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ENZYME IMMOBILIZATION: CONCEPTS AND EFFECTS ON PROTEOLYSIS. In recent years, great advances have been
observed in the proteomic area regarding the different approaches adopted as top-down, middle-down and bottom-up. Regarding
middle-down and bottom-up approaches, a previous step for protein digestion is necessary for further analysis of the generated

peptides. Classical digestion protocols employing proteases are usually carried out in solution, which can lead to a number of

disadvantages such as high digestion time, enzymatic autolysis and impossibility to reuse the enzymes. In view of these drawbacks,
different approaches have been studied and applied for improving enzymatic efficiency, inhibition of autolysis, reduction of digestion
time, and to minimize the number of missed cleavages. In the literature, great efforts have been made in order to achieve maximum
efficiency in enzymatic digestion, with emphasis on proteases immobilization. In this review, concepts related to protein digestion,
immobilization techniques, as well as the main support used for enzyme immobilization are discussed considering new tools for

proteomic analysis.
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INTRODUCAO

A elevada importancia das proteinas nas vias metabdlicas e o
papel que essas desempenham nas fungdes fisioldgicas das células,
conduziu a necessidade de procedimentos analiticos especificos
para a caracterizagdo estrutural, andlise funcional e conhecimento
das modificagdes pds-traducionais das proteinas.!? A abordagem
protedmica pode variar de estudos abrangentes, os quais auxiliam na
identificagdo e caracterizacio de uma ampla variedade de proteinas
presentes em amostras complexas, até as abordagens direcionadas,
empregadas em estudos de proteinas especificas.!>*¢

A protedmica surgiu nos anos 70 com a aplicacdo e aperfei¢oa-
mentos da técnica de eletroforese bidimensional em gel (2D — PAGE),
a partir da qual foi possivel realizar separagdes de proteinas de amos-
tras complexas.” No entanto, a andlise detalhada com a identificacdo
dessas proteinas s6 foi possivel alguns anos depois com a introducio
da espectrometria de massas.”!*!! Durante anos a abordagem SDS-
PAGE foi amplamente utilizada em protedmica, entretanto, essa téc-
nica apresentava algumas limitagdes como a baixa reprodutibilidade,
principalmente quando se tratava de proteinas hidrofébicas, bésicas
e com massas moleculares muito elevadas ou muito pequenas. Além
disso, a quantificacdo de proteinas era realizada por andlise de “spots”
proteicos (ou bandas) detectados por vdrios métodos de coloragio
(azul de Coomassie, nitrato de prata ou compostos fluorescentes), que
representam as diferentes proteinas separadas (ou formas proteicas) e
com diferentes intensidades de colorag@o de acordo com a abundancia
relativa. A necessidade de manipulagdo, com o corte das bandas do
gel, também pode interferir na andlise.”*!"!

Com isso, estratégias alternativas para as andlises protedmicas
foram desenvolvidas. Atualmente com os avangos nas técnicas de
espectrometria de massas juntamente com as ferramentas de bioin-
formdtica, abordagens como fop-down, middle-down e bottom-up
podem ser facilmente empregadas em andlises protedmicas de acordo
com os objetivos do estudo (Figura 1).12%¢
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Figura 1. Abordagens proteémicas: Bottom-up, Middle-Down e Top-Down

Na abordagem top-down, as proteinas sdo analisadas intactas
(protefnas com massa molar de até 200 kDa) seguidas da fragmentacio
utilizando dissociagdo induzida por colisdao (CID), dissociacdo por
captura de elétrons (ECD), dissociagdo por transferéncia de elétrons
(ETD) ou MALDI (do inglés, matrix assisted laser desorption/
ionization).>*1? Esse dltimo € capaz de preservar as modificagdes pGs-
traducionais das protefnas em andlise. O fato de as proteinas serem
analisadas intactas € vantajoso por preservar todas as informacdes
da biomolécula, incluindo conhecimento completo da sequéncia
de aminoacidos e completa caracterizagdo de suas proteoformas
(diferentes formas moleculares nas quais o produto proteico de um
tnico gene pode ser encontrado).'* No entanto, devido a complexidade
das proteinas, a detec¢do requer espectrometros de massas de
alta resolugdo e exatidao de massas para separar e atribuir picos
espectrais provenientes de um espectro complexo contendo multiplas


https://orcid.org/0000-0002-6550-1194

464 Furlani et al.

proteoformas ou espectros de fragmentos contendo intimeros fons
fragmentos.'5610

Na estratégia bottom-up, o estudo protedmico € realizado através
da andlise de peptideos (de 500 Da a 3 kDa) obtidos da digestdo
proteica. Este procedimento proporciona elevada sensibilidade e
reprodutibilidade mesmo para misturas complexas de proteinas,
sendo a abordagem mais utilizada em anélises protedmicas.>+6!415
A identificagio da proteina original ocorre através do peptide mass
fingerprint (PMF), em que a relagdo m/z e, consequentemente, a
massa molecular dos peptideos € obtida e, adicionalmente, obtém-se
os espectros de fragmentacao (MS/MS). Juntas essas informagdes sdo
usadas para correlacionar os dados experimentais com proteinas em
bancos de dados, por exemplo, Mascot® e Sequest®.

Ja em middle-down o tamanho das proteinas ¢ reduzido através
da sua digestdo parcial (de 3 a 20 kDa). Esta abordagem combina o
melhor da top-down com a bottom-up e € utilizada principalmente na
identificacdo de modificacdes pds-traducionais em peptideos obtidos
que sdo mais longos do que aqueles do bottom-up e que se aproximam
em tamanho de pequenas proteinas intactas, como os experimentos
em top-down. Essa estratégia € muito empregada na caracterizacio
de anticorpos monoclonais bioterapéuticos.>®

A digestio de proteinas € um procedimento importante no preparo
das amostras nas abordagens middle-down e bottom-up e apresenta
grande influéncia na elucidag@o de proteinas, uma vez que a andlise
de peptideos costuma apresentar maior sensibilidade frente a andlise
de proteinas intactas. Com isso, a digestdo de proteinas tem sido
melhorada com o desenvolvimento de novas técnicas que permitam
promover um aumento do rendimento, da reprodutibilidade e da
otimizacéo do tempo de digestdo.**!%!” Em estudos protedmicos
buscam-se por digestdes que promovam elevado indice de clivagem
proteolitica e elevada quantidade de peptideos, ou seja, que ocorra
de maneira especifica e em acordo com as caracteristicas da enzima
ou do reagente utilizado para a digestdo da proteina de interesse.'®

Existem duas principais técnicas para digestdo de proteinas, sendo
elas a digestdo ndo-enzimdtica, que faz uso de reagentes quimicos
e sdo principalmente realizados em solugdo ou em gel e a digestio
enzimdtica, que envolve enzimas proteoliticas.®2

Na digestdo ndo-enzimadtica, também conhecida como clivagem
quimica, sdo utilizados principalmente solucdes dcidas diluidas como:
4cido férmico, dcido cloridrico e dcido acético, os quais atuam especi-
ficamente em um tnico local de clivagem, o aminodcido aspartato.'*??
Além dos dcidos, pode-se também utilizar outros reagentes quimicos
tais como: brometo de cianogénio (CNBr) especifico para o aminod-
cido metionina, 2-nitro-5-tiocianobenzoato (NTCB) especifico para o
aminodcido cisteina e hidroxilamina especifico para os aminoécidos
aspargina e glicina.>*? Esse tipo de digestdao pode levar a obtengdo
de peptideos de alta massa molecular, adequados para a abordagem
protedmica do tipo middle-down.®

A digestio enzimatica € a mais utilizada em andlises protedmi-
cas e envolve a utilizacdo de enzimas proteoliticas como tripsina,
quimiotripsina, carboxipeptidase ou alcalase, sendo tripsina a mais
amplamente empregada em andlises protedmicas com abordagem
bottom-up. Isso ocorre pois trata-se de uma enzima de baixo custo
e facilmente encontrada em grandes quantidades, além de possuir
elevada especificidade em catalisar a hidrdlise em regides C-terminais
dos residuos de lisina e arginina, exceto quando estes estdo proximos
aresiduos de prolina, a qual possui um anel aromdtico, ocasionando
elevado impedimento estérico e dificultando o alcance da enzima ao
aminodcido especifico de clivagem.?*? Como a principal desvanta-
gem ¢ a auto-clivagem, atualmente algumas empresas comercializam
esta enzima com modificagdes pds-traducionais que levam a uma
elevada eficiéncia digestiva e a uma resisténcia na autélise.*?*!

Outra alternativa para se alcangar uma digestdo proteica eficiente,
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com uma grande cobertura sequencial da proteina digerida, € a
mistura de enzimas proteoliticas. A estratégia mais adotada para
isto estd na combinacdo de uma exopeptidase, com outras enzimas
que desempenham o papel de endopeptidase.’ As endopeptidases
possuem seletividade para um tnico residuo de aminodcido (C-lisina,
N-lisina, C-glutamina, C-arginina ou N-aspartato) e atuam preferen-
cialmente nas regides internas da cadeia polipeptidica, enquanto as
exopeptidases atuam nas regides finais da cadeia polipeptidica. Esta
combinagdo pode auxiliar na digestao de amostras complexas como,
por exemplo, plasma e no sequenciamento protedmico completo.*>3

A digestdo cldssica de proteinas € realizada com a enzima em
solucd@o. No entanto, a mistura pds-reagdo pode conter fragmentos de
proteinas provenientes da autdlise da protease empregada. Quando
a enzima proteolitica se encontra em elevadas concentragdes, 0s
fragmentos proteicos da autodigestdo enzimadtica dificultam a inter-
pretacdo do espectro de massas devido a menor intensidade dos sinais
dos peptideos da proteina digerida em compara¢@o com os sinais de
autdlise registrados.**¢ Por outro lado, ao utilizar uma baixa concen-
tracdo de enzima tem-se uma redu¢do na razdo enzima/substrato,
ocasionando tempos de digestdo muito longos (12 — 24 horas).*"-4

Com o objetivo de acelerar a protedlise, algumas estratégias tém
sido adotadas como: a aplicagdo de micro-ondas,**? ultrassom,*
infravermelho,*#> aumento na pressdo do sistema,***® aumento na
temperatura®-® e emprego de solventes orginicos.*® No entanto,
a imobilizagdo da enzima proteolitica em um suporte (IMERs —
Immobilized Enzyme Reactors) para realizar a digestéo de proteinas
¢ uma estratégia que tém sido amplamente utilizada.

A enzima imobilizada em um suporte sélido pode atribuir diver-
sas vantagens em relac@o a digestdo cldssica realizada em solug¢ao,
como por exemplo, o aumento da estabilidade térmica, resisténcia a
desnaturag@o proteica por solventes quimicos e uma elevada razdo
enzima/substrato devido a maior drea superficial, o que reduz o tempo
requerido de digestdo.!**325! Além disso, a enzima imobilizada pode
ser removida do meio reacional antes da andlise por MS e pode ser
facilmente recuperada para reuso. Com a maior estabilidade quimica
obtida do processo de imobilizagdo ha uma redugdo/eliminagdo do
processo de auto-clivagem, permitindo espectros de massas com um
ndmero menor de interferentes.®'* A reprodutibilidade da digestdo
realizada com a enzima imobilizada também € aumentada quando
comparada com ensaios em solu¢do, o que propicia uma identificagao
acurada de proteinas.>*

Diferentes técnicas de imobilizagdo podem ser empregadas, no
entanto, ¢ importante destacar que com a imobilizacdo a enzima
sofre mudancas nas propriedades quimicas, bioquimicas, mecanicas
e cinéticas.”>> A atividade enzimdtica serd afetada principalmente
pelo método de imobilizagdo selecionado, quantidade e pureza da
enzima utilizada.”

A funcionalizagdo do suporte é um dos fatores importantes a
ser considerado para a imobiliza¢do da enzima. O modo de ligacdo
entre os grupos reativos do suporte e os residuos de aminodcidos
que ndo fazem parte do sitio ativo sdo de extrema importancia para
a preservagdo da estrutura tercidria da enzima, a fim de maximizar a
estabilidade e a reatividade frente a sua imobiliza¢do.*3%5

Assim, esta revisdo apresenta um levantamento bibliografico
dos tltimos dez anos sobre os principais avancos e inovagdes dos
suportes utilizados para imobilizagado de tripsina, bem como o papel
desses biorreatores em proteoma, empregados no modo de digestio
on-line e off-line.

DIGESTAO PROTEICA ON-LINE

Para aumentar a produtividade em andlises protedmicas uma
abordagem promissora € a digestdo proteica on-line.**#5>% Essa
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estratégia € baseada na criacdo de um reator enzimatico de vazio
continua e minimiza o manuseio com as amostras, eliminando fontes
de erros.*#55% No entanto, vale destacar que a abordagem on-line ndo
dispensa o tratamento da amostra com reagentes quimicos (redugao,
alquilacio, etc.) ou solventes organicos previamente a digestdo.

Embora a ideia de biorreatores enzimaticos nio seja nova, a
expectativa de facilidades operacionais, a busca por aprimoramento
no processo de imobiliza¢@o e aumento na produtividade e reprodu-
tibilidade dos resultados € constante.*40-5258-60

Na abordagem on-line, os IMERs podem ser utilizados como
pré ou pds-coluna analitica em um sistema de cromatografia liquida.
Contudo, a grande maioria dos trabalhos publicados os utilizam como
pré-coluna.’*46! Nos cromatdgrafos, os IMERSs sdo usados como pré-
-colunas através do uso de valvulas de desvio. Para elui¢do, solventes
organicos, tampdes em diferentes forgas idnicas e pH sdo utilizados
objetivando a transferéncia dos peptideos sem a desnaturagdo do
IMER. Também se utilizam colunas de captura - entre o IMER e a
coluna analitica - para extrair e concentrar os produtos da digestdo
antes da transferéncia para a coluna analitica.>#0->8¢!

Como pos-coluna, os analitos séio inicialmente separados em
uma coluna analitica e apenas as bandas cromatograficas contendo
as proteinas de interesse sdo seletivamente transferidas para os
IMERs através de vélvulas de acoplamento. As vantagens dessa
configuracio residem na possibilidade de diminuir a presenga de
interferéncias e a maior capacidade reprodutiva dos ensaios, mesmo
em casos de conversdo incompleta ou instabilidade do produto da
reagdo. As desvantagens se devem ao fato de possivel alargamento
das bandas cromatograficas; efeitos de dilui¢do da amostra e a ne-
cessidade de ajustes e modificagdes nas condigdes cromatograficas
na coluna analitica para que se tornem compativeis com a etapa de
reacdio enzimatica. 086!

DIGESTAO PROTEICA OFF-LINE

O modo de digestao off-line pode ser subdividido em dois tipos,
sendo eles: 1) a digestdo realizada em solugdo com a enzima livre
e 2) a digestdo realizada com a enzima imobilizada em um suporte,
seguido da andlise dos peptideos por espectrometria de massas. 3?4062

Nessa revisdo nao serd abordada a digestdo com a enzima livre
em solugdo. Para o procedimento com enzima imobilizada vérios
suportes tém sido descritos na literatura tais como, particulas mag-
néticas,*** microchips,'¢ silica mesoporosa,®*’ nanofibras®®* dentre
outros.®*”" O emprego destes suportes apresenta vantagens devido a
elevada drea superficial, o que garante a imobiliza¢@o de grande quan-
tidade de enzima; facil preparo e manuseio em relacio a separacio
dos peptideos obtidos; reducdo no tempo de digestdo e aumento na
estabilidade da enzima.'6-6>-68

Assim como na abordagem on-line, os métodos off-line também
necessitam de um pré-tratamento da amostra antes do contato com a
protease. Como a abordagem off-line exige maior manipulagio das
amostras, as possiveis contaminagdes sio inerentes aos métodos, o
que é uma desvantagem para este tipo de digestdao.”>”

TRIPSINA: ESTRUTURA E FUNCAO

O tripsinogénio € a forma inativa da tripsina, o qual € produzido e
excretado pelo pancreas e, ao chegar no intestino delgado € convertido
em tripsina ativa.”*"° A tripsina consiste em uma tinica cadeia polipep-
tidica de 223 aminodcidos e o sitio ativo inclui His46 e Ser183. Para
o caso da trispina bovina a massa molecular € de 23,3 kDa e possui
ponto isoelétrico (pI) de 10,1 — 10,5 para a forma bovina. Para uma
maior eficiéncia catalitica, o pH de atividade varia de 7,02 9,0 e a
temperatura 6tima de 10 a 65 °C, devendo ser levado em consideragao
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a fonte da enzima obtida.”*’"’8 Além de apresentar elevada especifi-
cidade em catalisar a hidrélise em regides C-terminais dos residuos
de lisina e arginina, quando estes ndo estdo préximos a residuos de
prolina, a tripsina também hidrolisa as ligacdes de éster e amida de
alguns substratos sintéticos, sendo os mais conhecidos o cloridrato
de éster etilico de N,-benzoil-L-arginina (BAEE) e o cloridrato de
N,-benzoil-L-arginina 4-nitroanilida (BAPNA).27%7 E uma enzima
comercial e seus principais fornecedores sao Biocompare,” Creative
Enzymes,® Scripps Laboratories,®' Sigma-Aldrich,® Promega,®
dentre outros.*%

No que diz respeito a digestao triptica de proteinas, a diferenca
na conformacio entre a enzima e o substrato pode produzir diferen-
tes produtos de digestio, mesmo com a aplicacdo de um protocolo
idéntico."®

De modo geral, a tripsina seleciona sitios para hidrdlise com base
em duas principais caracteristicas relacionadas com a estrutura do
substrato: 1) presenca de aminodcidos basicos na estrutura primaria
e ii) estruturas bem enoveladas a qual orienta os estagios iniciais da
protedlise e produz influéncia no ndmero de clivagens perdidas. 3888

Os principais sitios de clivagem ocorrem em regides pouco rigidas
e preferencialmente na superficie da proteina. Aminodcidos bdsicos
fortemente associados a estrutura do substrato, ou pertencentes a
estrutura secunddria ndo sdo bons candidatos a sofrerem digestdo
pela tripsina. Ha ainda uma dificuldade na protedlise devido ao
“mascaramento” de aminodcidos bésicos, o que ocorre principalmente
em proteinas que possuem maior nimero de ligagdes de dissulfeto,
arranjos especificos em sua estrutura secunddria e, consequentemente,
forte enovelamento. Esses fatores resultam na dificuldade de acesso da
tripsina ao sitio de clivagem dos aminoécidos basicos e dessa forma a
ocorréncia de maior nimero de clivagens perdidas fica iminente. 5788

Quando os aminodcidos bdsicos entram em contato com o sitio
ativo da tripsina, grupos amina em sua cadeia lateral, juntamente
com os residuos ao lado da ligac@o peptidica, fornecem informacdes
necessdrias para o acoplamento. Além disso, residuos de amino4ci-
dos mais distantes também podem modular a ligacdo, porém mais
fracamente. O mecanismo de clivagem da tripsina € semelhante as
demais serino proteases e envolve uma triade catalitica composta por
His-57, Asp-102 e Ser-195.188-91

O mecanismo de clivagem descreve que a His-57 abstrai um
préton da Ser-195 para formar um nucledfilo alcéxido e, a0 mesmo
tempo, a interagdo eletrostatica de Asp-102 adjacente a His-57 auxilia
na aceitacao do préton. A combinagdo dessa triade faz com que haja
um aumento na nucleofilicidade da Ser-195, facilitando seu ataque a
ligagdo peptidica do C-terminal de um residuo de lisina ou arginina.
A Ser-195 € auxiliada pela His-57 no ataque ao grupo carbonila da
proteina, produzindo um intermedidrio tetraédrico. Esse intermedidrio
se rompe e tem-se a formacao de um intermedidrio acil-enzima e o
produto N-terminal. A dissociacdo deste produto juntamente com a
introdugdo de uma molécula de d4gua proporciona o ataque ao grupo
carboxila do substrato, gerando o produto C-terminal e regenerando
a enzima, o que torna possivel catdlises subsequentes.!88%9193 A
Figura 2 exemplifica o mecanismo de clivagem que ocorre com as
serinas proteases.

A presenca do aminodcido aspartato, localizado no sitio ativo
da enzima, € responsavel por atrair e estabilizar a lisina ou arginina
carregada positivamente, sendo responsavel pela especificidade da
enzima. Isso atribui a tripsina a caracteristica de clivar predominante-
mente proteinas na extremidade C-terminal dos aminoécidos lisina ou
arginina, exceto quando esses aminodcidos estdo proximos a residuos
de prolina ou demais grupos volumosos. Além disso, a introducio
de cargas negativas a proteina ocasionaria repulsao eletrostatica pelo
Asp-189, dificultando o acesso de aminodcidos bdsicos ao sitio de
clivagem.!88991
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Figura 2. Mecanismo de clivagem das serinas proteases®

Resumidamente, uma pequena mudanca na estrutura primdria da
proteina pode acarretar mudangas em sua conformacdo e, portanto,
diferenca na digestdo triptica. Desta forma, € vidvel considerar
que hd certa diferenca nos peptideos obtidos através da digestdo
com a enzima livre e com a enzima imobilizada, principalmente
devido as diferencas nas condicdes de reacio e nas conformagdes
estruturais da enzima e do substrato.***** Mesmo que com a utili-
zacdo de IMERs a digestdo possa ser alcangada em pouco tempo
devido a alta concentragdo de tripsina, as clivagens perdidas ainda
sdo inevitdveis.'

TECNICAS EMPREGADAS NA IMOBILIZACAO

A imobilizacdo de biomoléculas envolve a ligacdo de um alvo
de origem bioldgica (enzima, anticorpo, DNA etc.) na superficie de
uma matriz insoldvel (suporte).’*53%

Os métodos de imobilizacdo de proteinas exploram as proprie-
dades fisico-quimicas das cadeias laterais dos aminodcidos que a
compde, como a acidez, basicidade e polaridade. Assim, o método de
imobilizacao baseia-se nos diferentes tipos de ligagdes e/ou interacoes
que podem ser feitas com o suporte.?->%

A escolha do método de imobilizac¢ao deve levar em consideragao
desde parametros da atividade global dos IMERSs, as caracteristicas
de regeneracio e desativagdo, o custo do processo e a toxicidade
dos reagentes, até as propriedades finais desejadas para a enzima
imobilizada.”
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De modo geral, a imobilizagdo de proteinas pode ser subdividida
em métodos quimicos e fisicos. Os métodos quimicos envolvem a
formac@o de liga¢des covalentes obtidas pela ligacdo de éter, tio-éter,
amida ou carbamato entre a enzima e o suporte ou ainda por meio
de ligacdes cruzadas, a qual as proteinas sdo imobilizadas a partir
da reacdo direta com um agente reticulante. Os métodos fisicos sdo
caracterizados por ligagdes mais fracas, como ligacdes de hidrogénio,
ligacdo por afinidade, forcas de Van der Waals, interagdes hidrofébicas
e ligagdo i0nica entre a enzima e o suporte. As proteinas podem tam-
bém ser encapsuladas/aprisionadas no suporte. A Figura 3 exemplifica
os tipos de imobilizagao utilizados.>¢!

E importante ressaltar a dificuldade em encontrar trabalhos
comparando diferentes métodos de imobilizacdo, uma vez que a
maioria dos autores compara o desempenho da enzima imobilizada
em relagdo a enzima livre.
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Ligagdo cruzada Ligagdo covalente
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Figura 3. Métodos de imobilizagdo de biomoléculas
Adsorcao fisica

A imobilizagdo de enzimas por meio do método de adsorcdo fisica
foi uma das primeiras técnicas reportadas.”’ Trata-se de um método
simples e reversivel de imobilizacdo, podendo ocorrer por meio de
interagdes hidrofdbicas, ligacdes de hidrogénio e forcas de Van der
Waals. As principais vantagens da imobiliza¢do por adsor¢io estdo
na facilidade e simplicidade da técnica que permite a imobilizagio
sob condig¢des brandas, a possibilidade de alta retengao da atividade
enzimadtica visto que ndo hd grandes modifica¢des estruturais na bio-
molécula e, a reversibilidade que permite a reutilizagdo dos suportes.”

No entanto, como desvantagem tem-se a aleatoriedade da inte-
racdo enzima-suporte e a possibilidade de dessor¢do por meio de
variacgdes de temperatura, pH e forga idnica.”® Como alternativa para
contornar essas desvantagens, diversos métodos foram desenvolvi-
dos nos tltimos anos, como por exemplo a modificagdo quimica do
suporte e a utilizagdo de agentes reticulantes.”®®

Sun e colaboradores'® imobilizaram a tripsina em nanoparticulas
de silica hidrofdbicas revestidas com celulose através do método de
adsor¢do fisica. Para isso, nanoparticulas de silica foram revestidas
com tris-O-fenilcarbamoil celulose. Para imobilizacéo, uma solugio
de tripsina em pH 6,1 e uma raziio de 13% em relag¢@o ao suporte
foi usada. Em comparagdo com a enzima livre, a enzima imobiliza-
da apresentou maior resisténcia a processos térmicos e condig¢des
desnaturantes, além de multiplas reutilizagdes. A aplicabilidade
do biorreator desenvolvido foi demonstrada mediante a digestio
de albumina sérica bovina (BSA) e citocromo ¢, com coberturas
sequenciais de 88,3 e 62,5% respectivamente, para o biorreator e
de 84,7 e 66,3% para a enzima livre. O tempo de digestao foi de
20 horas para ambos os ensaios. Os autores relatam que a eficiéncia
de digestao do biorreator é comparavel com a enzima livre, uma vez
que apresentaram coberturas sequenciais muito similares podendo
facilmente ser aplicado como estratégia na reutilizagdo e aumento
na estabilidade enzimadtica para estudos protedmicos.
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Outro modo de contornar as possiveis dessor¢des proteica
¢é a estratégia de adsor¢do por troca idnica, a qual € baseada nos
principios de interagdes idnicas entre a enzima e o suporte, onde as
atragdes eletrostdticas sdo provenientes de cargas opostas presentes
na superficie do suporte com a enzima.>*¢! As resinas de troca i6nica
adsorvem facilmente as enzimas devido as suas propriedades polares.
Tanto as resinas de troca catidnica, tal como a carboximetilcelulose,
quanto as resinas de troca anidnica, como N-N-dietilaminoetilcelulose
(DEAE celulose), sdo utilizadas industrialmente. Embora as forcas
de ligac@o sejam mais fortes do que as forcas envolvidas na adsor¢do
fisica simples, a imobilizacao por troca iOnica € suscetivel a presenga
de outros fons. Como consequéncia, a considerac@o da forga idnica,
tampao de imobilizacgdo e o pH sdo fatores importantes a serem con-
siderados para a imobilizagdo por troca idnica e para a prevengdo da
dessorgdo da enzima.>!5298101-103

Aprisionamento

Aprisionamento € definido como um método fisico e irreversi-
vel de imobiliza¢@o no qual a enzima fica confinada no suporte. A
imobilizacdo por aprisionamento requer a sintese da rede polimérica
na presenca da enzima. A medida que a polimerizacio se processa,
a matriz polimérica se forma em torno da enzima, confinando-a em
sua estrutura.>>¢1%

Este método permite realizar modificagdes com o material de
encapsulagdo, de modo que proporcione ao suporte condi¢des dtimas
de imobiliza¢do como pH, polaridade e afinidade. Os polimeros mais
utilizados como matriz sdo o alginato, coldgeno, poliacrilamida,
gelatina, borracha de silicone, poliuretano e dlcool polivinilico com
grupo estirilpiridio.>

A vantagem da utilizagdo desse método € que o aprisionamento/
encapsulamento protege a enzima do contato direto com o meio rea-
cional e, desta forma, minimiza a inativa¢do da enzima por solventes
organicos. E um dos métodos mais simples de imobilizagao, além disso,
pode ser utilizado para imobilizar um ou mais tipos de proteinas.*-!%

Liu e colaboradores'™ sintetizaram nanoparticulas de silica meso-
porosa modulada com 272 mg de 4cido tanico para controle dos poros.
A superficie externa foi modificada com 3-aminopropil-trimetdxisilano
(APTMS). As nanoparticulas obtidas foram caracterizadas por métodos
fisicos e apresentou: didmetro de 201 + 11 nm, volume dos poros de
0,63 cm® g'! e tamanho de 6,2 nm. A atividade enzimatica foi avaliada
frente a hidrélise do substrato BAPNA e monitorada via espectrofotdme-
tro com comprimento de onda de 410 nm. A atividade 6tima da enzima
imobilizada foi alcancada com a utilizac@o de 153 ug do biorreator, em
pH 7.9 e temperatura de 40,4 °C. Em compara¢do com a enzima livre,
a enzima encapsulada demonstrou maior estabilidade térmica e de ar-
mazenamento, podendo ser reutilizada diversas vezes. Nesse estudo, o
objetivo dos autores foi realizar a imobilizagdo da tripsina via método
de encapsulacio e avaliar sua atividade em comparagio com a enzima
livre. Avaliagdo de digestao de proteinas no foi relatada.

As limitagdes causadas pela imobiliza¢do via aprisionamento
referem-se especialmente a problemas de transferéncia de massa para
o sitio ativo da enzima, as quais tornam-se ainda mais pronunciadas
quando o interesse da imobilizagdo ndo ¢ biocatalitico e sim proted-
mico. Essa limitacdo € mais expressiva quanto maior for a massa
molecular da proteina a ser clivada. Em contrapartida, suportes com
poros maiores podem levar a uma ineficiéncia na imobilizagio, pro-
movendo perda de enzima durante a utilizacdo, baixa capacidade de
carga e desgaste do suporte durante o uso. Dessa forma, o tamanho do
poro do material usado para o aprisionamento € um fator importante
a ser considerado para uma boa imobilizagdo.”>* Outra desvantagem
€ que muitos percursores utilizados na etapa de polimerizagdo podem
ocasionar inativagdo das enzimas.”®
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Ligacao cruzada

A técnica de ligacdo cruzada foi inicialmente descrita para pro-
mover cristais de proteinas a fim de se realizar estudos estruturais
por raio-X. E um método de imobilizagdo irreversivel que niio requer
o uso de suporte.’>! As enzimas sdo ligadas umas as outras, ou as
proteinas inativas, formando uma estrutura tridimensional complexa.®!

Tecnicamente, sdo formadas liga¢des cruzadas intermoleculares
entre a enzima e reagentes bi- ou multifuncionais com finalidade de
tornd-las insoldvel ao meio reacional. Os agentes de reticulagio sdo
moléculas que possuem ao menos duas extremidades reativas que se
ligam a grupos especificos de aminoécidos da enzima. Um dos rea-
gentes mais utilizados para aplicacéo desta técnica € o glutaraldeido,
por ser econdmico e facilmente obtido em grandes volumes.>%3%

E uma técnica ainda laboriosa e lenta e, além disso, pode ocorrer
uma perda de 50% da atividade enzimdtica, baixa estabilidade meca-
nica e pouca reprodutibilidade, especialmente quando utilizada uma
grande quantidade de enzima.®'*

Como alternativa aos métodos convencionais, foram desenvol-
vidos métodos por ligacdo cruzada empregando enzimas cristalinas
(cross-linked enzyme crystals — CLECs) e agregados enzimdticos
reticulados (cross-liked enzyme aggregates — CLEAS).51:61:98.9

No caso de CLECs, as enzimas sofrem a precipitagdo contro-
lada para formagdo de microcristais, seguido da reticulagdo. Apds
a formacao da ligag@o cruzada, os CLECs se tornam insoliveis em
solvente orgdnico e solucdes tampdo o que permite sua aplicagdo
em diferentes meios reacionais sem que ocorra significativas perdas
da atividade catalitica. Apesar desta abordagem apresentar uma
elevada retencdo da atividade catalitica, sua principal desvantagem
estd na necessidade da cristalizagdo da enzima antes do processo de
reticulagdo, requerendo que a enzima esteja na sua forma pura, além
de ser um processo laborioso e complexo.>! #8105

Para o caso dos CLEAs, ocorre inicialmente a precipitagdo da
enzima por meio de sais, dcidos, solventes organicos e polimeros ndo
ionicos, seguido entdo da reticulagdo. Nesse caso, ndo hé exigéncias
quanto a pureza da enzima. Assim como no caso dos CLECs, essa
técnica também apresenta como principal vantagem a elevada ativi-
dade catalitica. Além disso, tem sido realizada para a imobilizacio
de diferentes tipos de enzimas, para catdlise de multiplas rea¢des ou
em processos em série. 31989

Em ambas as técnicas, ainda hd a necessidade de estudos mais
aprofundados com respeito a morfologia adquirida apds o processo
de reticulacio, dada a possivel formagao de grandes aglomerados que
resultam, muitas vezes, em dificuldades difusionais do substrato e do
produto no ambiente catalitico.’'%

Como aplicag@o, Mageed e colaboradores!® desenvolveram um
CLEA de tripsina (CLEA-Try) através da agregaciao com quitosana,
preparado sob condigdes suaves utilizando 1% v/v de glutaraldeido
como agente reticulante. Parametros cinéticos foram mensurados
utilizando BAPNA como substrato, obtendo K,, de 1,89 nmol L'
para a enzima imobilizada. A imobiliza¢do da enzima aumentou a
estabilidade térmica, sendo obtida atividade residual de 64% a 60 °C,
enquanto que com a enzima livre a atividade residual foi de apenas
10%, o que evidencia o aumento na rigidez da estrutura enzimatica
através da reticulac@o, com isso modificagdes conformacionais e per-
da da atividade catalitica sdo evitadas com o aumento da temperatura.

CLEA ¢ um método simples e que dispensa a necessidade de su-
portes, podendo ser utilizada em diversas aplica¢des biotecnoldgicas.

Ligacao covalente

E um dos métodos mais empregados para a imobilizacdo de enzi-
mas com aplicac@io em estudos protedmicos e baseia-se na formacao
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de ligagdes covalentes entre os grupos funcionais presentes na super-
ficie do suporte e os grupos funcionais dos residuos de aminoacidos
da enzima [(-NH,) da lisina e arginina; (-CO,H) do 4cido aspértico
e dcido glutamico; (-OH) da serina e treonina e o grupo (-SH) da
Cistefna].51'52’61798'105

A atividade da enzima imobilizada covalentemente ird depender
do tamanho e forma do suporte, natureza do método de acoplamento,
composi¢@o do material e condi¢des especificas durante a imobiliza-
¢do. A maior atividade enzimadtica ocorre quando os aminoécidos do
sitio ativo ndo estdo envolvidos na ligagdo com o suporte.’!92%197 Na
imobilizagdo covalente, sao usuais o emprego de reagentes espagado-
res que tém como finalidade deixar a enzima em maior contato com
o meio reacional e sua real necessidade ird depender do tamanho do
grupo funcional adicionado ao suporte.***8

Suportes funcionalizados como, por exemplo, 3-glicidoxipro-
piltrimetéxisilano (GPTMS) ndo requerem uso de espagadores.”
A reatividade dos suportes epéxidos-derivados permitem a imo-
bilizacdo diretamente com os grupos amina, tidis e hidroxilas dos
residuos de aminodcidos das enzimas fazendo com que ocorra a
abertura de anel, criando liga¢des secunddrias de amina, tioéter
ou éter, respectivamente. A Figura 4 apresenta uma reacio tipica
de derivagdo do suporte para imobilizacdo covalente de enzimas
utilizando GPTMS.”

Outro exemplo de imobilizagdo de enzimas por ligacdo covalente
estd na funcionalizac@o do suporte com 3-aminopropiltrietoxissilano
(APTS), ou outro reagente funcionalizador, seguido entio da reacéo
com carbonato de N-N’-disuccinimidila (DSC) como agente ativador
ou outros grupos de cadeias carbOnicas longas entre o suporte e a
enzima para aumentar a hidrofobicidade do biorreator. A Figura 5
(a) exemplifica a reagdo de funcionalizagio do suporte com APTS
seguido da adi¢do de DSC e da imobilizag¢do enzimatica. O grupo
carboxila introduzido na superficie do suporte com a utilizacio do
reagente DSC ¢ altamente susceptivel as rea¢des com 0s grupos
nucleofilicos da enzima.®'"”® Outro reagente frequentemente utilizado
como espagador ap6s a funcionalizacio do suporte € o glutaraldeido,
o qual ird introduzir grupos carbonila ao suporte, tornando-os suscep-
tiveis a reagdes com os grupos nucleofilicos da enzima, como mostra
a Figura 5 (b). No caso de formacio de bases de Schiff, podem-se

Furlani et al.
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utilizar reagentes como cianoboroidreto de sédio, tetraboroidreto de
sddio e boroidreto de sédio para redugdo das ligagdes iminas forma-
das, indicado em casos que se trabalhe em meios dcidos.®'

A estabilidade da ligagdo covalente evita perdas da enzima com
a utilizagdo do biorreator e aumenta a estabilidade térmica.”>%*¢! No
entanto, ligagdes multipontuais podem gerar rigidez, bem como alte-
rar a estrutura tercidria nativa da enzima, resultando na diminui¢éo da
atividade enzimadtica quando comparado aos resultados dos ensaios
em solu§50.52,52,53,6l,]l15

Fatores que podem melhorar a reatividade e proporcionar maior
intera¢@o enzima-suporte devem ser considerados: 1 — tempo de rea-
¢do para que haja uma interacio efetiva entre a enzima e o suporte;
2 — temperatura moderadamente elevada para favorecer a interagio
enzima-suporte e aumentar a possibilidade de ligagdes entre eles;
3 — escolha de solugdes tampdo que ndo interfiram na etapa de
imobilizagdo; 4 — presenc¢a de inibidores ou outros protetores de
proteina que possam minimizar a perda de atividade enzimdtica com
a imobilizacdo e na incubag@o com o suporte durante o processo de
imobilizacdo em pH alcalino.3!-89%101

SUPORTES PARA IMOBILIZACAO

Com o interesse e aplicabilidade cada vez maior no uso de
enzimas imobilizadas, novos avangos nas técnicas e suportes para
imobilizag¢do vém sendo desenvolvidos. No que se refere ao suporte
adequado para imobilizacdo, embora ndo haja um suporte universal
para todas as enzimas e aplicacdes, alguns fatores devem ser con-
siderados quanto a sua escolha, dentre eles: possuir uma superficie
de contato adequada, porosidade (de acordo com a aplicacdo),
evitar perdas da enzima por difusdo, ndo ser um suporte solivel,
possuir alta afinidade com a proteina, disponibilidade de grupos
funcionais reativos, estabilidade mecanica, rigidez, possibilidade
de reuso, baixa toxicidade e, sempre que possivel, apresentar baixo
Cust0.52’53’64’99'105

Atualmente diversos suportes oferecem propriedades fisicas,
quimicas e morfoldgicas que podem afetar diretamente a imobili-
zacdo da enzima e suas caracteristicas cataliticas. Para a superficie
do suporte ¢ fundamental que haja um balanco entre os grupos
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Figura 5. Funcionaliza¢do do suporte com APTS. Utilizagdo de DSC (a) e glutaraldeido (b) como espagador; seguido da imobilizagdo da enzima de forma covalente
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funcionais hidrofilicos/hidrofébicos, uma vez que uma presenga
minima de moléculas de d4gua no microambiente faz-se necessdria
para a preservagdo estrutural da enzima.” J4 o tamanho e distribui¢do
dos poros tém influéncia direta no rendimento e em efeitos difusio-
nais causados pela transferéncia de massa entre o meio liquido e os
biocatalisadores imobilizados.>>738%

Os suportes podem ser classificados como organicos e inorga-
nicos, de acordo com suas caracteristicas quimicas, e podem ser
subdivididos em naturais ou sintéticos. Suportes naturais possuem
facilidade na degradac@o sem causar danos ao meio ambiente, além
de possuirem baixo custo. Os suportes sintéticos, por sua vez, po-
dem ser combinados com uma variedade de propriedades fisicas e
quimicas de tal modo a formar um suporte ideal para uma aplicagio
especifica.>">%

No que se refere a imobilizagdo de tripsina, vdrios suportes
tém sido relatados na literatura, como silicas, monolitos a base
de polimeros ou silica, particulas magnéticas, grafeno, quitosana,
dentre outros.>'®57 O desenvolvimento de novos suportes com alto
desempenho e extensa cobertura para imobilizagdo de proteases tem
sido investigados para emprego em estudos protedmicos.*!” Dentre
os suportes, diversos formatos também sao relatados e aplicados nos
estudos on-line, off-line, ou ainda visando a aceleragdo na etapa de
digestdo proteica.!”537

Nesse contexto, apresentamos uma breve descri¢io de trabalhos
selecionados onde diferentes suportes e/ou formatos foram utilizados
para imobilizacdo da tripsina com aplicacdo em protedlise.

Ge e colaboradores'” realizaram a imobilizag¢do covalente da
tripsina em quitosana na superficie externa de mini lampadas incan-
descentes. Ao acender a lampada contendo a tripsina imobilizada e
imersa em solucdo proteica, a radiacdo emitida acelerou a digestao
das proteinas com redugdo do tempo de reacdo de 12 horas para 5
minutos. O método foi avaliado em proteinas modelo como hemoglo-
bina, citocromo c, lisozima e ovalbumina. As coberturas sequenciais
obtidas foram de 91%, 77%, 80% e 52%, respectivamente. As andlises
foram realizadas por MALDI-TOF MS.

De acordo com os autores, a biocompatibilidade do revestimento
de quitosana no bulbo das lampadas proporcionou um ambiente
suave, de modo que a desnaturagdo e a autdlise enzimatica fossem
minimizadas. O minirreator de 1ampada incandescente de tripsina
imobilizada pode ser uma estratégia promissora para a digestdo
eficiente e mapeamento de peptideos. Além disso, a facilidade,
simplicidade, eficiéncia e o baixo custo indicam boa perspectiva na
identificagdo de proteinas.!”

Bao e colaboradores'® empregaram 6xido de grafeno para pre-
parar um revestimento biocompativel nos canais de microchips de
poli(metilmetacrilato) através de solugdo sol-gel para a imobilizagao
covalente da tripsina. Os microchips preparados foram acoplados ao
sistema MALDI-TOF MS para identificacdo e mapeamento de pepti-
deos. A viabilidade e desempenho do microchip foram demonstrados
pela digestdo de hemoglobina, citocromo ¢, mioglobina e ovalbumina
com tempo de digestdo de 5 segundos e cobertura sequencial de 95%,
76%, 69% e 55%, respectivamente.

De acordo com os autores, os resultados evidenciaram que essa
abordagem proporcionou um excelente ambiente enziméatico, de modo
que a autdlise e desnaturagdo da tripsina fossem evitadas. Ainda, a
digestdo realizada em um curto intervalo de tempo minimizou o
consumo de reagentes. '

Cao e colaboradores'® realizaram a imobilizagdo da tripsina em
dois tipos de nanoparticulas magnéticas de Fe,O,, uma delas reves-
tida com ouro e outra revestida com Cu*. A aplicag@o do ensaio foi
realizada com a mioglobina para ambos os biorreatores, enquanto as
digestdes da albumina sérica bovina (BSA) e do citocromo ¢ foram
feitas somente no biorreator revestido com ouro.'”® De acordo com
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os autores, a digestdo da mioglobina foi alcancada em 15 minutos
com 11 peptideos identificados e cobertura sequencial de 68,8%
para o biorreator revestido com Cu?* e, para o biorreator revestido
com ouro, 15 peptideos identificados com cobertura sequencial de
93,8%. Para a digestao com citocromo ¢ ¢ BSA foram identificados
10 peptideos com cobertura sequencial de 90,9% para o citocromo
¢ e 33 peptideos com cobertura sequencial de 54,1% para a BSA.
Além disso, a imobilizagdo da tripsina nas nanoparticulas de ouro
através das ligacdes Au-S e Au-NH, permitiram a regeneragdo das
particulas pela remogao da tripsina utilizando boroidreto de sédio.'®

Naldi e colaboradores” realizaram a imobiliza¢do covalente da
tripsina em uma coluna de 5,0 x 5,2 mm d.i preenchida com monolito
a base de silica (tryp-IMER). O didmetro do poro (0,60 pm), assim
como a superficie do monolito, foram avaliados para evitar adsorcio
da proteina, alargamento de pico e perda da amostra, além da busca
por uma maior eficiéncia na digestdo, mesmo para proteinas de
alta massa molecular. O estudo foi realizado on-line através de um
sistema cromatografico multidimensional que incluiu o tryp-IMER,
uma coluna C18 para concentracdo dos peptideos digeridos e uma
coluna analitica C4 acoplada a um espectrOmetro de massas de alta
resolucdo (ESI-QTOF).

Os autores empregaram uma mistura de proteinas com diferentes
tamanhos e pontos isoelétricos para avaliar a eficiéncia do modelo
desenvolvido, sendo elas: citocromo ¢, ovalbumina, albumina sérica
bovina, albumina sérica humana e mioglobina. Como resultados, foi
alcancada uma répida digestdo com um tempo de aproximadamente
90 segundos e, com exce¢do da mioglobina a qual ndo € relatada a
cobertura sequencial dos peptideos, as demais apresentaram cober-
tura sequencial de 37,5%; 32,5%; 24% e 31,2%, respectivamente. A
despeito das baixas taxas de cobertura, os autores concluiram que o
biorreator preparado apresentou eficiéncia na digestdo proteica, es-
pecialmente considerando a redugdo do tempo de digestdo associado
ao baixo custo de preparo do mesmo.

A Tabela 1 apresenta uma variedade de suportes e formas usa-
das para imobilizagdo da tripsina em abordagens protedmica, com
&nfase nos suportes e formatos utilizados para imobilizagio, sendo
a imobilizag¢@o covalente a principal técnica utilizada. Os tempos
de digestdo alcancados com os IMERs de tripsina produzidos sdo
muito menores (10 s a 6 h) quando comparados a digestao triptica
em solugdo (5-24 h). O efeito no percentual de coberturas obtidas,
com valores que alcangam 99%, € também um atrativo do uso desses
IMERSs em protedlise.

Em geral, os trabalhos com tripsina imobilizada comparam as
digestdes feitas com emprego dos IMERs aquelas obtidas com a
enzima livre, e ndo a eficiéncia da digestdo proteica realizada com
tripsina imobilizada em diferentes suportes. No entanto, Sun e co-
laboradores!!* reportaram que o suporte ideal para a digestdo com
tripsina deve ser hidrofilico e neutro. Também chamaram a atencio
para perda de peptideos basicos devido a interacdo destes peptideos
com as particulas magnéticas funcionalizadas com grupos carboxilas.
Fan e colaboradores'* imobilizaram tripsina através da preparagio
de nanoparticulas magnéticas revestidas de duas diferentes formas,
uma com polimero hidrofébico (baseado no glicidil metacrilato,
GMA-tripsina) e outra com polimero hidrofilico (baseado no glicidil
metacrilato-Glucosamina, GMA-G-tripsina). Os autores também
observaram um efeito significativo na escolha dos suportes em re-
lacdo as proteinas e peptideos identificados a partir da digestdao de
extratos proteicos de leveduras. O uso da GMA-G-tripsina resultou na
identificacao de uma porcentagem mais alta de proteinas hidrofilicas,
enquanto a digestdo com GMA-tripsina digere mais lentamente as
proteinas hidrofébicas.

Esses dados sugerem que a quimica da superficie do suporte pode
influenciar o processo de digestdo triptica. Para averiguar o efeito da
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Tabela 1. Levantamento das principais estratégias de imobilizacdo da tripsina utilizadas em abordagens protedmicas
<eni Tempo de digestdo
Suporte . Tecr.u.ca d? Proteina avaliada  Cobertura sequencial Ref
imobilizagdo Sol. Imob.
Nanofolhas de MoS, Covalente 12h 5 min BSA® 84% 109
Oxido de Grafeno Covalente 12h 1 min BSA® 83% 15
Nanoparticulas de Fe;O, modificada com taninos Covalente 18 h 1 min BSA® 84% 110
Grafeno magnético revestido com glutaraldeido Covalente 12h 2 min BSA®, Cytc"e MYO®  87%, 87% ¢ 95% 111
Silica revestida com glicidil metacrilato (GMA) Covalente 12h 1 min BSA* 92% 112
Grafeno magnético revestido com polidopamina Covalente 16 h 10 min Cytc®e MYO* 62% e 83% 113
P . . ;
g;‘;‘éﬁ“las magnéticas funcionalizadas com NHS'e (o jopio 4h 2min  Proteinas de E. coli 64% 114
Particulas magnéticas revestidas com NHS' e EDC* Covalente 12h 1 min BSA* 90% 115
Capilar preenchido com monolito de polimero . HSAg, B-caseina, 78,2%, 49,7% e
(GMA) Covalente 15h 25 min RNase B 80.6% 116
Fibra de vidro recoberta com 6xido de grafeno e Adsorg¢ao BSA*, MYO¢, Cytc®  49%, 78%, 710% e
. a 12h 10s 117
quitosana ionica e Hb! 71%
Capilar preenchido com monolito de polimero Adsorgao .
(GMA!-co-AAm™-co-MBA") fisica 24h 30 BSA 7% 18
Coluna preenchido com monolito de polimero .
(GMA! e EDMA®) Covalente 24h 88 s MYO - 119
Covalente
Capilar com monolito de silica (quelacdo en- 12h 50's BSA*e MYO* 26% € 91% 120
tre espacador-
Cu?*-enzima)
Ponteira (in-tip) preenchida com monolito de - . BSA*, MYOc e
polimero (GMA! ¢ DVB?) Adsorcdo 12h 2 min oi-caseina 78%, 89% e 83% 121
Capilar preenchido com monolito de silica Covalente 5h 3,5 min MYO¢ e BSA® 90% e 34% 122
Nanofibras de polimero (PS¢e PSMA") Ligacdo 16 h 6h BSA® 34% 123
cruzada
Microesferas de silica Covalente 12h 5 min BSA®e Cyt ¢* 54% e 83% 124
- . . R . Cyt c®, MYO¢, AGP', 63%, 99%, 45%, 50%
Minidisco de monolito de polimero (EDA*®) Covalente 24h 10 min OVA¢ ¢ BSA® ¢ 73% 125
Fibra de vidro revestida com silica Covalente 12h 10s BSA®e Cyt ¢® 45% e T7% 126
Fibra de vidro revestida com quitosana A;i;sirf:() 12h S5s BSA®e LIZ® 40% e 64% 127
Microesferas de silica Covalente - 15s BSA*e MYO¢ 24% e 80% 128
Nanotubo de Fe,0, Ligacao 12h Smin  BSA",MYOreLIZ  46%,81% e 63% 129
Cruzada
Nanoparticulas magnéticas revestidas com amina Covalente 12h 15s BSA:, MYO¢e Cytc®  38%, 80% e 76% 130
Microesferas de Fe;0, Covalente 12h 15s Cyt c® 76% 131
Nanoparticulas de Fe,O, Covalente 12h 10's BSAY Cyt c* e MYO®  43%, 83% ¢ 79% 132

*Albumina Sérica Bovina. "Citocromo c¢. ‘Mioglobina. ‘Hemoglobina. ‘Lisozima. ‘Ovalbumina. tAlbumina Sérica Humana. "Ribonuclease. 'o-1-dcido glicopro-
teina. Sal de sédio de N-hidroxisulfosuccinimida. *Cloridrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida. 'Glicidil metacrilato. "Acrilamida. "N-metile-
nobisacrilamida. °Dimetacrilato de etileno glicol. PDivinilbenzeno. “Poliestireno. 'Poli (anidrido estireno-maleico). *Etilenodiamina.

superficie, Shen e Sun'** realizaram andlises protedmica de E. coli
(bottom-up) em trés diferentes formas: com tripsina em solu¢@o, com
tripsina imobilizada em particulas magnéticas carregadas negativa-
mente e também neutras (funcionalizadas com amina e com grupo
carboxila). Eles observaram que os suportes neutros e carregados
negativamente nio afetaram significativamente a digestdo, compa-
rado a enzima livre. Ademais, a digestdo por 15 min com tripsina
imobilizada em suporte negativamente modificado teve desempenho
compardvel a feita com enzima livre com 12 h de digestio. Os autores
destacam também que a enzima imobilizada néo levou a nenhum
artefato causado pela autodigestao.

PERSPECTIVAS FUTURAS E CONCLUSAO

As diversas estratégias desenvolvidas para digestdo de proteinas
envolvendo tripsina imobilizada apresentam, de modo geral, menor
tempo de digestao, maior nimero de peptideos sendo alcangados e bai-
xos valores de clivagens perdidas. As condi¢des de digestao dependem
ndo somente dos IMERSs produzidos, mas também das estruturas das
proteinas em digestdo e, como notado por Regnier e Kim,!” a digestdo
de uma proteina por tripsina, em uma determinada condi¢@o, ainda
ndo é uma ciéncia exata. E importante destacar que diferentes tipos de
imobilizacdo de tripsina (suporte, reacdo, formato, etc.) podem levar
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a diferentes caracteristicas de digestdo, com consequente impacto na
identificacdo da relag@o proteina/peptideos. No entanto, espera-se que a
automacao e, consequentemente, a maior reprodutibilidade dos proces-
sos de digestdo realizados com IMERSs de tripsina, levem a uma menor
variag@o entre as condigdes de digestdo proteica. Alta produtividade
nos processos protedmicos tem sido observada. Devido ao elevado
nimero de amostras, alta produtividade € desejada, especialmente em
abordagens clinicas. O desenvolvimento de plataformas integradas
de digestdo e andlise tem aumentado a capacidade de identificagdo
de proteinas de baixa abundancia em amostras de pequenos volumes.
Assim, espera-se que novos suportes biocompativeis que facilitem o
manuseio e automacao dos IMERS nos processos de digestdo possam
ser desenvolvidos e comercializados.
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