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RESUMO 

 

As enzimas são catalisadores altamente eficientes e desempenham um papel crucial na 

manutenção da vida e em diversas reações. No entanto, seu alto custo, baixa estabilidade em 

condições adversas (como presença de solvente orgânico e variações de temperatura e pH) e 

dificuldade de recuperação e reutilização limitam suas aplicações. A imobilização enzimática 

ameniza, ou até mesmo, supera essas limitações, oferecendo maior estabilidade, reutilização e 

facilitando a separação e recuperação após as reações. A imobilização covalente em partículas 

magnéticas (MP) apresenta vantagens adicionais, como alta área superficial e manipulação por 

um campo magnético externo.  

Além disso, a utilização de enzimas imobilizadas na triagem de ligantes permite a 

exposição a condições mais adversas (quando comparado aos ensaios em solução), ampliando 

as possibilidades de identificação de ligantes. A triagem de ligantes é importante porque 

possibilita a identificação de compostos que se ligam seletivamente às enzimas, levando à 

descoberta de inibidores ou ativadores enzimáticos. Isso desempenha um papel fundamental no 

desenvolvimento de terapias direcionadas a doenças causadas por disfunções enzimáticas. No 

caso das calicreínas (KLKs), a descoberta de ligantes é de extrema importância, visto que essas 

enzimas estão presentes em diversos tecidos e fluidos biológicos e suas disfunções estão 

associadas a várias doenças, incluindo cânceres, doenças cardiovasculares, doenças de pele e 

distúrbios neurodegenerativos. 

Neste estudo, um biorreator de KLK de pâncreas de porco imobilizada em MP foi 

desenvolvido como uma ferramenta ativa, estável e útil para a triagem de ligantes, 

representando uma abordagem inédita. Além disso, foi explorada a imobilização da KLK em 

capilares de sílica fundida, resultando na obtenção de KLK-ICERs, também uma inovação. 

Essas abordagens proporcionam avanços significativos na busca por ligantes, com potencial 

para desenvolver terapias relacionadas às KLKs. 

 

Palavras-chave: Imobilização de enzimas; Calicreína; Triagem de ligantes; Pesca de ligantes; 

Partículas magnéticas. 

 



 
 

 
 

ABSTRACT 

 

Enzymes are highly efficient catalysts that play a crucial role in sustaining life and 

facilitating various reactions. However, their high cost, low stability under adverse conditions 

(such as organic solvents and variations in temperature and pH), and challenges in recovery and 

reuse limit their application. Enzyme immobilization mitigates or even overcomes these 

limitations by providing greater stability, reusability, and ease of separation and recovery after 

reactions. Covalent immobilization on magnetic particles (MP) offers additional advantages, 

including high surface area and manipulation through an external magnetic field. 

Furthermore, the use of immobilized enzymes in ligand screening allows exposure to 

more adverse conditions compared to solution-based assays, thereby expanding the possibilities 

for ligand identification. Ligand screening is important as it enables the identification of 

compounds that selectively bind to enzymes, leading to the discovery of enzyme inhibitors or 

activators. This plays a fundamental role in developing therapies targeting diseases caused by 

enzymatic dysfunctions. In the case of kallikreins (KLKs), the discovery of ligands is of utmost 

importance, given that these enzymes are present in various tissues and biological fluids, and 

their dysfunctions are associated with several diseases, including cancers, cardiovascular 

diseases, skin disorders, and neurodegenerative disorders. 

In this study, a porcine pancreatic KLK immobilized in MP bioreactor was developed 

as an active, stable, and useful tool for ligand screening of porcine pancreatic KLK, representing 

a novel approach. Furthermore, the immobilization of KLK on fused silica capillaries, resulting 

in KLK-ICERs, was explored as well, representing another innovation. These approaches 

provide significant advancements in search for ligands, with the potential to develop therapies 

related to KLKs. 

 

Keywords: Enzyme immobilization, Kallikrein, Ligand screening, Ligand fishing, Magnetic 

particles. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 ENZIMAS 

 

As enzimas são macromoléculas proteicas biocatalisadoras extremamente eficientes e 

indispensáveis para a manutenção da vida (KENAKIN, 2022). Elas catalisam a grande maioria 

das reações que ocorrem nas células e são compostas por diversas cadeias peptídicas (SINGH; 

SINGH; PANDEY, 2019). A ação enzimática é altamente dependente das condições do meio, 

como pH, temperatura e força iônica, e geralmente ocorre em condições mais amenas 

comparada com catalisadores químicos (KERMASHA; ESKIN, 2021a) 

Um exemplo notável que evidencia a importância e a eficiência das enzimas é o processo 

de conversão de adenosina em inosina. Sem a catálise enzimática, essa transformação levaria 

aproximadamente 120 anos para ocorrer. No entanto, na presença da enzima adenosina 

desaminase, essa mesma reação é completada em apenas 370 segundos (RUFER, 2021). 

A estrutura das enzimas é composta por uma sequência de aminoácidos ligados por 

ligações peptídicas, formando estruturas secundárias como folhas dobradas (folha  pregueada) 

e hélices (-hélice). A estrutura terciária é formada pelo entrelaçamento das estruturas 

secundárias e mantida por ligações de hidrogênio, ligações iônicas, interações hidrofóbicas e 

ligações dissulfeto. O sítio ativo das enzimas é a parte responsável pela reação catalítica 

(KERMASHA; ESKIN, 2021a; PALMER; BONNER, 2011a). 

A catálise enzimática apresenta diversas vantagens em relação aos catalisadores 

químicos, como alta especificidade e estereosseletividade (SCOTT et al., 2022) e menores 

toxicidade ambiental e fisiológica (KERMASHA; ESKIN, 2021b). Algumas enzimas possuem 

especificidade de grupos químicos, atuando em substratos que contenham esse grupo, enquanto 

outras possuem especificidade absoluta, agindo apenas sobre um único substrato (PALMER; 

BONNER, 2011b). 

Além de desempenharem um papel fundamental nos organismos, as enzimas têm ampla 

utilização em diversas aplicações, como pesquisas científicas (BATTELLI et al., 2023), 

tratamento de água (WANG et al., 2023), biorremediação (SOMU et al., 2022), diagnósticos 

clínicos (MALIK; PUNDIR, 2002) e em diversos setores industriais (GAUTAM et al., 2023; 

MADENDE; MADENDE, 2023; SUTAY KOCABAŞ; LYNE; USTUNOL, 2022). Além 

disso, as enzimas são importantes alvos no desenvolvimento de fármacos (RUFER, 2021). 

No entanto, a utilização de enzimas apresenta algumas desvantagens, como a baixa 

estabilidade em condições operacionais específicas, como altas temperaturas, variações de pH 
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e presença de solventes orgânicos, além da dificuldade de recuperação e reutilização. Contudo, 

essas limitações podem ser amenizadas, ou até mesmo superadas, por meio da imobilização 

enzimática (KERMASHA; GILL, 2021; MOHAMAD et al., 2015; SOMU et al., 2022). 

 

1.2 MODULADORES ENZIMÁTICOS: INIBIDORES E ATIVADORES 

1.2.1 Inibidores enzimáticos 

1.2.1.1 Importância dos inibidores enzimáticos no desenvolvimento de fármacos 

 

Embora as enzimas sejam essenciais para a existência da vida, em vários casos, elas 

podem apresentar expressão desregulada e estar relacionadas a diversas doenças. Por isso, elas 

são importantes alvos no desenvolvimento de fármacos (COPELAND, 2013). A principal 

abordagem no desenvolvimento desses fármacos é a inibição enzimática (KENAKIN, 2017). 

Um exemplo de fármaco que tem como alvo enzimas humanas é o lapatinibe, um inibidor de 

tirosina quinase utilizado no tratamento de câncer de mama avançado ou metastático com 

superexpressão da proteína HER2 (TRIDENTE, 2017). 

Além disso, diversos fármacos atuam inibindo enzimas essenciais para a vida de agentes 

patógenos, como bactérias, fungos, vírus e parasitas. Por exemplo, os fármacos atazanavir, 

darunavir, lopinavir e tipranavir são antirretrovirais inibidores de protease administrados no 

tratamento da infecção pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV) (DUBEY, 2017). 

Os inibidores enzimáticos despertam interesse na pesquisa de desenvolvimento de 

fármacos, impulsionados pela importância das enzimas nos organismos, suas relações com 

patologias e sua suscetibilidade à inibição por moléculas de baixo peso molecular 

(COPELAND, 2013; KENAKIN, 2022).Uma fonte rica de fármacos são as plantas medicinais, 

que incluem os inibidores enzimáticos (MUKHERJEE et al., 2020). Um exemplo notável é a 

aspirina, derivada da salicilina encontrada no salgueiro branco. A salicilina foi quimicamente 

modificada para produzir o ácido salicílico, que serviu como base para o desenvolvimento da 

aspirina (GRIPPE, 2016). A aspirina possui como princípio ativo o ácido acetilsalicílico que 

atua inibindo a enzima ciclooxigenase (KENAKIN, 2017). Essa descoberta destaca o potencial 

das plantas medicinais como fonte de inibidores enzimáticos para o desenvolvimento de 

fármacos. 
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1.2.1.2 Tipos de inibição enzimática 

 

As enzimas são proteínas sensíveis e possuem uma flexibilidade conformacional sutil, 

o que as torna suscetíveis à modulação de sua atividade por meio de diversas condições 

ambientais ou ligantes inibidores (PUNEKAR, 2018). Os inibidores enzimáticos são compostos 

capazes de reduzir (inibidores parciais) ou interromper completamente a atividade catalítica de 

uma enzima (inibidores lineares) ao interagir com a enzima livre (E), o complexo enzima-

substrato (ES) ou ambos (CORNISH-BOWDEN, 1979). 

Os inibidores enzimáticos podem ser classificados como irreversíveis ou reversíveis. Na 

inibição irreversível, os inibidores não se dissociam ou se dissociam de forma muito lenta da 

enzima. Eles podem se ligar covalentemente a grupos funcionais essenciais para a atividade 

enzimática ou induzir uma alteração conformacional na enzima, formando um complexo 

altamente estável. Por outro lado, na inibição enzimática reversível, a atividade catalítica da 

enzima pode ser restaurada ao remover o inibidor do sistema (KENAKIN, 2017). Dentre os 

tipos de inibição reversível, destacam-se a inibição competitiva, incompetitiva, mista e não 

competitiva (NELSON; COX, 2014). 

Na inibição competitiva, o inibidor se liga ao sítio ativo da enzima, impedindo a 

formação do complexo ES. Muitos inibidores competitivos possuem uma estrutura semelhante 

à do substrato, formando um complexo enzima-inibidor (EI), mas não são catalisados 

(NELSON; COX, 2014).  

Já na inibição enzimática incompetitiva, o inibidor se liga exclusivamente ao complexo 

ES (BUKER; BORIACK-SJODIN; COPELAND, 2019). Nesse caso, a ligação entre o 

substrato e a enzima cria o sítio de ligação para o inibidor. Ou seja, somente quando o substrato 

está ligado à enzima é que o inibidor pode se unir ao complexo formado (BERG et al., 2015). 

Na inibição mista, o inibidor apresenta afinidade tanto pela E quanto pelo complexo ES. 

Essas afinidades não são iguais, e o inibidor pode se ligar tanto à E quanto ao complexo ES 

(BERG et al., 2015). Esse tipo de inibição ocorre em um local alostérico da enzima. Um caso 

especial dessa inibição é a inibição não competitiva, que ocorre quando o inibidor possui a 

mesma afinidade tanto pela E quanto pelo complexo ES (BUKER; BORIACK-SJODIN; 

COPELAND, 2019). No entanto, esse tipo de inibição é raramente observado 

experimentalmente (NELSON; COX, 2014). As representações das inibições enzimáticas estão 

apresentadas na Figura 1.  
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Figura 1 - Tipos de inibição enzimática 

 

Fonte: Autora, 2023 

 

1.2.2 Ativadores enzimáticos 

 

Os ativadores enzimáticos são capazes de aumentar a capacidade catalítica das enzimas, 

desempenhando um papel fundamental na regulação da atividade enzimática e na manutenção 

do equilíbrio metabólico dentro das células (NELSON; COX, 2014; PALMER; BONNER, 

2011c). Existem diferentes mecanismos pelos quais os ativadores enzimáticos atuam. 

Um exemplo de ativação enzimática por ligação direta é a ativação da tripsina pelo 

tripsinogênio. O tripsinogênio, uma forma inativa da tripsina, se liga diretamente à tripsina, 

causando uma mudança em sua estrutura. Isso leva à clivagem do tripsinogênio e à formação 

da tripsina ativa, permitindo que ela desempenhe suas funções no processo de digestão de 

proteínas (GARCÍA-MORENO et al., 1991). 

Outros ativadores atuam por modulação alostérica, ligando-se a sítios regulatórios 

específicos na enzima e induzindo mudanças conformacionais que aumentam sua atividade 
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(KENAKIN, 2017). Um exemplo disso é a regulação alostérica da piruvato carboxilase pela 

acetil-CoA, que aumenta sua atividade na manutenção da homeostase metabólica (CHAI et al., 

2022). 

Além disso, existem ativadores que promovem modificações covalentes na enzima, 

adicionando grupos químicos que ampliam sua atividade. Um exemplo é a fosforilação da 

glicogênio-fosforilase muscular pela fosforilase-cinase, resultando em sua ativação e aumento 

da degradação do glicogênio (NELSON; COX, 2014). 

A ativação enzimática tem sido explorada em diversas pesquisas científicas, incluindo 

aplicações na indústria petroquímica (AYALA; TORRES, 2004), tratamento anticâncer (LIU 

et al., 2023) e complicações metabólicas induzidas por Covid-19 (CHEN et al., 2022). 

Um exemplo de fármaco que utiliza ativadores enzimáticos é o Tenecteplase, usado no 

tratamento de ataques cardíacos e acidentes vasculares cerebrais (AVCs). O Tenecteplase atua 

convertendo o plasminogênio em plasmina, uma enzima responsável pela dissolução de 

coágulos sanguíneos associados a essas condições (MURPHY et al., 2023). 

 

1.3 IMOBILIZAÇÃO DE ENZIMAS 

 

A imobilização enzimática é um processo que envolve a fixação de enzimas em suportes 

sólidos, permitindo sua reutilização em múltiplas reações (BRENA; GONZÁLEZ-POMBO; 

BATISTA-VIERA, 2013). Essa tecnologia já é empregada na biocatálise de fluxo (ROMERO-

FERNÁNDEZ; PARADISI, 2020) e tem despertado crescente interesse em sua aplicação em 

larga escala em diversos outros setores, incluindo a produção de biodiesel e bioetanol  

(FEDERSEL; MOODY; TAYLOR, 2021).  

A imobilização enzimática apresenta diversas vantagens em relação aos ensaios 

utilizando enzimas livres. Uma das principais vantagens é a melhoria na estabilidade e vida útil 

das enzimas. A imobilização confere às enzimas uma maior estabilidade a condições adversas, 

como mudanças de temperatura, variações de pH e presença de solventes orgânicos e 

contaminantes, o que aumenta sua resistência e prolonga sua atividade catalítica (CAO, 2005a). 

Outra vantagem é a facilidade de recuperação e reutilização das enzimas imobilizadas. 

Ao contrário das enzimas livres, que geralmente são perdidas ou necessitam de etapas 

complexas de separação e purificação, as enzimas imobilizadas podem ser facilmente 

recuperadas do sistema, permitindo sua reutilização em múltiplas reações. Isso reduz os custos 

e o tempo de produção, tornando a imobilização enzimática uma opção mais econômica e 
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eficiente (BRENA; GONZÁLEZ-POMBO; BATISTA-VIERA, 2013). Existem diversos 

métodos de imobilização, cada um com suas próprias vantagens e desvantagens. 

A imobilização por adsorção física é um método simples e reversível de imobilização, 

onde as enzimas se ligam ao suporte sólido por meio de interações não covalentes, como 

interações iônicas, interações hidrofóbicas, pontes de hidrogênio e forças de Van der Waals 

(CAO, 2005b). A principal desvantagem do método é que a ligação fraca entre as enzimas e o 

suporte pode resultar em lixiviação das proteínas ao longo do tempo (ATTIQUE et al., 2023). 

A imobilização por encapsulamento consiste na inclusão das enzimas em matrizes 

poliméricas. Esse método de imobilização é eficaz em evitar alterações na estrutura da enzima 

(LAU; YIU, 2022) e oferece uma proteção efetiva contra fatores externos, aumentando sua 

estabilidade. No entanto, é importante destacar que a difusão restrita do substrato e dos produtos 

pode limitar a aplicação desse método (ZDARTA et al., 2018). 

A imobilização por aprisionamento é um método que consiste na oclusão de enzimas 

dentro de uma rede polimérica, permitindo a passagem do substrato e dos produtos. Essa técnica 

apresenta diversas vantagens, como facilidade de execução, preservação da estrutura da enzima, 

proteção da enzima (aumentando sua estabilidade e prolongando sua atividade), além de ser 

aplicável a diferentes tipos de enzimas. No entanto, a aplicação dessa técnica pode ser limitada 

devido a restrições na transferência de massa (SASSOLAS; HAYAT; MARTY, 2013). 

Os CLEAs (Cross-Linked Enzyme Aggregates) e CLECs (Cross-Linked Enzyme 

Crystals) são métodos de imobilização por reticulação, onde as enzimas são ligadas umas às 

outras utilizando principalmente glutaraldeído. Os CLECs são cristais enzimáticos reticulados, 

enquanto os CLEAs são agregados enzimáticos reticulados obtidos pela precipitação seguida 

de reticulação, combinando purificação e imobilização em uma única etapa. Ambos oferecem 

alta estabilidade e produtividade, mas a cristalização necessária para os CLECs pode ser um 

processo trabalhoso que requer enzimas de alta pureza (SHELDON, 2007). Por isso, os CLEAs 

têm sido preferidos em várias aplicações (SHELDON; VAN PELT, 2013). 

A imobilização por ligação covalente é amplamente empregada para conectar enzimas 

a um suporte através de ligações químicas irreversíveis. Esse método oferece benefícios como 

maior estabilidade e resistência a condições adversas, como variações de temperatura, pH e 

presença de solventes orgânicos. No entanto, as ligações covalentes entre a enzima e o suporte 

podem causar diminuição na atividade catalítica devido a alterações na estrutura tridimensional, 

restrições de mobilidade e impedimentos estéricos (BRENA; GONZÁLEZ-POMBO; 

BATISTA-VIERA, 2013). 
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Para minimizar esses efeitos, é crucial que os sítios ativos da enzima não estejam 

envolvidos na ligação covalente ao suporte, para isso, pode-se empregar análogos de substrato 

(como inibidores competitivos) durante a imobilização (BRENA; GONZÁLEZ-POMBO; 

BATISTA-VIERA, 2013). Além disso, a utilização de agentes espaçadores proporciona uma 

melhoria na atividade enzimática, conferindo maior flexibilidade conformacional à enzima. A 

natureza desses espaçadores também pode otimizar o desempenho das enzimas, adicionando 

características ao microambiente em que a proteína está localizada (CAO, 2005c). 

A imobilização covalente de enzimas em partículas magnéticas (MP), ou nanopartículas 

magnéticas, oferece vantagens significativas devido à sua fácil recuperação utilizando um 

campo magnético externo (LAU; YIU, 2022; SHELDON; VAN PELT, 2013). Essas MP podem 

ser funcionalizadas com grupos químicos para permitir a ligação covalente das enzimas. Além 

disso, as MP possuem uma ampla área de superfície, o que proporciona uma alta capacidade de 

carga enzimática, juntamente com uma baixa resistência à transferência de massa (SHARMA 

et al., 2022). 

Logo, a imobilização enzimática é uma técnica que oferece vantagens significativas, 

mas também apresenta desafios específicos. A escolha do método de imobilização adequado 

depende da aplicação e das propriedades desejadas da enzima imobilizada. 

 

1.4 ENSAIOS DE TRIAGEM DE LIGANTES UTILIZANDO ENZIMAS 

IMOBILIZADAS 

 

Os produtos naturais são uma fonte valiosa de substâncias ativas. No entanto, é 

frequente encontrar essas substâncias em concentrações reduzidas nos extratos. Embora o 

fracionamento guiado por bioensaio seja eficaz, o processo é consideravelmente trabalhoso. 

Com o intuito de contornar as etapas laboriosas do fracionamento guiado por bioensaio, têm 

sido relatados diversos estudos que exploram ensaios de triagem de ligantes como alternativas 

promissoras (DE FARIA et al., 2022). 

A utilização de IMERs (Immobilized-enzyme reactors) na triagem de ligantes apresenta 

diversas vantagens, pois as enzimas podem ser utilizadas repetidamente e com maior 

estabilidade (VILELA; DOS REIS; CARDOSO, 2021), sendo que a imobilização por ligação 

covalente é a técnica mais utilizada para fins de triagem (XIMENES et al., 2021). A triagem de 

ligantes se baseia em interações de afinidade específicas e reversíveis entre a enzima e os 
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ligantes e tem sido referida como cromatografia de bioafinidade (DE MORAES; CARDOSO; 

CASS, 2019). 

Os ensaios de triagem podem ser conduzidos através de duas abordagens bioanalíticas: 

on-flow ou off-flow. Nos ensaios on-flow, a interação entre o ligante e a proteína, bem como a 

detecção desse evento, ocorre em tempo real dentro de um sistema de fluxo contínuo (ZHUO 

et al., 2016). Diversas configurações de IMERs foram acopladas ao LC-MS para aplicação da 

triagem de ligantes on-flow, como por exemplo: ICERs (immobilized capillary enzyme 

reactors) (SEIDL et al., 2019; VILELA; CARDOSO, 2017) e suportes monolíticos (KUBOTA 

et al., 2017). 

Já nos ensaios off-flow, a interação entre o ligante e a enzima, bem como a detecção 

desse evento, ocorre em etapas separadas. A amostra é primeiramente incubada com a enzima 

imobilizada, e posteriormente a interação é analisada (ZHUO et al., 2016). Os ensaios off-flow 

desempenham um papel significativo na triagem de ligantes, e estudos têm sido conduzidos 

utilizando diferentes abordagens. Alguns exemplos incluem enzimas imobilizadas em 

sepharose-NHS (CARVALHO et al., 2021), MP (LIU; CHEN; SHI, 2017) e agarose (VILELA; 

CARDOSO; MATEO, 2019). 

Além das diferentes abordagens bioanalíticas (on-flow ou off-flow), os ensaios de 

triagem de ligantes podem ser divididos em dois grupos principais: ensaios de afinidade e 

ensaios de atividade. Os ensaios de atividade são conduzidos quando se conhece a atividade da 

enzima imobilizada e deseja-se investigar a modulação de sua atividade causada por um ligante 

(XIMENES et al., 2021). Uma grande vantagem dessa abordagem é que ela permite identificar 

inibidores ou ativadores enzimáticos. Esse feito pode ser realizado monitorando-se o produto 

formado, por exemplo, e esse ensaio pode fornecer informações importantes, como IC50 e 

mecanismo e constante de inibição (Ki) (DE MORAES et al., 2014; XIMENES et al., 2021). 

Os ICERs são exemplos de biorreatores utilizados em ensaios de triagem de ligantes por 

atividade. Eles consistem em enzimas imobilizadas na superfície interna de um suporte capilar, 

como sílica fundida, utilizando um agente espaçador. O monitoramento da atividade dos ICERs 

pode ser realizado em fluxo contínuo (on-flow), através do acoplamento desses biorreatores 

com LC-MS, LC-UV, LC acoplado a espectrometria de massa em tandem (LC-MS/MS). Ainda 

é possível haver ICERs com duas ou mais enzimas coimobilizadas (VILELA; DOS REIS; 

CARDOSO, 2021). 

Os ICERs são exemplos de biorreatores utilizados em ensaios de triagem de ligantes por 

atividade. Eles consistem em enzimas imobilizadas na superfície interna de um suporte capilar, 
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como sílica fundida, utilizando um agente espaçador. O monitoramento da atividade dos ICERs 

pode ser realizado em fluxo contínuo (on-flow), através do acoplamento desses biorreatores 

com diferentes técnicas analíticas. Estudos demonstraram o sucesso no acoplamento de ICERs 

a: LC-MS (VILELA et al., 2018), LC-UV (DA SILVA et al., 2013) e LC acoplado à 

espectrometria de massa em tandem (LC-MS/MS) (VANZOLINI et al., 2013). Além disso, é 

importante destacar a coimobilização de enzimas em capilares de sílica fundida, ampliando as 

possibilidades de aplicação desses biorreatores (VILELA; DOS REIS; CARDOSO, 2021). 

Por outro lado, nos ensaios de afinidade com IMERs, busca-se identificar os compostos 

que apresentam afinidade pela enzima imobilizada, independentemente da modulação da 

atividade. Nesse caso, os ligantes são primeiramente identificados e, posteriormente, eles são 

caracterizados e sua capacidade de modulação de atividade é avaliada (XIMENES et al., 2021). 

Os ensaios de afinidade apresentam vantagens em termos de especificidade, velocidade e 

seletividade. Dentre os ensaios de afinidade, destaca-se a técnica de “pesca de ligantes”, 

também chamada de ensaio “ligand fishing”, por ser uma técnica prática e eficaz na descoberta 

de ligantes (ZHUO et al., 2016). 

Nesse ensaio, as enzimas são imobilizadas em um suporte sólido, e o IMER é 

diretamente incubado com uma matriz complexa contendo possíveis ligantes e não ligantes, o 

que diminui a necessidade de laboriosas etapas de pré-tratamento de amostra. Assim, os ligantes 

se ligarão à proteína, enquanto os não ligantes permanecerão na solução e serão lavados. A 

separação entre os ligantes ligados ao IMER e os não ligantes depende do suporte e pode ocorrer 

por ultrafiltração, diálise, cromatografia de exclusão de tamanho, separação magnética e outros 

(DE MORAES; CARDOSO; CASS, 2019; ZHUO et al., 2016). 

No ensaio de pesca de ligantes, a identificação dos compostos é realizada através de 

duas abordagens (que podem ser empregadas de maneira complementar): análise direta dos 

ligantes eluídos do IMER (DE MORAES et al., 2014; ZHUO et al., 2016) (onde em muitos 

casos, para que essa eluição ocorra, o IMER é submetido a solventes orgânicos e alterações de 

pH, por exemplo) e através da abordagem do "pico ausente" ou “missing peak”.  

Pico ausente trata-se da ausência de eluição de um pico na análise cromatográfica, uma 

técnica baseada no método primeiramente relatado por Cieśla e Moaddel (2016). Para aplicação 

dessa técnica, o cromatograma da matriz original deve ser obtido. Depois, na análise da matriz 

após incubação com o IMER, o pico ausente indica a retenção seletiva do ligante pela enzima 

imobilizada, permitindo a posterior identificação desse ligante (DE FARIA et al., 2022). Logo, 
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a retenção do composto pela enzima resultará em um pico ausente ou em menor intensidade, 

conforme a representação na Figura 2. 

 

Figura 2 - Identificação de ligante através da análise de pico ausente ou missing peak 

 

Fonte: Autora, 2023 

 

Os mais diversos suportes foram relatados para imobilização de biomoléculas para 

aplicação na técnica de pesca de ligantes. Dentre eles estão coluna monolítica revestida por 

membrana celular de glóbulos brancos (ZHANG et al., 2021), grânulos de agarose imobilizados 

com DNA triplex (XU et al., 2012) e lipase adsorvida em nanotubos de halosita (WANG et al., 

2015) e em fibras ocas de polipropileno (TAO et al., 2013). A enzima tirosina fosfatase 1B 

(PTP1B) foi até mesmo ancorada em células de Escherichia coli para aplicação do ensaio 

(YUAN et al., 2021).  

Em 2007, foi a primeira vez em que as MP foram utilizadas para aplicação no ensaio de 

pesca de ligantes, sendo imobilizada nelas a proteína albumina de soro humano (HSA) 

(MOADDEL et al., 2007). Desde então, as MP se tornaram o suporte mais explorado na pesca 

de ligantes (ZHANG et al., 2019). Tal efeito se deve às diversas vantagens na utilização das 

MP, como: manipulação por um ímã externo, variedade de tamanho, fácil funcionalização de 

superfície (DE MORAES; CARDOSO; CASS, 2019) e grande área superficial (XIMENES et 

al., 2021). Além disso, foi relatado que a imobilização de enzimas em MP não afetou a atividade 

e os parâmetros cinéticos da proteína, como constante de Michaelis-Menten aparente (KMap) e 
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velocidade máxima (Vmax) e que as MP possibilitam um acesso eficiente ao substrato 

(ADALBERTO et al., 2012). Na Figura 3 está representado o ensaio ligand fishing utilizando 

enzimas imobilizadas em MP. 

 

Figura 3 - Ensaio ligand fishing utilizando MP 

 

Fonte: Autora, 2023 

 

Diversos estudos utilizaram as MP no ensaio de pesca de ligantes empregando diferentes 

métodos de monitoramento, como: LC-MS (LI et al., 2014), infusão direta em MS (ZHANG et 

al., 2014), eletroforese capilar equipado com arranjo de diodo (CE-DAD) (LIU; CHEN; SHI, 

2017), cromatografia líquida de ultra alta eficiência em combinação com espectrometria de 

massa de alta resolução em tandem (UHPLC-HRMS/MS) (DE FARIA et al., 2022) e LC-

MS/MS (ZHANG et al., 2019). 

Assim, independentemente das técnicas bioanalíticas empregadas, os ensaios de triagem 

de ligantes empregando IMERs são valiosos na descoberta de novos compostos bioativos, 

oferecendo confiabilidade, eficiência e seletividade. Além disso, reduzem o tempo e os recursos 

necessários, uma vez que empregam matrizes complexas sem purificação prévia (DE 

MORAES; CARDOSO; CASS, 2019). Portanto, essas ferramentas desempenham um papel 

importante na busca por substâncias ativas com potencial terapêutico, como inibidores de 

enzimas relacionadas a doenças. 
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1.5 CALICREÍNAS 

 

As KLKs são um grupo de serino proteases que desempenham papéis importantes em 

diversos tecidos e fluidos biológicos. Elas são inicialmente secretadas como zimogênios 

inativos e requerem ativação proteolítica por meio da clivagem de um pró-peptídeo N-terminal 

para exercerem suas funções. Essa ativação geralmente é realizada por outras proteases 

(BRATTSAND et al., 2005; DE VEER et al., 2017). Além disso, a função catalítica das KLKs 

no organismo é finamente regulada por inibidores de proteases (MEYER-HOFFERT et al., 

2010). As KLKs são divididas em dois grupos: o primeiro grupo compreende a KLK plasmática 

(KLK 1B), e o segundo grupo compreende as KLKs teciduais (KLK1 – 15) (PRASSAS et al., 

2015). 

A KLK plasmática é expressa exclusivamente pelas células hepáticas e desempenha 

funções importantes no organismo humano, como fibrinólise, coagulação sanguínea e 

inflamação. No entanto, essa enzima também está associada a algumas patologias, como câncer 

e doenças cardiovasculares (COSTA-NETO et al., 2008; SCHMAIER; MCCRAE, 2007). 

As KLKs teciduais estão envolvidas em processos fisiológicos fundamentais no 

organismo humano. A KLK1 é a enzima com funções mais bem compreendidas entre as KLKs 

teciduais. Ela desempenha um papel fundamental no sistema calicreína-cinina, que atua em 

processos como inflamação, vasodilatação, contração de músculo liso, controle da pressão 

sanguínea, fluxo sanguíneo e permeabilidade vascular. Ademais, a KLK1 participa da indução 

de broncoconstrição e hipersecreção de muco e desempenha papéis importantes em outros 

tecidos, especialmente nos sistemas renal, cardiovascular e pancreático. Além disso, a KLK1 

já foi encontrada em outros tecidos, como glândulas salivares, sistema nervoso central, 

granulócitos e miocárdio (ANDREAS; SEBASTIAN; PETER, 1999; KASHUBA et al., 2013; 

KRYZA et al., 2016; PRASSAS et al., 2015). 

As KLKs desempenham um papel importante nas camadas granulares e cornificadas da 

epiderme, principalmente as KLKs 5, 7, 14 e 8. Elas estão envolvidas em processos de 

descamação, inflamação, contribuição para a defesa microbiana e na maturação gradual da 

filagrina (DE VEER et al., 2017). 

Outras KLKs, como a KLK3 e a KLK2, estão envolvidas em uma importante função na 

fertilização, que é a liquefação do fluido seminal (ADAMOPOULOS; KONTOS; SCORILAS, 

2019). É importante ressaltar que no organismo algumas KLKs participam de processos em 

cascata, podendo ter funções sobrepostas em diferentes contextos fisiológicos, e uma KLK pode 
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até mesmo ativar outra (BRATTSAND et al., 2005). As pesquisas sobre as KLKs continuam 

descobrindo mais detalhes sobre suas funções e interações ainda desconhecidas (DE VEER et 

al., 2017). 

As KLKs teciduais compartilham semelhanças genéticas e proteicas em sua estrutura 

terciária, com a identidade de aminoácidos variando de 40% a 80% entre elas (YOUSEF; 

DIAMANDIS, 2001). 

Assim como a maioria das serino proteases, as KLKs possuem uma tríade catalítica 

composta por histidina (His57), serina (Ser195) e ácido aspártico (Asp102) em seu sítio ativo 

(representado na Figura 4) (PODDAR; MAURYA; SAXENA, 2017).  

 

Figura 4 - Tríade catalítica das serino proteases 

 

Fonte: Autora, 2023 

 

O mecanismo catalítico das serino proteases pode ser visualizado na Figura 5. 

Primeiramente, na etapa de acilação, o substrato se une ao sítio ativo da enzima (a). Em seguida, 

ocorre a formação do intermediário tetraédrico quando a serina realiza um ataque nucleofílico 

na porção carbonilada do peptídeo (b). Na sequência, ocorre a formação do intermediário acil-

enzima, no qual a ligação peptídica do substrato é rompida, resultando na separação dos 

fragmentos peptídicos e na formação de uma ligação covalente entre o carbono carbonilado do 

peptídeo e a serina no sítio ativo da enzima (c).  

Em seguida, na etapa de desacilação, a água age como nucleófilo, estabilizando o 

peptídeo clivado do carbono carbonílico e gerando um novo intermediário tetraédrico com o 

nitrogênio da histidina (d-e). Por fim, ocorre a regeneração do sítio ativo pela liberação do 

peptídeo clivado (f). Esse processo de permite que a serino protease esteja pronta para se ligar 

a um novo substrato e iniciar um novo ciclo catalítico. 
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Figura 5 - Mecanismo catalítico das serino proteases 

 

Fonte: Autora, 2023 

 

Como mencionado, as KLKs estão sujeitas a um delicado equilíbrio de ativação e 

inibição em diferentes tecidos e contextos, a fim de regular adequadamente suas atividades (DE 

VEER et al., 2017; MEYER-HOFFERT et al., 2010). No entanto, diversos estudos demonstram 

que a expressão e atividade desreguladas das KLKs estão relacionadas a várias doenças. Sendo 

que, as KLKs teciduais apresentam desregulação na maioria dos tumores sólidos, 

principalmente em tumores hormônio-dependentes (KRYZA et al., 2016). 

A KLK6, por exemplo, apresenta expressão diminuída no tecido cerebral de pacientes 

com doença de Alzheimer e doença de Parkinson (BAYANI; DIAMANDIS, 2012; 

DIAMANDIS et al., 2000; YOUSEF; DIAMANDIS, 2001) e desempenha um papel 

fundamental na inflamação epidérmica na síndrome de Netherton (ZINGKOU et al., 2019). A 

KLK3, também conhecida como PSA (Antígeno Específico da Próstata), é utilizada como 

biomarcador para o câncer de próstata por meio da medição de seus níveis no sangue através 
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de um imunoensaio. A elevação desses níveis indica a possibilidade de câncer de 

próstata(MCCLURE et al., 2018; SZYMAŃSKA; HAINAUT, 2018). Além disso, alterações 

na expressão ou atividade da KLK2 também estão relacionadas ao câncer de próstata 

(GRABOWSKI et al., 2004). A superexpressão da KLK7 em tecidos de câncer de cólon está 

envolvida na proliferação de células cancerosas (WALKER et al., 2014). Alterações na 

expressão da KLK1 estão relacionadas ao tumor estromal gastrointestinal (GIST) (DOMINEK 

et al., 2010), obstrução crítica da artéria carótida (PORCU et al., 2002), ateroma e doença 

arterial coronariana  (YAO et al., 2013). 

Devido ao envolvimento dessas enzimas em patologias que afetam a humanidade, é 

importante buscar moléculas que possam inibi-las, oferecendo tratamento ou cura para essas 

condições (COPELAND, 2013). Pesquisas estão sendo realizadas para sintetizar e avaliar o 

potencial de inibição de compostos sobre as KLKs, utilizando métodos tradicionais de ensaio 

de inibição em solução e estudos de docking molecular (DE SOUZA et al., 2019; OLIVEIRA 

et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2011). Logo, é de grande importância a existência de recursos 

que possibilitem a triagem de ligantes para as KLKs. Sendo assim, o desenvolvimento de 

ensaios de triagem de ligantes para essas enzimas são extremamente relevantes para identificar 

compostos com potencial terapêutico para as doenças causadas por suas disfunções. 

Um exemplo de recurso terapêutico que tem como alvo as KLKs é a vacina Prostvac, 

desenvolvida para o tratamento do câncer de próstata, que é direcionada à KLK3 (PSA) e 

múltiplas moléculas coestimuladoras de células T (TRICOM) (MADAN et al., 2009). 

Devido às semelhanças estruturais dentro da família das KLKs, neste estudo, a KLK do 

pâncreas de porco foi utilizada como uma enzima modelo no desenvolvimento de uma 

ferramenta ativa, estável e aplicável na triagem de ligantes para a KLK. Essa seleção foi feita 

levando em consideração a maior disponibilidade e menor custo dessa enzima. Além disso, 

estudos indicaram que tanto a KLK humana quanto a de porco possuem a capacidade de clivar 

peptídeos derivados da cininogenina humana e bovina (DEL NERY et al., 1999). 
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2 OBJETIVOS 

 

• Investigar as condições ideais de imobilização da KLK de pâncreas de porco em MP 

visando a aplicação do IMER obtido na triagem de ligantes em misturas complexas, 

utilizando a técnica ensaio de pesca de ligantes. Monitorar os ligantes e a atividade do 

biorreator de forma off-flow por meio de metodologia LC-MS. 

 

• Avaliar as condições de imobilização da KLK de pâncreas de porco em capilares de 

sílica fundida para a produção ICERs, permitindo o monitoramento on-flow da atividade 

enzimática por meio de metodologia LC-MS. 
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3 CONCLUSÕES  

3.1 PARTE I 

 

O IMER-KLK-MP demonstrou ser altamente ativo e estável mesmo após 11 meses de 

armazenamento. O biorreator exibiu uma alta estabilidade operacional, permitindo a 

reutilização da mesma alíquota por pelo menos 10 ciclos consecutivos de atividade. A enzima 

imobilizada demonstrou uma excelente estabilidade na presença de solvente orgânico, com uma 

recuperação de mais de 60% da atividade após incubação em 70% de metanol e 10% da 

atividade após incubação em 100% de metanol por 15 minutos. Além disso, os parâmetros KMap 

e IC50 para leupeptina confirmaram que a enzima imobilizada manteve sua capacidade de 

reconhecimento do substrato e do inibidor de referência. O método LC-MS desenvolvido e 

qualificado mostrou-se adequado e confiável para monitorar a atividade do IMER-KLK-MP, 

superando os desafios de supressão iônica e contaminação da fonte ESI causados pelo substrato. 

 

3.2 PARTE II 

 

A aplicação do IMER-KLK-MP no ensaio de pesca de ligantes demonstrou que o 

biorreator é uma ferramenta útil e aplicável na busca por ligantes para a KLK ativa em matrizes 

complexas de origem sintética ou natural. Através dessa ferramenta foi possível identificar 6 

ligantes dentre uma coleção de 38 compostos sintéticos. Além disso, a aplicação do ensaio em 

extratos vegetais resultou na identificação de diversos ligantes, dentre os quais estão presentes 

compostos com elevadas razões de afinidade. 

A identificação de compostos ligantes desempenha um papel crucial na descoberta de 

moduladores enzimáticos. Nesse sentido, o IMER-KLK-MP mostra-se adequado para essa 

finalidade: dos ligantes presentes na mistura sintética, dois demonstraram ser capazes de inibir 

a atividade da KLK imobilizada em mais de 40%, enquanto outros dois foram capazes de 

aumentar a atividade da enzima. Essas descobertas são particularmente relevantes 

considerando-se o envolvimento das KLKs em diversas doenças, onde essas enzimas podem 

apresentar expressão aumentada ou diminuída, e podem até mesmo servir como biomarcadores. 

Portanto, a descoberta de ligantes, inibidores e ativadores para as KLKs tem o potencial de 

contribuir para o desenvolvimento de fármacos ou biomarcadores para o tratamento e/ou 

identificação dessas doenças. 
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3.3 PARTE III 

 

Neste estudo, foi desenvolvido um método LC-MS eficiente para análise da atividade 

dos ICERs-KLK on-flow utilizando uma pré-coluna C18 para a separação dos produtos da 

catálise. A estratégia de lavagem da pré-coluna permitiu eliminar o excesso de substrato do 

sistema, garantindo maiores precisão e confiabilidade dos resultados. A imobilização do ICER-

KLK-1U foi avaliada, resultando em um rendimento de 89%, porém, não foi observada 

atividade nas condições testadas. Diante disso, foram investigadas outras condições de 

imobilização, incluindo a presença de substrato e inibidor, mas os ICERs obtidos também não 

apresentaram atividade. Estudos posteriores no GCBPN podem ser conduzidos para otimizar 

as condições de imobilização e o ensaio de atividade dos ICERs, além de investigar as razões 

para a falta de atividade observada. Outras estratégias como o empacotamento do IMER-KLK-

Sepharose-NHS e do IMER-KLK-MP para acoplar no sistema on-flow foram iniciadas. 
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