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MONITORING ENZYMATIC ACTIVITIES WITH FLUOROGENIC PROBES. Latent fluorogenic probes are essential tools for
molecular and chemical biology, providing valuable information about enzymatic activity and occurrence. In this review, a brief
outline of fluorophores and latent fluorogenic probes is given. Furthermore, advances and challenges in the development of fluorogenic
chemical probes to visualize enzymatic activities (hydrolases and oxidoreductases) of biotechnological and biomedical interest are

highlighted, including some methodologies for intracellular imaging.
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INTRODUCAO

As enzimas catalisam as transformagdes quimicas nos sistemas
bioldégicos e estio relacionadas a sobrevivéncia e reprodugdo de todos
0s organismos vivos. Estas propriedades sdo apreciadas e empregadas
na produc¢d@o de intermedidrios sintéticos, nas industrias de alimen-
tos, de produtos de limpeza e de higiene. Além disso, alteragcdes na
atividade e/ou expressdo enzimatica estéio diretamente relacionadas a
diversas doengas humanas, fazendo do monitoramento das atividades
enzimaticas um topico de interesse na biotecnologia e na medicina.'

Dentre as estratégias de monitoramento da atividade enzimética
podemos destacar as técnicas que detectam sinais fluorescentes, as
quais sdo consideravelmente mais sensiveis do que as que detec-
tam sinais colorimétricos. Metodologias baseadas na detecgdo de
compostos fluorescentes podem auxiliar a visualizagdo de proteinas
de interesse em tempo real, fornecendo informagdes relevantes em
processos biolGgicos relacionados a elas.? Estas metodologias de-
pendem de fluoréforos (compostos que emitem fluorescéncia apds
excitagdo a um comprimento de onda especifico) e sdo importantes
em engenharia genética, na identificagdo e sele¢do de novas enzi-
mas, na triagem enzimadtica de colecdes de micro-organismos, de
colecdes de clones metagendmicos e na triagem de candidatos a
inibidores enziméticos.’

Entre os fluoréforos mais utilizados podemos destacar os de-
rivados de xantenos, como a rodamina (1) e a fluoresceina (2) e os
derivados de cumarina como a 7-hidroxicumarina (3), que apresenta
rendimento quantico elevado e comprimento de onda de excitagio na
regido do UV (Figura 1).* A intensa fluorescéncia destes compostos
pode ser convenientemente mascarada por meio de modificacdes
quimicas, possibilitando o desenvolvimento de sondas fluorogénicas
latentes nas quais o sinal fluorescente € detectado somente apés uma
série de reacoes desencadeadas pela acdo enzimdtica de interesse.’

O controle do sinal fluorescente (ligado/desligado — do inglés
“ON/OFF”) pode ainda envolver diversos mecanismos como, por
exemplo, a transferéncia fotoinduzida de elétrons ( do inglés “pho-
toinduced electron transfer”, PET), a transferéncia de energia de res-
sonancia por fluorescéncia (do inglés “fluorescence resonance energy
transfer”, FRET) e o aumento do sinal de fluorescéncia por quelacao
(do inglés “chelation-enhanced fluorescence”, CHEF) (Figura 2).

O desenvolvimento de novas sondas fluorogénicas ¢ fundamen-
tal para estudos de sistemas biolégicos complexos, pois permitem
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Figura 1. Estrutura quimica da Rodamina (1), da Fluoresceina (2) e do anion
da 7-hidroxicumarina (3)

visualizar e quantificar processos intracelulares em tempo real.® Neste
artigo de revisdo serdo abordados alguns aspectos do emprego e do
desenvolvimento de sondas fluorogénicas latentes destinadas ao moni-
toramento intra e extracelular das atividades enzimdticas utilizando as
estratégias de controle do sinal fluorescente descritas anteriormente.

MONITORAMENTOS COM REACOES QUIMIO-
ENZIMATICAS EM CASCATA

Avaliar a liberac@o do sinal fluorescente apds uma série de reacdes
quimicas na sonda fluorogénica desencadeadas pela agdo enzimdtica €
uma estratégia bastante utilizada para o monitoramento das atividades
de diferentes classes de enzimas. Por exemplo, Reymond e colabo-
radores desenvolveram sondas fluorogénicas latentes (4) baseadas
na 7-hidroxicumarina (3) para a detec¢@o de lipases e esterases em
meio de cultura por triagem de alta eficiéncia (HTS).” As esterases e
as lipases sdo enzimas que catalisam, respectivamente, a hidrdlise de
ésteres soldiveis em dgua e a hidrdlise de triglicerideos. Estas enzimas
sdo biocatalisadores importantes, empregadas em diversos processos
industriais.® Na metodologia de triagem desenvolvida pelo grupo de
Reymond, a hidrdlise enzimdtica da fungdo éster de 4 leva a formacao
do diol vicinal correspondente (5). A clivagem oxidativa de 5 com
NalO, origina o aldeido 7 o qual, apés uma reagdo de B-eliminagio
catalisada por BSA (albumina de soro bovino), libera o anion da
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7-hidroxicumarina (3), possibilitando a detec¢do da atividade enzi-
matica (Esquema 1-A). Esta metodologia de triagem enzimadtica foi
aplicada na avalia¢@o da enantiosseletividade enzimatica (Quick-E)
empregando sondas quirais. Esta metodologia foi mais tarde adaptada
por nosso grupo de pesquisas para ensaios com cé€lulas integras de
micro-organismos.’ A metodologia desenvolvida mostrou-se bastante
robusta e eficiente para ensaios de triagem enzimadtica realizados
em pH > 7 e foi expandida para o monitoramento das atividades de
outras classes de enzimas, como fosfatases, dlcool desidrogenases e
epdxido-hidrolases.!’Recentemente, esta metodologia de triagem foi
empregada para a caracterizagdo funcional de uma epdéxido-hidrolase
clonada de Aspergillus brasiliensis CCT1435."!

Em um segundo exemplo descrevemos o monitoramento de
Baeyer Villiger Monooxigenases (BVMOs) utilizando células inte-
gras de microrganismos e a sonda 11 (Esquema 1-B).!>? As BVMOs
sdo flavoenzimas que dependem de NAD(P)H e pertencem a classe
das oxidorredutases, conhecidas por catalisar rea¢des de Baeyer-
Villiger, podendo ainda catalisar outras reagdes de oxidagdo como,
por exemplo, sulfoxidacGes, oxidagdes de selenideos e de aminas.'?
Devido a seletividade e eficiéncia, as BMVOs sdo biocatalisadores
importantes para a sintese organica e o desenvolvimento de meto-
dologias que levam a uma maior compreensio destas enzimas €&
de grande importancia para a descoberta e o desenvolvimento de
novos biocatalisadores. No sistema de monitoramento desenvolvido,
a oxidagdo da fun¢do cetona da sonda fluorogénica 11 por uma
BVMO celular produz o éster 12, o qual apds hidrélise enzimatica
(ou espontanea) origina o dlcool primdrio 13. Oxidacdo quimica
(TEMPO/NaOCl) ou enzimatica (HLADH/NADH) de 13 fornece
o correspondente aldeido o qual, apés uma reac@o de B-eliminagdo
catalisada por BSA, libera o anion da 7-hidroxicumarina (3) (Esquema
1-B). Os melhores resultados foram obtidos utilizando-se o sistema
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Esquema 1. Sistemas de monitoramento baseados em reagdes quimio-enzimdticas em cascata: A). Ensaios para detec¢do das atividades de esterases e lipases;

B) Ensaios para o monitoramento de BVMO
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de oxidagdo TEMPO/NaOCIl. Sob estas condi¢des o sinal de flu-
orescéncia foi detectado trés vezes mais rdpido do que na via de
oxidagdo enzimadtica.

Desta forma, processos de monitoramento de atividades enzima-
ticas baseadas em reagdes quimio-enzimadticas em cascata podem ser
adaptados para a triagem de diferentes classes de enzimas. Entretanto,
anecessidade da utilizagdo de reagentes quimicos dificulta o emprego
destas sondas em ensaios enzimdticos in cellulo para o monitoramento
das atividades de enzimas endégenas em tempo real.

SISTEMAS DE MONITORAMENTO BASEADOS EM
REACOES ESPONTANEAS EM CASCATA

Um segundo sistema de monitoramento enzimadtico se baseia na
utilizacdo de conectores estdveis quando protegidos pelo substrato
enzimatico, mas que se tornam ldbeis quando desprotegidos, podendo
sofrer, apds a transformag¢do enzimdtica do substrato, uma série de
reacdes espontineas que culminam com a formagdo do composto
fluorescente. Como primeiro exemplo citamos a sonda 14 desenvol-
vida pelo grupo de pesquisas de Kikuchi para monitoramento das
atividades enzimadticas de histonas desacetilases (HDACs) (Esquema
2).!* HDACs catalisam a remogéo de grupos acetila de residuos
de e-N-acetil lisinas de histonas e outras proteinas. Estas enzimas
representam um alvo molecular importante em processos de desen-
volvimento de novos farmacos, sendo associadas a diversas doengas
humanas como céncer e doengas neurodegenerativas.'> A sonda 14
utiliza como substrato enzimdatico um fragmento peptidico acetilado
proveniente da regido N-terminal da histona H3 e como fluoréforo um
derivado cumarinico modificado com um éster carbonato na posicao
fendlica. A desacetilagdo da cadeia lateral da lisina de 14 pela HDAC
gera uma amina primdria, desencadeando um processo espontaneo
de transesterificaciio intramolecular que culmina com a formagio
de um composto fluorescente (15). A eficiéncia da sonda 14 foi
analisada frente a enzima Sirt 1 (histona desacetilase dependente de
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NAD*). Ap6s 120 minutos de incubag@o foi observado um aumento
considerdvel do sinal de fluorescéncia. Vale ressaltar que, sob as
condicdes utilizadas no ensaio e na auséncia da enzima (experimento
de controle), foi observado um incremento do sinal de fluorescén-
cia devido a hidrolise espontanea do éster carbonato. Entretanto, a
variagdo do sinal fluorescente causada pela hidrdlise espontinea foi
significativamente menor do que a observada nos ensaios com a Sirt
1, ndo interferindo de forma significativa na detec¢do da atividade
enzimadtica. Finalmente, para avaliar o potencial da sonda 14 para tria-
gem de inibidores de HDAC, os pesquisadores repetiram os ensaios
enzimdticos na presenga de um inibidor de Sirt 1. Na presenca do
inibidor ndo se observou a variag@o do sinal de fluorescéncia devido
a hidrdlise enzimatica da sonda 14. Em conjunto, estes resultados
demonstram que a sonda 14 € apropriada para observar a modulacio
das atividades de HDACs.

Em um segundo exemplo, apresentamos a sonda fluorogénica
(16) para o monitoramento de citocromo P450intracelular (isoenzima
CYP1AT1) desenvolvida por Raines e colaboradores.'® Os citocromos
P450 sdo hemeproteinas extremamente versateis, responsaveis pelo
metabolismo oxidativo de substancias endégenas e de xenobidticos.
Estas hemeproteinas oferecem oportunidades para o desenvolvi-
mento de novas biotecnologias com potencial aplicagdo na solucio
de problemas relativos a saide humana e a processos industriais,'”
ressaltando a importancia do desenvolvimento de metodologias para
0 monitoramento e/ou detecgdo da atividade destas proteinas.

A sonda 16 apresenta o grupo trimetil-lock (17), o qual pode
sofrer uma reagdo de lactonizac@o levando a formacdo de uma di-
-hidrocumarina, devido a repulsio eletrdnica entre os trés grupos
metilicos (Esquema 3). Assim, para evitar a rea¢@o de lactonizac¢do
espontanea, a hidroxila fendlica de 17 foi protegida com um grupo
etila e o etil-éter resultante foi utilizado como substrato para a
CYPI1AL. Para se evitar a necessidade de duas reagdes quimicas
para detec¢do do maximo de fluorescéncia, o que pode acarretar na
diminui¢ao do limite de detecgdo linear dos ensaios, foi utilizado um
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Esquema 2. Sonda fluorogénica (14) desenvolvida para o monitoramento de HDACs
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derivado morfolina-uréia da rodamina como fluoréforo (18). A sonda
16 foi inicialmente avaliada frente a CYP1A1 em ensaios in vitro.
Posteriormente, foram realizados ensaios com a linhagem celular
A549 de adenocarcinoma de pulmao, sendo detectado um sinal de
fluorescéncia pouco intenso apds 1 h de incubagdo com 16. A apli-
cabilidade de 16 em ensaios de modulago da atividade da P450 foi
avaliada frente a dois substratos, o ativador 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-
-p-dioxina (TCDD, 19) e um inibidor (resveratrol (20)) de CYP1A1.
Nestes ensaios foi observado um aumento significativo do sinal de
fluorescéncia ap6s incubagao das células (linhagem A549) com 16 ¢
0o TCDD (18). A incubacio das células com uma mistura da sonda 16,
TCDD (19) e do resveratrol (20) levou a uma diminuig¢do significativa
na intensidade do sinal de fluorescéncia. Estes ensaios demonstram
a versatilidade da sonda fluorogénica desenvolvida, indicando que a
mesmas poderiam ser utilizadas em ensaios de triagem de inibidores
ou ativadores de P450 em processos de descobrimento de novos far-
macos. Este sistema de latenciacao foi utilizado pelo mesmo grupo no
desenvolvimento de metodologias para a triagem de outras enzimas,
como esterases e fosfatases alcalinas.'®

Num terceiro exemplo, Rao e colaboradores desenvolveram uma
metodologia para monitorar a atividade da 3-lactamase TEM-1 (Bla)
empregando sondas fluorogénicas que utilizam cefalosporinas como
substrato enzimético (sonda 21, Esquema 4)." As B-lactamases sdo
enzimas responsdveis pela clivagem da penicilina e cefalosporinas
e sdo consideradas as principais causas da resisténcia bacteriana.?

A clivagem do anel B-lactdmico da cefalosporina de 21 pela enzi-
ma Bla desencadeia um processo de fragmentacdo que termina com a
liberacao do anion da 7-hidroxicumarina (3). A sonda apresentou uma
boa estabilidade quimica e foi empregada com sucesso em ensaios
com a enzima isolada. Entretanto, devido a sobreposi¢io do sinal de
fluorescéncia do anion da 7-hidroxicumarina (3) (A, = 360 nm and
Ao =460 nm) com alguns componentes celulares (A, py, = 360 nm;

B) Estrutura do grupo trimetil-lock (29) com destaque para interagdes estéreas entre as metilas; C) Estrutura do TCDD

Aemnapmy = 460 nm e Ay, = 360/450 nm; A, ap, = 520 nm),* este
fluoréforo ndo € muito apropriado para ensaios in cellulo. Desta forma,
para o monitoramento de Bla intracelular empregou-se a sonda fluoro-
génica 22, a qual utiliza a resorufina (23) como niicleo fluorescente. Os
ensaios foram realizados com uma linhagem de células Jurkat trans-
fectadas com o gene BLA de citomegalovirus. A partir destes ensaios
foi possivel detectar a atividade enzimdtica de BLA intracelular em
tempo real utilizando técnicas de microscopia confocal de fluorescén-
cia. Recentemente, o mesmo grupo de pesquisas desenvolveu sondas
fluorogénicas especificas para deteccio da enzima BlaC, expressa pela
Mycobacterium tuberculosis, bactéria causadora da tuberculose.” A
maior seletividade frente a enzima BlaC foi alcangada pela introdugio
de substituintes volumosos no anel lactdmico da cefalosporina. Dentre
os vdrios derivados analisados a sonda 24 (-OMe na posi¢do C-7 da
lactama e um —Bn na cadeia lateral do grupo 7-amino) apresentou
maior seletividade frente a BlaC. A detec¢ao do patégeno vivo em
solugdo foi alcancada com a utiliza¢ao fluoréforo Tokyo Green (25).%
Para se aumentar a estabilidade quimica da sonda foi adicionado um
conector entre o fluoréforo e o substrato enzimatico. Assim, as sondas
desenvolvidas permitiram a detec¢io de -lactamases isoladas e/ou em
solu¢do de forma rdpida e eficiente. Estes sistemas poderdo eventu-
almente facilitar o diagnostico de tuberculose bacteriana e contribuir
com processos de triagem de inibidores de B-lactamases.

Ao contrdrio do observado com os sistemas quimioenzimaticos, a
adaptagdo dos processos de monitoramento das atividades enzimaticas
baseados em cascatas de rea¢des espontaneas para 0 monitoramento
in cellulo € mais apropriada, possibilitando, por exemplo, a determi-
nag¢do da sublocalizacdo celular destas enzimas.

SONDAS FLUOROGENICAS BASEADAS EM FRET

O processo de FRET envolve a transferéncia ndo radioativa de
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sonda 24, especifica para detec¢do da enzima BlaC; C) Estrutura dos fluordforos resorufina (23) e Tokyo Green 25

energia entre duas moléculas, na qual uma atua como doador e a outra
como aceptor. A energia de ressonincia de fluorescéncia € transferida
do doador para o aceptor, resultando na diminuicio (ou extingdo) da
emissdo de fluorescéncia do doador e, quando for o caso, no aumento
do sinal referente ao aceptor.>*

Diversos sistemas de monitoramento de proteases utilizam FRET
para o controle da intensidade do sinal de fluorescéncia (Esquema
5-A).» Essa metodologia € bastante utilizada para monitorar pro-
teases que catalisam a hidrélise de ligagdes peptidicas e realizam
funcdes fundamentais em todos os organismos vivos. Alteracdes
nas atividades destas enzimas estdo associadas a diversas doengas
dos humanos e, atualmente, seus inibidores sdo empregados no
tratamento de hipertensdo, cincer, diabetes e infec¢do por HIV.2
Neste contexto, o desenvolvimento de sistemas de monitoramento
(inibi¢ao/ativacdo) das atividades das proteases pode contribuir no
descobrimento de novos inibidores e auxiliar na melhor compreensio
do papel biolégico destas enzimas. Como exemplo apresentamos o
trabalho de Hudecz e colaboradores,”” os quais desenvolveram uma
metodologia de monitoramento intracelular por FRET de calpainas,
cisteina-proteases associadas a diversas desordens humanas (sonda
fluorogénica 26, Esquema 5-B). A penetragdo de 26 no citosol foi
alcangada ligando-se um decapeptideo especifico de reconhecimento
enzimatico (TPLKSPPSPR)* ao grupo diretor (poliarginina, CPP).”
O 4cido 5-[(2-aminoetil)amino]naftaleno-1-sulfonico (EVANS,
27) foi utilizado como doador e o acido 4-((4-(dimetilamino)fenil)
benzdico (Dabcyl, 28) como aceptor de energia de ressondncia por
fluorescéncia. Uma unidade de glutamato foi adicionada entre o pep-
tideo TPLKSPPSPR e o CPP para conexdo do grupo EVANS (27).
Este arranjo colocou o par receptor/doador a uma distancia apropriada
para a manutencdo do processo de FRET. Apds clivagem enzimatica

do fragmento peptidico foi observado um aumento de quatro vezes na
intensidade do sinal de fluorescéncia. A sonda 26 foi posteriormente
utilizada pelo mesmo grupo para avaliar o potencial de inibicdo de
uma série de aza-peptideos sobre a caspase B.*

FRET ¢ também utilizado na triagem de outras enzimas como
lipases,’! transferases,” celulases* e quinases.** Além disso, os prin-
cipios do processo de FRET sdo amplamente aplicados em sistemas
de marcagao de proteinas, em estudos de mudancas conformacionais
e de regulacéo espacial de proteinas.*® Entretanto, vale ressaltar que
para a variagdo de sinal de FRET seja efetiva os croméforos (doador
e aceptor) devem estar espacialmente proximos, tipicamente entre 10-
100 A, o que pode representar um problema para o desenvolvimento
de sistemas de monitoramento baseados nesta tecnologia.*

EXEMPLOS ADICIONAIS

Vidrios outros sistemas de monitoramento de diferentes ati-
vidades enzimdticas intra e extracelular podem ser encontrados
na literatura, dentre os quais citamos a sonda 29 desenvolvida
por Imperiali e colaboradores para o monitoramento de quinases
(Esquema 6).%” O processo de fosforilagao reversivel de protei-
nas € uma das modificagcdes pds-traducionais mais importantes
das células eucariotas, estando envolvido na regulacdo de uma
grande variedade de eventos celulares, como expressdo génica,
divisdo celular, diferenciacdo, apoptose e transporte. Os niveis
de fosforilagdo das proteinas sdo controlados pelo balanco das
atividades de quinases e fosfatases. As fosfatases catalisam a
desfosforilagdo de proteinas e as quinases catalisam as reagdes de
fosforilagdo via um mecanismo envolvendo a transferéncia de um
grupo Y-fosfato do ATP (adenosina trifosfato) para os residuos de
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Esquema 5. Sistema de monitoramento de proteases por FRET. A) Principio geral dos ensaios. B) Sonda fluorogénica desenvolvida para o monitoramento da
atividade intracelular de calpainas

SO,NM
A) SO,NMe, 22
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N
H
OH OH o ©
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B)
MeoNO,S
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(Agx =360 nm, Ay, =485 nm)

Esquema 6. Sonda para o monitoramento de quinases baseada no processo de CHEF. A) Estrutura do fluordforo Sox (30a) e C-Sox (30b). B) O mecanismo de
sinalizagdo das atividades de quinases pela sonda 29
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aminodcidos especificos. Alteragdes nas atividades destas enzimas
estdo associadas ao desenvolvimento de inimeras doencas huma-
nas como cancer, problemas vasculares, doenca de Alzheimer e
diabetes.®® Como consequéncia da importincia destas enzimas,
um grande nimero de pesquisas de desenvolvimento de novos
farmacos utilizam as quinases e, mais recentemente, as fosfata-
ses como alvos terapéuticos.?” Face ao exposto, metodologias de
monitoramento da modulagdo (ativagdo/inibicdo) das atividades
de quinases por compostos naturais ou sintéticos contribuem para
o desenvolvimento de novos fairmacos e para a compreensdo das
vias bioldgicas controladas por estas enzimas. O mecanismo de
sinalizacdo das atividades de quinases pela sonda 29 ¢ funda-
mentado no aumento da intensidade do sinal de fluorescéncia
do amino 4cido sulfonamido-oxina (Sox, 30a) apds fosforilagdo
e quelagdo com fons Mg?* (processo de aumento da intensidade
do sinal de fluorescéncia por CHEF). A fosforila¢do dos residuos
Ser, Thr ou Tyr (posicionados no N- ou C-terminal do fragmento
peptidico) aumenta a afinidade de 29 pelo metal Mg?*. A quelagio
do metal com os grupos fosfatos acarreta um aumento da emissio
de fluorescéncia do Sox (30a) e, consequentemente, possibilita
o monitoramento da atividade de quinases. Uma melhora na

A)
S
N S
fenotiazina
(0]

X =
o<
NN AN N

=~ N"";Zn Zn'N
S |
(31)
B) OH

A |
VY
<< > peptideo
TMR-peptideo
(32a)

Quinase,
ATP

A e
o~
<]|> peptideo? 15

TMR-fosfopeptideo
(32b)

. 2+_
P Bis(Zn<"-DPA)
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sensibilidade enzimdtica foi obtida empregando-se o derivado
Sox-cisteina (C-Sox, 30b) como fluoréforo.

Como tltimo exemplo citamos o trabalho realizado por Hong,
Park e colaboradores,* que utilizaram o processo de extingdo de
fluorescéncia por PET(do inglés: fluorescence quencher) no desen-
volvimento de uma sonda fluorescente para o monitoramento de
proteinas quinases (31, Esquema 7). O processo de PET envolve a
transferéncia de um elétron para um fluoréforo no seu estado excitado
a partir de um doador de elétrons introduzido préximo ao fluoréfo-
ro. O caminho inverso (doagdo de elétrons do fluoréforo para um
aceptor de elétrons) também pode ocorrer.*' A sonda 31 contém uma
molécula de fenotiazina (PTZ - composto extintor de fluorescéncia)
conectada a um complexo Zn-DPA (bis(Zn**-dipicolamina)), o qual
se liga fortemente a grupos fosfatos em solugdo aquosa. Os ensaios
enzimadticos sdo realizados com sonda 31 na presenga de um subs-
trato peptidico (32a) marcado com o fluoréforo tetrametilrodamina
(TMR 33). Assim, apds a fosforilagdo de 32a pela quinase tem-se a
formac@o do fosfopeptideo correspondente (32b), o qual se complexa
a 31, levando ao decaimento drastico do sinal de fluorescéncia e,
consequentemente, possibilita 0 monitoramento das atividades da
proteina quinase de interesse.

TMR (33)
=555 nm, A, = 580 nm)

*

abs

PET N 7~
N

peptideo

Complexo nao fluorescente
(34)

Esquema 7. Sonda para detec¢do da atividade de quinases pelo processo de extingdo de fluorescéncia do por PET (transferéncia de elétron fotoninduzida). A)
Estrutura da sonda 31 e do fluordforo TMR (33). B) Mecanismo de extingdo de fluorescéncia por PET



8 Gongalves e Marsaioli

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os sistemas de monitoramento das atividades enzimdticas ba-
seados em sondas fluorescentes contribuem de forma significativa
com estudos relacionados a aspectos fundamentais da biologia,
biotecnologia e medicina. O esforgo conjunto de quimicos e bidlogos
resulta na implementagdo de novas metodologias de sinalizagdo que
possibilitam a melhor compreensao de processos biolégicos comple-
xos. Entretanto, apesar do grande nimero de sondas descritas, muitas
proteinas e vias de sinaliza¢do ainda ndo possuem um sistema de
monitoramento adequado ou especifico, apontando para a necessidade
crescente de novas pesquisas neste campo. Um dos maiores desafios
¢ a construgdo de sondas especificas para uma dada enzima, uma vez
que elas podem aceitar diferentes substratos, ou seja, mais de uma
enzima pode ser responsdvel pela reag@o que dd inicio a liberagio do
fluoréforo. Outro grande obstdculo € a obtenc@o de sondas capazes de
penetrar nas células e tecidos e solucdes para este problema incluem,
por exemplo, a utilizagdo de CPPs e de tranportadores.

Finalmente, as estratégias de marcag@o de proteinas com com-
postos fluorogénicos € um desafio atual na interface da quimica e
biologia.** Acreditamos que estas estratégias poderéo ter um impacto
significativo na compreensdo das vias de sinalizacdo no contexto
intracelular.
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