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“The scientific man does not aim at an immediate result. He does not
expect that his advanced ideas will be readily taken up. His work is like
that of the planter: for the future. His duty is so lay the foundation for
those who are to come, and point the way. He lives and labors and

hopes”.

(Nikola Tesla, 1 Janeiro 1900, Problem of Increasing Human Energy)



RESUMO

Colagenase (EC 3.4.24.3), enzima proteolitica capaz de degradar a triplice hélice do
colageno, foi purificada, neste trabalho em uma etapa mediante o emprego de um
composito  magnético contendo o ligante azocoll, coldgeno impregnado com
azocorante, amplamente utilizada como substrato especifico para colagenases. A
colagenase purificada utilizando o compdsito MPs-Azocoll apresentou purificacdo de
16,6 vezes e rendimento de 33,1%. O peso molecular da colagenase purificada de
O. mossambicus foi estimado em 30 kDa, corroborando valores de colagenase de
peixe relatados na literatura. O reuso da MPs-Azocoll apresentou purificacbes de
15,9-14,9 vezes, com rendimentos entre 33-31%. Os resultados de caracterizagao
da MPs-Azocoll sugerem a presenca do azocoll nas particulas, observado pelos
picos caracteristicos do colageno na Espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR); através do deslocamento angular na Difracdo de
Raio-X (DRX) e na presenca do carbono na andlise elementar pela Espectroscopia
de Raio-X por dispersdo em energia (EDX). Foi utilizado o planejamento fatorial com
analise estatistica de variancia (ANOVA) para aperfeicoamento do processo de
purificacdo com MPs-Azocoll. Os parametros analisados foram: (A) quantidade de
particula magnética usada na purificacdo; (B) quantidade de azocoll usado na
sintese da particula; (C) volume de extrato bruto; e (D) tempo de incubacdo. O
modelo estatistico foi significativo de acordo com os valores de p e F. As variaveis
estatisticamente significativas foram: (B) quantidade de azocoll usado na sintese da
particula e (D) tempo de incubacdo. A MPs-Azocoll otimizada foi testada na
purificacdo de collagenase de outras fontes utilizando extratos brutos de visceras do
peixe (Scomber japonicus) e caldo de cultivo fangico (Penicillium sp.) obtendo
resultados de purificacdo (20; 22,2 vezes e rendimento de 35,8; 94,5%
respectivamente) superiores aos testados anteriormente. A colagenase
caracterizada de S. japonicus foi determinada como uma serino-protease, alcalina,
com melhor atividade no pH 8,0, e a 50°C. Estas caracteristicas garantem a
possibilidade de aplicacdo da colagenase. Estes resultados demonstram que a
particula magnética contendo azocoll pode ser aplicada na purificacdo de
colagenase em um processo de etapa Unica, empregando compdsito de facil

sintese, baixo custo e reutilizavel.

Palavras-chave: Proteases; Particula magnética; Viscera peixe; Colagenase.



ABSTRACT

Collagenase (EC 3.4.24.3), a proteolytic enzyme capable of degrading the triple helix
of collagen, was purified in this work in one step using a magnetic composite
containing the azocoll ligand, collagen impregnated with azodye, widely used as a
specific substrate for collagenases. Collagenase purified using the MPs-Azocoll
composite showed, respectively, a 16.6-fold purification and a 33.1% vyield. The
molecular weight of the purified enzyme from O. mossambicus was estimated at 30
kDa, corroborating the fish collagenase values reported in the literature. The reuse of
MPs-Azocoll showed purifications of 15.9-14.9 times, with yields between 33-31%.
The MPs-Azocoll characterization results suggest the presence of azocoll in the
particles, observed by the characteristic peaks of collagen in the Fourier Transform
Infrared  spectroscopy (FTIR); through the angular displacement of the X-ray
Diffraction (XRD) and the presence of the element carbon in the Energy-dispersive
X-ray spectroscopy analysis (EDX). The factorial design with statistical analysis of
variance (ANOVA) was used to improve the MPs-Azocoll. The parameters analyzed
were: (A) amount of magnetic particle used for purification; (B) amount of azocoll
used on the particle synthesis; (C) volume of crude extract; and (D) incubation time.
The statistical model was significant according to the p and F values. The statistically
significant variables were: (B) amount of azocoll used on the particle synthesis and
(D) incubation time. Optimized MPs-Azocoll was tested for collagenase purification
from other sources using crude extracts of fish viscera (Scomber japonicus) and
fungal culture broth (Penicillium sp.) obtaining results purification higher than those
previously tested (20; 22.2-fold purified and yield of 35.8; 94.5% respectively). The
collagenase characterized from S. japonicus was determined as a serine protease,
alkaline, with better activity at pH 8.0, and at 50°C. These characteristics guarantee a
high possibility of application of collagenase in industry. These results demonstrate
that the azocoll-containing magnetic particle can be applied in the purification of
collagenase in a one-step process, employing an easy-to-synthesize, low-cost, and

reusable composite.

Keywords: Proteases; Magnetic particle; Fish viscera; Collagenase.
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1 INTRODUCAO

Enzimas s&o catalisadores altamente eficientes utlizados em diversos
campos biotecnoldgicos. Proteases séo industrialmente importantes e amplamente
empregadas na biomedicina, representando 65% das enzimas comerciais (COELHO
et al.,, 2016; DIAS & CARVALHO, 2017). Colagenases (E.C. 3.4.21.32) sé&o
proteases com potenciais aplicacbes em diversas areas. Na medicina e na inddstria
de cosmética, as colagenases sdo utilizadas em formulacdes de pomadas para
limpeza de feridas infectadas, tratamento de lesGes necrosadas, abscessos e
gueimaduras, como no preparo de cremes para 0 tratamento de acnes e rugas,
limpeza e clareamento da pele (HELLING et al.,, 2017; ABOOD et al.,, 2018;
OLIVEIRA et al., 2020; FERREIRA et al. 2020).

Em geral, as colagenases sdo obtidas por via microbiolégica e de extratos de
plantas e animais. Fungos e bactérias sdo potenciais produtores de colagenase,
pela possibilidade de inducdo de producédo enzimatica e sdo as principais fontes
desta enzima para uso comercial. Extratos de plantas ou de animais, como residuos
gerados no processamento do peixe, sao ricos em biomoléculas e podem ser fontes
alternativas de enzimas com novas formas de aplicacdo (ABOOD et al.,, 2018;
OLIVEIRA et al. 2020; FERREIRA et al. 2020). A aplicacdo de enzimas como a
colagenase para fins terapéuticos exige um elevado grau de pureza, submetendo-a
a onerosos processos de purificacdo e encarecendo o produto final.

As usuais técnicas de purificacdo compreendem diversas fases dentre elas a
precipitacdo, cromatografias, didlise, ultrafiltracdo, eletroforese, entre outros
(GADKEA et al., 2017; ALVES et al. 2017). Por isso o desenvolvimento de novos
métodos de obtencéo e purificacdo de enzimas devem ser eficientes e simples para
gue sejam economicamente viaveis (WU et al., 2015).

Assim, para melhorar processos de purificacdo, o uso de compodsitos
magnéticos ganha dimensdo e relevancia neste campo (GADKEA et al., 2017;
ALVES et al., 2017; CABRERA et al., 2019). As utilizacdes de particulas magnéticas
sdo interessantes por exibirem propriedades U(nicas, tais como alta area de
superficie, baixa toxicidade e facil separacdo de uma mistura utilizando um campo
magnético externo (ALVES et al., 2017; CABRERA et al.,, 2019) tornando-se
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possivel separar magneticamente enzimas de diversos extratos (SHAABANI et al.,
2016; KURTA et al., 2017) e ainda reutilizar a particula magnética para novas
purificacdes. Assim, este trabalho almeja desenvolver e aperfeicoar a sintese das
particulas magnéticas de azocoll, caracterizar e aplicd-las na purificacdo de

colagenase de diferentes fontes.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver e aperfeicoar a sintese das particulas magnéticas de azocoll,

caracterizar e aplica-las na purificacdo de colagenase de diferentes fontes.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver o método para sintese do compdsito magnético contendo azocoll
(MPs-Azocoll);

e Sintetizar as particulas magnéticas contendo azocoll;

e Caracterizar fisico-quimicamente as MPs-Azocoll utilizando MEV, EDX, DRX e
FTIR;

o Aperfeicoar a sintese da particula magnética e o processo de purificacdo
utilizando planejamento fatorial;

e Purificar colagenase de origem animal e microbiolégica utilizando os MPs-
Azocoll;

e Investigar o efeito de temperatura, pH, inibidores e ions metélicos na atividade da

colagenase purificada.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 INDUSTRIAS DE ENZIMAS

Enzimas sao catalisadores biol6gicos encontrados em todos os sistemas
biolégicos. Elas sédo proteinas que por séculos foram inconscientemente
usadas na forma de extratos bacterianos ou vegetais para fabricacdo de vinho,
gueijo, pao, cerveja e vinagre e para fabricacdo de mercadorias como couro e
linho (RAVINDRAN & JAISWAL, 2016). Entretanto, somente algumas décadas
atrds suas formas purificadas encontraram ampla aplicacdo em processos
industriais (ADRIO & DEMAIN, 2014). O grande desafio ainda consiste nos
custos associados ao emprego delas em processos industriais. Os processos

de purificacdo estédo entre eles.

Atualmente, os fabricantes de detergentes sédo os maiores consumidores
de enzimas, que também sdo muito utilizadas na producdo de racgdes,
alimentos e bebidas. Elas desempenham papel central na biotecnologia e na
saude, sendo utilizadas em diversos processos para aumentar a eficiéncia e
especificidade e reduzir gastos. No Brasil, uma das lideres do setor atende
diversos perfis de clientes, com produtos assim distribuidos: 41% para mercado
de detergentes, 26% de alimentos, 8% de racdes e 25% de outros setores
como, por exemplo, o terapéutico. Em decorréncia destas necessidades e
tendéncias, prevé-se um aumento significativo do consumo de enzimas a nivel
internacional. A producdo destas biomoléculas atingiu aproximadamente US$
11,4 bilhdes em 2021, devendo chegar a US$ 12,2 bilhdes em 2022. Com taxa
de crescimento anual de 6,5%, espera-se que o mercado global de enzimas
atinja 20,3 bilhdes até 2030 (GRAND VIEW RESEARCH, 2022).

A América do Norte dominou o mercado de enzimas com uma
participacdo de 37,6% em 2021. Isso se deve ao aumento da demanda do
setor farmacéutico nos EUA (GRAND VIEW RESEARCH, 2022; EMBRAPA &
NOVOZYME, 2015; DIAS & CARVALHO, 2017).
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2.2 COLAGENASES

As colagenases (EC 3.4.24.3) atuam na manutencdo e regeneragao de
orgaos e tecidos, capazes de clivar o colageno nativo ou desnaturado em
condicbes fisiolégicas de pH e temperatura in vivo ou in vitro, n&o
apresentando atividade para qualquer outra proteina (FERREIRA et al., 2016;
OLIVEIRA et al., 2017a).

Figura 1 - Estrutura molecular da colagenase de Homo sapiens.

Fonte: Swiss-Model (2019).

Do ponto de vista fisiologico, as colagenases dividem-se em:
metalocolagenases que sdo colagenases de vertebrados designadas de
verdadeiras; e serinocolagenase que sdo colagenases que possuem a
capacidade de clivar a parte ndo helicoidal do colageno (OLIVEIRA et al.,
2017a; SORUSHANOVA et al., 2018).

Metalocolagenases sdo da familia das metaloproteases capazes de
degradar a matriz extracelular. Todos os membros desta familia sdo secretados
como pro enzimas ligadas a membrana celular. Apresentam massa molecular
entre 30 e 150 kDa e sdo dependentes de zinco e calcio que as mantém

estaveis. Enzimas dessa matriz participam dos mais variados processos
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fisiologicos que envolvem reparagdo tecidual e cicatrizagdo de feridas
(DABOOR et al., 2010; SORUSHANOVA et al., 2018).

As serinocolagenases sédo geralmente ativas em pH alcalino e neutro,
calcio dependentes, apresentando massa molar entre 24 e 30 kDa. Enzimas
desse grupo sao capazes de clivar a tripla hélice de alguns tipos de colageno e
muitas vezes estdo relacionadas a producdo de hormbnios, degradacdo de
outras proteinas e coagulacédo sanguinea (DABOOR et al., 2010; FERREIRA et
al., 2016; SORUSHANOVA et al.,, 2018). Ambos os tipos de colagenases
participam de diversos processos fisiolégicos, podendo ser utilizadas no
desenvolvimento de pomadas topicas ou biofilmes, atuando em processos de

regeneracao da derme ou aceleramento da cicatrizacdo de queimaduras.

2.2.1 Fontes de colagenases

Existe um grande interesse na busca de colagenases de fontes
alternativas. Os fungos produtores de enzimas se caracterizam por produzir
enzimas extracelulares, sendo considerados mais seguros no que se refere as
guestdes sanitarias do que o uso de bactérias. A afinidade por varios sitios ao
longo da cadeia de colageno torna as colagenases de origem microbianas uma
das fontes promissoras para pesquisas e aplicagcbes biotecnoldgicas
(FERREIRA et al., 2016; ABOOD et al., 2018).

A principal fonte utilizada industrialmente € de origem bacteriana
utilizando como produtor o microrganismo Clostridium histolyticum encontrado
nas fezes e no solo, € uma bactéria gram-positiva, patogénica em muitas

espécies, incluindo camundongos, coelhos e seres humanos.

Outra fonte promissora é 0 uso de peixe e outros organismos aquaticos
como fonte de colagenases e de enzimas que apresentam atividade
colagenolitica (DABOOR et al., 2012; FERREIRA et al., 2016; OLIVEIRA et al.,
2017a). A colagenase tem sido investigada a partir do reaproveitamento dos
subprodutos do processamento da industria do pescado, utilizando o figado,
estbmago e intestino do peixe. A viabilidade do uso de proteases

colagenoliticas extraidas a partir de residuos do pescado ja foi evidenciada em
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diversas espécies que possuem um importante papel na industria pesqueira
mundial (OLIVEIRA et al., 2017a; ABOOD et al., 2018).

2.2.2 Colageno

O colageno constitui o principal elemento estrutural de érgaos e tecidos,
representando cerca de 20 a 30% do total de proteinas corporais presente nos
mamiferos. Na Figura 2 as fibras de colageno sdo formadas por uma juncao de
varias unidades de fibrilas de coldgeno, que por sua vez sédo formadas pela
polimerizacdo de moléculas de coldgeno alongadas consistindo em trés
subunidades (cadeia polipeptidica) arranjadas em tripla hélice, unidas por
pontes de hidrogénio formando a a-hélice. A influéncia na estabilizacao da
hélice do colageno é também devido a pequenas interacdes quimicas como
Van der Waals, hidrofobicidade e eletro estabilidade (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2013).

Figura 2 - Imagem ilustrativa da fibra de colageno.
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Fonte: A autora (2022). Criado com BioRender.

De uma forma generalizada, como na Figura 3, as cadeias polipeptidicas

do colageno se apresentam sequéncia de aminodacidos tripeptidica: glicina-X-
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prolina ou glicina-X-hidroxiprolina, sendo o X composto por um dos 20
aminoacidos existentes. Aminoacidos como a hidroxiprolina e hidroxilisina séo
formados nos ribossomos durante a tradu¢do do RNA mensageiro do colageno
a partir da hidroxilacdo da prolina e lisina. A estrutura simples do colageno se
apresenta de forma insolivel devido a grande quantidade de aminoacidos
hidrofébico presentes na sua estrutura (SILVA & PENNA, 2012).

Figura 3 - Imagem ilustrativa da cadeia polipeptidica do colageno.

Glicina Prolina

Fonte: A autora (2022). Criado com BioRender

2.2.2.1 Tipos de colageno

Cerca de 29 tipos diferentes de colageno foram identificados atualmente,
divididos em duas classes: os fibrilares e néao fibrilares. Apenas nove entre os
diferentes tipos sdo facilmente encontrados (Tipo I, II, lll, IV, V, VII, IX, XI e XII)
(DABOOR et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2017b; SORUSHANOVA et al., 2018).

O biopolimero mais abundante no corpo dos animais € o colageno do
tipo I. Este colageno tipo | possui uma elevada biocompatibilidade e
propriedades biodegradaveis tornando-os aplicaveis na area de engenharia de
tecidos para producdo de biomateriais. Alguns colagenos séo responsaveis

pela formacédo de fibrilas (I, II, Ill, V e X), organizado em um entrelagamento
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dentro das membranas basais (IV e VII) (DABOOR et al., 2010; HELLING et al.,
2017).

A derme humana é composta por cerca de 80% e 10% de colagenos dos
tipos | e lll respectivamente. As fibras de colagenos fortalecem e organizam a
matriz extracelular, enquanto as fibrilas de colageno fornecem a principal
biomecéanica para fixacdo celular e ancoragem de macromoléculas (OLIVEIRA
et al., 2017b; SORUSHANOVA et al., 2018).

2.2.2.2 Hidrolise do colageno

7 BN

A tripla hélice do colageno nativo € altamente resistente a acdo da
maioria das proteases, porém, a colagenase torna a molécula do colageno um
alvo facil para outras enzimas que possuem propriedades colagenoliticas como
a tripsina e quimiotripsina. As colagenases séo capazes de degradar a hélice
tripla do coladgeno em cerca de trés quartos do comprimento da molécula no N-
terminal, em Gly775-/-lle na cadeia alfal (OLIVEIRA et al., 2020) A clivagem do
colageno por colagenases leva a formacao de fragmentos de colagenos que
por sua vez podem ser hidrolisados por proteases de atividade colagenolitica,
formando os peptideos de colageno como representado na Figura 4 (LIMA et
al., 2013; OLIVEIRA et al., 2017b).

Figura 4 - Imagem ilustrativa da hidrdlise do colageno.
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Fonte: A autora (2022). Criado com BioRender.
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Entre todos os tipos de colagenases, as metalocolagenases
desempenham um papel importante clivando de forma rapida o colageno dos
tipos I, Il e lll. A conformacdo da tripla hélice do colageno esté relacionada a
acao deste tipo de colagenase que atua em um local definido (SILVA et al.,
2018; SORUSHANOVA et al., 2018). As ligacdes peptidicas presentes nos
varios tipos de colageno também podem ser hidrolisadas por proteases que
possuem propriedade colagenoliticas, quando, por exemplo, o colageno é
desnaturado e hidrolisado por proteases como a tripsina e quimiotripsina
(HELLING et al., 2017; SORUSHANOVA et al., 2018).

O colageno também interage com enzimas envolvidas na sua
biossintese e/ou degradacdo. No processamento alimenticio industrial, o
colageno e/ou seus fragmentos podem ser utilizados na preparacdo de
alimentos e bebidas, para melhorar a elasticidade, consisténcia e estabilidade
do produto, aumentando a qualidade dos produtos voltados para nutricdo e
saude (HELLING et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017b).

2.2.3 Aplicacao da colagenases

Na industria, colagenases podem ser encontradas nos segmentos
alimenticio, téxtil, farmacéutico, terapéutico e médico. Podem ser utilizadas de
duas formas: na aplicacdo direta em solucbes topicas a partir da adicdo de
colagenase em pomadas ou biofilmes e na utilizacdo do produto gerado a partir
da sua reacdo na hidrélise do colageno, como peptideos bioativos (SILVA et
al., 2018; ABOOD et al., 2018).

No estudo de Villegas et al. (2015), foi utilizado com éxito uma
nanocapsula hibrida contendo colagenase em sua superficie para auxiliar na
penetracdo do tecido, resultando na entrega de medicamentos na &area
desejada como ilustrado na Figura 5. Esta estratégia pode melhorar a eficacia
terapéutica dos atuais nanomedicamentos, permitindo uma distribuicdo mais

homogénea e profunda nos tecidos.
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Figura 5 - Nanocéapsula hibrida contendo colagenase na superficie para melhor penetracéo do
tecido e liberagdo do medicamento na area desejada.

Fonte: Villegas et al. (2015). Adaptado. Criado com BioRender.

Teles et al. (2012) utilizaram a colagenase tépica para o tratamento de
gueimaduras de segundo grau no rosto e pescoco, avaliando o tempo de
cicatrizacdo e taxa de infeccdo (Figura 6). As bolhas da queimadura e as
feridas foram higienizadas, e posteriormente aplicada uma fina camada de
colagenase, 1 vez por dia. Os autores concluiram que o0 uso da colagenase
reduziu o tempo da cicatrizacdo epidérmica de 10,5 dias para 6,2 dias sem
evidencias de infeccbes, viabilizando o uso da enzima para tratamento de

gueimaduras.
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Figura 6 - Esquema exemplificando o tratamento utilizando colagenase.
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Fonte: Teles et al. (2012). Adaptado. Criado com BioRender.

Sao inumeras as vantagens do uso de colagenase no tratamento de
feridas por possuir capacidade de hidrolisar varios tipos de colageno,
removendo o tecido necrosado com maior eficiéncia de forma indolor e néo-
hemorragica, atraindo macréfagos e fibroblastos para o local da ferida
estimulando a formacédo de tecidos de granulacdo, provendo a cicatrizagdo. A
colagenase pode ser usada por longos periodos em associacdo com outros
medicamentos (HELLING et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017a).

A colagenase vem se destacando na medicina pela sua capacidade de
decompor o colageno sem afetar as propriedades de outras proteinas, sendo
utilizada no tratamento de doencas como a Peyronie, caracterizada pelo
desenvolvimento de uma placa de coldgeno que se instala no corpo cavernoso
impedindo a sua expansao, afetando cerca de 65 a 120 mil pessoas todos o0s
anos; na doenca de Dupuytren (Figura 7), uma condicdo progressiva que faz
com que os dedos se dobrem em direcdo a palma da mao, resultado da
acumulacéo de depdsitos de colageno na fascia formando corddes impedindo
gue os dedos se endireitem normalmente; na osteoartrite; no tratamento de

miomas uterinos e no cancer coloretal (LIMA et al., 2013; ABOOD et al., 2018).
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Figura 7 - Imagem esquematica do tratamento da contratura de Dupuytren usando Xiaflex.
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Fonte: Clinical Trials Arena (2019). Adaptado. Criado com BioRender.

Como observado na Figura 7, o paciente obteve reducao significativa
dos sintomas da contratura de Dupuytren utilizando aplicacdo local de Xiaflex,
medicamento injetavel a base de colagenase liofilizada de Clostridium
histolyticum aprovado e comercializado nos Estados Unidos, Canadéa e Europa.
Xiaflex custa cerca de 4 mil dolares a injecdo, podendo atingindo acima de 24
mil dolares o tratamento (CLINICAL TRIALS ARENA, 2019). A colagenase age
hidrolisando o corddo de coldgeno acumulado na fascia da palma da mao,
permitindo a normalizacdo dos movimentos dos dedos do paciente portador da

contratura de Dupuytren.

2.3 PURIFICACAO DE ENZIMAS

Produtos comerciais como enzimas, proteinas, anticorpos, moléculas
organicas, entre outros necessitam passar por processos de concentragdo e
purificacdo, principalmente se a molécula extraida possuir como objetivo final o
uso terapéutico, onde é necessario um grau de pureza consideravel. As
técnicas tradicionais de concentracdo e purificacdo se resumem a processos

de precipitacdo, centrifugacao, dialise e cromatografias (Figura 8).
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Figura 8 - Etapas/técnicas de purificagdo convencional.
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Fonte: A autora (2022). Criado com BioRender.

Para se obter um elevado grau de pureza, € necessario aplicar estas
etapas sucessivamente, demandando tempo, reduzindo o rendimento e
elevando os custos do processo. Cada etapa aplicada apresenta um custo alto
de operacéo, elevando o custo final do produto comercializado. Cerca de 80%
do valor final esta relacionado a etapas de producéo e purificacdo, indicando a
necessidade de desenvolvimento de novos métodos mais simples e eficientes
(ALVES et al., 2017; SILVA et al., 2018).

2.3.1 Purificacéao de biomoléculas por particula magnética

O método de purificacdo por particula magnética possui varias
vantagens em comparacdo com as tradicionais. Essa técnica reduz o gasto
desnecessario de tempo e pode ser utilizada na purificacdo de enzimas sem
tratamento prévio, diretamente do extrato bruto. No campo da biologia
molecular, quimica e medicina de diagnostico as micro e nanoparticulas
magnéticas sdo usadas para purificacdo de extratos variados por possuirem
propriedades magnéticas somente na presenca de um campo magnético
externo, podendo o alvo ser facilmente separado de outras solucdes, eliminando
etapas utilizada nos processos convencionais (Figura 9) (ALVES et al., 2017;
LIU et al., 2018).
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Figura 9 - Etapas de purificagdo utilizando particula magnética.
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Fonte: A autora (2022). Criado com BioRender.

Em geral, a purificacdo de biomoléculas por particula magnética baseia-
se no principio da separacdo por afinidade (CAO et al.,, 2012) como
exemplificado na Figura 10.

Quando a particula magnética possui mais de um componente em sua
estrutura, chamamos de compdsito magnético, formado por dois componentes
basicos: o material magnético (6xido de ferro, niquel, cobre, etc) e o ligante,
elemento que possui afinidade com a biomolécula de interesse, componente
chave para obter éxito na purificacdo. A particula magnética é exposta ao
extrato bruto, o ligante reconhece a biomolécula e o complexo particula
magnética-biomolécula € formado. ApOs lavagens para excluir o extrato
excedente, o complexo pode ser desfeito com aumento de forca ibnica,
obtendo a biomolécula purificada e a particula magnética que podera ser
utilizada em outros processos de purificacao.

O uso de particula magnética mostrou um potencial especifico para o
isolamento enziméatico, mais facil de operar, de baixo custo e mais eficiente que
guando comparados aos métodos tradicionais ja existentes, obtendo melhor
estabilidade, podendo ser utilizado e reutilizado para purificar biomoléculas

complexas.
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Figura 10 - Exemplo de purificacdo de biomoléculas por particula magnética. (A) Particula
magnética com ligante especifico em sua superficie; (B) Extrato bruto contendo a biomolécula
de interesse para purificacdo; (C) Particula magnética exposta ao extrato bruto; (D) O ligante
presente na superficie da particula reconhece a biomolécula formando o complexo particula

magnética-biomolécula; (E) O complexo particula magnética-biomolécula é coletado por um
campo magnético externo, e o restante do extrato bruto removido; (F) Eluicdo do complexo

particula magnética-biomolécula, obtendo a separacao da proteina purificada.
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Fonte: A autora (2022). Criado com BioRender.

2.4 PARTICULAS MAGNETICAS

As particulas magnéticas possuem um nucleo magnético composto por
cristais de metal, liga metalica ou 6xido metalico, podendo conter uma estrutura
com um ou mais metais que sejam magnéticos como o ferro, cobre, cobalto,
niquel, zinco, entre outros. Algumas particulas magnéticas possuem
caracteristicas Unicas que sdo obtidas de acordo com a morfologia e tamanho
da particula. E o caso da magnetita (FesOa), 6xido de ferro geralmente formado
pelo método de co-precipitacdo de cloreto ferroso (Fe*?) e cloreto férrico (Fe*)
em meio alcalino; a maghemita (y-Fe2O3z) geralmente obtida por meio da
oxidacdo da magnetita, podendo ser um processo natural ou induzido; ou até
mesmo a hematita (a-Fe203), uma transicdo de fase da magnetita obtida
através da variacdo de temperatura do meio, estruturas que podem ser
observadas na Figura 11 (WU et al., 2015; TIQUIA-ARASHIRO &
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RODRIGUES, 2016; ROTH et al., 2016; LIU et al., 2018, SCHWAMINGER et
al., 2018; CABRERA et al., 2019).

Figura 11 - Estrutura da Hematita, Magnetita e Maghemita.
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Fonte: Wu et al. (2015). Adaptado. Copyright 2015, Taylor e Francis.

Esses oxidos de ferro possuem propriedades magnéticas, elétricas e
fisico-quimicas Unicas, tornando-os particulas interessantes para aplicacéo nas
diversas areas biotecnologicas. Comumente, as particulas magnéticas séo
revestidas com um material polimérico que auxilia na sua funcionalidade e
pode facilitar na adsorcéo de um ligante (CAO et al., 2012; ROTH et al., 2016;
QU et al, 2017).

2.5 LIGANTE: AZOCOLL

O éxito obtido na purificacdo de biomoléculas por particulas magnéticas
€ atribuido ao ligante: elemento que possui afinidade com a biomolécula a ser
purificada. O ligante € a peca chave para um bom funcionamento da técnica e
na obtencdo de resultados satisfatérios na purificacdo, como: rendimento e
elevacdo de atividade da biomolécula. O ligante deve preferencialmente ser
insoltvel, possuir um peso molecular razoavel, e ter afinidade com a proteina
alvo.

O azocoll € um conjugado entre coldgeno e um azo corante (vermelho
brilhante), insolavel, que apresenta uma cor roxa na solucédo (Figura 12). Este
conjugado € um substrato amplamente utilizado para dosagem especifica de

atividade colagenolitica. O colageno presente no conjugado é hidrolisado pela
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colagenase liberando moléculas soliveis do azo corante na solugdo. O
aumento na intensidade da cor esta diretamente relacionado a quantidade de
protease presente na solucdo. Relatos anteriores mostraram que a hidrélise de
azocoll progrediu em funcdo do tempo, com taxas lineares em funcdo da
concentracéo da enzima (CHAVIRA et al., 1984).

Figura 12 - Azocoll: Coldgeno impregnado com azocorante vermelho brilhante.

Fonte: A autora (2022).

2.6 APLICACAO DAS PARTICULAS MAGNETICAS

Caracteristicas como inércia quimica, maior superficie de
interacdo/adsorcdo, baixa toxicidade, alta biocompatibilidade (quando
revestidos com um polimero, por exemplo), melhor estabilidade da biomolécula
alvo imobilizada, o superparamagnetismo (resposta magnética observada
apenas apos a aplicacdo do campo magnético) podendo ser recuperada pelo
uso de um ima, e um método de sintese efetivo, sdo algumas das vantagens
do uso de nanoparticulas (IYPEA et al, 2017; QU et al., 2017;
SCHWAMINGER et al., 2018; CABRERA et al., 2019) em processos
biotecnolégicos quando comparada com outras particulas magnéticas.

As particulas magnéticas tém despertado cada vez mais atencdo, ndo

apenas pela sua facil separagcdo por um campo magnético externo, mas
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também pelas suas potenciais aplicacbes em varios dominios como a
biomedicina, o diagndstico e o setor alimenticio, exemplificados na Figura 13. A
conjugacao de particulas magnéticas com biomoléculas como proteinas, DNA,
enzimas, anticorpos, etc. tem muitas aplicacbes diferentes, incluindo catélise,
biossensibilidade, administracdo direcionada de farmacos, purificacdo e
imobilizacdo de proteinas (CAO et al., 2012; SCHWAMINGER et al., 2018; LIU
et al., 2018).

Figura 13 - Principais aplicacdes biotecnoldgicas das particulas magnéticas.

Fonte: Cabrera et al. (2019). Adaptado. Criado com BioRender.
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Resumo

As colagenases podem ser rapidamente purificadas a partir de extratos brutos
por afinidade usando uma particula magnético contendo azocoll (colageno
ligado covalentemente a um azocorante) (MPs-Azocoll). Neste trabalho,
colagenase foi purificada de visceras de tilapia (Oreochromis mossambicus).
Obteve-se uma preparacédo contendo 306,7 U/mg de proteina; 16,6 vezes
purificada e um rendimento de 33% em comparacdo com o extrato bruto, bem
como uma Unica banda de proteina foi exibida na eletroforese correspondendo
a um peso molecular de aproximadamente 30 kDa. MPs-Azocoll também foi
analisado por Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR), difracdo de raios-X (XRD), microscopia eletrénica de varredura (SEM) e
Espectroscopia de Raio-X por dispersdo em energia (EDX). O compdsito
apresentou a magnetita como fase dominante com morfologia heterogénea e

presenca de Azocoll.

Palavra-chave: Azocoll; Composito magnético; Colagenase; Purificacao.
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1 Introducgéo

O desenvolvimento de particulas magnéticas (MPs) vem se tornando
cada vez mais importante em diferentes ramos da biomedicina e da
biotecnologia [1]. O controle preciso das condi¢des de sintese é essencial para
a producédo de compdsitos magnéticos funcionais. Além disso, é indispensavel
conhecer suas estruturas e outros detalhes de caracteristicas quanto a

aplicabilidade dessas MPs [2].

Em nosso laboratério, MPs foram sintetizadas contendo um ligante
especifico e utilizadas para purificagcdo de enzimas [3]. Varias enzimas foram
identificadas e purificadas a partir de visceras de peixes: pepsina e serina
proteases [4, 5]; tripsina [6-13]; quimotripsina [14]; acetilcolinesterase [15-20] e
colagenases [21-23]. Esses materiais geralmente sdo descartados e a
obtencao dessas enzimas a partir deles pode agregar valores econémicos para
as industrias pesqueiras, bem como minimizar os danos ambientais causados

por esses residuos.

As espécies de peixes de agua doce representardo cerca de 60% da
producédo total da aquicultura até 2025 [24. 25] e suas visceras constituem

aproximadamente 20% da biomassa [26].

Este trabalho prop6e uma nova técnica de purificacdo de colagenase
(EC 3.4.24.7) em apenas uma etapa baseada na afinidade de ligacdo usando
um compdsito magnético contendo como ligante especifico derivado de
colageno (azocoll) (MPs-Azocoll). Como modelo, a enzima de visceras de

tilapia (Oreochromis mossambicus) foi purificada de suas visceras.
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2 Materiais e Métodos
2.1 Materiais

Albumina de soro bovino (BSA), anilina (ACS agent), glutaraldeido (25%)
e azocoll foram obtidos a partir da Sigma-Aldrich (Darmstadt, Alemanha). Acido
tricloroacético (TCA) foi adquirido pela Vetec Chemical (Rio de Janeiro, Brazil).
Cloreto férrico hexahidratado e Cloreto férrico tetrahidratado foram obtidos da
Merck (Darmstadt, Alemanha). Todos os outros reagentes foram de grau

analitico.

2.2Sintese da Particula Magnética com Azocoll

Este procedimento foi realizado de acordo com Alves et al. [3].
Resumidamente, uma mistura aquosa (100 mL) contendo FeClz.6H20 (1,1 M) e
FeCl,.4H20 (0,6 M) foi adicionada a uma quantidade de azocoll (10 mg), entéo,
foi adicionado hidroxido de aménio 28,0-30,0% para atingir o pH até 11. A
mistura foi aquecida a 50 °C sob agitacao vigorosa. O precipitado magnético e
preto foi coletado por um iméa externo, lavado com agua destilada, seco a 50 °C

e mantido a 25 °C para uso posterior.

2.3 Obtencédo do Extrato Bruto de Peixe

Espécimes de tilapia (O. mossambicus) foram capturados no tanque de
peixes do Departamento de Pesca da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (Brasil). As visceras foram coletadas e homogeneizadas (1 mg de
tecido mL-1, p/v, em 5 mL de tampao Tris-HCI 0,01 M, pH 8,0) usando um

homogeneizador de tecido (COLE-PARMER Modelo 04369-15). A preparacéo
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resultante foi centrifugada a 10.000g por 25 min a 4 °C para remover a gordura.
O sobrenadante (extrato bruto) foi congelado a -20 °C e usado para outras

etapas de purificagao.

2.4 Purificagdo de Colagenases e Reuso

MPs-Azocoll (0,1 g) foi incubado separadamente com o extrato bruto de
peixe de O. mossambicus por 2 h a 4 °C sob agitacdo. Apos esse tempo, as
particulas foram coletadas com campo magnético externo e lavadas com
tampéo Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, para remover as proteinas ndo complexadas.
Em seguida, foi adicionado NaCl 3M (2mL). O primeiro sobrenadante e as
lavagens foram coletados para determinacfes de proteinas e atividades
enzimaticas. Para testar a reutilizacdo do MPs-Azocoll, o processo de
purificacéo descrito acima foi repetido quatro vezes usando um extrato bruto de

peixe incubado com a mesma preparacao de MPs-Azocoll.

2.5 Determinacédo da Atividade Colagenolitica e Proteinas Totais

A atividade da colagenase foi determinada de acordo com metodologia
usando azocoll como substrato [14]. Resumidamente, uma mistura de reacao,
contendo 5 mg de azocoll, 500 uL de 50 mM Tris-HCI (pH 7,5) com 5 mM CacCl;
e 500 uL de extrato bruto, foi incubada a 55 °C por 30 min, sob agitacdo. Em
seguida, 200 pL de acido tricloroacético (TCA) a 40% foram adicionados para
interromper a reagcdo. Apés 10 minutos, as amostras foram centrifugadas a
10.000g por 10 minutos a 4 °C. A leitura dessas amostras centrifugadas foi
realizada utilizando um espectrofotometro (Biotech Ultrospec 3000 Pro) no

comprimento de onda de 595 nm. Uma unidade de enzima (U) foi definida
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como a quantidade de enzima necesséria para aumentar a absorbancia em
0,01 a 595 nm. Os ensaios foram realizados em quadruplicata. A concentracéo
de proteina foi determinada usando albumina de soro bovino (BSA) como

padrao [27].

2.5Eletroforese (SDS-PAGE)

Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil-sulfato de sédio (SDS-
PAGE) foi realizada de acordo com a metodologia usando gel de empilhamento
de 6% (p/v) e gel de separacdo de 12,5% (p/v) [28], bem como empregando
marcadores de peso molecular Amersham ECL rainbow. Os géis foram

corados por nitrato de prata [29].

2.6 Caracterizacdo de MPs-Azocoll

2.6.1 Microscopia Eletronica de Varredura (SEM) e Dispersédo de

energia por Raio-X (EDX)

Um microscopio eletrénico de varredura FEI Nova 200 com analisador
de raios-X dispersivo de energia integrado foi usado para estudos morfologicos.
As amostras foram revestidas com Au (para andlise SEM), a 100 kV e para

EDX, as amostras ndo foram revestidas.
2.6.2 Difracéo de Raio-X (XRD)

As propriedades estruturais das particulas magnéticas foram
caracterizadas por difracdo de raios-X, que foi realizada em um difratbmetro de
raios-X Siemens D5000. Amostras representativas em pod foram analisadas na

faixa de 10° < 26 < 90° usando radiacdo CuKa (A = 1,5406 A), em etapas de
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0,02° e com tempo de contagem de 1,0 s por etapa. O tamanho dos cristalitos

formados foi estimado usando a equacgéo de Scherrer descrita abaixo:

) D= KA
B Cos 6

D é o tamanho do cristalito;

K é o fator de forma de cristalito;

A € o comprimento de onda utilizado no raio-X;

p € alargura a meia altura do pico de difracéo de raios-X em radianos;

6 é o angulo (Bragg) de difracdo dos picos analisados.

2.6.3 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR)

Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
foram obtidos em um espectrémetro FTIR IFS-66 (Bruker, Billerica, MA,
EUA) na faixa de 4000-600 cm-1 usando pellets de KBr. Normalmente, 100

varreduras foram gravadas com uma resolucdo de 4 cm-1.

3 Resultados e Discussao

3.1 Purificacdo de Colagenase

As colagenases sdo enzimas proteoliticas capazes de degradar a tripla
hélice do coldgeno em cerca de trés quartos do comprimento da molécula no
N-terminal, em Gly775-/-lle na cadeia alfal(l) [23]. Por outro lado, o colageno

compBe uma familia de proteinas fibrosas insollveis e estruturais de
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fundamental importancia na constituicdo da matriz extracelular do tecido
conjuntivo [30]. Aqui, o colageno ligado covalentemente ao um azo corante
foi usado como substrato para a medicdo enzimatica ou como ligante
introduzido nas particulas magnéticas de 6xido de ferro (MPs-Azocoll). As
colagenases tém sido sugeridas na terapia enzimatica para o tratamento de
condicdes associadas ao colageno [31]. As colagenases de visceras de O.
mossambicus foram purificadas por um procedimento de uma etapa usando
MPs-Azocoll. O principio deste método é mostrado esquematicamente na

Figura 1.

Figura 1 - Processo de sintese e purificacdo utilizando MPs-Azocoll.
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Fonte: A autora (2022). Criado com BioRender.

Primeiramente, as particulas sdo facilmente sintetizadas produzindo o

composito magnético (MPs-Azocoll) e o extrato bruto € incubado com elas. A
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colagenase presente no extrato bruto reconhece o substrato azocoll na MPs-
Azocoll e se liga a ele. O complexo de MPs-Azocoll-colagenase é formado,
com auxilio de um campo magnético externo, as particulas sédo coletadas e
as lavagens sao realizadas para remover as proteinas ndo complexadas.
Por fim, o complexo MPs-Azocoll-colagenase € desfeito utilizando o aumento
de forca ionica (3M NaCl), as MPs-Azocoll sdo coletada novamente pelo
campo magnético externo, obtendo a colagenase purificada. E importante

registrar que o MPs-Azocoll pode ser reutilizado.

A Tabela 1 resume o desempenho da purificacdo da colagenase usando

MPs-Azocoll.

Tabela 1 - Purificacdo de colagenase de O. mossambicus com MPs-Azocoll.

Proteina Atividade Atividade

Amostra Total Total Especifica Reni:yr:;ento Purificacéo
(mg) (V) (U/mg)
Extrato Bruto 1.50 27.8 18.5 100 1
MPs-Azocoll 0.03 9.2 306.7 33.1 16.6
MPs 0.05 1.06 21.2 3.8 1.14

Todas as operacgdes foram realizadas a 4 °C

Uma preparacdo com atividade 16,6 vezes maior do que a encontrada
no extrato bruto foi obtida com atividade especifica de 306,7 U/mg de
proteina e rendimento de 33,1%. O extrato bruto também foi incubado com
MPs sem ligante como controle e uma purificacdo insignificante foi
observada (1,14 vezes). Este achado é a favor da afinidade enzima-

substrato. A auséncia de liberacdo de cor das MPs-Azocoll pela enzima
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complexada sugere que nesta condicdo ela ndo catalisou a hidrélise do

substrato. Provavelmente, o impedimento estérico evitaria a agédo catalitica.

O MPs-Azocoll recuperado apo6s a purificacdo foi reutilizado conforme

sugerido na Figura 1 e os resultados séo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Reuso das particulas MPs-Azocaoll.

Proteina  Atividade Atividade Rendimento o .
Amostra Total Total Especifica (%) Purificagéo
(mg) L) (U/mg)
Extrato Bruto 1.45 45.4 31.5 100 1
1° Reuso 0.03 15 500 33 15.9
2°Reuso 0.03 14.6 486.7 32.2 15.5
3’Reuso 0.03 14.2 473.3 31.2 15.02
4° Reuso 0.03 14.1 470 31 14.92

Todas as operacfes foram realizadas a 4 °C

Apés 0 quarto reuso com a mesma preparacdo de MPs-Azocoll foi
mantida cerca de 90% da eficiéncia de purificacdo, observado-se a
efetividade na purificacdo de colagenases de Vvisceras de peixes.
Desempenho semelhante entre os reusos foram observados: atividade
especifica, rendimento e purificacdo foram de 482,61 + 13,63 U/mg, 32 +
1,41% e 15,34 + 0,45 vezes, respectivamente. Resultados comparaveis de
reutilizacdo foram relatados usando a particula magnética de azocaseina
para purificar tripsina quatro vezes [3] corroborando a vantagem reutilizavel
das MPs como outra caracteristica deste material [32].

As técnicas usuais de purificagdo de enzimas abrangem varias etapas,

sdo caras e demoradas, portanto, MPs representam uma alternativa
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interessante e muito promissora para etapas de purificagdo, como baixo
custo, alta reutilizacdo e recuperacao [3, 33]. Cerca de 80% do custo total de
uma enzima comercializada esta relacionado as etapas de producdo e

purificacdo, levando ao desenvolvimento de novos métodos inovadores [33].

A Tabela 3 lista os métodos de purificacdo de colagenases de visceras
de peixes e microorganismos relatados na literatura, que sdo comparados

com os resultados atuais.



Tabela 3 - Resultados da purificacdo de colagenase de peixe e microorganismo.
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Método de Rendimento peso
Nome Cienctifico Espécie e Purificacado Molecular Referéncia
Purificagéo (%)
(kDa)
. ATPS polyethylene
A llus h h RM .
spergillus heteromorphus U Microorganismo glycol-PEG + 7.8 157.5 N/I [45]
0269 :
Citrate
ATPS polyethylene
Chlorella vulgaris Microalga glycol-PEG + 10.7 244.4 N/I [46]
Phosphate
TPP t-butanol ratio Duas
Cichlaocellaris Peixe of 1:0.5 (v/v) + 30% 5.07 239.2 subunidades [23]
(NH4)2S04 60 e 10
Acetone precipitate
+ DEAE Sephadex
. . . A-50 + Sephadex
Scomber japonicus Peixe G-100 + DEAE 39.5 0.1 N/I [34]
Sephacel +
Sephadex G-75
Muscles, fins and bones of mixed Ammonium sulfate Duas
fish samples of haddock, herring,  Peixe + Free solution + 15.7 22.77 subunidades [35]
ground fish and flounder Sephadex G-100 50 e 10
Ammonium sulfate
Pseudomonas sp. Microorganismo + Octyl-sepharose 13 3.6 34 [49]
+ Chromatography
Sardinella aurita Peixe Ammonium sulfate 3.82 6.8 14.2 [50]
+ Sephadex G-100 ' ' '
Ammonium sulfate Duas
Bacillus licheniformis F11.4 Microorganismo + DEAE Sephadex 26.3 2.6 subunidades [51]
A-50 124 e 26
ATPS polyethylene
Penicillium aurantiogriseum Microorganismo glycol-PEG + 5.3 48.1 39.16 [52]
Phosphate
Acetone precipitate
. . . + DEAE-Sephadex
Aspergillus sp. UCP1276 Microorganismo G-50 + Superdex- 2.09 22.85 28.7 [53]
75 AKTA control
Ammonium
. sulfate + Gel
Scorpaenanotata Peixe N 4.89 6.69 24 [54]
filtration + lon
exchange
Nocardiopsisdassonvillei Ammonium sulfate Duas
NRCZazzf Microorganismo + Sephacryl S-200 6.23 3.33 subunidades [55]
+ DEAE-Sepharose 35e40
Acetone precipitate
Aspergillus tamari URM4634 Microorganismo + DEAE-Sephadex 2.8 25.1 49.3 [56]
A50
Oreochromis mossambicus Peixe MPs-Azocoll 16.6 33.1 ~30 Este trabalho

N/I: Dados n&o informados pelo autor
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A enzima purificada do peixe cavala (Scomber japonicus) foi purificada

39,5 vezes apresentando um rendimento de apenas 0,1% [34]. Os autores
empregaram cinco etapas. O método proposto nesta contribuicdo utiliza
apenas uma etapa e apresentou maior rendimento (cerca de 33%). A
colagenase de uma mistura de residuos de pescado apresentou purificacdo
(15,7) e rendimento (22,7%) semelhantes em comparacdo com os resultados
deste trabalho [35]. No entanto, os autores empregaram trés etapas, incluindo
alguns passos para obter a solugéo livre antes de aplicar na coluna Sephadex
G-100. Os demais trabalhos apresentaram resultados inferiores em relacdo ao
método proposto nesta contribuicdo. A Figura 2 apresenta o SDS-PAGE para a
colagenase purificada por MPs-Azocoll. O peso molecular aproximado de 30
kDa pode ser estimado comparando a banda de proteina Unica (Figura 2-E)

com os marcadores padrao.

Figura 2 - SDS-PAGE da colagenase purificada da viscera de tilapia usando MPs-Azocoll (E)
comparada com o extrato bruto em diferentes diluicdes (B, C, and D) e marcador molecular (A).
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Este valor estd de acordo com a maior parte do peso molecular da
colagenase relatado na Tabela 3. As colagenases apresentam uma ampla faixa
de pesos moleculares. Esses valores amplos sdo esperados porque as
colagenases ndo possuem uma Unica estrutura ou uma unica fonte [35]. Muitos

estudos relataram peso da colagenase variando de 30 a 150 kDa [36].
3.2 Caracterizacédo da MPs-Azocoll
3.2.1 Anélise de FTIR

Azocoll é um substrato insolivel em agua composto de colageno ligado
covalentemente a um corante azo vermelho que é liberado apos a hidrolise de
peptideos. E amplamente utilizado na quantificacio da atividade colagenolitica.
Para confirmar a presenca de azocoll no MPs-Azocoll, a andlise FTIR foi

comparada com MPs e Azocoll na Figura 3.

Figura 3 - FTIR da MPs (preto), MPs-Azocoll (vermelho) and Azocoll (azul).
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Os picos de Azocoll em 3283 cmt, 2972 cm?, 1539 cm™ e 1475 cm?

séo caracteristicos de azocoll representando, respectivamente, amida A, amida
B, amida Il e amida lll, bandas tipicas do colageno [37]. A ligagdo —N=N- do
grupo azo é representada no pico em 1633 cm? [38] e os picos 1346 cm?,
1233 cm?! e 1055 cm? podem ser atribuidos a presenca de compostos
aromaticos e amina terciaria revelado por FTIR em azocoll [39, 40]. Picos
semelhantes com menor intensidade podem ser observados para MPs-Azocoll
devido a menor quantidade de azocoll nas particulas magnéticas, mas sao
evidéncia da presenca de azocoll nas MPs-Azocoll. Esses picos estédo

ausentes nos MPs.

3.2.2 Difracéo de Raio-X

O XRD é usado para determinar as diferentes estruturas cristalinas
apresentadas nas particulas magnéticas. Os MPs eram muito escuros e
magnéticos, sugerindo que a magnetita poderia ser a fase dominante, embora
a maghemita ndo possa ser excluida [41]. A Figura 4 mostra o XRD para MPs e

MPs-Azocoll.

Em ambos os difratogramas € possivel observar seis picos
proeminentes. Os picos para MPs foram encontrados no angulo 2 6 igual a
30,2; 35,5; 43,3; 53,8; 57,3 e 62,8 podem ser atribuidos aos planos cristalinos
em (220), (311), (400), (422), (511) e (440), que podem se referir a magnetita e
maghemita, de acordo com o Centro Internacional para Dados de Difracao [42,

43, 44]. Para MPs-Azocoll observou-se um leve deslocamento angular e uma
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diminuicdo na intensidade dos picos apresentados com angulo 2 8 de 30; 35,6;

43,1; 53,8; 57,2 € 62,6.

Figura 4 - XRD da MPs (preto) e MPs-Azocoll (vermelho).
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Quando Fe30s séo sintetizados com outros elementos € esperado um
pequeno deslocamento de pico em relacdo aos MPs, provavelmente devido a
tensdes na estrutura cristalina da magnetita ocorridas durante a sintese do
material [44]. A concentracdo desses componentes também influencia nos
deslocamentos e na intensidade de dos picos no difractograma. Desta forma,
os resultados de XRD confirmam os resultados de FTIR.

Uma ferramenta muito utilizada na caracterizacdo de cristalitos é a
equacao de Scherrer que relaciona a largura dos picos da difracdo de raios-X
com o tamanho dos cristalitos [45, 46]. De acordo com a Eg. (1), o tamanho

aproximado do cristalito de MPs-Azocoll foi estimado entre 7-10 nm. O
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alargamento do pico de difragdo diminui com o aumento do tamanho do

cristalito [45].

3.2.3 Microscopia Eletrbnica de Varredura e Espectroscopia de

Raio-X por dispersdao em energia

A Figura 5 apresenta SEM de MPs (A) e MPs-Azocoll (B) mostrando
ambas as particulas em aglomerados com uma morfologia heterogénea. Sob
esta resolucao nao é possivel distinguir qualquer diferenca substancial.

A Figura 5-C apresenta a analise de energia dispersiva de raios-X (EDX)
de MPs e MPs-Azocoll. Como previsivel, o elemento carbono esta presente
apenas no MPs-Azocoll (23%). Obviamente, ferro e oxigénio sao identificados
em ambas as preparacdes (41% e 34% respectivamente). O cloreto também

esta presente como uma contaminacao durante a sintese.
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Figura 5 - Imagens da microscopia eletrénica de varredura da MPs (A) e MPs-Azocaoll (B) e

analise de energia dispersiva de raios-X (C).
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4 Conclusao

A partir dos resultados apresentados acima, pode-se concluir que a
utilizacdo e o reuso de MPs-Azocoll mostrou-se eficiente na purificacdo da

colagenase, purificando em apenas uma etapa com valores de rendimento e de
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purificacdo, 33,1% e 16,6, respectivamente. A presenca de azocoll nas
particulas magnéticas é sugerida por bandas de absorcdo caracteristicas de
FTIR e pelo deslocamento dos picos obtida a partir de difratogramas de DRX.
Portanto, MPs-Azocoll pode ser proposto como alternativa para purificagéo de

proteases, por apresentar uma técnica mais rapida, eficaz e de baixo custo.
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Resumo

Colagenases (EC 3.4.24.7) sdo enzimas proteoliticas capazes de degradar a
tripla hélice do colageno, possuindo atuacdo na regeneracao tecidual,
tornando-se essencial na éarea meédica, cosmética e farmacéutica. A
colagenase de extratos brutos pode ser rapidamente purificada utilizando
composito magnético contendo como ligante de afinidade o azocoll (colageno
ligado covalentemente ao azocorante). Este trabalho apresenta uma técnica de
purificacdo em uma etapa mais rapida, de baixo custo e eficaz para
colagenases a base de particulas magnéticas (MPs) contendo azocoll. Propde-
se um desenho experimental 24 para otimizar o processo de purificacédo
utilizando MPs-Azocoll, apresentando uma colagenase 43 vezes purificada com
atividade especifica 2866 U/mg, utilizando 100 mg de MPs-Azocoll feito com
apenas 50 mg de Azocoll, incubado por 1 hora com 6 mL de extrato bruto. Os
resultados estatisticos das analises elegem as variaveis Azocoll e Tempo
significativas com o valor de p menor que 0,05. O modelo é significativo com
valor de p 0,0159 e valor de F 3,32, rejeitando a hipotese nula. A atividade
otima da colagenase purificada foi observada em pH 8,0 e 50 °C. A atividade

colagenolitica foi inibida por PMSF, um indicativo de uma serina-protease.

Palavra-chave: Planejamento fatorial; Variaveis; Design Expert; Colagenase.
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1 Introducéo
O colageno compde uma familia de proteinas fibrosas estruturais e
insoltveis de fundamental importancia na constituicdo da matriz extracelular do
tecido conjuntivo [1]. Ja as colagenases (EC 3.4.24.7) sao enzimas
proteoliticas capazes de degradar a tripla hélice do colageno. A capacidade de
guebrar o colageno sem afetar as propriedades de outras proteinas tornou as
colagenases uma ferramenta Util na medicina para limpar feridas necréticas,
cicatrizes pés-operatorias, queimaduras, entre outras, sendo ainda usado no
tratamento da doenca de Peyronie, doenca de Dupuytren, osteoartrite e no
tratamento de miomas uterinos. As colagenases agem removendo o tecido
necrosado pela hidrélise do colageno, sem acdo dolorosa e hemorragica,
podendo ser utilizada por longos periodos em associacdo com outras drogas,
estimulando a cicatrizacdo epitelial [2-4]. Portanto, para utlizacdo da

colagenase, a purificacdo torna-se uma questao muito importante.

As particulas magnéticas (MPs) tém atraido a atencdo devido a sua
ampla aplicacdo como separacdo de biomoléculas, agentes de contraste para
ressonancia magnética, catalise, usos biomédicos, entre outros [5]. As MPs de
oxido de ferro sé@o particulas néo toxicas que podem ser sintetizadas de forma
econdmica através da co-precipitacao de sais de ferro [6]. Quando sintetizadas
contendo um ligante especifico, esses compdsitos podem ser utilizados na
purificacdo de biomoléculas [7] como é o caso da particula magnética contendo

azocoll como ligante especifico para purificar colagenases (MPs-Azocoll).

As técnicas usuais de purificagdo de enzimas abrangem varias etapas,

sdo caras e demoradas, portanto, MPs representam uma alternativa
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interessante e muito promissora para etapas de purificagdo, como baixo custo,
reutilizacao e excelente rendimento [7,8]. Cerca de 80% do custo total de uma
enzima comercializada esté relacionado as etapas de producdo e purificacéo,
levando ao desenvolvimento de novos métodos inovadores [8]. Por outro lado,
os residuos da industria pesqueira sdo fontes auspiciosas de biomoléculas

como as colagenases [9-11].

Neste estudo, € proposto um desenho experimental para otimizar o
processo de purificacdo utilizando MPs-Azocoll para purificar colagenase de

diferentes fontes e caracterizar a enzima de cavala (Scomber japonicus).

2 Materiais e Métodos
2.1 Materiais

Azocoll, acido etilenodiamina tetraacético (EDTA), fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF), tosil lisina clorometil cetona (TLCK), tosil fenilalanil
clorometil cetona (TPCK) e Benzamidina foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(EUA). Colagenase de Clostridium histolyticum (Thermo-Fisher, EUA). O acido
tricloroacético (TCA) foi adquirido da Vetec Chemical (Brasil). O cloreto férrico
hexahidratado e o cloreto ferroso tetrahidratado foram obtidos da Merck

(Alemanha). Todos os outros reagentes foram de grau analitico.

2.2 Sintese de MPs-Azocoll

Este procedimento foi realizado de acordo com Alves et al. [7].
Resumidamente, uma mistura aquosa (100 mL) contendo FeClz.6H20 (1,1 M) e
FeCl2.4H20 (0,6 M) foi adicionada a uma quantidade de azocoll (10 mg), entéo,

foi adicionado hidroxido de aménio 28,0-30,0% para atingir o pH até 11. A
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mistura foi aquecida a 50 °C sob agitacdo vigorosa. O precipitado magnético e
preto foi coletado por um iméa externo, lavado com agua destilada, seco a 50 °C

e mantido a 25 °C para uso posterior.

2.3 Obtencao do Extrato bruto

Espécimes de tilapia (O. mossambicus) e cavala (S. japonicus) foram
capturados no tanque de peixes do Departamento de Pesca da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (Brasil). As visceras foram coletadas e
homogeneizadas (1 mg de tecido mL-1, p/v, em 5 mL de tamp&o Tris-HCI 0,01
M, pH 8,0) usando um homogeneizador de tecido (COLE-PARMER Modelo
04369-15). A preparacéo resultante foi centrifugada a 10.000g por 25 min a 4
°C para remover a gordura. O sobrenadante (extrato bruto) foi congelado a -20
°C e usado para outras etapas de purificacdo. A producdo da colagenase por
Penicillium sp. usando meio de cultura composto de extrato de malte, peptona,
glicose, sais e agar sdo descritos por Wanderley et al. [12]. Uma solucéo
estoque de colagenase de C. histolyticum (comercial) (30 mg/mL) diluida em 20
mL de tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0 foi usada como enzima padrdo e

comparativa.

2.4 Planejamento Experimental

Previamente, para estabelecer as melhores condi¢cdes de purificacdo da
colagenase foi realizado um planejamento experimental utilizando extrato bruto
de tilapia (Oreochromis mossambicus). Quatro parametros foram analisados: a
guantidade total de MPs-Azocoll utilizada na purificacdo (A); quantidade total

de Azocoll utilizada na sintese de MPs-Azocoll (B); volume de extrato bruto (C)
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e tempo de incubacgdo (D) nas respostas selecionadas: atividade especifica,
rendimento e purificagdo. Os intervalos de nivel dos parametros investigados
estao listados na Tabela 1. Consequentemente, foi usado MPs-Azocoll (0,05 g,
0,1 g e 0,15 g) contendo diferentes quantidades de azocoll (10 mg, 50 mg e
100 mg) incubados separadamente com extrato de intestino de peixe (2 mL, 4
mL e 6 mL) de O. mossambicus por 60 min, 120 min e 180 min a 4 °C sob
agitacdo. O MPs-Azocoll foi coletado com um campo magnético externo (ima) e
lavado com tampéo Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0. Depois disso, foi adicionado NacCl
3M. O primeiro sobrenadante e as lavagens foram coletados para

determinacdes de proteinas e atividades enzimaticas.

Tabela 1 - Niveis usados para o planejamento experimental.

Variaveis Niveis

Analisadas -1 0 1
A: MPs-Azocoll (mg) 50 100 150
B: Azocoll (mg) 10 50 100
C: Extrato bruto (mL) 2 4 6
D: Tempo (min) 60 120 180

Assim, o desenho experimental foi composto por 27 ensaios e a
influéncia foi avaliada com trés repeticbes no ponto central conforme mostrado
a seguir (Tabela 2). A andlise de variancia (ANOVA) dos dados obtidos foi
realizada com o software Design Expert 12 (Stat-Ease, Inc. 2022, Minneapolis,

MN, EUA).



64

2.5 Purificacdo de Colagenase

Ap6s o software prever as melhores condicbes para purificacdo da
colagenase, extratos brutos de S. japonicus, Penicillium sp. e C. histolyticum
foram purificados usando 0,1 g de MPs-Azocoll contendo 50 mg de azocoll,
incubados por 60 min. Apds esse tempo, as particulas foram coletadas com
campo magnético externo e lavadas com tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, para
remover as proteinas ndo complexadas. Em seguida, foi adicionado NaCl 3M.
O primeiro sobrenadante e as lavagens foram coletados para determinagdes de

proteinas e atividades enzimaticas.

2.6 Determinacgéo da Atividade Colagenolitica e Proteinas Totais

A atividade da colagenase foi determinada de acordo com metodologia
usando azocoll como substrato [13]. Resumidamente, uma mistura de reacao,
contendo 5 mg de azocoll, 500 pL de 50 mM Tris-HCI (pH 7,5) com 5 mM
CaCl2 e 500 uL de extrato bruto, foi incubada a 55 °C por 30 min, sob agitacao.
Em seguida, 200 uL de &cido tricloroacético (TCA) a 40% foram adicionados
para interromper a reacdo. Apés 10 minutos, as amostras foram centrifugadas
a 10.000g por 10 minutos a 4 °C. A leitura dessas amostras centrifugadas foi
realizada utilizando um espectrofotémetro (Biotech Ultrospec 3000 Pro) no
comprimento de onda de 595 nm. Uma unidade de enzima (U) foi definida
como a guantidade de enzima necessaria para aumentar a absorbancia em
0,01 a 595 nm. Os ensaios foram realizados em quadruplicata. A concentracéo
de proteina foi determinada usando albumina de soro bovino (BSA) como

padréo [14].
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2.7 Caracterizacdo da Colagenase Purificada
2.7.1 Efeito do pH e Temperatura na Atividade Enzimatica

Para determinar o efeito do pH na atividade colagenolitica, o pH da
mistura de reagéo contendo 0,5% (p/v) de azocoll foi variado na faixa de 2,0 a
11,0. Os tampdes utilizados foram: citrato 0,05 M (pH 2,0-6,0), Tris-HCI 0,05 M
(pH 7,0-9,0) e carbonato-bicarbonato 0,05 M (pH 10,0-11,0), e o ensaio de
atividade realizado a 55 °C. Para determinar a temperatura ideal para a
atividade enzimatica, a mistura de reacdo foi incubada na temperatura
selecionada (de 20 a 90°C) e pH 8,0. A atividade residual foi calculada como a
razdo entre as atividades enzimaticas, observadas no final de cada ciclo de

incubacéao, e no inicio, e expressa em porcentagem (%).

2.7.2 Efeito de Inibidores e lons na Atividade Enzimatica

Inibidores de protease e efeito de ions foram investigados na atividade
da enzima, pré-incubada por 30 min 100 pL de colagenase com 100 pL de
inibidores ou ions por 30 minutos. Os inibidores testados foram: fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF), acido etilenodiamino tetracético (EDTA), tosil lisina
clorometil cetona (TLCK), tosil fenilalanil clorometil cetona (TPCK) e
Benzamidina na concentracdo de 10 mM. Os ions testados foram K*, Mn?*,
Cu?*, Mg?*, Ca?*, Ni?*, Zn?*, Ba?*, Hg?*, Pb?*, Cd?* e AI** na concentracdo de 1
mM. A atividade residual foi determinada como a porcentagem da atividade

proteolitica em uma amostra de controle livre de inibidor.
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3 Resultados e discussao

O presente procedimento de purificagdo foi inspirado em publicacbes
anteriores [7,15]. Basicamente, a particula magnética é sintetizada na presenca
de um ligante (substrato/macromolécula) que possui afinidade com a enzima.
Aqui, o azocoll (colageno ligado ao um azo corante) foi fortemente adsorvido na
superficie das particulas magnéticas. Uma preparacao de colagenase impura
guando incubada na presenca do MPs-Azocoll, formando um complexo né&o
produtivo, ou seja, foi capaz de reconhecer o substrato alterado mas néo o
hidrolisou. Outras lavagens foram capazes de remover as proteinas néao
complexadas. Aumentando a forga ibnica (NaCl), o complexo MPs-Azocoll-
colagenase é desfeito, e a enzima purificada obtida. Todas essas lavagens
foram realizadas usando um campo magnético externo (ima). A ultima etapa
permitiu, separadamente, a obtencdo da colagenase soluvel purificada e da
MPs-Azocoll para possiveis reutilizacbes. Compositos magnéticos anteriores
sintetizados de forma semelhante, nas mesmas condicOes, exceto pela
mudanca de substrato/macromolécula; levan em vez de azocoll [15] ou ha sua
auséncia [16], apresentou tamanhos de 14 + 2 nm e 20 = 3 nm,

respectivamente.

3.1 Planejamento Fatorial 24

Todos os parametros utilizados no procedimento de purificacdo foram
analisados sob um planejamento experimental de acordo com os valores da
Tabela 1 e utilizando extrato bruto de O. mossambicus. Os resultados sdo

apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Valores para Atividade Especifica, Purificacdo e Rendimentos usando planejamento

fatorial 2* para MPs-Azocoll.

Ensaio  Variavel Respostas
A B C D A.Esp.(U/mg)  Purificacdo Rendimento (%)
1 -1 0 -1 0 1462 22 77
2 -1 1 0 2053 31 88
3 1 1 0 852 13 37
4 0 1 1 1552 23 31
5 0 -1 1 0 2253 34 41
6 0 0 -1 -1 1002 15 75
7 1 -1 0 0 2031 31 35
8 0 1 1 0 2389 36 57
9 0 -1 0 -1 934 14 50
10 0 0 1 1 1511 23 33
11 0 0 0 0 985 15 37
12 0 0 0 0 889 13 31
13 0 1 -1 0 2596 39 67
14 -1 0 0 1 2038 31 32
15 0 0 -1 1 372 5 10
16 1 0 -1 1968 30 53
17 -1 0 0 -1 951 14 74
18 0 0 0 881 13 34
19 0 1 -1 2866 43 67
20 -1 -1 0 0 2016 30 32
21 0 -1 0 1 977 14 24
22 1 0 2289 34 45
23 -1 1 0 2280 34 89
24 0 -1 -1 0 2130 32 69
25 1 0 0 -1 1877 28 60
26 1 0 1 1084 16 24
27 1 0 -1 0 803 12 32

A.Esp. = Atividade Especifica

Todas as respostas (atividade especifica, purificacdo e rendimento)

foram incorporados no Design Expert 12 e calculados para um modelo com

uma abordagem 2FI. Nos resultados estatisticos das analises do valor de p

para todas as respostas, apenas as variaveis B (Azocoll) e D (Tempo) foram
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significativas no valor de p (p<0,05). Além disso, a interacdo entre as variaveis:
MPs-Azocoll (A) e Azocoll (B); MPs-Azocoll (A) e Tempo (D); Azocoll (B) e

Extrato bruto (C); Azocoll (B) e Tempo (D) foram significativos.

A Tabela 3 mostra a analise de variancia (ANOVA), o modelo €
significativo com valor de p 0,0159 e valor e F 3,32. Isso significa que a
hip6tese nula pode ser rejeitada, ou seja, os resultados provavelmente nao
ocorreram por acaso. O valor F de Falta de Ajuste de 0,68 implica que Falta de
Ajuste nado é significativo em relacdo ao erro, ou seja, ndo podemos concluir
gue o modelo n&o se ajusta bem aos dados. A falta de ajuste nao significativa €
bom, significa que o modelo nédo precisa de ajuste, o modelo fornece a
resposta esperada. As variaveis B e D apresentaram teste F também
significativo (8,8; 17,6 respectivamente). Portanto, os valores do coeficiente de
determinacgédo (R?) obtidos para os efeitos de todas as variaveis independentes
nas respostas ficaram entre 0,50 e 0,37, o R? previsto estd em boa
concordancia com o R? ajustado com a diferenca menor que 0,2.

Tabela 3 - Andlise de Variancia (ANOVA) para o modelo representativo na faixa de parametros
estudada.

Sum Degrees Mean
Source square of freedom square Valor de F Valor de p
Modelo 7949.67 10 794.9 3.32 0.0159
Residual 3826.63 16 239.16
Falta de Ajuste 3160.63 14 225.7 0.6780 0.7378
Erro 666.0 2 333.0
Total 11776.3 26

Os modelos resultantes séo ferramentas valiosas para a previsao de

interacdes fatoriais e sua influéncia nos parametros de resposta dentro da area
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de projeto estudada. Isso pode ser observado na Tabela 4, quando os
resultados dos experimentos sao comparados com 0s valores previstos pelos
modelos. E notavel que os valores previstos vdo ao encontro da realidade com
uma confianca superior a 95%. Observa-se que os valores previstos pelo
software no Ensaio 1, por exemplo, sdo 1481, 23,8 e 62,9, e os valores
experimentais obtidos foram 1462, 22 e 77, para atividade especifica,

purificacdo e rendimentos respectivamente, muito proximos do previsto.

Tabela 4 - Confirmacdo dos modelos com dados dos ensaios previstos e experimentais.

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 25
A.Esp. A.Esp. A.Esp.
(U/mg) Purificagdo Rendimento (U/mg) Purificacdo Rendimento (U/mg) Purificagdo Rendimento
Previsto 1481.1 23.8 62.9 2142.5 23.8 83.2 2080.7 23.8 53.6
95% Pi-low 239.2 2.45 23.4 422.1 2.45 43.6 360.3 2.45 141
95% Pi-high  3201.6 45.2 102.4 3862.9 45.2 122.7 3801.2 45.2 93.1
Experimental 1462 22 77 2053 31 88 1877 28 60

A.Esp. = Atividade Especifica

O 19° ensaio apresentou o0 melhor desempenho com atividade
especifica de 2866 U/mg de proteina, rendimento de 67% e purificacdo de 43
vezes (Tabela 2). Rendimentos mais altos foram alcancados para o 2° e 23°
ensaio (88 e 89%, respectivamente), mas atividade especifica e purificacdo
mais baixas foram observadas (2053 U/mg; 31 vezes; 2280 U/mg e 34 vezes,
respectivamente). O ensaio 19 foi obtido com 100 mg de MPs-Azocoll, 50 mg

de Azocoll (100 e 50 mg), 6 mL de extrato bruto e 1 h de incubagéo.

Varios estudos utilizaram o mesmo sistema de planejamento fatorial. A
colagenase purificada de Aspergillus heteromorphus foi purificada 7,6 vezes

[4]. O MPs-Azocoll proposto nesta contribuicdo usando apenas uma etapa para
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purificar a colagenase e apresentou purificacido seis vezes maior. O mesmo foi
observado pela colagenase de Chlorella vulgaris que teve uma purificagéo
menor no valor de 10,79 vezes comparado aos resultados deste trabalho [3].
Oliveira et al. [10] também obteve resultados inferiores em relagdo a este
trabalho, obtendo em seu planejamento fatorial o melhor resultado com um
valor de colagenase purificada de 8,24 vezes. Portanto, MPs-Azocoll
representam uma alternativa interessante e muito promissora para reduzir
etapas de purificacdo, com baixo custo, possibilidade de reutilizacdo e

rendimento.

3.2 Purificacdo de Colagenase

A Tabela 5 mostra a purificacdo otimizada de colagenase usando MPs-
Azocoll e trés fontes diferentes de colagenase: peixe (cavala; S. japonicus) e

dois microrganismos (Penicillium sp. e Clostridium histolyticum).

Tabela 5 - Purificag&o de colagenase otimizada usando MPs-Azocoll.

Proteina Atividade Ativudade .
Rendimento

Colagenase Total Total Especifica %) Purificacao
(mg) L) (U/mg)
Scomber Bruto 2.78 77 27.7 100 1
japonicus  Purificado  0.05 27.6 552 35.8 20
Penicillium Bruto 0.47 5.5 11.7 100 1
Sp. Purificado 0.02 5.2 260 94.5 22.2
Clostridium Bruto 0.99 63 63.6 100 1
histolyticum  Purificado 0.02 19.3 965 30.6 15.1

Todas as operacgdes foram realizadas a 4 °C

Todas as colagenases foram purificadas usando MPs-Azocoll, sugerindo

que este procedimento pode ser utilizado para purificar esta enzima
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independente da fonte. A colagenase de S. japonicus foi purificada 20 vezes
com rendimento de 35,8% e atividade especifica de 552 U/mg. Os melhores
valores de rendimento e de purificacdo foram para colagenase de Penicillium
sp., respectivamente, 94,5% e 22,2. MPs-Azocoll também purificou a
colagenase comercial do Clostridium histolyticum. O fabricante informa que
esta preparacao comercial (Colagenase Tipo |) possui caseinase, clostripaina e
tripsina. Portanto, MPs-Azocoll foi capaz de remover essas impurezas. A
Tabela 6 apresenta uma comparacdo entre o desempenho da presente

proposta de purificacdo de colagenases e os relatados na literatura.

Tabela 6 - Purificacdo de colagenases de peixes e microorganismos relatados na literatura.

Atividade Rendimento
Nome Cientifico Especifica  Purificacdo (%) Etapas Referéncia
(U/mg)
Peixes
Cichla ocellaris 263.4 2.46 116.2 9 [10]
Scorpaena notata 675.9 4.89 6.69 3 [17]
Scomber japonicus 652.1 39.5 0.1 5 [18]
Novoden modestrus 10,553.2 92.4 10.9 4 [21]
Sardinela aurita 10.6 3.82 6.8 3 [24]
Scomber japonicus 552 20 35.8 1 This work
Microorganismos

Aspergillus heteromorphus N/I 7.8 157.5 1 [4]
URM 0269
Penicillium sp. UCP 1286 N/I 27.6 83 1 [12]
Penicillium aurantiogriseum N/I 5.23 48.1 1 [19]
URM4622
Aspergillus sp. UCP 1276 806.2 2.09 22.8 3 [20]
Nocardiopsis dassonvillei 387.2 3.33 6.23 4 [23]
NRC2aza
Penicillium sp. UCP1286 260 22.2 94.5 1 This work
Clostridium histolyticum 965 15.1 30.6 1 This work

N/I: Dados n&o informados pelo autor
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Em relacdo a colagenase de peixe, o presente método, utilizando uma

Unica etapa, apresenta vantagens em relacdo a outros que empregam Varias
etapas, de 3 a 9, no que diz respeito a purificacdo e rendimento [10, 17, 18].
Aqueles que apresentam valores mais elevados carecem desse inconveniente
metodoldgico. O rendimento superior a 100% observado para a Cichla ocellaris
[10] deve ser atribuido & eventual remocdo dos inibidores enziméticos apos

nove etapas de purificagéo.

Resultados semelhantes foram observados em relacdo a purificacdo de
colagenases a partir do caldo de fermentacdo microbiana [4, 12, 19]. Todos
estes procedimentos de purificacdo foram baseados no sistema Aquoso de
duas fases. Embora a presente contribuicdo ndo tenha explorado o
reaproveitamento da MPs-Azocoll, apenas hipotetizou-se que, apds a coleta da
colagenase, tais compdsitos magnéticos possam ser reutilizados. Tripsina [7,
16] e lectinas [15] foram purificadas nestas circunstancias pelo menos quatro
vezes sem perda ou desempenho. Colagenases de Penicillium aurantiogriseum
e Aspergillus sp. foram relatados como purificados 5,3 vezes, rendimento de
48,1% e 2,09 vezes e 22,9%, respectivamente [19, 20]. Novamente, o
rendimento relatado acima de 100% relatado para o Aspergillus heteromorphus
URM 0269 [4] deve ser atribuido a eventual remoc¢éo de inibidores enzimaticos

apos a purificacao.

3.4 Caracterizacéo da Colagenase
Algumas propriedades essenciais das colagenases purificadas de
Scomber japonicus e Clostridium histolyticum foram investigadas. As do

Penicillium sp. UCP 1286 ja foram estabelecidos [12].
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3.4.1 Efeito do pH e Temperatura na Atividade Colagenolitica

O efeito do pH (Figura 1) e da temperatura (Figura 2) sobre a atividade
da colagenase foi investigado para as colagenases Scomber japonicus e
Clostridium histolyticum (Colagenase comercial). Ambas as enzimas
demonstraram atividade maxima em pH 8 (Figura 1). De acordo com Kim e
cols. [21], o pH 6timo pode variar de 6,0 a 10,0, dependendo de varios fatores,
dentre eles o tipo de organismo produtor. Alguns autores também relataram

atividade otima sob pH alcalino para colagenase de peixe [10, 13, 17, 18, 21].

Figura 1 - Efeito do pH na atividade colagenolitica (A: Scomber japonicus; B: Clostridium
histolyticum).
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O teste de temperatura 6tima foi observado na Figura 2. A maior
atividade colagenolitica exibida a 50 °C para ambas as enzimas testadas. A
atividade da colagenase de Scomber japonicus (Figura 2-A) reduziu sua
atividade residual para menos de 30% quando exposta a 70 °C chegando a
desnaturacdo quando incubada a 90 °C. Daboor et ai. [22] obteram resultados
semelhantes, com uma temperatura Otima para filefish a 55 °C e uma

desnaturacao de proteinas a 70 °C.
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Figura 2 - Efeito da temperatura na atividade colagenolitica (A: Scomber japonicus; B:
Clostridium histolyticum).
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A variacdo de temperatura e pH pode resultar em alteracdes
conformacionais na enzima, como alteracdes no sitio catalitico, resultando em

dificuldades na hidrdlise do substrato [4].

A temperatura e o pH sdo parametros importantes para obter um melhor
desempenho dessas proteinas que possuem propriedades colagenoliticas que
podem ser exploradas nas inddstrias meédica, cosmética, farmacéutica e

alimenticia [10, 21].

3.4.2 Efeito de Inibidores e lons Metdlicos na Atividade

Colagenolitica

Alguns ions metélicos podem inibir ou ativar a atividade da colagenase
como funcéo de cofator. Para testar a sensibilidade da colagenase purificada
de Scomber japonicus, foram utilizados ions metalicos (K*, Mn?*, Cu?*, Mg?*,
Ca?*, Ni?*, Zn?*, Ba?*, Hg?*, Pb?*, Cd** e AI®*) e inibidores especificos de

proteases (TLCK, TPCK, PMSF, EDTA e Benzamidina). Também foi
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caracterizada a colagenase de Clostridium histolyticum. Os resultados estéo

descritos na Tabela 7.

Tabela 7: Efeito de ions e inibidores na atividade colagenolitica.

Atividade Residual (%)

Scomber japonicus Clostridium histolyticum

lons (ImM)

Controle 100 100
K* 94.2 33.3
Mn?* 65.3 69.1
Cu? 58.6 25.6
Mg?* 120.5 22.3
Ca? 101.7 112.5
Ni2* 20.2 29.3
Zn? 26.1 22.7
Ba?* 70.6 22.4
Hg?* 23.4 32.3
Pb?* 21.2 62.8
Cd?* 65.5 65.6
AR 87.7 22.5
Inibidores (10mM)

Controle 100 100
EDTA 80.3 52.1
PMSF 111 88.5
TLCK 36.5 33.6
TPCK 41.3 46.6
Benzamidine 48.6 54.4

(EDTA) &cido etilenodiamino tetracético, (PMSF) fluoreto de fenilmetilsulfonil, (TLCK) tosil lisina

clorometil cetona, (TPCK) tosil fenilalanil clorometil cetona

Para o teste utilizando colagenase purificada de Somber japonicus
incubadas com fons, apenas Mg?* e Ca?' apresentaram um aumento de
atividade (120,5 e 101,7% respectivamente) quando comparados ao grupo
controle. Houve inibicdo em ordem decrescente pelos ions: Ni?*, Pb?*, Hg?,
Zn?*, Cu?*, Mn?*, Cd?*, Ba?*, AI®* e K*. Em relacdo aos inibidores testados,

houve diferenca significativa entre todos os tratamentos, em relacdo ao
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controle. A maior inibicdo (11,1%) foi detectada para o inibidor de serina
protease (PMSF). O teste com inibidores de metaloprotease (EDTA) também
demonstrou atividade reduzida (80,3%), mas em menor grau. Uma inibicdo
substancial foi observada para Benzamidina, TPCK e TLCK. Resultados
semelhantes foram descritos para a serinoprotease de peixe (Cynoscion

leiarchus) [2].

A colagenase de Clostridium histolyticum foi mais afetada por ions
guando comparada a colagenase de Scomber japonicus. Também mostrou
inibicdo consideravel para TLCK, TPCK, EDTA e Benzamidina. Enzimas da
classe das metaloproteases como a colagenase de Clostridium histolyticum

geralmente tém suas atividades reduzidas ap0s a exposicado ao EDTA.

O aumento da atividade induzida pelo Ca?* e a inibicdo provocada pelo
PMSF sugerem que a colagenase de Scomber japonicus pertence ao grupo
das serinoproteases, corroborando com o relatado para colagenases
purificadas de cavala (S. japonicus) [18], filefish (Novoden modestrus) [21],

Weakfish (C. leiarchus) [2] e tucunaré (C. ocellaris) [10].

Aqui, particulas magnéticas contendo azocoll foram aplicadas para
purificar colagenases de peixes e microorganismos. Um desenho experimental
estabeleceu as melhores condicdes de purificacdo. O resultado do método
mostrou-se promissor e comparavel a outros relatados na literatura,
apresentando algumas vantagens. Além disso, o pH e as temperaturas ideais
das enzimas purificadas foram investigados, bem como a acdo de ions e

inibidores sobre elas.
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4 Conclusdes

A partir dos resultados apresentados no planejamento fatorial, a
utiizagdo de MPs-Azocoll mostrou-se eficiente em todas as condicdes
aplicadas para purificagcdo de colagenase, purificando em uma etapa com
melhores valores de rendimento e de purificacdo, 89% e 43, respectivamente.
Os efeitos estimados do teste ANOVA e os valores de p correspondentes
ficaram abaixo de 0,05, também o valor F e Falta de ajuste, a concordancia
entre os dados experimentais e os valores previstos pelos modelos podem ser
considerados satisfatorios. MPs-Azocoll otimizada purificou colagenase de
diferentes fontes com melhor desempenho de rendimento (94%) e purificada
22,2 vezes. De acordo com os efeitos dos ions e inibidores, a enzima de
Scomber japonicus foi determinada como serinoprotease, alcalina com melhor
atividade em pH 8,0 e térmica a 50°C. Essas caracteristicas favorecem a

aplicabilidade nas industrias.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

e Foi desenvolvido e patenteado o método de sintese do compdsito
magnético com azocoll;

e A particula magnética com azocoll foi sintetizada com éxito a partir do oxido
de ferro e azocoll;

e Colagenase de viscera de tilapia foi purificada em apenas uma etapa
utilizando a MPs-Azocoll com rendimento de 33,1% e purificada 16,6 vezes
comparadas ao extrato bruto, apresentando atividade especifica de 306
u/mg;

e A reutilizacdo da MPs-Azocoll apresentou resultados semelhantes,
purificando 15,9 a 14,9 vezes, com rendimento entre 33-31%;

e SDS-PAGE apresentou apenas uma banda da colagenase pura;

e A presenca do azocoll nas MPs utlizada foi sugerida pelos picos
caracteristicos da XRD e FTIR; e através da presenca do elemento carbono
em sua composicao evidenciado pelo SEM e EDX;

e Os elementos da purificacdo utilizando MPs-Azocoll foram otimizados
através do planejamento fatorial 24 mostrando-se eficiente em todas as
condicles testadas com rendimento de até 89% e purificando 43 vezes;

e A andlise estatistica de variancia (ANOVA) confirmou a significancia do
modelo e de duas variaveis (tempo e quantidade de azocoll);

e MPs-Azocoll otimizada purificou colagenase de fontes diferentes obtendo o
melhor rendimento de 94%, purificando 22 vezes;

e Collagenase de Scomber japonicus foi caracterizada e determinada como
uma serino-protease, de carater alcalina com pH de atividade em 8,0 e

temperatura 50 °C.



83

REFERENCIAS

ABOOQOD, A. A,; ASMAA, M. M.; SALMAN, B.; AZZA, M.; ABDELFATTAH, A. E,;
HASHEMA, A. M. Purification and characterization of a newthermophilic
collagenase from Nocardiopsisdasson villei NRC2aza and its application in
wound healing. International Journal of Biological Macromolecules, n. 116,
p. 801-810, 2018. DOI: https://doi.org/10.1016/].ijbiomac.2018.05.030

ADRIO, J. L.; DEMAIN, A. L. Microbial enzymes: Tools for biotechnological
processes. Biomolecules, n. 4, p. 117-139, 2014.

ALVES, M. H. M. E.; NASCIMENTO, G. A.; CABRERA, M. P.; SILVERIO, S. I.
C.; NOBRE, C.; TEIXEIRA, J. A.; CARVALHO JUNIOR, L. B. Trypsin
purification using magnetic particles of azocasein-iron composite. Food
Chemistry, n. 226, p. 75-78, 2017. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2016.12.094

CABRERA, M. P.; NERI, D. F. M.; SORIA, F.; CARVALHO JR, L. B. Magnetic
Bio-Derivatives: Preparation and Their Uses in Biotechnology. Applied Surface
Science, 2019. DOI: http://dx.doi.org/10.5772/intechopen.85748

CAO, M.; LI, Z.; WANG, J.; GE, W.; YUE, T.; LI, R.; YU, W. W. Food related
applications of magnetic iron oxide nanopatrticles: Enzyme immobilization,
protein purification, and food analysis. Trends in Food Science &
Technology, n. 27(1), p. 47-56, 2012. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.tifs.2012.04.003

CLINICAL TRIALS ARENA. Xiaflex for treatment of Dupuytren's contracture
and Peyronie's disease [2017]. Disponivel em:
https://www.clinicaltrialsarena.com/projects/xiaflexdupuytens/ Acesso em: 20
nov. 2019.

COELHO, D. F.; SATURNINO, T. P.; FERNANDES, F. F.; MAZZOLA, P. G,;
SILVEIRA, E.; TAMBOURGI, E. B. Azocasein Substrate for Determination of
Proteolytic Activity: Reexamining a Traditional Method Using Bromelain
Samples, BioMed Research International, p. 1-6, 2016.

CHAVIRA, R; BURNETT, T. J.; HAGEMAN, J. H. Assaying proteinases with
azocoll, Analytical Biochemistry, v. 136, p. 446-450, 1984. DOI:
https://doi.org/10.1016/0003-2697(84)90242-2

DABOOR, S. M.; BUDGE, S. M.; GHALY, A. E.; BROOKS, S. L.; DAVE, D.
Extraction and purifications of collagenase enzymes: a critical review,
American Journal of Biochemistry and Biotechnology, n. 6, p. 239-26,
2010.

DABOOR, S. M.; BUDGE, S. M.; GHALY, A. E.; BROOKS, S. L.; DAVE, D.
Isolation and activation of collagenase from fish processing waste. Advances
in Bioscience and Biotechnology, n. 3, p.191-209, 2012.


https://www.clinicaltrialsarena.com/projects/xiaflexdupuytens/

84

DIAS, R. F.; CARVALHO, C. A. A. Bioeconomia no Brasil e no Mundo:
Panorama Atual e Perspectivas, Revista virtual de quimica, n. 9, p. 410-430,
2017. Disponivel em:
http://static.sites.sbq.org.br/rvg.sbq.org.br/pdfivOnla23.pdf Acesso em: 19 nov.
2019

EMBRAPA, Oportunidades no mercado brasileiro de enzimas. Disponivel
em:
https://www.embrapa.br/documents/1355063/8134956/Palestra+Pedro+Fernan
des/3525fch7-42b5-420f-85cc-f47049e97213 Acesso em: 19 nov. 2019.

FERREIRA, C. M. O.; CORREIA, P. C.; BRANDAO-COSTA, R. M. P.;
ALBUQUERQUE, W.W. C.; LIU, T. P. S. L.; CAMPOS-TAKAKI, G. M,;
PORTO, A. L. F. Collagenase produced from Aspergillus sp. (UCP 1276) using
chicken feather industrial residue, Biomedical Chromatography, n. 31, 2016.
DOI: https://doi.org/10.1002/bmc.3882

FERNANDES, L. M. G.; CUNHA, M. N. C.; SILVA, J. C.; PORTO, A. L. F.
PORTO, T. S. Purification and characterization of a novel Aspergillus
heteromorphus URM 0269 protease extracted by agueous two-phase systems
PEG/citrate, Journal of Molecular Liquids, n. 317, 2020. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.molliq.2020.113957

GADKEA, J.; KLEINFELDTB, L.; SCHUBERTA, C.; ROHDEE, M;
BIEDENDIECKC, R.; GARNWEITNERB, G.; KRULL, R. In situ affinity
purification of his-tagged protein A from Bacillus megaterium cultivation using
recyclable superparamagnetic iron oxide nanoparticles, Journal of
Biotechnology, n. 242, p. 55-63, 2017.

GRAND VIEW RESEARCH, Enzymes Market Size, Share & Trends Analysis
Report By Product (Lipases, Polymerases & Nucleases, Carbohydrase),
By Type (Industrial, Specialty), By Source (Plants, Animals), By Region,
And Segment Forecasts, 2022 — 2030. Disponivel em:
https://www.grandviewresearch.com/industry-analysis/enzymes-industry
Acesso em: 27 de jul, 2022.

HELLING, A. L.; TSEKOURA, E. K.; BIGGS, M.; BAYON, Y.; PANDIT, A;
ZEUGOLIS, D. I. In Vitro Enzymatic Degradation of Tissue Grafts and Collagen
Biomaterials by Matrix Metalloproteinases: Improving the Collagenase Assay,
ASC Biomaterials science e engineering, n. 3, p. 1922-1932, 2017.

IYPEA, T.; THOMASA, J.; MOHANB, S.; JOHNSONA, K. K.; GEORGEB, L. E.;
AMBATTUB, L. A.; BHATIA, A.; AILSWORTHC, K.; MENONC, K.;
RAYABANDLAD, S. M. A novel method for immobilization of proteins via
entrapment of magnetic nanoparticles through epoxy cross-linking, Analytical
Biochemistry, n. 519, p. 42-50, 2017.

JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, José. Histologia basica. 12. ed. Editora
Guanabara Koogan, Rio de Janeiro, Brasil, 2013.


http://static.sites.sbq.org.br/rvq.sbq.org.br/pdf/v9n1a23.pdf
https://doi.org/10.1002/bmc.3882

85

KURTA, B. Z.; UCKAYAB, F.; DURMUS, Z. Chitosan and carboxymethyl
cellulose based magnetic nanocomposites for application of peroxidase
purification, International Journal of Biological Macromolecules, n. 96, p.
149-160, 2017.

LIMA, C. A.; FREITAS-JUNIOR, A. C. V.; LIMA-FILHO, J. L.; CONVERTI, A.;
MARQUES, D. A. V.; CARNEIRO DA-CUNHA, M. G.; PORTO, A. L. F. Two-
phase partitioning and partial characterization of a colagenase from Penicillium
aurantiogriseum URM 4622: Application to collagen hydrolysis, Biochemical
Engineering Journal, n. 75, p. 64-71, 2013.

LIU, Z.; LIU, Y.; SHEN, S.; WU, D. Progress of recyclable magnetic particles for
biomedical applications, Journal of Materials Chemistry B, n. 6, p. 366, 2018.
DOI: https://doi.org/10.1039/C7TB02941A

MACIEL, Jaqueline da Costa. Compésitos de Particulas Magnéticas e
Polimeros Para Imobilizacdo de Tripsina. 2012. Tese (Doutorado em
Ciéncias Biologicas) — Centro de Ciéncia Bioldgicas, Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, 2012. Disponivel em:
https://repositorio.ufpe.br/bitstream/123456789/12736/1/Jackeline%20da%20C
osta%20Maciel_TESE.pdf Acesso em: 18 ago. 2022.

OLIVEIRA, V. M.; CUNHA, M. N. C.; ASSIS, C. R. D.; NASCIEMENTO, T. P;
HERCULANO, P. N.; CAVALCANTI, M. T. H.; PORTO, A. L. F. Colagenases do
pescado e suas aplicacdes industriais, Pubvet, n. 11, p. 242-255, 2017a.

OLIVEIRA, V. M.; CUNHA, M. N. C.; NASCIEMENTO, T. P.; ASSIS, C. R. D;
BEZERRA, R. S.; PORTO, A. L. F. Colageno: caracteristicas gerais e producao
de peptideos bioativos - uma revisdo com énfase nos subprodutos do pescado,
Acta offisheries and aquaticresources, n. 5, p. 70-82, 2017b.

OLIVEIRA, V. M.; CUNHA, M. N. C.; ASSIS, C. R. D.; BATISTA, J. M. S;
NASCIMENTO, T. P.; SANTOS, J. F.; LIMA, C. A,; MARQUES, D. A. V;
BEZERRA, R. S.; PORTO, A. L. F. Separation and patrtial purification of
collagenolytic protease from peacock bass (Cichlaocellaris) using different
protocol: Precipitation and partitioning approaches, Biocatalysis and
Agricultural Biotechnology, 24, (2020). DOI:
https://doi.org/10.1016/j.bcab.2020.101509

QU, Q.; TANG, W.; TANG, B.; ZHU, T. Highly selective purification of ferulic
acid from wheat bran using deep eutectic solvents modified magnetic
nanoparticles, Journal Separation Science and Technology, n. 52, 2017.

RAVINDRAN, R.; JAISWAL, A. K. Microbial Enzyme Production Using
Lignocellulosic Food Industry Wastes as Feedstock: A Review. Bioengineering
(Basel). n. 3 (4), 2016. DOI: https://doi.org/10.3390/bioengineering3040030

ROTH, H. C.; SCHWAMINGER, S. P.; PENG, F.; BERERNSMEIER, S.
Immobilization of cellulase on magnetic nanocarriers, Chemistry Open, n. 5,
p.183-187, 2016. DOI: https://doi.org/10.1002/0pen.201600028


https://repositorio.ufpe.br/bitstream/123456789/12736/1/Jackeline%20da%20Costa%20Maciel_TESE.pdf
https://repositorio.ufpe.br/bitstream/123456789/12736/1/Jackeline%20da%20Costa%20Maciel_TESE.pdf
https://doi.org/10.1016/j.bcab.2020.101509

86

SCHWAMINGER, S. P.; BLANK-SHIM, S. A.; SCHEIFELE, I.; PIPICH, V.;
FRAGA-GARCIA, P.; BERENSMEIER, S. Design of Interactions between
nanomaterials and proteins: A highly affine peptide tag to bare iron oxide
nanoparticles for magnetic protein separation, Biotechnology Journal, 2018.
DOI: https://doi.org/10.1002/biot.201800055

SHAABANI, S.; TABATABAEI A. T.; SHAABANI, A. Copper(l) oxide
nanoparticles supported on magnetic casein as a bio-supported and
magnetically recoverable catalyst for aqueous click chemistry synthesis of 1,4-
disubstituted 1,2,3-triazoles. Applied Organometallic Chemistry, p. 1-6, 2016.

SILVA, O. S.; ALMEIDA, E. M.; MELO, A. H. F.; PORTO, T. S. Purification and
characterization of a novel extracellular serine-protease with collagenolytic
activity from Aspergillus tamari URM4634, International Journal of Biological
Macromolecules, n. 117, p. 1081-1088, 2018. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2018.06.002.

SILVAT. F.; PENNA A. L. B. Colageno: Caracteristicas quimicas e
propriedades funcionais. Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo, n. 71(3), p. 530-
539, 2012. Disponivel em:
https://repositorio.unesp.br/bitstream/handle/11449/122273/ISSN0073-9855-
2012-71-03-530-539.pdf?sequence=1&isAllowed=y Acesso em: 19 nov. 2019

SORUSHANOVA, A.; DELGADO, L. M.; WU, Z.; SHOLOGU, N.;
KSHIRSAGAR, A.; RAGHUNATH, R.; MULLEN, A. M.; BAYON, Y.; PANDIT,
A.; RAGHUNATH, M.; ZEUGOLIS, D. I. The Collagen Suprafamily: From
Biosynthesis to Advanced Biomaterial Development, Advanced Materials,
2018. DOI: https://doi.org/10.1002/adma.201801651

TELES, G. G. A.; BASTOS, J. A. V.; AMARY, A,; RUFATTO, L. A,; RITTY, R.

S.; BROGLIO, L. A. P.; SOUZA, L. S. Tratamento de queimadura de segundo

grau superficial em face e pesco¢o com heparina topica: estudo comparativo,

prospectivo e randomizado, Revista Brasileira de Cirurgia Plastica, n. 27, p.
383-386, 2012.

TIQUIA-ARASHIRO, S.; RODRIGUES, D. Nanoparticles Synthesized by
Microorganisms, Extremophiles: Applications in Nanotechnology, Springer
International Publishing, 2016. DOI: https://doi.org/10.1007/978-3-319-45215-
91

WU, W.; WU, Z.; YU, T.; JIANG, C.; KIM, W. S. Recent progress on magnetic
iron oxide nanoparticles: synthesis, surface functional strategies and biomedical
applications, Science and Technology of Advanced Materials, n. 16, 2015.


https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2018.06.002
https://repositorio.unesp.br/bitstream/handle/11449/122273/ISSN0073-9855-2012-71-03-530-539.pdf?sequence=1&isAllowed=y
https://repositorio.unesp.br/bitstream/handle/11449/122273/ISSN0073-9855-2012-71-03-530-539.pdf?sequence=1&isAllowed=y
https://doi.org/10.1002/adma.201801651

87

APENDICE A — THE ENZYMES IN COVID-19: A REVIEW

Biochamie 197 (2022) 38-48

Contents lists available at ScienceDirect

Biochimie
Fl 5!.\ IEFR journal homepage: www.elsevier.com/locate/biochi
The enzymes in COVID-19: A review T
S

Maria Helena Menezes Estevam Alves, Layla Carvalho Mahnke, Tifany Cerqueira Macedo,
Thais Ketinly dos Santos Silva, Luiz Bezerra Carvalho Junior’

Lab orio de b logia Keizo Asamd (LIKA), Dep de Bioquimica, Universidade Federul de F

0, 50670 901, Recife, PE, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Received 29 September 2021
Received in revised form

COVID-19 brought a saentific revolution since its emergence in Wuhan, China, in December 2019,
Initially, the SARS-CoV-2 virus came to attention through its effects on the respiratory system. However,
its actions in many other organs also have been discovered almost daily. As enzymes are indispensable to

i: i"‘m}?ﬁmw 2022 uncountable biochemical reactions in the human body, it is not surprising that some enzymes are of
Available onlite 26 January 2022 rglcvmge to COVID-19 pathophysiolagy. Past cvtdencc_ from_ SARS—Co_V .md' MI'J(S-CoV_ outbreaks pro-
vided hints about the role of enzymes in SARS-CoV-2 infection. In this setting, ACE-2 is an enzyme of
: great importance since it is the cell entry receptor for SARS-CoV-2. Clinical data eluaidate patterns of
co"m’ AR enzymatic alterations in COVID-19, which could be associated with organ damage, prognosis, and clinical
S prolein complications. Further, viral mutations can create new disease behaviors, and these effects are related to
SARS-CoV-2 the activity of enzymes. This review will discuss the man enzymes related to COVID-19, summarizing
ACE 2 the findings on their role in viral entry mechanism, the consequences of their dysregulation, and the

effects of SARS-CoV-2 mutations on them.
© 2022 Elsevier BV. and Société Francaise de Biochimie et Biologie Moléculaire (SFBEM). All nghts
reserved.

Contents

L. L SARSLOV-2 20 OONIDED.. . s vasimns aimpiiiriminm v 455 s s S e e e w0 i e S WO S o S e S e o1
2. Enzyme dysregulation consequences ...

22 Traneneml e S TR B - o L e T S T R e o e G B R o B SR e pp T e o S e e S 10

23, Creatine l‘hosphohmse-MB

24. Thrombin . o
25, lxpcpndyipcpudasc4
26. Aminopeptidase-N.....................

27 Alamnc and aspartate aminotransferase

29. lactate dehydrogenase ...
3.  Entrance and viral enzymes ............
4. The effect virus mutation on enzymes ..

Funding .. ...

Declaration of competing interest . . 3

A . S e S S D S a5 03

*C ponding author. Lal orio de b wia Keizo Asami (LIKA) Universidade Federal de Permambuco, Cidade Universitaria, Recife, PE, CEP 50670 901, Brazil.
E-muil address: Tbcj bridymail com (LB, Cuv.\lhu Junlor)

hitps:]fdoi.ong/ 101016/ biochi 2022.01.015
0300 9084/ 2022 Flsevier BV. and Sodété Frangaise de Biochimie et Biologie Moléculaire (SFBEM ). AN rights reserved.



MILME Alves, LC. Maknke, TC. Mocedo et ol
1. SARS-CoV-2 and COVID-19

First reported in December 2019, it is possible to state that since its
emergence in Wuhan, Hubet Province, China, the SARS-CoV-2 virus
brought a saentific revolution in the year 2020, but not for the best
reasons [ 1] COVID-19 has shown in recent months how devastating
and deadly a virus can be. Initially indicated as a virus affecting the
respiratory system, recent studies have discovered effects in several of
the organs of the human body, and biological pathway [2].

Among the 10--20% of the individuals who contracted the dis-
ease require hospitalization or admission to intensive care. SARS-
CoV-2 enters the human body cells through the angiotensin-
converting enzyme 2 (ACE-2) on the cell surface, which is
responsible for controlling blood pressure, therefore they can be
found in almost every tissuc of body and the number of receptors is
closcly related to how the virus affects each organ [3]. After inva-
sion, the immune system reaction is responsible for the cytokine
storm, which leads to mappropnate responses that cause tissue
damage and hence multi-organ failure and death [4).

A recent report demonstrated the cleavage of human proteins by
the SARS-CoV-2 papain-like protease (Plpro) affected proteins,
reported were: MYH7 and MYHG (cardiac myosins linked to several
cardiomyopathies), FOXP3 (transcription factor), ErbB4 (HER4) and
plasma protein S (PROSI), an anticoagulation protem. Ceaving
these proteins reduces their activity and may be assocated with
several serious complications of COVID-19 [5,6).

COVID-19 has mfected up to 300 million people and have
already killed more than 55 mullion around the world (World
Health Orgamization) and the biggest challenge has been finding a
cure or approved treatment for the disease. Furthermore, the
detection of new vanants has created a concerm among the scien-
tific community since it s not yet clear as to whether newly
developed vacanes are protective against all vanants.

2. Enzyme dysregulation consequences

Enzymes are indispensable to uncountable biochemical re-
actions in the human body, with roles in health and disease [7 9]
Thus, it 1s not surpnsing that some enzymes are of relevance to
COVID-19 pathophysiology.

The SARS-CoV-2 mteraction with host enzymes is responsible
for a vanety of physiological changes (Table 1). At the biochemacal
level, severe COVID-19 patients have significant disorders such as
high levels of C-reactive protein (CRP) [10], Alanine, Aspartate

Table 1
SARS CoV- 2 related 1o host enzymes.
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aminotransferase (ALT and AST) [12--14], lipase [15 - 17], igh levels
of changes in the level of thrombin [ 18] low levels of lymphocytes
(lymphopenia) [11] and protein S [5).

It's known that SARS-CoV-2 uses ACE-2 as a viral receptor to
enter the human host cell, so it 1s not surpnsing that the physio-
logical changes and ACE-2 expression increase in some organs such
as lung and stomach are present in many recent studies |19 27].
The Creatine Kinase Myocardial Band (CK-MB) clevation in some
patients with COVID-19 was assocated with heart failure, was
suggest by Qn et al. [28] and Shafi et al,, 2020 [29]. Enzymatic al-
terations also are evident in the brain with DPP4 and APN, but more
studies are necessary, because it's not clear yet how these alter-
ations occur [30].

Past knowledge about SARS-CoV and MERS-CoV outbreaks
provided a start point to investigate SARS-CoV-2 infection mecha-
msms, espeaally regarding viral entry mediated by enzymes, such
as ACE-2, TMPRSS2 and DPP4, both cnzymes present on the
membrane surface that is also be the coronavirus receptor for cell
entry — TMPRSS2 For SARS-CoV and DPP4 for MERS-CoV [3,31,32].
A vast amount of clinical data has been revealing COVID-19 enzy-
matic alterations patterns, including cardiac, pancreatic, and he-
patic ones assocated with organ damage (Fig. 1) [12,16,28). Beyond
that, some of these alterations could have a role in prognosis [ 12] or
cause a clinical complication directly [33).

2.1. Angiotensin-converting enzyme-2

Angotensin-converting cnzyme 2 (EC 3.4.1723; ACE-2) s
responsible for regulating the level of angiotensin 11 in the organ-
ism, in which it has a potent vasoconstnictor effect, promotes
apoptosis, angiogenesis and cell proliferation m several cell types
[24). ACE-2 removes only the last amino add from the protein
substrate at the carboxyl end, transforming the octapeptide
angiotensin Il into angiotensin 1-7, which has the opposite action
[35).

Several studies show that to enter human cells, the SARS-CoV-2
Spike protein interacts with human ACE-2 receptor present on the
surface of alveolar epithelial cells, in venous and arterial endothe-
hal cells, in macrophages, as well as in most organs, espeaally the
lung, heart and kidneys [3134,36- 38).

It was observed in acute lung imury or in acute respiratory
distress syndrome (ARDS) that angiotensin [ partiapates in wors-
cning lung damage by having a vasoconstrictor, pro-inflammatory,
thrombosis and apoptotic action [38].

ORCAN REMARKS REFERENCES
BRAIN Lack of ACE-2 expression in neuronal celis. DPP4 and APN as potential virus receplos. Chenyg et al, Saleki el al., 2020; Steardo el al, 2020
HEARTY The MYHG/7 are dysregulated by Plpro. Reynolds et al, 2021; Perez Bermejo ¢l al, 2021;
Bevated CK-MB were significantly increased cardiac injury and risk of COVID- 19 death. Qin el al, 2020; Shah et al, 2020
EYES ACE-2 is expressed in conjunctival samples al a low level, while BSC and TMPRSS2 are expressed at Leonardi et al, 2020
intermediate levels in both conjundctiva and cormea.
UVER Alterations in liver enzymes (ALT, AST) may correlate with worse dinical course. These changes can be due Medelalibeyoglu el al, 2020; Bertolini et al,, 2020;

1o either the use of antiviral and antibacterial agents or related 1o 2 hyper-inflammatory status and

L -
PANCREAS Lipase elevation is seen in COVID 19 and associated wilh worse disease oulcomes.

Boregowda el al, 2020
Agarwal el al, 2020; Puli el al, 2020
Wang et al, 2020; Barlass et al,, 2020

LUNCGS ACE 2 acls as a receplor 1o enter human cells. IS expression was mainly associaled with innate and Li et al, 2020; Thunders and Delabunt, 2020; Chen
acguired immune responses, and regulation of B cell Jaated i ily, as well as cytoks Higher et al, 2021.
expression may profong the vinss life cycde. TMPRSS2 also facililates entry o cells.
Nosimmscle myosin MYHS heavy chain HA as an ACE2 coreceplor 1o promole infection.
KIDNEYS  ACE 2 is found in abundance in the kidney then may be one of the Largets of SARS CoV- 2 mfection. Hassanein el al, 2020; Martinez-Rojas et al, 2020
BLOOD The viral enzyme PLpro cut Prolein S, a colactor to Protein C Reynolds et al, 2021;
Thrombin fundtion s alfected resulling in pro-inflamsnalory events, venous thromboembolisin and L et al, 2020
stroke.
Abbreviali ACE-2- Angi in ing 2; ALT- Alanine Ami 8 APN inog lase N; AST- Asp 0 S ; CK-MB- Creatine ki
nase; DPP4- Dipeptidyl peplidase 4; LDH- Lactate dehydrogenase; MYHG/7 — Cardiac myosin; PLpro — Papain ke prolease and TMPRSS2 -T) brane serine p 2
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Cells infected with SARS-CoV-2 were analyzed suggesting that
ACE-2 is not only the receptor, but also acts in the post-mfection
phase, with immune r the rminal head domain
of MYH9 possesses ATPase activity and facilitates entry [G], cyto-
kines and viral genome replication [1). Then, the negative regula-
tion of ACE-2 due to the action of SARS-CoV-2 results in the
accumulation of angiotensin [l in the body, aggravating the disease
and causing lung injury [38].

Li et al. [31] showed in their work that the expression of ACE-2
mcreased after 24 h of SARS-CoV 2 infection and that even after
48 h, the expression of ACE-2 remained at a high level, indicating
that ACE-2 acts in viral susceptibility. Still in their work, Lietal. [31]
speculated that the high expression of ACE-2 resulted in the cyto-
kine storm, further aggravating the symptoms of ARDS, as well as
mcreasing the expression of genes involved in viral replication,
which may increase the ability of the virus to enter host cells.

22. Trunsmembrane serine protease 2

Transmembrane senne protease 2 (EC 3.4.21; TMPRSS2) is a
senne protease that acts on the deavage of peptide bonds that have
serne as the main amino acd at the active site. Expressed mainly
on the cell surface of the respiratory and digestive endothelium, it
can be found in heart, liver, and comeal cells [3942).

TMPRSS2 is produced as a zymogen that undergoes catalytic
activation. The exact biological function of TMPRSS2 15 still un-
known, however, several studies have been assocated with phys-
iological and pathological processes  such  as  digestion,
inflammatory responses, tumor cell invasion, apoptosis, and viral
entry [39-45].

As in influenza, SARS-CoV-2 1s dependent on TMPRSS2 for viral
entry and spread in the host. For a better understanding, first, the
viral spike protein binds to the angiotensin-converting cnzyme 2
(ACE-2), expressed n respiratory epithelial cells. Subsequently, the
spike 15 cleaved to activate the internalization of the virus. How-
ever, this step only occurs in the presence of proteases from the
host cell, particularly TMPRSS2 [39,44,45].

In some studies, healthy wild rats infected with coronavirus
developed acute pneumonia, lost weight, and had a strong expres-
sion of TMPRSS2. In companson, knockout rats with negative
TMPRSS2 expression were also infected and did not develop pneu-
momia, presenting a lower viral replication in the lungs and reduced
inflammatory responses when compared with wild type mice,
suggesting that TMPRSS2 is indispensable for viral replication [46].

Also, Hoffmann et al,, 2020 |44) presented a study with evidence
of the dependence of ACE-2 and TMPRSS2 for the host cell entry of
SARS-CoV-2. The authors also found that inhibiting the senne
protease using Camostat mesylate, a drug approved in Japan for
pancreatitis treatment, can block the SARS-CoV-2 entry, suggesting
an attractive option to COVID-19 treatment.

Several studies mentioned the ACE-2 and TMPRSS2 presence
expressed highly in intestinal epithehal cells, which are the target
cells for many enteric viruses [40]. Many patients with COVID-19
have symptoms such as abdominal pain and diarrhea, often
before having respiratory symptoms.

Zang et al.,, 2020 [47] used CRISPR/Cas9 gene editing tool to
decrease TMPRSS2  expression in intestinal  epithehial  cells,
evidenang ACE-2 and TMPRSS2 higher levels are correlated with
SARS-CoV-2 infection. Also in their study, they tested the inhibition
of TMPRSS2 using Camostat mesylate, reducing the viral replication
and consequently the SARS-CoV-2 infection.

Recent studies have been found both ACE-2 and TMPRSS2
cxpressed in human comeal epithelium (at low and intermediate
levels respectively) suggest ocular surface cells could also be po-
tential viral entry points [41,42].

Thus, TMPRSS2 actively partiapates in the mechamsm of viral
entry and replication and can also be contained with the use of
protease inhibitors, being the target of many future studies.

2.3. Creatine Phosphokinase-MB
COVID-19 is wviral infection with predominately respiratory

manifestations, but, since patients with cardiovascular comorbid-
ities have higher mortality, and the severity of disease correlates
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with cardiovascular manifestations, it is important to understand
the interaction of COVID-19 and cardiovascular discase complica-
tions [29,48]. The cardiac myosin heavy chain (MYHG and MYH7)
are mechanical enzymes involved in cardiac muscular contractility.
Mutations in this myosins are associated with cardio myopathies.
The new reports show the MYHG/7 are cleaved with the viral PLpro
resulting in myofibril damage after SARS-CoV-2 infection [5,49].
The presence of secondary myocardial injury was assoaated with
more than 50% mortahty in COVID-19, increasing the importance of
monitonng cardiac biomarkers [29).

Creatine kinase or Creatine phosphokmase (EC 2.7.3.2; CK) is
responsible for the conversion of creatine and uses adenosine
tnphosphate (ATP) to create phosphocreatine and  adenosine
diphosphate (ADP). This enzyme 1s composcd by the umion of two
subunits: type B and/or M, which correspond to the isoenzymes CK-
BB (brain), CK-MB (heart) and CK-MM (muscle) [26]. The MB
isoenzyme has ligh sensitivity and specifiaty for the diagnosis of
cardiac injury and the raising it correlates with the volume of injured
tissue and the prognosis. In clinical medicine, CK-MB is an essential
bromarker used for the diagnosis of cardiovascular discases and has
been studied in forensic medicine for approximately 20 years [27].

Qin et al. (2020) |28] demonstrated an evaluation of cardiac
biomarkers included CK-MB related to COVID-19 mortality. The
authors related severe symptoms and discase progression associ-
ated with elevated levels of cardiac biomarkers (troponin | and NT-
pro BNP, CK-MB, and MYO) and assocated those patients with
mcreased CK-MB and other biomarkers had a deareased survival
rate and more occurrences of heart failure, sepsis, or multiorgan
failure compared with those with normal levels.

Many studies connect CK-MB clevated in cnitical patients group
compared to noncntical; in 31.68% patients at admission to ICU and in
55.45% n patients at 48 h to death [29,50 52). Thus, the authors
conclded these findings are consistent with that cardiac injury
biomarkers are assoaated with an increased nsk of COVID-19
mortality.

24. Thrombin

Many reports address an altered coagulation status and the
ocaurrence of thrombotic events in patients with COVID-19, like
venous thromboembolism and stroke [3,31,53 55 Thrombin (EC
3.4.215) 15 a crucial enzyme in the blood coagulation cascade, and
its excessive generation can cause thrombotic complications |56
Several sumuli, mamly vascular injury, trigger thrombin generation
from prothrombin by the action of factor Xa [57].

Thrombin is well-known for converting fibninogen nto fibnn,
enabling fibrin clot formation, but 1t also acts on multiple sub-
strates. Thrombin cleaves protease-activated receptors (PARs) 1 and
4, leading to platelet activation; further, it activates the factors V,
VIIL, and X1, which create a burst of its generation [58]. Morcover,
thrombin activates the fibrin-stabilizing factor (factor XIII) and the
thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor (TAFT). All these actions
contnibute to dot formation and maintenance. This enzyme yet has
an anticoagulant function — thrombin activates protein C down-
regulating the coagulation cascade [59,60).

Severe COVID-19 patients often develop a hypermflammatory
systemic response and a cytokine storm, presenting a pronounced
increase in cytokines, chemokines, and other mflammatory
markers, like IL-6, IL-1, MCP-1, TNF-a, and G-CSF [182861].
Although SARS-CoV-2 can directly affect the endothelium and
hence the thrombin generation and the coagulation state, inflam-
mation, as well, i1s likely to disrupt the pro-coagulant and antico-
agulant balance in these patients [G2)].

Besides its coagulation action, thrombin is related to inflamma-
tion, through PARs espeaally. Endothehial cells, platelets, leukocytes,
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fibroblasts, and vascular smooth muscle cells express these re-
ceptors, for mstance. In conforming to the cell type, PARs activation
drives the releasce of cytokines, chemokines, and adhesion molecules,
such as IL-1, IL-G, IL-8, MCP-1, and P-selectin [63). Thrombin also can
activate PARs 1 and 4 from sources other than platelets, sull acti-
vating PARs 3. This allows thrombin to modulate cell responses.
Many vanables, like thrombin concentration, determine whether
these effects are pro-mflamimatory or anti-inflammatory [64].

Likewise, inflammation stimulates the thrombin generation by
expressing tissue factor, which activates coagulation. Inflammation
and coagulation, therefore, are linked and affect each other [65].
More, under mflammation, coagulation partiapates in immuno-
thrombosis, an element of the innate immune response. lmmuno-
thrombosis anises with the recogmition of pathogens or damaged
cells. Its pathways include an enhanced thrombin generation,
resulting in microthrombi formation as a protective and contain-
ment mechamsm aganst pathogens [66,67). Such complex in-
teractions cormoborate to thrombin to play a role in some viral
infections [68,69]. Immunothrombeosis itsell has been proposed as a
mechanism in COVID-19 pathogenesis [57,70). As the crosstalk be-
tween coagulation and inflammation is a citical element in COVID-
19, thrombin exerts a significant influence in this process [33,71].

Several articles desanbe thrombin generation in patients with
COVID-19. A prospective cohort study assessed thrombin generation
(prothrombin fragment 1 + 2 (PF 1 + 2)) in COVID-19 patients with
acute respiratory  distress  syndrome  (ARDS) |72,73].  Elevated
thrombin gencration was observed, which was similar at baseline in
survivors and non-survivors. At follow-up, it was noticed a decrease m
thrombin generation in survivors. However, patients that eventually
cvolved to death (non-survivors) mamtained imtial levels or even
higher ones. A retrospective  cross-sectional  study  evaluated
thrombin generation (PF 1 + 2, thrombin-antithrombin complex
(TAT). thrombography) in critical and noncntical COVID-19 patients,
which was not significantly different between these groups [74).
These two studies possibly highlight that one could not use thrombin
generation markers to discriminate disease severity with one only
measure. Furthermore, their behavior through time could perhaps
indicate how the discasc is evolving. It remains unknown whether
thrombin generation routine assessment 15 advantageous to COVID-
19 clinical practice and chnical outcomes, requining further rescarch.

Thrombin indirect inhibiion by heparin has been used as
thromboprophylaxis for COVID-19 paticnts since it was associated
with lower mortality [75,76]. Considering also that thrombin plays
multiple roles aside from coagulation, its inhibition could maybe
present anti-inflammatory and anti-viral effects [62). However, there
is yet a lack of evidence about appropnate anticoagulation therapy
[5,8,77]. An investigation assessed thrombin generation (thrombog-
raphy) in COVID-19 patients who received heparin thromboprophy-
laxis [78]. The analyzed parameters were normal, cven in
anbicoagulation. It suggests an increased thrombin generation ca-
pacity and a procoagulant state that was still uncontrofled [79]. This
result appears to agree with reports that COVID-19 patients could
present  thromboembolic  cvents, despite  thromboprophylaxis
[80.81].

Additionally, regarding coagulation disorders in COVID-19,
protein S is noteworthy. Protein S 1s a vitamin k-dependent glyco-
protein, mainly known as an anticoagulant cofactor for activated
protein C and tissue factor pathway inhibitor [82]. Stull acting as an
anticoagulant, this protein inhibits prothrombinase and mtninsic
tenase. Its influence on coagulation is palpable since proten S de-
ficenaes are related to elevated thrombotic nisk [83). Chinical data
revealed low activity of protein S in COVID-19 patients, suggesting
this may contnibute to coagulopathy in COVID-19 [84.85]. Also,
backing this suggestion, SARS-CoV-2 papain-like protein deaves a
sequence within protein S, and this cut may result in impaired
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protein S function or secretion in the course of the viral infection

5]
25. Dipeptidyl peptidase 4

Dipeptidyl peptidase 4 (EC 3.4.14.5) 1s a serine peptidase that
exists both bound in the cell surface and as a soluble form in plasma
and other body fluids [8G). DPP4 is a functional entry receptor in
MERS-CoV, which raised questions about its role in COVID-19
[31,32). Its catalytic activity consists of releasing N-terminal di-
peptides whenever proline or alanine s the penultimate amino
acid [87,88). DPP4 acts on several substrates through its enzymatic
function, like chemokines, cytokines, and growth factors [89). Its
actions on mactivating incretin hormones allow using DPP4 in-
hibitors, or gliptins, as anti-diabetic drugs in type 2 Diabetes Mel-
litus (T2DM) treatment [90).

Many cells express DPP4, such as epithelial, endothelial, and
immune cells, in kidneys, lungs, liver, spleen, bone marrow,
pancreas, and mtestine [91). Its expression on immune cells 1s
broad; indeed, DPP4 is also known as T-cell antigen (D26 duce to its
co-stimulatory function in T-cell activation [92]. Likewise, DPP4
acts on apoptosis, chemotaxis modulation, and cell adhesion [93].
Since this enzyme participates in immune responses and inflam-
mation, DPP4 may be mnvolved m immune and inflammatory dis-
cases [94]. Accordingly, DPP4 inhubitors have been related to some
anti-inflammatory effects [95]. As inflammation i COVID-19
immunopathogenesis is a concern, DPP4 inhibitors could narrow
discase progression to severe forms [96,97). Further, considering
diabetes 1s a nisk factor for COVID-19 adverse outcomes, it is of
mterest to study the associations between clinical outcomes and
gliptins use [98].

Computational approaches predicted that SARS-CoV-2 spike
protein and human DPP4 could interact, hinting DPP4 may play a
role in virus entry into host cells along with ACE-2 [31,99]. Such
prediction paved the way for several hypotheses about DPP4 in-
hibitors antiviral effects in COVID-19, besides anti-inflammatory
and immunoregulatory effeds alrcady proposed [96,100,101]
Another in silico study suggested DPP4 inhibitor could also exert an
antiviral activity by inhibiting SARS-CoV-2 main protease [102].
However, functional studies demonstrated that the spike protein
and DPP4 do not bind, therefore, suggesting this enzyme does not
act as a cell entry receptor for SARS-CoV-2 [103,104]. As well,
gliptins did not experimentally inhibit the main protease [105).
Other pathways to SARS-CoV-2 interact with DPP4 are still being
hypothesized [106,107].

Many observational studies evaluated ghptins use and COVID-19
outcomes in T2DM patients, although the results are guite con-
trasting [108]. Several of them couldn’t associate DPP4 inhibitors
use with COVID-19 evolution, such as chimcal seventy or death
[63,109 112]. Another study reported that treatment wath sita-
ghiptin throughout hospitalization was associated with decreased
mortahty and improved dimcal outcomes [113). Also, DPP4 in-
hibitors treatment before hospitalization was assocated with lower
mortality nisk [ 114]. All these studies have hmitations due to their
observational and retrospective nature, but the ones that presented
positive results [113,114] received critics regarding methodology,
confounders, or shortcomings. In this setting, there is no cstab-
lished evidence of DPP4 inhibitors being benefiaal to COVID-19
clinical outcomes. Randomized and prospective dimical tnals are
required to assess this properly [106,109].

2.6. Aminopeptidase-N

Aminopeptidase N (EC: 3.4.11.2; APN), also known as (D13, 1s a
cell-surface and zinc-dependent metalloprotease [115). It cleaves

91

Biochimie 197 (2022) 3848

N-terminal amino aads from unsubstituted ohigopeptides, as long
as proline is not the penultimate amino aad [ 116). Several cells and
tssucs express this ectopeptidase, like epithelial cells, endothehal
cells, leukocytes, fibroblasts, mucosal cells of the small intestine,
and synaptic membranes [40,115). Also, APN exists in a soluble form
n plasma [117].

Besides its enzymatic activity, APN mechanisms include endo-
cytosis and signal transduction. These three mechanisms often
overlap to achieve a function [118]. APN is extensively present in
immune cells, regulating their development and activities. Further,
APN catalytic acion on hormones, chemokines, and cytokines
modulates inflammation. Through this inflammation role, APN are
related to some inflammatory conditions | 119). Of note, HCoV-229E
15 a coronavirus that causes common cold, and it uses human APN
as a receptor to enter host cells [120,121].

Considening a possible role for APN as a SARS-CoV-2 receptor, a
few studies assessed its expression in tssues, along with ACE-2.
Ocular conjunctiva expressed APN at low levels, as well as ACE-2
[122]. In chronic colitis, neither ACE-2 nor APN expression in the
gut was different compared to healthy controls [123]. However,
evidence showed that aminopeptidase N is not a SARS-CoV-2 entry
receptor [44,112]. Despite that, APN and ACE-2 cocxpression in
human tissues could suggest a function as an auxiliary protein
[124]. In this regard, Devarakonda et al. [ 125] proposed that APN
could affect SARS-CoV-2 pathogenesis by other pathways, such as
immune response amplification and altering infectivity.

2.7. Alanine and aspartate aminotrunsferuse

Aspartate aminotransferase (EC 2.6.1.57; AST) and alanine
aminotransferase (EC 2.6.1.2; ALT) arc intracellular enzymes, found
speaally in the liver. They catalyze reactions inside the cells, which
means that their presence in the systemic arculation might indi-
cate liver disfunction or damage, mainly those involved in liver cell
membrane disruption | 126).

It 15 already clear that the COVID-19 virus enters the cell from,
among others, the ACE-2 (angiotensin-converting enzyme 2) re-
ceptor. ACE-2 helps the conversion of Angiotensin 1l (Ang 1) in
Angiotensin 1-7 and, thercfore, helps with the vascular pressure
regulation. The virus competes with Ang 11 and the blood pressure
control stays in defiat. It is important to notice that people with
some comorbidities, like hypertension, express more ACE-2 re-
ceptors, due to upregulation, which can augment the virus effect on
the organs. This can also happen in the liver and the bile duct:
because of ACE-2 high expression in the bile duct cells, it can lead to
damage to these cells, which can promote liver injury [22]. 1t is
important to point that it 1s still not clear while the damage to the
lwver is due to the cytokine storm or the direct cell damage pro-
moted by the virus or both. Stll, there is no denying the damage
that the discase can do to the hiver. It is shown that SARS-CoV-2 can
produce hiver damage, espeaally in people with other comorbid-
ities, and therefore increase ALT and AST, which can show liver
damage [12]. According to this study, the bigger the ratio between
ALT and AST, the worse is the patient prognosis, which means that
patients with ALT/AST =1 reported more hospital time and inten-
sive care unit hospitalization, demonstrating the relation between
liver damage and progression of the discase.

Other studies also correlated the elevation of serum ALT and AST
to worse prognosis and higher mortahty [13,14]. [t is interesting to
notice that liver abnormalitics, proved by clevated ALT and AST
were found in up to 54% of patients, when comparing studies. Even
with the liver damage, there has been no reports on hver failure due
to COVID-19 [23]. According to Boregowda et al,, 2020 | 14], when
serum liver enzymes were analyzed among the non-survivors, they
were elevated compared to survivors.
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These results are important to help the treatment of COVID-19 in
the Intensive Care Umits, so that healthcare workers can avoid
prescribing drugs that can promote liver damage and probably
worsen the patient’s prognosis.

2.8. Lipase

Lipase (3.1.13) 1s an enzyme produced by the pancreas and is
responsible for hydrolyzing tnacylglycerol into fatty aad and
glycerol for absorption in the duodenum [127]. It can be normally
found n the blood stream, but its elevation may indicate pancreatic
injury. It 1s interesting to note that the pancreas has a great number
of ACE-2 receptors, even more than the respiratory system [ 16],
which would make this organ more vulnerable to SARS-CoV-2
infection, however lipase serum levels are only elevated in more
severe initial presentations of COVID-19 [17]. Up to 17% of severe
respiratory syndrome patients were reported with lipase serum
levels higher than normal in COVID-19 | 15], but severe pancreatitis
has not been reported [128]. According to Wang et al., 2020 [15),
the pancreas damage can be a result to a direct viral infection, a
hypoxic imjury due to respiratory failure or due to the cytokine
storm promoted by the immune system. Patel et al., 2020 [ 128] also
reported a pancreatic injury due to antipyretics. About the prog-
nosis, McNabb-Baltar et al, 2020 [17] correlated an mcrease in
lipase to severe presentations, but the outcomes were not always
bad; while Barlass ct al,, 2020 [ 16] suggested worst outcomes duc
to lipase clevations.

It is interesting to notice that lipase elevations can happen
because of nonpancreatic diseases, like gastnitis and ententis [ 17]
due to the gastrointestinal system infection by SARS-CoV-2. This
shows why pancreatic damage 1s not always a COVID-19 symptom,
but elevated levels of serum lipase can help the diagnosis.
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29. Lactate dehydrogenase

Durning glycolysis pyruvate can be converted into lactate in cases
of lack of oxygen, such as hypoxia and anacrobic conditions. This
reaction provides a fast source of energy and is catalyzed by lactate
dehydrogenase (EC 1.1.1.27; LDH). After that, the produced lactate 1s
taken to the liver, where is reconverted to glucose and can be
reused to produce more energy [ 126).

This enzyme was previously used to evaluate damage in cardiac
or skeletal muscles, because its serum levels increase substantially
when there 1s not enough oxygen for tissue. LDH levels also get
higher in severe infections [129], due to tissue damage. During
COVID-19 pandemic, some systemic reactions were noticed, such as
the cytokines storm, clevated lymphocyte levels and lung lesions,
among others [130].

Some authors also noticed an elevation of lactate dehydroge-
nase levels in severe cases of COVID-19 and that this enzyme is
related to worse outcomes [31,129,130]. This enzyme is released in
tssuc damage, the cytokines storm can explam the enzyme
clevation, because the multisystemic inflammation  promotes
mostly lung damage, which can Iead to pneumonia, but also car-
diac, liver, and renal damage. LDH is also highly expressed in the
lung tissue, according to Henry et al, 2020 [130], so patients with
severe disease, mostly the ones affected by acute respiratory syn-
drome, have presented clevated LDH levels. These authors have
also noticed that this enzyme elevation occurred in Middle East
Respiratory Syndrome (MERS), confirming the presence of the
cnzyme in lung tissuc.

Another author pointed LDH as a more effective marker for se-
vere disease when compared to lymphocyte counts and D-dimer
[21], with more sensitivity and speafiaty. Another author studied
the LDH{lymphocyte ratio to cvaluate worse COVID-19 outcomes
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[121]. According to this study, the ratio can be used to faalitate
diagnosis, since PCR has shown a great number of false negatives.
However, it may not be used as a differential diagnosis since this
ratio 15 not k in other di Lactate dehydrogenase has
shown to be a powerful biomarker and predictive to worse out-
comes in COVID-19 disease, which can lead to more attention to
patients presented with higher levels of the enzyme.

3. Entrance and viral enzymes

As described above, SARS-CoV-2 1s a type of coronavirus which
is dependent of the successful host cell entry for their replication
and release of new vinons.

It's widely known that the SARS-CoV-2 have the crown
appearance due the spike glycoprotein presents in their envelope
surface (Fig. 2). This large glycoprotein (approx. 180 kDa), Spike
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protein, or S protein has two domains (S1 and S2). Imtially, the S
protein binds a specific cellular receptor which leads to a senies of
proteolytic events resulting in the fusion of cell and viral mem-
branes. Speafically, the receptor-binding domain (RED) present on
S1, which is responsible for binding the cellular receptor
angiotensin-converting enzyme 2 (ACE-2) as mentioned above
(Topic 2.1), and S2 domain 1s responsible for start the membranes
fusion event (Fig. 3) [132,133].
For the successful viral replication occur, depending on SARS-
CoV-2 stran and host cell type, several proteases as ACE-2, trans-
branc serine pr 2 (TMPRSS2) Furin and Cathepsin L is
involved to active and cleavage of the S protein [134,135). After the
SARS-CoV-2 binding onto the ACE-2 receptor (Fig. 3, step 1), the S1
subunit proteolysis may faclitated by plasma membrane-bound
serine protease TMPRSS2 and Cathepsin L [134). As described
previously (Topic 2.2), TMPRSS2 15 a cell-surface protemn which has
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Fig. 3. Schematic representation of SARS CoV-2 host cell entry. Adapted for Gioia et al. 2020. Made by bivcender.com,
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been involved in the proteolytic activation of S protein and
consequently facilitating the entry of the virus into the human cell
[132.133]. Cathepsin L (EC 3.4.2325) also mediates the membrane
fusion [134].

Evidence indicates that while TMPRSSZ acts locally at the host
cell plasma membrane and possibly during the formation of
endocytic vesicle on neutral pH, the Cathepsin L terminate the S1
degradation in the addic endosome and lysosome [ 134 136). Both
process (TMPRSS2 and Cathepsin L) may continue duning virus
endocytosis | 134].

Mediated by cathepsin in lysosomes, cleavage induces mem-
brane fusion, forming a pore for viral passage into the cytoplasm
[132133]).

Intracellular activation of protein S can also be performed by
Endoprotease Funn (EC 3.421.75) in the Golgi complex (Fig. 3 step
4). Among the host proteases involved in viral infection, Furin is the
maost widely present in a variety of cell types and for its ability to
activate other cellular proteins and in SARS-CoV-2.

Among host proteases involved in the viral infection, Furin is the
one most widely present in a variety of cell types. It is an endo-
protease which shows ability to activate other cellular proteins, and
in SARS-CoV-2 activation is not clear.

But in theory, Furin activates surface glycoproteins by fusion,
attacking the deavage site facilitating the virus entry [132,133].
Moreover, acting in the virus entry, Funin also contributes during
the transport of virions improving the virus diffusion [132].

The expression profile of Furin and ACE-2 in human cells could
explain why SARS-CoV-2 is so efficient in spreading virus particles,
since they are present throughout the body in endothehal cells with
particularly mcreased levels in cells lying in alveoli and small in-
testine [132,133).

Once inside the host cell, the life cycle of SARS-CoV-2 started
with the viral genome translation (Fig. 3, step 6), which 75% is
translated in polyproteins accountable for the replication [132,133).

Two cnzymes are involved in the cleaving viral polyproteins
process: the papamn-like protease (PLpro) and the main protease
(Mpro) (Fig. 3, step 7). The two proteases have an important role in
the SARS-CoV-2 life cycle. Mpro (EC 3.4.222.69) in their active form s
a homodimer protein and their structure resembles the cysteine
protease and 3 chymotrypsin protease. Plpro (EC 3.4228B14) is
responsible for cleavages located at the N-terminus of the replicase
polyprotein [ 132,133]. Some enzymes like the PLpro recognize host
proteins such as Ubiquitin and acts preventing mutations in the
PLpro for instance.

The other 25% of viral genome is translated to accessory and
structural protemns: Spike (S), Envelope (E), Membrane (M) and
Nucleocapsid (N) (Fig. 3, step 8) [132,133). The transcription and
replication of viral genome starts and amplifies the number of virus
genome copies. The viral protein translation starts at the endo-
plasmic reticulum (Fig. 3, step 10) and the virion assembly occurs.
After virion maturation, the newly viral particles are release
[132,133).

4. The effect virus mutation on enzymes

Mutations can happen to RNA viruses since their replicatory
enzymes, like RNA polymerase, are not fail-safe like DNA viruses or
DNA cells. Because of that, alterations in the RNA virus genome are
much more common when compared to other viruses and cells
[127,138]. SARS-CoV-2 is an RNA virus, so mutations can casily
happen. Since December 2019, a new varnant of the SARS-CoV-2
virus has emerged and created some questions, such as if the
variant can alter in some way the discase in the human body.

The most common mutation found was in the spike protein D614G
[ 139]. Spike proteins are the ones that make the crown shape of the
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virus, and they are usually assoaated with the interaction between
the virus and the cell | 140). This mutation affects the replication speed
of the virus, but not discase seventy [141,142]. It 15 interesting o
notice that higher levels of viral RNA are found in people infected with
the new vanant, but the new vanant is not related to more severe
cases [ 139]. Instead, the mutation only affects the rephcation speed of
the virus, making it much more contagious [141]. This can be
explained by an increase in the affinity with the ACE-2 receptors and a
more effective entry in the cells from the respiratory tract [143].
Other vanants were found that justify some of the more affected
organs and systems, but the mutation in the spike protein D614G
was prevalent. According to Hu et al. (2020) [137] these other
variants can mncrease respiratory symptoms, heart disease, throm-
boembolic events, among others, because of the affimty with each
cell. It is important to poimnt that it is not known yet if the new
variant affects the effectiveness of the vacanes, but we suspect
does not, since the new protein is not bind immune cells [ 139].
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Utiiidade (54): AZOCOLL E SEU USO NA PURIFICACAO E/OU SEPARACAO DE
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Resumo: Biomoléculas de interesse industrial necessitam passar por
processos de concentragao e purificacdo para serem
comercializadas el/ou aplicadas para fins terapéuticos, processos que
demandam varias etapas, tempo, elevado custo e especificacao,
resultando no desenvolvimento de métodos inovadores com intuito
de solucionar essa problematica. A presente patente de invencao
descreve um novo método para a purificagao de colagenase
utilizando compdsito magnético de azocoll, sintetizado com cloretos
férricos e azocoll, com um nicleo magnético de atividade
superparamagnético, e um ligante especifico para a colagenase,
apresentado eficiente desempenho na purificagiio efou separagio da
enzima, alta especificidade, de simples utilizacdo e sintese, baixo
custo, podendo purificar colagenase diretamente do extrato de
diferentes origens, sem a necessidade de etapas prévias ou
posteriores, podendo ainda ser reutilizado em processos seguintes
de purificacdo.
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