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RESUMO

BENEVIDES, GUILHERME R. Produgcdao de L-asparaginase P40S/S206C
PEGuilada em residuo N-terminal, e estudo de sua atividade citotoxica in vitro
frente a células leucémicas. 2023. 45 p. Trabalho de Conclusdo de Curso de
Farmacia-Bioquimica — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de
Sao Paulo, Sao Paulo, 2023.

Palavras-chave: leucemia; L-asparaginase P40S/S206C; PEGuilagao; biofarmaco.

Leucemias representam cerca de um quarto de todos os casos de cancer infantil
entre aqueles com ocorréncia em menores de 15 anos de idade, com a Leucemia
Linfoide Aguda (LLA) representando 80% dos casos de leucemia infantil. A LLA é
uma doenga maligna que afeta a série linfoide do sistema hematopoiético, com
aproximadamente 85% dos casos originados de linfécitos B e 15% derivados de
linfocitos T. Seu desenvolvimento esta relacionado a fatores genéticos, mais
especificamente a anomalias cromossdmicas, como aneuploidia e mutagdes
estruturais. Como primeira linha de tratamento, tem-se a aplicagdo de L-
asparaginase, um biofarmaco enzimatico que atua na deplecdo de asparagina
sérica, representando um mecanismo seletivo as células leucémicas. Apesar da alta
eficiéncia associada ao medicamento, a L-asparaginase possui diversos efeitos
adversos, os quais tém sido enfrentados através de processos de PEGuilagao, que
também apresentam desafios relativos a reprodutibilidade, variabilidade e
imunogenicidade. Neste trabalho investigou-se a PEGuilagdo dirigida ao sitio N-
terminal de uma L-asparaginase mutante P40S/S206C, que demonstrou possuir
resisténcia as proteases catepsina B e endopeptidase. Esta caracteristica confere a
enzima a capacidade de driblar os mecanismos de sensibilizagado especificos ao
biofarmaco, através do impedimento da acado proteolitica, o que a torna menos
imunogénica e prolonga sua meia vida plasmatica. Os resultados indicaram que a
reacao de monoPEGuilagao é favorecida pelas condi¢bes: tampdao PBS 10mM pH
7,5, razao PEG:Proteina de 25:1 e tempo de reagdao de 30 minutos. Apesar de
resultar em certo grau de polidispersao, o protocolo escolhido apresentou o melhor
rendimento da espécie monoPEGuilada. Houve manutencao da atividade especifica
da L-asparaginase apos a reacao de monoPEGuilagdo mantendo valores similares a
espécie nativa. Estudos de citotoxicidade foram realizados em células MOLT-4
demonstrando a atividade citotoxica da enzima livre frente a essa linhagem
leucémica. A monoPEGuilagéo sitio-dirigida apresentou baixa interferéncias nos
valores de inibicdo, mostrando que a enzima reteve seu poder citotdxico.
Considerando o potencial da L-asparaginase P40S/206C monoPEGuilada para o
desenvolvimento de um novo biofarmaco, sugere-se como perspectiva futura a
realizacdo de estudos de estabilidade, resisténcia a proteases e testes in vitro de
imunogenicidade.
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1 INTRODUGAO

1.1 Histéria e Descoberta da L-asparaginase

A L-asparaginase € um biofarmaco enzimatico com aplica¢des terapéuticas
no tratamento de neoplasias, historicamente utilizado em esquemas quimioterapicos
para leucemia linfoide aguda (LLA)!, um tipo de céncer que afeta
predominantemente o periodo da primeira infancia2. A leucemia representa cerca de
um quarto de todos os casos de cancer que acometem individuos menores de 15
anos de idade®, com a LLA representando cerca de 80% dos casos de leucemia
infantil*. Anualmente, nos Estados Unidos, a leucemia linfoide aguda (LLA) é
observada em cerca de 3.000 a 4.000 individuos, com criangas representando dois
tercos da populagao total afetada®. A LLA é uma doenga maligna que afeta a série
linfoide do sistema hematopoiético, sendo que 85% dos casos se originam de
linfécitos B e aproximadamente 15% de linfocitos T°. O desenvolvimento é
relacionado a fatores genéticos, mais especificamente a anomalias cromossdmicas,
como aneuploidia e mutacdes estruturais?.

A L-asparaginase é produzida por varias espécies de microrganismos, sendo
uma enzima catalisadora da hidrélise de L-asparagina em acido L-aspartico e
amonia®. Enquanto as células saudaveis — devido a presenga de asparagina
sintetase - podem sintetizar L-asparagina, as células leucémicas dependem da
absorgdo deste aminoacido do plasma sanguineo®. Esta caracteristica torna a L-
asparaginase um eficiente agente quimioterapico, ja que sua administracéo leva a
reducdo dos niveis séricos de L-asparagina, afetando a sintese celular de proteinas

e acidos nucleicos, proporcionando morte seletiva das células leucémicas®’.
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Figura 1 — Mecanismo de agao da L-asparaginase (Extraido de Godfrin, Y, Bax, 2012).

A descoberta da L-asparaginase deu-se no final dos anos 1950, por Kidd et
al. (1953)8, ao observarem que cobaias implantadas com células tumorais de ascite
de Ehrlich exibiram uma redugdo nas concentragdes plasmaticas de asparagina.
Broome et al. (1961)°, investigando o fenémeno, isolaram uma enzima que
demonstrou hidrolisar a L-asparagina em acido aspartico e amdnia, posteriormente
denominada L-asparaginase e sendo detectada sua produgao por Escherichia coli'°.

Na década de 1960, houve a introdugdo da L-asparaginase como tratamento
anti-leucémico'"!, tornando-se um componente padrio da terapia. Através de estudos
demonstrou-se que a L-asparaginase possui significativos efeitos anti-leucémicos
dependentes da idade, com remissbes completas alcangcadas em até 90% dos
pacientes pediatricos'? e menores de 20% para pacientes senis'3. A sobrevida em
cinco anos para pacientes menores de 20 anos melhorou substancialmente de 54%
(1975-1977) para 90% (2004-2010) devido aos avangos na terapia’.

1.2 Producgao de L-asparaginase em E. coli

A Escherichia coli € comumente aplicada na produc¢ao de proteinas, incluindo
a L-asparaginase'®, devido a sua facilidade de cultivo e manipulagdo genética®.
Duas isoformas de L-asparaginase sao sintetizadas por E. coli, a L-asparaginase |
(EC1), encontrada no citoplasma e L-asparaginase Il (EC2), de origem
periplasmatica, sendo que apenas a segunda apresenta atividade anticancerigena®.

Alguns estudos descreveram EC1 como uma enzima constitutiva e identificaram que
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EC2 é secretada em resposta a exposicdo a baixas concentragdes de nitrogénio’,

podendo apresentar uma nova perspectiva para futuros processos produtivos.

Figura 2 — Modelo estrutural de L-asparaginase ECII| expressada por E. coli.
(Adaptado de SWAIN et al., 1993).

Varias estratégias foram empregadas para otimizar o cultivo de E. coli para a
producdo de L-asparaginase através da manipulacdo de diversos parametros do
processo’®. O meio mais comum utilizado para o cultivo de E. coli para a produgao
de L-asparaginase € o caldo Luria Bertani (LB), que consiste em triptona, extrato de
levedura e cloreto de sodio'8, Estratégias de fermentagao descontinua alimentada e
cultivo em biorreator sdo empregados para maximizar o acumulo de biomassa e os
rendimentos de L-asparaginase'. Agitadores orbitais também apresentam uma
estratégia de produgéo, sendo aplicados para producdo de proteinas em pequena
escala em culturas de E. coli'®20, representando uma abordagem econdémica e direta
para triagem, podendo posteriormente ser adaptado para producado em larga escala
com dimensionamento adequado. Outras abordagens tém sido aplicadas para
desenvolver a producéo de L-asparaginase, como a modificacdo genética.

A modificagdo genética envolve a inser¢gao de genes exdégenos em células, o
que pode ser obtido por meio de transformagao de plasmideo ou eletroporagéo?'. O
processo pode resultar em cepas com aumento da expressdo de proteinas??,
incluindo a L-asparaginase, que pode entdo ser coletada e purificada para diversas
aplicacoes. A BL21(DE3) é uma cepa de E. coli comumente utilizada para a
superexpressdo de proteinas recombinantes?. Essa cepa contém o gene da

polimerase T7 sob o controle do promotor lac, permitindo a expressdo de genes
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recombinantes em alto nivel quando induzido por IPTG (isopropil B-D-1-
tiogalactopirandsido)?3. Um sistema de transformagio genética - sistema pET - é
empregado para transformar a BL21(DE3), o que permite a expressao rigidamente
controlada de genes recombinantes sob a diregdo de um promotor especifico,
resultando em altos niveis de produgao de proteinas?'.

ApOs a expressao proteica, métodos de purificagdo sao empregados para
isolar e purificar a L-asparaginase produzida em culturas microbianas, sé&o
comumente utilizados: a precipitacdo com sulfato de aménio, cromatografia (como
troca idnica, exclusdo de tamanho e afinidade), ultrafiliragdo e precipitagdo com
solventes organicos'?4, escolhidos de acordo com as caracteristicas da molécula.
Adicionalmente, métodos de caracterizagdo como eletroforese e espectrofotometria

sao utilizados para verificar a pureza e a atividade da enzima isolada?*.

1.3 Efeitos colaterais e toxicidade da L-asparaginase

Apesar de sua eficacia, o tratamento com L-asparaginase esta associado a
uma série de efeitos colaterais, desde sintomas leves a graves®. Entre os efeitos
adversos comumente relatados estdo os disturbios gastrointestinais, como nauseas,
vOmitos e reducdo do apetite®”-'". Embora menos frequentes, alguns efeitos
colaterais mais graves também foram documentados apds a terapia com L-
asparaginase. Dentre estes, inclui-se complicagbes relacionadas aos mecanismos
de coagulacdo sanguinea que podem resultar em trombose ou disturbios
hemorragicos?>. Lesdo ou disfungdo hepatica € outro potencial resultado do
tratamento com L-asparaginase, manifestando-se por meio de fungao hepatica
alterada®®. Manifestagdes como pancreatite, hiperamonemia?’, hiperglicemia??,
leucopenia e neurotoxicidade também s&o frequentemente associados ao uso do
biofarmaco?®.

Os mecanismos relacionados aos efeitos toxicos da L-asparaginase ainda nao
sdo totalmente elucidados. Um mecanismo proposto sugere que a deplecdo dos
niveis do aminoacido essencial asparagina - vital para o crescimento de células
cancerigenas - possa afetar as células normais, ocasionando sintomas de
hepatotoxicidade3°. Outro mecanismo sugerido € por meio de um desequilibrio no

metabolismo de aminoacidos, por exemplo, a redugdo de asparagina pode resultar
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em acumulo excessivo de glutamina, associado a pancreatite e
hepatotoxicidade?%-31,

E importante mencionar as reagbes imunes que algumas pessoas
desenvolvem apds receber tratamento com L-asparaginase?®. A hipersensibilidade é
o evento mais comum, observado em cerca de 30% dos pacientes que recebem a
enzima derivada de E. coli, podendo variar de reagdes cuténeas leves a anafilaxia,
emergéncia potencialmente fatal®2. Este evento esta relacionado a exposi¢do do
organismo a uma proteina exogena. O processo envolve a fagocitose da molécula,
viabilizando que proteases, incluindo catepsina B e endopeptidases lisossomais
atuem na proteina fazendo com que sua atividade enzimatica cesse a0 mesmo
tempo em que expdem seus epitopos?®32, Esse processo leva a diminuicdo
significativa na meia-vida do biofarmaco e estimula a formagdo de anticorpos,
resultando em diminuigdo de eficacia do tratamento®.

Varias estratégias podem ser empregadas para minimizar os efeitos colaterais
e a toxicidade da L-asparaginase, sendo o ajuste da dose uma estratégia chave’.
Outra opcédo € a coadministracdo de medicamentos que ajudem a reduzir a
incidéncia e a gravidade dos efeitos colaterais?®-33. Adicionalmente, a nanotecnologia
mostra-se uma estratégia eficiente para otimizar a entrega e a eficacia da L-
asparaginase e minimizar os eventos adversos relacionados a sua toxicidade.
Estudos demonstraram que o uso da PEGuilagdo como método de entrega de
farmacos pode aumentar a meia-vida do farmaco, atuando no ajuste de dose e
frequéncia, e atenuar a imunogenicidade, diminuindo as chances de efeitos

colaterais®4.

1.4 PEGuilagao: L-asparaginase

A PEGuilacao de proteinas € um processo que envolve a ligagao covalente de
polietilenoglicol (PEG) a sitios disponiveis de cadeias proteicas®. O polimero pode
estar ligado a residuos de aminoacidos especificos na superficie da proteina, ou em
sitios terminais®®. Essa modificagdo aumenta substancialmente a massa molecular
da proteina, o que tem efeitos significativos em sua farmacocinética e

farmacodinamicas®.
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Uma caracteristica notavel do PEG é sua alta hidrofilicidade, que expande o
raio hidrofilico da proteina apds o processo de conjugagéo3’. Como resultado, uma
camada adicional se forma na superficie da proteina, promovendo impedimento
estérico contra a degradagdo proteolitica e depuragdo pelo sistema
reticuloendotelial®’. Além dessas propriedades, essa modificagdo também pode
mascarar sitios antigénicos, acarretando redugao da imunogenicidade8.

A PEGuilagéo tornou-se amplamente utilizada para melhorar a estabilidade de
proteinas, ao mesmo tempo em que prolonga a meia-vida sérica, tornando possivel
intervencdes terapéuticas mais duradouras com chances reduzidas de reagdes
adversas®. A técnica também pode aumentar a solubilidade de proteinas
hidrofdbicas tornando-as facilmente administraveis3®. Uma meta-analise realizada a
partir da coleta de ensaios clinicos randomizados com utilizacdo de PEG-
asparaginase e E. coli L-asparaginase em criangas chinesas com ALL, a fim de
comparar a eficacia e seguranga das diferentes espécies do biofarmaco*®. Os
resultados indicaram que a PEG-Asparaginase produziu resultados comparaveis a
E. coli L-Asparaginase, com o beneficio adicional de reduzida incidéncia de
hipersensibilidade e dano hepatico. Aléem disso, a utilizagdo de PEG-asparaginase
resultou em menor frequéncia de aplicagdes e duragao da hospitalizagao.

Embora a PEGuilagao oferega vantagens farmacoldgicas notaveis, o processo
de modificacdo de estruturas de proteinas apresenta alguns desafios. Um desses
refere-se a polidispersdo resultante da dificuldade de direcionamento do sitio
reativo3®4!, A polidispersdo € uma consequéncia da existéncia de varios sitios
reativos nas moléculas de proteina, resultando em padrées indiscriminados de
conjugacao dando origem a misturas heterogéneas de conjugados com diferengas
no numero e localizagdo das cadeias de PEG ligadas a proteina3®#!'. Essa
diversidade pode resultar em diferengas no perfil farmacodinamico e farmacocinético
dos conjugados, ao mesmo tempo em que diminui a reprodutibilidade, afetando a
capacidade produtiva. Existe uma correlacédo direta entre a conjugacao gradual de
cadeias PEG e a diminuicdo da atividade catalitica e afinidade pelo substrato,
atribuida a restrita dindmica estrutural da proteina causada por efeitos estéricos4?43,

Outro grande desafio permanece na resposta imune induzida pela fracao
PEG, que pode acarretar a formagao de anticorpos anti-PEG e comprometimento da
eficacia do biofarmaco modificado em administragbes subsequentes3644. O contato

extensivo com o polimero conjugado pode estar relacionado com o processo de
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hipersensibilidade ou respostas imunogénicas indesejadas, umas vez que estes
anticorpos demonstram-se especificos a estrutura do polietilenoglicol, sem reagao a
porgéo proteica®.

Para enfrentar os desafios associados a polidisperséo, inovagdes recentes na
PEGuilacdo focam no aumento de seletividade ao sitio desejado, levando a
producdo e caracterizagdo da L-asparaginase monoPEGuilada*'46, Essas
modificagdes direcionadas resultam em maior especificidade, maior pureza e
uniformidade do produto, mantendo as propriedades desejadas, como estabilidade e
bioatividade®'. Um dos biofarmaco PEGuilados em processo sitio-especifico que
podem ser encontrados no mercado é o PEGfilgrastim, fator estimulante de colbnia
de granuldcitos recombinante humano N-terminal PEGuilado (rh-GCSF), sendo o

seu nome comercial Neulasca®*. Pesquisas demonstraram que apenas uma

aplicacao de PEGfilgrastim pds-ciclo quimioterapico produz resultados semelhantes
as injegoes diarias da forma nao PEGuilada®®.

O sitio N-terminal oferece um alvo preferencial para tais modificagdes devido
a sua acessibilidade e natureza isolada*®, permitindo maior controle no processo de
conjugagao. A PEGuilacdo deste sitio pode ser realizada por meio de diferentes
abordagens quimicas, como o uso de ésteres de NHS (N-hidroxisuccinimida), azidas
e aldeidos®'. Cada método quimico apresenta suas limitagbes, como impedimento
estérico e suscetibilidade a sitios reativos. Além disso, esses métodos podem
carecer de especificidade e resultar em modificagbes indesejadas ou baixos
rendimentos devido a reag¢des competitivas com outros grupos funcionais na
molécula®'. Dessa forma, € imperativa a condugdo de ensaios adequados a fim de

determinar a metodologia mais apropriada de PEGuilagao para cada proteina.

1.5 Ensaios de citotoxicidade in vitro

O cultivo celular in vitro é extremamente importante na avaliacdo do
comportamento das células neoplasicas e os efeitos citotoxicos de farmacos,
inclusive da L-asparaginase. O uso da cultura foi introduzido por Harrison em 1907,
quando tentava provar que as fibras nervosas eram compostas por células. Ao imitar
as necessidades basicas de uma célula, além de tomar cuidados especiais com a

assepsia, Harrison conseguiu cultivar células nervosas a partir de coagulos da
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medula espinhal de anfibios. Além de provar sua hipdtese, estabeleceu a
possibilidade de cultivo in vitro, iniciando um novo modelo experimental®?.

Modelos in vitro oferecem inUmeras vantagens em testes citotoxicos, como a
capacidade de controlar variaveis experimentais e realizar testes reprodutiveis em
condi¢des controladas que mimetizam o ambiente in vivo sem a necessidade de
procedimentos invasivos®3. Além disso, os modelos in vitro fornecem uma plataforma
padronizada para avaliar com eficiéncia a eficacia de diferentes concentracdes e
tipos de farmacos®®. Em sua pesquisa, Asselin et al. (2014)** compararam a
resposta de L-asparaginase em testes in vitro e in vitro, verificando efeito anti-
leucémico em dois modelos experimentais e demonstrando que modelos
experimentais in vitro podem ser usados para prever a sensibilidade in vivo ao
biofarmaco.

Pesquisas de medicamentos e moléculas biologicamente ativas geralmente
empregam ensaios in vitro de citotoxicidade para determinar o potencial de
compostos especificos para induzir a morte celular e prever a toxicidade em
humanos®. Tais ensaios s&o divididos em seis categorias com base na fungao
celular usada como parametro de medigao, incluindo atividade metabdlica celular,
permeabilidade da membrana, aderéncia, producédo de ATP, sintese de coenzimas e
capacidade de captacdo de nucleotideos®’. Consequentemente, diversos resultados
podem ser obtidos a partir de varios ensaios de citotoxicidade, dependendo de qual
funcao celular é considerada significativa.

Varios testes citotoxicos in vitro sdao empregados para estudo da L-
asparaginase, incluindo: ensaio de MTT®859, ensaio de exclusdo do azul de tripano®,
captacgao de vermelho neutro (NRU)®2 e ensaios baseados em citometria de fluxo®°.
Esses testes quantificam varios aspectos da viabilidade celular, como atividade
metabdlica, integridade da membrana e fragmentagdo do DNA.

O ensaio MTT quantifica a atividade das enzimas mitocondriais, fornecendo
informagdes sobre a viabilidade celular e atividade metabdlica. O método baseia-se
na formacgao dos cristais de formazan, resultantes da interagcao entre células vivas e
MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazélio), sendo o resultado
analisado por espectrofotometria®®. Este ensaio é particularmente util na
determinacdo da citotoxicidade da L-asparaginase, pois avalia a viabilidade e
proliferagcdo celular apds o tratamento com diferentes concentracbes do

biofarmaco®3.
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O ensaio de exclusdo do azul de tripano permite distinguir entre células
viaveis e nao viaveis pela medicdo da integridade da membrana celular, uma vez
que células nao-viaveis absorverdo o corante, enquanto as ceélulas viaveis
permanecerdo sem coloracdo®!. O ensaio NRU é utilizado para determinar a
citotoxicidade por meio da incorporagao e ligacdo do corante vermelho neutro as
células viaveis, resultando em observagéo visual e quantificagdo da morte celular®?.
Ensaios baseados em citometria de fluxo medem caracteristicas celulares, como
conteudo de DNA ou tamanho da célula, passando as células por um feixe de laser e
detectando os sinais de luz que elas refratam®. Cada um desses métodos tem seus
pontos fortes e limitagdes, por isso € essencial escolher o ensaio mais adequado

para o sistema em estudo.

1.6 Panorama Geral

A utilizacdo da L-asparaginase como terapia anticancerigena apresentou
resultados encorajadores, levando os pesquisadores a explorarem ativamente a
criagao de novos processos e modificagbes, como a monoPEGuilagao sitio-dirigida.
Essas novas abordagens procuram superar os impedimentos atuais no uso da L-
asparaginase, minimizando sua imunogenicidade e amplificando a poténcia, ao
mesmo tempo em que mitigam os efeitos colaterais indesejados associados a sua
aplicagao.

Nesse trabalho investigamos a PEGuilagao dirigida ao sitio N-terminal de uma
L-asparaginase mutante, P40S/S206C, que demonstrou possuir resisténcia as
proteases catepsina B e endopeptidase, enzimas responsaveis pela degradacao da
L-asparaginase®®. O impedimento da ag&o proteolitica torna a enzima menos
imunogénica e prolonga sua meia vida plasmatica®. Dessa maneira, o estudo
procura superar barreiras farmacoldgicas e cinéticas, e abrir caminho para melhores

opc¢oes de tratamento para pacientes com LLA.
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2 OBJETIVO

Producdo de L-asparaginase P40S/S206C PEGuilada em N-terminal para
avaliagdo de seu potencial citotéxico frente a células leucémicas. Para que este

objetivo fosse alcangado, as seguintes etapas foram estabelecidas:

* Produzir e purificar a enzima,;

» Realizar PEGuilacdo em residuo N-terminal e calcular o rendimento;

* Investigar o efeito da PEGuilagdo na atividade especifica da enzima;

» |Investigar o efeito da PEGuilagdo na atividade inibitéria em células

leucémicas através do calculo de Concentracao Inibitéria Minima 50 e 90.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Producao da L-asparaginase P40S/S206

A enzima utilizada foi obtida através do cultivo de Escherichia coli BL21 (DE3)
modificada pela insercdo de plasmideo pET 15b codificante para a expresséo da
proteina L-asparaginase P40S/S206C, gentiimente cedida pela Professora Dr?
Gisele Monteiro de Souza. A producado de L-asparaginase se deu através do pré-
in6culo, no qual 15 pL de E. coli BL21 (DE3)/pET 15b foram adicionados em frascos
do tipo Erlenmeyer sem defletores contendo meio Luria Bertani (LB)e incubados a
37°C e 250 rpm por 16 horas. Apdés o periodo, foi retirada uma aliquota para
determinacao da densidade 6tica a 600 nm (DOsoonm), @ partir da qual foi calculado o
volume a ser inoculado para cultivo a DOesoonm inicial igual a 0,1. Feita a inoculagao,
os novos frascos foram incubados a 37°C e 250 rpm por 2,5 horas, periodo em que
se atinge DOsoonm entre 0,6 e 0,8, em seguida adicionou-se 300 pL de IPTG (1M)
para induzir a expressdo da enzima de interesse por 22h sob as mesmas condi¢des
de incubagdo. Apds a indugdo, transferiu-se o cultivo para tubos de centrifuga,
previamente pesados, sendo centrifugados por 10 minutos a 4000 xg e 4°C. Os
tubos foram novamente pesados para determinagcdao da massa de células obtida, que
poderia ser congelada a -20°C para posterior extracao da enzima de interesse.

Aliquotas do cultivo foram coletadas no momento inicial e final para a
determinacdo de sua DOsoonm, O0s valore obtidos foram empregados para a
determinacdo da concentragdo celular (equacao 1) com base em uma curva de
calibragdo correlacionando massa seca e DOesoonm previamente obtida pelo
doutorando Rafael Bertelli Ferraro e a Dr® LARISSA PEREIRA. A produtividade do

cultivo foi calculada através da equacgao 2.

Concentracao celular = 0,4285 X DOg¢ponm (1)
Xr—X

Px = L= (2)
tr—to

Em que:
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Xt = concentragéo celular ao final do cultivo (g*L™*)

Xo = concentragéo celular inicial (g*L ")

tr - to = tempo de cultivo (h)

3.2 Extragao e Purificagao da L-asparaginase P40S/S206

Apos a obtencdo do pellet celular, foi aplicado um processo de choque
osmotico para extrair a L-asparaginase P40S/S206 expressa pela bactéria. O
racional deste processo baseia-se na inser¢gao da bactéria em solugdes de diferentes
concentragbes, visando fragilizar sua membrana por estresse osmoético com
decorrente formagéo de poros para retirada da enzima de seu periplasma®. Para
isso, as células foram suspensas com um tampao hiperosmaético Tris-HCI 20mM, pH
8,0, 20% sacarose, 1 mM EDTA, 100 uM de DTPA na propor¢ao 25 mL por grama
de célula, sendo submetido a agitacéo resfriada por 5 minutos. A suspensao foi,
entdo, centrifugada a 10.000 xg e 4°C por 15 minutos. O sobrenadante foi retirado
para analise e o precipitado ressuspenso, sob mesma propor¢cdo, em solugao
hiposmética 10 mM MgS0O4, 0,5 mM de fenil-metil-sulfonil fluoreto (PMSF) e 100 uM
de DTPA, e agitado em ambiente resfriado por 10 minutos, sendo em seguida
submetido a centrifugacédo a 10.000 xg por 30 minutos a 4°C. A suspensao obtida foi
filtrada e encaminhada para as outras etapas de purificagdo. O extrato filtrado foi
submetido a cromatografia de troca idnica utilizando uma coluna de troca anibnica
Hi-TrapTM DEAE FF de SmL, previamente equilibrada e lavada com tampao Tris-
HCI 20mM pH 8,0. A corrida foi realizada com fluxo de 2,5 mL/min, sob gradiente
linear de 100 mL até 1M de NaCl em tampao Tris-HClI 20mM pH 8,0, sendo
coletadas amostras de 1,5 mL, as correspondentes ao pico da enzima de interesse
foram selecionadas e concentradas para préxima etapa de purificacdo. As fracbes
escolhidas foram submetidas a purificagdo por cromatografia de exclusédo molecular.
Para isso, utilizou-se uma coluna Superdex 200 Increase 10/300 GL de 24 mL,
tampao Tris-HCI 50mM, pH 7,5,0 e 100mM de glicina, como fase mdvel. A corrida foi
realizada em fluxo de 0,5 mL/min, com coleta de amostras de 1 mL. As fracdes

correspondentes aos picos foram analisadas por SDS-PAGE. A analise do processo
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foi feita a partir dos pardmetros de Fator de purificagdo e do Enriquecimento,

calculados pelas equagdes 3 e 4, respectivamente.

L ~ Atividade Especifica final
Fator de purificacio = —— pecica Jine (3)
Atividade Especifica inicial

. . Atividade Total final
Enriquecimento = —— .f. . (4)
Atividade Total inicial

3.3 Reacao de PEGuilagao N-terminal

A proteina purificada foi condicionada em PBS, pH 7,5, por meio de filtragao
centrifuga a 4000xg em filtros Amicon de 30.000 Da de corte, em seguida submetida
a reagao com metdxi-polietilenoglicol carboximetil N-hidroxisuccinimidil éster (mPEG-
NHS) de tamanho 20 kDa, sendo testadas diferentes propor¢gbes para avaliar o
melhor rendimento. O meio foi posto sob agitagdo magnética a 22°C, variando-se o
tempo de reagdo. Adicionou-se hidroxilamina para clivagem dos sitios instaveis,
mantendo-se as condi¢des ja citadas por mais 5 minutos. Coletou-se uma amostra
do meio para analise de SDS-PAGE. A enzima PEGuilada foi submetida a filtragédo
centrifuga para remocao de reagentes residuais utilizando filtro Amicon Ultra 15
(Merck Millipore), 2.906 xg por 5 minutos a 4 °C. Em seguida, a amostra foi
submetida a cromatografia de exclusdo molecular para separagao das proteinas
PEGuiladas e nao PEGuiladas. Para este processo, utilizou-se uma coluna
Superdex 200 Increase 10/300 GL e tampao fosfato 20mM, pH 7,0 com coleta de

amostras de 1 mL nos picos de interesse.
3.4 Quantificacao de proteinas totais

Para quantificagdo de proteinas totais, empregou-se o0 método de BCA,
baseado na formagao de complexo entre o cobre do reagente e a proteina presente
na amostra®. O cobre reacional sofre redugdo no meio alcalino, possibilitando sua
reacao com o acido bicinconinico (BCA), formando uma solugéo de cor arroxeada

com espectro visivel a 562 nm, proporcional a quantidade proteica. O protocolo
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utiliza a mistura de acido bicinconinico e solucdo a 4% de sulfato de cobre, na
propor¢gao 50:1. Aliquotas de 200 uL da mistura foram reagidas com 25 uL da
amostra, em uma placa de 96 pocos, submetida a incubacéo a 37 °C por 30 minutos
e analisada em espectrofotdmetro a 562 nm. Os dados obtidos foram analisados

com ajuda de uma curva padrao construida empregando-se albumina sérica bovina.

3.5 Determinacgao de atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi determinada a partir do método de Nessler®®. Neste
protocolo, emprega-se tampao Tris-HClI 50mM (pH 8,6), agua ultrapurificada, L-
asparagina 100 mM e amostra contendo a enzima, utilizados para montagem da
placa de 96 pogos, incubada a 37 °C por 30 minutos. O processo € interrompido pela
adicao de acido tricloroacético 1,5 M. Na segunda etapa da analise, adiciona-se
agua e reagente de Nessler, resultando em coloragdo amarelada que pode ser lida a
436 nm em espectrofotdbmetro. A partir dos valores de absorbancia determinados, a
atividade enzimatica foi obtida em unidade arbitraria, baseando-se em uma curva de
calibracdo com sulfato de aménio. Os experimentos foram realizados em triplicata. A
atividade especifica (U*mg™") foi determinada pela aplicagdo da equagdo 5 com a
quantificacdo de proteinas totais por BCA (item 3.4) no mesmo dia deste ensaio. O
mesmo parametro também foi aferido a partir de uma curva de atividade enzimatica,

sendo o valor de atividade especifica correspondente ao coeficiente angular da reta.

Atividade Enzimatica

()

Atividade especifica = . - .
Concentracgdo de Proteinas totais

3.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida

A eletroforese em gel de poliacrilamida em condigbes n&o desnaturantes
Native-PAGE foi utilizada para analise qualitativa da PEGuilacdo da proteina. O
sistema de separacao € constituido por um gel de separacdo a 12% composto por
tampao Tris 1,5 M, pH 8,8, acrilamida/bis-acrilamida 30%, persulfato de aménio 10%
e tetrametiletiienodiamina (TEMED), sobreposto por um gel de empilhamento,

composto por tampéo Tris 1,5 M, pH 6,8, acrilamida 30%, SDS 10%, persulfato de
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amoénio 10% e TEMED. Apdés a montagem do equipamento, que foi preenchido com
tampao apropriado, 15 yL das amostras ja condicionadas em tampao de carga foram
aplicadas em pocgos criados na superficie do gel, excetuando-se o primeiro pogo,
que abrigou a mesma quantidade de marcador de massa molecular. O equipamento
foi ligado em uma tensao de 120 V por cerca de 2 horas, até o tampao de carga ser
expelido do gel. Por fim, o gel obtido foi corado em solugdo aquosa de Coomasie G-
250, 45% (v/v) metanol, 10% acido acético glacial sob agitacdo branda, e descorado
com solugdo aquosa de 45% (v/v) metanol, 10% acido acético glacial em razéo 1:1,

até a visualizacado das bandas coradas.

3.7 Ensaio de citotoxicidade

Células neoplasicas de leucemia linfoide aguda (MOLT-4) foram submetidas a
acao de L-asparaginase P40S/S206C e de sua forma PEGuilada em N-terminal para
qgue seus efeitos citotoxicos fossem comparados. O cultivo das células deu-se em
meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute), incubadas a 37 °C. Para realizagao
dos ensaios, as células foram transferidas para um meio novo, no qual se adicionou-
se 10 pyL da enzima nas concentragdes: 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 30,0 e 60,0 U/mL,
com o intuito de determinar os valores de IC50 e IC90 para cada enzima, sendo
incubadas por 72 horas a 37°C. Controles positivos e negativos foram realizados
com tampé&o PBS. Os cultivos controles e teste foram centrifugados (3.220 xg 4°C,
10 minutos) e o pellet celular foi subsequentemente ressuspendido em tampéao PBS
em duas etapas. Ao término das lavagens, as células foram contadas em camara de
Neubauer e sua concentragdo celular n&o-diferencial (viaveis e nao viaveis) foi
conhecida. Diluiu-se as células em Binding Buffer (0.1 M HEPES, pH 7,5; 1.4 M
NaCl; 25 mM CaCl.) para concentragao de 10° células/mL; 5% de Anexina V-Biotina
foi adicionada a suspensao celular e, por fim, a amostra foi analisada por teste do
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl) -2,5-difenil brometo de tetrazolina). O célculo das

concentracodes inibitérias foi realizado com a aplicagcdo das equacoes 6 e 7.

50—k

ICso = 2,71 a (6)

90—k

[Cop = 2,71 a (7)
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As variaveis “a@” e “k” representam, respectivamente, o coeficiente e a

constante real da fungéo logaritmica de inibigao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Producao e purificagao da L-asparaginase

Para analise do crescimento celular do cultivo de Escherichia coli em meio LB
empregou-se a curva de correlagao entre a massa seca e a DOsoonm, Y = 0,4285 * X,
disposta no anexo A. Com a aplicacdo da curva, a DOsoonm de 2,8 observada
corresponde a uma concentragdo celular final de 1,2 g*L-', em contraste com a
concentragdo celular inicial de 0,043 g*L"' (DOsoonm = 0,1). Os dados calculados
permitiram a determinag&o da produtividade em massa seca de 1,268 g*L-"*h-".

A partir da massa celular, a L-asparaginase P40S/206C foi purificada, sendo
que a atividade enzimatica e o teor de proteinas totais foram acompanhados ao
longo das diversas etapas de purificagdo, para calculo dos parametros de

purificagdo: atividade especifica e fator de purificacdo (Tabela 1).

Tabela 1 — Etapas de purificagao da L-asparaginase P40S/206C.

Atividade Atividade Proteinas Atividade

Procedimento total Enzimatica Totais Especifica PEﬁit’i(z:;dZo
(U) (U/mL) (mg/mL) (U/mg) ¢

Choque 136,8 3,92 0,205 3,93 ;
osmoético

Cromatografia
de Troca 58,3 8,33 0,618 13,46 3,4
Anibnica

Cromatografia 97,6 24,39 1,472 16,57 4,2

SEC H t H 3 3

A L-asparaginase produzida em E. coli € exportada para seu periplasma,
onde é armazenada®’. Este processo é realizado com somente 7 das 25 proteases
conhecidas e representa de 4% a 8% da massa de proteina celular®®. O choque
osmotico tem a capacidade de sensibilizar a membrana celular preservando sua
estrutura, promovendo a liberagdo do conteudo periplasmatico para o meio
externo®. A extragdo parcial do extrato bruto de L-asparaginase, utilizando somente
a solucéo hiperosmotica, Tris-HCI 20mM, pH 8,0, 20% sacarose, 1 mM EDTA, 100

Documento reconhecido pela USP, validado em: https://uspdigital.usp.br/webdoc com o cédigo: CZ4E-IRUW-ZQM2-AMNG



21

MM de DTPA, apresentou quantidade de proteina de 0,16 mg/mL e atividade de 1,25
U/mg, enquanto o extrato obtido apds a finalizagao do processo de choque osmético,
apresentou quantidade de proteina de 0,31 mg/mL e atividade de 3,93 U/mg.
Demonstra-se aumento da quantidade total de proteinas e aumento de sua atividade
com o processo, evidenciando que o choque osmdtico foi eficiente em extrair a
enzima de interesse do periplasma celular.

Em relacdo ao processo de purificacdo do extrato, a cromatografia de troca
anidnica resultou em um enriquecimento de 3,4 vezes, consonante com o estudo
apresentado por Gongalves (2021)7°. Ja ao avaliar o bioprocesso como um todo,
comparando o extrato inicial obtido a partir do choque osmdtico ao material final
obtido apds a cromatografia de exclusdo molecular, observa-se enriquecimento de

4,2 vezes, similar ao resultado obtido por Chand (2022)"".

4.2 PEGuilagao da L-asparaginase

4.2.1 PEGuilacao empregando razao de PEG:proteina de 50:1

Inicialmente investigou-se o efeito do tempo de reagdo no rendimento do
processo de PEGuilagdo, com o emprego da proporgdo de PEG:proteina de 50:1.
Para avaliagcdo do rendimento das reagbes de PEGuilacdo, foram utilizados os
cromatogramas obtidos apds a purificagao final por cromatografia de exclusao
molecular. Abaixo sdo demonstrados dois cromatogramas, sendo o primeiro (Figura
3A) de uma proteina ndo modificada para padronizagdo de seu pico (retirado entre
as fragdes 12-14) e o segundo (Figura 3B) de uma proteina submetida a reagao de
PEGuilagdo, no qual podem ser vistos picos referentes a diferentes formas
PEGuiladas da enzima (mono e poliPEGuilada), bem como o pico correspondente a
sua forma nativa e o pico atribuido ao PEG remanescente, que nao reagiu com a

proteina.
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Figura 3 — Cromatogramas de purificagdo por cromatografia de exclusdo molecular (SEC): (A)
Cromatograma de L-asparaginase P40S/S206C em PBS 100mM, pH 7,5, referente a purificagdo por
cromatografia de exclusdo molecular (SEC). (B) Cromatograma referente ao meio reacional de
PEGuilagao em proporgéo 50:1 de PEG-NHS:L-asparaginase, reagidos em PBS 100mM, pH 7,5 por
20 minutos. Destacam-se, respectivamente, os picos referentes a proteina poliPEGuilada (fragdo 8-9),
monoPEGuilada (fragdo 10-11), ndo PEGuilada (fracdo 12-14) e o PEG
remanescente (fracdo 19-22).

A partir dos cromatogramas obtidos, calculou-se o rendimento de reacgdo de
PEGuilagédo N-terminal, por meio da integragéo dos picos em SEC-FPLC. Os dados
compilados sao apresentados no grafico abaixo (Figura 4), também se compara o

uso de diferentes molaridades de tampé&o, visando verificar seu efeito na obtencéo

das diferentes espécies PEGuiladas.
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Figura 4 — Influéncia do tempo de reagdo no rendimento da L-asparaginase P40S/206C
monoPEGuilada e poliPEGuilada em tampao a diferentes valores de molaridade.
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Analisando a Figura 4, observa-se sobreposi¢cao das curvas na obtengao de
ambas as espécies para reacbes em tampdo a diferentes valores de molaridade,
demonstrando que sob as condicbes testadas esse fator ndo influenciou
consideravelmente o processo de PEGuilagdo da L-asparaginase. No entanto, o
tempo de reagcdo se mostrou influente no rendimento das espécies PEGuiladas.
Observa-se, que o tempo de reacdo de 60 minutos resultou na poliPEGuilagao de
praticamente toda a L-asparaginase presente (90%). Dessa forma, acredita-se que o
tempo seja um determinante para a formagédo do biofarmaco poliPEGuilado em
reagdes com 50 equivalentes molares de PEG, sendo provavel que o longo tempo
de reacgao leve a adicdo de estruturas PEG indesejadas na espécie monoPEGuilada,
ocasionando a poliPEGuilagao.

Considerando a influéncia do tempo na formacdo de espécies
poliPEGuiladas, realizou-se um experimento com tempo de reagdao de 10 minutos,

sendo o cromatograma resultante apresentado na Figura 5.

mAL! |

Figura 5 — Cromatograma referente ao meio reacional de PEGuilagdo em proporgéo 50:1 de PEG-
NHS:L-asparaginase, reagidos em tampao fosfato 10mM, pH 7,5, por 10 minutos, referente a
purificagdo por cromatografia de exclusdo molecular (SEC). Destacam-se os picos referentes a
proteina poliPEGuilada (fragdo 8-9), monoPEGuilada (fragao 10-11), reacao incompleta (fragdo 11-
12) ndo PEGuilada (fragdo 12-14) e o PEG remanescente (fragao 18-23).

Sao observados quatro picos principais, correspondentes as fragdes: 8-9, 10-
11, 1214 e 18-23; os picos sao caracteristicos de poliPEGuilagao,
monoPEGuilagdo, proteina ndo PEGuilada e o PEG remanescente,
respectivamente. Adicionalmente, observa-se um pico correspondente as fracoes
11-12 que se atribuiu a proteinas em que menos de quatro cadeias de PEG se
ligaram, ou seja, reacdo incompleta. Cabe esclarecer que, sendo a L-asparaginase

um tetrAmero e, portanto, apresentando quatro grupos N-terminal’’, a

Documento reconhecido pela USP, validado em: https://uspdigital.usp.br/webdoc com o cédigo: CZ4E-IRUW-ZQM2-AMNG



24

monoPEGuilagao se refere a ligacdo de quatro cadeias de PEG em cada molécula
de proteina. Foram calculados os rendimentos de cada pico contendo proteina,
dispostos em ordem de saida, sendo obtidos: 15% para as formas poliPEGuiladas,
28% para a forma monoPEGuilada, 4% reacdo incompleta e 53% para a L-
asparaginase que nao reagiu. Verifica-se menor formacgao da espécie poliPEGuilada
e maior de monoPEGuilada, corroborando a hipétese de que o tempo de reacdo é
determinante para a formag¢do de espécies poliPEGuiladas. Outro ponto a ser
considerado € o rendimento global da PEGuilagao ao analisar a menor formagao de
espécies poliPEGuiladas, visto que a diminuicdo dessa espécie pode estar
intrinsecamente relacionada ao baixo rendimento de PEGuilagao apresentado pela
reagao.

Em estudo prévio realizado por Torres-Obreque (2017)72, foi demonstrado que
reacdes de 30 minutos com 50 equivalentes podem alcangar rendimentos de até
50% da proteina monoPEGuilada, em contraste com os 28% obtidos nesse trabalho.
Ressalta-se que os picos referentes as espécies poli e monoPEGuilada mostram-se
sobrepostos na Figura 5, uma estratégia para maior separagao dos picos € a
diminui¢do do fluxo de corrida. Com esta sobreposi¢cédo o calculo dos rendimentos é
aproximado, executado através da separagdo dos picos correspondentes no

software do equipamento.

4.2.2 PEGuilagao empregando razao de PEG:proteina de 25:1

Segundo os dados obtidos por Meneguetti et al. (2019)*!, a monoPEGuilagdo
N-terminal de L-asparaginase demonstrou melhores resultados na propor¢gédo PEG
(20 kDa):Proteina de 25:1. Considerando que os resultados prévios apontaram o
tempo como um dos fatores determinantes para a poliPEGuilagdo, testes foram
realizados em diferentes tempos: 5 minutos, 10 minutos, 30 minutos, 60 minutos e
120 minutos, utilizando a propor¢gao PEG:Proteina de 25:1. Abaixo seguem os

cromatogramas obtidos.
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Figura 6 — Cromatograma referente ao meio reacional de PEGuilagdo em proporgao 25:1 de PEG-
NHS:L-asparaginase, reagidos em tampao fosfato 10mM, pH 7,5, referente a purificagdo por
cromatografia de exclusdo molecular (SEC). (A) Tempo de reagéo de 5 minutos. Destacam-se os
picos referentes a proteina monoPEGuilada (fragdo 10) e ndo PEGuilada (fragdo 12-14). (B) Tempo
de reagdo de 10 minutos. Destacam-se os picos referentes a proteina poliPEGuilada (fragdo 8-9),
monoPEGuilada (fragdo 9-10), reagéo incompleta (fragéo 11-12) e ndo PEGuilada (fragdo 12-14).
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Figura 7 — Cromatograma referente ao meio reacional de PEGuilagdo em proporc¢ao 25:1 de PEG-
NHS:L-asparaginase, reagidos em PBS 10Mm, pH 7,5, por: (A) 30 minutos; (B) 60 minutos; (C)
120minutos; referentes a purificagdo por cromatografia de exclusdo molecular (SEC). Destacam-se os
picos referentes a proteina poliPEGuilada (fragdo 8-9), monoPEGuilada (fragdo 9-10), reagao
incompleta (fragdo 11-12) e ndo PEGuilada (fragcdo 12-14).

Os cromatogramas exibidos nas Figuras 6 e 7 apresentam picos

caracteristicos, referentes a poliPEGuilacao, correspondendo as fragdes 8-9, a forma

monoPEGuilada, fragcbes 9-11, e o pico referente a enzima nao-PEGuilada nas
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fracbes 12-13. Evidencia-se a formag&o de um pico adicional nas fragdes 11-12,
possivelmente referente a reagao incompleta de monoPEGuilagao.

Para verificagdo dos picos, foi confeccionado um gel nativo de eletroforese
com as fracdes isoladas a partir da PEGuilagdo em propor¢cao 25:1 de PEG:L-
asparaginase, reagidos em tampéao fosfato 10mM, pH 7,5, por 60 minutos, de acordo

com o cromatograma da Figura 7B. O gel é apresentado na Figura 8.

<= PoliPEGuilada
<= \onoPEGuilada
PR

Parcialmente
monoPEGuilada

4= N30 PEGuilada

Figura 8 — Eletroforese (Gel Nativo) das amostras obtidas da reagéo de 25 equivalentes com tempo
de reagdo de 60 minutos, coletadas apds purificagcdo em SEC-FPLC. Sao exibidas raias contendo:
padrao (proteina ndo PEGuilada), mistural reacional de PEGuilagdo, e as amostras coletadas nos
picos das fragbes 8, 9, 10 e 11 exibidos na Figura 7B. Setas indicam as espécies contidas em cada

banda.

Com a separagdo das proteinas, foi possivel identificar a presenca da
proteina em diferentes formas a partir da comparacdo das bandas com o padrao
(proteina ndo PEGuilada) e com a informacdo da massa molecular aproximada de
cada espécie. Podem ser destacados quatro pontos de coloracdo acentuada,
podendo ser classificados, respectivamente, como Proteina poliPEGuilada, Proteina
monoPEGuilada, Proteina de PEGuilacao incompleta (parcialmente
monoPEGuilada) e Proteina nativa.

Verifica-se a presenga de L-asparaginase monoPEGuilada nos pogos
contendo as fragdes 9, 10 e 11 do cromatograma - sua posigdo € caracteristica
devido a reacgao sitio-dirigida que ao incorporar PEG em sua estrutura diminui a

mobilidade eletroforética quando comparada a espécie ndao PEGuilada. A espécie
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poliPEGuilada, devido as varias estruturas de PEG incorporadas, foi incapaz de
resolver no gel de separacéo, ficando concentrada no gel de empacotamento, sendo
observada nos pogos correspondentes as fracdes 8, 9 e 10, sendo sua maior
concentragéo (coloragao mais acentuada) no segundo, no qual € apresentado o pico
caracteristico a espécie (Figura 7B). O pogo correspondente a fragao 10 contém em
maior parte a espécie monoPEGuilada, mas devido a transicdo de pico observada
no cromatograma, detecta-se a presenca de outras espécies. A fragdo 11 contém
uma coloragcdo acentuada na terceira banda, corroborando a hipotese da formagao
de estruturas com reacao incompleta. Apesar de serem detectadas misturas entre as
espécies, foi possivel verificar bandas caracteristicas as espécies nos pogos
correspondentes as fragbes do cromatograma.

Cabe enderecar a complexidade envolvida no processo de purificacdo de
espécies PEGuiladas, ja que apesar do protocolo de PEGuilagao sitio-especifico,
diversas espécies conjugadas podem ser formadas’374, como demonstrado pelos
cromatogramas. Adicionalmente, o processo de purificagdo por cromatografia de
exclusao molecular apresenta melhores resultados quando a diferenga de tamanho
entre as moléculas a serem separadas é de pelo menos 3 vezes’®, Com tamanhos
de, aproximadamente, 133-140 kDa para a L-asparaginase, 173-180 kDa para a
monoPEG-asparaginase’, o processo torna-se desafiador e com reduzida
eficiéncia, acarretando certa sobreposi¢cao dos picos. Contudo, através da integragéo
dos picos, foi possivel calcular o rendimento aproximado para cada espécie,

disposto abaixo.

Tabela 2 — Rendimentos de cada espécie obtida na reagcao de PEGuilagao da L-asparaginase
P40S/S206C em N-terminal em fungdo do tempo, tampao fosfato 10Mm, pH 7,5. Calculos foram
realizados a partir da integragéo dos picos nos cromatogramas.

Rendimento

Condigées de

Reagéo PoliPEGuilada  MonoPEGuilada . ca¢do Nao
incompleta PEGuilada

1 25eq; 0% 14% 86%

5 minutos
2 25€q; 1% 24% 8% 67%

10 minutos

25eq,; 0 N 0 o
3 500 9% 41% 7% 43%
4 25€9; 23% 31% 9% 38%

60 minutos
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25eq.;

3 120 minutos

10% 36% 37% 16%

Para melhor visualizagdo da influéncia do tempo na formagéo das espécies,
os rendimentos da poliPEGuilagdo e monoPEGuilagdo sao apresentados no grafico

abaixo.

45% 1
40% A

35% A ®
30% A
£225% |
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0, -
% 20% —e— MonoPEGuilada
c 15(%) T
& 10% -
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0% n T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140

Tempo (min)

Figura 9 — Comparagéo da influéncia do tempo no rendimento das espécies poliPEGuilada e
monoPEGuilada da L-asparaginase P40S/206C em 25 equivalentes.

Observa-se novamente que o tempo é uma variavel importante do processo
de PEGuilagéo. A curva de formacgéo da espécie monoPEGuilada é deslocada para
cima em relagédo a espécie poliPEGuilada, alcangando o valor maximo de 43% de
rendimento no periodo de 30 minutos, evidenciando que o uso de 25 equivalentes é
eficiente para a reagdo. Destaca-se que a propor¢gdao de PEG e o tempo séo
variaveis criticas no processo de PEGuilagao, influenciando no rendimento em
relacdo as espécies formadas. Além disso, verifica-se que em tempos menores, a
formagdo de L-asparaginase poliPEGuilada foi inexistente ou baixa, porém o
rendimento em enzima monoPEGuilada também foi baixo, além do baixo rendimento
global da reacgao.

Ao comparar os rendimentos obtidos na produgcdo de L-asparaginase
PEGuilada nos periodos de 30 e 60 minutos, utilizando 50 equivalentes e 25
equivalentes é constatada menor formacao de espécies poliPEGuiladas na reacgao
com 25 equivalentes, em ambos os tempos.

Outro fator verificado é reacao incompleta de PEGuilagdao. Como mencionado
anteriormente, a L-asparaginase € um tetrdmero, ou seja, composta por 4

mondmeros, assim contando com quatro sitios disponiveis para a monoPEGuilagao
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sitio-dirigida em N-terminal’’. Algumas hipdteses podem ser levantadas sobre o que
influencia o processo incompleto de monoPEGuilagdo. A menor proporgao
PEG:Proteina pode estar ligada a este processo, ja que, apesar de também ser
verificada a formagao do pico caracteristico em reagdes com 50 equivalentes, seu
rendimento foi menor (4%) do que quando comparado com as reagbes de menor
propor¢cao. Analisando o tempo de reagdao como variavel responsavel pelo
fendbmeno, compara-se as espécies formadas nos tempos de 30 e 60 minutos,
reacoes 3 e 4 (Tabela 2), sendo detectada pouca diferenga entre os rendimentos da
espécie de reacdo, havendo certa estabilidade em seu rendimento. E cabivel inferir
que as espécies demonstram um fino balango em sua dindmica de formagdo, nao
sendo possivel indicar o tempo como fator determinante para a reagao incompleta.

Em relacdo a reacdo 5 (Tabela 2), observa-se menor rendimento das
espécies poliPEGuilada e monoPEGuilada, e grande quantidade de reacgao
incompleta. Uma hipdtese gerada para este acontecimento € a reacao de hidrolise
espontanea do PEG. O PEG-NHS utilizado possui um grupo de saida éster,
hidrolisavel ao longo do tempo’’. Dessa forma, é possivel que as moléculas de PEG
reativo tenham parcialmente se degradado, inviabilizando a reagdo com a proteina e
resultando no baixo rendimento.

A fim de melhorar a resolugdo dos picos, o fluxo de corrida foi diminuido de

0,5 mL/min para 0,3mL/min. O cromatograma obtido é exibido abaixo:

| 4467

Figura 10 — Cromatograma referente ao meio reacional de PEGuilagdo em propor¢ao 25:1 de PEG-
NHS:L-asparaginase, reagidos em tampéo fosfato 10mM, pH 7,5, por 30 minutos, referente a
purificagdo por cromatografia de exclusdo molecular (SEC) sob fluxo reduzido. Destacam-se os picos
referentes a proteina poliPEGuilada (fragdo 17-19), monoPEGuilada (fragdo 20-22) ndo PEGuilada
(fracdo 13-14) e o PEG remanescente (fragdo 25-28).
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Apesar da melhor resolucdo dos picos, ainda € evidenciada sobreposicao.
Nao é possivel visualizar a formacédo do pico de reacdo incompleta, exibido nos
outros cromatogramas, o que pode ser explicado pelo aumento da concentragdo da
amostra, fazendo com que o pico ndo tenha sobressaido no grafico devido ao seu

baixo rendimento em relagdo as demais espécies.

4.2.3 Atividade Especifica

Proteinas submetidas a processos de PEGuilagdo podem sofrer redugao de
atividade especifica®. A causa desta perda em geral esta relacionada a dois fatores:
(1) a restricdo conformacional resultante da ligacao covalente de cadeias de PEG e
(2) o impedimento estérico que as cadeias de PEG podem causar, dificultando o
acesso do substrato ao sitio ativo®’. Portanto, reagbes de PEGuilagdo de primeira
geragdo, em que mais cadeias de PEG se ligam a proteina e ocorre maior
polidispersdo, em geral resultam em diminuicdo da atividade especifica. As reacdes
de segunda geracao, sitio-dirigidas, como a empregada neste projeto, foram
desenvolvidas com o objetivo de contornar os problemas apresentados pela geragao
anterior’®.

A atividade especifica da enzima monoPEGuilada foi calculada baseada na
determinacgao da concentragao e da atividade de L-asparaginase, empregando-se o
método de quantificacdo de BCA e o método de Nessler, respectivamente. A titulo
de comparagdo, a forma ndo PEGuilada da enzima foi submetida aos mesmos

testes simultaneamente. As curvas de atividade sao apresentadas na Figura 11.
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Figura 11 — Atividade da L-asparaginase P40S/206C ndo PEGuilada (quadrados) e monoPEGuilada
em N-terminal (circulos) em fungéo da concentragéo da proteina.

As curvas mostram-se bem ajustadas com R? proximo a 1. A espécie
monoPEGuilada apresentou atividade especifica de 37,38 U*mg', semelhante a
forma ndao PEGuilada (38,06 U*mg™'). Observou-se a manutengdo da atividade
especifica, com uma variagdo menor que 2% apds o processo de PEGuilagio.
Portanto, a PEGuilagao sitio-especifica ndo deve interferir significativamente no perfil
farmacodinédmico da enzima.

Em contrapartida, como abordado por Meneghetti et al (2019)*', a
asparaginase poliPEGuilada demonstra diminuigdo em sua atividade especifica.
Apresentando uma grande quantidade de sitios disponiveis a PEGuilagcédo, a
asparaginase poliPEGuilada apresenta maior modificacdo e consequentemente
suscetibilidade de interferéncia de acesso do substrato ao sitio ativo por efeito
estérico do PEG. Dessa forma, é reforcada a vantagem da monoPEGuilagao sitio-

especifica frente a poliPEGuilagdo na preservacao da atividade da asparaginase

4.2.4 Ensaio de Citotoxicidade

A Atividade citotoxica da L-asparaginase monoPEGuilada foi avaliada a partir
de sua incubacdo junto a linhagem celular de leucemia linfoide aguda MOLT-4
sensivel a L-asparaginase em uma faixa de concentragdo de 0,01 a 1 U*mL". O

controle foi preparado sob as mesmas condi¢des, utilizando a enzima em sua forma
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nao PEGuilada. Apés o tempo de incubacdo, aplicou-se MTT para determinar a
viabilidade celular em cada uma das concentragdes preparadas. As absorbancias
obtidas em triplicata foram ajustadas a partir do controle positivo e tratadas para
confecgdo de uma curva inibitoria para cada espécie (Figuras 12 e 13). Com as
equacdes provenientes de cada curva, realizou-se o calculo das concentragdes

inibitorias 50% e 90% das células viaveis, que estdo resumidas na Tabela 3.

120 +
100 - | [
80 -

60 -

Inibicao

40 -

y = 12,729In(x) + 108
20 - Rz = 0,924

0 T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0.8 1 1,2

Concentragao (U/mL)
Figura 12 — Porcentagem de inibicdo do crescimento da linhagem celular leucémica MOLT-4 em

fungéo da concentragdo de L-asparaginase P40S/206C monoPEGuilada em N-terminal, a partir dos
ensaios de MTT. As barras de erro correspondem ao desvio padrao.

120 +
100

(o)
o

Inibicdo
(@]
o

N
o
1

y = 10,266In(x) + 105,4
20 - R?=0,9121

0 T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Concentragao (U/mL)

Figura 13 — Porcentagem de inibicao do crescimento da linhagem celular leucémica MOLT-4 em
fungdo da concentragao de L-asparaginase P40S/206C n&o PEGuilada, a partir dos ensaios de MTT.
As baarras de erro correspondem ao desvio padrao.

Documento reconhecido pela USP, validado em: https://uspdigital.usp.br/webdoc com o cédigo: CZ4E-IRUW-ZQM2-AMNG



33

Tabela 3 — Concentragdes inibitorias da L-asparaginase P40S/S206C e sua forma PEGuilada em N-
terminal, obtidas através do teste de viabilidade celular por MTT.

L-Asparaginase P40S/S206C

Nao PEGuilada MonoPEGuilada
ICs0 (U.mL"") 0,014 + 0,007 0,029 + 0,021
ICqo (U.mL"") 0,281 + 0,023 0,295 + 0,072

A concentragdo inibitéria para inviabilizar 50% das células apresenta
consonancia com valores demonstrados por Irino (2004)8 em seus estudos com a L-
asparaginase nao PEGuilada. Quando comparados os resultados obtidos para as
duas espécies, considerando o desvio padrao obtido, observa-se manutencao dos
valores inibitérios para a concentracao inibitéria de 50%, e leve variacdo para a
concentracdo de 90%, demonstrando que o processo de PEGuilagdo resultou em

baixa interferéncia na atividade citotoxica da enzima.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho, investigamos a PEGuilagcdo N-terminal de L-asparaginase
P40S/S206C, sendo que as condicbes que forneceram os melhores resultados
foram: tampéao PBS 10mM pH 7,5, razdo PEG:Proteina de 25:1 e tempo de reacao
de 30 minutos. Apesar de resultar em certo grau de polidispersdo, o protocolo
escolhido apresentou o melhor rendimento da espécie monoPEGuilada (41%). A
espécie ndo PEGuilada recuperada na reagdao pode ser empregada em um novo
processo de PEGuilagao.

A L-asparaginase P40S/206C monoPEGuilada reteve sua atividade
especifica, demonstrando que o processo de PEGuilagao resulta em enzima ativa e
potencialmente passivel de ser empregada para o tratamento da leucemia. Ensaios
in vitro de citotoxicidade celular frente a linhagem leucémica (MOLT-4)
demonstraram que a enzima mantém o perfil de citotoxicidade em comparacao a
forma nao PEGuilada, confirmando que a PEGuilagdo preservou as caracteristicas
necessarias para seu emprego terapéutico.

Dessa forma, apresentou-se um procedimento estratégico para o
aprimoramento de uma nova L-asparaginase mutante visando melhorar o tratamento
da Leucemia Linfoide Aguda. A reagdo de PEGuilagao sitio-dirigida em N-terminal
otimizada pode proporcionar maior controle produtivo, além da redugao do potencial
imunogénico da enzima devido a baixa polidispersdo. Ademais, o processo prevé
melhorias nos parametros farmacocinéticos com aumento da resisténcia da proteina
frente a proteases, caracteristica ja intrinseca da proteina mutante, e diminuigdo da
imunogenicidade, proporcionando aumento de meia vida e consequentemente maior
intervalo entre doses.

Considerando o potencial da L-asparaginase P40S/206C monoPEGuilada
para o desenvolvimento de um novo biofarmaco, sugere-se como perspectiva futura
a realizacdo de estudos de estabilidade, resisténcia a proteases e testes in vitro de

imunogenicidade.
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ANEXO

CURVA DE CORRELAGAO ENTRE A DO600nm E A CONCENTRAGAO
CELULAR DE ESCHERICHIA COLI BL21 (DE3). AUTORIA CONJUNTA DO
ALUNO DE DOUTORADO RAFAEL BERTELLI FERRARO E DR? LARISSA
PEREIRA BRUMANO. R2 = 0,9957; EQUAGAO: Y = 0,4285 * X
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