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RESUMO

A L-asparaginase destaca-se como um importante biofarmaco utilizado no
tratamento de leucemia, além da sua utilizacdo na industria alimenticia. Seu
alto custo de producéo se deve principalmente as etapas de purificacdo, que
correspondem em geral a mais de 70% do valor do produto final. Assim, novos
processos de extracao liquido-liquido, como a aplica¢do de Sistemas Aquosos
Bifasicos (SABs), surgem como técnicas alternativas de extracdo/purificacao
mais econbmica e biocompativel. Nesse sentido, este trabalho avaliou um
processo alternativo para a purificacdo de baixa resolucdo da enzima L-
asparaginase (ASNase) utilizando-se SABs com polimeros e sais ou liquidos
ibnicos (LIs). Inicialmente, foi realizado um estudo comparativo de diferentes
metodologias de quantificagcdo da atividade da ASNase comercial, a fim de
compreender as interferéncias dos métodos em diferentes condicdes, e assim
estabelecer um método de quantificacdo adequado para determinacdo da
atividade de ASNase nos SABs. A seguir, a estabilidade da ASNase foi
avaliada frente aos diferentes componentes de fases dos SABs. Dessa forma,
LIs derivados de colinas e polimeros foram testados como solventes
alternativos na biocatalise, e a fim de compreender o efeito do tamanho da
cadeia do anion dos LIs sob a estabilidade da enzima, foram testadas solucdes
aguosas contendo as colinas com os seguintes anions: cloreto ([Ch]Cl); acetato
([Ch][Ac]); propanoato ([Ch][Pro]); butanoato ([Ch][But]) e hexanoato
([Ch][Hex]). O aumento da cadeia alquilica do anion teve um efeito negativo na
atividade enzimatica devido a maior afinidade desses compostos pela proteina,
portanto, [Ch]CIl e [Ch][Ac] foram selecionados como os melhores solventes
alternativos, mantendo a estabilidade e aumentando a atividade enzimatica da
ASNase. Estes Lls foram entdo avaliados como agentes formadores de fase
em diferentes SABs. Quanto aos polimeros, avaliou-se a estabilidade e
atividade da ASNase em solugbes aquosas de polietilenoglicol de massa
molecular média 600 g.mol! (PEG 600) e polipropilenoglicol de massa
molecular média 400 g.mol* (PPG 400), e constatou-se que a ASNase se
manteve estavel e ativa, podendo esses polimeros serem também utilizados
como agentes formadores de fase em diferentes SABs. Dessa forma, foram
avaliadas inicialmente as capacidades extrativas de sistemas polimeros-sal/Lls
usando como modelo a ASNase comercial. Os SABs testados foram capazes
de concentrar a ASNase comercial, com eficiéncias de extracbes > 95%,
podendo a particho da mesma ser totalmente controlada pela escolha
apropriada da natureza do polimero ou sais/LIs utilizados. Por fim, os melhores
SABs se mostraram plataformas promissoras para extracdo da ASNase a partir
de lisado celular de E. coli. O conjunto de resultados mostraram que 0s SABs
podem ser eficientemente aplicados na extracao e purificacdo de biomoléculas
complexas de interesse farmacéutico, com capacidade para serem utilizados
como plataformas de integracdo dos processos upstream e downstream em
modo continuo e/ou semi-continuo. Além disso, foi demonstrado que os Lls
derivados de colinas podem ser utilizados como solventes alternativos na
estabilizacao/ativacdo da ASNase, com grande potencial para serem utilizados
em meios reacionais cataliticos ou sintéticos, para outras enzimas e moléculas,
em processos industriais.

Palavras-chaves: L-asparaginase; liquidos ibnicos; estabilidade; extracao;
purificacdo; sistemas aquosos bifasicos.



ABSTRACT

L-asparaginase (ASNase) is an important biopharmaceutical used in the
treatment of leukemia, as well in industrial food processes. Its high production
costs are mainly due to purification steps, in general, up to 70% of the final
product value. Therefore, new liquid-liquid extraction processes, such as
Aqueous Biphasic Systems (ABS), have appeared as more economical and
biocompatible extraction/purification alternatives. In this work an alternative
process for the purification of the enzyme L-asparaginase (ASNase) using ABS
composed of polymers and salts or ionic liquids (ILs) was evaluated. In the first
stage, a comparative study of different activity quantification methods of the
commercial ASNase was carried out. This study intended to determine the
interferences of the quantification methods and to establish the most adequate
method for the quantification of ASNase activity after the extraction with
different ABS. Further, the stability of the ASNase in the presence of different
type and concentration of phase-forming agents, namely cholinium based-ILs
(ICh]*-ILs) and polymers, was evaluated. Thus, in order to understand the effect
of the increase of anion alkyl chain length of the ILs in the enzyme stability,
agueous solutions of [Ch]*-ILs, with the following anions, were tested: chloride
([Ch]CI), acetate ([Ch][Ac]), propanoate ([Ch][Pro]), butanoate ([Ch][But]) and
hexanoate ([Ch][Hex]). The increase of the anion alkyl chain length had a
negative effect on the enzymatic activity due to the affinity of these compounds
to the protein structure. [Ch]CI and [Ch][Ac] were selected as the best
alternative solvents, because of their ASNase stability aptitude, as well
enzymatic activity enhancing effect. The stability and activity of ASNase in
aqueous solutions of polyethylene glycol of average molecular weight 600
g.mol* (PEG 600) and polypropylene glycol of average molecular weight 400
g.mol? (PPG 400) was also evaluated, in which ASNase remained stable and
active, being these polymers selected as ABS phase forming agents. Therefore,
the partition and extraction of commercial ASNase (used as model) using
different ABS composed of polymer/salts or polymer/[Ch]*-ILs was evaluated.
All ABS were able to concentrate the commercial ASNase, exhibiting extraction
efficiencies > 95%. Furthermore, it was obtained a full control of the ASNase
partition by the appropriate choice of the polymer nature or salts/ILs used as
phase forming agents. To end, it was demonstrated the excellent aptitude of the
best ABS to act as promising platforms for the extraction of ASNase from E. coli
cell lysate. The set of results shown that the ABS can be efficiently applied in
the extraction and purification of complex pharmaceutical biomolecules, with
high capability to be used as continuous and/or semi-continuous upstream-
downstream integrative platforms. Moreover, it was demonstrated that [Ch]*-ILs
can be used as alternative ASNase stabilizing/activating solvents, which may be
promising candidates for composing catalytic or synthetic reactive media used
in industrial processes, not only for ASNase but also for other enzymes and
biomolecules.

Keywords: L-asparaginase; ionic liquids; stability; extraction; purification;
aqueous biphasic systems.
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CAPITULO 1



1. Introducao



1. INTRODUCAO

Atualmente, o acentuado crescimento da biotecnologia tem impulsionado
a induastria farmacéutica na busca de processos de producao e purificacdo mais
eficientes, em particular, na melhoria da sustentabilidade e biocompatibilidade
dos processos quimicos convencionais utilizados na separacao/purificagdo dos
produtos farmacéuticos. Nesse sentido, o desenvolvimento de novos processos
de biosseparacédo para a purificacdo de biofarmacos utilizados no tratamento
onco-hematologico se apresenta como um grande e atual desafio na industria
farmacéutica e biotecnoldgica.

No Brasil, o atual foco tem sido os medicamentos oncoldgicos, uma vez
gue o fornecimento de alguns dos biofarmacos mais antigos foi (ou tem vindo a
ser) interrompido [1], por despertarem baixo interesse comercial a industria
farmacéutica estrangeira, como € o caso da L-asparaginase (ASNase), um
importante biofarmaco anti-neoplasico [2]. Além disso, recentemente a
aquisicdo emergencial, pelo governo brasileiro, de uma ASNase nativa
produzida pela empresa chinesa Beijing SL Pharmaceutical com menor valor
de mercado, levantou uma grande polémica no pais a respeito da procedéncia
e qualidade do biofarmaco [3]. Este medicamento (Leuginase®) apresentou
diversos contaminantes, menor atividade em plasma de camundongos e maior
formacao de anticorpos anti-ASNase quando comparado ao medicamento que
era obtido anteriormente (Aginasa®, Kyowa Hakko Kirin Co. Ltd.) [3], apesar de
clinicamente néo ter sido encontrado relato de danos ou efeitos colaterais nos
pacientes que receberam o tratamento.

O alto custo de producédo associado aos medicamentos em geral resulta,
em grande parte, dos processos de downstream, isto €, das etapas de extracao
e purificacdo. Neste contexto, € importante encontrar e avaliar novas técnicas
de extracdo/purificacdo que possam ser mais rentaveis, biocompativeis e
facilmente escalonaveis pelas empresas biofarmacéuticas, como por exemplo
0s sistemas aquosos bifasicos (SABs). Assim, visando reduzir o custo final de
produtos  biofarmacéuticos, sistemas downstream integrados e/ou
complementares aos convencionais, que possibilitem simultaneamente maior
rendimento e menor perda de estabilidade, tém sido alvo da induastria
biotecnoldgica emergente. De acordo com esses pressupostos, este trabalho
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visou estudar métodos alternativos para extragdo/purificagdo da enzima L-

Asparaginase (ASNase).
1.1 L-asparaginase

A ASNase (E.C.3.5.1.1) é a enzima que catalisa a rea¢éo de hidrélise do
grupo amino da cadeia lateral do aminoacido L-asparagina (Figura 1), liberando
acido L-aspartico e amonia [4], sendo amplamente utilizada como agente anti-
neoplasico [5] e também na industria alimenticia, para deplecdo de acrilamida

em alimentos processados [6].

ASNase OH
+ B
NHz + HY) e——m—3 HO NH,
HO

NH2 o]
NH2 [0}

L-asparagina Acido L-aspartico Amodnia

Figura 1. Reacdo de hidrolise do aminoécido L-asparagina catalisada pela enzima ASNase.

Fonte: a propria autora.

Inicialmente, estudos correlacionaram a atividade antitumoral de soro de
cobaias sob linfomas a presenca de ASNase [7]. No entanto, a baixa
guantidade desta enzima obtida a partir do soro de cobaias limitava a
realizacdo de testes clinicos, e assim, outras fontes foram entdo estudadas,
principalmente as de origem microbiana, devido a sua viabilidade de producao
em larga escala [8]. A enzima produzida por processos microbianos
demonstrou um efeito terapéutico similar a de soro de cobaias [9] e uma
eficacia terapéutica comprovada em humanos [10]. Desde essa constatacao, a
ASNase vem sendo amplamente utilizada para o tratamento da Leucemia
Linféide/Linfoblastica Aguda (LLA) infanto-juvenil [2].

Nos individuos acometidos pela LLA, a medula d&ssea produz
excessivamente blastos leucémicos (linfoblastos), ou seja, um numero
excessivo de células brancas (leucécitos) imaturas. Os blastos leucémicos se
acumulam na medula 6ssea e interferem na producéo de células sanguineas.
Além disso, podem ainda se espalharem pelo sangue e invadir outras partes do
corpo, como ganglios linfaticos, baco, figado, sistema nervoso central (medula

espinhal e cérebro), entre outros [11].
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A LLA é reconhecida como o cancer mais comum em criangas,
representando até 80% de todos os canceres que acometem criancas e 20%
de todos os canceres que acometem adultos [12]. No Brasil, a LLA representa
a causa mais frequente de morte por cancer antes dos 20 anos de idade [13].

Algumas das causas conhecidas da LLA incluem a presenca de
sindromes genéticas congénitas no feto, como a sindrome de Down,
neurofiboromatose, anemia de Fanconi e a sindrome de Bloom, e também a
exposicdo parental a radiacdo ionizante. No entanto, todas essas causas juntas
explicam somente 10% dos casos [14]. Recentemente, a LLA infantil foi
associada a causas ambientais, como o0 baixo estimulo do sistema imune nos
primeiros anos de vida. Assim, o0 aumento da incidéncia da LLA pode ser vista
como consequéncia do progresso nas sociedades modernas, onde as
mudangas comportamentais restringiram a exposicdo microbiana precoce, 0
que gerou um descompasso evolutivo entre as adaptacdes historicas do
sistema imunoldgico e os estilos de vida [15] .

Genericamente, a aplicacdo de qualquer tipo de ASNase visa esgotar a
asparagina do sangue, reduzindo consequentemente a incidéncia de varias
doencas hematologicas que dependem de asparagina extracelular para o
crescimento [16], como € o caso da Leucemia Linfoide/Linfoblastica Aguda
(LLA) infanto-juvenil [2]. No caso da leucemia, os blastos leucémicos e as
células da medula necessitam da asparagina extracelular para seu
desenvolvimento, ja& que ndo expressam, ou expressam em niveis muito
baixos, a enzima asparagina-sintetase, que € normalmente expressa em
células saudaveis [17]. Portanto, a progressao das células malignas de LLA
depende quase que exclusivamente de fontes exdgenas de L-asparagina.
Assim, a aplicacdo da ASNase na corrente sanguinea depleta os niveis de L-
asparagina circulante, e consequentemente, destroi seletivamente as células
tumorais que dependem de fontes exdégenas desse aminoacido [16].

A utilizacdo da ASNase aumentou as chances de cura em até 90 %,
sendo portanto parte da terapia de primeira linha [11]. O tratamento da LLA
utiizando a ASNase consiste em quatro fases de tratamento: indugao da
remissao; consolidacao/terapia dirigida pelo sistema nervoso central; reinducéo

(intensificagdo tardia) e manutencdo/continuacdo. A duracdo total do
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tratamento, em geral, € de 2 a 3,5 anos, com a terapia intensiva ocorrendo nos
primeiros 6 a 9 meses [11].

Como atras enunciado, apesar da ASNase poder ser produzida por
diversas fontes, quando produzida por via microbiana, esta € geralmente
produzida por microrganismos, tais como bactérias: Escherichia coli [9];
Bacillus subtilis [18]; Bacillus licheniformis [19]; Streptobacillus sp. [20]; e
fungos: Aspergillus terreus [21]; Aspergillus oryzae [22]; Cladosporium sp. [23];
Flammulina velutipes [24]; Pichia pastoris [25].

No entanto, hoje existem no mercado 4 formas terapeuticamente
aceitas, duas formas de ASNase nativa obtidas de E. coli e Dickeya dadantii
(anteriormente conhecida como Erwinia chrysanthemi), uma forma modificada
por peguilacéo obtida de E. coli e uma forma recombinante expressa em E. coli
(Spectrila®). Atualmente, no ano de 2019, somente a Spectrila possui registro
ativo na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Registro ANVISA n°
1562600310016 — Spectrila). Em geral, a ASNase de D. dadantii é utilizada em
casos de pacientes com hipersensibilidade as outras formas [4].

A ASNase nativa obtida de E. coli é a mais comum, sendo conhecida
como ASNase tipo Il (PDB: 3ECA). Esta forma € caracterizada por um
homotetramero composto de subunidades idénticas denominadas A, B, C e D,
de 34 kDa cada. As subunidades da ASNase sdo constituidas por dois
dominios a/f conectados pelos aminoacidos 191-212 da sequéncia. O
tetramero interage entre si formando 2 pares de subunidades, sendo
constituido de 2 dimeros com 2 dimeros idénticos em cada, chamados de AB e
CD, como apresentado na Figura 2.

Cada dimero possui dois sitios ativos, que estao localizados entre as
subunidades dos dimeros. Cada sitio ativo € composto pelos residuos do
dominio N-terminal em contato com o dominio C-terminal da subunidade
intimamente ligada. Devido a isso, somente o0 tetramero possui atividade
catalitica [26]. Além disso, estruturalmente, a ASNase € uma enzima que se
mostra estavel em ampla faixa de pH (4,5-11,5), e apresenta um leve aumento
na atividade e estabilidade em valores de pH alcalinos, o que indica uma

conformacao mais estavel da molécula nessas condic¢des [27].
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Figura 2. Representacdo do cristal de L-asparaginase de E. coli mostrando a simetria da
enzima e suas subunidades.

Fonte: Protein Data Bank, referéncia 3ECA.

Devido a baixa concentracdo de ASNase encontrada no meio
fermentado em sistemas de expressao microbiana, as etapas de concentracao,
extracdo e purificacdo tém se tornando extremamente importantes e
fundamentais para alcancar indices de producdo satisfatérios [25].
Adicionalmente, as exigéncias por alto grau de pureza para a comercializacao
dos biofarmacos reforca a importancia das etapas de purificacdo. Desse modo,
essas necessidades conduziram ao desenvolvimento e aprofundamento de
técnicas alternativas de extracao/purificacdo, que oferecessem um processo de
baixo custo, com alta biocompatibilidade, as quais permitam ndo somente a

separacdo, mas também sua concentracdo e purificacao.
1.2 Métodos de quantificacao da atividade enzimatica da ASNase

A ASNase catalisa a desaminacéo da asparagina (L-Asn) e glutamina (L-
GIn), e como citado acima, tem sido muito utilizada como agente antitumoral
bem estabelecido para o tratamento da leucemia linfoblastica aguda (ALL) [10],
outros tipos de cancer relacionados [28, 29] e, recentemente, e contra
infeccbes de bactérias patogénicas [30]. Por outro lado, a ASNase tem sido
também aplicada com sucesso na industria alimenticia para prevenir a
formacao de acrilamida em alimentos processados com alto teor de amido [31—

33]. Considerando sua grande importancia e vasta aplicacdo na industria
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farmacéutica e alimenticia [34], a demanda por métodos adequados, sensiveis
e confiaveis para determinacéo da atividade da ASNase tem aumentado.

O uso da ASNase em diversos segmentos industriais se baseia na
capacidade dessa enzima em hidrolisar tanto a L-Asn quanto a L-GIn, e
consequentemente, formar acido L-aspértico (L-Asp) e glutamato (L-Glu),
respectivamente, e a amoénia como subproduto (NHs). Desse forma, sua
atividade enzimatica é quantificada pela medida da conversdo do substrato a
taxa maxima, onde uma unidade de ASNase (U) corresponde a quantidade de
enzima necessaria para converter 1 ymol de L-Asn, em 1 ymol de L-Asp e NH3s
por minuto, sob as condicGes de temperatura e pH abordadas [35]. Em geral,
estudos voltados a aplicagdo como biofarmaco costumam utilizar a
quantificacdo em pH aproximado ao do plasma sanguineo (7,4) e temperatura
de 37°C.

Assim, para medir a conversao de substrato, foram desenvolvidos varios
métodos de quantificacdo baseados na determinacdo L-Asp ou NHs. Os
métodos que determinam o L-Asp incluem o método de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), [36—38] quantificacdo direta de aminoacidos por
dicroismo circular (CD) [39], eletroforese [40] e determinacdo de L-Asp por
complexacdo com hidroxilamina [41, 42]. Por outro lado, os métodos que
medem a quantidade de NHs liberada envolvem, em geral, o uso de reagentes
colorimétricos, como Nessler [43, 44] ou indofenol [45], que consistem na
reagdo da NHs com um reagente de cor seguido pela determinacdo
espectrofotométrica.

Em alternativa aos métodos colorimétricos, o NHz liberado também pode
ser medido por elétrodo de ion seletivo [46], ou com o método acoplado a
enzima glutamato desidrogenase o qual mede a oxidacdo de NADH para
sintese de glutamato a partir da NHs liberada pela hidrélise da L-Asn pela
ASNase [47]. Aléem desses, outros ensaios aplicados na determinagédo da
atividade da ASNase baseiam-se na medicdo da degradacdo de substratos
alternativos, como indoxina [35, 48] e o &cido L-aspartico B-(7-amido-4-
metilcumarina) [49]. Por fim, a condutimetria também pode ser utilizada como
ferramenta para medir a atividade enzimatica da ASNase, onde 0 aumento de

condutividade corresponde a producgédo simultanea de L-Asp e NHs [50].

29



Apesar de varios métodos de quantificacdo da atividade da ASNase
serem bem estabelecidos, ndo ha uma padronizacdo atual e nenhuma diretriz
oficial de controle de qualidade a ser seguida [51]. Devido a inexisténcia de
padronizacado, a atividade ASNase relatada na literatura é bastante diferente e
dispersa, tornando complexo comparar efetivamente a atividade enzimatica
"real" considerando a ampla variedade de aplicacbes da enzima. Como por
exemplo, ndo podemos garantir que uma nova cepa produz mais ASNase do
que microrganismos anteriores, caso diferentes métodos sejam aplicados em
diferentes condi¢bes de reacgéo.

O método mais comum, e amplamente utilizado, para quantificacdo de
ASNase é o método colorimétrico de Nessler. Este consiste na reacdo entre o
reagente de Nessler (tetraiodomercurato(ll) de potassio) e a NHs, liberada
durante a conversédo de L-Asn em L-Asp, fornecendo uma coloragdo amarela
caracteristica, que pode ser quantificada por espectrofotometria [43]. O método
de Nessler possui uma boa reprodutibilidade, no entanto, requer um cuidado
meticuloso para evitar interferéncia nos resultados [52], apresenta baixa
sensibilidade (nédo é preciso para atividades inferiores a 20 U.L™) [43] e envolve
0 uso de reagentes altamente toxicos [36, 49]. Além disso, 0 reagente de
Nessler ndo é seletivo para o ion de amobnio, e dessa forma, muitas
substancias podem interferir com a reacdo colorimétrica, como polimeros,
ésteres, sais [53, 54], surfactantes, alcoois, aminas e aldeidos, ou ainda,
temperatura de reacdo, tempo de coloracdo e taxa de agitacdo, 0s quais
podem afetar no desenvolvimento da cor deste reagente [55, 56].

Para superar algumas das limitagdes do método de Nessler,
particularmente em amostras de meio fermentado, um cenario bem mais
complexo, uma vez que varios microrganismos podem produzir bioprodutos a
base de amdnia, ou em meios com alto teor de NHsz que também afetam a cor
do reagente de Nessler [55], foram propostos alguns métodos alternativos para
a determinacdo da atividade da ASNase. Uma das abordagens classicas
consiste na determinacdo de &acidos hidroxamicos sintetizados pela reacao
enzimatica da ASNase com os aminoacidos L-Glu ou L-Asn e hidroxilamina
[41]. Em mais detalhes, em geral a ASNase converte L-Asn em acido [-
hidroxamato L-aspartico (AHA) na presenca de hidroxilamina, tipicamente
conhecido como método AHA. Em seguida, o AHA é complexado com ions
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férricos (Fe®*), desenvolvendo uma cor caracteristica vermelha mensuravel por
espectrofotometria de luz visivel [41]. A reacdo reversa também pode ser
usada para determinacdo da atividade da ASNase, e consiste na hidrélise do
AHA, também conhecido como método de indooxina [35]. Este ensaio é
baseado na reacdo da hidroxilamina, produto da hidrélise do AHA pela
ASNase, com a 8-hidroxiquinolina em pH alcalino, resultando na formacéo de
indooxina, um corante de verde oxindol intenso detectavel em comprimentos de
onda de 705 a710 nm [35, 48]. Embora, o método da indooxina seja bastante
sensivel (limite de deteccdo até 2.10° U.L?), este possui uma faixa de trabalho
limitada devido a instabilidade da hidroxilamina acima da neutralidade [48].
Outro método alternativo € o método fluorimétrico, que quantifica a 7-amino-4-
metilcoumarina, produto da degradacdo do &cido B-(7-amido-4-metilcumarina)
L-Asp pela ASNase, utilizando o espectrofluorimetro [49]; no entanto, este
ainda é pouco utilizado.

Nos ultimos anos, vem sendo realizados alguns estudos para melhorar a
sensibilidade, precisédo, reprodutibilidade e a confiabilidade dos protocolos
existentes para a maioria dos meétodos colorimétricos, nos quais foram
propostas adaptacdes e melhorias, como, por exemplo, alteracdo do tempo de
reacao enzimatica, composicdo dos reagentes, pH e molaridade dos tampdes
[35, 51]. Visando superar as desvantagens dos métodos colorimétricos, alguns
métodos utilizando CLAE foram desenvolvidos para determinar a atividade
ASNase, por meio da quantificacdo de L-Asp ou L-Asn (deplecao) [36—38]. Os
métodos para a determinacdo de aminoacidos por CLAE sao interessantes,
uma vez que podem quantificar ndo sé o L-Asp produzido, mas também o L-
Asn consumido durante a rea¢do enzimatica.

Recentemente, Nath et al. [36] determinaram a atividade de ASNase
pela quantificacdo de L-Asp produzida apds incubacdo de amostras de plasma
com L-Asn, utilizando CLAE com detector de fluorescéncia. O ensaio consistiu
na derivatizagdo dos produtos enzimaticos com o-ftaldeido seguido da
separacdo em cromatografia em fase reversa e deteccao por fluorescéncia a
357 nm (excitagdo) / 455 nm (emissdo) [36]. Este método mostrou excelente
reprodutibilidade, sensibilidade e linearidade, uma vez que avalia ndo s6 a

producdo de L-Asp ou L-Glu, mas também o consumo dos substratos, L-Asn e
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L-GIn [36]. No entanto, trata-se de um método com longo tempo de execucao e
de complexidade relativamente maior que os demais métodos colorimétricos.

Apesar da grande quantidade de métodos de quantificacdo da atividade
ASNase, somente a Farmacopéia Chinesa possui monografias a respeito da
quantificacdo da ASNase para fins farmacéuticos [57]; e para aplicacdes
alimentares, a Food and Drug Administration (FDA) indica o método Nessler
para ser utilizado em amostras que contenham ASNase pura [58]. Assim,
considerando a escassez de protocolos padronizados e diretrizes de controle
de qualidade farmacéutica, protocolos padroes para medir o atividade de
preparacdes de ASNase sao dificilmente relatados [51].

Neste contexto, considerando a variedade de métodos e a auséncia de
padronizacao "oficial* pelas agéncias reguladoras, existe a necessidade de
encontrar o método mais adequado através de uma comparacado critica entre

0s métodos estabelecidos na literatura.
1.3 Estabilidade proteica na presenca de LlIs

Dentre os produtos biotecnolégicos, os biofarmacos representam uma
das classes mais importantes, uma vez que trazem grandes avangos para a
area farmacéutica, em especial, no que diz respeito a producdo de
biomoléculas complexas [59]. Adicionalmente, a atual possibilidade de
tratamento especifico e personalizado estad também amplamente associada ao
avanco da industria de biofarmacos [60].

Os biofarmacos, ou farmacos bioldgicos, sdo farmacos de origem
proteica ou derivada de acidos nucléicos produzidos por fontes biolégicas
modificadas ou processos biotecnoldgicos, os quais podem oferecer vantagens
adicionais aos farmacos convencionais (pequenas moléculas de menor
complexidade), como por exemplo, maior poténcia e maior especificidade
proporcionada por sua estrutura complexa [61]. Devido a alta complexidade
estrutural e maior tamanho, o grande desafio na utilizacdo dos biofarmacos é
manter a sua estabilidade estrutural durante o processo de producao,
isolamento, armazenamento e administracéo [62]. Isso ocorre particularmente
devido a presenca de osmdlitos, ions, enzimas ou anticorpos presentes nas
vias de administragéo, além da presenca de diferentes solventes ao longo dos

processos de producdo e estocagem, 0s quais podem agir sobre a estrutura
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proteica, tornando os biofdrmacos muito mais suscetiveis a alteracdes [61, 63,
64]. De forma simplificada, e como exemplificado na Tabela 1, os biofarmacos
apresentam maior suscetibilidade a modificacbes comparativamente ao

farmacos sintéticos, devido a baixa estabilidade estrutural, complexidade de

processos de manufatura e de downstream, entre outros.

Tabela 1. Principais diferencas entre os farmacos sintéticos e os biofarmacos.

Farmacos Sintéticos

Biofarmacos

Moléculas Pequenas (ex. acido Grandes (de 2 mil a 25 mil atomos)
acetilsalicilico: 21 atomos)[65] [65]

Estrutura Simples Complexas

Estabilidade Estaveis Instaveis

Caracterizacdo

Simples e completa

Dificil e incompleta

Manufatura Previsivel pelo processo Variavel, produzido por sistemas
guimico Vivos
Possibilidade de obtengcdo de Impossivel de realizar copias
cépias idénticas idénticas
Genéricos e similares Biossimilares
Downstream Menos etapas Muitas etapas (como por exemplo,
etapa extra para remocdo de debris
celulares)
Patentes Geralmente Unica Multiplas
Imunogenicidade Ocasional Frequente
Custos de US$ 30 milhdes a US$ 100 US$ 200 milhdes a US$ 500
produgcdo - larga milhdes[65] milhdes[65]
escala

Fonte: a propria autora, adaptado de Pinto, 2016 [66].
Em geral, os medicamentos biol6gicos sdo conhecidos pela expressao

“o0 processo é o produto”, o que demonstra a grande importancia dos detalhes
do processo de manufatura que podem alterar a qualidade final do produto.
Qualqguer variacao de processo resulta em um produto distinto, e por se tratar
de producao biologica, esta susceptivel a pequenas modificacbes que ocorrem
naturalmente [67], e portanto, copias exatamente idénticas de medicamentos
biologicos ndo podem ser produzidas [66]. Adicionalmente, por se tratarem de
macromoléculas, os biofarmacos sédo passiveis de desencadear diferentes
respostas imunes. Pequenas alteragdes que podem ocorrer naturalmente nas
moléculas no ambiente celular ou perda de estrutura ao longo das etapas

produtivas, podem aumentar a imunogenicidade desses farmacos. Outro ponto
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€ que por serem recuperados de meios biol6gicos, podem apresentar
diferentes impurezas, quando comparadas aos sintéticos, que contribuem para
a imunogenicidade final do produto. Assim, esta € uma importante diferenca
entre os farmacos sintéticos e os biologicos [66].

Dessa maneira, a industria de biofarmacos apresenta ainda muitas
dificuldades tecnologicas quando comparada a indastria farmacéutica
tradicional baseada em sintese quimica. A base cientifica inerente a producéo
de biofarmacos € muito mais recente que a de sintese quimica, que por sua
vez possui mais de um século de desenvolvimento. Assim, 0s processos de
biotecnologia moderna utilizados na producdo biofarmacéutica sao
extremamente novos, sem acumulo suficiente de conhecimento [60].

Segundo a Emerging Therapeutic Company Investiment and Deal
Trends, o setor que os capitais de risco mais investem é a oncologia, devido ao
maior retorno financeiro, quando comparada as demais frentes biotecnolégicas
[60]. Logo, um dos desafios da industria é atender a este mercado crescente,
aumentando sua escala de producdo e mantendo a qualidade do produto.
Avancos nessa area se direcionam as melhorias de processos como: sistemas
de expresséao celular; eficiéncia de purificacdo; estabilizacdo; entre outros que
impactam diretamente sobre o custo e a qualidade dos bioprodutos [65].

Assim, para obter produtos de alta qualidade e tratamento efetivo é
necessario que o biofarmaco na sua forma final, se apresente na sua forma
mais estavel, com a manutencéo de sua atividade biol6gica e com alto indice
de pureza [68]. De fato, uma das principais barreiras a larga producédo de
biofarmacos pela industria farmacéutica se relaciona com as modificacdes
estruturais que podem ocorrer nas proteinas utilizadas como agentes
terapéuticos [64]. Neste caso, além da viabilidade e qualidade do produto,
deve-se levar em conta os solventes utilizados durante o processamento do
biofarmaco, uma vez que exibem alta influéncia na estabilizacédo do produto ao
longo do processo produtivo, uma vez que exibem alta influéncia no custo e
qualidade do produto final [69]. Além do custo, devido a razdes toxicologicas e
ambientais, a industria farmacéutica busca minimizar o nimero e a quantidade
de solventes utilizados na producgédo de farmacos. Adicionalmente, por serem

toxicos podem acelerar a degradacéao estrutural do produto [70].
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A conformacao nativa de proteinas é resultado de interagcdes complexas
como interacdes hidrofobicas, ibnicas e ligacdes de hidrogénio. A estrutura de
proteinas e consequentemente suas funcdes, sdo moduladas por alteracbes
das interacdes intra e intermoleculares da cadeia polipeptidica, como por
exemplo, resultado da presenca de diferentes solventes [71]. A perda da
estabilidade pode levar a desnaturacdo proteica, processo onde a proteina
perde a sua estrutura terciaria e secundaria e/ou sua atividade biologica na
presenca de, por exemplo, acidos ou base fortes, altos niveis de sais e altas
temperaturas. Assim, a utilizacdo de Liquidos I6nicos (LIs) como agentes
efetivos na manutencao da estabilidade nativa de proteinas, principalmente no
que diz respeito as suas funcdes biocataliticas, tém sido bastante estudadas.
Diversos trabalhos tém avaliado as interac6es entre proteinas e co-solventes,
trazendo novas perspectivas sobre o comportamento e propriedades das
proteinas, suas interacdes com os solventes e alteracdes conformacionais [72].

As modificacdes estruturais de proteinas levam a alteracdes em sua
funcdo bioldgica, as quais podem promover sua estabilizacdo ou desnaturacao.
Em geral, qualquer estresse no ambiente ao redor da proteina, como a simples
mudanca de temperatura, pressdo ou adicdo de eletrélitos, podem levar a
modificacdes estruturais cruciais para a perda ou manutencdo da sua funcao
biologica [73]. Assim, as proteinas sdo consideradas extremamente sensiveis
as caracteristicas do meio em que se encontram. Um exemplo, é a energia livre
de Gibbs descrita para desestabilizar a estrutura proteica até o estado de
desenovelamento que é muito baixa, o que corresponde a 60 kJ por mol de
proteina, aproximadamente, a energia equivalente a quebra de apenas 3
ligacdes por ponte de hidrogénio (H) [73, 74].

Sendo assim, a baixa estabilidade de proteinas resulta do ténue
equilibrio de forcas moleculares nomeadamente, interacées hidrofébicas, de
van der Waals, eletrostéaticas, ligacdes por pontes de hidrogénio, tendéncia
intrinseca (entropia conformacional, interagbes locais) e também resulta de
fatores fisicos (temperatura, agitacdo, pressédo) [64, 75]. Enquanto a
estabilizacdo da estrutura tridimensional das proteinas é resultado dessas
interacdes, a desestabilizacdo € principalmente associada a componente
entropica devido a perda da configuracédo da cadeia enovelada (“folded”) [75].

O desenovelamento de proteinas pode ser reversivel ou irreversivel. Assim, em
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muitos casos, durante o processo de desenovelamento, pode ocorrer também
a agregacao de proteinas, o que limita ainda mais a estabilidade proteica [73].
A agregacao proteica in vivo € responsavel por doencas como a doenca de
Alzheimer e a doenca de Huntington [76] e ainda representa um significante
fator imunogénico [77]. In vitro, a possibilidade de agregacdo deve ser
considerada em varias etapas de diferentes processos industriais. Por
exemplo, no campo farmacéutico, a agregacao in vitro limita o tempo de
prateleira de farmacos baseados em proteinas, além de dificultar formulacdes
biocataliticas em laboratérios e processos em larga escala [64], jA que
agregada, a enzima pode apresentar sua funcdo biolégica reduzida ou
inativada. Além desses, 0s processos de producédo de proteinas recombinantes
em sistemas de expressao bacterianas também sao afetados pela agregacéo,
uma vez que as proteinas quando expressas em corpos de inclusdo, apenas
ap0s a ruptura da célula essas proteinas serdo solubilizadas e entdo
enoveladas para sua estrutura nativa ativa de acordo com as condi¢cées do
meio onde serao liberadas [78].

Portanto, para tornar as proteinas mais tolerantes as condicdes
processuais na induastria, existem algumas possibilidades como mutacéo sitio-
dirigida da proteina, modificacbes estruturais por adesdo a suportes solidos,
encapsulacdes, ou alternativamente, e de uma forma bem mais simples, a
estabilidade enzimética pode ser alcancada pela escolha apropriada do
solvente no qual a proteina € solubilizada [79, 80]. No entanto essas
estratégias ndo garantem a estabilidade térmica das mesmas [81]. Assim,
devido a instabilidade da manipulacdo in vitro de varias proteinas, a utilizacao
de agentes estabilizadores é fundamental para assegurar a estabilidade
biolégica durante todo o processo de producdo (etapas de upstream e
downstream), bem como na formulacdo a longo prazo do produto terapéutico
proteico [82].

Como o solvente tem forte influéncia na estabilizacdo da estrutura
proteica, a busca de processos mais ambientalmente sustentaveis esta levando
a substituicdo de solventes organicos por solventes alternativos, o que também
além de estabilizar melhor a molécula proteica, reduz a exposi¢cdo dos
biofarmacos a solventes toxicos, e também traz melhorias ao processo de

producédo de biofarmacos devido a reducéo dos residuos toxicos gerados [70].
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Neste contexto, os LIs sdo compostos ibnicos que apresentam uma
grande deslocalizacdo de carga, e foram previamente definidos como sais de
baixo ponto de fusédo e designados por Lls, comumente devido aos pontos de
fusdo menores que 100°C [83]. Os LIs séo, de uma forma geral, constituidos
por um cation organico e um anion inorganico (ou organico) e apresentam uma
série de propriedades fisico-quimicas interessantes como: baixa pressdo de
vapor; baixos pontos de fusdo; alta estabilidade térmica, quimica e
eletroquimica [84], grande capacidade de solvatacdo [85], alto grau de
ajustamento das suas propriedades fisico e/ou quimicas através de uma
escolha apropriada do anion e/ou cation [86, 87] podendo assim promover alta
seletividade a diferentes compostos, grande capacidade de interacdes
intermoleculares [88, 89], e/ou capacidade de superativar enzimas [90]. Assim,
0os LIs assumem um grande potencial como meio solvente para diversos
processos de biocatalise [91][88, 91], extracdo [92] e estabilizacéo [62, 88]. Em
especial, devido a grande especificidade das interacdes intermoleculares entre
os LlIs e as proteinas, € fundamental a escolha adequada do LI, visto que uma
escolha inapropriada do LI pode levar a reducao da estabilidade estrutural de
proteinas, ou ainda, contribuir para reducdo de sua estabilidade térmica,
resultando na diminuicdo ou perda de sua atividade biolégica [93, 94].

Assim, considerando que em processos bioldgicos envolvendo
proteinas, a manutencdo da estrutura nativa e enovelamento sdo essenciais
para a sua funcdo enzimatica, o uso de LIs tem se mostrado particularmente
interessante em processos de extracdo e purificacdo, também conhecidos
como processos downstream. No final das etapas de downstream, a proteina
deve manter sua estrutura nativa intacta e sua funcdo biolégica. No entanto,
realcando novamente que os Lls podem afetar a estabilidade estrutural das
proteinas, uma vez que a estabilidade e funcdes cataliticas destas resultam de
um equilibrio ténue das forcas moleculares que afetam a estrutura proteica
quando em solugéo [73].

E amplamente conhecido que a hidratacdo dos ions perturba a estrutura
da &gua e, consequentemente, influencia a atividade biolégica e o
comportamento catalitico de véarias enzimas [88]. Em baixas concentracdes de
sais inorganicos, o efeito observado sobre as proteinas é dominado pelas

forcas eletrostaticas entre os ions e a proteina carregada. Acima de
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determinadas concentragfes de sais inorgéanicos, o efeito especifico de ions se
sobrepbe aos demais efeitos, crescendo quando a concentracdo de sal é
aumentada [95]. Dessa forma, em baixas concentracbes, as forcas
eletrostaticas ndo especificas levam ao aumento da solubilidade das proteinas
(efeito salting in), e em altas concentragdes, a adigdo de sal pode precipitar a
proteina (efeito salting out) de modo ion-especifico [95].

Em geral, os efeitos de hidratacdo de proteinas por diferentes sais
seguem a tendéncia da capacidade de salting in/salting out. Anteriormente, foi
avaliado o poder estabilizador de varios sais sobre a estrutura proteica, 0s
quais foram organizados em uma série, conhecida como série de Hofmeister,
onde para os sais estudados, a variacdo do anion se mostrou mais eficiente
para estabilizacdo, do que a variagdo do cation, portanto os efeitos da série
Hofmeister sdo em geral associados ao anion dos sais inorganicos. No entanto,
algumas modificacbes a esta série vém sendo observadas quando sé&o
utilizadas solucdes aquosas de Lls, devido principalmente aos efeitos
especificos dos ions (organicos e inorganicos) sobre as propriedades da agua,
0 que leva a modificagBes nas interacfes proteina-agua e estes ions acabam
interagindo diretamente com a proteina [88, 96, 97]. Desse modo, é evidente
gue uma escolha adequada do céation ou anion do LI e o fino ajuste de suas
propriedades fisico-quimicas podem assim afetar positivamente a estrutura,
atividade e estabilidade de varias enzimas [71]. Lls hidrofilicos, quando
dissolvidos em solucédo aquosa, se dissociam em cations e anions individuais
[71], e assim podem estabilizar proteinas através de algumas mudancas
especificas na estrutura que podem levar a exposicdo do sitio ativo. Nesse
caso, as mudancas no comportamento enzimatico resultam nao apenas dos
efeitos salting-in/salting-out e das propriedades dos solventes, mas também
resultam da contribuicdo dos efeitos de cada ion individualmente [97].

Dentre as diversas classes de LlIs estudados, os LIs derivados de colina
tém recebido grande atencdo, particularmente, por serem capazes de
estabilizar a estrutura de biofarmacos, como anticorpos monoclonais [98], de
aumentar a estabilidade e a atividade de moléculas bioativas, como o
citocromo ¢ [99], rubisco [100], BSA [101] e quimotripsina [102]. E importante
ressaltar, embora tenha ja sido reportado um numero crescente de estudos que

mostrem a estabilizacdo de proteinas com LIs, que a estabilidade resulta de
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uma série de efeitos cumulativos de interagées muito especificas entre os LIs e
cada proteina, ndo tendo sido descrito até o presente momento, nenhuma seérie
de cétions ou anions de LIs que sejam estabilizadores, e particularmente, nédo
existe qualquer estudo a respeito da interagcdo dos Lls diretamente com a
ASNase.

1.4 Extracéo e Purificacdo de biofarmacos utilizando SABs

A alta complexidade estrutural dos biofarmacos complica também o
conjunto das operacdes de extracao, purificacdo e aplicacdo, devido ao grande
tamanho e a susceptibilidade a degradacédo [61]. Por este motivo, € necessaria
uma busca por processos de downstream mais biocompativeis (i.e. mais
compativeis com a biomolécula de interesse) e estabilizadores para esses tipos
de produtos terapéuticos.

Dentre as técnicas atualmente mais utilizadas para a extracdo e
purificacdo de biofarmacos a partir de meios fermentados, destacam-se a
precipitagdo com sulfato de amonio, seguido por cromatografia de troca idnica
elou filtracdo em gel [103-106], entre outras técnicas cromatograficas, e 0s
processos de extracdo solido-liquido e liquido-liquido [107, 108]. Esta ultima
técnica € uma das mais utilizadas industrialmente para concentracdo de uma
grande variedade de biomoléculas de pequena massa molecular, e consiste na
simples extracdo do soluto de interesse com uso de uma fase extratante com
solventes organicos volateis (por ex. acetato de etila, acetonitrila, acido
tricloroacético, entre outros). A ampla utilizacdo da extracdo liquido-liquido é
resultado do seu baixo custo e dos altos rendimentos processuais [109].
Apesar da sua larga aplicabilidade, a utilizacdo de solventes orgéanicos volateis
em processos de extracdo apresenta varios riscos para a saude humana e ao
meio ambiente, principalmente a atmosfera, o que acabou por levar a uma
recente contestacado por varias organizacbes ambientais e de saude publica
[110]. Adicionalmente, os processos de extracdo liquido-liquido baseados em
solventes organicos nédo proporcionam um ambiente de extracdo estavel e
biocompativel para a recuperacao de diversos tipos de bioprodutos complexos,

particularmente, os farmacos proteicos.
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Todos os fatores negativos da utilizacdo de solventes organicos volateis
levaram ao ressurgimento do interesse pelos processos de extracdo liquido-
liquido utilizando sistemas aquosos bifasicos (SABs) como alternativa
promissora para a extracdo de varios bioprodutos, uma vez que, por serem
compostos majoritariamente por agua, apresentam-se como técnicas mais
biocompativeis para diferentes tipos de biomoléculas (células e organelas) e
substancias com atividade biologica (proteinas, enzimas, antibioticos, etc.)
[111].

Os primeiros SABs foram obtidos pela combinacdo de diferentes
componentes como polimero-polimero ou polimero-sal [112], os quais
permitiam a formacéo de duas fases imisciveis quando combinados com agua
acima de uma determinada concentracdo. Este tipo de sistemas apresentam
uma série de caracteristicas e propriedades fisico-quimicas, ajustaveis sob
diferentes concentracbes de agentes formadores e temperaturas,
indispensaveis na formacado e dimensionamento dos processos de separacao
em uma escala industrial. Os SABs ja foram satisfatoriamente testados na
separacdo de diversos compostos biolégicos, como &cido desoxirribonucleico
(DNA), proteinas, enzimas, alcaloides, antibioticos, dentre outros [111].

Apesar de terem sido descobertos em meados de 1950, no final do
século passado, a baixa polaridade das fases coexistentes em equilibrio dos
SABs de base polimérica conduziu ao desinteresse coletivo de seu estudo e
aplicacdo. No entanto, em 2003, Gutowski et al. [113] deram um novo impulso
a esse tipo de sistemas, quando promoveram a sua formacdo com a simples
dissolucdo de dois Lls em agua. Esses SABs induziam a formacdo de uma
regido de imiscibilidade como resultado da dissolucdo de um sal com alta
densidade de carga, e um outro de baixa densidade de carga, permitindo a
hidratacéo preferencial de uma das fases em equilibrio.

Desde o surgimento dos primeiros SABs utilizando LIs, varios SABs com
LIs e sais organicos e inorganicos foram, entretanto, caracterizados.
Adicionalmente, foi também avaliada capacidade desses sistemas na extracao
e separacdo de um grande numero de biomoléculas [114-117]. Em geral, foi
verificado que pela combinacdo adequada cation/anion os rendimentos de
extracao, purificacao e recuperacdo, e muitas vezes até mesmo a seletividade,

podem ser aumentados consideravelmente [118]. Posteriormente, foi também
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demonstrado que é possivel utilizar os LIs como coadjuvantes (quando
adicionados em pequena quantidade para alterar a polaridade das fases) em
SABs convencionais polimero/sal inorganico [85], bem como substituto desses
mesmos sais [107, 118] levando a obtengdo de maiores coeficiente de particao.
Estes SABs compostos por polimeros/LIs proporcionaram melhor ajustamento
da polaridade das duas fases aquosas. A biocompatibilidade e capacidade
extrativa destes sistemas foi j& demonstrada para uma série de produtos com
interesse biotecnolégico, como por exemplo, na particdo de anticorpos [98],
enzimas [90], antibi6ticos [114], pigmentos [119].

Apesar da efetividade de varios SABs com LIs na extracdo seletiva de
antibioticos e outras biomoléculas, a obtencdo de um alto rendimento e indice
de pureza nos processos de extracdo e recuperacdo de proteinas, este ainda
constitui um grande desafio para a industria biotecnoldgica, uma vez que estes
processos expdem a molécula-alvo (intracelular ou periplasmética) a um meio
fisico-quimico capaz de alterar a configuracdo da proteina nativa,
principalmente quando se objetiva a recuperacao e purificacdo de enzimas [25].
Desse modo, é evidente que uma escolha apropriada do tipo de SABs e
parametros processuais que se aproximem mais das condi¢des fisioldgicas,
pode evitar alteracBes estruturais significativas e constituirem-se assim
alternativas efetivamente validas aos processos tradicionais de extracao
liquido-liquido.

Nesse contexto, considerando o alto teor em agua e a possibilidade de
desenhar adequadamente as caracteristicas do processos de extracao liquido-
liguido, os SABs se apresentam como a alternativa biocompativel e
ambientalmente favoravel para a recuperacdo e purificacdo de diferentes
bioprodutos [92], particularmente, se na formulacdo dos SABs, se considerar: o
uso de polimeros inertes, biocompativeis e biodegradaveis, tais como
polietileno glicol (PEG) [120] e polipropileno glicol (PPG) [121]; o uso de
solugdes tampdes que simulam o ambiente celular; o uso de sais derivados de
fontes renovaveis com toxicidade e custos reduzidos, como 0s sais a base de
colina [122]. A formulacdo desse novo tipo de SABs faz com que este tipo de
plataforma de extracdo se adeque cada vez mais aos principais principios da
Quimica Verde [123]. Além disso, estas classes de SABs foram ja descritas

como plataformas com uma grande capacidade para a particdo seletiva de
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biomoléculas e biofarmacos similares [111, 124, 125]. Em geral, nestes
sistemas, as proteinas nativas sdo muito hidrofilicas para serem solubilizadas
na fase relativamente mais hidrofobica (fase rica em polimero) e, portanto, as
proteinas sdo excluidas da fase rica em polimero devido a interacdes de
hidrofobicidade/hidrofilicidade [126]. Os sistemas polimeros/sais (por exemplo
PEG-fosfato) exibem diferencas relativamente grandes em relacdo a
hidrofobicidades de fase, de modo que a concentracdo de solvente e a
hidrofilicidade da fase rica em sal sdo significativamente maiores do que na
fase superior rica em PEG, favorecendo a separagcdo de fases e
particionamento seletivo [127].

As caracteristicas dos sistemas de polimero/sal ou (LIs) permitem
controlar a particdo das moléculas pelo simples ajuste da composicdo do
sistema. Assim, determinados sais podem ser utilizados para manipular tanto
as propriedades das fases quanto as propriedades das proteinas, a fim de
obter diferentes particbes. Fatores como o tipo, a massa molecular e a
concentragdo do polimero utilizado, assim como o tipo e a concentragéo do sal
empregado nos SABs controlam a particdo de proteinas nos sistemas
polimero/sal ou Lls [128, 129]. No entanto, os efeitos desses fatores sobre a
particdo ainda ndo podem ser preditos, visto que 0os mecanismos de particao
sdo muito dependentes do tipo de biofarmaco-alvo, e devido a alta
complexidade destes solutos, ainda existe uma falta de entendimento dos
mecanismos que controlam o particionamento de macromoléculas nesses
sistemas.

Em geral, busca-se compreender melhor os mecanismos através do
estudo da particdo de uma molécula-alvo, onde as diferencas da
hidrofobicidade relativa das fases e das propriedades eletrostaticas de cada
fase coexistente nesses SABs atuam como fatores predominantes no controle
dos mecanismos de particdo. Observa-se que para proteinas a particido €
proteina-especifica, e independe da massa molecular ou tamanho, quando
polimeros de baixa massa molar sdo utilizados. Apenas a natureza e o arranjo
quimico das partes proteicas expostas ao solvente afeta o comportamento de
particdo das mesmas [128].

Dessa forma, combinar a diferenca de hidrofobicidade das fases e
diferentes efeitos eletrostaticos pela adicéo de diferentes sais € uma plataforma
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eficiente para o controle da particdo de proteinas. Considerando que as
proteinas possuem cargas em determinados valores de pH, a melhor estratégia
para controlar a particdo destas € por meio da manipulacdo na composicao
iGnica. A composicdo idnica de SABs afeta as propriedades dos solventes de
cada fase e ainda, afeta as interacdes proteina-solvente devido a alteracdo dos
grupos carregados das proteinas, mudando a interacdo dos sais ou a
habilidade dos grupos polares em participar de ligagbes por ponte de
hidrogénio [130].

Assim, a escolha de diferentes sais ou Lls para compor os SABs € uma
ferramenta muito util para criar determinadas condi¢cdes nos sistemas que
levem a particdo seletiva mesmo para moléculas com estrutura muito préximas
da proteina alvo que se pretende particionar. A natureza do sal ou LI em SABs
polimero/sal ou polimero/LI pode afetar a formacdo de fases tanto quanto a
natureza dos polimeros. Observa-se que a utilizacdo de polimeros de baixa
massa molecular e também de diferentes Lls alargaram o0 numero de
possibilidade de ajuste dos mecanismos de particdo de solutos em sistemas
polimero/sal [129, 131]. No entanto, essas modificacdes devem ser levadas em
conta quando o pH afeta a particdo da biomolécula. Nesses casos, 0 sistema
deve ser tamponado no pH ideal.

Considerando as grandes vantagens dos LIs como agentes
estabilizadores de proteinas, em particular enzimas, e na sua capacidade de
particdo seletiva de proteinas, estes surgem como alternativa ideal para
recuperar a proteina de interesse deste trabalho, a ASNase. Inclusive, a
eficiéncia dos LIs como solventes alternativos para biocatélise e/ou extracdes
da propria ASNase ja foi relatada [107]. Santos et al. [107] demonstraram a
capacidade de SABs compostos por polimeros/LIs como plataformas eficientes
para a extracdo in situ de ASNase produzida por E. coli usando SABs, e foi
capaz de concentrar a enzima na fase rica em polimero, enquanto as proteinas
contaminantes foram particionadas preferencialmente para outra fase,
chegando a um fator de purificacdo de 173.8 quando combinado a técnicas de
precipitacdo. Qin et al. [132] relataram a extracdo in situ da ASNase, em
sistemas micelares a base de Triton-X100, no entanto a ASNase de E. coli foi
particionada principalmente para fase rica em fosfato, alcancando um

coeficiente de particdo de apenas 0,6. Ainda utilizando SABs micelares, foi
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relatado o uso de um sistema termossensivel para extracdo da ASNase, e o
rendimento do processo atingiu 73,3%, sendo a ASNase concentrada para a
fase rica em micelas (57). Os diferentes comportamentos de particdo, nos
diferentes SABs, pode estar ligado a capacidade das regifes hidrofébicas da
superficie da enzima serem mais ou menos expostas, dependendo da fonte a
partir da qual foram obtidas e, principalmente, do meio ambiente em torno da
proteina, que o solvente forneceu, neste caso as fases coexistentes em
equilibrio.

Os estudos anteriores mostraram que o0s SABs utilizando Lls e
polimeros sdo muito promissores para a recuperacdo da ASNase a partir de
meios fermentados, ou lisados celulares, complexos. Desse modo, nesta tese
foi avaliada a capacidade da extracao liquido-liquido, através da utilizacdo de
SABs com LIs (SAB-LIs), como uma ferramenta (til para a recuperacdo e
purificacdo de ASNase recombinante produzida por microrganismos, como
uma metodologia alternativa ndo apenas mais econémica, mas também mais

sustentavel, biocompativel e inerte.

44



2. Objetivos

45



2. OBJETIVOS

Com este trabalho buscou-se obter e caracterizar SABs-LIs que
possibilitem aumentar a eficiéncia de extragdo da ASNase produzida por E.
coli, visando aumentar a biocompatibilidade e sustentabilidade dos processos
de extracao liquido-liquido.

Para isto, o trabalho foi dividido em quatro desafios, 0s quais estao
diretamente relacionados a cada uma das fases do mesmo:

1- Analise dos métodos de quantificacdo da atividade da ASNase, e

validacdo de uma metodologia adaptada para este estudo;

2- Estudos de estabilidade da ASNase na presenca dos possiveis
componentes dos SABs, tais como Lls, sais e polimeros, sob
diferentes condicbes experimentais como tempo, temperatura,
concentracao e pH,

3- Selecao das melhores condi¢cbes de particdio com ASNase comercial
nos sistemas que proporcionam maior estabilidade ao biofarmaco;

4- Avaliacdo da performance extrativa da ASNase a partir de lisado

celular de E. coli recombinante.
2.1 Objetivos especificos

o Estabelecer uma correlacdo da medida de atividade da ASNase por
diferentes métodos colorimétricos (Nessler, AHA e indoxina) e um
método direto (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, CLAE);

o Propor e validar um método adaptado para a determinacdo da
atividade enzimatica para uso nas posteriores etapas;

o Avaliar a estabilidade e determinar a atividade da ASNase ao longo do
tempo em diferentes concentracbes de: i) sais derivados de colina -
cloreto de colina ([Ch]CI), acetato de colina ([Ch][Ac]), propanoato de
colina([Ch][Pro]), butanoato de colina ([Ch][But]) e hexanoato de colina
([Ch][Hex)]); ii) polimeros - polietilenoglicol de massa média 600 g.mol*
(PEG 600) e polipropilenoglicol de massa média 400 g.mol* (PPG 400);

bem como avaliar a estabilidade e atividade da ASNase em diferentes
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condi¢cbes experimentais de temperatura (25, 37 e 50°) e pH (5 a 11) ao
longo do tempo;

o Selecionar o composto que melhor estabiliza a enzima ao longo do
tempo, e avaliar a manutencéo da estrutura nativa da ASNase utilizando
analises de fluorescéncia, dicroismo circular e calorimetria de varredura
diferencial buscando compreender o mecanismo de interacdo entre 0s
agentes estabilizadores e a estrutura da ASNase;

o Criar uma plataforma capaz de controlar a particdo da enzima ASNase
comercial utilizando SABs compostos por polimeros e sais/LIs, com
base nos compostos anteriormente estudados que promoveram maior
estabilidade ao longo do tempo para a ASNase e sejam capazes de
manter a atividade da mesma ao fim do processo;

. Validar a plataforma de extracdo e purificacdo da ASNase por meio da
avaliacdo da performance extrativa dos SABs selecionados utilizando a

ASNase recombinante a partir de lisado celular obtido de E. coli.

Para facilitar a compreenséo das atividades realizadas neste projeto
de doutorado, na Figura 3 é apresentado um fluxograma relacionando cada

objetivo especifico e as respectivas fases do trabalho.
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Andlise de métodos de quantificacdo
Métodos Quantificacdo

Correlagao dos métodos

I I
v

Liquidos I6nicos ([Ch]*) Estabilidade da ASNase

Método adaptado

- Estrutura
g Polimeros Tempo, Temperatura, pH Proteica
ki | |
v
Ensaios de Partigcao
Compreensado dos

Fase 3

Manutencao da atividade
ASNase comercial

mecanismos de particao

A 4
Extracdo da ASNase
<t
g v R
& Extracdo a partir do Manutencgdo da
lisado celular atividade da ASNase

Figura 3. Fluxograma representando os objetivos especificos agrupados por fases do trabalho
desenvolvido.

Fonte: a propria autora.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

A L-asparaginase comercial (PDB: 1K2X) utilizada neste estudo foi
adquirida da ProsPec-Tany (Cédigo: ENZ-287, Rehovot, Israel) com atividade
especifica de 225 U.mg™. Acetato de colina ([Ch][Ac]) foi obtido da empresa
lolitec® (Alemanha). Cloreto de colina ([Ch]CI), dihidrogenofosfato de colina
(I[Ch][DHP]), acido propanoico, acido butanoico, acido hexanoico, hidroxido de
colina (46% m/v), polipropilenoglicol de massa molecular média 400 g.mol*
(PPG 400), polietilenoglicol de massa molecular média 600 g.mol* (PEG 600),
padréo de asparagina (L-Asn, 299%), padrao de acido aspartico (L-Asp, 299%),
mercaptoetanol, o-ftaldeido (OPA), acetonitrila (=90%), metanol (=90%), acido
B-hydroxamato L-aspartico (AHA) (290%), hidroxilamina (>99%), propionato de
hidrogeno-ortofosfato de di-potéssio, tetraborato de sdédio, acido propibnico
(290%), acrilamida, triptona, extrato de levedura, carbenicilina, IPTG, azul de
bromofenol, acrilamida/bis-acrilamida (29:1) 30% v/v, dodecil sulfato de sédio
(do inglés “sodium dodecyl sulfate — SDS”), B-mercaptoetanol e persufato de
amonio foram obtidos da Sigma-Aldrich (Brasil). N,N,N,N-tetrametil-
etilenodiamina (TEMED) foi adquirido da ThermoFischer. HYDRANAL ®-
Methanol Rapid e HYDRANAL®-Composite 5 utilizados para o titulador
automatico Karl Fischer (Metrohm) foram obtidos da Honeywell Research
Chemicals (Fluka). O reagente de Nessler foi adquirido da Merck® (Brasil). Para
determinacdo de proteinas totais pelo método de Bradford foi utilizado o
reagente concentrado “Protein Assay Dye” obtido da Bio-Rad.

Os demais reagentes utilizados: cloreto férrico (FeCls), &cido
tricloroacético (TCA), acido cloridrico (HCI), cloreto de sédio (NaCl), fosfato de
potassio mono e dibasico (K2HPO4 e KH2POa4), sulfato de aménio ((NH4)2S0a4),
TRIS (hidroximetil) aminometano e glicerol foram todos de grau analitico. A
agua ultrapura utilizada para os ensaios foi duplamente destilada, passou pelo
sistema de reserva-osmose, e posteriormente foi filtrada e passou pelo sistema
de troca ionica Millipore Milli-Q.

As estruturas quimicas dos LIs e polimeros utilizados para os estudos de

estabilidade proteica estao expostas na Figura 4.
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Figura 4. Estrutura quimica dos compostos estudados como estabilizadores da estrutura
proteica da ASNase: a) Cloreto de colina; b) Colina dihidrogenofosfato; ¢) Acetato de colina; d)
Propanoato de colina; e) Butanoato de colina; f) Hexanoato de colina; g) Polietilenoglicol e h)
Polipropilenoglicol.

Fonte: a propria autora.
3.1.1 Preparo dos Liquidos l6nicos (LIs)

Os seguintes Lls derivados de colinas, propanoato de colina [Ch][Pro],
butanoato de colina [Ch][But] e hexanoato de colina [Ch][Hex], foram
sintetizados pelo nosso grupo BioPPul (Bioproducts Production and Purification
Lab), de acordo com o protocolo padrédo previamente estabelecido [134]. O
preparo de cada LI consistiu na neutralizacdo de uma solucédo de hidréxido de
colina (46 % m/v) com o acido apropriado. Para isso, 0,1 mol da solucdo de
cada acido foi gotejada na solucao aquosa de hidréxido de colina (0,1 mol). A
mistura foi mantida sob agitacdo continua por 12 h a temperatura ambiente.
Apoés a sintese, todos os Lls foram secos sob agitacdo constante e vacuo, a
temperatura moderada de 50°C, durante 48 h, a fim de reduzir os compostos
volateis e o teor de 4gua a valores minimos. O contetdo de &gua residual nos
LIs foi medido a 25°C utilizando o titulador volumétrico Karl-Fischer 852
Titrando (Metrohm), utilizando os solventes HYDRANAL ®-Methanol Rapid e
HYDRANAL®-Composite 5. Para avaliar a pureza e a eficiéncia da sintese de
cada amostra, foram realizados ensaios de ressonancia magnética nuclear de
proton (*H RMN). Todos os Lls apresentaram um nivel de pureza superior a

98% em massa.

51



3.2 Avaliacdo de metodologias de quantificacdo da ASNase

comercial

Foram avaliadas diferentes metodologias de quantificacdo de ASNase a
fim de padronizar o método mais preciso para quantificacdo da atividade e
estabelecer uma relagdo e um fator de conversao entre eles. Para isso,
inicialmente, diferentes solu¢cdes de ASNase comercial (com concentracdes da
enzima entre 0,01 e 0,04 mg.mL!) foram preparadas em solucdo de tampéao
fosfato (20 mM) pH 7,4. A atividade enzimética da ASNase de cada solugao foi
determinada por 4 métodos diferentes: trés métodos colorimétricos, Nessler,
AHA e Indooxina; um por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
como detalhado nos itens de 2.2.1 a 2.2.4. A Figura 5 traz um resumo das
reacbes estudadas para quantificacdo da atividade da ASNase comercial. E
importante ressaltar que apesar da principal atividade da ASNase ser a
hidrolise da asparagina, descrita no quadro a) da Figura 5, a enzima também
possui outras atividades sobre substratos alternativos, como a sintese e
hidrélise de AHA (quadros c) e d) da Figura 5).
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Fonte: a propria autora.
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3.2.1 Método de Nessler

O método de quantificacdo de Nessler baseou-se no protocolo Sigma-
Aldrich®, que foi estabelecido por Shifrin et al. [44]. A reacdo de Nessler
determina a concentracdo de amonia (NH3s) liberada apds a conversédo de L-
Asn em L-Asp. A reacdo € constituida de duas etapas: a primeira, de hidrdlise
da L-Asn e a segunda etapa, a de coloracdo por Nessler. Na primeira etapa, 50
ML de cada solugdo de ASNase diluida foram adicionados a 500 uL de tampao
TRIS-HCI pH 8,6 (50 mM), 50 pL da solugédo de 189 mM de L-Asn e 450 pL de
adgua deionizada. Assim, ap0s a hidrélise da L-Asn, na etapa de coloracéo
foram adicionados 100 uL de cada amostra em 2,15 mL de agua deionizada e,
em seguida, foram adicionados 250 uL de reagente Nessler a solugao diluida.
A concentracdo de NHsz de cada solugdo foi entdo determinada por
espectrofotometria a 436 nm em Leitor de Placas (EnSpire Multimode Plate
Reader, PerkinElmer®). A curva de calibragdo foi preparada através da reagéo
do reagente de Nessler com mudltiplas diluicbes de uma solucdo estoque de 6
mM de sulfato de amoénio ((NH4)2SO4), correspondendo a faixa de
concentragdo de 0,05 a 0,87 umol de NHs.mL1. Uma unidade de atividade da
ASNase (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria a liberacéo

de 1 ymol de NHs por min da reacédo em pH 8,6 e 37°C.

3.2.1.1 Método de Nessler adaptado

A medida da atividade da ASNase pelo método de Nessler adaptado foi
baseado no protocolo de Yao et al. [51] com adaptacdes [135]. Para isso, a
reacao consistiu em duas etapas:

1. Etapa de reacdo: Adicdo de 50 pL de solucdo contendo ASNase (0,05

mg.mL?) em tampéo fosfato (20 Mm, pH 7,4), em 950 pL de solugédo de
asparagina 23 mM em tampéo fosfato (20 Mm, pH 7,4) previamente
aquecida a 37°C. Apo6s 15 min a 37°C, a reacgdao foi interrompida com a
adicao de 250 pL de &cido tricloroacético (TCA) 25%. Foram feitos dois
brancos: o branco da reagdo que ndo contém a enzima, apenas 0O
substrato, asparagina, e o tampao; e o branco da enzima que contém a

enzima desnaturada, pela adicdo do TCA 25% durante a primeira etapa.
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2. Etapa de coloracdo: Diluicdo da amostra da primeira etapa em agua

ultrapura. Entdo, 250 pL da primeira etapa foram transferidas para outro
tubo contendo 3750 puL de agua ultrapura e apdés a homogeneizacao,
250 pL de Nessler foi adicionado e imediatamente agitado. Apés 10 min,
as amostras foram lidas em Leitor de Placas a 420 nm e os valores
obtidos foram correlacionados a curva de calibracdo previamente
estabelecida com cloreto de amoénio. Uma Unidade Internacional (U) foi
considerada como a quantidade de ASNase necesséria para produzir 1
pmol de amodnia por minuto de reagdo por mL. A atividade enzimatica
relativa (%) foi calculada pela normalizacdo dos dados considerando a
atividade inicial da enzima nas condi¢des estudadas (tempo 0 h, solucéo
tampao fosfato 20 mM pH 7,4) como 100%.
A escolha do pH 7,4 partiu de estudos acerca do pH 6timo da enzima
(item 3.5), nos quais foi demonstrado uma baixa variacédo de atividade entre pH
de 6 e 9 durante o tempo reacional de 15 min. Desse modo, optou-se por
utilizar no método o pH fisiolégico 7,4, por se tratar de um biofarmaco de
administracdo intravenosa. Portanto, torna-se importante compreender 0s

mecanismos de atividade enzimatica no pH em que o biofarmaco ira agir.

3.2.2 Método do acido B-hydroxamato L-aspértico (AHA)

O método do acido B-hydroxamato L-aspartico (AHA) utilizado para a
determinacao da atividade da ASNase foi adaptado do protocolo desenvolvido
por Drainas et al. [42]. Para este método foram adicionados 50 uL de enzima
diluida a 500 pL de tampéo Tris-HCI (50 mM) pH 8,6, 50 pL de solugéo de L-
Asn (189 mM), 100 uL de hidroxilamina (1 M) e 300 uL de agua deionizada. Os
tubos de reacdo foram mantidos a 37° C em banho termostatico (Ethik
technology, SP, Brasil) e, apés 10 min, a reacéo foi interrompida por adi¢do de
uma solucdo contendo 5,0% (m/v) de FeCls, 2,5% (m/v) de TCA e HCI (0,33
M).

A reacéo entre a AHA e o FeCls produz uma coloragdo marrom, que foi
guantificada por absorvancia a 500 nm em espectrofotbmetro UV-VIS com
sistema de detecgédo por arranjo de diodos, modelo PDA S-3100 (©SCINCO
Co. Ltd., Seul, Coréia).
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A curva de calibragéo foi realizada através de mudltiplas diluicdes do
padrdo de AHA 5 mM e a adicdo de FeCls/TCA/HCI, variando de 0,01 a 3 pmol
de AHA.mL™? férrico. Uma unidade da atividade de ASNase (U) foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 pmol de AHA férrico

produzido por min da reagédo em pH 8,6 e 37°C.
3.2.3 Método da Indooxina

A guantificacdo da atividade de ASNase por indooxina foi mensurada de
acordo com o protocolo de Lanvers et al. [35], no qual 20 yL de cada solugéo
de ASNase foram adicionados a 180 pL de AHA (10 mM) em tampao Tris (pH
7,3, 15 mM) e suplementado com 0,015% (m/v) de albumina de soro bovino
(BSA). A reacédo foi incubada a 37° C durante 10 min e, em seguida, foi
interrompida adicionando 250 pL de TCA 24,5% (m/v). A solugdo final da
reacdo foi centrifugada durante 5 min a 3.050 xg, para remover possiveis
precipitados da reacao.

Na etapa seguinte, 10 uL do sobrenadante foram adicionados a 40 uL de
agua deionizada e 200 pL de solugéo de 8-hidroxiquinolina (1 volume de 2%
(m/v) de 8-hidroxiquinolina em etanol (98%), diluido em 3 volumes de
carbonato de sddio (1 M)). Em seguida, as amostras foram aquecidas a 95°C
durante 1 min e entdo resfriadas até a temperatura ambiente. Devido a
formacao de indoxina ao final da reacdo, composto de cor verde, a absorvancia
das amostras foi lida a 710 nm em Leitor de Placas (EnSpire Multimode Plate
Reader, PerkinElmer®). A curva de calibracdo foi realizada utilizando uma
solucéo estoque de indoxina medida a 710 nm. Uma unidade de atividade de
ASNase (V) foi definida como a quantidade de enzima necesséria para liberar 1
pmol de indoxina produzida por min da reagédo em pH 7,3 a 37°C.

3.2.4 Método por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A determinacdo da atividade de ASNase por CLAE foi baseada na
reacao de hidrélise de L-Asn (189 mM) em L-Asp a 37°C por 10 min. Dessa
forma, a concentracdo de acido L-aspartico final de todas as amostras
hidrolisadas foram obtidas de acordo com o protocolo anterior estabelecido por
Nath et al. [36]. Para isso, uma aliquota de 20 pL de cada amostra foi
derivatizada com 100 pL de solugéo de o-ftaldeido (OPA) preparada, e entdo 5
ML da amostra derivatizada foi imediatamente injetada no sistema de CLAE. A
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solucéao de OPA foi obtida pela adicdo de 54 mg de reagente OPA (>99%) a 10
mL de tetraborato de sédio 0,1 M e 40 yL de mercaptoetanol (>99,0%). As
curvas de calibracdo dos aminoacidos foram estabelecidas pelos padrdes de L-
Asn e L-Asp, com concentragdo variando de 5 a 65 ug.mL™, com os tempos de
retencdo correspondentes a 2,7 e 4,4 min para os padroes de L-Asp e L-Asn,
respectivamente. Os padrdes também foram derivatizados e injetados no
sistema CLAE, como mencionado acima para as amostras hidrolisadas. Uma
unidade de atividade de L-asparaginase (U) foi definida como a quandidade de
enzima necessaria a liberagdo de 1 ymol de L-Asp por min de reacdo a 37°C,
pH 7,4. Para maior controle, foram realizadas as curvas de calibracdo para o
substrato, L-asparagina (APENDICE 4 a), e para o produto, L-Asp (APENDICE
4 b).

O sistema de CLAE consistiu em um controlador de sistema Shimadzu
SCL-10AVP, bomba Shimadzu LC-10ATVP, injetor automatico Shimadzu SIL-
10AF e detector de fluorescéncia Shimazu RF-10AXL. A fase movel foi
preparada por adicdo de 50 mL de tamp&o de propionato de hidrogeno-
ortofosfato de di-potassio em estoque (pH 6,0, 196 mM, 1,75% de &cido
propidnico), em 750 mL de agua deionizada, 100 mL de metanol (>98%) e 100
mL de acetonitrila (>98%). A fase maovel foi injetada a taxa de fluxo constante
de 1 mL.min' numa coluna Shim-pack ISC-07/S1504, mantida a 35°C. O
detector de fluorescéncia foi ajustado a 350 nm (excitacdo) e 450 nm

(emissao). O tempo de corrida para cada amostra foi de 12 min.

3.3 Efeito de diferentes compostos na Estabilidade Catalitica da
ASNase

Para identificar quais o0s possiveis compostos estabilizadores da
atividade da ASNase, foram avaliados os efeitos de diferentes concentracfes
de sais, compostos ibnicos (LIs e sais) derivados de colina e polimeros sobre a
estabilidade catalitica da ASNase. Também foi avaliada a estabilidade em
diferentes temperaturas: 25, 37 e 50°C. Essas temperaturas foram escolhidas
por ser a temperatura ambiente (25°C), corpérea (37°C) e uma temperatura
elevada (50°C) onde ainda fosse possivel identificar os efeitos do aumento da
temperatura sob a atividade enzimatica, sem que ocorresse a desnaturacao

completa da ASNase.
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Os sais, Lls e polimeros avaliados nesta etapa foram: cloreto de sodio
(NaCl); cloreto de colina ([Ch]CI); acetato de colina ([Ch][Ac]); propanoato de
colina ([Ch][Pro]); butanoato de colina ([Ch][But]); hexanoato de colina
([Ch][Hex]); PPG 400 e PEG 600. Estes dois polimeros foram escolhidos por
serem capazes de formar SABs na presenca dos compostos derivados de
colinas aqui estudados.

Para os estudos de estabilidade, 0,05 mg.mL! da ASNase comercial foi
exposta a diferentes solu¢cdes aquosas dos compostos estudados em fracéo
molar de 0 a 0,05 molcomposto.MOkota?, onde molotal representa a soma dos
moles do composto + moles de &agua. As amostras foram avaliadas em
diferentes temperaturas (de 25, 37 e 50°C) durante 22 h. Nos tempos 0, 1, 3, 6
e 22 h, foram retiradas amostras para quantificacdo da atividade da ASNase. A
atividade da ASNase nas amostras contendo sais e LIs derivados de colina
foram quantificadas pelo método de Nessler definido anteriormente (Nessler
adaptado, item 2.3.1), ja nas amostras contendo os polimeros a atividade foi
guantificada segundo a reacdo de AHA (item 2.3.2). A atividade da ASNase foi
apresentada como Atividade Relativa (%) em cada ponto, apés a hormalizacéo
segundo a Equacao (1):

Atividade Relativa (%) = “E x 100 1)

Onde, A, corresponde a atividade enzimética no ponto amostral, e A
corresponde a atividade enzimatica inicial da amostra (tempo zero).

Ao final dessa etapa, 0 composto que manteve a maior estabilidade
catalitica da ASNase ao longo do tempo foi selecionado para uma investigacao
mais detalhada. Para isso, ap6s a determinacdo do tempo necessario a
estabilizacdo da atividade enzimatica, o estudo das mudancas conformacionais
e termodinamicas produzidas pelo composto estabilizador sob a estrutura
nativa da ASNase foi examinada.

3.4 Influéncia do [Ch]CI na etabilidade estrutural da ASNase

Apbs determinado o tempo de estabilizacdo das alteracbes na atividade
enzimatica, a associacdo das mudancas termodinamicas e conformacionais
produzidas pelo [Ch]CI na estrutura nativa da ASNase foi examinada usando

analises de dicroismo circular (DC), fluorescéncia e calorimetria diferencial de
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varredura (CDV) para identificar e compreender possiveis alteragdes que

levaram a modificacdo na atividade catalitica da ASNase.
3.4.1 Dicroismo Circular (DC)

Para identificar as alteracfes na estrutura secundaria, que levaram ao
aumento da atividade enzimética da ASNase, espectroscopia de DC foi
realizada apos o tempo de estabilizacdo pré-determinado. Para isso, foram
utilizadas 0,2 mg.mL* de ASNase exposta durante 6 h as diferentes solugées
aguosas de [Ch]CI, tamponadas em pH 7,4 com tampao fosfato (20 mM). Os
espectros foram adquiridos na regido de UV préoximo (190 a 260 nm) em
espectropolarimetro de dicroismo circular JASCO J-815 (Jasco Corporation,
Japado), equipado com controlador de temperatura do tipo Peltier. Os
experimentos de estabilidade ao longo do tempo foram avaliados durante o
periodo de 6 h, para as temperaturas de 25, 37 e 50°C, com 3 varreduras por
espectro, e tempo de integracdo de 3 s por ponto, com aquisicdo de dados a
cada 0,5 nm. Os espectros foram adquiridos em cubetas de 1,0 mm de
caminho o6ptico.

Para avaliacdo da temperatura de fusdo, Trsa, da ASNase foi realizada
a curva de transicdo do processo de desnaturacdo térmica da estrutura
enzimatica em solucdo aquosa de [Ch]CI (0,00 e 0,05 mol..molotar?). Os perfis
de fusdo foram determinados por aumento da temperatura a taxa de
aquecimento de 1°C.min* a um comprimento de onda constante de 222 nm
(B222). Os espectros da curva foram adquiridos em intervalos de 5°C.min%, com
tempo de estabilizacdo de 5 min, na faixa de temperatura de 25 a 95°C. Para
este experimento, 0os espectros foram adquiridos em cubetas de 10,0 mm de
caminho éptico e foram realizadas 3 varreduras em casa ponto.

Todos os resultados apresentam o espectro da média das 3 varreduras
obtidas, e posterior alisamento do espectro final utilizando o programa Origin 7,
a partir do filtro Savitzky-Golay, considerando 100 pontos para o calculo. Todos
os estudos de DC foram realizados no Instituto de Quimica — Universidade
Estadual Paulista - UNESP, no Laboratorio Multiusuario de Analises Quimicas.

3.4.2 Fluorescéncia Intrinseca

Para compreender melhor a interagdo da proteina com o [Ch]CI foi
empregada a técnica de fluorescéncia para identificar mudancas na
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fluorescéncia intrinseca da ASNase conferida pelos aminoacidos aromaticos
triptofano (Trp) e tirosina (Tir) presentes na estrutura proteica. Nos ensaios de
fluorescéncia, 0,05 mg.mL! de ASNase foram expostas as diferentes
concentracdes de [Ch]CI CI (de 0 a 0,05 molichicl.molota) tamponada em pH
7,4 com tampao fosfato (20 mM). As medi¢gbes dos espectros de emissao de
fluorescéncia intrinseca foram realizadas em um leitor de Placas (EnSpire
Multimode Plate Reader, PerkinElmer®). O comprimento de onda de excitagéo
foi fixado a 280 nm para obter a emissédo de aminoacidos aromaticos de 300 a
500 nm.

Para melhor entender a interacéo do [Ch]Cl e a ASNase, os estudos de
fluorescéncia foram complementados com a supressdo de fluorescéncia
(“quenching”) por titulagdo de acrilamida hidrossoluvel, que age como
supressor de fluorescéncia [136]. Estes dados possibilitam localizar a regido
qgue possivelmente interage com o [Ch]CI, e foram obtidos através da analise
da variacdo na intensidade de fluorescéncia. Os dados foram obtidos nas
mesmas condi¢cdes anteriores do estudo de fluorescéncia, no entanto, com a

adicao de acrilamida nas concentracdes de 10 a 50 mM.
3.4.3 Calorimetria Diferencial de Varredura (CDV)

A estabilidade térmica da ASNase em solucdo aquosa de [Ch]CI foi
avaliada por CDV (NanoDSC, TA Inc.). As transposicbes de
dobragem/desdobramento (folding/unfolding) da ASNase e as transi¢coes de
fase foram monitoradas de 25°C a 95°C com uma taxa de aquecimento de
1°C.mint. Para os ensaios, 0,05 mg.mL* de ASNase foram expostas a solucéo
de [Ch]CI tamponada com tampao fosfato 20 Mm, pH 7,4.

A célula de referéncia foi preenchida com a mesma solu¢cdo sem a
presenca da ASNase. As varreduras foram analisadas usando um modelo de
variacdo de capacidade térmica (ACp) de dois estados (nativo e desnaturado)
do software NanoAnalyzer (NanoDSC, TA Inc.), e 0s espectros em branco

foram removidos do espectro de contendo as transicdes de cada amostra.

3.5 Influéncia do pH na estabilidade e atividade da ASNase

A influéncia do pH sob a atividade da ASNase ao longo do tempo foi
avaliada variando a faixa de pH de 4 a 11. Para isso, no primeiro ensaio
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avaliou-se a atividade da ASNase mantida em diferentes valores de pH, a fim
de compreender o efeito do mesmo sobre a atividade enzimatica. Neste
experimento, a enzima foi exposta a tampdes que apresentavam diferentes
valores de pH durante um periodo de 24 h, e em cada ponto, uma aliquota da
amostra foi retirada e a atividade quantificada. Para a faixa de tamponamento
de pH de 4 a 7, as solu¢cbes tampao utilizadas foram preparadas com o tampéo
Mcllvaine; e para os valores de pH de 7,5 a 11 foi utilizado o tamp&o fosfato.
Posteriormente, foi avaliado o efeito do pH reacional na quantificagdo da
atividade catalitica da ASNase. Para isso, foi avaliado o efeito de diferentes
valores de pH no meio reacional (de 5 a 9) durante o tempo de 15 min da
reacao de Nessler. Assim, foi possivel avaliar se a altera¢cdo do pH reacional

teve influencia sob valores de quantificacédo da atividade da ASNase.

3.6 Simulacdo de Ancoragem Molecular

Esta fase do trabalho foi desenvolvida durante o periodo de estagio no
exterior na Universidade de Aveiro (Aveiro, Portugal), e todos os experimentos
de simulacdo foram realizados em parceria com o Dr. Matheus Pereira. Estes
experimentos foram aqui adicionados para ajudar a explicar e compreender
melhor os possiveis mecanismos que levaram a ativacdo ou desativacdo da
ASNase frente a diferentes compostos. A analise e discussédo dos resultados
de simulacéo foram realizados conjuntamente, e, portanto incorporados neste
documento.

Dessa forma, a interacdo dos compostos derivados de colinas com a
ASNase foi realizada in silico pela técnica de ancoragem molecular, também
conhecida como “molecular docking”. Os sites de interagcdo da ASNase com 0s
ions dos LlIs foram identificados usando o programa Auto-dock vina 1.1.2 [137].
Foi utilizada a estrutura cristalina de ASNase apresentada na Figura 2.

Auto Dock Tools (ADT) [138] foi usado para preparar os arquivos de
entrada da proteina por fusdo de atomos de hidrogénio ndo-polar, adicionando
taxas parciais e tipos de atomos. As coordenadas dos atomos ligantes 3D
(cation e anion de cada um dos LIs) foram computadas por Gaussian 03w e a
raiz rigida do ligando foi gerada usando AutoDockTools (ADT), definindo todas
as possiveis ligacdes rotativas definidas como ativas por tor¢des. O centro de

grade localizado no centro de massa (eixos X, y e z, respectivamente) para
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cobrir toda a superficie de interacio de ASNase foi de 76 A x 88 A x 126 A. O
modelo de ligacdo que possui a menor energia livre de ligacdo foi pesquisado

em 10 diferentes conforméros para cada ligante (cations e anions dos LIs).
3.7 Estudos da particao da ASNase utilizando SABs

Esta fase do trabalho também foi desenvolvida durante o periodo de
estagio no exterior realizado na Universidade de Aveiro (Aveiro, Portugal). Os
compostos derivados de colinas e os polimeros selecionados na fase anterior
foram utilizados para compor os SABs. Além dos dois polimeros avaliados
quanto a estabilizacdo da ASNase, outros sais e polimeros foram selecionados
com base na literatura [107]. Para o estudo da particdo da ASNase comercial,
foram preparadas diferentes SABs polimero/sal(L]) de acordo com as

composi¢cdes massicas descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Composicdo dos sistemas ternarios utilizados para particdo da ASNase.

Concentrac8o méssica (%)

Sistema Ternéario

Polimero  Sal ou LI Agua
PEG + tampao citrato[139,
140]

PEG 600 15 20 65
PEG 1000 15 20 65
PEG 1500 15 20 65
PEG 2000 15 20 65

PEG + tampé&o fosfato[139]
PEG 300 15 20 65
PEG 600 15 20 65
PEG 1000 15 20 65
PEG 1500 15 20 65
PEG 2000 15 20 65

PEG + Na2S04[141]
PEG 300 15 10 75
PEG 600 15 10 75
PEG 1000 15 10 75
PEG 1500 15 10 75
PEG 2000 15 10 75
PEG 600 + [Ch][125]

[Ch]CI 50 30 20
[Ch][Ac] 50 30 20

PPG 400 + [Ch][129, 142]
[Ch]CI 30 16 54
[Ch][Ac] 30 16 54

Fonte: a propria autora.

A concentracao final de ASNase em cada sistema foi fixada em 0,20
mg.mL? de forma a garantir que a concentracdo de ASNase estivesse em
condi¢cbes proximas a diluicdo infinita, visando evitar interacbes proteina-

proteina, e consequente influéncia nos coeficientes de particdo. Assim, o

62



aumento da concentragdo proteica pode levar a agregacdo o que pode
influenciar na particdo da biomolécula e também levar a perda de atividade
bioldgica ao fim do processo extrativo, além das limitagcdes metodologicas.

Dessa forma, todos os componentes foram homogeneizados em
agitador orbital por 2 min, resultando em sistema de 1,0 g final. Para acelerar o
processo de separacao de fases, os sistemas foram centrifugados por 15 min,
25 °C, 5000 x g. ApGs a centrifugacdo, as fases de topo e fundo foram
cuidadosamente separadas e armazenadas separadamente para as demais
determinacdes.

Para avaliar a capacidade de particionamento de cada SAB, foram
determinados para cada sistema, o coeficiente de particdo (K) e a eficiéncia de

extracdo (EE (%)) da ASNase, de acordo com as Equacdes (2) e (3),

respectivamente:
[ASNase] fundo
EE (0"{]) _ [ASNase]rase rica ASNase * Viase rica ASNase + 100 (3)

([ASNGS‘?] fase rica® Vrase rica ASNase )+[A5Nasg] fase pobre ASNase *Vfase pobre ASNaze

onde [ASNase]wpo and [ASNase]undo representa a concentragdo de ASNase
nas fases superior e inferior, respectivamente. V e [ASNase] representam o
volume da fase e da concentracdo de ASNase, enquanto os indices "fase rica
ASNase" e "fase pobre ASNase" correspondem as fases (topo ou fundo) que
possuem alta ou baixa concentracdo de ASNase, respectivamente.

Para facilitar a identificacdo da particAo da ASNase entre as fases
superior e inferior, o K foi representado como a funcéo logaritmica da escala
decimal (log10), uma vez que o log K > 0 corresponde a uma particdo
preferencial para a fase de topo e log K < 0 corresponde a particédo preferencial
para a fase de fundo. E importante notar que, que a EE (%) foi determinado

apenas para a fase em que a ASNase estava mais concentrada.
3.8 Quantificacdo da concentracdo de ASNase nos SABs

A concentracdo (mg.mL?) de ASNase foi medida em cada fase dos
SABs por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) de exclusdo por
tamanho (SEC-CLAE), ap0s a separacdo das fases superior e inferior,
utilizando um sistema de CLAE Chromaster (VWR Hitachi) equipado com uma
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bomba binaria, forno de coluna, auto-amostrador controlado por temperatura,
detector de “arranjo diodo” (DAD) e coluna analitica Shodex Protein KW -802,5
(8 mm x 300 mm). Cada fase foi diluida 1: 6 (v/v) em tampéao fosfato 100 mM
(pH 7,4) e foram injetados 25 pL no sistema CLAE. A fase mdvel foi composta
por tampéo fosfato 100 mM pH 7,0 com NaCl 0,3 M de forma isocratica com
fluxo de 0,5 mL.mint. O comprimento de onda para a leitura foi ajustado em
280 nm e a curva padrao foi realizada utilizando a ASNase comercial
(APENDICES 1 e 2).

Para as amostras obtidas a partir do lisado celular, as proteinas totais
foram quantificadas por Bradford utilizando o reagente Bio-Rad Protein Assay
Dye para o protocolo utilizando microplacas de 96 pocos. Resumidamente, o
reagente foi diluido 1:4 em agua ultrapura e entéo filtrado. Em cada poc¢o foram
adicionados 10 yL da amostra correspondente e 200 uL do reagente filtrado,
imediatamente homogeneizado e mantido a temperatura ambiente por 5 min. A
absorvancia foi avaliada em leitor de placas PerkinEImer® a 595 nm. A curva de
calibracdo foi realizada variando a concentracdo do padrdo de ASNase
comercial (ProSpec) de 0,05 a 0,5 mg.mL™ (APENDICE 3).

3.9 Manutencao do Microrganismo, meios e condi¢fes de cultivo

Escherichia coli BL21+ASNasell foi gentilmente cedida pela professora
Dr2 Gisele Monteiro da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
de Séo Paulo, SP, e esta etapa foi desenvolvida em parceria com sua aluna de
doutorado Marcela Valente Pimenta da Fonte. O microrganismo foi mantido em
placas de Petri por no maximo 15 dias. Para reativacdo, uma col6nia contida na
placa foi incubada em 5 mL de meio de cultivo Luria-Bertani (LB) (10 g de
triptona, 5 g de NaCl e 5 g de extrato de levedura por litro) adicionado de 50
ug.mL? de carbenicilina em frascos de 15 mL e mantidos em agitador orbital
por 12 h a 37°C, 200 rpm. Apds esse periodo o cultivo foi interrompido e 10 %
(m/v) de glicerol estéril foi adicionado para crioprotecdo, e entdo, 0 meio
fermentado foi aliguotado em amostras de 50uL cada e preservados a -80°C.
Para o pré-cultivo, a E. coli BL21+ASNasell transformada foi cultivada
por 12 h a 37°C em 100 mL de meio LB fresco estéril contendo carbenicilina,
nas mesmas concentragdes utilizadas para manutencdo do microrganismo, até
a DOeoonm=0,7 £ 0,1. A expressao de ASNase (PDB: 3ECA) foi induzida pela
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adicdo de 1mM de IPTG apdés 3 h de crescimento a 37 °C. Apds o tempo de
cultivo de 24 h, as células foram separadas por centrifugacdo a 4000 x g, a 4°C
por 20 min, e o pellet celular obtido foi utilizado para os ensaios posteriores de

rompimento celular.
3.10 Rompimento celular e estocagem da ASNase

Para o rompimento celular, para cada 50 mL de cultura, o pellet celular
resultante (2 g) foi inicialmente tratado com 160 mL de tampao hiperosmatico
(Tris-HCI 100 mM, pH 8,0, sacarose 500 mM, EDTA 0,5 mM), incubado em
gelo por 5 min e depois centrifugado durante 20 min, 4500 x g a 4°C. Ao pellet
formado foi adicionado 120 mL de MgCl2 0,5 mM, seguido de incubagdo em
gelo por 5 min para romper a membrana externa do microrganismo utilizado, E.
coli. Apés centrifugacdo (40 min, 18000 x g e 4°C), o sobrenadante resultante é
a fracdo periplasmética. A esta fracdo adicionou-se 6 mL de Tris-HCI (1 M),
resultando na concentracdo final de Tris-HCI 50 mM pH 8,8, e foi mantida
congelada a -20° C. Antes do uso da fracdo periplasmatica nos sistemas, foi
realizada a troca do tamp&o. Assim, as amostras foram ultrafiltradas (8000 x g,
30 min, 25° C) usando o concentrador de ultrafiltracdo Vivaspin 20 (Sartorius)
com membrana de corte de peso molecular de 10 kDa, e posteriormente, 0
tampéo foi trocado por tampao fosfato 20 mM a pH 7,4. A Figura 6 traz o
esquema ilustrado da obtencdo da ASNase a partir de lisado celular. As
amostras concentradas foram entdo utilizadas nos ensaios posteriores de

extracdo da ASNase utilizando SABs.
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3.11 Recuperacgdo da ASNase a partir de lisado celular

Para os sistemas de particho da ASNase obtida a partir do lisado
celular de E. coli, as condicbes e composi¢cdes das misturas ternarias foram as
mesmas utilizadas para os sistemas de particdo da ASNase comercial (Tabela
2). Apos a particdo completa, as amostras foram pré-filtradas para a remocgéo
de todos os componentes formadores do sistema, como polimeros e sais, para
evitar interferéncias nos meétodos quantitativos de proteina e atividade. A
andlise das amostras obtidas a partir do lisado celular ndo foram realizadas em
CLAE devido a alta carga proteica e possiveis residuos dos componentes dos
sistemas presente nas amostras, visto que poderiam danificar a coluna
cromatografica. Além disso, a presenca dos componentes de fases pode
interferir nos métodos de quantificacdo, e também superativar ou reduzir a
atividade da ASNase; portanto, optou-se por fazer a retirada dos componentes
formadores de fases de cada amostra e carrega-las com tampao fosfato.

Dessa forma, as fases de cada sistema foram ultrafiltradas utilizando o
concentrador de ultrafiltracdo Vivaspin 6 (Sartorius) com membrana de corte de
peso molecular de 10 kDa, para remocao dos componentes formadores de fase
(Figura 6). A seguir, amostras foram lavadas e carregadas com tampao fosfato
20 mM pH 7,4 como segue: 150 L das fases de cada sistema foram diluidos
em 5 mL de tampéo fosfato 20 mM pH 7,4 e centrifugados a 25°C, por 20 min a
7000 x g. O volume recuperado foi lavado com as mesmas condi¢des prévias
(5 mL de tampédo fosfato 20 mM pH 7,4) e o volume final foi medido e
considerado para os célculos de concentracdo/diluicdo. Para garantir que a
ultrafitracdo ndo ocasionou perda de proteinas nos sistemas, ap6s a
ultrafiltracdo foram quantificadas as proteinas totais presentes no permeado,

nao tendo sido observado nenhum traco proteico.
3.12 Propriedades intrinsecas das fases dos SABs

Para obter uma caracterizacéo das fases em equilibrio, para cada SAB
foram determinadas as seguintes propriedades: pH; condutividade;
viscosidade; densidade; teor de agua. A condutividade especifica e o pH de
cada fase foram medidas a 25°C utilizando um medidor de pH portatil e o

condutivimetro Metrohm (Modelo 914). O condutivimetro foi calibrado com uma
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solucédo padrdo com 1408 pS.cm™ de 0,1 mol Lt KCI a 25°C. O pHmetro foi
calibrado usando dois tampdes padréo (valores de pH de 7,00 e 4,00 £ 0,02). A
viscosidade e a densidade foram determinadas experimentalmente a 25°C
utilizando um viscosimetro-densimetro automatizado (SVM 3000 Rotational
Stabinger Anton Paar). O teor de agua de cada amostra foi medido por
titulacdo utilizando o titulador automatico Karl Fischer (Metrohm). As medicfes
de cada propriedade foram feitas em triplicata para reduzir a incerteza

associada.

3.13 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com Dodecil Sulfato de
Sodio (SDS-PAGE)

Para verificar a presenca de contaminantes nas amostras ap0s o
processo de extracao foi preparado o gel de SDS-PAGE de acordo com o
protocolo pré-estabelecido [143]. Resumidamente, o extrato bruto inicial
utilizado para as extracfes e cada uma das duas fases de cada sistema foram
avaliados por esta técnica. Em sistemas onde o precipitado foi observado na
interface, o material suspenso interface também foi analisado. Para a
preparacdo das amostras foram adicionados 30 yL de cada uma das amostras
a 60 uL do tampao de dissociacdo (tampdo TRIS-HCI a 62,5 mM, pH 6,8,
glicerol a 10% (v/v), SDS a 2% (v/v), 5% (v/v) de 2-mercaptoetanol e 0,05%
(v/v) de azul de bromofenol). A mistura foi aquecida a 100°C em banho
termostatizado durante 10 min para completar a desnaturagdo das proteinas.
Depois de resfriado a temperatura ambiente, 20 uL das amostras foram
aplicadas ao gel e corrida foi fixada em 20 A. O gel possuia duas composicdes
diferentes, a fase superior (também conhecida como “gel de empacotamento”)
com 3,7% (v/v) de solucdo de acrilamida/bis-acrilamida (29:1), TRIS 123 mM,
1,08% (v/v) de SDS, 0,23% (v/v) de TEMED e 0,1% (p/v) de persulfato de
amonio em solugcdo aquosa ultrapura; e a fase inferior (também conhecida
como “gel de separagédo”), também em solugdo aquosa ultrapura com 12,5%
(v/v) de solucao de acrilamida/bis-acrilamida (29:1), TRIS 0,37 mM, 1% (v/v) de
SDS, 0,01% (v/v) de TEMED e 0,05% (m/v) de persulfato de amonio.
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4. Resultados e Discussao
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4.1 Analise critica sobre a metodologia de

guantificacdo da ASNase

Artigo publicado no periédico “Analytical and Bioanalytical Chemistry”
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4.1.1 Comparacdo dos métodos de quantificacdo da atividade da ASNase

A atividade da ASNase obtida a partir dos trés métodos colorimétricos
indiretos em estudo (Nessler, AHA e Indooxina) foi comparada com a atividade
enzimatica determinada pelo método de CLAE, o qual quantifica a atividade
enzimatica por determinacdo direta do produto L-Asp. Dessa forma, a
comparacao entre todos os métodos foi realizada utilizando solu¢des aquosas
de ASNase em diferentes concentracdes (de 0 a 0,4 mg.mL™?). Na Figura 7, as
atividades de ASNase correspondentes (U.mL?) quantificadas através dos
métodos CLAE, Nessler, Indooxina e AHA foram correlacionadas com as
diferentes concentragdes de ASNase (mg.mL™).
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Figura 7. a) Atividade da ASNase (U.mL?1) a 37°C das diferentes concentracdes da enzima
(mg.mLY) e b) Regressao linear ajustada e respectivos coeficientes (R?) dentro do intervalo de
0 a 0,2 mg.mL?, determinado utilizando os seguintes métodos: CLAE (e); Nessler (m);
Indooxina (4 ); e AHA (»). Os valores correspondentes a média de trés ensaios independentes
e desvio padrdo correspondente. As barras de erro representam o desvio padrdo obtido para
cada ponto.

Fonte: a propria autora.

A partir da Figura 7 a), observou-se uma tendéncia linear entre a
atividade da ASNase e a concentragdo da enzima. Essa correlacao linear foi
observada até a concentragdo de 0,2 mg.mL' de ASNase, depois da qual
observou-se um perfil de esgotamento do substrato L-Asn. Em altas
concentracdes de ASNase (> 0,2 mg.mL1), provavelmente ocorre a conversao

completa do substrato (189 mM de L-Asn para métodos de CLAE, Nessler e
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AHA e 10 mM de AHA para o método da Indooxina). Esta hipbtese foi
confirmada através da analise CLAE, onde L-Asn ndo foi detectada nas
amostras hidrolisadas quando concentracdes mais elevadas de ASNase foram
empregadas (> 0,3 mg.mL). Levando em consideracédo esse fato, na Figura 7
b) é apresentada a analise comparativa dos métodos, no entanto, apenas até a
concentragdo de 0,2 mg.mL' de ASNase. A andlise linear de regresséo
mostrou uma boa correlacdo para todos os métodos, no qual a linearidade de
cada método foi mantida com R2 superior a 0,99.

Apesar da correlagdo entre os perfis da atividade versus concentragao
da ASNase, e a boa linearidade de cada método, os métodos em estudo ndo
forneceram valores estatisticamente equivalentes de atividade enzimatica para
a mesma concentracdo de ASNase. Pode-se observar que o método de
Nessler superestima a atividade de ASNase, enquanto os métodos de
Indooxina e AHA subestimam a atividade enzimatica em comparacdo com a
quantificacdo direta de L-Asp por CLAE. Desse forma, em baixas
concentragées de ASNase (<0,1 mg.mL™?), os métodos de CLAE e Nessler tém
aproximadamente a mesma resolucao para determinar a atividade de ASNase,
mas acima desta concentracdo, o método de Nessler comeca a superestimar a
atividade de ASNase quando comparado ao L-Asp produzido (atividade “real”,
método por CLAE). Por outro lado, tanto os métodos de Indooxina, como AHA,
subestimarm a atividade "real" da ASNase, independentemente da
concentracdo de ASNase estudada. Particularmente, uma solucdo tampao
contendo 0,2 mg.mL?! de ASNase proporcionou atividades de 16,2+0,5;
13,8+0,7; 9,1+0,3 e 4,5+0,2 U.mL"%, quando quantificadas através dos métodos
Nessler, CLAE, Indooxina e AHA , respectivamente.

Considerando as diferencas dos valores absolutos das atividades de
ASNase entre os gquatro métodos, a relacdo entre os valores de atividade de
ASNase obtidos pelos trés métodos colorimétricos foram calculados em funcgéo
da atividade enzimatica direta medida por CLAE, e estdo retratadas na Figura
8. Foram apenas considerados o0s valores experimentais na gama de
concentracbes de ASNase que apresentaram linearidade em relacdo a

atividade da enzima (até 0,2 mg.mL™?).
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Figura 8. Relac@o de atividade da ASNase (U.mL) pelos métodos colorimétricos, AHA (e),

Nessler (m) e Indooxina (4 ) com base na quantificacdo por CLAE (e). As linhas correspondem
a andlise de regresséo linear com base no método de minimos quadrados de cada método de
guantificacdo, de acordo com as equagfes correspondentes e os valores de R2. Os valores
correspondem a média de trés ensaios independentes e desvio padrédo correspondente.

Fonte: a propria autora.

A analise de regressao linear dos minimos quadrados de cada método
indica a seguinte tendéncia para quantificar a atividade de ASNase (coeficiente
angular/R?): AHA (0,3352/0,9932) < Indooxina (0,6663/0,9975) < CLAE (1/1) <
Nessler (1,1682/0.9965). Todos os métodos utilizados apresentaram altos
coeficientes de correlacdo (R?> 0,95) entre si. Os declives (coeficientes
angulares) das regressdes lineares confirmam que o método de Nessler
superestimou a atividade de ASNase em aproximadamente 17% a mais que 0
meétodo de CLAE, enquanto que, quando a atividade da ASNase é determinada
através dos protocolos da Indooxine ou AHA, os valores de atividade
enzimatica sdo, aproximadamente, 33 e 67% inferiores aos valores obtidos
através da determinagdo de L-Asp por CLAE, respectivamente. Considerando
que a quantificacdo direta de L-Asp por CLAE fornece o valor mais preciso de
atividade da ASNase, pois quantifica exatamente o produto resultante da

hidrolise do substrato (validando também o consumo de substrato através da
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medida da concentracdo de L-Asn), fica evidente que o método colorimétrico
gue mais se aproxima deste valor € o método de Nessler seguido pelo método
da Indooxina.

Por outro lado, o AHA é método colorimétrico que exibe a menor
precisdo, pois quantifica aproximadamente 3 vezes menos atividade enzimatica
do que o método direto (CLAE). Para entender as diferencas entre os métodos
colorimétricos, € importante considerar que a atividade da ASNase € baseada
na conversao de substrato a taxa maxima [35]. Assim, o método de Nessler e
AHA podem ser comparados diretamente com o método de CLAE, uma vez
gue a mesma quantidade de substrato, 189 mM de L-Asn, foi hidrolisada pela
ASNase seguindo o mesmo protocolo de reacdo; no entanto, uma comparacao
mais cuidadosa deve ser realizada com o método da Indooxina, ja que este
método utiliza um tipo diferente de substrato em outra concentragédo (10 mM de
AHA).

O método de Nessler apresentou 0 menor desvio quando comparado ao
método de CLAE, no entanto, em altas concentracdes de ASNase, o método
de Nessler superestima os valores da atividade enzimatica. Lanvers et al. [35]
compararam a reacdo de Nesslerizacgdo com o método da Indooxina e
encontraram um perfil de superestimacédo similar para o método de Nessler,
corroborando com os resultados obtidos anteriormente. O método de Nessler
quantifica indiretamente a atividade enzimatica pela determinacdo de NH3
produzida e compara a geracdo desse produto com uma solucdo padrdo
diferente (no caso (NH4)2SOa4). Em geral, € um método considerado aceitavel,
preciso e barato, no entanto, exibe varias desvantagens e exige 0 extremo
controle de algumas variaveis [144]. Algumas destas variaveis podem afetar
diretamente as medidas, levando a superestimacdo dos valores “reais”. Por
exemplo, o cromogénio que resulta do processo de Nesslerizacdo €
relativamente instavel, dessa forma sua absorvancia pode ser afetada pelo
tempo até que a medicdo seja realizada, apos a adicdo do reagente de cor
[144]. Além disso, quando altas quantidades de proteina estdo presentes, em
particularmente alto quantidade de ASNase, o0 reagente de Nessler pode
produzir precipitados floculantes que interferem com a absor¢ao da solucéo e,
portanto, se faz necessario nesses casos, um passo de centrifugacdo para

remové-los a fim de evitar interferéncias na absorvancia da solugéo final [144].
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E importante destacar que se o foco da pesquisa é a determinacéo da atividade
da ASNase em misturas complexas, como caldos fermentados, os ions aménio
residuais serdo quantificados, reduzindo sua precisao e exatidao.

Por outro lado, os métodos AHA e Indooxina acabam por subestimar a
atividade da ASNase quando comparados aos valores obtidos com o método
de Nessler e CLAE. Do ponto de vista pratico, ambas metodologias sao
bastante interessantes para a determinacéo da atividade enzimatica em meios
complexos, como por exemplo caldos fermentados contendo ions amonio
residuais, uma vez que apresentam baixa interferéncia com ions desse tipo e,
portanto, podem medir efetivamente a atividade da ASNase. Conforme
destacado, os protocolos de AHA e Indooxina baseiam-se na conversao de
diferentes substratos e, portanto, a subestimacédo € especifica do método. No
método AHA, provavelmente o desvio resulte diretamente da reacdo de
hidroxilaminoélise, que por sua vez ndo ocorre na mesma taxa de conversao
gue a reacao asparaginolitica.

Assim, o L-Asp s é quantificado ap6s a rea¢do com hidroxilamina por
uma segunda reacdo da enzima ASNase, produzindo AHA, que entdo é
complexado com FeCls em meio acido, sendo o complexo formado mensuravel
por espectroscopia na regido visivel (Figura 5 c). Dessa forma, durante o tempo
de reacdo, a enzima fica ocupada em duas reacao diferentes, e que por sua
vez, possuem diferencas em sua velocidade que esta diretamente ligada a
afinidade da ASNase pelos substratos. Ao contrario, o método de CLAE mede
diretamente o L-Asp produzido apdés apenas uma reacao da enzima ASNase
(hidrélise de L-Asn) e o método de Nessler determina diretamente a quantidade
de NHs produzido também apds um Unico passo de reacdo enziméatica.
Portanto, através do protocolo AHA, a enzima permanece ocupada com duas
reacoes diferentes e, uma vez que a atividade ASNase é calculada pela taxa
de conversao pelo tempo de reacdo, os valores de conversdo deste método
s80 muito inferiores aos outros meétodos (incluindo o método da Indooxina).
Além disso, considerando que a ASNase pode usar AHA como substrato, pode
ainda ocorrer uma reacdo catalitica reversivel, em que o produto AHA é
convertido em L-Asp e hidroxilamina. Dessa forma, a concentracdo de AHA e a
complexacdo com ions férricos sdo reduzidas, o que gera valores baixos de

atividade enzimatica quando utiliza-se esse méetodo. Embora o método de AHA

75



subestime a atividade catalitica, este ainda € um método bastante facil e
simples [144], além de ser util em ocasides em que a ASNase encontra-se em
um meio complexo,vantagens estas que ainda sustentam sua utilizacdo em
alguns casos.

O outro método colorimétrico estudado foi o da Indooxina, que se baseia
na conversdo do substrato alternativo AHA pela ASNase, resultando em
hidoxilamina que entdo durante a segunda fase do método, etapa de coloracéo,
reage com a 8-hidroxiquinolina resultando na indooxina [35]. Conforme
destacado acima, este método fornece valores enziméticos inferiores aos
métodos de CLAE e Nessler, e valores superiores ao método AHA. Em
primeiro lugar, € importante notar que, de forma semelhante ao método AHA, a
conversdo de AHA em L-Asp e hidroxilamina € uma reacao catalitica reversivel,
na qual o L-Asp pode ser o produto ou o substrato para produzir AHA.
Considerando que pode ocorrer a reversdo de produto em substrato,
contrariamente a reacdo em um Unico passo que ocorre nos métodos de CLAE
e Nessler, os valores inferiores obtidos com os protocolos AHA e Indooxina ja
eram esperados.

Lanvers et al. [35] estimaram a concentracdo da ASNase em varias
amostras de soro e observaram que o método de Indooxina mede menos
atividade catalitica do que o método de Nessler (eles consideraram que este
método superestimava as concentracdes séricas, da ASNase em estudo,
particularmente para ASNase peguilada). Conforme destacado por Lanvers et
al. [9], além da diferenca nos procedimentos experimentais (tampéao, pH e tipo
e concentracdo de substrato), a calibracdo dos métodos também pode induzir
diferengcas nas respostas cataliticas. Paralelamente, Yao et al. [51] também
compararam as caracteristicas tedricas e operacionais dos métodos de
Indooxina e Nessler, e os valores da atividade enzimatica fornecida por Nessler
foram maiores do que o método de Indooxina. Dessa forma, demonstraram que
0 método de Nessler era mais sensivel, simples e menos laborioso no que diz
respeito ao tempo total de execucédo e quantidade de solucdes reagentes, do
gue o método da Indooxina [51].

Em resumo, todos os métodos apresentaram uma boa linearidade e
precisdo, 0 que o0s torna uteis para determinar o comportamento catalitico da

ASNase. No entanto, cada meétodo possui suas proprias vantagens e
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desvantagens (apesar de alguns serem mais sensiveis, outros sao mais
simples e econbmicos) e, portanto, dependendo da fonte de ASNase (soro,
caldo fermentado, lisado celular, solucdo tampéo, comercial, etc.), é evidente
que uma escolha adequada do método mais adequado € essencial para obter a
resposta catalitica mais precisa. Este trabalho objetiva fornecer uma escala de
desvio entre Nessler, AHA e Indooxina, permitindo uma correlacdo facil e
rapida com a atividade ASNase mais precisa obtida por CLAE. Devido ao
elevado numero de protocolos enziméticos da ASNase, torna-se dificil obter
uma comparacao boa e confiavel da grande quantidade de dados publicados
na literatura. Assim, com a correlacdo fornecida na Figura 8, valores de
atividade enzimatica da ASNase ja publicados, foram comparados utilizando
essa correlacdo, com énfase para ASNase obtida através de fontes
microbianas. Dessa forma, a Tabela 3 resume uma série de valores de
atividade de ASNase relatados anteriormente, e os valores estimados de
atividade por CLAE correspondentes, obtidos de acordo com a correlacao
fornecida com a regressédo linear de minimos quadrados. Para fornecer uma
comparacdo mais confiavel, os dados selecionados levam em consideracao

apenas protocolos semelhantes aos acima avaliados.
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Tabela 3. Comparacao da atividade da ASNase (U.mL™1) obtida de diferentes fontes e relatadas
na literatura versus valores estimados da atividade da ASNase (U.mL?) com base nas
correlagdes lineares da Figura 8.

Métodos de Fonte da Enzima Atividade da Atividade da ASNase Referéncias
Quantificagao ASNase reportada  (U.mL™?) estimada*
(U.mL?)

Nessler Aspergillus sp. 35,3 30,2 [105]

E. coli 2,0 1,73 [145]

E. coli 306,3 262,2 [133]

E. coli 20,9 17,9 [146]

Streptobacillus sp. KK2S4 28-7,3 2,4-6,2 [20]

Actinomycetes marinho 24,6 — 49,2 21,0-42,1 [147]

Bacillus sp. GH5 57,1 48,9 [148]

A. oryzae CCT 3940 67,5 57,8 [22]

Acido B-hidroxamato L- Cladosporium sp. 7,1 21,2 [149]
aspartico (AHA)

Zymomonas mobilis 0,3 1,0 [150]

Acido B-hidroxamato L- Candida utilis 0,8 2,4 [151]
aspartico (AHA)

adaptado
Indooxina Determinagéo no plasma/E. Coli 100 - 500 150,8 — 754,1 [152]
Determinagao no plasma/E. Coli 2,5-3.000 3,77 -4,52 [153]

*Valores estimados correspondentes ao célculo do valor real obtido por CLAE.

Fonte: a propria autora.

A partir da Tabela 3, é possivel observar que os métodos Nessler e AHA
sdo em geral usados para quantificar a ASNase de meio fermentado por
microorganismos ou lisado celular, enquanto o método da Indooxina é usado
exclusivamente para determinacao da atividade de ASNase a partir do plasma.
Métodos que utilizam substratos alternativos para a quantificacdo de ASNase,
como AHA e Indooxina, sofrem menor interferéncia da NHs presente no meio
fermentado, uma vez que essa molécula ndo faz parte da reacado que o método
utiliza para quantificagdo. No entanto, o método de Nessler é altamente
influenciado pelo meio fermentado, uma vez que apds o crescimento do
microorganismo, a liberagdo de amobnia ocorre como um subproduto do
metabolismo das fontes de nitrogénio. Grandes quantidades de NH3 afetam o
desenvolvimento de cor do reagente Nessler, levando a turbidez da solucéo
[55]. ApO6s a normalizacdo, pela equacdo anterior apresentada (Figura 8),
alguns valores discrepantes tornaram-se mais proximos, mas esta condi¢ao

nao se aplica a todos os valores relatados (Tabela 3). Como exemplo, o valor
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obtido pelo método AHA [149] tornou-se maior do que o obtido pelo método
Nessler [146], no caso, os valores reportados foram 7,1 U.mL! por AHA e 20,9
U.mL* por Nessler, e apés suas atividades serem estimadas esses valores se
tornaram 21,2 U.mL* e 17,9 U.mL™, respectivamente. Além disso, no caso do
método da Indooxina, o comportamento é semelhante ao método AHA, ou seja,
o valor estimado (150,8 - 754,1 U.mL™) é maior do que o valor relatado (100 -
500 U.mL™1) [152].

Considerando a discrepancia observada nos valores calculados para
Nessler e 0s outros métodos, além das inferéncias de cada método, em alguns
estudos [23, 149, 154] foram utilizados dois métodos para determinar a
atividade da ASNase, nomeadamente, Nessler e AHA. Em dois deles [23, 149],
o AHA é empregado para quantificacdo de ASNase a partir de meio
fermentado, e o Nessler utilizado em etapas onde a enzima encontra-se mais
purificada, como ensaios de aplicacdes e/ou estabilidade. Além disso, em todos
os estudos avaliados, ndo foi considerado nenhum fator de conversdo para
avaliacao dos valores de atividade do meio fermentado (obtido por AHA) e de
aplicacéo (obtido por Nessler), ou para obter uma comparagéo confiavel das
atividades enzimaticas com outros estudos que utilizaram métodos diferentes.
Os ensaios enzimaticos convencionais sdo realizados em condi¢cdes definidas
usando temperaturas, valores de pH, substratos em excesso e outras
condicdes de reacao que permitem chegar a uma taxa bem préxima a maxima
de catalise de substrato. Esta abordagem proposta (Figura 8) fornece uma
medida confiavel e reprodutivel de atividade potencial, no entanto, comparar
valores de atividade enzimética para enzimas de diferentes fontes que tenham
afinidades diferentes por cada um dos substratos utilizados em cada método,
podem ainda causar uma certa disparidade entre os valores obtidos. Assim,
como foi destacado acima, para obter uma comparacdo precisa dos valores
obtidos devem ser consideradas a subestimacéo de 33,5% do método AHA e a
superestimacao de 16,8% dos métodos Nessler, e a comparagéao do valor “real”
deve ser cuidadosamente analisada.

As atividades in vitro na maioria das vezes nao representam condi¢des
in vivo, exibindo valores de atividade muito discrepantes [155, 156]. Apesar
disso, os resultados in vitro obtidos pelos métodos AHA e Nessler podem ser

usados como uma estimativa aproximada para saber se a enzima produzida
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por microrganismos a partir de meio fermentado terd atividade suficiente para
ser utilizada em tratamentos in vitro. Deve-se levar em consideracdo que apos
a injecao na corrente sanguinea, a ASNase pode sofrer interferéncia de outras
enzimas e moléculas presentes no sangue, alterando sua atividade catalitica.
No entanto, mesmo para comparar exclusivamente as atividades da ASNase in
vitro, ndo existe um método universal e padrdo para a determinacdo da
atividade enzimatica [157-159]. Consequentemente, a falta de padronizacéo
leva a dados enziméticos incomparaveis [158] e, apesar do desenvolvimento
de algumas plataformas de padronizacdo e unificagdo de dados enzimaticos,
ainda ndo foram aplicados a todos os trabalhos [159, 160].

Assim, buscou-se reforcar a importancia da padronizacdo de
metodologias enzimaticas, propondo uma correlacdo que, pelo menos,
possibilite uma comparacdo aproximada entre os valores obtidos de 3 métodos
diferentes (Nessler, AHA e Indooxine), em comparacdo com o0 método de
CLAE, que foi considerada a medida mais viavel e proxima do valor real. E
evidente que a compreensdo completa das diferencas entre os métodos
enzimaticos e suas limitacbes torna-se extremamente importante neste
contexto. Mas, considerando que o método Nessler tem o tempo de execucédo
mais curto, mais barato e operacionalmente mais facil, acredita-se que ele
continuara sendo o mais aplicado, mas em todos 0s casos, uma comparacao
adequada com o0s dados ja publicados deve ser sempre realizada,
particularmente, considerando os desvios de precisdo de cada um.

Comparando todas as metodologias avaliadas, o0 método Nessler é a
metodologia mais simples, com reagentes relativamente baratos e menor
tempo para andlise dos resultados, quando comparados aos métodos da
indooxina e de CLAE. Tendo em conta todas essas vantagens, foi proposta

uma adaptacdo do método Nessler para melhorar a quantificagcdo da ASNase.
4.1.2 Método de Nessler adaptado

Atualmente, apesar de existirem diversas técnicas adotadas para a
quantificacdo da ASNase, o método padrdo mais utilizado baseia-se na
quantificacdo da amodnia liberada durante a hidrolise da L-Asn, empregando o
método com reagente de Nessler. Por outro lado, embora apresente algumas
interferéncias (presencga de ions amoénio no meio reacional, interferéncias de
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compostos extra reagdo), o meéetodo de Nessler possui vantagens na
determinacdo da ASNase, como elevados limites de deteccdo e sensibilidade,
facilidade operacional e custos processuais menores quando comparadas a
outras técnicas comuns.

Considerando a facilidade de execucdo e baixo custo do método de
Nessler em comparacdo a outros métodos de quantificacdo, foi proposta e
validada uma adaptacdo do método de Nessler. As modificacdes no método
tiveram como base o recente trabalho de Yao et al. [51], o qual propde um
ajuste da composicdo do reagente e na diluicdo do mesmo para coloracdo da
amonia, de forma a melhorar a exatiddo desta técnica. O reagente de Nessler
utilizado no presente estudo foi obtido da Merck®, e a composicdo, apesar de
conter os mesmos componentes do utilizado no artigo, ndo se apresentam nas
mesmas concentracdes. Dessa forma, foram realizados testes monitorando a
curva de calibracéo para validar o método, tendo sido reduzida a quantidade de
reagente para metade com objetivo de se reduzir os custos. Para tal foi
efetuada a varredura do espectro de absorcdo visivel de solugcbes com
diferentes concentracdes de cloreto de amoOnia nos comprimentos de onda de
350 a 600 nm (0 a 1,15 pmol.mL™), Figura 9 a).

Neste caso em patrticular, o perfil de absorbancia de aménia obtida por
coloracdo com reagente de Nessler se apresenta de forma diferente dos
espectros de absor¢cdo comuns, onde existe uma regido de absorcdo maxima.
Desse modo, para reduzir a inferéncia do branco nas amostras, foi considerado
o ponto de inflexdo das curvas no comprimento de onda no qual os pontos da
curva demonstrem maior variacdo na absorbancia relativamente ao aumento
da concentracdo de amonia. Portanto, para escolha do comprimento de onda
ideal para determinar a atividade da ASNase, na Figura 9 b) é apresentada a
correlacdo entre as curvas de calibracdo para quantificacdo da aménia por

método de Nessler em diversos comprimentos de onda (de 420 a 455 nm).
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Figura 9. a) Espectro de absorgdo entre 350 e 600 nm da curva de calibracdo de amdnia pelo
método de Nessler modificado para diferentes solugées: Agua (cinza); Branco sem aménia
(preto); espectros de absorcao gradiente crescente da concentracdo de amoénia na reacéo de
Nessler (azul claro para escuro), até uma concentracdo de amoénia de 1,15 pmol.mL?. b)
Curvas de calibragdo de amdnia por reagente de Nessler em diferentes comprimentos de onda,
respetivos coeficientes angulares e indice de correlagdo dos coeficientes angulares das curvas.

Fonte: a propria autora.

Os resultados apresentados na Figura 9 mostram que quanto maior o
comprimento de onda, menor sera a quantidade de amoénia quantificada pelo
método de Nessler. Nesse sentido, € evidente que uma escolha apropriada do
comprimento de onda para quantificar a amoénia produzida pela ASNase
permite obter uma maior acuracia do método de Nessler e consequente maior
resolugdo do mesmo. Posteriormente, foi avaliada a influéncia de diferentes
tempos de reacdo de coloracdo com reagente de Nessler (em termos unidades
de absorbancia) para tempos de 2, 7, 10 e 15 min nos respetivos espectros de
absorcdo em quatro diferentes comprimentos de onda (420, 430, 440 e 450

nm), conforme Tabela 4.

Tabela 4. Varia¢@o das unidades de absorbancia da amdnia em fun¢éo do tempo de reagéo de
coloragcédo com reagente de Nessler (em min) para diferentes comprimentos de onda.

) Unidade de Absorbéancia por tempo de coloragcdo com
Comprimento de onda

Nessler
(nm) ) ) ) )
2 min 7 min 10 min 15 min
420 1,110 1,115 1,116 1,117
430 0,971 0,977 0,977 0,978
440 0,857 0,864 0,864 0,865
450 0,745 0,751 0,751 0,752

Fonte: a propria autora.
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Os resultados apresentados na Tabela 4 mostram que apés 7 min de
coloracdo as unidades de absorbancia de aménia para cada amostra séo
aproximadamente as mesmas, independentemente do comprimento de onda a
que foi obtido o espectro de absorcao. No entanto, e conforme apresentado na
Figura 9, menores comprimentos de onda permitem obter uma maior
guantidade de unidades de absorbancia por concentracdo de amonia reagida.
Nesse sentido, e de forma a padronizar a metodologia para todos 0s ensaios
posteriores de atividade da ASNase utilizando o método de Nessler, foi definido
um tempo 10 min para a coloragéo das amostras com reagentes de Nessler, de
forma a garantir a coloracdo de toda amonia livre presente na amostra e
diminuir o desvio entre as amostras.

Ademais, considerando que o comprimento de onda que permite uma
maior resolucdo (maiores valores de absorbancia e menor interferéncia do
branco) é de 420 nm, o qual garante também a linearidade com a concentracéo
de amobnia presente solucdo, todos os ensaios das préoximas subsecdes foram
quantificados a 420 nm segundo a seguinte metodologia descrita no item 4.1.2.

Além disso, a atividade obtida com o método adaptado apresenta alta
correlagdo com a atividade pelo método CLAE além de possibilitar o uso da
metade da quantidade de Nessler utilizada no método tradicional [44]. Testes
adicionais de varredura do espectro completo a partir de amostras obtidas pelo
método tradicional de Nessler e pelo método modificado, mostra que o método
modificado apresentou maior absorvancia a 420 nm, e, portanto, maior
resolucéo nessas condi¢cées (APENDICE 5).

A padronizacdo das metodologias de quantificacdo de ASNase por um
método simples, confiavel, rapido e robusto pode ser uma ferramenta Util para
superar as desvantagens em relacdo a grande disparidade de métodos que
existem em sua atividade enzimatica relatada na literatura. Além disso, a
escolha de um método que permita interpretar ou converter os resultados
obtidos de outros métodos também é uma grande vantagem. Comparando
todas as metodologias avaliadas, o metodo Nessler apresenta-se como a
metodologia mais simples, com reagentes relativamente baratos e menor
tempo para andlise dos resultados. A adaptacdo do método Nessler proposta
foi eficiente para reduzir a quantidade de reagente utilizado e melhorar a
guantificacdo da ASNase.

83



84



4.2 Efeito de Diferentes Compostos na
Estabilidade Catalitica da ASNase
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4.2.1 Efeito do [Ch]CI sob a estabilidade catalitica e estrutural da ASNase

4.2.1.1 Efeito do [Ch]CI sob estabilidade e atividade catalitica da ASNase

Embora na literatura, existam alguns estudos que demonstrem que as
enzimas sdo estaveis em certas gamas de concentracbes de diferentes
polimeros e sais, o0 numero de estudos avaliando a estabilidade de proteinas
em presenca de LlIs é ainda residual [72, 161]. Particularmente, para a enzima-
alvo deste trabalho, a ASNase, ndo existe qualquer estudo que avalie qual o
efeito de diferentes concentracdes de LIs na estabilidade, atividade e estrutura
da enzima.

Nesse sentido, foram entdo realizados uma série de ensaios que
avaliaram a estabilidade da ASNase comercial na presenca de compostos (sais
ou LIs) baseados em colina ([Ch]*). A escolha destes LIs teve como base a
capacidade de estabilizacdo proteica recentemente relatada para compostos
baseados em colinas [98-101], além da sua capacidade em promover a
formacdo de sistemas de extracdo liquido-liquido quando acima de
determinadas concentragcbes em meio aquoso em misturas com diferentes
polimeros (PEG, PPG, PEG-OMe, etc.) [125]. Dessa forma, inicialmente foi
avaliado o efeito de diferentes concentrac6es molares de [Ch]CI na atividade

enzimatica da ASNase a 25, 37 e 50°C, conforme apresentado na Figura 10.
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Figura 10. Efeito da concentracdo (molichici.molota) de [Ch]Cl a a) 25°C ,b) 37°C e ¢) 50°C na
atividade enzimatica da ASNase comercial. *Valor absoluto considerado 100 % = 3,94 + 0,16
U.mL1,

Fonte: a propria autora.
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Os resultados de atividade ao longo do tempo apresentados na Figura
10 a) mostram que a 25°C o sal € capaz de manter a enzima estavel e o
aumento da atividade da ASNase € proporcional ao aumento da concentracao
de [Ch]CI, devido possivelmente a diminuicdo da energia de ativacao para a
enzima ASNase. Ap0s uma hora de contato da ASNase com uma solucdo
aquosa com 0,050 molchic.molota?, 0 aumento da atividade de ASNase
chegou a 2,5 vezes quando comparado a atividade inicial da enzima em
tampé&o. Embora tenha sido observado um aumento da atividade enzimatica a
25°C quando em presenca de sal, a maior atividade da ASNase foi obtida apds
1 h em contato com [Ch]Cl. Apds este periodo de exposi¢cdo, ocorre uma
diminuicdo da atividade enzimatica, indiferentemente da concentracdo de
[Ch]CI. A reducédo da atividade enzimatica em cada solugdo aquosa de [Ch]CI
foi atingida apds 6 h de exposicao. Independentemente do tempo de contato da
ASNase ao sal, os valores das atividades da ASNase neste sal foram sempre
superiores a atividade da ASNase em presenca apenas de tampao fosfato.

A estabilidade térmica da ASNase foi avaliada, nesse caso, pelo
aumento da temperatura da solucéo de [Ch]CI para 37 e 50°C, como mostrado
na Figura 10 b) e c), respectivamente. Os resultados obtidos a 37°C mostram
gue a temperatura apresenta um efeito significante na estabilidade da ASNase
em diferentes concentracdes de [Ch]CIl. Pelos dados da Figura 10 b), é
possivel verificar a manutencdo da estabilidade enzimatica a 37°C semelhante
ao verificado a 25°C, no qual se verifica uma tendéncia de aumento da
atividade catalitica nas primeiras horas de exposicdo e estabilizacdo apés 6 h
de contanto com a solucdo ionica. Este perfil foi idéntico para baixas
concentracdes de [Ch]CI, no qual a atividade enzimética maxima foi atingida 1
h ap6s a incubacdo da enzima na solucdo ibnica. Apds esse tempo, ocorre
uma pequena diminuicdo da atividade até a sua estabilizacdo, a partir das 6 h.

No entanto, para as maiores concentracdes de [Ch]CI, 0,025 e 0,050
molichicl.molota?, 0 maximo de atividade enzimatica apenas foi obtido no final
de 3 h de exposicdo da ASNase, e a perda de atividade se deu a partir de 3 h
de exposicao, periodo o qual € seguido da diminuicdo de atividade enzimética
absoluta. Os resultados mostram que maiores concentracdes de [Ch]CI
induzem um mecanismo diferente para a estabilizacdo da proteina, permitindo

nao so atingir maiores atividades cataliticas absolutas, mas também a energia
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necessaria para que essa estabilizacdo seja atingida. Neste caso em
especifico, o atraso na estabilizacéo € resultado direto do aumento da entropia
do sistema causado pelo aumento da temperatura, o qual € intensificado sob
concentragdes ionicas superiores.

Por outro lado, quando se analisam os dados apresentados na Figura 10
c), correspondente as atividades da ASNase em solu¢cdes aquosas incubadas a
50°C, € observado um perfil totalmente diferente dos anteriores, no qual a
adicdo de [Ch]Cl causa a diminuicdo da atividade absoluta da ASNase
relativamente & ASNase presente em tampado fosfato. O perfil mostra uma
perda gradual de atividade com o aumento da concentracdo de [Ch]CI até
0,025 molichic.mokota!, No qual é atingida uma perda de mais de 90% da
atividade inicial da ASNase. Contudo, na concentracdo de 0,050
molichic.molota* @ diminuicéo da atividade catalitica absoluta foi menor do que
as observadas com as concentracdes 0,010 e 0,025 molichic.mOkotar?, i.€.
diminuicao de aprox. 70% da atividade inicial. Esta inversdo de comportamento
catalitico da enzima mostra que para concentracdes superiores de [Ch]CI o
mecanismo de estabilizacdo da enzima pode ser diferente, podendo ndo ser
resultado apenas de efeitos de interacdes fracas (componente entalpica), mas
também pela inducdo de mudancas conformacionais na proteina resultantes do
aumento da temperatura do sistema (entropia) [162]. Contudo, mais estudos
sd0 necessarios para compreender totalmente o que ocorre a nivel molecular.

Em resumo, os resultados apresentados na Figura 10 demonstram que o
aumento da temperatura do sistema, afeta a estabilidade da ASNase, sendo os
resultados mais proeminentes a 50°C. O aumento de temperatura, gera um
aumento da entropia do sistema, a qual acaba por intensificar as interacdes
proteina-ions e consequentemente uma inversdo de aumento para diminuicao
da atividade asparaginolitica quando em altas concentracbes de [Ch]CI. O
conjunto de resultados de atividade enzimatica da ASNase em diferentes
concentracfes, temperaturas e tempos de exposicdo, demonstraram que é
possivel manter a estabilidade enzimatica em solu¢des contendo [Ch]Cl sem
perda da atividade catalitica.

Estudos anteriores mostraram que os sais baseados em [Ch]* podem
funcionar como agentes estabilizadores de proteinas, como citocromo ¢ e

anticorpos [98, 99]. No entanto, o aumento da atividade enzimatica na
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presenca de [Ch]* ainda ndo foi relatado, e pode ter sido ocasionada por
diferentes condicdes, como por exemplo o efeito do pH ou ainda, pelo efeito
especifico dos ions constituintes desses compostos. Inicialmente, para eliminar
qualquer hipétese de aumento de atividade enzimatica devido ao efeito do pH,
todas as amostras testadas foram tamponadas com tampéao fosfato 20 mM pH
7,4. Assim, o efeito do pH foi descartado como responsavel pela superativacéo
enzimatica. Portanto, para dar prosseguimento ao estudo dos mecanismos que
levaram a superativagdo enzimatica, foi avaliado se o aumento da atividade
enzimatica poderia ter sido ocasionado por um efeito especifico dos ions
presentes no composto derivado de [Ch]*.

Para isso, foi inicialmente avaliado a influéncia do anion do [Ch]CI. Este
composto derivado de [Ch]* possui comportamento mais préximo a um sal
comum, e contém um anion inorganico em sua composicdo. Considerando que
de acordo com a série de Hofmeister, o efeito estabilizador da estrutura
proteica € dado pelo anion presente no sal, neste caso o responsavel pela
estabilizacdo seria o ion CI'. Assim, para avaliar se a estabilizag&o e posterior o
aumento da atividade da ASNase poderia ser devido a presenca do anion CI,
foi realizado um estudo de estabilidade da ASNase na presenca de um sal
contendo o0 mesmo anion que o [Ch]CI. Para isso, duas concentracdes de NacCl
foram avaliadas: uma intermediaria (0,005 molnaci.MOkotar) € @ maxima (0,050
molnacl.mohota™?) utilizada anteriormente para os estudos com o [Ch]Cl. Os

resultados sédo apresentados na Figura 11.
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Figura 11. Efeito da concentragdo (molsa.molwtat) de NaCl a 25°C na atividade enzimética da
ASNase comercial em funcdo do tempo (h). As barras de erro representam o desvio padrao
obtido para cada ponto. *Valor absoluto considerado 100 %: 4,01 + 0,17 U.mL,

Fonte: a propria autora.

Como observado na Figura 11, o ion CI- na forma de NaCl ndo causou a
superativacdo da enzima, contrariamente ao observado com o [Ch]CI, tendo
inclusive sido observada uma reducédo da atividade da enzimatica da ASNase
na maior concentragdo de NaCl. Com isso, pode-se inferir que o efeito de
manutencao da estabilidade e aumento da atividade na presenca do [Ch]Cl ndo
€ resultante do efeito estabilizador do anion Cl, podendo esse resultar de
interacOes especificas céation-[Ch]* ou de interacbes combinadas do cation e o
anion em solucéo contendo a enzima.

Portanto, a fim de melhor compreender as possiveis intera¢des de cada
um dos ions com a estrutura da ASNase que pudessem justificar o aumento da
atividade catalitica com o [Ch]CI e a manutencdo da mesma com o NaCl, foram
realizados ensaios de ancoragem molecular para tentar simular a disposicéo

dos ions em solucdo contendo a enzima.
4.2.1.2 Efeito do [Ch]Cl sob a estrutura proteica da ASNase

Apesar da estrutura ASNase ja ter sida elucidada, o mecanismo
enzimatico ainda nao foi bem esclarecido. De acordo com os trabalhos
anteriores, o sitio ativo e catalitico da ASNase muda de acordo com o
microrganismo que a produz [169]. No entanto, os residuos de treonina sao 0s

principais candidatos a ser um centro nucle6filo responsavel pela atividade da
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mesma [169]. De fato, de acordo com o modelo utilizado neste estudo (PDB:
1K2X), o substrato asparagina mostrou alta afinidade pelos residuos de
treonina (THR179 e THR230).

Inicialmente avaliou-se se o efeito obtido com o [Ch]CI seria resultante
da interagdo do cation [Ch]* com algum sitio especifico da ASNase. Para isso,
comparou-se as energias de ligacdo (afinidade) para os cations [Ch]* e [Na]*,
com 0 mesmo anion em comum, o cloreto. A posicado de ligagdo com menor
valor absoluto de afinidade (kcal.mol?) para ASNase, [Ch]* e [Na]* é mostrada
na Figura 12 para evidenciar a interacdo dos cétions na estabilidade da

proteina.

Figura 12. Simulagdo de ancoragem molecular dos cations dos sais [Ch]Cl e NaCl: a) Na* e b)
[Ch]*, sob a estrutura da 3D da ASNase. (Estrutura ASNase: Protein Data Bank,
referéncialk2X).

Fonte: a propria autora.

As afinidades de encaixe desses cations para ASNase seguem o0
ranking: [Ch]* > Na* > CI-. A forca de ligacao do ion ClI- ndo foi suficiente para
exibir interacdes especificas com residuos presentes na ASNase, conforme

mostra a Figura 13 (as interacfes séo representadas como linhas tracejadas
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quando presentes). Como o anion ClI- € comum para ambos os cations, é

evidente que o efeito € predominantemente promovido pelo cation.

Figura 13. Posicdo de menor valor absoluto de afinidade (kcal.mol') para o ensaio de
ancoragem molecular para ASNase e o anion CI-.

Fonte: a propria autora.

De acordo com os resultados obtidos, a [Ch]* interage preferencialmente
com os residuos de glicina na estrutura ASNase (GLY10). Por outro lado,
apesar da baixa forca de ligacdo do Na*, estes ions exibiram interacdes metal-
receptor com ASP83, SER196 e THR197. Mesmo assim, ambos os cétions
interagem com residuos que ndo envolvem o centro nucleofilico da ASNase
(residuos de treonina). Tanto o Na* como Cl- apresentam baixa afinidade com a
estrutura ASNase, o que significa que, como bem estabelecido, os ions de
menor tamanho molecular perturbam essencialmente a camada de hidratacéo
da ASNase. Desse modo, a interagédo entre as moléculas de agua e a proteina
é interrompida, levando a desestabilizacdo da estrutura quaternaria proteica, e
consequentemente, a reducdo de sua atividade catalitica. Estes resultados,
combinados aos resultados observados com a pequena diminuicdo da
atividade enzimética e aumento da concentracdo de NaCl, sugerem que 0s
ions pequenos estudados (Na* ou CI) tém um efeito ndo significante na
estabilidade da ASNase. Por outro lado, o efeito para ions maiores, como [Ch]*,
parece estar relacionado com interacdes especificas cation-proteina, neste
caso, interagindo com residuos de aminoacidos (GLY10) da ASNase. Esses
resultados parecem indicar que o cation [Ch]* tem um papel ativo na
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estabilizacdo e superativagdo da ASNase, possivelmente, resultante das
interacOes especificas entre o cation e a estrutura proteica.

Em seguida, para obter uma maior compreensdo dos mecanismos de
interacdo do [Ch]CI e a estabilizagdo da ASNase, bem como do aumento da
atividade catalitica, foram realizadas analises estruturais da ASNase utilizando
técnicas de dicroismo circular (DC), fluorescéncia e calorimetria diferencial de
varredura (CDV). Particularmente, o0s ensaios foram realizados para
compreender 0s mecanismos que controlam as alteragcbes de atividade
enzimatica na presenca de diferentes concentragdes de [Ch]CI e verificar
possiveis alteragcdes conformacionais na proteina em estudo. Inicialmente foi
empregada a técnica de DC, para verificar possiveis alteracdes na estrutura
secundaria da ASNase que pudessem estar relacionadas ao aumento da
atividade enzimatica correspondente. O espectro de DC para cada solucao de
ASNase em tampao e solucdo de [Ch]CI foi obtida a 25°C, conforme

apresentado na Figura 14.
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Figura 14. Espectro de Dicroismo Circular a 25°C de ASNase apdés 6 h de exposicdo a
diferentes concentragcdes de [Ch]Cl (do azul claro a azul escuro de menor para maior
concentracao de [Ch]CI, respectivamente de 0,001 a 0,050 molicnici.molota!) € tampéo (linha
preta).

Fonte: a propria autora.

O espectro da ASNase nativa (linha preta) apresentado na Figura 14

mostra as bandas caracteristicas da estrutura secundaria em a-hélice,
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representado pelas bandas negativas a 208 e 222 nm. A banda em 208 nm
corresponde a transicdo 1 para " da a-hélice, enquanto a banda em 222 nm
corresponde a transicdo 1 para T* da a-hélice ou enovelamento aleatério
(“random colil”’). Para todas as concentragdes de [Ch]CI testadas verificou-se
um aumento da elipticidade negativa caracteristicas das bandas da estrutura
secundaria da ASNase, demonstrando a estabilizacdo da estrutura e
consequente reestruturacdo com a adicéo do sal.

No entanto, nas maiores concentracbes do sal, 0,025 e 0,050
molichic.mokota, observa-se o aumento da razdo 0208.022271, possivelmente
devido a modificagbes da estrutura secundaria em a-hélice e/ou transicao para
outra conformacdo ocasionadas por efeito da adicdo do composto ibnico. O
deslocamento das bandas 208 e 222 nm no ponto de 0,025 molichici.molotar™ €
posterior retorno em 0,050 molichic.molota> evidenciam que a partir desse
ponto a estrutura da proteina provavelmente ja se encontra saturada pelo
[Ch]CI, ndo apresentando mais alteracdes conformacionais que favorecam ou
estejam relacionadas ao aumento de atividade enzimatica.

Ensaios adicionais de fluorescéncia foram entdo realizados para avaliar
com maior detalhe a alteracdo da estrutura da proteina. Estes ensaios
analisam os aminoacidos estruturais que possuam fluorescéncia quando
excitados a um determinado comprimento de onda, como o triptofano, tirosina e
fenilalanina. O triptofano (Trp) e a tirosina (Tir) sdo fluor6foros muito utilizados
em caracterizacdo estrutural de proteinas uma vez que sdo extremamente
sensiveis ao microambiente em que se encontra inserido na proteina [163]. A
variacdo do comprimento maximo de emissdo (Amax) dos espectros de
proteinas indica modificacbes neste microambiente devido a acdo dos
solventes utilizados [163]. A escolha de um solvente que mantenha a
estabilidade da proteina estd intimamente ligada a manutencdo de sua
estrutura, na qual o aumento da intensidade de fluorescéncia emitida Nno Amax
mostra a diminuicdo da polaridade do microambiente no qual esta inserido o
fluordforo [136, 163]. O aminoacido mais utilizado em analises de fluorescéncia
€ o0 Trp, devido a sua maior sensibilidade ao ambiente ao redor e maior
emissdo de fluorescéncia, tornando-se de fécil identificacdo [164]. Os dados

obtidos a partir do monitoramento do Trp, com excitacdo a 280 nm e emisséo
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no Amax (330 nm) para as solu¢cdes aquosas de ASNase em diferentes

concentracdes de [Ch]Cl a 25°C estdo apresentados na Figura 15.
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Figura 15. Efeito de diferentes concentracdes de [Ch]CI (do azul claro a azul escuro de menor
para maior concentracdo de [Ch]CI, respectivamente de 0,001 a 0,050 molichci.molotar?, €
tampdo - linha preta) sob a fluorescéncia da ASNase para uma excitacdo a 280 nm e emissao
em: a) de 300 a 500 nm; e b) a 330 nm; a temperatura de 25°C.

Fonte: a propria autora.

A Figura 15 mostra que o aumento da concentracdo até 0,025
molichic.molkotat promove uma maior intensidade de fluorescéncia da estrutura
ASNase, indicando que a polaridade do solvente foi diminuida com a adi¢éo do
[Ch]CI, e logo os aminoacidos aromaticos foram mais internalizados [136].
Como a proteina se encontra em um meio aquoso, portanto polar, 0s
aminoacidos aromaticos encontram-se no interior da estrutura proteica, logo,
quanto mais internalizados, mais expostos a um ambiente mais hidrofébico, e o
aumento da hidrofobicidade ao redor do fluor6foro leva ao aumento da
fluorescéncia do mesmo [72]. A partir dessa concentracdo de sal ndo ocorre
mais aumento na fluorescéncia dos aminoacidos aromaticos, portanto para a
concentragdo superior de sal ndo foi observada alteragéo significativa no
microambiente aos quais os fluoroforos estédo expostos. Esse comportamento
em funcdo da concentracdo de [Ch]CI foi semelhante ao observado com a
espectroscopia de DC.

Em geral, em proteinas no estado nativo, Tir e Trp estdo localizados no
interior (core, centro) da proteina, enquanto que no estado desenovelado (do
inglés “unfolded”) ou parcialmente enovelada (do inglés “folded”), esses

aminoacidos comegcam a ser expostos ao solvente em que estdo imersos. Se 0
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solvente tiver natureza polar, a fluorescéncia sera perdida; e caso o solvente
tenha caracteristicas apolares, quando esses residuos forem expostos, a
fluorescéncia sera aumentada[136]. Portanto, os resultados obtidos mostram
que a adicdo do [Ch]CI tem uma influéncia no enovelamento (“folding”) da
ASNase, e acima de 0,025 molchc.molota™? ocorre a estabilizacdo dessa
condicdo, a partir da qual a fluorescéncia para de aumentar, provavelmente
devido a saturacdo da estrutura da ASNase pelo [Ch]CI, ou a polaridade do
solvente chegou a um limite méximo, a partir do qual ndo age mais diretamente
sobre o microambiente ao redor do fluoréforo. Outra evidéncia € 0 Amax que
permaneceu fixo em 330 nm, indicando que a proteina apresenta uma
conformacao estavel em todas as concentracdes de [Ch]CI estudadas [165].
Para confirmar os efeitos do [Ch]CI sobre a estrutura da ASNase, foram
realizados ensaios de titulagdo por acrilamida (um supressor/inibidor
hidrossoluvel que se liga a regibes polares da proteina), na auséncia e na
presenca de [Ch]CI. Este ensaio permitiu obter mais informacfes sobre
alteracdes estruturais das proteinas pelo monitoramento da localizacdo do
fluoréforo, uma vez que o aumento da hidrofobicidade do ambiente ao redor do
fluoréforo devido a exposicdo a regides polares, levam a trocas de carga e
energia que irdo reduzir a fluorescéncia. A acrilamida suprime a fluorescéncia
do triptofano via contato fisico com o anel indol excitado, onde a maior
supresséao da fluorescéncia indica maior exposicao do triptofano ao meio polar
[136]. Os resultados da supressao de fluorescéncia com adicdo da acrilamida

estdo apresentados na Figura 16.
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Figura 16. Supressédo da fluorescéncia de ASNase na presenca de diferentes concentra¢cdes
de [Ch]CI por acrilamida (Pontos pretos: estrutura nativa ASNase em tampéao fosfato, e azul
claro a escuro aumento da concentracdo de acrilamida: 10, 20, 30, 40 e 50 mM).

Fonte: a propria autora.

Embora o aumento da concentracdo de acrilamida tenha suprimido a
fluorescéncia em todas as concentracdes de [Ch]CI, observou-se um efeito
diferente na concentracdo de 0,050 molichic.molota™®, @ qual ndo seguiu a
tendéncia de supressdo gradual observada nas demais concentracdes. Esse
fato confirma que o ambiente ao redor do fluor6foro é estabilizado a partir
dessa concentracado, e, portanto, sugerindo a existéncia de outro mecanismo
de interacdo proteina-[Ch]CIl. Logo, o aumento da atividade enzimatica pode
ser resultado de outro tipo de interacdes especificas sobre a estrutura proteica,
que sobreponham aos efeitos de exposicdo a ambientes mais polares
observados pela andlise de fluorescéncia [88]. Importa destacar que a
supressdo de fluorescéncia observada foi do tipo dindmica, uma vez que o
comprimento de onda de emissdo maximo praticamente nado foi alterado.
Portanto, para altas concentracdes de [Ch]CI| observou-se apenas pequenas
modificacdes no microambiente em que o fluoréforo esta exposto, conforme
verificado no DC, onde pequenas alteracdes na intensidade do sinal foram
observadas, sem nenhuma alteracdo conformacional significativa na estrutura

da proteina.
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A fim de associar as alteracbes estruturais observadas aos efeitos
termodinamicos, a estabilidade térmica da ASNase frente ao [Ch]CI foi avaliada
posteriormente por ensaios de CVD e comparada com novos ensaios de DC.
Em geral, experimentos que avaliam o enovelamento ou a perda da estrutura
proteica (“folding/unfolding”) consideram que as alteragdes na intensidade de
fluorescéncia e/ou na elipticidade estdo fortemente correlacionadas a
termodindmica dessas reacdes. Portanto, para caracterizar a resisténcia
estrutural da ASNase frente a diferentes concentragdes de [Ch]Cl em soluc&o
aquosa, a perda da estrutura nativa foi monitorada por dois métodos fisico-
qguimicos diferentes. As transi¢cdes observadas por esses métodos representam
a perda da estrutura nativa da proteina devido ao aumento da temperatura, que
leva a reorganizacdo da estrutura proteica. A CVD avalia o calor consumido
para o processo de “unfolding”, constituindo o método de referéncia para as
analises termodinamicas. Os métodos espectroscépicos, em particular o DC,
sdo empregados para monitorar as alteracdes da estrutura secundaria durante
este processo de “unfolding” térmico. Dessa forma, a estabilidade térmica foi
avaliada por CVD de 25°C a 95°C, a uma taxa de aquecimento de 1°C.min%,

sendo comparada com os dados obtidos por DC, conforme apresentado na

Figura 17.
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Figura 17. Estabilidade térmica da ASNase por dois métodos diferentes: a) Temperatura de
fuséo, T, (°C) por CVD na presenca de diferentes concentra¢des de [Ch]Cl; b) Monitoramento
da estrutura secundéria da ASNase (222 nm) por DC em tampéo fosfato 50 mM pH 7,4 (linha
preta) e exposta a 0,025 molicnc.mokota? (linha azul). mdeg: eliptiticidade em miligraus
(“milidegrees”, do inglés).

Fonte: a propria autora.
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A Figura 17 a) apresenta o efeito do [Ch]CI sob a temperatura média de
transicao (Tf) da ASNase. O aumento da concentracdo de [Ch]CI diminui a Ty,
como por exemplo, em condigdes fisioldgicas, a ASNase funde (“melts”) a uma
temperatura de 61,64°C, e o aumento da concentragcdo de [Ch]CI leva a
reducdo da Tr para 55,94°C. A capacidade térmica, em pressdo constante,
apresentou a mesma tendéncia até a concentracdo de 0,025 molichic.MOkotar ™.
ApOs essa concentracdo, o0 aumento da concentracdo de sal ndo continuou a
influenciar o processo de “unfolding”, podendo ser observada a estabilizacéo
da temperatura de fuséo nessa concentracdo, conforme a Figura 17 a).

O desenovelamento progressivo da estrutura secundaria da ASNase foi
também monitorado por DC, a uma taxa de aquecimento de 1°C.min’, de 25 a
95°C, conforme apresentado na Figura 17 b). A proporcédo 620s.02221 aumenta
de acordo com o0 aumento da temperatura, indicando o desenovelamento da
estrutura secundaria em a-hélice. A Tr da ASNase por este método foi de 57°C
para a estrutura nativa e caiu para 51°C com a adicdo de [Ch]CI na
concentragéo de 0,025 molichici MOlotar?.

Ambos os meétodos avaliam a estabilidade térmica da ASNase, no
entanto, utilizam diferentes modelos para aferir a Tr. O CVD comumente analisa
o desenovelamento partindo do modelo “dois estados” e o DC considera o
modelo de desenovelamento sequencial, onde s&o assumidos mais de dois
estados (nativo e desenovelado) durante o processo de desenovelamento.
Considerando a base dos dois processos, embora a diferenca dos valores
absolutos de T: obtida por ambos os métodos, foi observada a mesma
tendéncia de desestabilizacao térmica, na qual o aumento da concentracédo de
[Ch]CI leva a diminuicdo da T:. Apesar da presenca do [Ch]CI atuar como
estabilizador da ASNase em condicBes proximas a temperatura ambiente
(25°C), o mesmo agiu como agente desnaturante em temperaturas superiores.
O desdobramento proteico se da pela competicdo entre a entalpia da ligacao
de hidrogénio entre os residuos de aminoacidos e a hidratacdo dos residuos de
aminoacidos. Dessa forma, um agente desnaturante exposto a proteina,
podendo ser de natureza ibnica ou ndo, leva a diminuicdo da Tr de acordo com
0 aumento de sua concentracdo, como ja demonstrado para outras proteinas

globulares [80].
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O conjunto de resultados de atividade enzimatica e estabilidade da
ASNase em diferentes concentracdes de [Ch]Cl e tempos de exposicéo
demonstraram que este composto ibnico manteve a estabilidade e promoveu o
aumento da atividade enzimatica da ASNase em comparacao com solucédo de
tampdo. Os ensaios estruturais da ASNase em presenca de [Ch]CI, em
particular, DC e fluorescéncia, evidenciaram diferentes mecanismos de

estabilizacdo/interacdo da ASNase a partir de 0,025 molchct.moliotar™.

4.2.2 Efeito do aumento da cadeia alquilica dos anions de LIs baseados
em [Ch]* sob a estabilidade da ASNase

4.2.2.1 Efeito do aumento da cadeia do anion de compostos baseados em

[Ch]* na estabilidade e atividade catalitica da ASNase

Os resultados anteriores indicaram que o o cation [Ch]* apresentou
maior afinidade de ligacdo pela proteina. Considerando que o efeito
estabilizador parece ser resultado da presenca da [Ch]*, em seguida, foram
testados uma série de anions com objetivo de verificar se 0 aumento da
afinidade do anion pela estrutura proteica podia potencializar o efeito de
superativacao enzimatica e estabilizacdo da ASNase. Para isso, foi avaliado o
efeito do aumento da cadeia alquilica do anion dos Lls derivados [Ch]* na
estabilidade e atividade da ASNase a diferentes temperaturas (25, 37 e 50°C),
tendo sido preparadas diferentes concentragdes de acetato de colina ([Ch][Ac]),
propanoato de colina ([Ch][Pro]), butanoato de colina ([Ch][But]), variando a
fracdo molar de 0,001 a 0,050 molu.molota, conforme apresentado na Figura
18. De acordo com os resultados obtidos para o [Ch]CI, observou-se que 0s
efeitos dos sais na atividade enzimatica estabilizam ap6s 6 h de contato.
Assim, nesta série de ensaios com [Ch]*-LlIs, a cinética da atividade enzimatica

da ASNase foi avaliada somente nas primeiras 6 h de exposicéo.
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Figura 18. Efeito de diferentes concentracbes de LIs derivados de colina sob a atividade
enzimatica da ASNase em diferentes temperaturas: a) [Ch][Ac], b) [Ch][Pro] e c) [Ch][But].
Foram testadas diferentes concentraces variando de 0,001 a 0,050 mol..molota? (azul claro a
azul escuro, da menor para a maior concentracdo de [Ch]Cl e tamp&o fosfato 50 mM pH 7,4
(linha preta). As barras de erros correspondem ao desvio padrdo. *Valor absoluto considerado
100 %: 5,29 + 0,03 U.mL! para [Ch][Ac]; 5,98 £ 0,25 U.mL! para [Ch][Pro] e 5,37 £ 0,36 U.mL"
para [Ch][But].

Fonte: a propria autora.

Na Figura 18 a) é apresentada a atividade da ASNase na presenca de
diferentes concentracdes de [Ch][Ac] em 3 temperaturas diferentes. Este LI
também se mostrou eficiente em estabilizar a proteina a 25°C durante o
periodo total de 6 h. Tal como o [Ch]CI, foi observado um aumento da atividade
proporcional ao aumento da concentracdo do [Ch][Ac], tendo sido atingido o
méaximo de atividade da ASNase apos 1 h de exposi¢do. Todavia, quando a
ASNase estd numa solucdo aquosa de [Ch][Ac], o aumento da atividade
enzimatica relativamente ao tampao fosfato foi menor do que o observado para

o [Ch]CI, com uma atividade enzimatica 1,6 vezes superior a atividade da
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enzima nativa em tampdo fosfato. A ASNase apresenta um perfil de
estabilizacdo idéntico em ambos LIs, no qual a estabilidade € atingida apos 6 h
de contato. Contudo, a atividade absoluta da ASNase para uma mesma
concentracdo de LI € sempre superior em solu¢des aquosas contendo [Ch]CI.

Quanto ao efeito da temperatura na atividade enzimética para solugdes
com [Ch][Ac] (Figura 18 a), observa-se a reducdo da atividade enzimatica a
50°C. Analogamente ao que aconteceu com o [Ch]CI, ndo é possivel observar
a manutencao da atividade da enzima, e esta perde quase toda a atividade
guando exposta a pequenas quantidades de [Ch][Ac]. Em todos os ensaios a
50°C ocorre uma reducdo muito grande da atividade da ASNase nas primeiras
horas de exposicdo, tendo esses valores estabilizados proximo de 6 h de
incubacdo. Em 1 h de contato da enzima com o LI, € possivel perceber que
ocorre a maior queda de atividade em todas as concentragdes de [Ch][Ac]. De
acordo os dados a 50°C, percebe-se também que, independentemente do
tempo de exposicdo da enzima ao LI, os valores obtidos de atividade da
enzima foram sempre inferiores aos valores de atividade da ASNase em
presenca apenas de tampao fosfato.

Assim, considerando que a estrutura do anion influencia a atividade da
ASNase, em seguida foi estudado o efeito de diferentes concentracfes molares
de [Ch][Prop] e [Ch][But] na estabilidade e atividade enzimatica da ASNase. Os
resultados apresentados na Figura 18 b) e c), respectivamente, mostram que a
25°C, a adicdo de [Ch][Pro] e [Ch][But], respectivamente, induzem uma
tendéncia similar ao observado anteriormente para o [Ch]CI e [Ch][Ac], no qual
0 aumento da concentracdo do LI promove um aumento da atividade
enzimatica. O aumento da atividade catalitica foi observado até 0,025
molichipro;.mokota?, a partir do qual diminuiu em comparacéo com a atividade da
ASNase na presenca apenas de tampdo. O mesmo ocorre com o [Ch][But] até
a concentracdo de 0,010 molicnsug.molieta, a partir da qual o aumento da
concentracdo ndo promove nenhuma alteracdo na atividade enziméatica da
ASNase. Por outro lado, para ambos os LIs, 0 aumento da temperatura teve
efeito negativo sobre a estabilidade, tanto a 37°C quanto a 50°C. A 50°C,
independente do LI utilizado, apds 1 h, a ASNase perde completamente sua
atividade enzimatica quando comparada a mesma concentracdo de ASNase
em solugao tampéo fosfato pH 7,4 (50 mM).
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Por fim, para confirmar se realmente o cardcter mais hidrofébico do
anion influencia negativamente a atividade da ASNase, foi realizado um ensaio
a 25°C, para determinar o efeito de diferentes concentracdes de [Ch][Hex] na

atividade enzimatica da ASNase, conforme esta apresentado na Figura 19.
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Figura 19. Efeito da concentracdo (molichHex.MOkota!) de [Ch][Hex] a 25°C na atividade
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Fonte: a propria autora.

Os resultados da Figura 19 mostram que quando a enzima é exposta a
diferentes concentracdes do [Ch][Hex], a 25°C, as atividades relativas séo
proximas as observadas anteriormente com os Lls [Ch][Pro] e [Ch][But].
Particularmente, nas duas maiores concentracdes, 0,025 e 0,05 (mol..moliotar?),
foram observadas diminuicdes das atividades cataliticas da ASNase, as quais
apresentaram atividades inferiores as atividades iniciais e da amostra controle
na presenca do tampdo. Considerando que o0 comportamento negativo do
[Ch][Hex] sobre a estabilidade da ASNase ja foi observado a 25°C, ndo foram
realizados os ensaios a 37 e 50°C. Os resultados aqui demonstrados
permitiram inferir que o aumento do carater hidrofébico dos anions de cada LI
testado diminuiu a capacidade de estabilizar e superativar a ASNase.

Conforme reportado anteriormente, na presenca de LIs as enzimas
apresentam atividade, estabilidade e seletividade aprimoradas [166]. No
entanto, existem algumas evidéncias de que os Lls podem alterar a estrutura

nativa de uma proteina e consequentemente afetar negativamente sua funcao
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[166]. E importante ressaltar que, embora tenha sido reportado um ndmero
crescente de estudos que mostrem a estabilizacdo de proteinas com Lls [71,
93], estes ainda permanecem escassos, em particular, para a estabilizacdo de

enzimas terapéuticas.

4.2.2.2 Efeito do aumento da cadeia do anion de compostos baseados em

[Ch]* sob a estrutura tridimensional da ASNase

Considerando que o aumento da cadeia alquilica dos Lls derivados de
[Ch]* induzem um efeito negativo na atividade e estabilidade da ASNase, o
estudo de ancoragem molecular foi conduzido para verificar a afinidade de
ligacdo dos anions a ASNase. Na Figura 20 séo representadas as posicoes de
ancoragem dos anions: [Ac], [Prop], [But] e [Hex].

As energias de ligacdo dos anions estudados com a estrutura da
ASNase estdo descritas na Tabela 5 e seguem a série: Cl < [Ac] < [Prop] <
[But]- = [Hex]. De acordo com os resultados, os anions dos derivados de [Ch]*
mostraram interacdes preferencialmente por ligacdes de hidrogénio com a
ASNase. No entanto, importa realgar que o anion Cl- ndo apresentou nenhuma
interacdo, conforme discutido na se¢do anterior. Além da ligacéo de hidrogénio,
os anions [Prop] e [But] apresentaram também interacdes eletrostaticas. E por
altimo, o [Hex], anion mais hidrofébico, mostrou apenas interacfes do tipo

hidrofébicas.
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Figura 20. Simulacdo de ancoragem molecular de cations dos LIs baseados em [Ch]*, a) [Ac],
b) [Prop], c) [But] e d) [Hex]  sob a estrutura da 3D da ASNase. (Estrutura ASNase: Protein
Data Bank, referéncialK2X).

Fonte: a propria autora.

Os resultados de ancoragem molecular mostraram que [Prop] e [But]
interagem com THR179 (aminoé&cido no centro nucleofilico da ASNase), o que

BN

pode levar a perda de comportamento catalitico enzimatico. As interacdes

hidrofébicas promovidas pelo anion [Hex]" ocorrem devido a interacdo da

cadeia alquilica a superficie de ASNase.
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Tabela 5. Energias de afinidade de ancoragem e atomos interagentes previstos pelo programa AutoDock para a ASNase e o0s céations dos sais.

Cétion Afinidade (kcal.mol?) Tipo de interacao De: Para: Distancia (A)
[Ch]* -2.5 Ligacdo de hidrogénio [Ch]*-C Glicina - O 3.46
[Na]* Acido Aspartico - O 2.44
Na* -1.2 Ligacdo metalica [Na]* Serina- O 2.60
[Na]* Treonina - O 2.58
Acido glutamico - N [Ac] - O 3.13
[Ac] -2.7 Ligacéo de hidrogénio
Glicina - N [Ac] - O 2.97
ngagaqde h'd“’g‘?'.“o’ Treonina - N [Pro] - O 3.07
Interacéo eletrostatica
Asparagina - N [Pro] - O 3.19
[Pro] -2.9 Treonina - O [Pro] - O 3.04
Ligacéo de hidrogénio
Treonina - O [Pro] - O 3.10
Treonina - O [Pro] - O 3.13
ngac;ao~de hldroggmo/ Arginina - NH [But] - O 3.24
Interacéo eletrostatica
Interacao eletrostéatica Treonina - N [But] - O 5.34
[But] -3.0 Asparagina - N [But] - O 3.26
Ligacdo de hidrogénio Arginina - NH [But]- - O 3.11
Arginina - NH [But] - O 3.13
[Hex] -3.0 Interagdo hidrofobica Tirosina [Hex] - C 3.92

Fonte: a prépria autora.
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Em resumo, os resultados de ancoragem molecular permitem concluir
que as interacdes especificas LI-ASNase sao responsaveis pela mudanca na
atividade catalitica da enzima. O equilibrio de assimetria entre os ions dos LlIs
em solucdo aquosa pode interromper ou aumentar a atividade de ASNase. Os
anions mais hidrofébicos interagem em regides proximas ao sitio ativo,
dificultando seu acesso. Embora as interacdes proteinas sal/Ll ainda ndo sejam
totalmente conhecidas, os promissores resultados de atividade e estabilidade
catalitica da ASNase em presenca de LIs derivados de colinas, demonstram a
efetividade destes compostos para serem utilizados como agentes extrativos
para os SABs.

Desse modo, até essa etapa do trabalho foi possivel constatar que
quanto maior a hidrofobicidade do composto, menor sera a estabilizacdo e
atividade da ASNase. Adicionalmente, foi também observado que o aumento
da temperatura em todos o0s compostos avaliados, foi desfavoravel a
manutencdo da estabilidade catalitica da ASNase. O conjunto de resultados
apresentados mostram que a ASNase apresenta um perfil de estabilizacéo
idéntico em todos os LlIs, no qual a estabilidade € atingida ap6s 6 h de contato.
Contudo, a atividade absoluta da ASNase para a mesma concentracdo de LI
sempre superior em solucbes aquosas contendo [Ch]Cl. Estes dados indicam
gue principalmente o tipo de anion do LI influencia a estabilidade de enzimas, o
que esta de acordo com estudos anteriores para outras proteinas [166]. Além
disso, o aumento da cadeia alquilica do anion dos compostos derivados de
colina, bem como o aumento de temperatura ndo se mostraram favoraveis a
atividade da ASNase.

4.2.3 Influéncia do pH na atividade da ASNase

Para confirmar se a diferenca de atividade observada entre as solucdes
de diferentes concentracdes de sais derivados de [Ch]* poderia ser resultado
das alteragbes no pH da solugcdo causados pela adicdo dos sais/Lls, a
estabilidade da ASNase foi monitorada frente a diferentes valores de pH em
solugbes tamponadas, nas mesmas condicbes anteriores, e por ultimo, a
quantificacdo da atividade catalitica da ASNase variando o pH da reacéo.

Os valores de pH variaram de 4 a 11, sendo cada condicdo
representada por uma curva diferente no grafico abaixo (Figura 21).
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Figura 21. Efeito de diferentes valores de pH na atividade enzimética relativa da ASNase
comercial. a) Efeito do pH na estabilidade ao longo do tempo. b) Efeito do pH da reacgéo
enzimatica.*Valor absoluto considerado 100 %: 3,19 + 0,02 U.mL".

Fonte: a propria autora.

A Figura 21 a) mostra que o pH tem efeito significativo na atividade da
ASNase. Quando a enzima foi exposta a pH 11, maior valor de pH testado,
foram atingidos os menores valores de atividade, seguido dos valores de
atividade enzimética quando a enzima foi submetida ao pH mais acido, i.e. pH
4. Estes resultados mostram, que condicfes extremas de pH, muito acidas ou
basicas, ndo sdo favoraveis para a manutencdo da atividade enzimatica da
ASNase. No geral, os valores de pH de 5 a 7 foram 0s que apresentaram as
maiores capacidades para manter a atividade enzimética e estabilizar a
estrutura da ASNase.

Estudos a respeito das interacbes eletrostaticas de proteinas,
relacionado a diferencas de pH, evidenciam a importancia de residuos
carregados para 0 enovelamento, funcdo e estabilidade das proteinas,
especialmente quando tais residuos sdo encontrados no sitio ativo da
biomolécula [167]. E devido a esses residuos ionizaveis que o pH possui tanta
influéncia na atividade e estabilidade das proteinas, ja que estes residuos
ionizaveis podem sofrer alteracdes em seu estado de protonacéo, e alterar a
atividade catalitica ou estrutural [167].
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Em seguida, foi avaliada a variagcdo de atividade frente aos diferentes
valores de pH durante o tempo de reacdo. Os resultados desse experimento
mostraram que em toda a faixa de pH estudada, de 4,0 a 9,0, durante o tempo
de reacgdo de quantificagdo da atividade da ASNase, as atividades da ASNase
se mantém idénticas a solugdo em tampao fosfato pH 7,4 (20 mM).

Por fim, fica evidente que a superativacdo da ASNase na presenca do
[Ch]CI, ndo se da pelas alteracbes do pH, mas sim por interacdes especificas
entre os ions do sal e a ASNase, alteracdes que permitem o aumento da
atividade catalitica.

4.2.4 Influéncia de polimeros na estrutura proteica da ASNase

Apos avaliar o efeito de LIs na estabilidade e atividade da ASNase, foi
posteriormente avaliada a influéncia de dois polimeros, compostos formadores
de fases que serdo utilizados nas etapas de extracdo da enzima, na
manutencdo da atividade catalitica da ASNase. Os resultados da atividade
relativa da ASNase na presenca de diferentes concentracées dos polimeros
PEG 600 e PPG 400, em funcao do tempo, estdo apresentados na Figura 22.

Os resultados apresentados na Figura 22 a) mostram que o PEG 600
ndo € um bom estabilizador da ASNase. Apds 1 h de exposicdo da enzima a
solucdo aquosa deste polimero a atividade diminuiu, independente das
concentracbes do PEG 600. Apenas a menor concentracdo, de 0,001
MOlpolimero.MOltota* de PEG 600, permitiu obter valores de atividade maiores
gue a solucdo padrdo com tampéo fosfato. Para as restantes concentracdes de
PEG, os valores de atividade enziméatica foram todos inferiores,

independentemente do tempo de exposicao.
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Fonte: a propria autora.

Por outro lado, a adicdo de PPG 400, Figura 22 b), permitiu uma maior
manutencdo da atividade da ASNase, comparativamente ao observado com o
PEG 600. A concentracdo de PPG 400 que se mostrou mais eficiente para o
aumento da atividade enzimatica foi a de 0,025 molpolimero.MOltotar:. Com
excecdo da maior concentracdo, de 0,050 molpolimero.MOkotar™, todas as outras
solucdes aquosas de PPG 400 apresentaram valores de atividade maiores que
os da solucdo enzimatica com tampao fosfato, independentemente do tempo
de exposicéo.

Varios polimeros tém sido usados para estabilizacdo de proteinas, a fim
de melhorar sua atividade catalitica, ou até mesmo modular a
biodisponibilidade de farmacos. Ja foi demonstrado que a presenca do PEG
pode diminuir a estabilidade térmica da lisozima devido as propriedades
hidrofébicas ou hidrofilicas tanto do polimero quanto da enzima [168]. Isto pode
ser explicado pelo fato do PEG ser de natureza hidrofébica, e dessa forma
interagir favoravelmente com as cadeias laterais hidrofébicas expostas apds o
desdobramento da proteina; e entdo, levar a uma reducdo da temperatura de
transicdo térmica [168]. No entanto, ha casos onde o PEG teve efeitos
levemente estabilizadores, como por exemplo da lipase, enzimas que
hidrolisam compostos apolares, onde PEG de alta massa molecular interagem

muito com os sitios hidrofébicos da proteina o que leva a estabilizacdo do
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estado desnaturado da enzima, e também casos onde o PEG de baixa massa
molecular foram capazes de estabilizar a conformacéo nativa das proteinas por
fendbmenos de hidratacdo [169]. Assim fica claro que um fator crucial para
estabilizacdo sdo as caracteristicas de cada proteina, sendo observados
diferentes mecanismos de estabilizacdo, de acordo com a natureza da mesma.

Portanto, devido a esses polimeros possuirem natureza mais hidrofébica
gue os sais e Lls estudados anteriormente, observou-se a mesma tendéncia
anterior, onde o aumento da hidrofobicidade leva a desestabilizacdo da
ASNase. No entanto, o PPG 400, apesar de mais hidrofébico que o PEG 600,
conferiu maior estabilidade a ASNase, e se mostrou eficiente como
estabilizador até 0,01 molpolimero.Molota™?, € 0 PEG 600 apenas em 0,001
Molpolimero.MOltota . Fatores como a viscosidade e a estruturacdo do polimero
em agua também contribuem com a capacidade estabilizadora dos mesmos
frente as proteinas [170]. Dessa forma, o mecanismo de estabilizacdo do PPG
400 provavelmente se sobrepde ao efeito de hidrofobicidade observado
anteriormente para o PEG 600, portanto, no PPG 400 a estabilizacdo néo se
deu pelo carater de hidrofobicidade.

Assim, os dois polimeros foram utilizados para compor os SABs
contendo os compostos derivados de colina na préxima fase do trabalho, no
entanto devido a reducdo da atividade da ASNase em presenca desses
polimeros, optou-se por retirar os polimeros de cada uma das fasee apls a

extracdo, para que a ASNase nédo perdesse a atividade.
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4.3 Controle da particao da ASNase pela
selecao da natureza dos SABs a base de

polimero/sal ou LI

Artigo submetido ao periddico “Separation and Purification Technology”
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4.3 Controle da particdo da ASNase pela selecédo da natureza dos SABs a

base de polimero/sal ou LI

A migracdo de uma proteina alvo em um sistema polimero/sal depende
das propriedades fisico-quimicas das fases coexistentes em equilibrio, para
gue a sua extracao possa ser adequadamente manipulada. Assim, esta fase do
trabalho foi divida em duas etapas: a particio com uma molécula modelo, a
ASNase comercial; e a particdo com a ASNase “real”, obtida a partir do lisado
celular.

Para entender como ocorre a migragcdo da ASNase neste tipo de
sistemas, e para obter mais informacfes sobre os mecanismos de particao,
inicialmente determinou-se a eficiéncia de extracdo da ASNase comercial
(EE%) usando a série de sistemas descritos na Tabela 2. Ap6s a compreensao
dos mecanismos de controle da particdo e a triagem dos melhores sistemas
com a molécula modelo, foi realizada entdo a extracdo da ASNase “real” obtida
a partir de lisado celular de E. coli utilizando os sistemas que obtiveram
melhores resultados.

Para obter mais informaces sobre os fenbmenos por tras do
particionamento ASNase, foi realizada a caracterizacdo fisico-quimica das
fases dos sistemas a 25°C, sendo determinado seu pH, condutividade (mS.cm-
1), viscosidade (mPa.s), densidade (g.cm®) e teor de agua (% em massa),
conforme detalhado na Tabela 6. Primeiramente, foram preparados SABs
compostos por seis diferentes polimeros de PEG (300, 600, 1000, 1500 e 2000
g.molt) e PPG (400), e sais (sal e tampdes, inorganicos e organicos) ou LI
(ICh][Ac]), e utilizados para inferir como o aumento da massa molecular do
PEG afeta o particionamento de ASNase a 25°C. Os parametros de particdo
(EE (%) e log K) para cada sistema foram determinados, como mostrado na
Figura 23. As composi¢cdes massicas e 0s valores dos parametros de particao
s&o apresentados na Tabela 6. E importante notar que com excecdo dos SABs
baseados em tampéao citrato, todos o0s outros sistemas permitiram a
manutencdo da atividade enzimética (> 97%) ao final do processo de particdo

(como mostrado pelos valores relativos de atividade da Tabela 6).
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Tabela 6. Propriedades fisico-quimicas e parametros de extracéo (K e EE (%)) dos sistemas polimero/sal ou LI utilizados na extracdo da ASNase comercial.

H Condutividade Viscosidade Densidade Teor de agua  Parametro de Atividade Relativa (%)
Sistema Ternario P (mScm?) (mPa.s) (g/cm?) (%) Particdo
Topo Fundo Topo Fundo Topo Fundo Topo Fundo Topo Fundo log (K) Topo Fundo
PEG+tampéo citrato[139,
140]
PEG 600 7.04 6.91 2.36 19.1 26.75 * 1.13 * 40.00 60.58 o 101.16 £ 2.42 0
PEG 1000 6.96 6.82 1.818 28.9 23.71 3.6605 1.12 1.27 47,52 62.48  0.51 +0.05* 70.25 +3.24 0
PEG 1500 7.02 6.79 1.116 24.5 41.97 3.5807 1.12 1.27 4415 62.66  0.42 +0.09* 70.82 +2.01 0
PEG 2000 7.02 6.82 0.918 20.9 60.81 5.2866 1.11 1.34 4473 5432 -0.42+0.12* 30.52+1.75 0
PEG+tampéao
fosfato[139]
PEG 300 6.92 6.97 17.63 117.8 4.86 2.9056 111 1.24 63.41 71.26 o 102.56 £ 2.01 0
PEG 600 7.05 6.75 8.57 134.9 6.85 2.5140 1.10 1.25 55.71  69.69 o 105.01 £1.78 0
PEG 1000 7 6.71 5.02 140.1 10.49 2.3581 1.09 1.24 57.57 71.91 -0.47 £ 0.09 2.35+1.25 97.28 +1.87
PEG 1500 6.98 6.69 3.595 142.7 15.68 2.3078 1.09 1.24 57.98 72.58 -0.73 £ 0.06 0 97.56 +2.89
PEG 2000 7.01 6.7 2.926 142.8 22.41 2.2162 1.09 1.24 58.97 72.03 -1.37 £ 0.06 0 98.51 +3.11
PEG+Naz2S04[141]
PEG 300 6.69 7.11 12.02 235 5.82 3.1480 1.10 1.20 65.17 72.46 0.59 £ 0.03 105.54 £ 0.98 0
PEG 600 7.02 7.18 3.43 29.4 6.62 2.6028 1.08 1.19 63.98 77.07 0.37+£0.01 100.87 £ 0.14 0.45+0.12
PEG 1000 4.29 4.68 14.3 98.51 5.99 2.0817 1.08 1.15 70.49 81.06 -1.96 + 0.04 0 108'555 *
PEG 1500 6.64 6.65 8.168 106.3 9.47 1.8587 1.08 1.15 66.61 79.75 -1.97 £ 0.03 0 97.54 + 0.64
PEG 2000 6.4 6.21 6.294 111.8 13.14 1.8185 1.07 1.15 63.89 82.97 -1.98 £ 0.02 0 99.65 + 0.85
PEG 600+[Ch][125]
[Ch]CI 7.75 7.21 29.36 0.603 18.98 123.125 1.10 1.13 31.19 13.28 -0.12 + 0.06 0 88.01 +0.29
[Ch][Ac] 9.61 9.72 14.71 0.614 19.15 101.175 1.10 1.12 38.37 16.70 -0.57 £ 0.10 0 73.00 +0.29
PPG 400+[Ch][129, 142]
[Ch]CI 5.64 6.39 0.023 60.63 58.71 2.8056 1.02 1.05 1591 64.70 o 0 109.21 £2.22
[Ch][Ac] 7.5 8.04 0.019 36.06 65.73 3.0675 1.03 1.05 16.59  69.69 * 0 116.90 £ 0.15

*Nos SABs a base de citrato ocorreu precipitacdo da ASNase na interface (formacgdo de uma partigcéo trifasica). Assim, a determinagéo dos valores de log (K)
considerou a precipitagdo, onde representa a quantidade de proteina no precipitado ou na fase rica em polimero.
** Extracdo completa, portanto, ndo foi possivel calcular o log (K) devido & uma das fases apresentar concentracdo de ASNase igual a zero.

Fonte: a propria autora.
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Os resultados obtidos com os SABs baseados em tampéao fosfato/PEG
mostram que ocorreu uma inversao na particdo da ASNase com o aumento da
massa molecular (MM) do PEG, onde utilizando PEG 300 e PEG 600 a
ASNase foi preferencialmente particionada para fase superior (fase rica em
PEG) (Figura 23 a), enquanto que com PEG 1000, PEG 1500 e PEG 2000, a
proteina migrou preferencialmente para a fase inferior (fase rica em sal) (Figura
23 b). Curiosamente, enquanto ambos os PEGs de baixa MM extraem
aproximadamente 100% da ASNase em uma Unica etapa de extracdo, a EE
(%) para a fase rica em sal aumentou com o aumento da MM do PEG, ou seja,
PEG 1000 (84,45 + 2,24 %) < PEG 1500 (92,51 + 0,71%) < PEG 2000 (98,81 +
0,20%).

A inversdo da particdo da ASNase em SABs PEG/tampéo fosfato pode
ser muito util no delineamento de sistemas de extragdo da molécula “real”, uma
vez que através de uma selecdo adequada da MM do PEG pode ser alcancado
um controle total da migracdo da ASNase, mantendo sempre elevadas
eficiéncias de extracdo (> 84%) independentemente da sua extracdo para a
fase rica em polimero ou sal.

Para confirmar se a tendéncia de inversdo ocorre em outro tipo de
SAB polimero/tampéo, a particio da ASNase em quatro sistemas baseados em
tampéo citrato usando PEG 600, PEG 1000, PEG 1500 e PEG 2000 como
agentes formadores de fase foi também avaliado (resultados apresentados na
Figura 23 e na Tabela 6). A extracdo da ASNase no sistema composto por
PEG 300 e tampao citrato ndo foi determinada, uma vez que este sistema nao
promoveu a formacdo de um regime bifasico apds a adicdo da ASNase em
solugdo tamponada. Neste tipo particular de SAB, como resultado da alta
energia livre de Gibbs de hidratacdo do éanion citrato (forte aptiddo para
“salting-out”), observou-se a formacéo de equilibrios do tipo trifasicos para os
sistemas compostos com PEGs de alta MM (PEG 1000, PEG 1500 e PEG
2000), liquido-solido(precipitado)-liquido. Os valores correspondentes a
ASNase extraida no precipitado (EEprecipitado (%)) S@0 apresentados na Figura
24. O sistema PEG 2000/tampao citrato n&do foi considerado para comparacéo
nos resultados de eficiéncia de extracdo por conter mais de 77% da ASNase

precipitada no sistema.
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Figura 23. Eficiéncias de extracdo da ASNase (EE (%)) nas fases: a) rica em polimeros e b)
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Fonte: a propria autora.
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Fonte: a propria autora.

Analisando os resultados da Figura 23, observa-se que, com excec¢éo do
PEG 2000/tampéo citrato, a ASNase foi particionada preferencialmente para
fase rica em PEG (> 61%). A extracdo completa foi obtida com o SAB
composto por PEG 600 e com o aumento da MM do PEG, ou seja, PEG 1000 e
PEG 1500, as eficiéncias de extracdo foram diminuidas. Os resultados obtidos
com sistemas PEG/tampao citrato revelaram o mesmo comportamento de
particdo ASNase do que os sistemas PEG/tampéao fosfato. No entanto, como
destacado acima, nos sistemas baseados em citrato, a ASNase que né&o foi
recuperada na fase rica em polimero nédo foi transferida para a fase rica em sal.
Nesse caso, a ASNase comecou a precipitar na interface e, como mostrado na
Figura 24, com um aumento da precipitacdo associada ao aumento da MM do
PEG, com aproximadamente 77% da ASNase precipitada no sistema
constituido por PEG 2000/tampé&o citrato.

Deve-se observar que em todos os SABs tamponados (citrato e fosfato),
0 pH das fases coexistentes permaneceu entre 6,69 a 7,05 (como mostra a
Tabela 6). Assim, é evidente que a precipitacdo da ASNase foi um resultado
das caracteristicas dos ions citrato e ndo de qualquer alteracdo do pH. A alta
basicidade dos ions citrato quando comparados ao fosfato, de acordo com a
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série Hofmeister [171, 172], leva a sua forte solvatacdo, desidratando mais a
fase rica em PEG (onde a ASNase foi preferencialmente concentrada). A maior
desidratacdo da fase rica em PEG (fase superior) € demonstrada pelos
menores valores de teor de agua (%) (Tabela 6) dessa fase nos SABs a base
de citrato (de 40 a 48% de &gua) quando comparada a fase nos SABs a base
de fosfato (de 55 a 63% de agua). Portanto, nos sistemas com PEGs de alta
MM (PEG 1500 e PEG 2000), e contrariamente aos SABs a base de tampéao
fosfato, quando o tampéao citrato foi usado como agente formador de fase, a
particdo da ASNase para a fase rica em sal foi limitada pelos efeitos de salting
out dos anions citrato, 0s quais causaram a precipitacdo da ASNase na
interface. A precipitacdo resultante dos mecanismos de salting out esta em
estreita concordancia com 0s resultados anteriormente relatados,
nomeadamente, para a particdo de lisozima e de BSA usando sistemas PEG
8000/fosfato de potassio [173].

Embora seja claro que os mecanismos de “salting out” limitem a particdo
de ASNase na fase rica em sal, a inversdo da migracédo e as altas eficiéncias
de extracdo para a fase rica em sal obtidas com os SABs compostos por citrato
e PEG 1000, PEG 1500 ou PEG 2000, ainda ndo estdo completamente
compreendidos. Portanto, para avaliar se a inversdo do padrdo de migracédo da
ASNase pode ocorrer com outro SAB polimero/sal, foi avaliado a particdo da
enzima em sistemas compostos por diferentes PEGs (PEG 300, PEG 600,
PEG 1000, PEG 1500 e PEG 2000) e sulfato de sddio (Naz2SOas). Como
apresentado na Figura 23, nos sistemas com Na2SOas e os polimeros PEG 300
e PEG 600, a ASNase foi extraida preferencialmente para fase rica em
polimero (valores de EE (%) de 93,77 + 0,23 e 72,83 + 0,83, respectivamente),
enquanto que utilizando PEG com MM superior a 1000 g.mol?, quase toda a
proteina foi particionada para fase rica em sal (EE (%)> 97,5).

Os resultados indicam que quando PEGs de baixa MM (PEG 300 e PEG
600) sdo usados na formacédo dos SABs, a proteina tende a ser particionada
preferencialmente para a fase rica em PEG, como resultado da predominancia
dos efeitos salting out dos ions dos sais sobre a ASNase. A ASNase teve uma
maior afinidade para as fases de baixa forga ibnica (rica em PEG), que, como
mostrado na Tabela 6, exibem condutividades em pelo menos uma ordem de

magnitude mais baixa que as fases coexistentes ricas em sal. Estes resultados
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estdo de acordo com o reportado anteriormente [174, 175], os quais
demonstraram que o efeito salting-out € o mecanismo predominante que
governa a migracao de biomoléculas da fase rica em sal para a fase rica em
polimero. No entanto, aumentando a MM do PEG (PEG 1000, PEG 1500 e
PEG 2000) o comportamento de particdo € o oposto, sendo a ASNase
concentrada preferencialmente na fase rica em sal. As diferentes MM da fase
de polimero afetam diretamente a particdo dos solutos devido a mudanca nas
interagbes polimero-proteina e indiretamente na composicdo das fases
coexistentes (mudancas nas curvas binodais) [176]. Em geral, num SAB
polimero/sal, o efeito da MM do polimero na particdo de proteina é associado a
pelo menos um dos dois fendmenos seguintes: i) exclusdo estereoquimica da
proteina [177, 178]; ii) aumento da hidrofobicidade relativa da fase rica em
polimero (reducéo da relacdo de grupos hidrofilicos/hidrofébica) [100, 128, 179,
180].

Os efeitos de volume de exclusdo implicam que as interacfes entre
polimero e proteina séo limitadas a auséncia de sobreposicdo estérica, onde
pequenas moléculas de polimero podem ocupar toda a fracdo volumétrica nao
preenchida com proteina [181], mas PEGs maiores sao fortemente excluidos
das proteinas globulares nativas [182]. Por outro lado, embora o aumento da
hidrofobicidade relativa da fase rica em polimero favoreca a particdo de
proteinas hidrofobicas (devido a interacao hidrofébica entre os residuos de
aminoacidos ndo polares das proteinas e os grupos etileno do PEG) , é
importante notar que os polimeros de PEG mais hidrofébicos podem ser
excluidos dos dominios hidrofilicos das proteinas hidrofilicas, diminuindo a
solubilidade da proteina na fase rica em PEG [174, 176]. Anteriormente,
Farruggia et al. [178] estudaram a interacao proteina-PEG-agua para explicar a
particdo da albumina sérica bovina (BSA) em SABs composto de PEG/fosfato
de potéassio, avaliando a separacao de fases por meio do efeito do polimero na
estruturacdo da agua. Curiosamente, 0s autores observaram que a interacao
PEG 600-BSA é conduzida pelas forcas de van der Waals entre as superficies
hidrofébicas do PEG e moléculas de proteina, o que leva a ruptura das ligacdes
de hidrogénio da 4gua estruturada ao redor dos mesmos. Assim, para alcancar
a condicao de energia livre minima a proteina é particionada preferencialmente

na fase com agua mais estruturada (fase rica em PEG). No entanto, eles
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notaram que, aumentando a MM do PEG, a exclusdo do polimero da superficie
da proteina € predominante, induzindo consequentemente a inversdao da
particdo da proteina para a fase rica em sal.

Portanto, devido ao carater hidrofilico da ASNase [183], mais do que 0s
efeitos entrépicos e estéricos, acima mencionados, a extragdo completa para a
fase rica em sal do SAB parece ser principalmente um resultado do balanco de
hidrofobicidade/hidrofilicidade entre as fases [184], onde a ASNase foi
preferencialmente particionada para as fases com maior teor de agua, ou seja,
mais hidrofilico (de acordo com os dados da Tabela 6), como mostrado
anteriormente para outras enzimas hidrofilicas nativas [126]. De qualquer
forma, € importante notar que a particdo de proteinas é uma funcdo complexa
de vérios fatores, que podem contribuir cumulativamente para o
particionamento de proteinas. Um exemplo deste equilibrio complexo entre os
mecanismos de particAo € observado no SAB composto por PEG 2000 e
tampdo citrato, onde quase toda a ASNase foi precipitada na interface porque a
proteina ndo estava termodinamicamente estdvel em nenhuma das duas fases
em equilibrio, isto €, uma combinacéo de interacdes desfavoraveis.

Finalmente, para avaliar melhor a importancia das interacdes
hidrofébicas/hidrofilicas no ajuste da extracdo de ASNase, dois conjuntos de
experimentos foram realizados, utilizando o SAB composto de sais a base de
colinas ([Ch]*), ou seja, [Ch]CI e [Ch][Ac]. Os sais de [Ch]* foram escolhidos
para manter a estabilidade da ASNase (se¢do anteior desta tese), 0s quais ja
foram relatados como sais estabilizantes para proteinas [101].

Para ajustar o balanco hidrofébico/hidrofilico dos SABs, solucbes
aquosas de ambos os sais de [Ch]* foram misturadas com dois polimeros de
baixa MM com diferentes polaridades, PEG 600 (mais hidrofilico) e PPG 400
(mais hidrofébico), conforme detalhado na Tabela 6. Similarmente, aos
sistemas PEG/tampé&o ou PEG/Na2S04, todos os SABs compostos de sais de
[Ch]* apresentaram valores de pH superiores ao pl 4,9 da ASNase [185], onde
a ASNase apresentou carga superficial global negativa. As grandes diferencas
nas propriedades fisico-quimicas desses sistemas estdo particularmente
relacionadas ao teor de agua e condutividade das fases em equilibrio. Ao
contrario dos SABs comuns de polimero/sal (em que ambas as fases sao ricas
em agua), o teor de agua dos sistemas PEG 600/[Ch]* e PPG 400/[Ch]* foi
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significativamente menor. Embora o teor de agua de ambas as fases seja
reduzido, os valores mais baixos foram obtidos para as fases ricas em polimero
(variando de 13 a 17% de agua, aproximadamente), conferindo-lhes um carater
bastante hidrofébico. Quanto a condutividade, as fases destes dois tipos de
SABs, devido as baixas energias de hidrata¢éo dos sais [Ch]*, exibiram valores
mais baixos de condutividade (< 60,63 mS.cm™).

Como mostrado na Figura 23, embora 0s quatro sistemas baseados em
sais de [Ch]* exibam caracteristicas fisico-quimicas diferentes, eles ainda s&o
eficazes para a extracdo de ASNase (EE (%) > 65%, aproximadamente).
Curiosamente, a mudanca da hidrofobicidade relativa dos polimeros também
induziu a inversdo do particionamento do ASNase. A extracdo de ASNase
usando SABs compostos por PEG 600 levou a uma particdo preferencial na
fase rica em PEG, enquanto o uso de sistemas baseados em PPG 400 induziu
uma migracdo completa de ASNase para as fases compostas principalmente
de [Ch]CI ou [Ch][Ac] (ambos os sistemas com EE de 100%). Este mesmo
comportamento de extracdo total para fase salina quando utilizado o PPG foi
observado para diferentes colinas testadas, demonstrando que a natureza dos
compostos derivados de [Ch] utilizados ndo alteraram a particdo da ASNase
(APENDICE 6) mostrando que o balanco hidrofébico/hidrofilico do SABs é
prepoderante nesse tipo de sistema. Portanto, devido ao leve carater hidrofilico
do ASNase, é muito facil entender a sua extragdo completa para as fases mais
hidrofilicas (fase rica em sal), quando o polimero PPG 400, mais hidrofébico, foi
usado como agente formador de fases.

Ao final do processo de extracdo, a atividade final da enzima foi
avaliada em relacéo a atividade inicial e notou-se que houve um aumento da
atividade enzimatica (APENDICE 6), como ja demonstrado anteriormente na
sessdo sobre a estabilidade da ASNase frente aos compostos derivados de
colina.

No entanto, o0 mecanismo de extracdo do SAB em PEG 600 parece ser
bem mais complexo. Nestes sistemas, apesar da hidrofilicidade da ASNase, a
proteina foi preferencialmente concentrada para a fase com menor teor de
agua (fase rica em polimero), sugerindo que uma combinacéo de efeitos esta
governando a particdo. Outras evidéncias podem ser obtidas comparando o
efeito anidnico dos SABs a base de PEG 600/sais de [Ch]*, correspondendo
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aos seguintes valores de EE (%): [Ch][Ac] 89,14 £ 2,58 > [Ch]CI 64,78 = 3,11.
Aqui, o maior EE (%) foi obtido com o SAB composto do anion mais hidrofilico
(alta energia de hidratacdo de Gibbs), ou seja, o anion [Ac]. Assim, mais do
que as interag6es hidrofébicas / hidrofilicas, o efeito salting-out de ambos os
sais [Ch]* assumiram o papel predominante na particdo ASNase, similarmente
aos sistemas PEG 600/tampéo e PEG 600/NazS0Oa.

Ao final, para comprovar que o ASNase permaneceu em estado ativo, a
atividade enzimética de cada fase apos a extracdo com todos os SABs foi
determinada através do método do AHA. Como mostrado na Tabela 6, em
geral, todos os sistemas apresentam uma atividade relativa em torno de 100%,
demostrando que essas plataformas extrativas sao biocompativeis, mantendo a
ASNase ativa ao final do processo. As excecdes foram 0s sistemas compostos
de tampé&o citrato que induziram a precipitagcdo de ASNase e PEG 600/[Ch]*, os
quais causaram uma diminuicdo nas atividades biocatalticas da ASNase
(perdas relativas variando de 12 a 70%).

Os resultados obtidos nesta fase sdo bastante promissores, uma vez
que foram alcancadas altas eficiéncias de extracdo, controle completo da
particdo e manutencao da atividade biocatalitica da ASNase. Poucos trabalhos
tém avaliado a capacidade de SABs para recuperar ASNase [107, 133, 186].
Uma das excecdes é o estudo no qual uma ASNase recombinante produzida
por E. coli foi extraida e purificada usando SABs micelares [186]. Nesse
trabalho, a enzima foi preferencialmente concentrada na fase rica em sal (fase
pobre em micelas), enquanto as proteinas contaminantes foram removidas na
fase rica em surfactante (fase rica em micelas). Em outro trabalho, foi realizado
um processo de termosseparacdo in situ utilizando SABs micelares, e
obtiveram rendimentos de até 73,3 % para a recuperacdo da ASNase na fase
rica em micelas (fase concentrada) [133]. Mais recentemente, usando SABs
baseados em PEG, uma ASNase recombinante de E. coli foi recuperada na
fase rica em PEG (fase relativamente mais hidrofébica) [107]. As descobertas
anteriores e os resultados promissores obtidos suportam a efetividade dos
SABs polimero/sal como alternativas viaveis para a recuperagao e purificacdo
da ASNase a partir de matrizes complexas.

Os SABs sdo amplamente estudados para isolar e purificar uma ampla

gama de proteinas, mas os mecanismos de particdo ainda ndo séo totalmente
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compreendidos. De qualquer forma, é bem aceito que os coeficientes de
particdo das proteinas serdo uma combinacdo de varios fatores, alguns
relacionados com a proteina, tais como, sua MM, carga e hidrofobicidade
relativa [174, 187] , ou dependentes das -caracteristicas dos agentes
formadores de fase dos SABs, como por exemplo, propriedades de solvatacéo,
forca idnica, energias de hidratacdo ou polaridades relativas das fases em
equilibrio [100, 178, 188]. Devido a complexidade dos fatores, a proteina pode
ser particionada ou excluida em uma das fases em equilibrio, devido as
interacdes do tipo hidrofobicas, efeitos eletrostaticos atrativos ou repulsivos e
interacbes fracas como interacbes de van der Waals ou de ligacbes de
hidrogénio [127]. Em cada sistema especifico, uma combinacdo desses fatores
controla a particdo de proteinas, em que pelo menos um desses fatores sera
mais acentuado do que 0s outros.

Portanto, essa etapa do trabalho forneceu uma imagem simples dos
principais mecanismos que governam o particionamento da ASNase em SABs
a base de polimero/sal, passo fundamental para projetar a melhor plataforma
de extracdo para a recuperacdo da ASNase a partir de um meio complexo,
neste caso, o lisado celular de E. coli. Particularmente, avaliou-se a forca de
dois efeitos distintos, o balanco hidrofébico/hidrofilico e os efeitos salting-out
sobre o particionamento da ASNase. A partir dos resultados obtidos,
identificou-se que a alta hidrofobicidade do polimero favoreceu a particdo para
a fase rica em sal, enquanto as altas energias livres de hidratacdo dos ions
contribuiram para a concentracdo da proteina na fase rica em polimero. Foi
demonstrado que a migracdo da ASNase para uma fase desejada pode ser
facilmente controlada ajustando-se as polaridades das fases, isto €, alterando o
PM do polimero ou a capacidade de salting-out dos ions dos sais. Um
esquema simplificado destacando os mecanismos predominantes e 0s tipos de

SABs, encontra-se descrito na Figura 25.
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Salting-out SABs polimero/sal
Repulsdo eletrostdtica

Fase ricaem
polimero

Hidrofobicidade do
polimero

PEG de baixo PM + PEG-6C PEG de alto PM + PPG-400 +
Tampao citratoou  [Ch]CI Tampao [Ch]Cl ou
fosfato [Ch][Ac fosfato [Ch][Ac]

Figura 25. Forcas motrizes que controlam o particionamento da ASNase nos diferentes SABs
baseados em polimero/sal.

Fonte: a propria autora.
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4.4 Recuperacao de ASNase recombinante a

partir de lisado celular de E. coli
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4.4 Recuperacao de ASNase recombinante a partir de lisado celular de E.
coli

A partir dos resultados obtidos anteriormente com a ASNase comercial,
foram selecionados sistemas que promoveram a particdo preferencial da
enzima para a fase rica em polimero e outros para fase rica em sal, a fim de
avaliar se o controle da particdo em cada um desses casos favoreceria o
aumento da seletividade na recuperacdo e purificagdo da ASNase
recombinante (PDB: 3ECA) a partir de lisado celular de E. coli. Como a particdo
foi alterada pelo aumento do comprimento da cadeia polimérica foram
escolhidos sistemas constituidos por PEG de MM mais baixa (PEG 600) e o de
maior MM (PEG 2000), nomeadamente, os SABs compostos por PEG 600 ou
PEG 2000 e: tampao fosfato; tampéo citrato; sulfato de sodio. Adicionalmente,
considerando a capacidade de inversao de particdo foram também estudados
0os SABs compostos por PEG 600/[Ch]CI, PEG/[Ch][Ac], PPG 400/[Ch]CI e
PPG 400/[Ch][Ac]. Os resultados correspondentes a EE% das proteinas totais
sdo comparados na Figura 26. Destaca-se que todos os sistemas selecionados
foram preparados nas mesmas concentracdes e condi¢cdes que os sistemas
modelo, exceto o sistema composto de PEG 2000/tampéo citrato que exigiu
alguns ajustes para formar a regido bifasica apdés a adicdo do lisado celular,
como apresentado na Tabela 7.

Para evitar que o pH do lisado celular pudesse alterar o equilibrio de
fases dos sistemas e consequentemente a particdo da ASNase, foi realizada a
troca de tampé&o para todas as amostras, utilizando o mesmo tampé&o usado
para diluir a ASNase comercial nos ensaios anteriores (tampéo fosfato 20 mM
pH 7,0).
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Figura 26. Eficiéncia de extracdo (EE (%)) das proteinas totais obtidas com cada SAB usado
para extrair a ASNase a partir do lisado celular nas fases: a) rica em polimeros e b) salina a
25°C utilizando os seguintes SABs: PEG/tampao fosfato; PEG/tamp&o citrato; PEG/sulfato de
sadio; PEG/colinas; e PPG/colinas. As barras de erro representam o desvio padrdo obtido para
cada ponto.

Fonte: a propria autora.
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Tabela 7. Resultados da extracdo de ASNase a partir de lisado celular utilizando SABs compostos por polimeros/sal ou LlI.

Sistemas Ternarios

Proteinas (mg.mL")

Balan¢o de massa

%

Atividade (U.mL™)

Fator de Purificacdo (FP)
(AEfinaI/AEiniciaI)

Topo Fundo Topo Fundo Topo Fundo
PEG+tampé&o fosfato
PEG 600 2,84 0,27 0,17 + 0,00 110,52 + 5,24 49,16 + 5,26 0,14 + 0,05 2,11 + 0,09 0,10 £ 0,12
PEG 2000 1,46 £ 0,21 0,55+0,11 71,03 +11,89 10,83 + 3,73 10,62 + 0,42 0,91 + 0,26 2,39 +0,21
PEG+Na2S0a
PEG 600 1,70+ 0,18 0,56 + 0,08 106,19 + 9,46 6,44 +0,21 2,36 + 0,20 0,47 + 0,07 1,75+ 0,13
PEG 2000 0,53 £ 0,09 1,54 +0,27 94,81 + 15,00 1,10+ 0,22 3,99 £0,34 0,26 0,10 1,07 £0,14
PEG 600+[Ch]X
[ChICI 2,15+0,29 0,13+0,03 112,57 + 13,97 1,37 £0,17 0,00 0,08 + 0,00 0,00
PPG 400+[Ch]X
[Ch]CI 0,14 + 0,08 1,40 0,29 121,87 +2,39 0,27 +0,31 2,82 +0,07 0,00 0,86 + 0,20
[Ch][Ac] 0,09 + 0,01 1,04 + 0,02 80,96 + 1,33 0,16 + 0,03 11,45+ 0,04 0,20 + 0,02 1,24 + 0,02
PEG+tampéao citrato
PEG 600 0,98 + 0,17 0,13 + 0,03 88,15 + 13,70 5,77 £0,76 0,02 + 0,02 0,84 +0,12 0,15+ 0,21
PEG 2000 1,65+0,14 0,81+0,16 89,10 +9,21 14,77 + 7,07 4,22+0,18 1,11+ 0,53 2,19+0,39

*A concentracao inicial de proteinas no lisado celular foi padronizada em 1,07 + 0,15 mg de proteinas totais e atividade especifica de 5,69 + 2,10 U.mg*.

Fonte: a propria autora.
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Os resultados apresentados na Figura 26 mostram que todos os
sistemas com EE % > 50% podem ser utilizados como plataformas de extracéo
da ASNase “real”. No entanto, como esperado, foram observadas algumas
diferencas na extracdo da ASNase a partir do lisado celular, em comparacgéo
com os resultados da extracdo da ASNase comercial. Nos sistemas PEG
2000/tampéo (fosfato e citrato) ocorreu uma diminuicdo dos valores de EE %
obtidos para a particdo da ASNase do lisado celular, em comparacdo com 0s
dados da particio da ASNase comercial. Nesses sistemas, utilizando a
amostra comercial as EE % foram superiores a 80%, enquanto que com 0O
lisado celular os valores obtidos foram préximos a 60%. No entanto, destaca-se
que para os demais, a particdo permaneceu préoxima do valor obtido para
molécula modelo (de 80 a 99%). Para os sistemas PEG 2000/tampéo fosfato e
PEG 600/Na2S04 os valores de EE % foram, respectivamente, 55% e 80%.
Destaca-se, entretanto, que houve particdo seletiva da ASNase do lisado
celular para a fase rica em sal (fase de fundo), uma vez a maioria das proteinas
contaminantes migraram para a fase oposta (fase rica em polimero), como
pode ser verificado a partir do fator de purificacdo apresentado na Tabela 7.
Observa-se também que para o sistema com PEG 600/Na:SOs a ASNase
dividiu-se entre as duas fases, predominantemente para a fase de fundo (rica
em polimero), o que levou a diminuicdo da EE % deste sistema quando
comparado anteriormente ao mesmo sistema utilizando a enzima comercial.

As diferencas observadas sdo de certo modo esperadas visto que no
lisado celular ocorre a presenca de outras biomoléculas, em particular outras
proteinas contaminantes, as quais podem alterar as tendéncias de particdo da
ASNase [124, 129], e até mesmo dos equilibrios termodindmicos dos sistemas
liquido-liquido. Além disso, a molécula modelo, a ASNase comercial, utilizada
nos ensaios anteriores possui algumas diferencas da ASNase obtida a partir do
lisado celular de E. coli, como, massa molecular, volume e balanco de regides
polares e ndo polares na superficie da proteina. Estas diferencas conferem
diferentes acessibilidades do solvente a superficie da proteina, conhecida

como superficie ativa (Tabela 8).
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Tabela 8. Propriedades obtidas a partir da analise de Superficie Ativa Acessivel ao Solvente
(do inglés “Solvent Accessible Surface Active - SASA)” obtidas pela resolugdo da equagao
Poisson-Boltzmann.

PDB ID Area Polar / Energia Area Apolar / Energia Volume Areada
% % Surperfice

1K2X 8011,33 40,72 11660,06 59,27 84009,8 20461,1

3ECA 15774,83 42,32 21499,96 57,67 168544 35045,6

*Caodigo de identificagao da proteina no banco de dados de proteinas “Protein Data Bank”.
Fonte: a propria autora.

Um resultado interessante foi obtido com sistemas compostos por
PEG 600/[Ch]CI o qual ocorreu a inversdao da particdo da ASNase
relativamente ao sistema modelo, onde a ASNase havia sido particionada para
a fase rica em polimero. Apesar da inversdo da particdo, o fator de purificacéo
obtido nesse sistema nao foi promissor, e além disso, a atividade especifica da
ASNase diminuiu ap06s a particdo. Para os sistemas compostos por PPG
400/[Ch]X, os fatores de purificacdo obtidos com [Ch][Ac] foram superiores aos
do [Ch]CI. No entanto, anteriormente utilizando a ASNase comercial, nao foi
observada nenhuma diferenca na capacidade de particdo da mesma com a
variacdo dos anions de cada composto derivado de colina. Assim, um aumento
do fator de purificacdo foi observado para os SABs compostos por
polimeros/[Ch]* quando comparados aos polimeros/tampé&o, usando ASNase a
partir de meio complexo.

Vale ressaltar que a combinacao de diferentes sistemas aqui estudados
utilizando polimeros, sais, LI ou tampbes (fosfato e citrato) podem ser
combinados para obtencdo de sistemas de extracao reversa, indo além de uma
simples plataforma de purificagdo de baixa resolucdo. Sistemas em que
ASNase migra seletivamente para a fase polimérica podem ser utilizados
subsequentemente para constituir um sistema contendo um tamp&o, e assim
recuperar a amostra da fase polimérica de uma maneira simplificada.

Apés a extracdo e remocao dos polimeros e sais de cada fase, e
também apos a troca do tampéao (tampéo fosfato pH 7,4 20mM), as amostras
foram monitoradas quanto a presenca de proteinas contaminantes e
manutenc¢ao da estrutura secundaria da enzima.

A fim de confirmar a presenca de proteinas contaminantes e avaliar a
capacidade dos sistemas em extrair seletivamente a ASNase presente no

lisado celular de E. coli, amostras de cada fase foram avaliadas por SDS-
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PAGE. Os dados de SDS-PAGE, apresentados na Figura 27 possibilitaram
detectar qualitativamente quais sistemas foram mais seletivos para recuperar a
ASNase, relativamente as proteinas contaminantes presentes no lisado celular.

Os resultados qualitativos obtidos com SDS-PAGE estao de acordo com
os FP obtido para cada sistema, apresentados na Tabela 7, os quais
confirmam nédo s6 a migracdo preferencial da ASNase para cada uma das
fases, mas também a remocéo de proteinas contaminantes nos SABs: PEG
2000/fosfato de 2,39 + 0,21 > PEG 2000/citrato de 2,19 + 0,39 > PEG
600/Na2S0O4 de 1,75 + 0,13 > PPG 400/[Ch][Ac] de 1,24 + 0,02. Para o sistema
PEG 600/fosfato, apesar de um FP de 2,11 £ 0,09, foi observada a presenca de
contaminantes pelo gel de SDS-PAGE, o que mostra que o sistema foi capaz
apenas de concentrar as proteinas totais, e ndo em separar seletivamente os
contaminantes.

No sistema PEG 600/Na2SO4 a ASNase obtida a partir do lisado celular
particionou entre as duas fases, no entanto, foi seletivamente concentrada na
fase de fundo, como mostrado na Tabela 7. Assim, observa-se nesse sistema
que a EE % das proteinas totais para fase de topo (82,29 + 2,71 %) é maior
que para a fase de fundo (17,71 = 2,71 %), no entanto, o FP é maior para a
fase de fundo (1,75 £ 0,13), demonstrando particao seletiva dos contaminantes
para fase de topo.

Para os sistemas PEG 2000/citrato foi observado formacdo de
precipitado na interface, como relatado anteriormente para a ASNase
comercial. Como mostrado na Figura 27, o precipitado ndo corresponde a
precipitacdo da ASNase, sendo esta concentrada na fase de fundo (rica em
sal). No entanto, com a adicdo da ASNase a partir de lisado celular, ocorreu
precipitacdo nos sistemas PEG 2000/fosfato e PPG 400/[Ch][Ac], o que n&o foi
anteriormente observado com a ASNase comercial. No sistema PEG
2000/fosfato, a ASNase foi encontrada no precipitado, apesar da maior
concentracdo proteica se encontrar na fase de fundo (rica em sal). O mesmo
nao foi observado para o sistema PPG 400/[Ch][Ac], o qual ndo apresentou
traco proteico no material precipitado. A precipitagdo pode ter ocorrido devido a
presenca dos contaminantes presentes no lisado celular, o que pode ter

contribuido para a desestabilizacdo da ASNase presente no meio complexo.

131



PPGA400 + [Ch][Ac]

Fundo  Precipitado

Padrio de Extrato bruto PEG2000+Na,SO,

Figura 27. SDS-PAGE de cada uma das fases dos SABs testados para a recuperagcdo da ASNase a partir do lisado celular de E. coli.
*Todas amostras tiveram a mesma dilui¢c&do, sendo diluidas 3 vezes em tampao de dissociagdo. Fonte: a propria autora.
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Como esperado para os sistemas PEG 2000/NazS0Oa4, PEG 600/fosfato,
PEG 600/[Ch]CI, PEG 600/citrato e PPG 400/[Ch]CI os quais apresentaram FP
< 1, ndo foi observado aumento na purificacdo da ASNase, podendo ser
observado bandas de contaminantes nessas condi¢des, conforme a Figura 27.

A seguir, a estrutura secundaria da carga proteica presente nas fases foi
monitorada por DC. A presenca da estrutura em alfa hélice foi observada nas
fases que continham a maior quantidade de ASNase (Figura 28). No entanto,
quando comparamos 0s espectros de DC do extrato inicial com cada fase apo6s
a extragao, foi detectado um deslocamento no comprimento de onda (de 220 a
210 + 2 nm) em muitos dos sistemas testados, com excecdo do PEG
2000/citrato e PPG 400/[Ch][Ac] onde ndo sdo observadas alteracbes no
comprimento de onda (Figura 28).

A Figura 28 traz o espectro de DC de cada um dos sistemas testados
(de a a j) nas concentracfes reais utilizadas nos sistemas. Para os sistemas
em que a ASNase apresentou qualitativamente menor numero de
contaminantes, conforme observado na Figura 28, as amostras foram
concentradas (2 vezes) para melhorar o sinal do espectro adiquirido (I, m e n).

Os deslocamentos observados para as duas bandas caracteristicas de
estrutura secundaria em alpha-hélice (208 e 222 nm) podem ter se deslocado
devido a alta carga de contaminantes na amostra, o que pode levar ao desvio
da luz circularmente polarizada. Assim, a identificacdo das bandas que
caracterizam a estrutura secundaria proteica se torna muito dificil. Dessa
forma, a partir dos dados obtidos com os expectros de DC em cada uma das
fases ndo foi suficiente para inferir se houveram ou néo alteragdes estruturais

significativas.
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Mudangas espectrais induzidas por alteracdo de temperatura, pH,
ligantes, desnaturantes ou alteracGes de solvente podem ser monitoradas por
DC. Embora esta seja usada para detectar mudancas estruturais secundarias e
ser uma ferramenta poderosa para acompanhar mudancas dinamicas na
estrutura da proteina, os desvios obtidos podem ser relacionados com a
presenca de uma mistura de proteinas, e confirmar ap0s o0 processo de
extracdo a predominédncia de ASNase ou outras proteinas contaminantes
através da mudanca no espectro de DC. Partindo desses dados, néo € possivel
afirmar que a ASNase permaneceu ou ndo estruturalmente estavel apés a
extracdo nos sistemas que apresentaram bandas contaminantes a partir do
SDS-PAGE. Ja para os sistemas PEG 2000/fosfato e PEG 2000/citrato (Figura
28, | e m, respectivamente) é possivel inferir que a ASNase presente nas fases
manteve a estrutura secundaria estavel.

No entanto, as atividades medidas ao fim do processo evidenciam que a
atividade foi mantida, e o aumento da atividade especifica pode indicar uma
maior pureza da ASNase ap0s a extracdo, como podemos ver a partir do FP e
SDS-PAGE obtidos para os melhores sistemas: PEG 2000/fosfato de 2,39 +
0,21 > PEG 2000/citrato de 2,19 + 0,39 > PEG 600/Na-SO4 de 1,75 + 0,13 >
PPG 400/[Ch][Ac] de 1,24 + 0,02. Os resultados promissores de extracdo da
ASNase a partir de lisado celular de E. coli validam a capacidade dos SABs
serem utilizados como plataforma de purificagcdo de baixa resolugcéo, em
particular, utilizando os seguintes sistemas compostos por polimeros/sal ou LlI:
PEG 2000/fosfato > PEG 2000/citrato > PEG 600/Na2S0a4 > PPG 400/[Ch][Ac];
confirmando inclusive os resultados observados com enzima comercial na

auséncia de contaminantes.
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5.Conclusdes
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho foi estabelecido uma correlagdo para conversao dos
resultados obtidos por diferentes métodos de quantificacdo da ASNase e
proposto uma adaptacdo do método de Nessler para as condicbes deste
trabalho. Os estudos de estabilidade demonstraram que 0S compostos
derivados de colinas apresentam capacidade para manter a estabilidade e
atividade enzimética da ASNase. O [Ch]CI destacou-se dos demais compostos,
como o maior ativador enzimatico sem modificar a estrutura secundaria da
enzima. Os resultados sugeriram que a superativacdo foi resultado de
interacdes especificas ponto a ponto dos ions dos compostos derivados de
colina e a estrutura proteica da ASNase. Os estudos de estabilidade permitiram
concluir gue o aumento da cadeia alquilica do anion, tal como o aumento de
temperatura, ndo favorecem a manutencao da atividade da ASNase.

A utilizacdo dos LIs como solventes alternativos estabilizantes foi
demonstrada para a ASNase, mostrando que estes podem ser candidatos a
compor meios reacionais cataliticos ou sintéticos utilizados em processos
industriais, ndo s6 para a ASNase mas para outras enzimas e biomoléculas.
Dessa forma, a utilizacdo dos compostos derivados de colinas (sal e LIs) pode
viabilizar a construcdo de biossensores ou até mesmo serem utilizados como
estabilizantes para armazenamento de  diferentes = composicdes
farmacéuticas/biolégicas.

Embora as interacbes proteinas-sal/Ll ainda ndo sejam totalmente
conhecidas, os promissores resultados foram Uteis para identificar os
compostos mais apropriados para compor os SABs. A compreensdo dos
mecanismos de estabilizacdo e separacdo da ASNase € essencial para projetar
plataformas de SABs efetivos para recuperar enzimas diretamente de matrizes
complexas (como extratos vegetais, meios fermentados ou lisados celulares).
Por fim, e como objetivo principal deste projeto, demonstrou-se que € possivel
controlar a extracao/particado da ASNase, comercial e a partir de meios
complexos, através da escolha apropriada dos polimeros sal/Ll utilizados na

formacdo dos SABs. Desse modo, concluimos que a utlizacdo dos SABs
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representa uma ferramenta de grande utilidade na éarea de extracdo e
purificacdo da ASNase, podendo reduzir o nUmero de etapas de cromatografia
utilizadas atualmente na sua purificacdo, além de concentrar a enzima em uma
solucdo biocompativel e possibilitar a sua recuperacdo em menores volume de
trabalho. A plataforma de extracdo aqui estudada podera ainda ser utilizada na
integracdo dos processos upstream e downstream, a qual pode se utilizar dos
sistemas liquido-liquido como etapas intermédias de processos continuos ou
semi-continuos.

No entanto, devido aos processos cromatograficos estarem bem
estabelecidos na industria farmacéutica, torna-se dificil a adicdo de mais uma
etapa no processo produtivo de obtencdo da ASNase para fins farmacéuticos.
Assim, acredita-se que a plataforma de extracao/purificagdo aqui estudada seja
mais aceita e Util em outras areas, como por exemplo a area alimenticia, onde
€ extensamente utilizada para a reducéo dos teores de acrilamida, ou ainda na
industria de insumos, como é o caso da producdo de glutamato, que pode fazer
0 uso da ASNase para sua producao. Nestes casos, como a exigéncia de
pureza do produto final € menos rigorosa, em comparacédo com as da inddstria
farmacéutica, os SABs terdo mais margem para expansdo e possiveis

aplicacoes, do que dentro da area destinada a saude humana.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Futuramente, espera-se adaptar os SABs que tiveram maior
desempenho na recuperacao da ASNase a partir de lisado celular, em sistemas
de extracdo/purificacdo utilizando cromatografia  contracorrente  (ou
cromatografia de particdo centrifuga), o que podera permitir a realizacdo do
processo em modo continuo ou semi-continuo. Assim, esta plataforma podera
ser aplicada na integracdo de processos na industria farmacéutica ou ainda
como processo de extracdo/purificacdo na industria de alimentos, onde as
exigéncias de pureza sdo menores que as da area farmacéutica.

Considerando ainda o potencial de utilizacdo dos sais/LIs derivados de
colinas como solventes alternativos na area alimenticia, poderdo ser
desenvolvidos ensaios futuros em alimentos, como por exemplo a deplecéo de
acrilamida em alimentos processados, atentando-se em garantir a qualidade
final do produto.

Por fim, para permitir sua larga aplicabilidade serdo necessarios estudos
de reciclagem dos componentes formadores de fase, o que permitird cumprir
0s requisitos de sustentabilidade dos processos de downstream, além de

reduzir os custos da utilizacdo destes sistemas, viabilizando sua aplicacéo.

139



7. REFERENCIAS

10.

11.

12.

13.

14.

15.

INCA. Instituto Nacional do Cancer. Cancer. 2015. Disponiel em:
http://www.inca.gov.br. Acesso em: 18 Jan 2015.

Keating MJ, Holmes R, Lerner S, Ho DH. L-Asparaginase and PEG
asparaginase - Past, present, future. Leuk Lymphoma.
1993;10(SuppL):153-7.

Zenatti PP, Migita NA, Cury NM, Mendes-Silva RA, Gozzo FC, de
Campos-Lima PO, et al. Low bioavailability and high immunogenicity of a
new brand of E. coli L-asparaginase with active host contaminating
proteins. EBioMedicine. 2018;30:158-66.

Narta UK, Kanwar SS, Azmi W. Pharmacological and clinical evaluation
of L-asparaginase in the treatment of leukemia. Crit Rev Oncol Hematol.
2007;61(3):208-21.

Shrivastava A, Khan AA, Khurshid M, Kalam MA, Jain SK, Singhal PK.
Recent developments in L-asparaginase discovery and its potential as
anticancer agent. Crit Rev Oncol Hematol. 2016;100:1-10.

Xu F, Oruna-Concha MJ, Elmore JS. The use of asparaginase to reduce
acrylamide levels in cooked food. Food Chem. 2016;210:163—-71.

Broome JD. Evidence that the L-asparaginase activity of guinea pig
serum is responsible for its antilymphoma effects. Nature.
1961;191(4793):1114-5.

Loureiro CB. Purificagdo, conjugacao e avaliagao “in vitro” da atividade
antineoplasica da L-asparaginase produzida por Aspergillus terreus (cepa
PC-1.7.A). Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, SP. 2010.
Available from: http://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/60/60138/tde-
01122010-193435/pt-br.php

Mashburn T, Wriston JC. Tumor inhibitory effect of L-asparaginase.
Biochem Biophys Res Commun. 1963;12(1):50—-6.

Hill JM, Roberts J, Loeb E, Khan A, MacLellan A, Hill RW. L-
asparaginase therapy for leukemia and other malignant neoplasms.
Remission in human leukemia. JAMA. 1967;202(9):882-8.

Egler RA, Ahuja SP, Matloub Y. L-asparaginase in the treatment of
patients with acute lymphoblastic leukemia. J Pharmacol Pharmacother.
2016;7(2):62—-71.

Fullmer A, Brien SO, Kantarjian H, Jabbour E. Emerging therapy for the
treatment of acute lymphoblastic leukemia. Expert Opin Emerg Drugs.
2010;15(1):1-11.

INCA. INSTITUTO NACIONAL DE CANCER (INCA) Coordenacio de
Prevencéao e Vigilancia. Estimativa 2018: incidéncia de cancer no Brasil.
Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva. Coordenacédo
de Prevencéo e Vigilancia, 2017. [Internet]. 2017 [cited 2018 Mar 23].
Available from: https://www.agenciabrasilia.df.gov.br/wp-
conteudo/uploads/2018/02/estimativa-cancer-2018.pdf

Wiemels J. Perspectives on the causes of childhood leukemia. Chem Biol
Interact. 2012;196(3):59-67.

Greaves M. A causal mechanism for childhood acute lymphoblastic
leukaemia. Nat Rev Cancer. 2018;18:471-484.

140



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Nomme J, Su Y, Konrad M, Lavie A. Structures of apo and product-bound
human L-asparaginase: insights into the mechanism of autoproteolysis
andd substrate hydrolysis. Biochemistry. 2012;51(34):6816-26.

Graham ML. Pegaspargase: a review of clinical studies. Adv Drug Deliv
Rev. 2003;55(10):1293-302.

Feng Y, Liu S, Jiao Y, Gao H, Wang M, Du G, et al. Enhanced
extracellular production of L-asparaginase from Bacillus subtilis 168 by B.
subtilis WB600 through a combined strategy. Appl Microbiol Biotechnol.
2017:101(4):1509—-20.

Mahajan R V, Kumar V, Rajendran V, Saran S, Ghosh PC, Saxena RK.
Purification and characterization of a novel and robust L-asparaginase
having low-glutaminase activity from Bacillus licheniformis: in vitro
evaluation of anti-cancerous properties. PLoS One. 2014;9(6):1-8.

Makky E A., Chun Loh Y, Karim MR. Purification and partial
characterization of a low molecular weight L-asparaginase produced from
corn cob waste. Biocatal Agric Biotechnol. 2014;3(4):265-70.

Loureiro CB, Borges KS, Andrade AF, Tone LG, Said S. Purification and
biochemical characterization of native and pegylated form of L-
asparaginase from Aspergillus terreus and evaluation of its
antiproliferative activity. Adv Microbiol. 2012;2(2):138-45.

Dias FFG, Sato HH. Sequential optimization strategy for maximum L-
asparaginase production from Aspergillus oryzae CCT 3940. Biocatal
Agric Biotechnol. 2016;6:33-9.

Kumar N, Manonmani H. Purification, characterization and kinetic
properties of extracellular L-asparaginase produced by Cladosporium sp .
World J Microbiol Biotechnol. 2013;29(4):577-87.

Eisele N, Linke D, Bitzer K, Na’amnieh S, Nimtz M, Berger RG. The first
characterized asparaginase from a basidiomycete, Flammulina velutipes.
Bioresour Technol. 2011;102(3):3316-21.

Ferrara MA, Severino NMB, Valente RH, Perales J, Bon EPS. High-yield
extraction of periplasmic asparaginase produced by recombinant Pichia
pastoris harbouring the Saccharomyces cerevisiae ASP3 gene. Enzyme
Microb Technol. 2010;47(3):71-6.

Swain AL, Jaskolski M, Housset D, Rao JKM, Wlodawer A. Crystal
structure of Escherichia coli L-asparaginase, an enzyme used in cancer
therapy. Proc Natl Acad Sci USA. 1993;90(4):1474-8.

Stecher AL, Deus PM De, Polikarpov |. Stability of L-asparaginase: an
enzyme used in leukemia treatment. Pharm Acta Helv. 1999;74(1):1-9.
Beard MEJ, Crowther D, Galton DAG, Guyer RJ, Hamilton Fairley G, Kay
HEM, et al. L-asparaginase in treatment of acute leukaemia and
lymphosarcoma is known that the enzyme is virtually confined to the
plasma. Br Med J. 1970;1(5690):191-5.

Kobrinsky NL, Sposto R, Shah NR, Anderson JR, Delaat C, Morse M, et
al. Outcomes of treatment of children and adolescents with recurrent non-
Hodgkin’s lymphoma and Hodgkin’s chemotherapy, and transplantation:
children’s cancer group study CCG-5912. J Clin Oncol. 2001;19(9):2390—-
6.

Baruch M, Belotserkovsky I, Hertzog BB, Ravins M, Dov E, Mciver KS, et
al. An extracellular bacterial pathogen modulates host metabolism to
regulate its own sensing and proliferation. Cell. 2014;156(1-2):97-108.

141



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

Zyzak D V., Sanders RA, Stojanovic M, Tallmadge DH, Eberhart BL,
Ewald DK, et al. Acrylamide formation mechanism in heated foods. J
Agric Food Chem. 2003;51(16):4782—7.

Aiswarya R, Baskar G. Enzymatic mitigation of acrylamide in fried potato
chips using asparaginase from Aspergillus terreus. Int J Food Sci
Technol. 2017;53(2):1-8.

Meghavarnam AK, Janakiraman S. Evaluation of acrylamide reduction
potential of L-asparaginase from Fusarium culmorum (ASP-87) in starchy
products. LWT - Food Sci Technol. 2017;89:32-37.

Vimal A, Kumar A. Biotechnological production and practical application
of L-asparaginase enzyme. Biotechnol Genet Eng Ver. 2017;33(1):40-61.
Lanvers C, Paulo J, Pinheiro V, Hempel G, Wuerthwein G, Boos J.
Analytical validation of a microplate reader-based method for the
therapeutic drug monitoring of L-asparaginase in human serum. Anal
Biochem. 2002;309(1):117-26.

Nath CE, Dallapozza L, Eslick AE, Misra A, Carr D, Earl JW. An isocratic
fluorescence HPLC assay for the monitoring of L-asparaginase activity
and L-asparagine depletion in children receiving E. coli L-asparaginase
for the treatment of acute lymphoblastic leukaemia. Biomed Chromatogr.
2009;23(2):152-9.

Gentili D, Zucchetti M, Conter V, Masera G, D’Incalci M. Determination of
L-asparagine in biological samples in the presence of L-asparaginase. J
Chromatogr B Biomed Sci Appl. 1994;657(1):47-52.

Pieters R, Hunger SP, Boos J, Rizzari C, Silverman L, Baruchel A, et al.
L-asparaginase treatment in acute lymphoblastic leukemia: a focus on
Erwinia asparaginase. Cancer. 2011;117(2):238-49.

Kudryashova E V, Sukhoverkov K V. “Reagent-free” L-asparaginase
activity assay based on CD spectroscopy and conductometry. Anal
Bioanal Chem. 2016;408(4):1183-9.

Broome JD. Factors which may influence the effectiveness of L-
asparaginases as tumor inhibitors. Br J Cancer. 1968;22(3):595-602.
Grossowicz N, Wainfan E, Borek E, Waelsch H. The enzymatic formation
of hydroxamic acids from glutamine and asparagine. J Biol Chem.
1950;187(1):111-25.

Drainas C, Kinghorn JR, Pateman JA. Aspartic hydroxamate resistance
and asparaginase regulation in the fungus Aspergillus nidulans. J Gen
Microbiol. 1977;98(2):493-501.

Meister A. Glutaminase, asparaginase, anda-keto acid-w-amidase.
Methods Enzymol. 1955;2(C):380-5.

Shifrin S, Parrott CL, Luborsky SW. Substrate binding and intersubunit
interactions in L-asparaginase. J Biol Chem. 1974;249(5):1335-40.
Scheiner D. Determination of ammonia and Kjeldahl nitrogen by
indophenol method. Water Res. 1976;10(1):31-6.

Tagami S, Matsuda K. An enzymatic method for the kinetic measurement
of L-asparaginase activity and L-asparagine with an ammonia gas-
sensing electrode. Chem Pharm Bull. 1990;38(1):153-5.

Balcdo VM, Mateo C, Fernandez-Lafuente R, Xavier Malcata F, Guisan
JM. Structural and functional stabilization of L-asparaginase via
multisubunit immobilization onto highly activated supports. Biotechnol
Prog. 2001;17(3):537-42.

142



48.

49.

50.

51.

52.

53.

4.

55.

56.

S57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

Wehner A, Harms E, Jennings Mp, Beacham Ir, Derst C, Bast P, et al.
Site-specific mutagenesis of Escherichia coli asparaginase Il: none of the
three histidine residues is required for catalysis. Eur J Biochem.
1992;208(2):475-80.

Ylikangas P, Mononen I. A fluorometric assay for L-asparaginase activity
and monitoring of L-asparaginase therapy. Anal Biochem.
2000;280(1):42-5.

Drainas D, Drainas C. A conductimetric method for assaying
asparaginase activity in Aspergillus nidulans. Eur J Biochem.
1985;151(3):591-3.

Yao H, Vancoillie J, D’Hondt M, Wynendaele E, Bracke N, Spiegeleer B
De. An analytical quality by design (aQbD) approach for a L-asparaginase
activity method. J Pharm Biomed Anal. 2016;117:232-9.

Cooney DA, Capizzi RL, Handschumacher RE. Evaluation of L-
asparagine metabolism in animals and man. Cancer Res.
1970;30(4):929-35.

Harris JM, Struck EC, Case MG, Paley MS, Alstine JM V, Brooks DE.
Synthesis and characterization of poly(ethylene glycol) derivatives. J
Polym Sci Polym Chem Ed. 1984;22(2):341-52.

Miller GL, Miller EE. Determination of nitrogen in biological materials. Anal
Chem. 1948;20(5):481-8.

Morrison GR. Microchemical determination of organic nitrogen with
Nessler reagent. Anal Biochem. 1971;43 (2):527-32.

Thompson JF, Morrison GR. Determination of organic nitrogen control of
variables in the use of Nessler’s reagent. Anal Chem. 1951;23(8):1153-7.
Chinese Pharmacopoeia Commission. General monographs part 1. In:
Pharmacopoeia of the People’s Republic of China. 2010. p. 35-8.

Food and Drug Administration. Guidance for Industry Acrylamide in
Foods. FDA Food Guidances. Disponivel em:
http://www.fda.gov/FoodGuidances.

Walsh G. Biopharmaceuticals: biochemistry and biotechnology. 2" ed.
Chichester: John Wiley & Sons, 2003, 551 p. ISBN 0-470-84326-8

Salerno MS, Matsumoto C, Ferraz |. Biofarmacos no Brasil:
Caracteristicas, importancia e delineamento de politicas publicas para o
seu desenvolvimento. 2018. 86 p. Disponivel em:

http://www.ipea.gov.br/portal/index.php?option=com_content&view=articl
e&id=33814:td-2398-biofarmacos-no-brasil-caracteristicas-importancia-e-
delineamento-de-politicas-publicas-para-seu-
desenvolvimento&catid=411:2018&directory=1.

Mitragotri S, Burke PA, Langer R. Overcoming the challenges in
administering biopharmaceuticals: formulation and delivery strategies. Nat
Rev Drug Discov. 2014;13(9):655-72.

Fujita K, Forsyth M, MacFarlane DR, Reid RW, Elliott GD. Unexpected
improvement in stability and utility of cytochrome C by solution in
biocompatible ionic liquids. Biotechnol Bioeng. 2006;94(6):1209-13.

Bye JW, Platts L, Falconer RJ. Biopharmaceutical liquid formulation: a
review of the science of protein stability and solubility in aqueous
environments. Biotechnol Lett. 2014;36(5):869—-75.

Chi EY, Krishnan S, Randolph TW, Carpenter JF. Physical stability of
proteins in aqueous solution: mechanism and driving forces in nonnative

143


http://www.ipea.gov.br/portal/index.php?option=com_content&view=article&id=33814:td-2398-biofarmacos-no-brasil-caracteristicas-importancia-e-delineamento-de-politicas-publicas-para-seu-desenvolvimento&catid=411:2018&directory=1
http://www.ipea.gov.br/portal/index.php?option=com_content&view=article&id=33814:td-2398-biofarmacos-no-brasil-caracteristicas-importancia-e-delineamento-de-politicas-publicas-para-seu-desenvolvimento&catid=411:2018&directory=1
http://www.ipea.gov.br/portal/index.php?option=com_content&view=article&id=33814:td-2398-biofarmacos-no-brasil-caracteristicas-importancia-e-delineamento-de-politicas-publicas-para-seu-desenvolvimento&catid=411:2018&directory=1
http://www.ipea.gov.br/portal/index.php?option=com_content&view=article&id=33814:td-2398-biofarmacos-no-brasil-caracteristicas-importancia-e-delineamento-de-politicas-publicas-para-seu-desenvolvimento&catid=411:2018&directory=1

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

protein aggregation. Pharm Res. 2003;20(9):1325-6.

Otto R, Santagostino A, Schrader U. Rapid growth in biopharma:
challenges and opportunities. McKinsey & Company, dez. 2014. 2014. p.
8. Disponivel em: https://www.mckinsey.com/industries/pharmaceuticals-
and-medical-products/our-insights/rapid-growth-in-biopharma

Pinto V. Entendendo o0s Medicamentos Biologicos. Interfarma:
Associagdo da Industria Farmacéutica de Pesquisa. 2012. 28 p. 2016.
Disponivel em: https://www.interfarma.org.br/public/files/biblioteca/34-
biologicos-site.pdf. Acesso em: dez/2018.

Vulto AG, Jaquez OA. The process defines the product: what really
matters in biosimilar design and production? Rheumatology.
2017;56(suppl_4):iv14—iv29.

Berthold W, Walter J. Protein purification: aspects of processes for
pharmaceutical products. Biologicals. 1994;22(2):135-50.

Dunn PJ. The importance of green chemistry in process research and
development. Chem Soc Rev. 2012;41(4):1452-61.

Grodowska K, Parczewski A. Organic solvents in the pharmaceutical
industry. Acta Pol Pharm. 2010;67(1):3-12.

Naushad M, ALOthman ZA, Khan AB, Ali M. Effect of ionic liquid on
activity, stability, and structure of enzymes: a review. Int J Biol Macromol.
2012;51(4):555-60.

Jha |, Venkatesu P. Unprecedented improvement in the stability of
hemoglobin in the presence of promising green solvent 1-allyl-3-
methylimidazolium chloride. ACS Sustain Chem Eng. 2016;4(2):413-421.
Weingartner H, Cabrele C, Herrmann C. How ionic liquids can help to
stabilize native proteins. Phys Chem Chem Phys . 2012;14(2):415-26.
Robertson a D, Murphy KP. Protein structure and the energetics of
protein stability. Chem Rev. 1997;97(5):1251-67.

Dill KA. Dominant forces in protein folding. Biochemistry.
1990;29(31):7133-55.

Vendruscolo M, Dobson CM. Towards complete descriptions of the free-
energy landscapes of proteins. Philos Trans R Soc A.
2005;363(1827):433-52.

Roberts CJ. Therapeutic protein aggregation: mechanisms, design, and
control. Trends Biotechnol. 2014;32(7):372-80.

Lange C, Rudolph R. Production of recombinant proteins for therapy,
diagnostics, and industrial research by in Vitro Folding. In: Kiefhaber T,
Buchner J. Protein Folding Handbook. Weinheim: Wiley-VCH Verlag
GmbH, 2005. p 1245-1280. ISBN: 3-527-30784-2.

Timasheff SN. Protein-solvent preferential interactions, protein hydration,
and the modulation of biochemical reactions by solvent components. Proc
Natl Acad Sci USA. 2002;99(15):9721-6.

von Hippel PH, Wong K-Y. On the conformational stability of globular
proteins: the effects of various electrolytes and nonelectrolytes on the
thermal ribonuclease transition. J Biol Chem. 1965;240(10):3909-23.
Patel R, Islamia JM, Kumari M, Islamia JM, Islamia JM. Recent advances
in the applications of ionic liquids in protein stability and activity : a review.
Appl Biochem Biotechnol. 2014;172(8):3701-20.

Fujita K, Macfarlane R, Forsyth M. Protein solubilising and stabilising ionic
liquids. Chem Commun (Camb). 2005;(38):4804—6.

144



83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

Wilkes JS. A short history of ionic liquids—from molten salts to neoteric
solvents. Green Chem. 2002;4(2):73-80.

Domanska U. Thermophysical properties and thermodynamic phase
behavior of ionic liquids. Thermochim Acta. 2006;448(1):19-30.

Pereira JFB, Lima AS, Freire MG, Coutinho JAP. lonic liquids as
adjuvants for the tailored extraction of biomolecules in aqueous biphasic
systems. Green Chem. 2010;12(9):1661-9.

Ventura SPM, Neves CMSS, Freire MG, Marrucho IM, Oliveira J,
Coutinho JAP. Evaluation of anion influence on the formation and
extraction capacity of ionic-liquid-based aqueous biphasic systems. J
Phys Chem B. 2009;113(27):9304-10.

Neves CMSS, Ventura SPM, Freire MG, Marrucho IM, Coutinho JAP.
Evaluation of cation influence on the formation and extraction capacity of
ionic-liquid-based aqueous biphasic systems. J Phys Chem B.
2009;113(27):9304-10.

Zhao H. Protein stabilization and enzyme activation in ionic liquids:
specific ion effects. J Chem Technol Biotechnol. 2016;91(1):25-50.
Sowmiah S, Srinivasadesikan V, Tseng M, Chu Y. On the chemical
stabilities of ionic liquids. 2009;14(9):3780-813.

Ventura SPM, Santos LDF, Saraiva JA, Coutinho JAP. lonic liquids
microemulsions: the key to Candida antarctica lipase B superactivity.
Green Chem. 2012;14(6):1547-806.

Welton T. Room-temperature ionic liquids: solvents for synthesis and
catalysis. Chem Rev. 1999;99(8):2071-84.

Ferreira AM, Faustino VFM, Mondal D, Coutinho JAP, Freire MG.
Improving the extraction and purification of immunoglobulin G by the use
of ionic liquids as adjuvants in aqueous biphasic systems. J Biotechnol.
2016;236:166—75.

Schroder C. Proteins in ionic liquids: current status of experiments and
simulations. Top Curr Chem (Cham). 2017;375(2):25.

Uralcan B, Kim SB, Markwalter CE, Prud’homme RK, Debenedetti PG. A
computational study of the ionic liquid-induced destabilization of the
miniprotein Trp-Cage. J Phys Chem B. 2018;122(21):32.

Collins KD, Washabaugh MW. The Hofmeister effect and the behaviour of
water at interfaces. Q Rev Biophys. 1985;18(4):323—422.

Constantinescu D, Weingartner H, Herrmann C. Protein denaturation by
ionic liquids and the Hofmeister series: a case study of aqueous solutions
of ribonuclease A. Angew Chemie Int Ed. 2007;46(46):8887-9.

Zhao H, Campbell SM, Jackson L, Song Z, Olubajo O. Hofmeister series
of ionic liquids: kosmotropic effect of ionic liquids on the enzymatic
hydrolysis of enantiomeric phenylalanine methyl ester. Tetrahedron:
Asymmetry. 2006;17(3):377-83.

Mondal D, Sharma M, Quental M V., Tavares APM, Prasad K, Freire MG.
Suitability of bio-based ionic liquids for the extraction and purification of
IgG antibodies. Green Chem. 2016;18(22):6071-81.

Bisht M, Mondal D, Pereira MM, Freire MG, Venkatesu P, Coutinho JAP.
Long-term protein packaging in cholinium-based ionic liquids: improved
catalytic activity and enhanced stability of cytochrome C against multiple
stresses. Green Chem. 2017;19(20):4900-11.

Ruiz CAS, Berg C Van Den, Wijffels RH, Eppink MHM. Rubisco

145



101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

separation using biocompatible agueous two-phase systems. Sep Purif
Technol. 2017;196:254-61.

Taha M, Quental MV, Correia |, Freire MG, Coutinho JAP. Extraction and
stability of bovine serum albumin (BSA) using cholinium-based Good’s
buffers ionic liquids. Process Biochem. 2015;50(7):1158-66.

Bisht M, Venkatesu P. Influence of cholinium-based ionic liquids on the
structural stability and activity of a-chymotrypsin. New J Chem.
2017;41(22):13902-11.

Toma RJ, Suo AM, Hassan SA, Aon MAA, Salman SK, L- LA. Extraction
and purification of L-Asparaginase Il from local isolate of Proteus vulgaris.
Baghdad Sci J. 2011;8(1):509-18.

Sinha RK, Singh HRAM, Jha SK. Production, purification and kinetic
characterization of L-asparaginase from Pseudomonas fluorescens. Int J
Pharm Pharm Sci. 2015;7(1):3-6.

Kalyanasundaram I, Nagamuthu J, Srinivasan B. Production, purification
and characterisation of extracellular L-asparaginase from salt marsh
fungal endophytes. World J Pharm Pharm Sci. 2015;4(03):663—77.

Dash C, Mohapatra SB, Maiti PK. Optimization, purification and
characterization of L-asparaginase from Actinomycetales bacterium
BkSoiiA. Prep Biochem Biotechnol 2014;46(1):1-7.

Santos JHP., Santos JCF, Meneguetti GP, Rangel-Yagui CO, Coutinho
JAP, Vitolo M, et al. In situ purification of periplasmatic L-asparaginase by
aqueous two phase systems with ionic liquids (ILs) as adjuvants. J Chem
Technol Biotechnol. 2017;93(7):181-80.

Dominguez-Pérez M, Tomé LIN, Freire MG, Marrucho IM, Cabeza O,
Coutinho JAP. (Extraction of biomolecules using) aqueous biphasic
systems formed by ionic liquids and aminoacids. Sep Purif Technol.
2010;72(1):85-91.

Anderson CR, Rupp HS, Wu WH. Complexities in tetracycline analysis -
chemistry, matrix extraction, cleanup, and liquid chromatography. J
Chromatogr A. 2005;1075(1-2):23-32.

Welton T. Solvents and sustainable chemistry. Proc R Soc A Math Phys
Eng Sci. 2015;471(2183):20150502.

Santos NV dos, Santos-Ebinuma VC, Pessoa-Junior A, Pereira JFB.
Liquid-liquid extraction of biopharmaceuticals from fermented broth:
trends and future prospects. J Chem Technol Biotechnol.
2017;93(7):1845-63.

Albertsson PA. Partition of cell particles and macromolecules: separation
and purification of biomolecules, cell organelles, mebranes and cells in
aqueous polymer two phase systems and their use in biochemical
analysis and biotechnology. 3rd. ed. Chichester: John Wiley and Sons,
1986. 346 p. ISBN: 978-0471828204.

Gutowski K E, Broker GA, Willauer HD, Huddleston JG, Swatloski RP,
Holbrey JD, Rogers RD. Controlling the aqueous miscibility of ionic
liquids: aqueous biphasic systems of water-miscible ionic liquids and
water-structuring salts for recycle,metathesis,and separations. J Am
Chem Soc. 2003;125(22):6632-3.

Panas P, Lopes C, Cerri MO, Ventura SPM, Santos- VC, Pereira JFB.
Purification of clavulanic acid produced by Streptomyces clavuligerus via
submerged fermentation using polyethylene glycol/cholinium chloride

146



115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

aqueous two-phase systems. Fluid Phase Equilib. 2017;450:42-50.

Lee SY, Khoiroh I, Ooi CW, Ling TC, Show PL. Recent advances in
protein extraction using ionic liquid-based aqueous two-phase systems.
Sep Purif Ver. 2017;46(4):291-304.

Dimitrijevic A, Ignjatovi¢ L, Tot A, VraneS M, Zec N, Gadzuri¢ S, et al.
Simultaneous extraction of pesticides of different polarity applying
aqueous biphasic systems based on ionic liquids. J Mol Lig.
2017;243:646-53.

Freire MG, Claudio AFM, Aradjo JMM, Coutinho J a P, Marrucho IM,
Canongia Lopes JN, et al. Aqueous biphasic systems: a boost brought
about by using ionic liquids. Chem Soc Rev. 2012;41(14):4966—95.
Ramalho CC, Neves CMSS, Quental M V, Coutinho JAP, Freire MG.
Separation of immunoglobulin G using aqueous biphasic systems
composed of cholinium-based ionic liquids and poly(propylene glycol). J
Chem Technol Biotechnol. 2018;93(7):1931-39.

Abreu MH, Coutinho JAP, Ventura SPM. Recovery of carotenoids from
brown seaweeds using aqueous solutions of surface-active ionic liquids
and anionic surfactants. Sep Purif Technol. 2017;196:300-8.

Ulbricht J, Jordan R, Luxenhofer R. On the biodegradability of
polyethylene glycol, polypeptoids and poly(2-oxazoline)s. Biomaterials.
2014;35(17):4848-61.

West RJ, Davis JW, Pottenger LH, Banton MI, Graham C.
Biodegradability relationships among propylene glycol substances in the
organization for economic cooperation and development ready- and
seawater biodegradability tests. Environ Toxicol Chem. 2007;26(5):862—
71.

Petkovic M, Ferguson JL, Gunaratne HQN, Ferreira R, Leitdo MC,
Seddon KR, et al. Novel biocompatible cholinium-based ionic liquids—
toxicity and biodegradability. Green Chem. 2010;12(4):643.

Anastas P, Eghbali N. Green chemistry: principles and practice. Chem
Soc Rev. 2009;39(1):301-12.

Pereira JFB, Vicente F, Santos-Ebinuma VC, Araudjo JM, Pessoa A, Freire
MG, et al. Extraction of tetracycline from fermentation broth using
agueous two-phase systems composed of polyethylene glycol and
cholinium-based salts. Process Biochem. 2013;48(4):716-22.

Pereira JFB, Magri A, Quental M V, Gonzalez-miquel M, Freire MG,
Coutinho JAP. Alkaloids as alternative probes to characterize the relative
hydrophobicity of aqueous biphasic systems. ACS Sustain Chem Eng.
2016;4(3):1512-20.

Alred PA, Kozlowski A, Harris JM, Tjerneld F. Application of temperature-
induced phase partitioning at ambient temperature for enzyme
purification. J Chromatogr A. 1994;659(2):289-98.

Johansson HO, Karlstrom G, Tjerneld F, Haynes CA. Driving forces for
phase separation and partitioning in aqueous two-phase systems. J
Chromatogr B Biomed Sci Appl. 1998;711(1-2):3-17.

Zaslavsky BY, Uversky VN, Chait A. Analytical applications of partitioning
in aqueous two-phase systems: exploring protein structural changes and
protein — partner interactions in vitro and in vivo by solvent interaction
analysis method. Biochim Biophys Acta. 2016;1864(5):622—-44.

Quental MV, Caban M, Pereira MM, Stepnowski P, Coutinho JAP, Freire

147



130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

MG. Enhanced extraction of proteins using cholinium-based ionic liquids
as phase-forming components of agueous biphasic systems. Biotechnol
J. 2015;10(9):1457-66.

Wu Z, Hu G, Wang K, Yu B, Kurgan L, Uversky VN. What are the
structural features that drive partitioning of proteins in agueous two-phase
systems? Biochim Biophys Acta Proteins Proteom. 2017;1865(1):113-20.
Pereira JFB, Kurnia KA, Freire MG, Coutinho AP, Rogers RD. Controlling
the formation of ionic-liquid-based aqueous biphasic systems by changing
the hydrogen-bonding ability of polyethylene glycol end groups.
Chemphyschem. 2015;16(10):2219-25.

Qin M, Zhao F. L-Asparaginase release from Escherichia coli cells with
aqueous two-phase micellar systems. Appl Biochem Biotechnol.
2003;110(1):11-21.

Zhu J, Yan X, Chen H, Wang Z. In situ extraction of intracellular L-
asparaginase using thermoseparating aqueous two-phase systems. J
Chromatogr A. 2007;1147(1):127-34.

Muhammad N, Hossain MI, Man Z, El-Harbawi M, Bustam MA, Noaman
YA, et al. Synthesis and physical properties of choline carboxylate ionic
liquids. J Chem Eng Data. 2012;57(8):2191-6.

Magri A, Soler MF, Lopes AM, Cilli EM, Barber PS, Jr AP, et al. A critical
analysis of L-asparaginase activity quantification methods — colorimetric
methods versus high-performance liquid chromatography. Anal Bioanal
Chem. 2018;410(27):6985-90.

Eftink M, Ghiron C. Exposure of tryptophanyl residues in proteins:
qguantitative  determination by fluorescence quenching studies.
Biochemistry. 1976;15(3):672-80.

Trott O, Olson AJ. AutoDock Vina: improving the speed and accuracy of
docking with a new scoring function, efficient optimization and
multithreading. J Comput Chem. 2010;31(2):455-61.

Morris GM, Huey R, Lindstrom W, Sanner MF, Belew RK, Goodsell DS, et
al. AutoDock4 and AutoDockTools4 : Automated Docking with Selective
Receptor Flexibility. J Comput Chem. 2009;30(16):2785-91.

Glyk A, Scheper T, Beutel S. Influence of different phase-forming
parameters on the phase diagram of several PEG-salt agueous two-
phase systems. J Chem Eng Data. 2014;59(3):850-9.

Abbasiliasi S, Tan JS, Ibrahim TAT, Kadkhodaei S, Ng HS, Vakhshiteh F,
et al. Primary recovery of a bacteriocin-like inhibitory substance derived
from Pediococcus acidilactici Kp1l0 by an aqueous two-phase system.
Food Chem. 2014;151:93-100.

Nagaraja VH, lyyaswami R. Aqueous two phase partitioning of fish
proteins: partitioning studies and ATPS evaluation. J Food Sci Technol.
2015;52(6):3539-48.

Neves CMSS, Shahriari S, Lemus J, Pereira JFB, Freire MG, Coutinho
JAP. Aqueous biphasic systems composed of ionic liquids and
polypropylene glycol: Insights into their liquid-liquid demixing
mechanisms. Phys Chem Chem Phys. 2016;18(30):20571-82.

Silva Jr JG. Eletroforese de proteinas: guia teorico-pratico. 1 ed. Rio de
Janeiro: Editora Interciéncia; 2001. 126 p.

Jayaram HN, Cooney DA, Jayaram S, Rosenblum L. A simple and rapid
method for the estimation of L-asparaginase in chromatographic and

148



145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.
156.

157.

158.

159.

160.

electrophoretic effluents: comparison with other methods. Anal Biochem.
1974;59(2):327-46.

Santos JHPM, Costa IM, Molino JVD, Leite MSM, Pimenta M V.,
Coutinho JAP, et al. Heterologous expression and purification of active L-
asparaginase | of Saccharomyces cerevisiae in Escherichia coli host.
Biotechnol Prog. 2016;33(2):416-24.

Khushoo A, Pal Y, Singh BN, Mukherjee KJ. Extracellular expression and
single step purification of recombinant Escherichia coli L-asparaginase II.
Protein Expr Purif. 2004;38(1):29-36.

Basha NS, Rekha R, Komala M, Ruby S. Production of extracellular anti-
leukaemic enzyme L-asparaginase from marine Actinomycetes by solid-
state and submerged fermentation: purification and characterisation. Trop
J Pharm Res. 2009;8(4):353-60.

Gholamian S, Gholamian S, Nazemi A, Nargesi MM. Optimization of
culture media for L-asparaginase production by newly isolated bacteria,
Bacillus sp. GH51. Microbiology. 2013;82(6):856—63.

Kumar NSM, Ramasamy R, Manonmani HK. Production and optimization
of L-asparaginase from Cladosporium sp. using agricultural residues in
solid state fermentation. Ind Crop Prod. 2013;43:150-8.

Galani |, Drainas C, Typas MA. Growth requeriments and the
estabilishment of a chemically defined minimal medium in Zymomonas
mobilis. Biotechnol Lett. 1985;7(9):673-8.

Kil J, Kim G, Park I|. Extraction of extracellular L-asparaginase from
Candida utilis. Biosci Biotechnol Biochem. 1995;59(4):749-50.

Tong WH, Pieters R, Hop WCJ, Lanvers-kaminsky C, Boos J, Sluis IM
Van Der. No evidence of increased asparagine levels in the bone marrow
of patients with acute lymphoblastic leukemia during asparaginase
therapy. Pediatr Blood Cancer. 2013;60(2):258-61.

Pinheiro JPV, Wenner K, Escherich G, Wu G, Boos J. Serum
asparaginase activities and asparagine concentrations in the
cerebrospinal fluid after a single infusion of 2,500lU/m? PEG
asparaginase in children with all treated according to protocol COALL-06-
97. Pediatr Blood Cancer. 2006;46(1):18-25.

Ramakrishnan MS, Joseph R. Characterization of an extracellular
asparaginase of Rhodosporidium toruloides CBS14 exhibiting unique
physicochemical properties. Can J Microbiol. 1996;42(4):316-25.

Scopes RK. Enzyme activity and assays. Encycl Life Sci. 2002;1-6.

Burns B, Mendz G, Hazell S. Methods for the measurement of a bacterial
enzyme activity in cell lysates and extracts. Biol Proced Online.
1998;1(1):17-26.

Sabatier AM, Fish NM. Method of analysis for feed enzymes:
methodological problems? Is an Enzyme. 1996;5(4):408-13.

Kettner C, Cornish-Bowden A. Quo Vadis, enzymology data? Introductory
remarks. Perspect Sci. 2014;1(1-6):1-6.

Schomburg I, Chang A, Schomburg D. Standardization in enzymology—
data integration in the world's enzyme information system BRENDA.
Perspect Sci. 2014;1(1-6):15-23.

Tipton KF, Armstrong RN, Bakker BM, Bairoch A, Cornish-Bowden A,
Halling PJ, et al. Standards for reporting enzyme data: the STRENDA
consortium: what it aims to do and why it should be helpful. Perspect Sci.

149



161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

2014;1(1-6):131-7.

Xanthakis E, Zarevacka M, Saman D, Wimmerova M, Kolisis FN, Wimmer
Z. Application of ionic liquids in enzymic resolution by hydrolysis of
cycloalkyl acetates. Tetrahedron Asymmetry. 2006;17(21):2987-92.
Fonseca LC, Caroline N, Corréa R, Garrote-filho MS, Chagas C, Penha-
silva N. Efeito da composicdo do solvente sobre a estabilidade de
proteinas em solugfes aquosas. Quim Nov. 2006;29(3):543-8.

Chen Y, Barkley MD. Toward understanding tryptophan fluorescence.
Biochemistry. 1998;37(28):9976-82.

Swaminathan R, Krishnamoorthy G, Periasamy N. Similarity of
fluorescence lifetime distributions for single tryptophan proteins in the
random coil state. Biophys J. 1994;67(5):2013-23.

Vivian JT, Callis PR. Mechanisms of tryptophan fluorescence shifts in
proteins. Biophys J. 2001;80(5):2093-109.

Jha I, Attri P, Venkatesu P. Unexpected effects of the alteration of
structure and stability of myoglobin and hemoglobin in ammonium-based
ionic liquids. Phys Chem Chem Phys. 2014;16(12):5514.

Givaty O, Levy Y. Protein sliding along DNA: dynamics and structural
characterization. J Mol Biol. 2009;385(4):1087-97.

Lee LL, Lee JC. Thermal stability of proteins in the presence of poly
(ethylene glycols). Biochemistry. 1987;26(1981):7813-9.

Noel M, Combes D. Rhizomucor miehei lipase: differential scanning
calorimetry and pressure/temperature stability studies in presence of
soluble additives. 2003;33(2-3):299-308.

Chan HS, Dill KA. Polymer principles in protein structure and stability.
Annu Rev Biophys Biophys Chern. 1991;20:447-90.

Ries-Kautt MM, Ducruix AF. Relative effectiveness of various ions on the
solubility and crystal growth of lysozyme. J Biol Chem. 1989;264(2):745—
8.

Carbonnaux C, Ries-kautt M, Ducruix A. Relative effectiveness of various
anions on the solubility of acidic Hypoderma lineatum collagenase at pH
7.2. Protein Sci. 1995;4(10):2123-8.

Kim CW, Rha CK. Salting-out effects on the partition of proteins in
agueous two-phase systems. J Microbiol Biotechnol. 1996;6(5):352-7.
Schmidt AS, Andrews BA, Asenjo JA. Correlations for the partition
behavior of proteins in agueous two-phase systems: effect of overall
protein concentration. Biotechnol Bioeng. 1996;50(6):617-26.

Huddleston J, Abelaira JC, Wang R, Lyddiatt A. Protein partition between
the different phases comprising poly(ethylene glycol)-salt aqueous two-
phase systems, hydrophobic interaction chromatography and
precipitation: A generic description in terms of salting-out effects. J
Chromatogr B Biomed Appl. 1996;680(1-2):31-41.

Baskir JN, Hatton TA, Suter UW. Protein partitioning in two-phase
aqueous polymer systems. Biotechnol Bioeng. 1989;34(4):541-58.

Reh G, Nerli B, Picé G. Isolation of alpha-1-antitrypsin from human
plasma by partitioning in aqueous biphasic systems of polyethyleneglycol-
phosphate. J Chromatogr B Anal Technol Biomed Life Sci.
2002;780(2):389-96.

Farruggia B, Nerli B, Pico6 G. Study of the serum albumin-
polyethyleneglycol interaction to predict the protein partitioning in

150



179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

aqueous two-phase systems. J Chromatogr B. 2003;798(1):25-33.
Ferreira LA, Uversky VN, Zaslavsky BY. Phase equilibria, solvent
properties, and protein partitioning in aqueous polyethylene glycol-600-
trimethylamine N-oxide and polyethylene glycol-600-choline chloride two-
phase systems. J Chromatogr A. 2018;1535:154-161.

Oelmeier SA, Dismer F, Hubbuch J. Molecular dynamics simulations on
aqueous two-phase systems - single PEG-molecules in solution. BMC
Biophys. 2012;5(1):14.

Knolls D, Hermans J. Polymer-protein Interactions: comparison of
experiment and excluded volume theory. J Biol Chem. 1983;258(9):5710—
5.

Bhat R, Timasheff SN. Steric exclusion is the principal source of the
preferential hydration of proteins in the presence of polyethylene glycols.
Protein Sci. 1992;1(9):1133-43.

Warangkar SC, Khobragade CN, Dawane BS, Bhosale RB. Effect of
dihydropyrimidine derivatives on kinetic parameters of E. carotovora L-
asparaginase. Int J Biotechnol Appl. 2009;1(1):05-13.

Kavakcioglu B, Tongul B, Tarhan L. Aqueous two-phase system
purification for superoxide dismutase induced by menadione from
Phanerochaete chrysosporium. Artif Cells Nanomedicine Biotechnol.
2017;45(2):380-388.

Kristiansen T, Einarsson M, Sundberg L, Porath J. Purification of L-
asparaginase from E. coli by specific adsorption and desorption. FEBS.
1987;7(3):294-6.

Qin M, Zhao F. L-Asparaginase from Escherichia coli cells with aqueous
two-phase micellar systems. Appl Biochem Biotechnol. 2003;110(1):11—
21.

Andrews BA, Schmidt AS, Asenjo JA. Correlation for the partition
behavior of proteins in aqueous two-phase systems: Effect of surface
hydrophobicity and charge. Biotechnol Bioeng. 2005;90(3):380-90.
Johansson G. Effects of salts on the partition of proteins in aqueous
polymeric biphasic systems. Acta Chem Scand B. 1974;28(8):873-82.

151



CAPITULO 2

152



LISTA DE PUBLICACOES

1. Magri A, Santos J H P M, Coutinho J A P, Ventura S P M, Pereira J F B
(2019) Improving the L-asparaginase partitioning and extraction through the
proper selection of polymer/salt-based aqueous biphasic systems nature.

Separation and Purification Technology (submetido).

2. Magri A, Pecorari T, Pereira M M, Cilli E M, Greaves T L, Pereira J F B
(2019) Enhancing the biocatalytic activity of L-Asparaginase using aqueous
solutions of cholinium-based compounds. ACS Sustain Chem Eng (em

preparacao).

3. Magri A, Soler MF, Lopes AM, Cilli EM, Barber PS, Jr AP, Pereira JFB
(2018) A critical analysis of L-asparaginase activity quantification methods —
colorimetric methods versus high-performance liquid chromatography. Anal
Bioanal Chem 410:6985-6990 . doi: 10.1007/s00216-018-1326-x.

4. Pereira JFB, Magri A, Quental M V, Gonzalez-miquel M, Freire MG,
Coutinho JAP (2016) Alkaloids as alternative probes to characterize the relative
hydrophobicity of aqueous biphasic systems. ACS Sustain Chem Eng 4:1512—
1520. doi: 10.1021/acssuschemeng.5b01466

153



154



APENDICES

155



APENDICE 1. Curva de calibracdo da ASNase comercial obtida por SEC-
CLAE. As barras de erros representam o desvio padrdo para cada ponto.
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Fonte: a propria autora.

APENDICE 2. Cromatograma obtido a partir da solucéio de ASNase (0.07
mg.mL*) comercial em tampao fosfato (100mM, pH 7,0) por SEC-CLAE.
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Fonte: a propria autora.
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APENDICE 3. Curva de calibracdo ASNase comercial pelo método de Bradford
(BioRad) em tampéao fosfato 20 mM pH 7.4. As barras de erros representam o

desvio padréo para cada ponto.
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Fonte: a propria autora.
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APENDICE 4. Curva de calibragéo para determinacéo da atividade da ASNase

por CLAE.
a) L-asparagina - tempo de retencdo de 4,5 min. Fonte: a prépria autora.
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Fonte: a propria autora.
b) Acido L-aspartico — tempo de

retencdo de 2,7 min.
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Fonte: a propria autora.
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APENDICE 5. Espectro total de duas amostras com 0,05 mg.mL™? de ASNase
ap0s a reacdo enzimatica, corada com as diferentes técnicas. O método
modificado apresentou maior sensibilidade, maior sinal para o0 mesmo
comprimento de
onda.
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Fonte: a propria autora.
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APENDICE 6. SABs compostos por PPG 400/colinas.

Além dos SABs compostos por PPG 400/[Ch]ClI e [Ch][Ac], foram
também avaliadas as colinas: [Ch][Pro]; [Ch][But]; [Ch][DHP], conforme a
composicdo dos sistemas mostrada na Tabela 9. Assim, os LIs baseados em
[Ch]* foram testados como componentes de fases, e todos mostraram EE % =

100% para ASNase comercial, como visto na Figura 29.
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Figura 29. Log do coeficiente de particdo (log K) e eficiéncia de extracdo (EE (%)) da ASNase
nos SABs compostos por PPG 400/[Ch]X, onde X corresponde aos seguintes anions: Cl-, [Ac],
[Pro], [But],, [DHP]-.

Fonte: a propria autora.

Com estes dados, conclui-se que a natureza dos compostos derivados
de colina testados nao possui efeito sobre a particdo da ASNase nos sistemas
compostos por PPG 400. Ao final do processo de extracao, a ASNase foi capaz

de se manter ativa na fase rica em colina, como mostrado na Tabela 9.

Tabela 9. Composicdo dos SABs compostos por PPG 400/[Ch]X e atividade relativa (%) da
ASNase comercial no final do processo de parti¢éo.

Composicéo (massa %) Atividade Relativa (%)
) Fase ricaem Fase rica em
PPG 400 [Ch]X Agua PPG [Ch]*
[Ch]CI 30 16 54 0 109.22
[Ch][Ac] 30 16 54 0 116.9
[Ch][Pro] 30 16 54 0 76.64
[Ch][But] 30 16 54 0 91.70
[Ch][DHP] 30 16 54 0 146.71

Fonte: a propria autora.
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