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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 quantificacdo 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).
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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.
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