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RESUMO

ROCHA, B. de M. Catalase PEGuilada como potencial biofarmaco para
tratamento do vitiligo. 45 paginas. Trabalho de Conclusédo de Curso de Farmacia-
Bioquimica — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de Sao Paulo,
Sao Paulo, 2020.

Palavras-chave: PEGuilagao; Catalase; Vitiligo

INTRODUCAO: A catalase (CAT) esta envolvida na decomposicdo do perdxido de
hidrogénio. Recentemente, ela foi sugerida como potencial biofarmaco para o
tratamento do vitiligo, visto que pacientes acometidos tém concentragbes menores
desta enzima na epiderme, além de acumularem radicais livres capazes de levar ao
estresse oxidativo, como demonstrado na fisiopatologia deste agravo. Por essa
razao, o uso tépico da CAT em associacdo com terapia de raios UV tem sido
sugerido como uma nova modalidade de tratamento. Desse modo, investigou-se a
PEGuilacdo da CAT como ferramenta para o desenvolvimento de um potencial
biofarmaco com maior estabilidade a longo prazo. OBJETIVOS: Desenvolver um
protocolo de PEGuilagao sitio-especifica N-terminal da catalase, realizar estudos de
estabilidade em funcdo do tempo e da temperatura e, por fim, verificar a capacidade
de prevencao de peroxidacao lipidica em amostras de pele irradiadas. MATERIAIS
E METODOS: A fim de definir um protocolo reacional ideal, tanto pH da reacdo
quanto tamanho do polimero foram estudados. De maneira geral, solugbes de 1
mg/mL de catalase e mMPEG-NHS 10 kDa, na proporcao de 25:1 (PEG:proteina), em
tampao PBS de pH 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0 foram utilizadas e mantidas por 60
minutos sob agitagcdo a 400 rpm e 22 °C. Para purificagdo e determinagdo de
rendimentos de reagdo, cromatografia de exclusdo molecular foi utilizada. Estudos
de avaliagdo da estrutura proteica do conjugado enzima-polimero e de estabilidade
térmica e ao longo do tempo também foram realizados, além de ensaio in vitro da
capacidade de permeacao e antioxidante do produto PEGuilado, utilizando tecido de
orelha suina em sistema de difusdo de Franz e ensaio TBARS. RESULTADOS:
Determinou-se a condi¢cao de reacao 6tima com o pH reacional 8,0 e PEG reativo de
20 kDa. Além disso, por meio de dicroismo circular, observou-se que a estrutura
secundaria da catalase se manteve com a PEGuilagdo, bem como parametros como
ponto de fusdo, apesar de sofrer leve queda na atividade enzimatica em relagao a
variante nativa. A atividade enzimatica da enzima e variantes PEGuiladas foi
acompanhada ao longo do tempo em temperatura de geladeira (4°C) e a 37°C e
mostraram a capacidade da PEGuilacdo em conferir protecdo a degradagao
enzimatica. Por fim, os ensaios in vifro mostraram a capacidade da enzima
PEGuilada de permanecer em camadas mais superficiais da pele, promovendo
reducdo da peroxidacdo lipidica. CONCLUSAO: A PEGuilacdo, além de ser uma
ferramenta de grande importancia para o melhoramento de moléculas usadas em
tratamentos ja existentes, € um procedimento com grande potencial no
desenvolvimento de um biofarmaco para o tratamento para o vitiligo. Os resultados
deste estudo sdo favoraveis a investigagdo mais profunda da acédo da catalase
PEGuilada in vitro e, posteriormente, in vivo.



1. INTRODUCAO

A catalase é uma importante enzima envolvida na decomposicdo de peréxido
de hidrogénio enddgeno e consequente geragao de agua e oxigénio molecular. Ela
tem potencial terapéutico e vem sendo bastante estudada nas Ultimas décadas,"?
em especial no tratamento do vitiligo, que se acredita estar associado ao aumento
de radicais livres, capazes de destruir os melandcitos.34°

O vitiligo, doenga que afeta aproximadamente 0,5% da populagdo mundial,®
tem carater multifatorial e consiste, de maneira geral, em despigmentagdo da
epiderme e foliculos pilosos. Assim como outras doencas de acometimento
dermatolégico como acne e alopecia areata, o vitiligo ja foi outrora considerado pela
comunidade médica e cientifica como doenga cosmética.” A re-caracterizagcao desta
condigao pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) foi um marco importante para
os pacientes por ela afetados, a medida que definiu o vitiligo como doenga médica,
tornando o acesso ao tratamento possivel por meio dos sistemas de saude ao redor

do mundo.
1.1 MANIFESTA(;OES CLINICAS DO VITILIGO

Os pacientes acometidos por este agravo podem desenvolver lesdes
diferentes, com ou sem presenca de prurido, classificadas a partir do padrao de
despigmentagdo apresentado e da regido acometida.®® A observagao feita sob a
Luz de Wood é capaz de diferenciar dois principais padroes:

1. Les&o amelandtica com bordas bem definidas (ASDB);

2. Lesao hipomelanética com bordas mal definidas (HPDB), dentro da qual
pode, ainda, apresentar: (a) Tricromia; (b) Pentacromia; (c) Bordas mais
inflamadas ou (d) Despigmentacgao do tipo “Confetti”.

Ja segundo a localizagdo das zonas despigmentadas, o vitiligo pode ser
classificado como:

1. Localizado: (a) Focal, caracterizado por manchas isoladas, pequenas (10-15
cm?) e unilaterais, que ndo progridem por pelo menos dois anos, sendo

Acrofacial se limitadas a cabeca, maos e pés; “Lip-tip” se aparecerem nas



areas distais dos dedos das maos e dos pés e orificios faciais; e (b) Mucosa
se a lesao for unica e de localizagao oral ou genital.

Universal: se a despigmentacdo da pele for quase completa ou completa
(=80% da area corpérea superficial - BSA), incluindo ou ndo o cabelo

(leucotriquia).

Figura 1. Variante Lip-Tip do vitiligo (RODRIGUES et al, 2017).

Figura 2. Vitiligo universal (RODRIGUES et al, 2017)



Além das manifestagdes dermatoldgicas, € possivel a relagao do vitiligo com
outras doengas autoimunes’, uma vez que o sistema imunoldgico do paciente ja é
autorreativo (vide item 1.2). Aproximadamente 15-25% dos pacientes portadores de
vitiligo apresentam condi¢gbes autoimunes como tireoidite, bem como aumento de
prevaléncia de agravos como anemia perniciosa, miastenia gravis, IUpus
eritematoso sistémico, psoriase, diabetes tipo 1 e tantas outras.’ !

Elencando as manifestagcdes dermatoldgicas e as relagdes imunorreativas
supracitadas, entende-se como o vitiligo pode afetar a qualidade de vida do
paciente, especialmente os mais jovens. O desenvolvimento de transtornos
psicolégicos decorrentes desta condicdo ndo € incomum e representa tanto um
prejuizo social, quanto prejuizo econdmico.” ® E por este motivo que os esforgos
devem ser movidos para a elucidagado completa da fisiopatologia, de forma que um
tratamento definitivo e eficaz seja desenvolvido e disponibilizado pelos diversos

sistemas de salide ao redor do mundo.

1.2 FISIOPATOLOGIA DO VITILIGO

Apesar de seu carater multifatorial, o vitiligo € considerado uma doenga
autoimune. Seu mecanismo de patogénese envolve defeitos intrinsecos aos
melandcitos e auto reatividade das células imunes, que terminam por atacar os
melandcitos na epiderme.'? Fisiologicamente, a produgdo de melanina pelos
melandcitos € responsavel pela ativacdo da Resposta a Proteinas Mal Enoveladas
(UPR) devido ao fato de a produgédo de grandes quantidades de proteina aumentar
o risco de elas sofrerem mal enovelamento no reticulo endoplasmatico.’® A ativacéo
de UPR, por sua vez, induz o fator de transcricao X-box-binding protein 1 (XBP1) e
sua forma ativada (XBP1s), que levam a producgao de interleucinas pro-inflamatdérias
(IL-6 e IL-8)."* Esse sinal serve como Damage-Associated Molecular Pattern
(DAMP), um padrdo molecular que leva a ativacdo de células dendriticas e,
consequentemente, da resposta imune adaptativa. Além disso, para que a melanina
seja sintetizada, grande quantidade de energia é despendida, o que leva a
mitocondria a atividade aumentada, aumentando por consequéncia a quantidade de
espécies reativas de oxigénio (EROs) geradas.

As duas vias parecem estar hiperativadas nas células dos pacientes

portadores de vitiligo, mostrando uma relagéo direta entre o estresse celular, fator
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aparentemente desencadeador da condicdo, a imunidade inata e a imunidade
adaptativa. Os marcadores celulares da doenga reforcam essa relacdo de
proximidade e mostram um padrdo importante na classificacdo da atividade e
progressao: o vitiligo classificado como estavel, associado as lesdes do tipo ASDB,
tem pouca ou nenhuma reacao inflamatéria a nivel histolégico, com rara presenca
de linfécitos T CD8+ somente na derme; ja o vitiligo ativo, associado as lesées do
tipo HPDB, apresenta clara presenca de infiltracao linfocitaria T CD8+ na borda da
lesédo, em contato intimo com os melandcitos, tanto na derme quanto na epiderme.®
Os linfocitos T CD8+ sao necessarios e suficientes para a destruicdo dos

melandcitos, e sua quantidade nas lesbes é proporcional a gravidade da doenga.®
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Figura 3. Mecanismo de patogénese do vitiligo
Fonte: RICHMOND, FRISOLI & HARRIS, 2013.
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1.3 TRATAMENTOS DISPONIVEIS

Historicamente, ha um amplo leque de medicamentos e procedimentos para o
controle do vitiligo. A escolha do tratamento leva em consideragéo diversos fatores:
subtipo de vitiligo, percentual de BSA envolvido, progressao da doenga, tratamentos
prévios, efeitos adversos, tendéncia a queloide, comorbidades e efeitos na
qualidade de vida."® Apesar disso, devido a elucidagdo gradual da fisiopatologia do
vitiligo, ainda ndo ha disponivel um tratamento capaz de trazer a cura para essa
doenca.

Os métodos de controle do vitiligo atualmente se dividem em (a) sistémicos,
dentro do qual se encontram imunossupressores em OMP (Oral Minipulse Therapy);
(b) topicos, dentro do qual se encontram corticosterdides, agentes inibidores de
calcineurina e outros agentes antioxidantes e imunossupressores, além da
pseudocatalase; (c) fototerapia combinada com tratamento toépico, em que se
encontram classificadas PUVA (UVA + psoraleno), NB-UVB (Narrow band-UVB);
UVB dirigido e pseudocatalase + NB-UVB; (d) tratamentos cirurgicos como excisdes
ou implantes de tecidos doados para estimulo de repigmentagdo; e (e) novos
tratamentos baseados em alvos imunolégicos, como inibidores de IFN-y e analogos
de hormoénio estimulante de a-melanécitos.

Como citado, na classe dos tratamentos topicos, se encontra a pseudocatalase
em combinagao com a terapia de raios UVB de banda estreita. Nesse potencial
tratamento, é utilizada a catalase de forma tdpica, baseado na teoria sobre o
envolvimento, na fisiopatologia da doenca, do estresse oxidativo e acumulo de
peroxido de hidrogénio (H202) pela inativacdo de enzimas como a catalase na
epiderme despigmentada.’® Sendo assim, a reposigdo enzimatica se daria com a
aplicagdo topica de um complexo apolar, popularmente conhecido como
“pseudocatalase”, e quimicamente caracterizado por Bis-manganés III-EDTA(HCO*
)2, ativado pelos raios UVB.% 7 Ainda que promissor, o uso da formulagdo contendo
pseudocatalase ndo se mostrou completamente favoravel, visto que ainda nao se
obteve um consenso nos resultados dos estudos realizados, em relacdo a redugao
da despigmentacao caracteristica deste agravo. Uma raz&o possivel para isso esta
ligada a capacidade catalitica limitada do complexo enzimatico em relagéo a enzima
endégena: segundo o Braunschweig Enzyme Database (BRENDA), a catalase

nativa é capaz de catalisar a hidrélise de 2,8 milhdes de moléculas de peroxido de
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hidrogénio por segundo, sendo classificada como a enzima com maior taxa de
catalise, o que torna qualquer complexo mimético a ela potencialmente inferior.'®
Outra razéo possivel para que os estudos nao tenham sido conclusivos a favor
da eficacia da formulacédo contendo pseudocatalase esta relacionada a instabilidade
da enzima em pHs e temperaturas extremas e também a dificuldade de se obter
uma formulagdo farmacéutica estavel com ela. Tendo em vista essas restricbes, €
proposta a PEGuilagdo da catalase como meio de aumentar sua estabilidade e

tornar a formulacéo contendo-a mais facil de ser desenvolvida.
1.4 PEGUILAGAO COMO APRIMORAMENTO DE FARMACOS

A PEGuilagdo, no ambito dos biofarmacos, aparece como uma abordagem
tecnolégica eficaz para o aprimoramento desta classe de compostos terapéuticos,
com a superagao de barreiras bioldgicas importantes presentes na administragao de
proteinas, como a catalase.

O método de PEGuilacdo utilizado consiste em adicdo do polimero
polietilenoglicol (PEG), aprovado pelo FDA e ja utilizado em medicamentos com
sistema de liberagdo controlada, a superficie de proteinas por ligagdes em sua
maioria covalentes. Uma vez ligado a proteina, o PEG fica com sua extremidade

nao-reativa livre, porém incapaz de se ligar a outras estruturas.

H3C R
O

n

Figura 4 — Estrutura geral do polimero PEG. R representa o grupamento reativo, variavel
conforme o tipo de reagdo (MENEGUETTI, 2017).

Com cadeias de PEG ligadas a superficie proteica, a molécula passa a ter
maior volume hidrodindmico e torna-se possivel minimizar problemas de
biodisponibilidade, como a baixa meia-vida plasmatica influenciada por: (1) alto
clearance renal, que aumenta a excregdao em um mesmo intervalo de tempo,
tornando necessaria a administragdo mais frequente; (2) imunogenicidade'®, ja que

epitopos imunogénicos da enzima estdo expostos aos anticorpos e essa exposi¢cao
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se intensifica pela administragdo mais frequente; e (3) sensibilidade a degradacéao
por proteases plasmaticas in vivo. Com a PEGuilagdo, o clearance renal diminui, a
administracdo ndo precisa mais ser tao frequente, os epitopos imunogénicos se
tornam menos expostos e a molécula fica protegida de degradagdo enzimatica.
Todos esses parametros aumentam a  biodisponibilidade plasmatica.
Adicionalmente, a PEGuilacdo pode conferir as proteinas maior estabilidade frente a
variagoes de temperatura e pH, além de aumentar a estabilidade do biofarmaco ao
longo do tempo, aumentar a solubilidade da proteina em agua e reduzir sua
agregacao, ja que o impedimento estérico € responsavel pela repulsdo entre a
superficie das cadeias de PEG.?%2'" Todos os parametros passiveis de alteragédo
com a PEGuilagado dependem do numero de polimeros ligados a superficie proteica,
da massa molecular destes polimeros e da regido da proteina a qual eles se
ligarao.??

Atualmente, diversas abordagens sdo propostas para a PEGuilagdo de
farmacos e biofarmacos. O leque de opgbes abrange ligacédo do polimero por
ligagbes covalentes, bem como por ligacdes labeis, capazes de, no alvo molecular
do farmaco, liberar a enzima nativa para a interacdo necessaria para seu efeito.?!
Dentro das opgdes de reagao para obtencéo de ligagcbes covalentes, ainda, ha uma
série de possibilidades, variando conforme o sitio de ligagdo do PEG a enzima
(Figura 5).

PEGuilagdo enzimética PEGuilagao N-terminal

via transglutaminase

PEGuilagdo C-terminal

Figura 5. Residuos PEGuilaveis da proteina, representando diferentes estratégias para
obtencao do conjugado enzima-polimero.
Fonte: adaptado de SANTOS, J.H.P.M. et al, 2018
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Especificamente nas reagbes realizadas nos grupamentos aminicos, o0s
farmacos mais conhecidos, ja aprovados pelo FDA e comercializados, sdo produtos
de reagdes aleatdrias, com quantidade de polimero ligado a enzima variavel. Apesar
de ser uma técnica promissora € marcar o inicio de uma nova era na obtencio de
farmacos, a PEGuilagdo aleatdria enfrenta problemas que giram em torno da
quantidade variavel de polimero: desde queda do rendimento de reacdo, até
obtencdo de isdmeros posicionais de dificil reproducdo,?® essa variante se torna
inferior as que produzem conjugados de tamanhos e quantidades previsiveis de
polimero.

A PEGuilagdo da catalase proposta neste estudo se baseia nos estudos
realizados por Abuchowski, Yabe et al. e Pfistera e Morbidelli.?42%26 Abuchowski,
pioneiro neste tipo de abordagem, obteve a mesma enzima ligada ao PEG a partir
de reagao dela com o polimero (metéxipoli(etilenoglicol) N-succinimidil succinato) de
tamanhos 1900, 5000 e 5200 Da em tamp&o borato 50 mM e pH 9,2 durante 24h e
a 4°C, no escuro. Seus estudos provaram que, apos a ligacdo do polimero a
enzima, a atividade enzimatica permaneceu similar a atividade da catalase nativa;
que o polimero ndo afetou a estabilidade dela em altas temperaturas e, ainda, que
essa ligagdo do PEG mostrou ser eficaz em tornar a catalase resistente a digestéao
proteolitica (especificamente resistente a degradacéao pela tripsina, quimiotripsina e
protease de S. griseus). A metodologia empregada, entretanto, refere-se a
PEGuilacao aleatéria descrita anteriormente e a preparacido resultante apresenta
significativa polidispersdo em relagdo ao grau de PEGuilagdo da catalase.

Desse modo, a proposta desse estudo € o desenvolvimento de uma estratégia
de PEGuilagao sitio-especifica N-terminal da catalase, reacido que consiste em
ataque nucleofilico da amina primaria do residuo N-terminal da proteina ao
grupamento éster (NHS) do polimero, criando uma ligagdo amida estavel e
liberando o NHS como subproduto da reacéo.

Juntamente ao desenvolvimento da estratégia de reacéo, propde-se o estudo
dos diferentes tamanhos de PEG na reacdo e a avaliagdo da estrutura proteica apds
modificagdo. Espera-se que, assim, a enzima tenha sua biodisponibilidade
aumentada, maior resisténcia a variagcdes de temperatura e pH e menor potencial
imunogénico, para que futuramente o seu potencial como biofarmaco para o

tratamento do vitiligo seja verificado.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo a PEGuilagdo N-terminal, posterior
purificacdo da catalase PEGuilada e avaliagdo de sua estrutura e atividade
enzimatica apds adicdo de PEG. Além disso, foram estudadas a termoestabilidade e
estabilidade em funcdo do tempo para a enzima tanto PEGuilada quanto nao
PEGuilada e foi avaliada in vitro a capacidade do produto de diminuir a peroxidacao
lipidica, bem como a permeabilidade da enzima PEGuilada nos diferentes estratos

da pele.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL

Para o desenvolvimento do projeto, foi empregada a catalase de figado bovino
(240 kDa, pl 5,4) obtida da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)em reacbes de
PEGuilagao com polimero PEG de 10.000, 20.000 e 40.000 Da. O polimero metoxi-
poli(etilenoglicol) carboximetil N-hidroxisuccinimidil éster (MPEG-NHS) foi obtido da
Nanocs (New York, NY), Todas as solu¢des foram preparadas com agua deionizada
por sistema de purificacdo de agua Millipore tipo Milli-Q (Bedford, MA). Todos os

outros reagentes utilizados foram de grau analitico.

3.2. DESENVOLVIMENTO DE PROTOCOLO DE PEGUILAGAO N-
TERMINAL DA CATALASE?¢

A fim de definir um protocolo de PEGuilacdo ideal, pHs reacionais diferentes
foram testados, variando entre 6 e 8. Para a PEGuilagéo, solugbes de 1 mg/mL de
catalase e mPEG-NHS 10 kDa, na proporcéo de 25:1 (PEG:proteina), em tampéo
PBS de pH 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0 foram feitas. As solu¢des foram mantidas por 60
minutos sob agitacdo a 400 rpm, 22 °C e, apds esse intervalo, hidroxilamina 0,2 M
foi adicionada a mistura reacional em quantidade equivalente a 20% do volume

reacional (200 uL), para clivar qualquer sitio instavel de PEGuilagdo que tenha sido
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formado na proteina. O sistema, entado, foi mantido sob agitagdo por mais uma hora.
Reacdes de PEGuilacdo também foram realizadas usando mPEG-NHS de 20 e 40
kDa, em tampao PBS pH 8,0, que ofereceu melhor condicdo para PEGuilagdo. As
amostras do meio reacional foram purificadas por cromatografia de excluséo
molecular, FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography), em cromatégrafo AKTA e
analisadas por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des nao-
desnaturantes (gel nativo). O rendimento da reagao foi estimado pela integragdo dos

picos obtidos na purificacdo pelo método de FPLC.

3.3. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA SEM SDS (NATIVA)

Para as andlises de eletroforese foi empregado gel de empacotamento de 5%
(m/v) de poliacrilamida e gel de corrida de 8% em suporte de 0,75 mm. O gel para
separacao eletroforética foi preparado com 375 mM de Tris-HCI pH 8,8, 8,1% de
acrilamida/bis-acrilamida, 0,1% (m/v) de persulfato de aménio (PSA) e 0,06% (v/v)
de tetraetiletilenodiamina (TEMED). J& o gel empacotador foi preparado com 125
mM de Tris-HCI pH 6,8, 5% de acrilamida/bis-acrilamida, 0,1% (m/v) de PSA e 0,1%
(v/iv) de TEMED. Para as analises, amostras de 10 yL de meio reacional foram
adicionadas a 5 pyL de tampao de proteina 4x e 5 YL de agua ultrapurificada. O
tampao de corrida foi Tris-Glicina 1x pH 8,3 e os géis foram descorados sob
corrente de 80 mA a 22°C. Apos essa etapa, o gel foi submetido a coloragdo com
Coomassie Brilliant Blue R-250 a 0.1 % em metanol: agua: acido acético glacial
(45:45:10).23

3.4. PURIFICAGAO DA CATALASE MONO-PEGUILADA?’

A purificagdo da catalase mono-PEGuilada foi realizada por meio de duas
etapas: (a) diafiltragdo em membrana celulésica Amicon® de 10 kDa (Millipore,
Sigma), realizada com a finalidade de remover a N-hidroxisuccinimida e o sal de
hidroxilamina, presentes no meio reacional; e (b) cromatografia por exclusao
molecular em sistema de purificagdo AKTA™ (GM Healthcare), contendo uma
coluna Superdex 200 Increase 10/300 GL pré-empacotada com resina de alta
resolucdo de agarose-dextrano, a fim de separar a enzima mono-PEGuilada da

enzima nativa e de outros produtos de PEGuilagdo remanescentes (PEG e
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conjugados poli-PEGuilados). A coluna foi equilibrada com tampao fosfato 0,1 M
(0,174 M de NaCl, pH = 7,4) e, com esse mesmo tampao, foi feita uma corrida em
fluxo de 0,75 mL/min. A quantificagcdo de cada conjugado e das proteinas puras
remanescentes foi feita pelo mesmo método de cromatografia de exclusao
molecular e monitoramento do perfil de eluicdo por absorbancia no UV a 280 nm,
com coleta de fracdes de 1 mL e posterior quantificacdo da concentracdo da enzima

nas mesmas (item 3.5).

3.5. DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO DE CATALASE

A quantificacdo da catalase foi feita por meio de reagdo com acido
bicinconinico (BCA), que se baseia na redugdo de Cu?* para Cu* pelas ligagdes
peptidicas da proteina, cuja quantidade & proporcional a quantidade de proteina
presente e pode ser detectada pela mudanga de cor para roxo/azul (detectada em
espectrofotdbmetro em 562 nm) devido a formagéao de complexo BCA-Cu®. Para esse
ensaio, BCA é misturado ao sulfato de cobre 4% na proporcao de 50:1, formando o
Reagente BCA. Em seguida, 25 yL da amostra de proteina sdo adicionados a 200
ML do Reagente BCA em placas de 96 pogos. A placa, entdo, € incubada por 60
minutos a 37°C e a absorbancia em cada poco € medida em espectrofotbmetro a
562 nm. Por fim, é tracada a curva padrdo com catalase nas concentragcboes de 200
a 1000, tornando possivel, por meio dessa curva, a determinagdo da concentragao

de catalase.??

3.6. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA CATALASE

3.6.1. Método A (decaimento de absorbancia)?®

Neste método, a atividade especifica da catalase foi determinada com base
no decaimento de absorbéancia a 374 nm pela reagdo de degradagéo do perdxido de
hidrogénio catalisada pela enzima. Para que fosse obtido sucesso utilizando este
método, foi necessario preparar algumas solugdes além da solugdo contendo a

amostra (tubo teste):
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Tabela 1 - Preparacao das solugbes para medida de atividade enzimatica da catalase.

Teste Controle Padrao Branco
100 yL a 2
Amostra 100 uL - -
pg/mL
Agua deionizada - 1000 pL 100 uL 1100 L
Peroéxido de
1000 pL - 1000 pL -
hidrogénio
Molibdato de
L 4000 pL 4000 pL 4000 pL 4000 pL
amonio

Todos os tubos foram incubados a 37°C, por 3 minutos. Em seguida, a
reacao foi parada pela adicdo de 4 mL de solugcdo de molibdato de amdnio em
tampao fosfato, a absorbancia foi lida em espectrofotbmetro, com comprimento de
onda de 374 nm e os valores obtidos foram utilizados para determinar a atividade

enzimatica, segundo a equacéo (1):

Atividade enzimatica (kU) =

2,303 s vt
" xlog log st T (1)

em que: t = tempo; S° = absorbancia do tubo padrao; S = absorbancia do tubo teste;
M = absorbancia do tubo controle (fator de corregcéo) ; Vt = volume total de

reagentes no tubo teste e Vs = volume de amostra

Por fim, o valor obtido em kU foi transformado em U/mg, gerando o valor de

atividade especifica da catalase.

3.6.2. Método B (altura da espuma)®®

Outro método de determinacdo da atividade especifica da enzima, utilizado
nos ensaios de estabilidade, € o que se baseia na formacao de bolhas apds reacéo
entre a catalase e seu substrato, o peréxido de hidrogénio. As bolhas de oxigénio
formadas na decomposi¢cdo do peroxido de hidrogénio sdo aprisionadas pelo

tensoativo nao-idnico Triton X-100 diluido, formando, entdo, uma camada de
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espuma passivel de medigao, visto que é proporcional a atividade enzimatica. Para
que fosse possivel a determinacédo da atividade por meio deste método, uma curva
de calibragao (altura da espuma no tubo X atividade enzimatica) foi necessaria. No
momento da medigdo, 100 uL de cada um dos reagentes (Triton X-100 1% v/v e
peréxido de hidrogénio 30% v/iv) e também da amostra de enzima foram
adicionados a um tubo de ensaio de 13 mm de didmetro, que, durante a reacéo, foi
colocado por 15s em vértex e, em seguida, deixado em repouso por 15 minutos, a
fim de medir a maior altura possivel da espuma formada. Os valores obtidos, em
mm, foram entdo transformados em unidades de atividade (U) por meio da reta de
calibragao (y = 0,3794x - 2,0909) e, por fim, transformados em atividade relativa

para fins comparativos.

3.7. AVALIAGAO DA ESTRUTURA PROTEICA

Esta avaliagdo foi dividida em duas partes e baseadas na técnica de
Dicroismo Circular (DC), que tem como principio a absorbancia diferencial de luz
circularmente polarizada por compostos quirais, como a propria estrutura proteica.
Os ensaios foram realizados em colaboragdo com o Dr. Gustavo Carretero Batesini,
pos-doutorando no Instituto de Quimica da USP.

Na primeira parte, foi realizada uma comparagao das estruturas secundarias,
cujo espectro (das formas nativa e PEGuiladas) foi obtido a partir de média de seis
varreduras a 30°C, subtraido o espectro do tampao PBS 100 mM pH 8.2, em
espectropolarimetro Jasco J-815. Estes espectros foram obtidos na faixa de 190-
260 nm (far-UV) e na faixa de 250-350 nm (near-UV) para, respectivamente,
investigar o conteudo da estrutura secundaria da enzima e acessar as “digitais”
(fingerprints) da estrutura terciaria da amostra. As medicées em near e far-UV foram
ambas realizadas antes e depois dos processos de aquecimento e resfriamento da
amostra para avaliar as mudangas conformacionais secundarias da enzima
mediante aumento de temperatura e posterior resfriamento. As amostras, numa
concentracdo de 0,4 yM, foram colocadas em células 6pticas de quartzo de 5 nm e
seus espectros (8, mdeg) foram convertidos em elipticidade molar residual ([6],

deg.cm?.dmol') segundo a equagio (2):
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[6] = 8/(10 * C * 1 * n) (2)

“l”

em que: “C” é a concentracao de proteina (mol/L), “I” € o comprimento 6ptico (cm) e

“n” € o numero estimado de residuos na estrutura proteica.

Na segunda parte, também em espectropolarimetro Jasco-815, foi avaliada a
termoestabilidade da catalase e de suas formas PEGuiladas. Para estudar os
processos de desenovelamento e reenovelamento, foram feitas varreduras de
temperatura, respectivamente, em intervalo de 30°C a 95°C e de 95°C a 30°C. As
amostras submetidas a este procedimento estavam em concentracdo de 0,4 uM e
em celas como as ja descritas anteriormente. Deste modo, foram medidas ao longo
da mudancga de temperatura as intensidades de elipticidade a 222 nm (0222, mdeg).
Com os mesmos dados obtidos, foi possivel determinar a temperatura de fusao

(melting point) das enzimas a partir da equacgao de Hill (3):
Elipticidade = Elipticidade30°C + (Elipticidade80°C - Elipticidade30°C) x T"/(Twmeiing" + T") (3)

em que Elipticidade e T séo, respectivamente, as variaveis y e x; Elipticidade30°C e
Elipticidade80°C sao os valores de elipticidade medidos até 30°C e 80°C; Twmelting € a

temperatura de fusdo e n é o coeficiente de cooperatividade.

3.8. ESTUDO DE ESTABILIDADE PELO TEMPO

A fim de estudar o comportamento da enzima ao longo do tempo, realizou-se
um ensaio de estabilidade pelo tempo em duas temperaturas distintas: 4°C e 37°C,
respectivamente em geladeira e estufa. As respectivas amostras de catalase
PEGuilada com mPEG-NHS de 10, 20 e 40 kDa, bem como a enzima nativa foram
deixadas durante quatro semanas a temperatura constante e tiveram suas

atividades medidas a cada 7 dias (3 para amostras especificas).

3.9. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA PELE IN VITRO

A determinagdo da capacidade da catalase PEGuilada (CAT-PEG 20) de agir
como antioxidante na pele foi feita por meio de ensaio de difusao vertical em células

de Franz, que tem como objetivo avaliar a permeabilidade do composto PEGuilado
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em sistema que mimetiza a pele humana por meio da monitorizagao da passagem
do composto de um compartimento a outro, separado por membrana3®3', seguido
por quantificagdo por ensaio de TBARS, que visa avaliar indiretamente a produgao
de radicais livres, por meio da consequente peroxidacio lipidica por eles causados.
Para o ensaio, amostras de pele de orelhas de porco foram empregadas como
modelo de membrana, obtidas a partir de um abatedouro local. Apés a coleta, as
amostras de pele foram limpas, removendo-se os pelos e cartilagem, com auxilio de
bisturi, e, posteriormente, estocadas sob refrigeracéo (-20 °C ) até a utilizacdo nos
ensaios.?? O ensaio de difusdo de Franz foi realizado com area média de difusdo de
0,75 cm?. O compartimento receptor continha fase receptora com tampao PBS de
pH 7,4, e foi mantido a 32,0°C, sob agitagdo de 130 rpom. O compartimento doador
continha 1 mL de cada amostra (catalase nativa, usada como padrao — CAT e
catalase PEGuilada com 20 kDa — CAT-PEG 20) e sua evaporagao foi prevenida
com o uso de aparatos oclusivos. Apos 24h, cada compartimento exposto as
amostras foi lavado com tampao PBS trés vezes. As amostras de pele foram, entao,
irradiadas em Atlas Suntest ® CPS + simulador com lampada xénon (1500 W) a
5506 KJ/m? (765 W/m?). Depois da irradiagdo, o estrato corneo foi removido com o
uso de fita adesiva, a pele foi cortada em pequenos pedacos e deixada em 10 mL
de metanol. Por fim, as amostras foram colocadas em banho ultrassénico por 15
minutos e filtradas em membrana de 0,45 um.33

A avaliagédo se seguiu com o ensaio de TBARS, que consiste em reagao do
acido tiobarbiturico (TBA) com malondialdeido (MDA), um dos produtos
majoritariamente formados na peroxidagao lipidica. Em pH baixo e temperatura alta,
o acido tiobarbiturico reage com o malondialdeido, gerando um composto rosa.
Seguindo esse racional, 1 mL de cada amostra foi adicionado a 144 yL de BHT a
0,2% (em metanol) e 400 pyL de H3PO4 0,44 M. Em seguida, 600 puL de TBA 0,6%
(em 0,44 M de H3POs) foram também adicionados e os tubos foram colocados em
vortex. Apds a agitagéo, foram deixados em banho de 90°C por 45 minutos e, entéo,
600 uL de n-butanol foi adicionado a cada amostra e elas foram centrifugadas a
3000xg por 10 minutos. O sobrenadante foi analisado por cromatografia liquida
(HPLC) com coluna C18 (250 x 4,6 mm e tamanho de particula de 5 mm)
(Phenomenex, Luna) precedida por pré-coluna 10 x 4,6 mm. A fase movel se
compbs por metanol:tampao PBS 50 mM, pH 7,0 na propor¢cado 65:35 e nela foi

aplicado fluxo de 1,0 mL/min e a cromatografia foi realizada sob temperatura de



22

30°C. A deteccéo foi realizada por meio de detector de diodos (Shimadzu, Japan)3*
a 532 nm, a curva-padrao foi obtida a partir da solucdo de MDA gerada pela
hidrolise de 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TEP) e os resultados foram expressos
como porcentagem de peroxidagao lipidica.®® Por fim, as analises estatisticas foram
feitas com auxilio do software Minitab (versdo 16), com intervalo de significancia de
0,5% (a = 0,05) e os dados foram tratados usando analise de variancia (ANOVA) e

teste de Tukey para multiplas comparagdes.

. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ESTUDO DO pH - DETERMINAGAO DA MELHOR CONDICAO DE REAGAO

Inicialmente, a reagdo de PEGuilagéo foi realizada com o PEG de 10 kDA e
em diferentes valores de pH (variando entre 6,0 e 8,0). Os meios reacionais obtidos
foram purificados por cromatografia de exclusdo molecular e foram obidos os
cromatogramas apresentados nas Figuras de 6 a 10. E possivel perceber que,
apesar da quantidade de PEG que nao reagiu (representado pelo pico que eluiu por
volta de 20 mL) aumentar em fungéo do pH empregado, houve o aparecimento de
um pico por volta de 11 mL de eluicdo. Esse pico € relativo a catalase PEGuilada e
aumenta com o aumento de pH, indicando maior taxa de conjugagao da enzima ao
polimero. Além dele, € possivel notar também a diminuicdo do pico referente a
catalase nativa, confirmando o efeito do pH na reacado. Portanto, definiu-se o valor
de pH 8,0 como adequado a PEGuilagao N-terminal da catalase.

O motivo para esse valor de pH ser o ideal para a reacdo se baseia no fato
de o residuo N-terminal da enzima estar desprotonado e, portanto, habil a realizar
um ataque nucleofilico ao carbono carbonilico deficiente em elétrons do PEG
reativo. Ainda, o valor encontrado se justifica também pelo fato de ndo ser téo alto a
ponto de desprotonar também as lisinas presentes na estrutura proteica, o que as
tornaria também habeis a reacdo, mostrando, entdo, uma queda no rendimento da
reacdo, uma vez que seriam formadas diversas estruturas proteicas poli-
PEGuiladas.
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Figura 6. Cromatograma (SEC) obtido apds purificagdo para a PEGuilagao da catalase (CAT) em pH
6,0 com PEG 10 kDa.
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Figura 7. Cromatograma (SEC) obtido apds purificagdo para a PEGuilagao da catalase (CAT) em pH
6,5 com PEG 10 kDa.
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Figura 8. Cromatograma (SEC) obtido apds purificagdo para a PEGuilagao da catalase (CAT) em pH
7,0 com PEG 10 kDa.
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Figura 9. Cromatograma (SEC) obtido apds purificagdo para a PEGuilagao da catalase (CAT) em pH
7,5 com PEG 10 kDa.
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Figura 10. Cromatograma (SEC) obtido apés purificagdo para a PEGuilagdo da catalase (CAT) em
pH 8,0 com PEG 10 kDa.

4.2 ESTUDO DO TAMANHO DO PEG

A PEGuilagéo da catalase foi entdo realizada empregando-se os PEGs de 20
e 40 kDa, em pH 8,0 (Figuras 11 e 12).
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Figura 11. Cromatograma (SEC) obtido apés purificagdo para a PEGuilagdo da catalase (CAT) em
pH 8,0 com PEG 20 kDa.
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Figura 12. Cromatograma (SEC) obtido apés purificagéo para a PEGuilagdo da catalase (CAT) em
pH 8,0 com PEG 40 kDa.

A partir da comparagao entre as figuras 10, 11 e 12, é possivel perceber que
a reacgao utilizando o PEG de massas moleculares maiores, como de 20 e 40 kDa,
resulta em cromatogramas com melhor resolugao entre os picos, indicando melhor
separacao da enzima PEGuilada dos demais residuos. A diferenca maior de
tamanho faz com que a retengao da catalase PEGuilada na coluna seja menor em
relagcdo aos demais componentes do meio (proteina nativa que nao reagiu e PEG
residual), que acabam permanecendo mais tempo na coluna e eluindo mais
tardiamente. Além disso, também é possivel perceber uma diminuicdo do pico de
polimero que ndo reagiu com o aumento da massa molecular do PEG. Apesar
desse aumento de massa molecular estar relacionado a maior utilizagdo do PEG
reativo na reagao, isso nao se traduz em aumento de rendimento da reagdo em
todos os casos: como é possivel ver na Tabela 2, a catalase PEGuilada com PEG-
NHS de 40 kDa (CAT-PEG 40) ndo teve o maior rendimento de reagdo como
esperado, e o motivo principal para este achado € o impedimento estérico causado
pelo polimero acoplado a enzima, que dificulta a reagao.

O rendimento das trés reagdes foi calculado a partir da integragado dos picos
referentes a catalase PEGuilada (1) e catalase nativa (2) e mostrou os valores
apresentados na Tabela 2. Como pode ser observado, o maior rendimento ocorreu
com o PEG de 20 kDa e o menor com o PEG de 40 kDa, que, como anteriormente

discutido, sofreu maior impedimento estérico.
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Tabela 2 — Rendimentos obtidos nas reacdes de PEGuilagao da catalase.

Tamanho do PEG Area dos picos 1 e 2 Rendimento da reagao (%)
(kDa) (mAU x mL)
10 124,67 e 150,17 45
20 171,18 e 121,21 59
40 77,54 € 172,38 31

A eletroforese em gel nativo (Figura 13) mostra que, apds purificagéo,
realmente se obteve a catalase PEGuilada com PEG de 10, 20 e 40 kDa. No pogo
correspondente a catalase nativa, € possivel perceber uma forte banda na regiéao
equivalente a 240 kDa, que é a massa molecular da enzima; no segundo pogo,
correspondente a CAT-PEG 10, é possivel perceber uma banda mais acima da
banda da catalase nativa, o que indica que a amostra correu menos no gel por ser
maior, visto que CAT-PEG 10, por ser um tetramero com 4 grupamentos N-
terminais, tem tamanho aproximado de 280 kDa. No terceiro e quarto pocos
correspondentes a CAT-PEG 20 e CAT-PEG 40, respectivamente, a tendéncia de
se observar bandas superiores no gel se mantém. Ainda, no quarto pogo, além da
banda referente a CAT-PEG 40 é possivel perceber outra banda, provavelmente
relativa a uma impureza, como aparece no cromatograma por volta de 14 mL

eluidos.

320 kDa

280 kDa

240 kDa

\ \ \ v
CAT CAT-PEG CAT-PEG CAT-PEG
10 20 40

Figura 13. Eletroforese em gel nativo (8% wt acrilamida) das amostras de catalase PEGuiladas com
PEG-NHS de 10 kDa (CAT-PEG 10), 20 kDa (CAT-PEG 20) e 40 kDa (CAT-PEG 40).
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A Tabela 3 apresenta os resultados de atividade enzimatica para a catalase
nativa e suas formas PEGuiladas com os diferentes tamanhos do polimero. Como
pode ser observada, a atividade da enzima diminui com o tamanho da cadeia de
PEG ligado covalentemente. Isso ocorre pelo fato de a enzima PEGuilada passar a
apresentar maior restricdo conformacional, dificultando a reacdo de catalise. Ainda
assim, os valores de atividade se mantiveram na mesma ordem de grandeza, o que
significa que a atividade foi relativamente preservada. Considerando essa
preservagao e também o potencial ganho em estabilidade, as enzimas PEGuiladas

continuam a representar uma ferramenta promissora.

Tabela 3 — Atividade enzimatica da catalase (CAT) e variantes PEGuiladas, baseada em

ensaios de degradacao de perdxido de hidrogénio (método A).

CAT CAT-PEG10 CAT-PEG 20 CAT-PEG 40

Atividade enzimatica
(kKU/L)

- 17,57 £ 0,14 11,30 £ 0,09 10,82 + 0,05

Atividade especifica
(kU/mg)

10.000 8788 5652 5409

4.3 EFEITO DA PEGUILAGAO NA ESTRUTURA PROTEICA

O efeito do PEG na estrutura da catalase foi avaliado pela técnica de
Dicroismo Circular. Os resultados, apresentados nas Figuras 14, 15 e 16, indicam
que nao ha comprometimento das estruturas secundaria e terciaria da catalase apés
a ligacédo N-terminal de PEG, seja de 10, 20 ou 40 kDa. Portanto, a PEGuilagéo
preservou a estrutura da enzima. As pequenas variagdes observadas nas curvas
obtidas para as proteinas PEGuiladas na analise de dicroismo circular em regiao de
UV préximo (NEAR UV CD) devem-se a flexibilidade das cadeias de PEG ligadas a
enzima.

O que se observa a partir das Figuras 14 e 15 é a tendéncia, em todas as
amostras, a mudanca de conformagao secundaria apds aquecimento. Pelos
graficos, se percebe que, antes do aquecimento, ha predominancia de conformacéao

em folha B-pregueada, que tem um pico de absorgdo a 211 nm aproximadamente; e
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se percebe também que apds o aquecimento esta conformacdo passa a ser

predominantemente a-hélice, com picos de absorcdo em 208 e 222 nm
aproximadamente.
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Figura 14. Espectro de dicroismo circular em regido de UV distante (FAR UV) para a catalase (CAT)

e suas variantes PEGuiladas antes do aquecimento.
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Figura 15. Espectro de dicroismo circular em regido UV distante (FAR UV) para catalase (CAT) e

suas variantes PEGuiladas apds o aquecimento.
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Figura 16. Fingerprints terciarios gerados a partir dos espectros de dicroismo circular em regido de

UV préximo (NEAR UV) para a catalase (CAT) e suas variantes PEGuiladas antes do aquecimento.

A termoestabilidade das formas nativa e PEGuilada também foi investigada
por dicroismo circular, capaz de fornecer informagdes sobre o comportamento das
amostras sob aquecimento até 95°C e posterior resfriamento a 30°C (Figuras 17 a
20). E possivel observar pela diferenca nas curvas preta e vermelha
(correspondentes ao processo de aquecimento e resfriamento, respectivamente)
que a alteragdo conformacional sofrida pela enzima ao longo do aumento de
temperatura é irreversivel, ou seja, a proteina foi irreversivelmente desnaturada com

o aumento da temperatura até 95°C.
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elipticidade para a catalase (CAT), gerado elipticidade para a CAT-PEG 10, gerado
em 222 nm e com variagao de temperatura em 222 nm e com Vvariagdo de

entre 30°C e 95°C. temperatura entre 30°C e 95°C.
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Por fim, se determinou os respectivos pontos de fusdo das amostras, que

correspondem a metade das curvas pretas apresentadas nas figuras 21 a 24. Os

valores obtidos estdo resumidos na Tabela 4. A partir dela, é possivel perceber

que, apesar da ligeira queda nos valores de temperatura de fuséo, eles ndo tém

diferencga significativa quando comparados ao valor respectivo a catalase nativa,

ou seja, mesmo com a adi¢do de polimeros de alta massa molecular, o ponto de

fusdo € um parametro que néo sofre grande variagao.

Elipticidade (mdeg)

ol ok
B CatCs
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Figura 21. Espectro de dicroismo circular - elipticidade para a catalase (CAT) com reta

ajustada para determinagao de Tfuséao.



32

m Cat-PEG10
Hill1 Fit of Sheet1 [Theta)

Elipticidade (mdeg)

Temperatura (°C)

Figura 22. Espectro de dicroismo circular - elipticidade para a CAT-PEG 10 com reta

ajustada para determinagéo de Tfuséao.
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Figura 23. Espectro de dicroismo circular - elipticidade para a CAT-PEG 20 com reta

ajustada para determinagao de Tfuséao.
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Figura 24. Espectro de dicroismo circular - elipticidade para a CAT-PEG 40 com reta

ajustada para determinagao de Tfuséao.

Tabela 4 — Temperaturas de fusdo das amostras de catalase nativa e PEGuilada,

determinadas por dicroismo circular.

CAT CAT-PEG10 CAT-PEG20 CAT-PEG 40
nativa
Temperatura de
53,6°C 50,3°C 51,9°C 50,3°C

fusao (Tfuséo)

4.4 ESTABILIDADE AO LONGO DO TEMPO

O ensaio de estabilidade a 4°C ocorreu em geladeira durante 35 dias,
sendo a atividade das amostras determinada a cada sete dias. Tanto a catalase
como suas formas PEGuiladas ndo apresentaram variacéo significativa no valor
de atividade enzimatica ao longo do tempo (Figura 25), indicando estabilidade a
temperatura de 4°C. Ja o ensaio de estabilidade a 37°C ocorreu em estufa durante
27 dias. A Figura 26 mostra o perfil obtido para as quatro variantes e, como pode
ser observada, a atividade das amostras diminui com o tempo, um resultado ja
esperado mesmo considerando a temperatura 6tima da enzima (37°C). Também é
possivel perceber, em comparagao a catalase nativa, que a queda da atividade

relativa nesta temperatura foi consideravelmente menor para as variantes
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PEGuiladas, indicando que o PEG ligado a estrutura conferiu estabilidade térmica
a enzima. O efeito do PEG nao se mostrou correlacionado ao tamanho da cadeia
de polimero, sendo que os melhores resultados em termos de estabilidade a 37°C
foram observados com o PEG de 20 kDa. Por ser um polimero de tamanho
consideravel, o impedimento estérico e hidratacdo das cadeias de PEG tornaram a
catalase menos sujeita a agregacédo proteica. Além de aumentar o potencial
imunogénico de um biofarmaco, a agregacao proteica esta relacionada com a
diminuicdo de hidrossolubilidade do produto, dificultando, entre outros fatores, o
desenvolvimento de uma forma farmacéutica estavel para distribuicdo e uso. No
caso do PEG de 40 kDa, acredita-se que o efeito de cloud point da temperatura
sobre PEGs maiores, que refere-se a desidratagcdo das cadeias de PEG com
interacdo entre estas pelo aumento da temperatura, pode ter causado a
diminuicao de atividade enzimatica em relacédo ao PEG de 20 kDa. Nao obstante,
o acoplamento do PEG é uma ferramenta promissora no desenvolvimento de uma

formulacao a base de biomolécula, com potencial promocéo de termoestabilidade.
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Figura 25. Estabilidade da catalase (CAT) e suas formas PEGuiladas em fungéo do tempo a 4°C.
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Figura 26. Estabilidade da catalase (CAT) e suas formas PEGuiladas em fungéo do tempo a 37°C.

4.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA PELE IN VITRO

O potencial antioxidante da aplicagéo topica da catalase nativa (CAT) e
catalase PEGuilada com 20 kDa (CAT-PEG 20) no estrato cérneo e epiderme
viavel + derme foi determinado pela quantificacdo do produto formado pela reagao
de malondialdeido e &cido tiobarbiturico. Os resultados foram analisados em
funcdo do decaimento na porcentagem de peroxidagao lipidica e em comparagao
ao controle positivo (pele irradiada).

A radiacio ultravioleta aumenta o estresse oxidativo na pele, em primeira
instancia, e esse estresse € medido por meio da formacdo de peroxido de
hidrogénio e, consequentemente, de radicais livres, capazes de danificar a pele
pela peroxidagdo das barreiras lipidicas. Esse mecanismo, em conjunto com o
desencadeamento do sistema imunoldgico, tem participagdo importante no
desenvolvimento das lesdes caracteristicas do vitiligo (item 1.2 — fisiopatologia do
vitiligo). Os resultados obtidos pelos testes in vitro indicam que a catalase nativa
(CAT) é capaz de reduzir significativamente a peroxidacdo lipidica tanto na
camada superior da pele (estrato cérneo), quanto nas mais profundas,
representadas pela epiderme viavel + derme. As Figuras 27 e 28 mostram que a
peroxidacao lipidica diminuiu no estrato cérneo com o uso da enzima nativa e
PEGuilada a ponto de ndo poder ser detectada (ND). Apesar disso, a variante

PEGuilada com polimero de 20 kDa (CAT-PEG 20) se mostrou capaz de eliminar
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a peroxidagao lipidica apenas no estrato corneo, ja que seu efeito nas camadas
mais profundas nao foi completo. Esse resultado aponta uma diferenga importante
entre o perfil de permeacgao da enzima nativa e de sua variante PEGuilada, o que
se mostra favoravel ao se pensar na capacidade aumentada do complexo
catalase-polimero em agir somente no estrato coérneo, proporcionando maior
segurancga na aplicagao topica do produto. Isso significa que a ligagdo do polimero
PEG a catalase é capaz de proporcionar vantagens farmacodinamicas e
farmacocinéticas: por permanecer majoritariamente na camada superior da pele, a
aplicagcao é mais segura, ja que é menos capaz de alcangar a circulagao sistémica
e também é mais eficaz, uma vez que proximo a este estrato da pele é que se
encontra a maior expressao induzida por UV da catalase (nos queratindcitos da

camada granular).36:37
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(controle positivo)

Figura 27. Porcentagem de peroxidacao lipidica depois de 24 horas de permeagédo das amostras
em estrato corneo de pele de porco. ND representa o pico ndo detectado. CAT: catalase nativa em
solugéo de 0,24 mg/mL; CAT-PEG 20: catalase PEGuilada com polimero de 20 kDa, em solugao
de 0,24 mg/mL.
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Figura 28. Porcentagem de peroxidagao lipidica depois de 24 horas de permeagdo das amostras
em epiderme viavel + derme de pele de porco. ND representa o pico ndo detectado e as letras
diferentes indicam diferenga estatistica entre as amostras (p<0,05; n=3). CAT: catalase nativa em
solugéo de 0,24 mg/mL; CAT-PEG 20: catalase PEGuilada com polimero de 20 kDa, em solugao
de 0,24 mg/mL.

Além de ter um papel no mecanismo de desenvolvimento do vitiligo, a
radiacdo UVA e UVB induz estresse oxidativo que também esta relacionado ao
dano actinico e a patogénese do fotoenvelhecimento.3” Sabendo disso, pelo fato
de ser capaz de eliminar as espécies reativas de oxigénio (EROs), o complexo de
catalase PEGuilada também se mostra uma ferramenta importante no
desenvolvimento de formulagdes tecnologicas e modernas de filtros solares.
Esses produtos nao so refletem e absorvem a radiagéo ultravioleta como os filtros
classicos disponiveis no mercado, como também s&o compostos por ativos

capazes de tratar o dano induzido pela exposicdo a radiagdo ultravioleta.383°

. CONCLUSAO

Nesse estudo realizou-se a PEGuilacdo N-terminal da catalase, de maneira
seletiva. Para isso, foi estudada a melhor condicdo para a reacdo acontecer e foi
possivel definir o pH 8,0 como 6timo para esse procedimento, fornecendo maiores

valores de rendimento.
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Além disso, estudou-se a influéncia do tamanho do polimero empregado na
reacdo, chegando a conclusdo de que os de maior tamanho (20 e 40 kDa)
facilitam o processo de purificagdo, ainda que na reacdo com PEG de 10 kDa
tenha sido obtido um rendimento consideravelmente maior do que na reacao com
o polimero de 40 kDa. A atividade especifica da catalase PEGuilada diminuiu com
a PEGuilacdo, no entanto os valores ainda se apresentaram adequados ao
potencial uso da catalase, sendo que nenhum dos PEGs comprometeu a estrutura
quaternaria da enzima. Quanto a estabilidade das formas nativa e PEGuiladas, foi
possivel observar, em especial a 37°C, que a ligacdo do polimero confere
estabilidade a enzima, fato evidenciado pelo aumento da atividade relativa dela ao
longo do tempo, em comparagao a forma nativa. Por meio de Dicroismo Circular,
foi possivel perceber que a ligagdo do polimero diminuiu ligeiramente a
temperatura de fusdo da enzima, ainda que o processo de desnaturagdao com o
aumento de temperatura ndo tenha sofrido grandes mudangas (em todas as
amostras observou-se que houve mudanga conformacional irreversivel). Deste
modo, €& possivel concluir que a queda de atividade especifica da catalase,
causada pela ligagdo de PEG, e a ligeira diminuicdo de temperatura de fusdo da
enzima sdo fatores compensados pelo ganho consideravel de estabilidade do
conjugado e pela auséncia de comprometimento da estrutura enzimatica.

Por fim, os testes in vitro da variante PEGuilada com PEG de 20 kDa (CAT-
PEG 20) indicaram que o complexo é capaz de promover a diminuigdo dos
radicais livres, fato evidenciado pela eliminagcado da peroxidacéao lipidica em estrato
corneo. Apesar de o mesmo comportamento nio ter sido observado nas camadas
mais profundas da pele, o produto PEGuilado ainda se mostra promissor no
desenvolvimento de um tratamento para o vitiligo por ser seguramente tépico.

Considerando os resultados promissores obtidos neste estudo, para que se
tenha conhecimento mais profundo acerca da catalase PEGuilada, possibilitando
futuramente seu emprego terapéutico, € necessario determinar parametros
cinéticos da enzima nas diferentes formas (nativa e PEGuilada), confirmar a
ligacdo de quatro cadeias de PEG por meio de espectrometria de massas, e, por

fim, confirmar o potencial terapéutico desta molécula por meio de testes in vivo.
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7. ANEXOS

Tabela 5 - Dados referentes a Figura 21, da reta ajustada para determinagao de Tfusao,
obtida por dicroismo circular da catalase (CAT).

Model Hill1
y = START + (E
, ND - START) *
Equation X/ (kM + x
/\n)
Reduced 0.0454
Chi-Sqr
Adj. R-Square 0.99254
Value Standard Error
Ellipticity START -18.0803 0
Ellipticity END -11.7589 0
Ellipticity k 53.56707 0.1846
Ellipticity n 10.76722 0.35164

Tabela 6 - Dados referentes a Figura 22, da reta ajustada para determinagéo de Tfuséo,
obtida por dicroismo circular da CAT-PEG 10.

Model Hill1
y = START + (E
) ND - START) *
Equation x*n [ (KM + X
An)
Reduced 0.05337
Chi-Sar
Adj. R-Square 0.99539
Value Standard Error
Ellipticity START -20.2583 0
Ellipticity END -11.5381 0
Ellipticity k 50.28258 0.14039
Ellipticity n 10.79395 0.28546




obtida por dicroismo circular da CAT-PEG 20.

Model

Equation

Reduced
Chi-Sqr

Adj. R-Square

Ellipticity
Ellipticity
Ellipticity
Ellipticity

Hill1

y = START + (E
ND - START) *

xn [ (k*n + x
An)

0.04406

0.99584

START
END

k

n

Value
-22.0223
-13.7388

51.8837
10.82581

Standard Error
0

0

0.13619
0.27023

obtida por dicroismo circular da CAT-PEG 40.

Data e assinatura do aluno(a)

Model Hill1
y = START + (E
) ND - START) *
Equation X/ (kM + x
An)
Reduced 0.0199
Chi-Sqr
Adj. R-Square 0.99548
Value Standard Error
Ellipticity START -12.8089 0
Ellipticity END -7.40657 0
Ellipticity k 50.32503 0.13976
Ellipticity n 10.59134 0.27343
-, 225 -.«;"Z'?"E;T
?L/‘—tp::j CCries

)

(Yo Ty

Data e as$natura do orienfador(a)
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Tabela 7 - Dados referentes a Figura 23, da reta ajustada para determinagao de Tfuséo,

Tabela 8 - Dados referentes a Figura 24, da reta ajustada para determinagao de Tfuséo,



