizadas. Nesse
contexto, 0s ensaios baseados em enzimas imobilizadas tém se destacado como
uma alternativa promissora aos ensaios de triagem convencionais (DE MORAES;
CARDOSO; CASS, 2019; DE SIMONE et al.,, 2019; FU et al., 2019; TRINDADE
XIMENES et al., 2021; ZHUO et al., 2016).

2.4. Imobilizagdo de enzimas

A imobilizacdo de enzimas refere-se ao processo pelo qual as enzimas séo
fixadas a um suporte sélido, criando um sistema heterogéneo de enzimas
imobilizadas chamados de biorreatores ou IMERs (do inglés immobilized enzyme
reactors) (HOMAEI et al., 2013). Em comparacédo as enzimas livres em solucéo, a
utilizacdo das enzimas imobilizadas apresenta diversas vantagens, como por
exemplo, o aumento da estabilidade da enzima em relacdo a temperatura, presenca
de solventes orgéanicos e variacdo de pH sem perda consideravel da atividade
catalitica (CARDOSO; MORAES; CASS, 2009; HOMAEI et al., 2013; MOHAMAD et
al., 2015). Além disso, os sistemas heterogéneos de enzimas imobilizadas permitem
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a facil recuperacdo e reutilizacdo das enzimas em varios ciclos de reacao,
representando uma economia significativa em processos que requerem enzimas
caras (DE MORAES; CARDOSO; CASS, 2019; HOMAEI et al., 2013; MOHAMAD et
al., 2015). Deste modo, a técnica de imobilizacdo enzimatica tém sido amplamente
empregada nas mais diversas areas de pesquisa, como por exemplo, na producéo
de biocombustiveis, na area de alimentos, na degradacéo de corantes, bem como na
area médica para diagnésticos de doencas e pesquisa por novos farmacos, entre
outras (BASSO; SERBAN, 2019; HOMAEI et al., 2013).

A selecdo do método de imobilizacdo adequado é uma parte muito importante
do processo de imobilizacdo da enzima alvo. As enzimas podem ser imobilizadas
por diferentes métodos, tais como a imobilizacdo por ligagdo ao suporte (ligacdes
covalentes e ndo-covalentes), confinamento em matriz porosa, e intercruzamento
(Figura 5). Os diferentes métodos de imobilizacdo baseiam-se nos diferentes tipos
de ligacdes e/ou interacBes que podem ser feitas entre a biomolécula e o suporte
(FURLANI et al., 2020; GUISAN, 2006; SHELDON; PELT, 2013).

Figura 5 - Esquema representativo dos métodos de imobilizacdo de enzimas.
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Fonte: o autor.

A imobilizacdo por ligacédo covalente € amplamente utilizada para a producéo
de IMERs (DE MORAES; CARDOSO; CASS, 2019; DE SIMONE et al.,, 2019;
TRINDADE XIMENES et al., 2021). E considerada como um método de imobilizac&o

irreversivel, no qual a enzima é fixada a um suporte soélido através da reacao
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quimica entre os grupos funcionais presentes na superficie do suporte com o0s
grupos funcionais das cadeias laterais dos aminoacidos da enzima, tais como lisina
(grupo amino), cisteina (grupo tiol), &cido aspartico e &cido glutdmico (grupo
carboxilico) (CARDOSO; MORAES; CASS, 2009; FURLANI et al., 2020; MOHAMAD
et al., 2015). Este método apresenta como principal vantagem a elevada
estabilidade dos biorreatores preparados devido a forte ligacdo entre enzima e
suporte, evitando assim, a perda da enzima durante a sua utilizacéo.

Os métodos ndo-covalentes tais como, adsorcéo fisica e ibnica, baseiam-se
nas interacdes fracas (forcas de van der Waals e interacdes eletrostaticas) entre a
biomolécula e o suporte, sendo, portanto, considerados como métodos reversiveis
(JESIONOWSKI; ZDARTA; KRAJEWSKA, 2014). Proteinas recombinantes contendo
cauda de poli-histidina (his-tag) também podem ser imobilizadas empregando
reagentes de afinidade, como por exemplo, o niquel-acido nitrilotriacético (Ni**-NTA),
através de ligacbes de coordenacdo entre o ion metalico e os aminoacidos de
histidina da porgdo his-tag (DWEVEDI, 2016; HOMAEI et al., 2013). A principal
vantagem é a pequena perturbacdo na conformacgéo da enzima, resultando em uma
alta retencdo da atividade enzimatica apos a imobilizacdo. No entanto, apresenta
como desvantagem um menor tempo de vida util dos biorreatores, uma vez que a
enzima pode ser dessorvida do suporte durante a sua utilizacdo (HOMAEI et al.,
2013; JESIONOWSKI; ZDARTA; KRAJEWSKA, 2014; MOHAMAD et al., 2015).

As enzimas também podem ser imobilizadas pelo método de aprisionamento.
Esta técnica é baseada no aprisionamento da biomolécula em uma matriz polimérica
(poliacrilamida ou silica sol-gel) de forma que a enzima tenha sua mobilidade
dominada pela matriz (imobilizagdo por inclusdo) (HOMAEI et al., 2013; MOHAMAD
et al., 2015; SHELDON; PELT, 2013). A rede polimérica deve apresentar porosidade
controlada a fim de evitar a perda de enzima e, ao mesmo tempo, permitir o livre
movimento do substrato e produtos (CARDOSO; MORAES; CASS, 2009).

Em contraste, a imobilizagdo por intercruzamento ou ligagdo cruzada € livre
de suporte. Neste caso, a imobilizacdo € realizada pela formacdo de ligacdes
cruzadas entre as moléculas de enzima através do uso de reagentes bifuncionais,
como o glutaraldeido, formando uma estrutura tridimensional complexa insollivel ao
meio reacional (DWEVEDI, 2016; MOHAMAD et al., 2015; SHELDON; PELT, 2013).
Apesar de efetivo, este método de imobilizacdo apresenta como principal

desvantagem a perda da atividade enzimatica devido as alterac6es conformacionais
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provocadas pelo processo de imobilizacdo e baixa reprodutibilidade (FURLANI et al.,
2020).

Outro fator muito importante no processo de imobilizagdo da enzima alvo é a
escolha do suporte. Nesse ambito, alguns fatores essenciais devem ser levados em
consideracao, tais como a porosidade, disponibilidade de grupos reativos e baixo
custo de producdo do suporte. Além disso, uma vez que a enzima € devidamente
imobilizada, o material do suporte deve apresentar poucas interacées inespecificas
com os componentes da amostra (ACIKARA, et al.,, 2013; CARDOSO; MORAES;
CASS, 2009; DWEVEDI, 2016).

Uma variedade de suportes encontra-se disponivel comercialmente, entre
estes podemos destacar os polissacarideos (celulose, a dextrana e a agarose),
polimeros sintéticos (poliestireno e poliacrilatos) e materiais inorganicos (silica e
particulas magnéticas) (ACIKARA et al.,, 2013; DATTA; CHRISTENA; RAJARAM,
2013; DWEVEDI, 2016; SHELDON; PELT, 2013; TRINDADE XIMENES et al., 2021).
Os suportes podem ainda ser modificados previamente a imobilizacdo através do
uso de agentes modificadores, tornando possivel a utilizacdo de uma variedade de
suportes com diferentes grupos funcionais (grupos amino, aldeidos ou epoxidos;
trocadores ibnicos; agentes quelantes; etc.) visando a melhoria da interacdo da
enzima-suporte e aumentando a atividade e estabilidade dos biorreatores
preparados (DE MELO et al.,, 2017; VILELA; CARDOSO; MATEO, 2019). Nesse
contexto, suportes de silica ativados com 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) e
glutaraldeido sdo amplamente empregados nos processos de imobilizacdo covalente
de enzimas, devido a simplicidade e eficiéncia de imobilizacao.

A diversidade de métodos e suportes € refletida nos diferentes tipos de
reacdo e configuracdo final dos biorreatores, o0 que gera a necessidade do
desenvolvimento de procedimentos especificos de imobilizacdo para cada proteina.
Assim, a escolha do método de imobilizacdo e do tipo de suporte dependerd,
principalmente, da aplicagdo final da enzima imobilizada, e as vantagens e

desvantagens entre os métodos devem ser consideradas em cada caso especifico.
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2.5.Enzimas imobilizadas e ensaios de triagem de inibidores

Nos ultimos anos, os reatores de enzimas imobilizadas tém sido considerados
como uma ferramenta promissora na busca e identificacdo de novas moléculas
bioativas. Os diferentes métodos de imobilizacdo e a grande variedade de suportes
disponiveis ampliam as possibilidades de utilizacdo das enzimas imobilizadas em
diferentes formatos e configuracdes. Assim, os biorreatores enzimaticos podem ser
utilizados em ensaios de triagem de ligantes nos modos on-line e off-line (DE
MORAES; CARDOSO; CASS, 2019; DE SIMONE et al., 2019; GUO et al., 2019;
TRINDADE XIMENES et al., 2021; WOUTERS et al., 2021).

A abordagem de ensaios off-line abrange os ensaios enzimaticos nos quais a
enzima alvo é covalentemente imobilizada, por exemplo, em suportes como agarose,
particulas magnéticas ou silica mesoporosa. Neste caso, as enzimas imobilizadas
podem ser utilizadas em substituicdo as enzimas livres em condicbes muito
semelhantes aos ensaios convencionais. Apés a etapa de incubacgéo, a enzima pode
ser facilmente separada do meio reacional (por centrifugacéo, filtracdo ou separacéo
magneética) e o sobrenadante ou eluente pode ser analisado pelos varios tipos de
deteccdo UV-Vis, fluorescéncia e MS (LIU; CHEN; SHI, 2017; SHI et al., 2015;
TANG et al., 2019; VILELA; CARDOSO; MATEO, 2019). Apoés etapas de lavagens
adequadas, a enzima recuperada pode, entdo, ser novamente utilizada em novos
ensaios de triagem. Essa alternativa torna-se interessante pois as condi¢cdes do
ensaio podem ser mantidas e apresenta como principal vantagem a possibilidade de
recuperacao e reutilizacdo da enzima em multiplos ensaios de triagem.

Aléem disso, a abordagem de ensaio off-ine € amplamente aplicada nos
ensaios baseados em bioafinidade para a triagem de ligantes em amostras
complexas de produtos naturais (FU et al., 2019; GUO et al., 2019; TRINDADE
XIMENES et al., 2021; ZHUO et al., 2016). Nesse contexto, as particulas magnéticas
tém sido amplamente utilizadas para a imobilizagcdo enzimatica, uma vez que
possuem elevada area superficial, facilidade de modificacdo da superficie, além da
rapida e simples separacdo do meio reacional (DO AMARAL et al., 2021; LIMA et al.,
2020; TRINDADE XIMENES et al., 2021; WUBSHET et al., 2015; ZHANG et al.,
2019). Em outros trabalhos, o suporte comercial de Sepharose (CNBr-Sepharose e
NHS-Sepharose) foi utilizado para imobilizagcdo enzimatica e aplicacdo em estudos
de bioafinidade (DENG; XIA; XIAO, 2014; VILLADONIGA; CANTERA, 2019). Estes
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ensaios representam uma alternativa interessante aos ensaios de bioafinidade que
utilizam enzimas em solucéao.

Os biorreatores enzimaticos também podem ser preparados em formatos de
colunas e utilizados em sistemas de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC,
do inglés high performance liquid chromatography) para ensaios de triagem em fluxo
continuo, denominados de ensaios on-line. Sistemas desse tipo requerem apenas
uma pequena quantidade de amostra por injecao, apresentam alta reprodutibilidade
e sensibilidade de deteccao, permitindo andlises automatizadas e ensaios em fluxo
para a triagem rapida de novos ligantes para a enzima alvo (CARDOSO; MORAES;
CASS, 2009; DE MORAES; CARDOSO; CASS, 2019; DE SIMONE et al., 2019;
FANG et al., 2012).

Nos ensaios on-line, os biorreatores enziméticos podem ser utilizados
acoplados a sistemas cromatograficos em diferentes configuragcbes como
pré-coluna, pos-coluna ou até mesmo como a coluna do sistema cromatografico
(DE MORAES; CARDOSO; CASS, 2019; DE SIMONE et al., 2019; WOUTERS et al.,
2021) (Figura 6).

Figura 6. Representacdo esquematica das diferentes configuracdes de uso dos
IMERs em sistemas em fluxo continuo.
A)

Bomba 1 —(X) IMER Detector

injetor

Bomba 2
B)
Bomba 1 —(X) IMER X) Coluna analitica }— Detector
injetor valvula
de desvio
Q) Bomba 2
Bomba 1 —@—4 Coluna analitica &4 IMER Detector
injetor valvula

de desvio

Fonte: Adaptado de CARDOSO; MORAES, 2009.
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Os IMERs podem ser usados em sistemas de HPLC acoplados aos diferentes
sistemas de deteccdo, como UV-vis, fluorescéncia e MS (Figura 6A). Nesta
configuragéo, os experimentos de triagem séo realizados em fluxo através da injecao
de aliquotas da mistura reacional (contendo o substrato e o candidato a inibidor), e a
porcentagem de inibicdo é calculada com base nos valores da area do pico do
produto obtido na presenca e na auséncia do inibidor testado (DA SILVA et al., 2013;
VANZOLINI et al., 2013; VILELA; CARDOSO, 2017). Os IMERs também podem
ainda ser acoplados a colunas analiticas e utilizados em ensaios on-line
bidimensionais através do uso de valvulas de desvio (Figura 6B e 6C). Quando
utilizado como pré-coluna, os compostos provenientes da catalise enzimatica do
IMER séo transferidos diretamente para a coluna analitica, onde o0 excesso de
substrato e o produto formado sdo separados na coluna analitica (CALIL et al., 2016;
CORNELIO et al., 2018; LIMA et al., 2019). Em anélises em que o IMER ¢é utilizado
como poés-coluna os analitos da amostra sdo inicialmente separados na coluna
analitica e, em seguida, os compostos de interesse sdo transferidos para o
biorreator, onde a atividade inibitéria é avaliada (YUAN et al., 2020). Essa estratégia
de ensaio se torna interessante para a avaliacdo bioldégica de amostras complexas
como extrato de plantas, por exemplo. Desta forma a triagem de inibidores pode ser
feita de forma rapida e com uma quantidade pequena de amostra.

A imobilizagdo por ligacdo covalente € o meétodo de imobilizacdo mais
utilizado na producdo de IMERs para aplicagcdo em ensaios on-line, uma vez que
previne o fenbmeno de dessorcdo da enzima durante o uso em fluxo no sistema
cromatografico e proporciona um maior tempo de vida util dos biorreatores
preparados (CARDOSO; MORAES; CASS, 2009; DE SIMONE et al., 2019). Em
relacdo aos suportes, o material do suporte sélido deve ser mecanicamente e
guimicamente estavel, e possuir uma baixa-pressédo de volta no sistema de HPLC.
Os suportes mais utilizados incluem os capilares tubulares abertos de silica fundida
e 0s suportes de materiais monoliticos (de silica ou polimeros orgéanicos) como 0s
discos monoliticos de material polimérico macroporoso (nome comercial: CIM® disk
monolithic column) (DE MORAES; CARDOSO; CASS, 2019; DE SIMONE et al.,
2019).

Para o desenvolvimento de uma metodologia de ensaio on-line com enzima
imobilizada, alguns fatores importantes devem ser levados em consideragéo, como,

por exemplo, a composicdo da fase movel (porcentagem de solvente organico,
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solucdo tampéo e aditivos), a vazéao utilizada e o tempo de reacdo. As condicdes
utilizadas devem ser favoraveis as enzimas, mas também devem ser compativeis ao
tipo de detecgdo. No que diz respeito aos ensaios acopalados a MS, por exemplo,
torna-se necessaria a utilizacdo de tampdes volateis, resultando em condi¢des néo
fisiologicas (BURKHARDT et al., 2015). Devido a modificacdo das condicbes dos
ensaios convencionais, todos esses parametros devem ser criteriosamente
avaliados durante o desenvolvimento do ensaio.

A utilizagéo de enzimas imobilizadas tem se mostrado, portanto, como uma
ferramenta eficiente para triagem de novos inibidores enzimaticos. Em relacédo as
enzimas COX, Shi e colaboradores reportaram a imobilizacdo a enzima COX-2 em
suporte de silica pelo método de ligacao covalente via amino-glutaraldeido, porém, a
enzima imobilizada néo foi aplicada em ensaios de triagem de inibidores (SHI et al.,
2015). Em outros trabalhos, a enzima COX-2 foi imobilizada em particulas
magnéticas funcionalizadas utilizando diferentes métodos de imobilizacao, incluindo
a imobilizacdo covalente via amino-glutaraldeido (DENG et al., 2014; HOU et al.,
2019), imobilizacdo por afinidade com ions Ni?** e imobilizagcdo covalente via
polidopamina (HOU et al., 2019). Nestes trabalhos a imobilizacdo foi efetiva e a
enzima imobilizada foi utilizada com sucesso em ensaios de bioafinidade do tipo
ligand-fishing (pesca de ligantes) para a triagem de ligantes de COX-2 em amostras
complexas de extratos de plantas. No entanto, vale destacar que os ensaios de
atividade inibitéria dos compostos ativos foram realizados empregando a enzima
livre em solucédo por meio de ensaios colorimétricos ou fluoriméricos convencionais.
J4 em relacdo as enzimas KLKs, um método inédito com a sua imobilizacdo e
aplicacdo na triagem de inibidores foi publicado recentemente (CARVALHO et al.,
2021). Este trabalho faz parte desta tese de doutorado.
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3. Objetivos

Os objetivos principais deste trabalho foram:

l. Estudo de condi¢des de imobilizacdo das enzimas COX-2 humana e KLK
pancreatica de porco em capilar de silica fundida e em matriz de

Sepharose, respectivamente.

Il. Desenvolvimento de ensaios off-line e on-line baseados em enzimas
imobilizadas para o monitoramento da atividade enzimatica de COX-2 e
KLK.

Il. Avaliacdo do potencial de aplicacdo de KLK imobilizada na triagem de
inibidores em cole¢des de amostras sintéticas e de origem natural (meios

microbiolégicos e extratos de plantas).
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4. Conclusao — PARTE |

A enzima KLK pancreatica de porco foi imobilizada com sucesso em suporte
de Sepharose-NHS. O método de imobilizacdo mostrou-se bastante simples e
rapido, envolvendo um pequeno numero de etapas, e a enzima imobilizada

exibiu alta atividade recuperada.

A enzima KLK imobilizada foi empregada em diferentes metodologias de
ensaio off-line: ensaio em formato multi-pocos com deteccdo por
fluorescéncia e ensaio baseado em microcolunas de KLK imobilizada com
deteccdo por espectrometria de massas. Em ambos o0s ensaios, a enzima
imobilizada foi capaz de identificar o inibidor de referéncia, leupeptina, e
mostrou-se eficaz na determinacdo da poténcia inibitéria (ICso). Além disso,
0s estudos de triagem realizados com amostras de produtos naturais (extratos
de plantas e meios microbiol6gicos) demonstraram a aplicabilidade do ensaio

proposto.

A KLK imobilizada também apresentou excelente capacidade de reutilizagéo e
estabilidade de armazenamento, o que é uma propriedade valiosa para sua

aplicacdo em ensaios de triagem de inibidores.

Em conjunto, a KLK imobilizada em suporte de Sepharose é uma ferramenta
versétil tornando possivel a sua aplicacdo em ensaios com diferentes
formatos e sistemas de deteccdo. Os estudos apresentados neste trabalho
contribuem para o desenvolvimento de outras metodologias de ensaio, como,
por exemplo, o desenvolvimento de ensaios on-line acoplados a sistemas

LC-MS, bem como metodologias para outras KLKs humanas de interesse.
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5. Conclusdo — PARTE Il

« O sistema de ensaio descrito neste trabalho possibilitou o0 monitoramento da
atividade dos ICERs-huCOXII através de uma metodologia de ensaio on-line

com detecc¢éo por MS.

e A enzima COX-2 humana foi imobilizada de maneira ativa, tanto em suportes

capilares de silica fundida quanto em particulas magnéticas.

e Os |ICERs-COXIl apresentaram baixa estabilidade, afetando a
reprodutibilidade das analises e limitando a sua aplicacdo no ensaio on-line

inicialmente proposto.

o« O processo de auto-inativacdo irreversivel das enzimas COXs durante a
catalise in vitro € um fator crucial e que deve ser levado em consideracao
para o desenvolvimento de metodologias com a enzima imobilizada em

ensaios baseados em atividade.

o Apesar disso, os estudos realizados neste trabalho contribuiram para um
melhor entendimento das condi¢cdes de imobilizacdo da enzima alvo e novas
abordagens podem ser realizadas em trabalhos futuros a fim de melhorar a

estabilidade dos biorreatores de COX-2.
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