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RESUMO

O presente trabalho aborda as principais caracteristicas das enzimas que as tornam de
grande interesse no setor farmacéutico e, principalmente, na area de analises e
diagnéstico clinico. Caracteristicas como, alta especificidade, elevado grau de pureza,
baixa antigenicidade e estabilidade em condi¢des fisiologicas sdo tratadas. Serdo
apresentados os principais métodos enzimaticos de ensaio em andlises clinicas, sendo
abordadas as vantagens, limitagdes e perspectivas no mercado da utilizagdo de enzimas.
Dessa forma, serd discutido a utilizagdo das enzimas como agentes terap€uticos, ou seja,
as enzimas sdo utilizadas como medicamentos; enzimas produtoras de farmacos, onde
elas sdo utilizadas na sintese de remédios; enzimas cujos niveis sdo avaliados para
diagndsticos clinicos de doengas, ou seja, quando alguma pessoa estd com determinada
doenga as atividades de certas enzimas aumentam ou diminuem; enzimas utilizadas
como marcadores em imunodiagnéstico e métodos enzimaticos de ensaio em andlises
clinicas, em que as enzimas s3o usadas como reagentes na dosagem de substdncias

presentes nos fluidos bioldgicos, como o sangue.

Palavras chaves: enzimas; diagndstico; andlises clinicas; farmacéutica;
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1. INTRODUCAO

Enzimas sdo proteinas com propriedades catalisadoras sobre as reagdes que ocorrem nos
sistemas bioldgicos, aceleram reacgdes especificas sem serem alteradas ou consumidas
durante o processo, além de possuirem elevado nivel de especificidade sobre seus
substratos (MOTTA, 2009). Esses biocatalisadores bioldgicos podem ser extraidos de
tecidos animais, vegetais ¢ de micro-organismos. Embora as enzimas obtidas de fontes
vegetais e animais terem sido muito utilizadas, as de origem microbiana sdo atualmente
mais empregadas, devido ao fato dos micro-organismos serem facilmente manipulados.
Cada vez mais se necessita de processos industriais que utilizam enzimas como
catalisadores ou o melhoramento do desempenho na catalise de enzimas ja conhecidas.
A busca de micro-organismos que possam produzir enzimas € constante e diversas
técnicas de biologia molecular estdo disponiveis hoje para utilizacdo nesse processo

(MONTEIRO, SILVA, 2009).

Uma 4rea de grande interesse na aplicacdo das enzimas ¢ a area de diagnosticos e
andlises clinicas. Estas enzimas sdo utilizadas diretamente em componentes de kits
diagnosticos para a determinacdo de diferentes substincias. Algumas doencas sdo
decorrentes de erros do metabolismo devido a deficiéncias enzimaticas ou até mesmo a
auséncia total de uma ou mais enzimas. Outras anormalidades também podem ocorrer
pela excessiva atividade de uma enzima no organismo, sendo a medida da atividade
sanguinea importante para diagnosticar estas doengas, especialmente no caso de
doengas hepaticas, cardiacas, dsseas, musculares e pancreaticas. Em alguns processos
patologicos, as enzimas contribuem para estabelecer a causa, localizagdo e grau de
extensao da lesdo, para fazer o controle do tratamento e ainda para determinar a cura.
Dessa forma, as enzimas aplicadas pela industria farmacéutica e em diagnoéstico clinico
podem ser abordadas da seguinte forma: (i) enzimas como agentes terapéuticos; (ii)
enzimas produtoras de farmacos, (iii) enzimas cujos niveis sdo avaliados para
diagnodsticos clinicos de doengas, (iv) enzimas utilizadas como marcadoras em
imunodiagnostico e (v) enzimas utilizadas em métodos enzimaticos de ensaio em

analises clinicas (AEHLE, 2007).



De acordo com os diversos avangos da utilizagdo de enzimas na area farmacolégica, o
presente trabalho fard uma breve revisdo sobre as aplicacdes de enzimas na indUstria
farmacéutica e, principalmente, na area de diagnostico e andlises clinicas, na qual a
principal vantagem ¢ a possibilidade de analisar uma substincia especifica a partir de
amostras bioldgicas, sem a necessidade de isolamento, simplificando o processo,
diminuindo o tempo de analise e garantindo a confiabilidade dos resultados. Elementos
essenciais quando se trata da identificagdo de um processo patologico, no qual a

eficiéncia e agilidade no diagnostico sdo fundamentais para o sucesso do tratamento.



2. OBJETIVO

Este trabalho possui como objetivo abordar as principais aplicagdes de enzimas na
industria farmacéutica e na area de diagnostico clinico. Serdo abordadas as seguintes
aplicagoes:

e Enzimas como agentes terapéuticos;

e Enzimas produtoras de farmacos;

e Enzimas cujos niveis sdo avaliados para diagnosticos clinicos de doengas;

e Enzimas utilizadas como marcadoras em imunodiagndstico;

e Métodos enzimaticos de ensaio em andlises clinicas.



3. REVISAO DA LITERATURA

As enzimas possuem fungdes na catdlise das reagdes quimicas que, sem sua presenga,
aconteceriam a uma velocidade muito baixa. Estdo presentes em todas as células vivas,
onde exercem as funcdes vitais de controle dos processos de transformagdo dos
nutrientes em energia € em material celular, além de participar dos processos
catabodlicos, transformando nutrientes complexos em substincias mais simples. Exceto
por um conjunto de RNAs cataliticos, as enzimas sdo moléculas de natureza proteica,
formadas por longas cadeias de aminoacidos ligados uns aos outros através de ligagdes

peptidicas (NELSON e COX, 2011).

O avango no conhecimento das enzimas possibilitou o emprego das mesmas em
processos industriais em diferentes areas, tais como médica, alimenticia, téxtil, quimica,
entre outras. Estas biomoléculas possuem caracteristicas que as tornam de grande
interesse em processos industriais. Além de serem biodegradaveis e, desta forma, ndo
causarem impactos ao meio ambiente, sdo catalisadores altamente eficientes, com as
reagdes ocorrendo em condigdes que demandam menos energia do que os catalisadores
quimicos, pois a grande maioria das enzimas atuam a pressdo atmosférica, temperatura
ambiente e pH proximo a neutralidade. A alta especificidade das enzimas & outra
caracteristica muito Util nos processos industriais, pois se formam quantidades minimas

de produtos secundarios, com a eliminagdo da necessidade de separagdo de subprodutos

(FABER, 2011).

Além das importantes aplicagdes de enzimas em processos industriais, pelas razoes
demonstradas, as enzimas sdo de grande utilidade em diagnéstico clinico, a alta
especificidade, sensibilidade e eficiéncia catalitica sdo caracteristicas importantes que

baseiam sua aplicagdo em analises clinicas (CRUZ et al., 2008).

Processos de producdo em larga escala possibilitaram a obtengdo de elevados
rendimentos de enzimas com custos relativamente baixos, diversas enzimas com
excelente especificidade pelo substrato foram desenvolvidas e sdo utilizadas como

catalisadores em diagnostico. Outra grande vantagem da utiliza¢do de enzimas € que por
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meio do seu uso ¢ possivel diminuir o tempo de ensaio e simplificar o processo de
analise, uma vez que ¢ possivel analisar uma substancia especifica, por meio de
amostras bioldgicas, sem a necessidade de isolamento desta substiancia (CRUZ et al.,

2008).

Também podemos citar as enzimas terapéuticas, que ao contrario das enzimas utilizadas
industrialmente, sdo necessarias em quantidades relativamente pequenas. Devem ainda
apresentar elevado grau de pureza, alta especificidade, baixa antigenicidade e
estabilidade em condigdes fisiologicas. Dessa forma, o uso de enzimas como
medicamentos relaciona-se ao fato de que pequenas quantidades do catalisador
biolégico podem produzir efeitos bastante especificos nas condi¢des fisioldgicas
(CRUZ et al, 2008).

Em algumas doengas pode ocorrer uma deficiéncia ou mesmo a auséncia total de uma
ou mais enzimas, além de condi¢des anormais poderem ser causadas pela atividade
excessiva de uma enzima. Desta forma, a medida da atividade de certas enzimas

também ¢ uma andlise importante no diagnodstico de varias doencas (CRUZ et al, 2008).

3.1 Historico do uso de enzimas em andlises clinicas

A descoberta das enzimas se iniciou com estudos sobre a digestdo de alimentos, no
século XVIII. No ano de 1831, o quimico Jons Jacob Berzelius verificou que certas
substancias continham uma “forca catalitica” que lhes permitiam acelerar determinadas
reacdes (BON et al., 2008). Poucos anos depois dois quimicos franceses, Anselme
Payen e Jean-Frangois Persoz descobriram uma substincia que convertia amido em

acucar denominada amilase (LIESE et al., 2006).

O quimico francés Louis Pasteur estabeleceu o conceito de que as enzimas eram células
vivas ¢ na mesma ¢€poca o quimico alemdo Justus Von Liebig afirmou que a
fermentag@o era provocada por substancias quimicas. Em seguida, Buchner mostrou a

possibilidade da fermentacdo na auséncia de células vivas, ele descobriu que um extrato
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de levedura livre de células poderia causar fermentacdo alcodlica. A denominagdo
enzima so veio em 1876, dada pelo fisiologista alemdo Kithne (AEHLE, 2007).

A natureza proteica das enzimas foi descoberta pela cristalizagdo da urease, da pepsina,
da quimotripsina e da tripsina, que demonstrou que esses cristais consistiam
inteiramente de proteina. A cristalizacdo permitiu que as suas estruturas moleculares
pudessem ser examinadas por cristalografia de raios X, o que desencadeou o estudo do

funcionamento das enzimas a nivel atdmico (BON et al., 2008).

O wuso terapéutico de enzimas se iniciou quando preparacdes brutas de enzimas
pancredticas, de origem suina, foram empregadas como auxiliares digestivos, no final
do século XIX. O uso de enzimas em diagnoéstico foi facilitado pelos avangos das areas
bioquimica e biomédica. Atualmente, muitas enzimas com elevada especificidade ao
substrato foram desenvolvidas e sdo empregadas em diagndstico abrangendo
basicamente trés categorias: métodos enzimadticos de ensaio para andlises clinicas,
enzimas marcadoras em imunodiagndsticos e enzimas cujos niveis sao avaliados para

diagnésticos clinicos de doengas (CRUZ et al., 2008).

Atualmente, as enzimas de uso em diagnostico recebem especial aten¢do na industria de
biotecnologia. Aplicagdes de grande interesse sdo o diagndstico e prognoéstico de
doengas e o acompanhamento do tratamento. E uma 4rea com grande perspectiva de
crescimento, impulsionada pelos avangos em biologia molecular, gendmica, protedmica
e engenharia de proteinas. Um fator importante é o conhecimento das doengas em nivel
molecular, pois permite o desenvolvimento de diagndsticos cada vez mais precisos

(ZIMMER et al., 2009).

3.2  Micro-organismos - principais produtores de enzimas

Os micro-organismos representam uma importante fonte de recursos genéticos para o
avanco biotecnologico e para o desenvolvimento econdmico sustentdvel. A
biodiversidade microbiana brasileira disponivel é outro ponto a favor para a busca de
novos farmacos, de biomarcadores enzimaticos e para a transformacdo em produtos

uteis de alto valor agregado (OLIVEIRA et al., 2006).
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As enzimas podem ser extraidas de tecidos animais, vegetais e de micro-organismos,
sendo as de origem microbiana as mais utilizadas, tanto para aplica¢do industrial,
quanto para o diagnostico clinico. Por esse motivo, o conhecimento da biodiversidade e
a bioprospec¢do de novos micro-organismos tornaram-se um dos focos principais da
biotecnologia. Células microbianas possuem caracteristicas bastante atrativas para o
mercado produtor de biocatalisadores, como baixo custo na producdo de metabolitos,
produgdo independente de fatores sazonais, facilidade de manipulacio genética, opgao
de cultivo em grandes quantidades e em tempo relativamente curto e, ainda, o fato de o
rendimento poder ser elevado a partir da otimizagdo das condi¢des nos processos
fermentativos, e até mesmo utilizando a tecnologia do DNA recombinante para
producdo de enzimas heterélogas. Os micro-organismos empregados na producgdo de
enzimas sdo usualmente células de mamiferos, bactérias do género Bacillus, fungos do

género Saccharomyces ou leveduras do género Aspergillus (MUSSATO et al., 2007).

A obtengao de micro-organismos que produzam enzimas para aplica¢do industrial pode
ser feita partindo do isolamento dos mesmos, a partir dos recursos naturais. Podem,
ainda, ser adquiridos em colegdes de cultura ou serem produzidos micro-organismos
recombinantes por técnicas de engenharia genética. Apos o micro-organismo ser obtido,
ele ¢ cultivado em biorreator para a produgdo de quantidades industriais do
biocatalisador. E, em seguida ao processo fermentativo ocorrem as etapas de separacao
e purificacdo dos produtos obtidos, bem como o tratamento dos residuos formados

(JEGANNATHAN, NIELSEN, 2012).

Dessa forma, a produgcdo de enzimas em escala industrial faz-se por processo
fermentativo, visto que os micro-organismos apresentam rapido crescimento em meios
de baixo custo. As enzimas podem ser intra ou extracelulares, ¢ dependendo da sua
localizag¢ao devem ser utilizados métodos para sua separacdo mais ou menos complexos.
Em seguida, deve-se efetuar uma etapa crucial e de extrema importancia, a purificagdo
dessas enzimas. Uma sequéncia de processos de purificacdo é necessaria até a obtengao
da enzima com grau de pureza desejado. Em comparagdo com o uso industrial de

enzimas, as enzimas terapéuticas possuem requisitos de purificagdo mais rigorosos,
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determinando o grau de complexidade e o custo do produto final (ZIMMER et al,
2009).

3.3 Importincia das enzimas na drea farmacéutica

Devido ao desenvolvimento da tecnologia do DNA recombinante as enzimas se
tornaram importantes moléculas utilizadas para diferentes fins industriais e terapéuticos.
Atras somente dos antibidticos, enzimas sdo os produtos microbianos mais explorados
na industria biotecnologica, pode-se afirmar que hoje a industria farmacéutica
representa um dos maiores produtores e usuarios de enzimas. Estas podem ser aplicadas
tanto no diagndstico clinico e na terapia, quanto na produ¢do de medicamentos e

desenvolvimento de produtos (SARASWAT et al, 2013).

A Figura 3.1 mostra a distribui¢do do consumo de enzimas em diferentes areas do setor
produtivo, confirmando o maior porcentual da utilizagdo de enzimas na industria
farmacéutica. Isso se deve ao fato de maiores investimentos em pesquisa serem feitos na
area da saude e, também, devido a crescente substitui¢do de terapias tradicionais por

terapias enzimaticas (OLIVEIRA et al., 2006).

Outros tipos
31%

Pesquisa e
Biotecnologia
13%

rocessamento de
amido
15%

Figura 3.1: Distribuicdo da demanda de enzimas em diferentes setores da industria (Adaptado
de MONTEIRO, SILVA, 2009).
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As enzimas na industria farmacéutica sdo empregadas de diversas maneiras, sendo as
principais aplicagdes das mesmas (i) atuando como agentes terapéuticos; (il) em
métodos enzimaticos de ensaio em andlises clinicas; (iil) como marcadoras em
imunodiagnoéticos; (iv) utilizadas na produg¢do de medicamentos, principalmente, na
produgdo de farmacos opticamente puros e (v) enzimas cuja atividade ¢ avaliada
visando o diagndstico clinico de diversas doengas, como as hepatopatias indicadas pelos
altos niveis de transaminases (CRUZ et al, 2008). Em seguida, serd feito um breve
levantamento sobre estas aplicacdes, dando énfase aos métodos enzimadticos de ensaio

em analises clinicas.

3.4  Engzimas como agentes terapéuticos

As enzimas sdo usadas para o tratamento de uma ampla variedade de doencas, em
virtude de o seu alto poder catalitico e sua especificidade. Com o surgimento da
tecnologia do DNA recombinante, as estratégias para a preparagdo de enzimas para o
uso humano tornaram-se disponiveis, evitando problemas de toxicidade e
imunogenicidade que eram frequentemente encontrados com enzimas de origem animal,
por exemplo. A variedade de enzimas e suas aplicagdes terapéuticas sdo consideraveis,
j& existe no mercado um grande nimero de medicamentos a base de enzimas para
aplicacdo como auxiliares digestivos, na inibigdo da coagulacdo, no tratamento de
fibrose cistica, na terapia contra o cancer, bem como na reposi¢do de enzimas
metabolicas. A Tabela 3.1 mostra uma série de exemplos de enzimas utilizadas como

agentes terapéuticos para o tratamento de diversas patologias (CRUZ ef al., 2008).

As formulagdes que contém enzimas, de acordo com seu objetivo, podem ser
administradas por via topica, oral ou parenteral. Algumas limitacdes podem ser
encontradas no uso da terapia enzimética, como dificuldade de acesso ao orgao-alvo,
suscetibilidade ao ataque de proteases, instabilidade dos biocatalisadores e
antigenicidade da formulagdo. No entanto, para contornar estes problemas algumas
estratégias de formulagdo foram desenvolvidas. Para proporcionar diminui¢cdo da
toxicidade e da resposta imunolégica, a incorporacdo da enzima ¢ feita em sistemas de

transporte/direcionamento, que envolve o aprisionamento das mesmas dentro de
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lipossomas e outros sistemas nanoestruturados. Para diminuir a resposta imune ¢ feita a

conjugagdo quimica das enzimas com polimeros (CRUZ et al., 2008).

Tabela 3.1: Enzimas como principio ativo de diversos medicamentos, utilizadas no tratamento
de patologias relacionadas (Adaptado de CRUZ et al., 2008)

Enzima Niamero EC  Nome comercial Uso terapéutico
Colagenase 3.4.24.3 Santyl Kollagenase Ulceras de pele
Asparaginase 3.5.1.1 Elspar Erwinase Leucemia linféatica
aguda
Ribonuclease 3.1.26.4 Onconase Antiviral
Lisozina 3.2.1.17 Murazyme Antibibtico
Colpistar
Estreptoquinase 3.4.22.10 Streptase Codagulo sanguineo
Kabikinase
Superoxido 1.15.1.1 Peroxinorm Inflamagdes
dismutase Oxinorm
Glucocerobridase 3.2.1.45 Cerezyme Doenga de Gaucher
Galactosidase 3.2.1.22 Fabrazyme Doenga de Fabry
Replagal
Lipase 3.1.1.3 Auxiliar digestivo
Desoxirribonuclease 3.1.21.1 Pulmozyne Fibrose cistica
B-amilase 3.2.1.1 Auxiliar digestivo
Lactase 3.2.1.23 Surelac Lactaid Intolerancia a
lactose
Papaina 34222 Panafil Auxiliar digestivo e

ulceras de pele

Lipossomas sdo utilizados como veiculos de transporte in vivo, podem incorporar
praticamente qualquer tipo de substancia, independente do peso molecular, da carga
elétrica e da solubilidade. Servem como carreadores de farmacos, biomoléculas ou
agentes de diagnostico. As particulas hidrofilicas se incorporam nos espagos internos
aquosos (Figura 3.2-A) e as particulas hidrofobicas se incorporam na bicamada lipidica

(Figura 3.2-B) (LASIC e PAPAHADJOPOULOS, 1998).

A aplicagdo de drogas terap€uticas e através de lipossomas € bastante proveitosa, pois
além de direciona-las para o local de agdo, por modificacdo na superficie, aumenta sua

eficacia e reduzem os efeitos adversos, os lipossomas sdo atoxicos, possibilitam o
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encapsulamento de drogas hidrossoliiveis e lipossoliveis e melhoram a

biodisponibilidade (BATISTA et al., 2007).

Hidrafita
Figura 1-A
Iy
sl
Enzima
Hid$l
Figura 1 -8

Figura 3.2: Representagdo esquematica de um lipossoma ¢ localizagdo de enzimas no espaco
lipossomal de acordo com as suas propriedades. Enzimas hidrossoluveis no espago interno
aquoso (A); enzimas lipossoluveis na bicamada lipidica (B) (CRUZ et al., 2008).

Além dos lipossomos, existe outra forma de transporte/direcionamento de enzimas
utilizadas como agentes terap€uticos. As enzimas também podem ser conjugadas
quimicamente com moléculas de baixo peso molecular ou poliméricas. O uso destas
moléculas como transportadores baseia-se na aplicagdo para prolongar a agdo e
diminuir, consequentemente, a toxicidade de um farmaco (CHUNG et al., 2005). Esses
veiculos utilizados para o transporte de enzimas terapé€uticas sdo importantes para a
melhoria da adesdo do paciente no sentido de reduzirem os efeitos adversos, uma vez

que o farmaco ¢ direcionado ao local de agdo (MELO et al., 2012).

Um dos grandes beneficios da terapia enzimdtica ¢ a produ¢do em larga escala que
possibilita a produgdo de grandes quantidades de enzimas com custos baixos, fato que
se deve a purificagdo, caracterizacdo e identificacdo de enzimas e metabolitos, e,
também, ao surgimento de técnicas de DNA recombinante. Outra vantagem em relacao
ao uso de enzimas como medicamentos, ¢ o fato de que pequenas quantidades do
catalisador biolégico produzem efeitos muito especificos em condigdes fisiologicas,

devido a eficiéncia catalitica e alta especificidade das enzimas (CRUZ et al., 2008).
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3.5  Engimas na produgdo de medicamentos

Além das aplicacdes terapé€uticas das enzimas, elas também podem ser empregadas na
sintese de fArmacos. O planejamento de farmacos se baseia no conhecimento das causas
que levam ao aparecimento de determinadas doencas, esse estudo ¢ fundamental, pois
permite & medicina a elaboracdo de planos e estratégias tanto de tratamento, quanto de
prevengdo de diversas doencas relacionadas ao ser humano. O grande avango no estudo
das ferramentas biotecnologicas tem fornecido conhecimentos importantes para o

desenvolvimento de novos farmacos (GUIDO et al., 2010).

As enzimas possuem papel extremamente importante na sintese de novos farmacos em
virtude de sua especificidade, inclusive sendo capazes de distinguir entre isOmeros
opticos, o que ndo seria possivel via métodos quimicos convencionais. Além de
possuirem caracteristicas como facil obtencdo e adequacdo para ensaios biologicos, que

sdo outros grandes atrativos na produg¢do de farmacos (GUIDO et al., 2010).

Quando determinado farmaco ¢ desenvolvido, é necessario compreender quais sdo seus
efeitos no organismo humano. Se determinada substancia for quiral ou assimétrica, ela
pode possuir enantidmeros com atividades farmacoldgicas diferentes. Uma molécula ¢
oticamente ativa quando a sua imagem especular ndo puder ser sobreposta & molécula
original, dessa forma, a quiralidade de um farmaco esta relacionada com a sua estrutura,
na auséncia de um centro de simetria (BARREIRO et al., 1997). Os enantiomeros
apresentam moléculas com geometria e disposicdo espacial de seus atomos igual a
imagem especular do seu par complementar (Figura 3.3), possuem a maioria de suas
propriedades fisicas idénticas e, quimicamente, demonstram comportamentos diferentes

em ambientes quirais (ORLANDO et al., 2007).

£o P
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i B i Quleslilade

Figura 3.3: Representagdo dos enantidmeros de um derivado alénico quiral (BARREIRO et al.,
1997).
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De acordo com o arranjo espacial, os enantiomeros recebem os prefixos R ou S
adotados pela International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC). Existe
também outra nomenclatura atribuida aos enantidmeros que estd relacionada a sua
capacidade de desviar a luz plano polarizada para a direta (D ou +) e para a esquerda (L
ou -). Esta propriedade que compostos quirais podem apresentar, depende também do

meio em que eles se encontram (ORLANDO et al., 2007).

Na maioria dos casos, os farmacos administrados sob a forma racémica (mistura de
quantidades iguais de enantidmeros), possuem caracteristicas bioldgicas bem inferiores
aos seus enantidmeros puros. De acordo com a disposi¢do espacial, como a existéncia
de dois enantiomeros, um farmaco pode antagonizar a a¢do de seu estereoisomero, pode
levar a diminuig¢do do efeito bioldgico, a sua total omissdo ou ao surgimento de um

efeito bioldgico adverso (LIMA, 1997).

Dessa forma, a busca para o desenvolvimento de substancias enantiomericamente puras
(SEP) tem crescido bastante desde as ultimas décadas. As enzimas e receptores
esterecoespecificos, presentes no organismo, regulam as caracteristicas biologicas
diferentes para as estruturas quirais. Como resposta, ocorre uma ocupagao preferencial
de um sitio receptor por um dos enantidmeros, podendo resultar nas mais diferentes
respostas biologicas para os diferentes enantidmeros. Tais como (i) a atividade biologica
desejada ¢ atribuida a apenas um dos enantidmeros; (i) os enantidmeros possuem
propriedades farmacologicas idénticas (ou proximas), tanto do ponto de vista qualitativo
como quantitativo; (iii) a atividade ¢ qualitativamente idéntica, mas quantitativamente
diferente entre os estercoisomeros e (iv) as atividades dos dois enantidmeros sao

qualitativamente diferentes (LIMA, 1997).

Na industria farmacéutica, a utilizacdo de enzimas como reagentes quirais ¢ de grande
relevancia, j& que ainda a maioria dos farmacos ¢ comercializada na sua forma
racémica. Em uma reagdo catalisada enzimaticamente, a quiralidade do substrato ¢
reconhecida pela enzima, fator que causa uma preferéncia por uma das duas diregdes

possiveis em relacdo a estereoquimica da reagdo (BARREIRO et al., 1997).
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Pode-se notar a importdncia do conhecimento da isomeria Otica na producdo de
medicamentos. Durante muito tempo, considerou-se que em uma mistura racémica um
dos enantidmeros seria responsavel pela a¢do, chamado de eutdmero, € o outro seria
inativo, distomero. Porém, foi necessdrio que ocorresse o tragico caso da talidomida,
que levou a ma formacao de milhares de fetos, para que o assunto fosse reestudado. Este
farmaco era usado para diminuir os sintomas de enjoo observados durante os primeiros
meses de gestacdo. Esta tragédia se deu por falta de conhecimento sobre as diferencas
toxicologicas entre os enantiomeros deste fdrmaco. Alguns anos apds o ocorrido
comprovou-se que o isomero (R) da talidomina possui propriedades sedativas e
hipnoticas, e o isdmero (S) possui propriedades teratogénicas (Figura 3.4) (BARREIRO
etal., 1997).

A partir de entdo, comegou-se a estudar a influéncia do arranjo espacial dos dtomos nas
moléculas e na sua interagdo com macromoléculas bioldgicas e o quanto isso
influenciava os processos bioquimicos, fisioldgicos e farmacologicos. Sendo dessa
forma, o uso de enzimas na producdo de fdrmacos enantiomericamente puros fator

essencial na seguranga toxicologica dos mesmos (ORLANDO et al., 2007).
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(§)-Talidomida {R)-Talidomida

Teratogénico Sedativo ¢ hipnético

Figura 3.4: [someros 6ticos da Talidomida (BARREIRO et al., 1997).

Na Tabela 3.2 estdo apresentados alguns exemplos de farmacos com diferentes

atividades devido a sua estereoquimica (LIMA, 1997).
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Tabela 3.2: Exemplos de atividades biologicas para diferentes formas enantioméricas de alguns
farmacos (LIMA, 1997).

Farmacos Efeitos
Etambutol Forma SS: tuberculéstico; forma RR: pode provocar cegueira
Penicilamina Forma S: anti-artritico; forma R: extremamente toxico

Adrenalina A forma levogira ¢ 20 vezes mais ativa e igualmente mais toxica

Talidomida Forma R: sedativo; forma S: teratogénico

Uma classe terapéutica também importante sdo os anti-inflamatérios ndo esteroidais
(AINE). Estas substancias pertencem ao grupo dos acidos aril ou heteroarilcarboxilicos
e 0s seus principais representantes sdo os acidos (S)-arilpropidnicos, eutdmeros de
diferentes AINE. A hidrélise enzimatica de ésteres racémicos correspondentes permite a
obtencdo do eutomero puro. Este processo tem sido empregado, utilizando uma lipase
isolada de uma variedade de Candida sp., para a obtenc¢do industrial do (S)-ibuprofeno
(Figura 3.5) (BARREIRO, et al., 1997).

Além da enzima citada que ¢ utilizada na producdo de anti-flamatorios, ja existem no

mercado inimeras enzimas que sdo utilizadas para este mesmo fim.

; e ;
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HeC Antiinflamatérion&o
E esteroidal (AINE) 160x
(S)- Tegeofeno mais potente que R

Figura 3.5: Resolucdo de (R)-(S)-ibuprofeno por epoxidagdo microbioldgica (BARREIRO et
al., 1997).

3.6  Enzimas marcadoras em imunodiagndostico

Ensaios imunoenzimaticos sdo baseados em reacdes imunoldgicas e enzimaticas. A
resposta imunologica de organismos vivos se dd pelo contato com antigenos e a
consequente produgdo de anticorpos, também chamados de imunoglobulinas (Ig). Estes

sdo proteinas de alto peso molecular (PM), em torno de 150 kD, j& os antigenos,
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avaliados nas andlises imunoenzimaticas, devem possuir pelo menos 1 kD, além de
possuirem complexidade quimica que os diferencie das substancias reconhecidas pelo
organismo. Diversos analitos de interesse em andlises clinicas constituem-se em
moléculas menores que 1 kD (haptenos), fato que dificulta a resposta imunologica com
produgdo de anticorpos seletivos para este analito. Para contornar esse problema,
podem-se conjugar estas espécies a proteinas transportadoras, como a albumina (GIL et

al., 1999).

Os imunoensaios podem ser classificados em heterogéneos ou homogéneos. Os ensaios
heterogéneos constituem a maioria dos imunoensaios e sdo caracterizados pela
utilizagdo de um suporte de fase solida para a imobilizagdo de antigenos ou anticorpos,
necessitando para a quantifica¢do precisa, de uma etapa adicional para separar reagentes
e produtos da reagdo. Neste tipo de imunoensaio o Ag marcado (Ag*) ligado ao
anticorpo (Ac), complexo antigeno marcado-anticorpo (Ag*Ac), necessita ser separado
fisicamente do antigeno marcado (Ag*) que permanece livre na solugdo. A separagao
pode ser feita por precipitagdo com polietilenoglicol (PEG) ou pela adi¢do de um

segundo anticorpo, que se liga e precipita o Ag ndo marcado (LOPES, 2002).

J4 os imunoensaios homogéneos, ainda sdo menos frequentes e ndo requerem etapas de
separagdo, ou seja, ndo ha a necessidade de se proceder a separacdo fisica do Ag
marcado (Ag*) ligado ao Ac (complexo Ag*Ac) do Ag* livre (por¢do que nao se ligou
ao Ac). Dessa forma, a utilizagdo destes ensaios para deteccdo de analitos em matrizes
complexas tem sido alvo de investigagdes, pois ndo t€m a necessidade de tratamento da

amostra por lavagem ou separa¢do (KOPETZKI et al., 1994).

O sistema de deteccdo dos imunoensaios definird a escolha de marcadores adequados,
eles devem apresentar baixo custo, boa estabilidade e sensibilidade, facil conjugacdo e
detec¢do. Dependendo do marcador ou sistema de deteccdo empregado, os
imunoensaios apresentam boa sensibilidade, além da alta seletividade devido a grande
especificidades de anticorpos (Ac) pelos antigenos (Ag) (GIL ef al., 1999). A tabela 3.3
apresenta alguns dos principais sistemas de detec¢do e os respectivos marcadores

utilizados em imunoensaios.
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Tabela 3.3: Principais sistemas de deteccdo e marcadores utilizados em imunoensaios (GIL et
al., 1999).

Sistema de Detec¢ao Exemplos de marcadores
Eletroquimicos Enzimas: peroxidases, oxidases.
Radioativos Is6topos radioativos
Fluorimétricos Fluoresceina, quelatos de lantanideos
Luminométricos Luminol, isoluminol, acridina

Os 1munoensaios enzimaticos sdo os mais utilizados atualmente, sdo métodos
quantitativos em que a reacdo de antigeno-anticorpo ¢ monitorada por medida da
atividade enzimdtica. As enzimas para imunodiagnosticos sdo utilizadas como
marcadores e sdo ligadas a um anticorpo para testar de forma bastante especifica a

presenga da substancia alvo (SANTOS, 2007).

Pesquisas para o desenvolvimento de uma técnica simples e sensivel, para a detec¢io de
antigenos dos patdogenos ou anticorpos especificos produzidos pelo hospedeiro levaram
ao desenvolvimento do teste ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). O teste
imunoenzimdtico ELISA apresenta alta sensibilidade e especificidade e vem sendo

muito utilizado no diagnoéstico de diferentes patologias (WEETAL e ROYER, 1980).

A técnica imunoenzimatica ¢ utilizada para verificar se o individuo estd ou se ja esteve
infectado, identificando quanto de antigeno (ELISA direto) ou de anticorpo (ELISA
indireto) que o individuo possui no sangue. O principio do método ELISA baseia-se na
imobilizagdo do antigeno ou anticorpo em placa de poliestireno (Figura 3.6). O método
¢ realizado em oito etapas: 1- ativagdo da placa, 2- lavagem, 3- imobilizacdo dos
anticorpos, 4- lavagem, 5- incubagdo, 6- lavagem, 7- adi¢do de substrato, 8- leitura dos

pogos (GIL et al., 1999).
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Figura 3.6: Placa utilizada para ensaio ELISA (GIL et al., 1999).
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O método ELISA direto ¢ uma técnica utilizada para a detec¢do de antigeno, dessa
forma, adquire-se uma placa contendo (aderida na parte solida) anticorpos para a
patologia a ser analisada. Coloca-se o soro do paciente nos pogos presentes na placa
(Figura 3.7), se houver a presenca de antigenos, esses se fixardo aos anticorpos
formando um complexo anticorpo (ligado a placa) — antigeno. Apos esse método ¢ feita
uma lavagem da placa (utilizando tampao de lavagem) para retirar os antigenos nao
ligados. Em seguida, adiciona-se um anticorpo conjugado a enzima, assim, formard um
complexo anticorpo (ligado a placa) — antigeno — anti-anticorpo conjugado. Efetua-se
outra lavagem para evitar o excesso de anticorpo conjugado ndo ligado ao complexo.
Adiciona-se o substrato da enzima conjugada. O substrato adicionado, ao se ligar a
enzima do complexo, forma um produto colorido. Para finalizar adiciona-se uma
solugdo que interrompe a reacao enzimatica (ORDEN, 1971; NILSON, 1990; LOPES,
2002).
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antigenc anticorpo substrato
secundario
conjugado

com a enzima

Figura 3.7: Representacdo esquematica de um imunoensaio enzimatico ELISA direto
(Adaptado de ANALISA, 2015).

O procedimento do ELISA indireto é uma técnica utilizada para a detecgdo de

anticorpos, sendo assim, utiliza-se uma placa contendo (aderida na parte solida)
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antigenos para a patologia a ser analisada (Figura 3.8). Coloca-se o soro do paciente nos
pogos presentes na placa, caso existir a presenga de anticorpos, eles se ligardo aos
antigenos presentes na placa formando o complexo antigeno (ligado a placa) —
anticorpo. Em seguida ¢ feita uma lavagem da placa (tampao de lavagem) para retirar os
anticorpos ndo ligados. A proxima etapa ¢ adicionar um anti-anticorpo conjugado a
enzima, formando o complexo antigeno (ligado a placa) — anticorpo — anti-anticorpo
conjugado. Realiza-se outra lavagem para retirar o excesso de anti-anticorpo que nao
formou o complexo. Depois € adicionado um substrato para a enzima, o substrato ao se
ligar & enzima do complexo, forma um produto colorido. E adicionada uma solu¢io que
interrompa a a¢ao da enzima para que assim a solu¢do ndo adquira coloragdo que possa

interferir na leitura do teste (ORDEN, 1971; NILSON, 1990).

Antigen

Im\;.- b R e B e ! N e el e

Figura 3.8: Representagdo esquematica de um imunoensaio enzimatico ELISA indireto
(ANALISA, 2015)

A leitura dos resultados pode ser realizada, basicamente, de duas maneiras,
qualitativamente, sendo o resultado positivo ou negativo e quantitativamente, feita com
a utilizacdo de equipamentos de leitura como espectrofotdometro. A grande vantagem da
técnica ELISA ¢ que por ser um método com alta sensibilidade ¢ feito em microescala,
0 que o torna bastante economico devido a reduzida quantidade de reagentes utilizados
(ORDEN, 1971; NILSON, 1990). Um exemplo de patologia diagnosticada através de

ensaio imunoenzimatico ELISA ¢ a doenga HIV.
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Outro método imunoenzimatico ¢ o chamado EMIT (Enzyme-Multiplied Immunoassay
Technique), este imunoensaio ¢ do tipo homogéneo, ou seja, a interacdo entre os
reagentes empregados ocorre no mesmo meio, dispensando as etapas de lavagem.
Consiste em um imunoensaioenzimatico que admite medidas quantitativas diretas da
interacdo antigeno-anticorpo através da medida da atividade enzimatica. Neste método,
ocorre ligacdo entre anticorpo especifico, antigeno da amostra e o antigeno ligado a uma
enzima, chamado conjugado. Deve-se promover uma competi¢do entre o conjugado € o
antigeno presente na amostra pelos sitios de ligagdo do anticorpo. Para isso ocorrer,
incubam-se quantidades conhecidas de conjugado antigeno-enzima com a amostra e
com os anticorpos especificos. Quando ndo ha a presenga de antigenos na amostra, o
anticorpo livre se liga ao conjugado e inativa a enzima, que dessa forma, ndo ira
conseguir agir sob o substrato. Quando ha a presenca de antigeno na amostra, o
antigeno se liga ao anticorpo deixando o conjugado livre e a enzima permanece na sua
forma ativa para atuar sobre o substrato originando um produto mensuravel (Figura
3.9). O EMIT possui algumas vantagens como facil execugdo, rapidez e boa capacidade

de deteccao de moléculas pequenas (LOPES, 2002).

Antigeno marcado com enzima

Antigeno da amostra

Anticorpo especifico

Anticorpo especifico ligado ao
antigenomarcadoinativa a enzima

Figura 3.9: Representagdo esquemadtica de um imunoensaio multiplicado por enzima (EMIT)
(Adaptado de LUCA e REIS, 2000).

Os anticorpos possuem como principal caracteristica a especificidade pelo antigeno, e,
para que eles possam ser utilizados na detecgdo de antigenos especificos, € necessario

que os anticorpos estejam conjugados (ligados covalentemente) a compostos que
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permitam a detec¢do, como as enzimas peroxidase e fosfatase alcalina. A peroxidase ¢
uma enzima que usa o H,O, para oxidar seus substratos, essa oxidagdo pode ser
detectada pela liberagdo de luminol, pela formagdo de um precipitado colorido ou pela
transformag¢do de um composto incolor em um colorido, que pode ser determinado
quantitativamente ou por espectroscopia. Ja a fosfatase alcalina é uma enzima que
hidrolisa ligagdes fosfato, desta forma, os cromodforos sdo compostos que possuem

grupos fosfato e, com a perda deste grupo apresentam cor (LENZ, 1997).

3.7  Engimas cujos niveis sdo avaliados para diagndostico clinico de doengas

A determinagdo dos niveis enzimdticos em amostras biologicas ¢ uma ferramenta
importante empregada no diagndstico clinico de doengas, uma vez que o excesso de
determinada enzima sera utilizado como marcador para a patologia pesquisada. Na
Tabela 3.4 podem ser verificados alguns exemplos de enzimas pesquisadas para o

diagnéstico clinico de doencas (CRUZ, et al., 2008).

Tabela 3.4: Exemplos de enzimas pesquisadas em amostras de sangue para diagndsticos
clinicos de doencas (Adaptado de CRUZ, et al., 2008).

ENZIMA AVALIADA DOENCA ALVO
Fosfatase acida Cancer de prostata
Alanina aminotransferase Problemas hepaticos
Fosfatase alcalina Problemas hepatobiliares e dsseos
Amilase Pancreatite aguda
Aspartato aminotransferase Tecidos danificados (coragdo, figado, rim)
Colinesterase Exposicdo a organofosfatos
Creatinina quinase Problemas cardiacos/musculares
Gama glutamiltransferase Problemas hepaticos
Lactato desidrogenase Infarto do miocardio, cancer de testiculo
Enzima conversora angiotensina Cirrose biliar

Muitas das enzimas que estdo presentes no plasma sdo derivadas, principalmente, do
processo normal de destruicdo e reposi¢do celular. Normalmente, apresentam baixos

teores séricos, contudo, apds lesdo tecidual provocada por processos patologicos,
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determinadas enzimas se apresentam nesses liquidos em teores muito mais elevados,
ocasionado pelo aumento da permeabilidade celular ou morte prematura da célula. Isso
permite concluir a localizagdo e natureza das variagdes patologicas em alguns orgaos
como figado, miocardio e pancreas. Quanto maior a lesdo tecidual, maior a atividade

enzimatica no nivel plasmatico (MOTTA, 2009).

Para exemplificar a pesquisa de enzimas em analises de diagnosticos de doengas, sera
abordada a determinacdo das transaminases, dos marcadores de infarto agudo do

miocardio e das lesdes pancreaticas.

As transaminases sdo enzimas intracelulares encontradas em uma diversidade de 6rgdos
e tecidos. As atividades mais elevadas encontram-se no miocardio, figado, musculo
esquelético e em menores quantidades nos rins, pancreas, bago, cérebro, pulmdes e
eritrocitos. Estas enzimas existem em quantidades minimas no sangue de um individuo
normal, mas apos destruigdo celular intensa elas aumentam significativamente e sdo
liberadas na corrente sanguinea, ocasionando modificagdo na sua concentracdo e
altera¢do nos exames de sangue. O figado produz centenas de transaminases, sendo que
apenas duas delas sdo de maior importancia clinica, a aspartato aminotransferase (TGO)
e alanina aminotransferase (TGP). A TGP ¢ encontrada, principalmente, no citoplama
do hepatocito, ja 80% da TGO estd presente na mitocondria. Dessa forma, quando
ocorre uma lesdo hepatocelular ha o fluxo das duas enzimas para o plasma, porém, se a
forma predominante no soro ¢ a citoplasmatica o dano ¢ leve, enquanto em lesdes

graves ha liberagdo mitocondrial, aumentando a relagdo TGO/TGP (MOTTA, 2009).

A doenga isquémica do coragdo figura uma das principais causas de 6bito em homens e
mulheres acima de trinta anos de idade. O diagndstico pode ser feito baseado em
critérios clinicos e, principalmente, pela realizagdo de exames laboratoriais, que se
baseiam na determinacdo de macromoléculas intracelulares na circulagdo,
principalmente enzimas e proteinas (LOZOVOY et al., 2008). O diagnostico do infarto
agudo do miocardio (IAM) baseado somente em critérios clinicos e eletrocardiograficos
pode ser dificil, entdo, para a confirmacao ou exclusdo do IAM deve ser feita a medida

das enzimas miocardicas no soro (CAVALCANTI et al., 1998).
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Assim, as enzimas cardiacas, também conhecidas como marcadores de necrose
miocardia, sdo primordiais para o diagnostico efetivo do infarto do miocardio. A
avaliacdo laboratorial se baseia na caracterizagdo destas macromoléculas na corrente
sanguinea, que extravasam a células miocdrdicas lesadas resultando em aumento
transitorio dos niveis circulantes. Bioquimicamente analisando, um evento isquémico no
tecido cardiaco leva ao cessamento da glicolise aerdbica e, consequentemente, o
estabelecimento da glicolise anaerdbica. Isso leva a uma produgdo desapropriada de
fosfatos de alta energia e ao acumulo de 4cido latico, causando a reducdo do pH celular
e alteragdes metabolicas importantes. Dessa forma, sem energia para a manutencio da
sua atividade metabdlica normal a célula miocardica morre por necrose € as suas
macromoléculas sdo liberadas na circulagdo. As enzimas diagnosticadas no IAM sao a
creatina-quinase (CK) e a lactato desidrogenase (LD) e, ainda, as heme-proteinas
troponina ¢ mioglobina (LOZOVOY et al., 2008). A velocidade da apari¢do dessas
macromoléculas na circulagdo estd sujeita a varios fatores, como o peso molecular, a
localizagdo intracelular, fluxos sanguineos e linféticos locais e a taxa de elimina¢do no

sangue (Tabela 3.5) (PIEGAS et al., 2004).

Tabela 3.5: Marcadores bioquimicos de Infarto Agudo do Miocardio com indicagdes do inicio
de aparecimento dos mesmos na corrente sanguinea, pico de concentragdo ¢ normalizacdo dos
teores, em relacdo ao inicio do processo de infarto (Adaptado de PIEGAS et al., 2004).

Marcador Inicio Pico Normalizacao
Creatina quinase .
4a8horas  Torno de 18 horas 2 a3 dias
(CK-MB)
Lactato
8 a 12 horas 24 a 48 horas Ap6s 7 dias
desidrogenase
Heme-proteina
. . 1 a 2 horas 6 a9 horas 1 a2 dias
Mioglobina
Heme-proteina
4 a 8 horas 36 a 72 horas 5 a 14 dias

Troponinas

A creatina quinase possui atividades mais elevadas no musculo esquelético, cérebro e

r

tecido cardiaco. J4 em quantidades menores ¢ encontrada na bexiga, utero, pulmao,
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prostata, bago, estobmago, pancreas, tireoide, diafragma, entre outros. Existem na forma
de isoenzimas MM, MB e BB, sendo as subunidades M e B imunologicamente distintas.
A CK-MM e CK-MB estao distribuidas principalmente nos musculos esquelético e
cardiaco, respectivamente. J4 a CK-BB ¢ encontrada predominantemente no cérebro e

raramente esta presente no sangue (MOTTA, 2009).

A determinacdo dos niveis séricos da creatina-quinase (CK) embora seja um sensivel
indicador de lesdo muscular, ndo ¢ especifica para o diagnostico de lesdo miocardica,
também indica a presenga de lesdes musculares agudas e cronicas, uso de medicamentos
e drogas ilicitas e de doengas associadas que diminuem a depuragdo de proteinas.
Variacdes fisioldgicas como, sexo, idade, atividade fisica e massa muscular, afetam a

atividade sérica desta enzima (PIEGAS ef al., 2004).

A Lactato Desidrogenase (LD) ¢ uma enzima que estd presente no citoplasma de todas
as células do organismo. Estd mais presente no miocardio, figado, eritrocitos, rim e
musculo esquelético. O aumento do seu teor no sangue ¢ um achado inespecifico, dessa
forma, para obter referéncias de maior significado clinico ¢ interessante obter a
separagdo da LD em suas cinco fragdes isoenzimaticas (Tabela 3.6). Devido a
especificidade tecidual, as isoenzimas possuem maior utilidade diagndstica (MOTTA,
2009).

Tabela 3.6: Fragdes isoenzimaticas da Lactato Desidrogenase (LD) e as respectivas
localizagdes teciduais (MOTTA, 2009).

Isoenzima Localizacao
LD-1 (HHHH) Miocardio e eritrdcitos
LD-2 (HHHM) Miocardio e eritrdocitos

LD-3 (HHMM) Pulmao, linfocitos, bago, pancreas
LD-4 (HMMM) Figado, musculo esquelético
LD-5 (MMMM) Figado, musculo esquelético

Também existem os testes ndo-enzimaticos para detectar o infarto agudo do miocéardio.
A mioglobina ¢ uma heme-proteina encontrada tanto no musculo esquelético quanto no

musculo cardiaco, constitui cerca de 2% da proteina total do musculo e esta localizada
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no citoplasma (PIEGAS et al., 2004). Apos lesdes celulares, durante o IAM, ela ¢
liberada na circulacdo sanguinea e devido ao seu valor preditivo negativo ¢ considerada
excelente para descartar o diagnostico de infarto agudo do miorcadio (MOTTA, 2009).
J4 as troponinas sdo proteinas presentes nos filamentos dos musculos estriados e sdo
consideradas especificas para o miocardio. S3o compostas de multiplas sub-unidades
troponina I, troponina C e troponina T. Dados clinicos demonstraram que a troponina T
e troponina I sdo marcadores precoces do IAM, apresentam a mesma sensibilidade
diagnostica do que a CK-MB entre 12 e 48 horas de evolugdo, e dessa forma, sdo
indispensaveis em portadores de doengas que diminuem a especificidade da CK-MB

(PIEGAS et al., 2004).

Amilase ¢ uma enzima produzida pelo pancreas e ¢ muito utilizada como marcadora de
inflamagdo pancredtica. O aumento dos niveis deste marcador ¢ conhecido como
hiperamilasemia e tem a fun¢do de demonstrar a concentragdo da enzima excretada pelo
pancreas. No laboratorio de andlises clinicas o exame também ¢é conhecido como
amilasemia ou amilase pancredtica (FERREIRA et al., 2008). Quando ocorrem lesdes
nas células dos pancreas, a amilase fluird para o sistema linfatico intrapancredtico e
peritonio até atingir os vasos sanguineos em concentracao elevada, os niveis de amilase
aumentam apos 2 — 12 horas do inicio da dor abdominal. A atividade da amilase volta
ao normal apds 3 ou 4 dias e o pico méximo ¢ atingido entre 12 e 72 horas (MOTTA,

2009).

3.8 Meétodos enzimaticos de ensaio em andlises clinicas

Com a excelente especificidade pelo substrato que as enzimas possuem, os métodos
quimicos foram em parte substituidos pela utilizagdo de enzimas nas analises clinicas.
Além de vantagens operacionais como o emprego de reagentes pouco agressivos € de
facil utilizagdo e custos operacionais similares ao dos reagentes quimicos, os métodos
enzimaticos, reduzem operagdes manuais e sdo facilmente automatizados (LUCA,
REIS, 2000). As enzimas sdo utilizadas diretamente ou como um componente de um
ensaio para a determinagdo de diversas substancias, tais como as listadas na tabela 3.7.

A utilizagdo de métodos de ensaio enzimatico para diagnostico tem sido facilitada pelos
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desenvolvimentos na engenharia genética que permitiram a produgdo de enzimas em

larga escala e com custos mais acessiveis (MUROOKA e YAMASHITA, 2001).

A determinacdo de certas substancias presentes em fluidos bioldgicos se baseia na
reacdo do analito que se deseja avaliar, qualitativa ou quantitativamente, objetivando a
formagao de um produto que pode ser identificado visualmente ou medido através de
um analisador. Dessa forma, um laboratorio de analises clinicas se baseia no uso de
reagentes que produzem as reagdes desejadas formando os produtos indicadores da
reacdo. Os dados alcangados sdo comparados com padrdes para se obter a concentragdo

do analito (BASQUES, 2010).

Tabela 3.7: Exemplo de enzimas empregadas em métodos enzimatidos de analises clinicas ¢ o
respectivo substrato avaliado (Adaptado de CRUZ et al., 2008)

ENZIMA SUBSTRATO AVALIADO
Alcool oxidase Alcool
Alcool desidrogenase Alcool
Indicador para reagdes que
Aldeido desidrogenase
produzem acetaldeido
Catalase/aldeido desidrogenase Acido Urico
Colesterol oxidase/peroxidase Colesterol
Colesterol oxidase Colesterol total
Creatinase Creatinina e Creatina
Creatininase Creatinina
Glicose-6-P desidrogenase Glicose
Glicose oxidase/peroxidase Glicose
Glutamato desidrogenase/urease Ureia
Indicador em reagdes em que
Lactato desidrogenase/piruvato quinase ADP, ATP ou piruvato sao

produtos

Malato desidrogenase Oxaloacetato e malato
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Malato desidrogenase/fosfoenolpiruvato/

COy/carbonato
Carboxilase
Maltose fosforilase a- amilase
Sacarose fosforilase Fosfato inorganico
Urease Ureia
Uricase/peroxidase/aldeido desidrogenase Acido Urico

Para a formacao do produto, as rea¢des correspondem ao resultado da atuagdo de um ou
mais reagentes sobre o analito. A visualiza¢do das reacdes enzimaticas pode ser feita
através de métodos colorimétrico ou pela medida da absorbancia em comprimentos de
onda na regido do ultravioleta. Reacdo colorimétrica ¢ um método de andlise
quantitativa que se baseia na comparagao da cor produzida por uma rea¢do quimica com
uma cor padrdo e pode-se concluir a concentracdo de determinado analito de acordo
com a intensidade da cor produzida. As reagdes podem ser lidas na regido do visivel
(380 a 680 nm) do espectrofotometro. J& no método ultravioleta (UV) os produtos

formados absorvem energia na regido do ultravioleta (~340 nm) (BASQUES, 2010).

Nesse trabalho serdo analisadas a a¢do das enzimas urease, creatininase, glicose oxidase
e colesterol oxidase como reagentes na dosagem de substancias presentes em fluidos

bioldgicos, respectivamente, ureia, creatinina, glicose e colesterol total.

A ureia é o metabolito quantitativamente mais importante no catabolismo das proteinas.
E sintetizada no figado a partir do diéxido de carbono e aménia, em todos os tecidos,
como produto final do catabolismo proteico. Representa a maior fragdo de substancias
orgdnicas presentes na urina e cerca de 80% do nitrogénio ndo proteico excretado na
urina, em condi¢des normais. Na pratica clinica, a dosagem de ureia é utilizada, assim
como a creatinina, como marcador de fungdo renal. E um pouco mais sensivel que a
creatinina, mas menos especifica, j& que pode sofrer alteracdes dependendo da dieta
(MOTTA, 2009). Sua concentracdo varia em individuos saudéveis e ¢ influenciada por
varios fatores, como grau de hidratagdo, dieta proteica e fungdo renal (ANALISA,
2012b). O aumento na taxa de ureia sanguinea pode ser observado em insuficiéncia

cardiaca aguda, nefrite, dietas ricas em proteinas, insuficiéncia renal aguda ou com a
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idade. Ja a diminui¢do da ureia estd relacionada com insuficiéncia hepatica grave,
aumento da diurese, redugdo do catabolismo proteico, gravidez e individuos submetidos

a dietas com baixo valor proteico e alto teor glicidico (ANALISA, 2012b).

Existem alguns métodos utilizados na determinagdo da ureia, serad destacado o método
enzimatico colorimétrico. Esse método tem por objetivo a determinagdo quantitativa da
ureia nas amostras, soro, plasma e urina. O principio do método se baseia na hidrolise
da ureia a ions amonio e CO, através da enzima Urease (ANALISA, 2012b), como
demonstrado pela Equagdo 3.1. Em meio alcalino, os ions amoénio reagem com salicilato
e hipoclorito de sodio, sob a agdo catalisadora do nitroprussiato de sodio, para formar
indofenol (corante azul), como demonstrado pela Equagdo 3.2. A absorbancia a 600 nm
do complexo azul formado ¢ medida e ¢ diretamente proporcional a concentragdo de

ureia na amostra analisada (ANALISA, 2012b).

Uréia + H,0 — 2 NH, + €O, (3.1)

NH + salicilato + NaCl0 — Indofenol (3.2)

Outro método enzimatico descrito ¢ a determinacdo do colesterol total no soro. O
colesterol esta presente em todas as células como componente estrutural das membranas
e das lipoproteinas, sendo assim, caracterizado como principal esterol do organismo.
Em torno de 70 a 75% do colesterol plasmatico encontra-se sob a forma de éster e 25 a
30% existe como colesterol livre. O colesterol pode ser designado como exogeno e
endogeno, sendo o exdgeno absorvido pelo tubo gastrintestinal e endégeno aquele que €
produzido no figado e outros tecidos. Valores aumentados de colesterol sao encontrados
na nefrose, nas doencas colestaticas do figado e no hipotireoidismo. J& niveis
diminuidos sdo encontrados no hipertireoidismo, doencas consuptivas (déficit de
nutrientes por alguma doenca que causa ma absorcdo dos mesmos) e desnutri¢cdo

cronica (ANALISA, 2012c¢).

No método de determinagdo de colesterol total, ésteres de colesterol sdo hidrolisados

pela enzima colesterol esterase formando colesterol livre. O colesterol livre produzido ¢
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oxidado pela enzima colesterol oxidase e forma perdxido de hidrogénio. Este ird reagir
com o fenol e 4-aminoantipirina, através de reagdo catalisada pela peroxidase,
produzindo uma quinonimina de cor vermelha, como mostram as Equa¢des 3.3 a 3.5,
respectivamente. A absorbancia do complexo formado, medida em 500 nm, ¢
diretamente proporcional a concentragdo de colesterol da amostra (ALLAIN et al.,

1974).

Esteres de colesterol — Colesterol + Acidos Graxos (3.3)

Colesterol + 0, — Colest— 4 — en—ona+ H,0, (3.4)

2H,0, + Fenol+ 4 — Aminoantipirina — 4H,0 + quinonimina (3.5)

Outro importante método enzimatico utilizado em andlises clinicas ¢ a determinacdo da
glicose sérica, o qual utiliza uma metodologia enzimatica de grande especificidade
analitica, de simples e facil aplicacdo no laboratdrio clinico. A glicose é a principal
fonte de energia celular para o organismo, em condi¢gdes normais, a glicose sanguinea ¢
mantida em teores apropriados por meio de mecanismos regulatorios e sua concentragao
sérica esta intimamente ligada a acdo da insulina (MACHADO, 1998). Em todas as
células, a glicose ¢ metabolizada para produzir ATP e fornece intermediarios
metabolicos necessarios em varios processos biossintéticos. Quando os niveis de glicose

no sangue estdo acima dos valores de referéncia, denomina-se hiperglicemia, quando

abaixo desses valores, hipoglicemia (MOTTA, 2009).

Dessa forma, na analise laboratorial, a demonstra¢do de altera¢des na concentragao de
glicose no sangue determina o diagnostico dos disturbios do metabolismo da glicose. A
desordem no metabolismo dos carboidratos pode estar relacionada com o aumento da
glicose plasmatica, num quadro clinico denominado diabetes melitus ou com a redugdo

da glicose plasmatica, num quadro clinico denominado hipoglicemia (MOTTA, 2009).
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Os métodos enzimdticos para a determinacdo da glicose sd@o os mais utilizados
atualmente. Além de necessitarem de pequenos volumes de amostra e serem simples e
rapidos de executar, as enzimas possuem grande especificidade pela glicose. Sendo
estas enzimas inclusive imobilizadas em fase solida e a dosagem sendo realizada em
pequenas tiras reagentes, utilizando uma tUnica gota de sangue. A glicose-oxidase,
altamente especifica para a B-glicose, catalisa a oxidacdo da glicose para acido gliconico
e peroxido de hidrogénio (Equac¢do 3.6). Em uma segunda reagdo, catalisada pela
peroxidase, o peroxido de hidrogénio formado reage com um cromogénio aceptor de
oxigénio, como o 4-aminoantipirina, formando um produto colorido, como a
quinoneimina (Equac¢do 3.7), cuja absorbancia medida em 505 nm, ¢ diretamente

proporcional a concentrac¢do de glicose na amostra (MOTTA, 2009).

Glicose + 0, + H,0 — Acido glicénico + H,0, (3.6)

2H,0, + 4 — aminoantipina + Fenol — Quinonelmina +4 H,0 3.7)

A creatinina ¢ um composto organico nitrogenado e ndo proteico formado a partir da
desidratacdo da creatina, por ser um dos produtos do metabolismo nitrogenado deve ser
removida do corpo continuamente através dos rins. O musculo esquelético ¢ o maior
produtor da creatinina, dessa maneira, variagdo em sua producdo indica alteragdes
diretamente proporcionais na massa muscular. A creatinina pode ser mensurada no
sangue ou na urina e sua concentracdo permanece praticamente inalterada ao longo de
24 horas (SILVA, 2006). E sintetizada nos rins, figado e pancreas a partir da arginina, a
quantidade de creatinina produzida diariamente é relativamente constante e se relaciona
com a massa muscular. Devido a sua constancia na formagao e excre¢do, a cretinina se
torna um marcador muito Util da fungdo renal e, em virtude da sua relativa
independéncia de fatores como metabolismo proteico, grau de hidratagdo e filtragdo
glomerular, a creatinina plasmatica ¢ um teste de fungdo renal mais seguro que a ureia,
sendo a dosagem elevada indicagdo de disfungdo renal e também do grau de evolugdo

de enfermidades relacionadas a este 6rgdo (ANALISA, 2012a).
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Esse método tem como finalidade a utilizagdo de um sistema para a deteccdo da
creatinina em soro, plasma e urina. A creatinina presente na amostra ¢ convertida a
creatina pela agdo da enzima creatinina amidohidrolase (Equacdo 3.8). E em seguida, a
creatina ¢ hidrolisada a sarcosina e ureia pela a¢do da enzima creatina amidohidrolase
(Equagao 3.9). Entdo, a enzima sarcosina oxidase promove a desmetilacdo oxidativa da
sarcosina levando a producdo de glicina, formaldeido e peroxido de hidrogénio
(Equagdo 3.10). O peroxido de hidrogénio formado reage com o N-etil-N-sulfopropil-
m-toluidina (ESPMT) e 4-aminoantipirina, produzindo uma quinoneimina (Equacdo

3.11) que tem méximo de absorbancia em 546 nm (ANALISA, 2012a).

Creatinina + H,0 — Creatina (3.8)
Creatina + H,0 — Sarcosina + Uréia (3.9)
Sarcosina+ H,0 + 0, — Glicina + Formaldeido + H,0, (3.10)

2H,0, + ESPTM + 4 — aminoantipirina — Quinoneimina + 4H,0 3.11)

Comumente, as reagdes utilizadas para a determina¢do de analitos clinicos sdo as
reacOes de ponto final e a reagdo cinética de dois pontos. As reagdes correspondem ao
resultado de atuacdo de um ou mais reagentes sobre o analito para formar o produto. As
de ponto final sdo aquelas que formam um produto cuja concentragdo chega a um ponto
maximo, permanecendo inalterada por um determinado tempo em func¢do da
estabilidade formada. A Figura 3.10 mostra graficamente uma reag¢ao de ponto final, a
divisao em trés etapas mostra o inicio e incremento na formacao do produto, a etapa de

estabilidade e o decaimento do produto por perda de estabilidade (BASQUES, 2010).
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Figura 3.10: TO — T1: Tempo de formagdo do produto. T1 — T2: Tempo em que a reagdo se
completou e permanece estavel. Neste intervalo sera realizada a medi¢do da quantidade de
produto da reagdo. T2 — T3: Perda de estabilidade do produto formado.

A reagdo cinética de dois pontos ¢ utilizada, principalmente, em metodologias
automatizadas. Por exemplo, se uma determina¢do de glicose, utilizando a enzima
glicose oxidase, ¢ medida em 10 minutos na rea¢do de ponto final, pode-se utilizar a
reacdo cinética de dois pontos medindo a reagdo em um tempo de 5 minutos ou menos,
quando se tem a certeza de que as medi¢des das amostras serdo realizadas no mesmo
tempo de reacdo e que a velocidade da reagdo ¢ a mesma para as amostras, controles e
calibradores. Este método pode ser utilizado para diminuir o tempo de reagdo,
minimizar a agdo de interferentes ou estender a linearidade do sistema analitico.
Comumente, as reagdes cinéticas de dois pontos utilizam a fase inicial da reagdo com
uma medicdo aos 30 segundos, que servird como branco, e outra medi¢do aos 90
segundos. Utiliza-se entdo o delta da reacdo para calcular o a concentracdo do analito

(Figura 3.11) (BASQUES, 2010).
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Figura 3.11: A diferenga da absorbancia: (T2 — T1) ¢ utilizada para calculo do resultado

(BASQUES, 2010).
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3.9  Vantagens e limitagcées da utilizacdo de enzimas em diagndstico clinico

Cada vez mais se torna crescente o uso de enzimas como reagentes analiticos, uma vez
que oferecem a vantagem de maior especificidade para o substrato a ser determinado,
evitando a necessidade de purificagdo da substancia analisada. As enzimas podem ser
usadas como reagentes na determinagdo de um analito, ou serem elas proprias o analito
a se determinar. Em comparagdo com os métodos quimicos, os métodos enzimaticos
possuem como vantagens a rapidez e a sensibilidade em relacdo aos métodos quimicos.
Outra vantagem € que os reagentes enzimaticos conservam-se bem quando liofilizados,
no entanto, uma vez hidratados tém um periodo de utilizagdo muito reduzido, sendo

dificil a sua conservacdo (MONTEIRO, SILVA, 2009).

As enzimas também possuem outras vantagens que justificam seu amplo uso, como o
fato de serem produtos biologicos e biodegradaveis; ndo sdo consumidas durante o
processo; sdo estéreo seletivas; atuam em pH e temperaturas brandas (MONTEIRO,

SILVA, 2009).

Quando ocorre uma lesdo patologica celular, ha um aumento da concentragdo sérica de
certas enzimas, porém, esse aumento sérico também pode ocorrer devido a outros
fatores, como aumento do “furnover” celular; aumento da atividade da enzima e
libertagdo da enzima na corrente sanguinea devido a obstrugdo dos canais, dificultando
o diagnostico clinico. Outra limitagdo que pode ser levada em consideragdo no uso de
enzimas em diagndstico clinico ¢ a falta de especificidade para um tecido particular ou
tipo de célula. Muitas enzimas estdo presentes em mais de um tecido, dessa forma, o
aumento sérico de determinada enzima pode refletir lesdo de qualquer um dos tecidos,
ou diferentes tecidos podem liberar, quando lesados, duas ou mais enzimas em

proporgdes diferentes (MOTTA, 2009).
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3.10 Situagdo do mercado e perspectivas

Desde meados dos anos 90, o mercado de andlises clinicas tem sofrido mudangas
significativas, como resultado da aceleracdo do desenvolvimento tecnoldgico e da
implementag¢do de novas técnicas e servigos capazes de processar testes diagnosticos
com alta precisdo, eficiéncia e em volumes maiores. O segmento apresenta algumas

tendéncias como (DASA, 2014):

e Desenvolvimento de novas tecnologias para o desempenho das andlises clinicas;

e Aumento de seguranca e confianca pelos meédicos nos testes diagnosticos,
aumentando, assim, a demanda por estes exames e a receita gerada por eles;

e Aumento do conhecimento publico sobre salide em geral e medicina diagndstica

por causa da midia e da internet;

e C(riagdo de novos exames direcionados para deteccdo de doengas, consolidando

o conceito de medicina preventiva;

e Constante desenvolvimento de novos medicamentos, gerando a demanda de

pesquisa clinica para a sua aprovagao.

O desenvolvimento de aplicagdes de enzimas em diagnéstico clinico € como
medicamentos, nos ultimos anos, tem tido um enorme crescimento devido a grande
potencialidade desses marcadores biologicos (MUSSATO et al., 2007). E um setor que
vem crescendo devido aos avangos da biologia molecular e da engenharia de proteinas

(CRUZ et al., 2008).

O mercado de enzimas tem crescido muito nos ultimos anos, fato que se deve a um
aumento na produc¢do industrial de enzimas e desenvolvimento de novas tecnologias e
novos campos de aplicacdo. O mercado brasileiro de enzimas revela grande potencial
devido a enorme geragdo de residuos agroindustriais e ao dinamismo das industrias de

alimentos, medicamentos, tecidos e celulose/papel (MUSSATO et al., 2007).

O uso de catalisadores enzimaticos nos diversos seguimentos industriais tem sido uma

tendéncia cada vez maior em todo o mundo, ¢ uma grande expansao da biotecnologia
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que movimenta milhdes de dolares anualmente (MUSSATO et al, 2007). Podemos
considerar que, atualmente, a industria farmacé€utica representa um dos maiores
produtores e usudrios de enzimas. Elas podem ser aplicadas tanto na producdo de
medicamentos e no desenvolvimento de novos produtos, quanto em diagndstico clinico

e terapia (MONTEIRO, SILVA, 2009).

O Brasil, hoje, é¢ um pais essencialmente importador de enzimas, além de apresentar um
uso ainda reduzido de enzimas em processos industriais, quando comparado com outros
paises. Assim, a inser¢do e consolidacdo do Brasil como produtor de tecnologia

enzimatica faz-se necessaria (MONTEIRO, SILVA, 2009).

4. CONSIDERACOES FINAIS

Nesta revisao foi possivel perceber que as enzimas sdo alvos bioldgicos extremamente
importantes na area farmacéutica, em razdo do seu papel essencial em vias bioquimicas
associadas a doengas ¢ disfungdes em humanos. O crescente conhecimento das doengas
em nivel molecular permite o desenvolvimento de terapias mais especificas, dessa
forma, mais eficientes e menos sujeitas a efeitos colaterais e diagndsticos mais precisos.
Estratégias modernas de planejamento de fdrmacos se fundamentam no conhecimento
da fisiopatologia das doengas, no estudo de vias bioquimicas e na selegdo de alvos
moleculares. Dessa forma, as ferramentas biotecnoldgicas modernas t€ém fornecido

informagdes valiosas para a descoberta e o desenvolvimento de novos fdrmacos.

Os métodos imunoldgicos estdo distribuidos amplamente tanto na pesquisa como na
analise bioquimica. Dentre as diversas vantagens destas técnicas, duas parecem ser as
mais importantes para o grande sucesso destes métodos, a grande especificidade,
facilmente conseguida com os anticorpos, e a grande sensibilidade destes métodos que

utilizam as reagdes enzimaticas como marcadores.

Em relag@o a produgdo de fairmacos enantiomericamente puros, pode-se perceber que

se o isomero inativo (distdmero) for eliminado da formulagdo farmacéutica, o farmaco
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apresentara maior seguranga terapéutica. Sendo as reacdes enzimaticas as Unicas
capazes de resolver as misturas racémicas com os rendimentos e a seguranca adequada

para a producdo de um farmaco.

Em alguns processos patoldgicos, as enzimas contribuem para estabelecer a causa,
localizagao e grau de extensdo da lesdo, para fazer o controle do tratamento e ainda para

determinar a cura.

As determinacdes enzimdticas de analitos presentes em amostras biologicas sdo
extremamente importantes para a compreensdo e controle de inumeras doencas.
Enzimas como a glicose oxidase e a colesterol oxidase possuem grande aplicagdo para o
diagndstico, prognostico e acompanhamento da terapia de diversas patologias, gerando
resultados rdpidos e confidveis sem a necessidade de purificacdo do analito a partir da

amostra biologica.
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