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RESUMO 
 
 

FREITAS, D. S. Funcionalidade e caracterização das propriedades físico-químicas, 
biológicas e estruturais da uricase modificada por PEGlação. 2011. 163 f. Tese   
(Doutorado em Biotecnologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São 
Paulo, São Paulo, 2011. 

 

A PEGlação é uma bem sucedida estratégia nano-biotecnológica que envolve a ligação 

covalente do polietilenoglicol (PEG) a uma droga para melhorar sua farmacocinética, 

farmacodinâmica e perfil imunológico, e portanto, aumentar seu efeito terapêutico. 

Atualmente, a PEGlação é usada para modificar proteínas, peptídeos, oligonucleotídeos e 

fragmentos de anticorpos.  A Uricase (EC 1.7.3.3, UC) é uma enzima pertencente à classe das 

oxidorredutases,  responsável pela oxidação do ácido úrico, produzindo alantoína. Essa 

enzima é encontrada em muitos organismos vivos como: bactérias, leveduras, fungos, 

vegetais e animais. Entretanto, durante a evolução das espécies o gene da UC tornou-se 

inativo, por isso, em humanos a UC é inativa. Nesse sentido, a UC adquiriu destaque como 

um potencial fármaco uricolítico, devido à necessidade do desenvolvimento de novos agentes 

terapêuticos no tratamento de hiperuricemia e gota. Neste estudo, a uricase recombinante 

purificada de Candida sp (UC-r) e a de rim bovino (UC-b) foram modificadas por PEGlação 

com mPEG-p-nitrofenil carbonato (mPEG-pNP) e 2-O-mPEG-4,6-dicloro-s-triazina     

(mPEG-CN), produzindo conjugados com considerável atividade enzimática residual UC-r-

mPEG-pNP (87%), UC-r-mPEG-CN (75%) e UC-b-mPEG-pNP (75%),  UC-b-mPEG-CN 

(50%). Além disso, os conjugados obtidos com a UC-r e UC-b apresentaram valores de KM 

menores do que as enzimas nativas, indicando que a PEGlação conferiu uma interessante 

propriedade aos conjugados, que permitiu um aumento da afinidade  da UC-r e UC-b pelo 

ácido úrico. O efeito do pH e da temperatura sobre  a UC-r e UC-b modificadas indicou que 

os conjugados obtidos foram mais ativos em pH próximo ao fisiológico e mais estáveis do que 

a respectiva enzima nativa. As formas PEGladas da UC-r e UC-b  foram mais resistentes à 

ação de diferentes proteases e mantiveram-se estáveis em soro humano, indicando que a 

PEGlação favoreceu a resistência a degradação proteolítica. Análises espectroscópicas de 

dicroísmo circular (CD) e infravermelho (FTIR) não apresentaram nenhuma diferença 

relevante entre a estrutura protéica da UC-r nativa e PEGlada.  Estudos in vivo com coelho e 

camundongos Balb/c mostraram que a UC-r nativa induziu uma intensa resposta imune sendo 

altamente imunogênica. Por outro lado, a UC-r PEGlada quando injetada cronicamente em 

camundongos não induziu qualquer resposta detectável de anticorpos. Esses resultados 



indicam uma suficiente redução da imunogenicidade dessa enzima, devido à conjugação do 

mPEG-pNP ou mPEG-CN, tornando-a  adequada para um possível uso terapêutico. Portanto, 

nesse trabalho, os resultados obtidos com a UC-r de Candida sp, mostraram que dois 

conjugados apresentaram interessantes propriedades físico-químicas, biológicas e 

imunológicas, que permitiram um significativo avanço na transformação de uma enzima de 

origem fúngica em uma droga, com uma possível aplicação terapêutica no tratamento de 

hiperuricemia e gota. 

 

Palavras chave: Gota. Hiperuricemia. Imunogenicidade. PEGlação. Estabilidade             

físico-química. Uricase. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 
 
 

FREITAS, D.S. Functionality and characterization of physical-chemical, biological and 
structural properties of uricase modified by PEGylation. 2011. 163 p. Ph.D. Thesis 
(Biotechnology) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 
2011. 
 

PEGylation is a successful nanobiotechnology strategy that involves the covalent attachment 

of polyethylene glycol (PEG) to a drug to improve its pharmacokinetic, pharmacodynamic, 

and immunological profiles, and thus, enhance its therapeutic effect. Currently, PEGylation is 

used to modify proteins, peptides, oligonucleotides, antibody fragments, and small organic 

molecules. Uricase (EC 1.7.3.3, UC) is an enzyme belonging to the class of oxidoreductases 

responsible for the oxidation of uric acid, producing allantoin. This enzyme is found in many 

living organisms such as bacteria, yeasts, fungi, plants and animals. However, during the 

evolution of the species gene became inactive UC, therefore, in humans UC is inactive. 

Accordingly, UC has acquired prominence as a potential drug uricolytic due to the need of 

developing new therapeutic agents for the treatment of hyperuricemia and gout. In this study, 

purified recombinant  uricase  from Candida sp (UC-r) and ox kidney (UC-b) were modified 

by PEGylation with mPEG-p-nitrophenyl-carbonate (mPEG-pNP) and 2-O-mPEG-4,6-

dichloro-s-triazine (mPEG-CN), producing conjugates with considerable residual enzyme 

activity UC-r-mPEG-pNP (87%), UC-r-mPEG-CN (75%) and UC-b-mPEG-pNP (75%),                 

UC-b-mPEG-CN (50%). In addition, conjugates obtained with the UC-r and UC-b had lower 

KM values than native enzymes, indicating that the PEGylation gave an interesting property 

the conjugate that increased the affinity of UC-r and UC-b by uric acid. The effect of pH and 

temperature on the modified UC-r and UC-b indicated that the conjugates were more active at 

pH close to the physiological and more stable than its native enzyme. PEGylated forms of 

UC-r and UC-b were more resistant to the action of different proteases and remained stable in 

human serum, indicating that the PEGylation favored resistance to proteolytic degradation. 

Spectroscopic analysis of circular dichroism (CD) and infrared (FTIR) did not show any 

relevant difference in protein structure between native and PEGylated UC-r. 

In vivo studies with rabbit and Balb/c mice showed that UC-r native elicited an intense 

immune response being highly immunogenic. On the other hand, the PEGylated UC-r when 

chronically injected into mice did not induce any detectable response to antibodies. These 

results indicate a sufficient reduction of immunogenicity of this enzyme, due to conjugation 

of mPEG-pNP or mPEG-CN, making it suitable for possible therapeutic use. Therefore, the 



results obtained with the UC-r of Candida sp, showed that two conjugates have interesting 

physical-chemical, biological and immunological, which allowed a significant advance in the 

transformation of an enzyme of fungal origin in a drug with a possible application therapeutic 

in the treatment of hyperuricemia and gout. 

Keywords: Gout. Hyperuricemia. Immunogenicity. PEGylation. Physico-chemical stability. 

Uricase. 
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1 INTRODUÇÃO 

A nanomedicina é uma vertente bastante promissora da nanotecnologia porque utiliza 

recursos estratégicos como nanodispositivos e nanoestruturas, na reparação, construção e 

controle de sistemas biológicos humanos em nível molecular, visando a aplicações no 

diagnóstico, tratamento e prevenção de uma série de doenças. Nesse contexto, a tecnologia de 

PEGlação surge como uma bem-sucedida estratégia nanotecnológica na medicina devido à  

sua versatilidade e às suas aplicações. 

 A PEGlação  envolve a ligação covalente de polietileno glicol (PEG) ativado a uma 

molécula alvo, com a finalidade de melhorar suas propriedades farmacocinéticas e 

farmacodinâmicas, bem como seu comportamento imunológico. Atualmente, a PEGlação é 

usada para modificar uma ampla variedade de biomoléculas como enzimas, proteínas, 

peptídeos,  oligonucleotídeos, fragmentos de anticorpos e pequenas moléculas orgânicas para 

garantir a eficácia terapêutica dessas entidades moleculares.  

Considerando que, no Brasil, encontram-se  poucos pesquisadores envolvidos no 

estudo da tecnologia de PEGlação, ressalta-se a necesssidade de o país realizar estudos e 

pesquisas nessa área  para aprimorar e desenvolver ferramentas inovadoras e estratégicas no 

campo da nanobiotecnologia.   

Além disso, recentemente, vários trabalhos apontaram um aumento considerável na 

incidência e na prevalência de gota e hiperuricemia, tanto em países desenvolvidos, por 

exemplo, Estados Unidos e Reino Unido, como em países em desenvolvimento. Esse fato 

desencadeou na busca de novos medicamentos e terapias com objetivo de avançar e inovar os 

tratamentos já existentes para essas patologias.  

A enzima uricase (UC) surge, então, como um potencial fármaco a ser utilizado no 

tratamento de gota e hiperuricemia. Contudo, como os humanos não produzem a UC ativa, a 

enzima, que é obtida de outras fontes, possui a característica de ser antigênica, e a 

administração de múltiplas doses da UC resulta em reações alérgicas, o que dificulta sua 

aplicação como um novo agente terapêutico.  

Para superar os fatores limitantes para o uso terapêutico da UC, existem estudos 

investigando a tecnologia de PEGlação como uma estratégia capaz de diminuir a 

imunogenicidade da UC, prolongar seu tempo de meia-vida e manter sua atividade biológica. 
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Nesse sentido, o desafio biotecnológico do presente trabalho foi modificar a UC por 

PEGlação, com dois tipos de mPEGs, mPEG-p-nitrofenil carbonato (mPEG-pNP) e                

2-O-metoxipolietilenoglicol-4,6-dicloro-s-triazina (mPEG-CN), para determinar a 

funcionalidade dos conjugados obtidos, verificando possíveis alterações nas propriedades 

físico-químicas e biológicas, bem como mudanças conformacionais da UC por meio de 

técnicas espectroscópicas de infravermelho (FTIR) e dicroísmo circular (CD).                         

Adicionalmente, também foi investigado o comportamento imunológico da UC nativa e de 

seus conjugados obtidos com estudos in vivo. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

O uso de enzimas com finalidade terapêutica remonta ao final do século XIX, quando 

preparações brutas de enzimas pancreáticas de origem suína eram empregadas como 

auxiliares digestivos. Desde então, o potencial terapêutico dessas biomoléculas é amplamente 

investigado.  Aquelas destinadas ao uso terapêutico, diagnóstico, analítico,  à química fina e à 

pesquisa são classificadas como “enzimas especiais” (CRUZ et al., 2008). 

As enzimas possuem duas importantes propriedades que as distinguem de todos os 

outros tipos de drogas: elas atuam sobre moléculas alvos com elevada afinidade e 

especificidade, e, devido à sua função catalítica, converte moléculas alvos em produtos 

desejáveis. Essas duas propriedades fazem das enzimas potentes drogas específicas que 

podem executar uma terapia bioquímica no corpo, o que moléculas pequenas não podem fazer 

(VELLARD, 2003). Assim, a relevância do uso de enzimas como medicamento relaciona-se 

com o fato de que pequenas quantidades do catalisador biológico podem produzir efeitos 

altamente específicos em condições fisiológicas. Essas características das enzimas têm 

resultado no desenvolvimento de muitos medicamentos para uma variedade de doenças 

(VELLARD, 2003).  

Saliente-se que, para essa finalidade, a enzima precisa preencher importantes 

requisitos, principalmente para uso interno, dentre eles: (1) baixa resposta imunológica, (2) 

alta atividade e estabilidade em pH fisiológico, (3) alta afinidade pelo substrato, (4) baixa taxa 

de eliminação, (5) pouca inibição pelos produtos ou constituintes normais encontrados nos 

fluidos corporais e (6) independência de co-fatores exógenos. Além disso, quando se utilizam 

microrganismos como fonte destas moléculas, deve-se buscar cepas não patogênicas 

objetivando evitar a presença de toxinas (ABRAHÃO-NETO, 2001).  

Na prática, poucas enzimas possuem todas as propriedades necessárias para esse fim, 

cuja instabilidade dos biocatalisadores, suscetibilidade ao ataque de proteases, dificuldade de 

acesso ao órgão-alvo e antigenicidade representam algumas das limitações da terapia 

enzimática (CALICETI; VERONESE, 2003; CRUZ et al., 2008). 

Por outro lado, a aprovação no mercado pelo FDA (repartição do governo americano 

que testa, controla e inspeciona alimentos e medicamentos) da Activase® (1987) e da 

Adagen® (1990) iniciou uma nova era para as enzimas como agente terapêutico. A  

Activase® (alteplase - ativador de plasminogênio tecidual) foi a primeira enzima 

recombinante usada como medicamento. É aplicada no tratamento de ataque cardíaco causado 
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por coágulo que bloqueia a artéria coronária. A Adagen® (adenosina deaminase bovina 

modificada com mPEG) é usada no tratamento de imunodeficiência combinada severa. Foi a 

primeira enzima terapêutica aprovada dentro do programa de drogas órfãs (Orphan Drug Act) 

lançado em 1983 pelo FDA (VELLARD, 2003). 

Atualmente, uma considerável variedade de medicamentos cujos princípios ativos são 

enzimas está disponível (Tabela 1): anti-inflamatórios, antissépticos, auxiliares digestivos.  

Existem também enzimas empregadas na reposição de enzimas hemostáticas, na inibição da 

coagulação, na reposição de enzimas metabólicas, no tratamento da fibrose cística, bem como 

na terapia contra o câncer (VELLARD, 2003; ZIMMER et al., 2009). 

 Deve-se ressaltar que várias estratégias estão sendo empregadas para minimizar os 

fatores limitantes e ampliar o potencial de uso terapêutico de várias enzimas. Entre elas, 

podemos destacar a manipulação da sequência de aminoácidos para diminuir a 

imunogenicidade e a degradação proteolítica das enzimas, a fusão ou conjugação de 

imunoglobulinas e proteínas do soro sanguíneo, como a albumina, a  incorporação de veículos 

para proteção e liberação controlada, a conjugação da proteína a polímeros naturais ou 

sintéticos e técnicas para alterar quimicamente as proteínas por meio de síntese orgânica 

(ROBERTS; BENTLEY; HARRIS, 2002). 
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Fonte: Zimmer et al., 2009. 
 

 

 

 

 

 

 

Tabela 1- Enzimas como agentes terapêuticos 
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O Brasil apresenta grande potencial para a busca de novos fármacos e biomarcadores 

enzimáticos, uma vez que é inigualável a quantidade e variedade de produtos naturais, 

incluindo a notável biodiversidade microbiana disponível para transformação em produtos 

úteis de maior valor agregado. O mercado brasileiro de enzimas foi avaliado no ano de 2005 

em 147,2 milhões de dólares, correspondendo a apenas 3,7% do mercado internacional. Das 

enzimas produzidas em escala industrial, uma fatia significativa do mercado mundial é 

representada pelas “enzimas especiais”. No Brasil, as enzimas diagnósticas são 

predominantemente importadas. No período de 1998-2005, considerando-se enzimas 

especiais como um todo, o Brasil importou o equivalente a US$ 516 milhões e exportou US$ 

24,5 milhões, o que corresponde a 84% de importação e 16% de exportação. Dentro dessas, as 

enzimas terapêuticas são responsáveis pela maior parte do mercado nesse período, contando 

com uma importação de US$ 85 milhões (AEHLE, 2007).  

A previsão de crescimento para o mercado mundial de enzimas é de 7,6% ao ano, 

sendo responsável por esse crescimento tanto a queda no preço e o maior acesso às enzimas 

de aplicação industrial, quanto a inclusão de novas enzimas especiais, cada vez mais 

sofisticadas e de alto custo. No período de 2003 a 2005, as indústrias brasileiras que mais 

importaram e exportaram enzimas especiais foram as de diagnóstico e as farmacêuticas        

(FERRARA, 2008). 

 Assim, os inúmeros avanços ocorridos na área de biotecnologia favoreceram a expansão 

do uso de enzimas como agente terapêutico. A busca de novas estratégias e formulações 

conferiu interessantes modificações nas propriedades farmacocinéticas e farmacodinâmicas 

das enzimas, além de diminuír sua imunogenicidade, garantindo a manutenção de suas 

principais funções biológicas como atividade enzimática. 

 

 

 

 

 

 



28 

 

 

2.1 Uricase (UC) 

 

Uricase (EC 1.7.3.3, UC) é uma enzima pertencente à classe das oxidorredutases, 

também chamada de urato oxidase ou urico-oxidase, e é responsável pela oxidação de ácido 

úrico, produzindo alantoína. 

 

 
Figura 1 - Oxidação do ácido úrico pela UC produzindo alantoína  
                  Fonte: Pasut et al., 2008. 
 

A ação oxidativa da UC foi demonstrada por Schittenhelm e Wiechowski     

(MAHLER, 1963) e desde então essa enzima tem sido encontrada em extratos de tecidos 

animais e células de microrganismos. Inicialmente, para isolar a UC, foi descrita uma 

variedade de procedimentos de purificação e muitos utilizavam fígado suíno ou rim bovino 

como material de partida (MAHLER, 1963).  

Embora tradicionalmente associada ao fígado suíno ou rim bovino, a UC é 

amplamente encontrada na natureza, em muitos organismos vivos, tais como: bactérias, 

leveduras, fungos, vegetais e animais (Tabela 2). Algumas espécies de mamíferos, aves, 

répteis, peixes e anfíbios conservaram a UC e são capazes de oxidar o ácido úrico, produzindo 

alantoína (uma substância dez vezes mais solúvel que o ácido úrico), portanto, facilmente 

excretada pelos rins (CAMMALLERI; MALAGUARNERA, 2007).  

Entretanto, durante o processo de evolução das espécies, o gene da UC tornou-se 

inativo em decorrência de mutações que ocorreram inicialmente no promotor e depois na 

região codificadora, por isso, em orangotangos, chimpanzés, gorilas e humanos a UC é inativa 

ou ausente (VARELA-ECHAVARRIA; MONTES DE OCA-LUNA; BARRERA-

SALDANA, 1988; WU et al., 1989). 

 

 

 

 

Ácido úrico Alantoína 

Uricase 
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Tabela 2- Diferentes fontes produtoras de UC  

Espécie Fonte Referência 

Mamífero (porco) Naturalmente produzida 

Recombinante 

MAHLER, 1963 

             HERSHFIELD; KELLY, 2006 

Mamífero (boi) Naturalmente produzida  FARINA; MENNELLA FARAONE, 1979 

RAJOKA et al., 2006 

Bacillus fastidiosus Naturalmente produzida 

Recombinante 

BONGAERTS et al., 1978 

IMHOFF et al., 2003 

Antrobacter protoformiae Naturalmente produzida CHUA et al., 1988 

Pseudomonas aeruginosa Naturalmente produzida ISHIKAWA et al., 2004 

 

Candida utilis 

Naturalmente produzida 

Recombinante 

ITAYA et al., 1971 

KOYAMA; ICHIKAWA; NAKANO, 1996 

 

Aspergillus flavus 

Naturalmente produzida 

(Uricozyme®) 

Recombinante 

(Rasburicase®) 

LABOUREUR; LANGLOIS, 1968 

LEGOUX et al., 1992 

BAYOL et al., 2002 

Soja (Glycine max) Naturalmente produzida SARMA et al., 1999 

Plantas superiors Naturalmente produzida MONTALBINI; REDONDO; 

CABALLERO, 1997 

 

  

A UC de diferentes espécies é comumente encontrada nos peroxissomos, que são 

organelas intracelulares especializadas no processamento das reações oxidativas, utilizando 

oxigênio molecular. Por isso, são encontradas nessa organela enzimas como a UC e a catalase. 

A UC está exclusivamente localizada no centro cristalóide dos peroxissomos devido à elevada 

formação de cristais, provocada pela baixa solubilidade dessa enzima (VOGELS; VAN der 

DRIFT, 1976; USUDA et al., 1988; VOLKL et al., 1988; ANGERMULLER; ISLINGER; 

VOLKL, 2009). Como os peroxissomos são organelas que possuem elevado pH (8,0-9,5), a 

maioria das UCs são caracterizadas por um pH ótimo alcalino (8,0-9,5) (VOGELS; VAN der 

DRIFT, 1976; BOMALASKI et al., 2002). 

Outras propriedades que caracterizam a família da UC compreendem o ponto 

isoelétrico (pI) que varia de 5,4 a 6,3 e a especificidade em relação ao ácido úrico. Apesar de 

o valor de KM ser consideravelmente diferente entre as espécies, variando de 6,0 x 10-5M  -     

2,0 x 10-4M, a UC é altamente específica para degradar o ácido úrico.  A massa molecular da 
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UC na maioria das espécies encontra-se na faixa de 70 kDa - 150 kDa, sendo composta por 

subunidades de 32 - 39 kDa, e a enzima pode apresentar-se como monômero, dímero ou 

tetrâmero (VOGELS; VAN der DRIFT, 1976; BONGAERTS et al., 1978; FARINA; 

MEMMELLA FARAONE; LEONE, 1979;  RAJOKA et al., 2006). 

Dentre as fontes disponíveis, a UC de Aspergillus flavus foi a primeira a ter sua 

estrutura tridimensional determinada (Figura 2) complexada ao inibidor 8-azaxantina (AZA) 

(COLLOC’H et al., 1997).  A UC de Aspergillus flavous é uma enzima globular de 135 kDa, 

homotetramérica, contendo um túnel central (conformação T-fold) comum a grande maioria 

das espécies de UC (Figuras 2c e 2d). Cada subunidade é formada por 301 aminoácidos 

composta de dois domínios estruturalmente equivalentes (Figura 2a).  Podemos observar 

também, pela Figura 2b que cada subunidade possui um sítio ativo                    

(RETAILLEAU et al., 2004).   

 A maioria das UCs é funcionalmente ativa como um tetrâmero, podendo ser um 

heterotetrâmero como na UC de Bacillus fastidious (SCHIAVON et al., 2000) ou um 

homotetrâmero, como na UC de Aspergillus flavus (RETAILLEAU et al., 2004). No entanto, 

o papel e a importância do túnel central, na estrutura da UC, ainda permanecem 

desconhecidos (GABISON et al., 2008). 
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Figura 2 - Estrutura da UC de Aspergillus flavus (a): estrutura monomérica; (b): dímero;   
(c) e (d): estrutura tetramérica. 

                   Fonte: Retailleau et al., 2004. 
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sítio ativo 1 
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O mecanismo catalítico de oxidação do ácido úrico pela UC é complexo e controverso, 

pois a maioria das enzimas que utilizam oxigênio molecular como substrato, usualmente, 

requer um co-fator para mediar a reação com oxigênio (COLLOC’H et al., 2006). As UCs de 

fígado de camundongo e rim bovino são dependentes de íons Cu2+ para catalisar a reação 

(MOTOJIMA;  KANAYA;  GOTO, 1988; RAJOKA et al., 2006), entretanto, as UCs de 

Candida utilis, Aspergillus flavus e Glycine max não dependem de nenhum co-fator ou grupo 

prostético para catalisar a reação de oxidação do ácido úrico, o que faz da UC uma enzima 

bem diferente de outras oxidases (KOYAMA; ICHIKAWA; NAKANO, 1996; COLLOC’H 

et al., 1997; KAHN; TIPTON, 1998). 

 O mecanismo de ação da UC tem sido amplamente explorado (COLLOC’H et al., 

1997; KAHN; TIPTON, 1998; IMHOFF et al., 2003; RETAILLEAU et al., 2004;      

GABSON et al., 2008) e chegou-se a importantes informações, como o fato de que 

independentemente  do inibidor da UC empregado para estudar o sítio  catalítico da enzima 

(isso inclui inibidores como 8-azaxantina, xantina, 8-nitroxantina, 9-metil ácido úrico, ácido 

oxônico  e  di-aminouracil), o inibidor permanece na mesma posição que o substrato urato. 

Além disso, foi verificada a formação do 5-hidroxi-isourato (Figura 3) como produto 

intermediário da reação, que é degradado à alantoína sem a participação da UC. 

 

 

 

 

Figura 3 – Rota esquemática de degradação do ácido úrico a alantoína por meio do 
intermadiário 5-hidroxi-isourato. Apenas o primeiro passo da reação é  
catalisado pela UC. 
Fonte: Retailleau et al., 2004.  
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Como sugerido por Colloc’h e colaboradores, o ácido úrico é estabilizado como um 

diânion pela UC por meio de ligações de hidrogênio por duas pinças moleculares 

conservadas, os aminoácidos arginina (Arg 176) e glutamina (Gln 228), que correspondem ao 

sítio catalítico da enzima. Assim, na presença de um excesso de oxigênio, a transferência do 

elétron da UC para o oxigênio molecular ocorre ao mesmo tempo que ocorre o ataque 

nucleofílico da molécula de água, a ligação C4-C5 do anel purínico, formando o intermediário 

C5 hidroxi-isourato, sendo convertido a alantoína (COLLOC’H et al., 1997).  

 Baseado em estudos anteriores, Gabson  et al. (2008) propôs um mecanismo catalítico  

para a formação do 5-hidroxi-isourato (Figura 4). O sítio ativo é delimitado pelos resíduos 

conservados implicados na pinça molecular (Arg 176 e Gln 228), os quais interagem com o 

substrato. Os  aminoácidos aspartato (Asp 58) e treonina (Thr 57) formam outra pinça acima 

do plano médio do ligante, criando um local onde a transferência eficiente de elétrons pode 

ocorrer com um baixo nível de energia. A partir dessa etapa da reação ocorre a formação dos 

intermediários (3 e 4) levando à formação do 5-hidroxi-isourato (5). 

 

 

 
Figura  4 – Mecanismo catalítico da UC. Os intermediários envolvidos estão representados de 1 a 4, 

em 5 temos a formação do 5-hidroxi-isourato. 
                    Fonte: Gabson et al., 2008.   
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Como citado anteriormente, a UC em humanos não é funcional, assim, o 

conhecimento das vias do metabolismo das purinas é de extrema importância, pois, nos seres 

humanos, esse metabolismo determina a produção de ácido úrico, que em elevadas 

concentrações é gravemente nocivo, ocasionando, hiperuricemia e gota. Portanto, a partir do 

entendimento das vias do metabolismo das purinas pode-se conseguir controlar a produção de 

ácido úrico (WU et al., 1989; BOMALASKI et al., 2002; CAMMALLERI; 

MALAGUARNERA, 2007).  

 

2.2 Metabolismo das Purinas  

 

A hidrólise dos ácidos nucléicos (DNA e RNA) é realizada por enzimas específicas 

chamadas DNases e RNases e resulta em mononucleotídeos. Esses, por sua vez, sofrem a ação 

de fosfatases, que os quebram em fosfato (PO4-) e nucleosídeos (um açúcar ligado a uma base 

nitrogenada). Finalmente, os nucleosídeos são quebrados por nucleosidases, resultando em 

bases púricas e pirimídicas e açúcares D-ribose ou D-desoxirribose (VOET et al., 2005). 

As purinas (Figura 5) são cruciais para uma série de funções fisiológicas, sendo 

essenciais para a construção de ácidos nucléicos (DNA e RNA), mensageiros extra e 

intracelulares (adenosina trifosfato e acoplada a proteína G), reguladores metabólicos 

(adenosina monofosfato), coenzimas, antioxidantes e neurotransmissores            

(CANNELLA; MIKULS, 2005). 

 

Figura 5 -  Representação estrutural das bases nitrogenadas purínicas.  

 

 

 

Adenina Guanina 

1 
6 

5 

4 
3 

2 9 
8 

7 



35 

 

 

 

Em 1948, John Buchanan obteve os primeiros indícios da síntese de novo dos 

nucleotídeos purínicos estudando a origem dos átomos do anel purínico (Figura 5). Esse anel 

é sintetizado a partir de aminoácidos como a glicina, que fornece os carbonos C4 e C5 e o 

nitrogênio N7; o aspartato que fornece o nitrogênio N1, e a glutamina, que fornece os outros 

dois átomos de nitrogênio N3 e N9, que estão presentes no grupamento amida da cadeia 

lateral da glutamina. Os derivados ativos do tetra-hidrofolato fornecem dois átomos de 

carbono  ―C2 e  C8―, enquanto o CO2  fornece o carbono C6 para o anel purínico (ZANG; 

DIXON, 1992; VOET et al., 2005). 

 

2.2.1 Biossíntese dos Nucleotídeos Purínicos 

  Existem dois mecanismos de biossíntese dos nucleotídeos purínicos: síntese de novo e 

via de recuperação ou de salvamento das purinas.  Os nucleotídeos de purinas são mantidos 

em “pools” intracelulares por meio de uma combinação da via de novo e da via de 

recuperação (ROLFES, 2006). A via de novo inicia-se com a ribose 5-fosfato, formada, 

principalmente, na via da pentose fosfato, na presença da enzima ribose fosfato 

pirofosfoquinase e de adenosina trifosfato (ATP), dando origem a 5-fosforibosil-1-pirofosfato 

(PRPP). O grupo pirofosfato é transferido do ATP para o carbono 1 da ribose 5-fosfato. Em 

seguida, um percurso de dez passos da via de novo converte o PRPP ao primeiro nucleotídeo 

de purina, IMP (inosina monofosfato).  O IMP é um ponto de ramificação da via biossintética 

com dois passos adicionais necessários para a produção de AMP (adenosina monofosfato) e 

GMP (guanosina monofosfato) (Figura 6). Essa capacidade de catalisar a formação de 

nucleotídeos pela via de novo permite uma independência dos organismos das fontes 

alimentares (ROLFES, 2006). 
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Figura 6 –  Representação esquemática da via de novo e da via de recuperação. A via de novo para 

sintetizar o IMP é composta por dez reações (1 a 10). Para sintetizar o AMP a partir do 
IMP são necessárias duas reações (8 e 11) e a síntese de GMP a partir do IMP consiste de 
duas reações (12 e 13). O percurso da via de recuperação consiste das reações 14, 15 e 16. 
As enzimas que catalisam as reações estão numeradas de 1 a 16: (1) glutamina 
fosforibosilpirofosfato amidotransferase; (2) glicinamida ribonucleotídeo sintase; (3) 
glicinamida ribonucleotídeo transformilase; (4) formilglicinamido sintase; (5) 
aminoimidazol ribonucleotídeo sintase; (6) aminoimidazol ribonucleotídeo carboxilase; (7) 
succinilaminoimidazol carboxiamida ribonucleotídeo sintase; (8) adenilsuccinato liase; (9) 
aminoimidazol carboxiamida ribonucleotídeo transformilase; (10) IMP ciclohidrolase; (11) 
adenilsuccinato sintase; (12) IMP dehidrogenase; (13) GMP sintase; (14) AMP deaminase; 
(15) adenina fosforibosiltransferase e (16) hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase. 
Os produtos e intermediários da reação compreendem: AIR:5-aminoimidazol 
ribonucleotídeo; AICAR: 5-aminoimidazol-4-carboxiamida ribonucleotídeo; CAIR: 
carboxiaminoimidazol ribonucleotídeo; FAICAR: 5-fosforibosil-4-carboxamida-5-
formamidoimidazol; FGAM: 5-fosforibosil-N-formilglicinamidina; FGAR: N-
formilaminoimidazol-4-carboxiamida ribonucleotídeo; GAR:glicinamida ribonucleotídeo; 
PRA: 5-fosfo-β-ribosilamina; SAICAR: N-succinil-5-aminoimidazol-4-carboxiamida 
ribonucleotídeo; SAMP: adenilsuccinato; THF:tetrahidrofolato; XPM: xantosina 
5’monofosfato 
Fonte: Rolfes, 2006 
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Na via de recuperação ou de salvamento, as purinas livres (adenina, guanina ou 

hipoxantina) são reconvertidas aos seus nucleotídeos correspondentes. Nesse caso, o PRPP é 

utilizado para reciclar as bases purínicas com menos gasto de energia do que nas reações da 

via de novo (Figura 6). Os ácidos nucléicos e os nucleotídeos sofrem degradação hidrolítica, 

liberando as bases purínicas que se ligam à porção da ribose fosfato do PRPP para formar o 

nucleotídeo correspondente. A enzima adenina fosforribosil transferase na presença de 

adenina mais PRPP catalisa a formação de adenina 5’monofosfato (AMP) e a enzima 

hipoxantina guanina fosforribosil transferase (HGPRT), na presença de PRPP e hipoxantina 

ou guanina, catalisa a formação de inosina 5’monofosfato (IMP) e guanina 5’monofosfato 

(GMP), respectivamente (VOET et al., 2005; ROLFES, 2006). 

 A via de novo é regulada por retroalimentação. O primeiro controle é exercido pela 

formação de fosforribosilamina a partir de PRPP e de glutamina, sendo essa reação catalisada 

pela enzima glutamina PRPP amidotransferase. Após a formação de fosforribosilamina, o anel 

purínico é montado sobre a ribose fosfato. O último átomo do anel purínico é fornecido pelo 

N10-formil-tetra-hidrolato formando o 5-formamidoimidazol-4-carboxiamida ribonucleotídeo 

(CRF). Em seguida esse composto sofre desidratação e ocorre o fechamento do anel, 

formando o IMP. O IMP é precursor do AMP e GMP e os três são retroinibidores da 

biossíntese de nucleotídeos purínicos porque inibem a 5-fosforribosil-1-fosfato sintetase, 

regulando assim, os níveis de PRPP (VOET et al., 2005). 

O segundo controle é exercido por AMP, GMP e pela formação de ribonucleotídeos 

purínicos, por meio da inibição da enzima glutamina PRPP amido transferase. Além disso, 

quando em altos níveis, o IMP liga-se à enzima HGPRT o que promove sua inibição por 

retroalimentação. 

 

2.2.2 Degradação dos Nucleotídeos Purínicos 

  

Os nucleotídeos das purinas são degradados por meio de uma via (Figura 7) na qual o 

grupo fosfato (Pi) é perdido pela ação da enzima 5’-nucleotidase. Em seguida, a adenosina 

monofosfato (AMP) libera a adenosina, que é então desaminada para inosina pela enzima 

adenosina desaminase, e a inosina é hidrolisada para liberar a D-ribose e a base hipoxantina. 

A hipoxantina é oxidada sucessivamente a xantina e para ácido úrico pela enzima xantina 

oxidase (XO), uma flavoenzima que contém um átomo de molibdênio e quatro centros    

ferro-enxofre em seu grupo prostético.  
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O receptor de elétrons nessa reação complexa é o oxigênio molecular. A guanosina 

monofosato (GMP) também libera ácido úrico como produto final (Figura 7). O GMP é 

hidrolisado em guanosina que é clivada para liberar D-ribose e a base guanina. A guanina 

sofre remoção hidrolítica do seu grupo amino para liberar xantina que é convertida em ácido 

úrico pela enzima xantina oxidase (NELSON; COX, 2006).  

 Nos seres humanos, o ácido úrico é o produto final do catabolismo das purinas, 

originando-se em parte das purinas ingeridas, e em parte pela renovação dos nucleotídeos 

purínicos dos ácidos nucléicos. Como o ácido úrico é um ácido fraco (pKa 5,8), em              

pH fisiológico, encontra-se  na forma de íon urato, que possui uma estreita faixa de 

solubilidade (3,3 mg/dL a 6,9 mg/dL). Quando a concentração sérica do urato excede, 

aproximadamente, 7,0 mg/dL pode ocorrer sua precipitação em forma de cristais de urato 

monossódico, principalmente, nos espaços articulares dos joelhos, calcanhares e artelhos. 

Essa deposição de urato desencadeia uma resposta inflamatória, a partir de leucócitos e 

células sinoviais que disparam a liberação de citoquinas amplificando o local da reação 

inflamatória. Portanto, a superprodução de ácido úrico é o fator responsável pelo 

desenvolvimento de hiperuricemia e gota (CANNELLA; MIKULS, 2005; FELS; SUNDY, 

2008; SO, 2008). 
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2.3 Gota e Hiperuricemia 

 

A primeira referência escrita sobre gota data de 2600 a.C., quando os egípcios a 

descreveram como “podagra” ou artrite gotosa, geralmente no dedão do pé. Em 400 a.C., 

Hipócrates, postulou seus aforismos sobre a gota. O termo "gota" vem do latim – "gutta" –  e 

traduz o conceito humoral, segundo o qual haveria, nessa enfermidade, um gotejar de 

humores de uma a outra parte do corpo. Por muito tempo, a gota foi conhecida como             

“a doença dos reis" devido à sua associação com consumo de alimentos finos e álcool 

(PILLINGER; ROSENTHAL; ABELES, 2007). 

Apesar de ser conhecida desde a Antiguidade, a relação entre a gota e o excesso de 

ácido úrico circulante demorou a ser descoberta. Em 1679, Anton von Leeuwenhoek, o 

inventor do microscópio, viu pela primeira vez os cristais de urato. Após centenas de anos, o 

médico Alfred Garrod afirmou que o urato era a causa da inflamação gotosa, em 1931, 

Garrod’s son Archibald declarou que a gota era um erro inato do metabolismo. Somente por 

volta de 1960 com o entendimento sobre a bioquímica da produção de ácido úrico pelo 

organismo, foi possível explorar de forma mais ampla a causa dessa doença            

(PILLINGER; ROSENTHAL; ABELES, 2007). 

A gota é uma doença inflamatória caracterizada, inicialmente, por ataques recorrentes 

de artrite aguda, provocados pela precipitação, nos espaços articulares, de cristais de urato 

monossódico provenientes dos fluidos corporais supersaturados. Em uma descrição clássica 

de crise aguda de gota, observou-se que a dor frequentemente começa à noite e  é intensa o 

suficiente, para despertar o paciente. Embora qualquer articulação possa ser afetada, mais da 

metade das crises iniciais afetam as mãos e o hálux, o qual é eventualmente afetado em 

aproximadamente 90% dos pacientes com gota (RIDER; JORDAN, 2010). 

A manisfestação mais comum da gota é uma artrite por inflamação das juntas com dor 

agonizante e aparecimento repentino. Quando ocorre com muita frequência, tende a se 

cronificar, podendo ocorrer a deformação das articulações (LIN; LIN; CHOU, 2000). A 

agressão constante das articulações pela deposição de cristais de urato faz com que ocorram 

focos inflamatórios conhecidos como tofos, originando a gota tofaceosa que é uma evolução 

crônica e insidiosa que acontece depois de dez anos ou mais. As lesões das articulações 

podem fazer com que elas tornem-se funcionalmente incapazes com o passar do tempo. Além 

disso, depósito de sais de urato pode ocorrer em outros locais, por exemplo, no tecido 
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subcutâneo, nos rins e na bolsa sinovial (CAMMALLERI; MALAGUARNERA, 2007; SO, 

2008). 

O ácido úrico é excretado pelos rins, pela bile e pelo intestino. Nos pacientes com 

gota, ou com excesso de ácido úrico, podem evoluir para um quadro de insuficiência renal. 

Isso se deve ao fato de que esse órgão é a mais importante das vias de eliminação do ácido 

úrico. Os problemas renais decorrem da maior possibilidade de formação de cálculos de urato, 

prejudicando o seu funcionamento e frequentemente ocorre uma hipertensão concomitante 

(CANNELLA; MIKULS, 2005). 

Embora a hiperuricemia (alta concentração de ácido úrico no sangue) seja fundamental 

para todas essas alterações teciduais, ela não é a única determinante. Portanto, deve-se fazer 

uma distinção clara entre a hiperuricemia, que é uma anomalia bioquímica, e a gota, que é 

uma doença (CAMMALLERI; MALAGUARNERA, 2007). 

Um nível plasmático de urato acima de 7 mg/dL é considerado elevado, visto que 

excede o valor de saturação para o urato a 37 °C e pH fisiológico. Por essa definição,  de 2 a 

18% da população do mundo ocidental apresenta hiperuricemia, mas a frequência de gota 

varia de 0,13%  a  0,37%, portanto, esses indivíduos possuem hiperuricemia assintomática. É 

pouco conhecido o motivo pelo qual alguns pacientes com taxas elevadas de ácido úrico 

desenvolvem os sintomas clássicos da artrite gotosa, enquanto outros, por razões diversas, 

também apresentando taxas elevadas, não desenvolvem a doença (LIN; LIN; CHOU, 2000). 

A gravidade da hiperuricemia é devido às amplas consequências patológicas 

desencadeada nos tecidos subcutâneos, nas juntas, nos rins e no cérebro. Além disso, uma 

elevação brusca no nível de ácido úrico no sangue pode ser letal (MASERA et al., 1982; 

SCHIAVON et al., 2000; CAMMALLERI; MALAGUARNERA, 2007).  

Outra condição associada com a hiperuricemia é a síndrome da lise tumoral (TLS). A 

TLS é uma grave complicação que pode ocorrer espontaneamente devido à uma rápida 

proliferação de células malignas ou durante a quimioterapia agressiva que cause a lise celular. 

A liberação dos componentes intracelulares pode ocasionar a hipercalemia, hiperfosfatemia, 

hipocalcemia (devido à precipitação com fosfato) e a hiperuricemia (devido à degradação de 

ácidos nucléicos e ao metabolismo das purinas) (DEL TORO; MORRIS; CAIRO, 2005; 

SOOD et al., 2007). 

 A hiperuricemia também ocorre com alta frequência após transplante de órgãos, 

mesmo depois de meses ou anos. Isso porque a função renal e, consequentemente, a excreção 

de ácido úrico estão comprometidas, devido ao uso de agentes imunosupressores, como a 
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ciclosporina A, usada para prevenir a rejeição do órgão transplantado, e  devido à 

administração de drogas diuréticas após transplante renal (SHERMAN; SAIFER; PEREZ-

RUIZ, 2008). 

A gota e hiperuricemia podem estar relacionadas com distúrbios genéticos e, 

ocasionalmente, podem ser herdadas (RICHES; WRIGHT; RALSTON 2009). Por exemplo, a 

inativação ou mutações no gene que codifica a enzima hipoxantina-guanina fosforribosil 

transferase (HGPRT) - envolvida na via de salvamento das purinas- pode causar 

hiperuricemia e gota na forma de Lesch -Nyhan. Essa é uma doença recessiva ligada ao X que 

varia em intensidade, dependendo do tipo de mutação e seu efeito sobre a atividade catalítica 

de HGPRT. Assim, quando a atividade da HGPRT está grandemente reduzida, a via de 

salvamento torna-se inoperante e as purinas não são reconvertidas a nucleosídeos; em lugar 

disso, são transformadas em urato, ocasionando hiperuricemia e gota.  

Outra forma de gota de origem genética ocorre em pacientes com mutações ativadoras 

na fosforribosil pirofosfato sintetase, uma enzima que esta envolvida na síntese de novo. 

Nesse caso, ocorre uma desordem que resulta no aumento da produção de purinas com 

hiperuricemia. Gota e hiperuricemia também podem ocorrer em pacientes com doenças do 

armazenamento de glicogênio e alguns outros raros erros inatos do metabolismo. Assim, a 

deficiência de glicose 6–fosfatase ocasiona a doença de von Gierke, que resulta do acúmulo 

de glicogênio hepático e renal, hipoglicemia em jejum, acidose láctica, hipertrigliceridemia e 

hiperuricemia promovido pela deficiência da enzima glicose 6-fosfatase. Nesse caso, a 

hiperuricemia é produzida pela elevação da síntese de novo e redução da excreção de uratos 

em consequência da acidose láctica (RICHES; WRIGHT; RALSTON 2009).   

Outros fatores responsáveis pela gota e hiperuricemia são a deficiência na modulação 

da aminotransferase, baixa excreção renal do ácido úrico ocasionada por uma disfunção renal, 

além de fatores ambientais como estilo de vida e hábitos alimentares. Uma dieta com excesso 

de purinas (rica em carnes e frutos do mar), ingestão de álcool (especialmente cerveja), 

frutose (especialmente refrigerante) aumentam consideravelmente os níveis de ácido úrico 

(CANNELLA; MIKULS, 2005; RIDER; JORDAN, 2010). 

Geralmente,  a gota afeta adultos entre 30 e 50 anos de idade, sendo cinco vezes mais 

comum em homens do que em mulheres (RICHES; WRIGHT; RALSTON 2009). No mundo 

ocidental, existe uma forte evidência epidemiológica de que a prevalência de gota e 

hiperuricemia  está  aumentando. Wallace e colaboradores estimaram que entre 1990 e 1999, 

houve um aumento de 60% na prevalência de gota para a população acima de 65 anos e uma 
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duplicação para a população acima de 75 anos. Nos Estados Unidos, encontramos mais de três 

milhões de doentes (PILLINGER; KEENAN, 2008). No Reino Unido e Alemanha, a 

prevalência de gota na população adulta foi estimada em 1,4%, com um pico de mais de 7% 

em homens acima de 75 anos. Isso sugere que a gota é a forma mais comum de artrite 

inflamatória, principalmente em homens, e está em aumento.  

Essa tendência não foi observada somente na população ocidental, mas também em 

países em desenvolvimento na Ásia. Além disso, existe uma forte associação entre 

hiperuricemia e síndromes metabólicas (resistência a insulina, hipertensão, obesidade e 

dislipidemia) que também estão em aumento nesses países (SO, 2008).    

 Diante dessas considerações, notamos que a elevada concentração de ácido úrico 

presente nos seres humanos acarreta sérias consequências prejudiciais à saúde. Essa é uma 

questão intrigante no processo de evolução das espécies, pois a enzima UC tornou-se inativa, 

nos seres humanos, o que resultou em níveis elevados de ácido úrico na corrente sanguínea 

quando comparados, principalmente, com outros mamíferos.  

Entretanto, de acordo com uma série de estudos, o nível elevado de ácido úrico tem 

sido associado não só a efeitos negativos à saúde humana, pelo contrário, o excesso de ácido 

úrico está associado a vantagens estratégicas evolutivas de sobrevivência, principalmente, 

devido ao seu potente efeito antioxidante e sequestrador de radicais livres (AMES et al., 1981;       

WU et al., 1989; BERGER et al., 1998; KAHN; TIPTON, 1998;                           

CANNELLA; MIKULS, 2005) o que contribui para uma maior expectativa de vida, e está 

associado com a diminuição do índice de câncer (PILLINGER; KEENAN, 2008; 

ANGERMULLER; ISLINGER; VOLKL, 2009). O nível elevado de ácido úrico também 

protege contra doenças degenerativas neurológicas (CAMMALLERI; MALAGUARNERA, 

2007) e possui propriedades imunoestimulatórias (SO, 2008). Além disso, a inativação da UC 

pode estar relacionada com o aumento da inteligência e melhora na capacidade dos seres 

humanos em reter sal (MAZZALI et al., 2001; BLEYER; HURT, 2006). 

Contudo, apesar de o ácido úrico conferir certas vantagens biológicas, muitas pessoas 

ainda sofrem com as doenças associadas à sua elevada concentração plasmática. Portanto, a 

busca de novas terapias para um tratamento de gota e hiperuricemia eficiente, seguro e que 

facilite a adesão do paciente deve ser investigada (PILLINGER; ROSENTHAL; ABELES, 

2007). 
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2.3.1 Tratamento de Gota e Hiperuricemia 

 

Nas últimas décadas, vários estudos têm relatado o aumento na incidência e na 

prevalência de gota. É consenso que a manutenção dos níveis de urato no soro abaixo do 

limite de solubilidade do ácido úrico nos fluidos extracelulares (6,8 mg / dL) por longo 

tempo, é necessário  para o sucesso do tratamento de pacientes com persistente ou progressivo 

sintomas de gota. De acordo com esses objetivos, estudos clínicos têm indicado como meta 

manter os níveis de urato em menos de 6,0 mg/dL e diretrizes mais rigorosas em menos de    

5,0 mg / dL (CHOHAN; BECKER, 2009). 

Existem duas abordagens para redução de urato nos quadros de gota que podem ser 

classificadas como estratégias não-farmacológicas e farmacológicas. Estratégias                  

não-medicamentosas redutoras do ácido úrico envolvem alterações no estilo de vida tais 

como: mudanças na composição e quantidade da dieta alimentar, perda de peso, redução do 

consumo de álcool e suplementação da dieta alimentar com vitamina C (HUANG et al., 2005;              

HAK; CHOI, 2008).  

 No entanto, mesmo quando as alterações no estilo de vida podem ser respeitadas, 

muitas vezes, elas não são suficientes para atingirem a redução de urato estabelecida para o 

controle da gota. Nesse caso, a terapia farmacológica é em última instância indicada 

(CHOHAN; BECKER, 2009). 

É importante ressaltar que grande parte dos indivíduos com hiperuricemia 

assintomática não desenvolve gota clínica, por isso, na maioria dos casos, o tratamento 

farmacológico não é necessário (HARRIS; LLOYD; LEWIS, 1995).   

No entanto, a hiperuricemia deve ser vista como um marcador de co-morbidades 

associadas como diabetes tipo 2, resistência a insulina, hipertrigliceridemia, hipertensão. 

Essas co-morbidades devem ser avaliadas e tratadas com medicamentos (BECKER; JOLLY, 

2006). Além disso, a terapia de redução de ácido úrico é indicada para pacientes com risco de 

síndrome de lise tumoral, devido ao elevado turnover celular, como ocorre nos tratamentos 

para leucemia (CANNELLA; MIKULS, 2005).  

Os tratamentos para gota podem ser divididos em terapias para gota aguda e gota 

crônica. O objetivo da terapia na crise aguda é a rápida resolução da dor e da inflamação. 

Antiinflamatórios não esteroidais (AINEs) são o tratamento de escolha na maioria dos 

pacientes com gota aguda e que não apresentam outros problemas de saúde. A dose máxima 

de AINE deve ser iniciada rapidamente, diminuindo 24h após a completa eliminação dos 



45 

 

 

 

sintomas. A escolha do AINE não é tão importante quanto o início da terapia durante uma 

crise de gota (CANNELLA; MIKULS, 2005). 

 Infelizmente, o uso de AINE é limitado pelos seus efeitos colaterais e deve ser usado 

com muita cautela, por pacientes que apresentem insuficiência renal, insuficiência cardíaca, 

insuficiência hepática, e úlcera gastrintestinal e por pacientes que fazem uso de 

anticoagulantes orais. É importante destacar que esses efeitos colaterais são agravados nos 

idosos (CANNELLA; MIKULS, 2005; RIDER; JORDAN, 2010).  

Outro medicamento usado para gota aguda é a Colchicina. Esse medicamento é um 

alcalóide derivado do autum crocus (Colchicum autumnale). A Colchicina é um agente      

anti-mitótico utilizado amplamente como substância experimental para estudar a divisão e a 

função celulares. Ela não influencia a excreção renal de ácido úrico ou a sua concentração no 

sangue. Em virtude de  ligar-se à tubulina, a Colchicina interfere na função dos fusos 

mitóticos e causa a despolimerização e desaparecimento dos microtúbulos fibrilares dos 

granulócitos e outras células móveis. Isso faz com que a migração dos granulócitos para a 

região inflamada seja inibida e ocorra a redução das atividades metabólica e fagocitária dessas 

células, reduzindo a liberação do ácido láctico e de enzimas pró-inflamatórias, que ocorre 

durante a fagocitose, rompendo o ciclo que resulta na resposta inflamatória (CHOI; MOUNT; 

REGINATO, 2005). 

O uso da Colchicina por via oral é limitado pelos seus efeitos colaterais como náuseas, 

vômito, diarreia e dor abdominal. A maior toxicidade da Colchicina está relacionada com 

neuropatias e miopatias. A Colchicina não deve ser usada em pacientes com leucopenia ou 

significativa insuficiência renal ou hepática. A Colchicina intravenosa (IV) deve ser usada 

somente em ambiente hospitalar, por médicos com experiência em seu uso porque existem 

casos relatados de morte devido ao uso inadequado de Colchicina por via IV            

(CANNELLA; MIKULS, 2005; RIDER; JORDAN, 2010). 

Para o tratamento de gota aguda, os corticosteróides são uma boa alternativa quando o 

AINE e a Colchicina não podem ser usados. Os corticosteróides são eficazes por causa de seu 

efeito antiinflamatório e podem ser administrados via oral, intravenosa (IV) e intramuscular 

(IM) ou indiretamente via corticotropina (ACTH). (CANNELLA; MIKULS, 2005; RIDER; 

JORDAN, 2010). 

Apesar de serem usados por mais de 50 anos no tratamento de crise aguda de gota, o 

exato mecanismo de ação responsável pela eficácia dos corticosteróides sistêmicos no 

tratamento de gota é desconhecido. No entanto, não foram encontrados problemas de 
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segurança a respeito do uso de corticosteróide. Além disso, os corticosteróides, como o 

Prednisona, apresentam menos efeitos colaterais que outros tratamentos agudos, quando 

utilizados por curto prazo, especialmente nos idosos (CANNELLA; MIKULS, 2005;                            

RIDER; JORDAN, 2010). 

Se, por um lado não há dúvida de que a artrite gotosa aguda deve ser tratada para 

tentar minimizar a dor e desconforto do paciente, por outro, existem algumas controvérsias 

sobre quando iniciar a terapia crônica de diminuição de urato (CANNELLA; MIKULS, 

2005). 

A terapia crônica de redução de urato é custo/efetiva para pacientes que têm duas ou 

mais crises de gota por ano e possuem concentração de ácido úrico > 13 mg/dL (homens) e             

> 10 mg/dL (mulheres). Alguns médicos defendem o tratamento da gota em pacientes que 

sofrem de quatro  ou mais crises por ano. O objetivo geral da terapia anti-hiperuricêmica é a 

redução da concentração de ácido úrico para menos de 6 mg/dL, ou seja, abaixo do nível em 

que o urato está saturado no fluido extracelular (CANNELLA; MIKULS, 2005). 

  Existe uma série de medicamentos empregados no tratamento de gota crônica e 

podemos organizá-los em classes de acordo com seu mecanismo de ação. A classe mais 

comum empregada para diminuição de urato compreende os agentes uricoestáticos, que atuam 

inibindo a ação da enzima xantina oxidase (XO), acarretando a diminuição da síntese de ácido 

úrico. 

Durante os últimos 30 anos, o Alopurinol tem sido essencial no tratamento crônico e 

responde por 90% das terapias de diminuição de urato, sendo a dose recomendada de          

200mg a 300 mg diariamente. O Alopurinol é um análogo estrutural da hipoxantina, substrato 

natural da enzima, diferenciando-se desta na posição do átomo de nitrogênio no anel 

imidazólico, que passa a ser pirazólico. A mudança faz com que a enzima se associe ao 

inibidor (Alopurinol) com afinidade 15 a 20 vezes superior, reduzindo sua capacidade de 

produzir xantina. Além disso, essa reação origina o metabólito do Alopurinol – oxipurinol ou 

aloxantina –, molécula que inibe a enzima de forma mais eficiente que o precursor, devido à 

sua meia-vida mais prolongada, 18 a 30 horas, em lugar de apenas 2 a 3 horas                  

(CHOHAN; BECKER, 2009). 

Os possíveis efeitos colaterais do Alopurinol incluem erupção cutânea (2%), vasculite, 

eosinofilia, reações fatais de hipersensibilidade, hepatite, diminuição da função renal e 

supressão da medula óssea. O Alopurinol exige redução da dose na insuficiência renal, sendo 

esta a sua rota de excreção (RIDER; JORDAN, 2010). 
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O Febuxostato é um novo agente, não purínico, que inibe seletivamente a XO 

independentemente do estado redox e não afeta outras vias enzimáticas no metabolismo de 

purina/pirimidina. É extensivamente metabolizado por conjugação via glucuronosil 

transferase uridina difosfato e, em menor medida pelo sistema citocromo P450. A dose 

recomendada para uma eficiente redução do nível de ácido úrico é 80 mg diariamente 

(TAKANO et al., 2005; CHOHAN; BECKER, 2009). 

Assim, os dois agentes (Alopurinol e o Febuxostato) atuam sobre a xantina oxidase.    

O Febuxostato apresenta estrutura distinta à das purinas, não competindo com elas na 

associação ao sítio catalítico da XO. Sua ação envolve bloqueio da passagem de substratos 

por um canal que dá acesso ao sítio ativo da enzima, mecanismo mais eficiente que o processo 

competitivo, permitindo ação hipouricemiante mais potente e prolongada que a do Alopurinol 

(MAYER et al., 2005). 

Outra vantagem do Febuxostato é a sua seletividade com relação à xantina oxidase, 

não interferindo com outras enzimas envolvidas no metabolismo de ácidos nucléicos. Decorre 

daí a menor incidência de efeitos colaterais comuns na terapia com Alopurinol, como 

hipersensibilidade, intolerância gastrintestinal e lesões de pele, que surgem em 20% dos 

pacientes tratados, obrigando 5% deles a suspender o tratamento. Assim, o Febuxostato 

parece ser bem tolerado, apresentando como efeitos colaterais mais comuns diarréia, 

alterações no tecido conjuntivo, rubor, tonturas, confusão, mialgia e taquicardia 

(SCHUMACHER, 2005). 

A segunda classe de drogas empregadas na terapia de diminuição de ácido úrico são os 

agentes uricosúricos, capazes de aumentar a depuração renal do urato. Eles são usados em 

15% dos pacientes com gota (PEREZ-RUIZ et al., 1998). Benzobromarona, sulfinpirazona e 

probenecida reduzem a reabsorção do ácido úrico. No início da década de 1980 surgiu a 

benzobromarona, quimicamente similar ao antiarrítmico amiodarona, considerado o 

uricosúrico mais potente dentre os conhecidos. Agentes cardiovasculares como losartan     

(anti-hipertensivo antagonista do receptor da angiotensina II) e fenofibrato (hipolipêmico) 

apresentam propriedades uricosúricas moderadas e vêm sendo receitados no controle da gota 

(CANNELLA; MIKULS, 2005). 
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2.3.2 Aplicações Terapêuticas da Uricase 

 

Devido à sua elevada especificidade pelo ácido úrico a UC desempenha importantes 

funções como uma enzima terapêutica. Na área de análises clínicas, essa enzima é empregada 

em Kits laboratoriais de diagnósticos e biosensores para a detecção de urato                   

(KLOSE et al., 1978;  MARTINEZ-PEREZ; FERRER; MATEO, 2003;  HUANG et al., 

2004; ARORA et al., 2007), cujas  dosagens  no sangue e na urina são responsáveis pelo 

diagnóstico de hiperuricemia e gota.  

Além disso, a capacidade de a UC converter o ácido úrico em alantoína e diminuir 

rapidamente o nível de ácido úrico no plasma (LONDON; HUDSON, 1957; ALTMAN; 

SMULL; BARRON, 1959;  MASERA et al., 1982) fez com que essa enzima fosse explorada 

para originar uma possível terapia com objetivo de reduzir os níveis de ácido úrico em 

humanos (VOGT, 2005; CAMMALLERI; MALAGUARNERA, 2007). 

Como descrito anteriormente, as terapias tradicionalmente empregadas para redução 

de ácido úrico envolvem: a diminuição da síntese de ácido úrico pela inibição da enzima 

xantina oxidase, indução da diurese forçada e alcalinização urinária. Contudo, essas terapias 

apresentam vários efeitos colaterais, sendo frequentemente ineficazes, e complicações graves 

podem ocorrer, como uma elevação brusca no nível de ácido úrico no sangue, o que pode ser 

fatal (MASERA et al., 1982; SCHIAVON et al., 2000). 

Inúmeras tentativas para administrar a UC extraída de várias fontes ou expressa em 

organismos recombinantes foram realizadas. No início dos anos 1940, Oppenheimer e 

colaboradores (OPPENHEIMER, 1941; OPPENHEIMER; KUNKEL, 1943) e depois  

London e Hudson (1957), iniciaram os testes de adminstração de UC em humanos, no 

entanto, a utilização da UC apresentou sérias limitações, como reações de hipersensibilidade e 

imunogenicidade (SHERMAN; SAIFER; PEREZ-RUIZ, 2008). 

A primeira UC empregada com finalidade terapêutica foi a forma nativa de 

Aspergullus flavus usada para prevenir e tratar hiperuricemia ocasionada por quimioterapia 

(TSL). A enzima (UricozymeTM, Sanofi-Synthelabo)  foi introduzida na França em 1975 e na 

Itália em 1984 (CAMMALLERI; MALAGUARNERA, 2007). 

A sua natureza proteica, produção demorada e baixa pureza foram fatores limitantes 

para uma ampla aplicação dessa enzima, além do fato de que a administração de uma 

molécula exógena ocasionou reações de hipersensibilidade. O principal fator responsável 

pelas reações de hipersensibilidade e imunogenicidade foi o grande número de impurezas 



49 

 

 

 

presentes na preparação; as reações alérgicas ocorriam dentro de 1 a 7 minutos depois do 

início da primeira infusão (CAMMALLERI; MALAGUARNERA, 2007). Contudo, apesar de 

estar associada a reações de hipersensibilidade agudas, mesmo em pacientes sem histórico de 

alergias, a UricozymeTM  demonstrou ser um agente uricolítico mais efetivo do que o 

Alopurinol (MASERA et al., 1982; MASSON et al., 1996). 

Desde 1996, a UC que está em uso é a forma recombinante de Aspergullus flavus 

expressa em Saccharomyces cerevisiae, Rasburicase (Fasturtec TM na Europa, ElitekTM nos 

EUA). A forma recombinante, Rasburicase, é obtida mais rapidamente e em grande 

quantidade, além de ser obtida com maior grau de pureza e possuir maior atividade que a 

forma nativa. Do ponto de vista farmacodinâmico, a diferença entre a UC nativa (Uricozyme) 

e a recombinante (Rasburicase) é a redução dos efeitos colaterais                    

(CAMMALLERI; MALAGUARNERA, 2007). De acordo com certos estudos, foi 

demonstrado a presença de anticorpos anti-Rasburicase em alguns pacientes (PUI et al., 

2001), enquanto outros trabalhos relatam que não houve desenvolvimento de anticorpos após 

vários dias de terapia (GOLDMAN et al., 2001).  

A Rasburicase (Figura 8) é uma interessante alternativa no tratamento de gota e 

hiperuricemia, principalmente quando o Alopurinol não pode ser administrado devido à 

alergia ou por falta de efeito. A grande vantagem da Rasburicase é que ela reduz o volume 

dos tofos e gera alantoína que é facilmente excretada pelos rins, mesmo em casos de 

insuficiência renal crônica (VOGT, 2005; CAMMALLERI; MALAGUARNERA, 2007). 
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Figura 8 - Diferentes modos de ação de drogas aplicadas no tratamento de gota e hiperuricemia 
                  Fonte: Nothenberg, M., 2009. 
 
 

A dose recomendada da Rasburicase é de 0,20 mg / kg diluídos em 50 mL de solução 

fisiológica (cloreto de sódio 0,9%) administrados intravenosamente durante 30 minutos, 

diariamente ou duas vezes por dia, durante 5 a 7 dias. Doses menores que a padrão e por um 

período menor têm sido testadas (HUMMEL et al., 2005).  

Uma única dose da Rasburicase demonstrou uma redução rápida da hiperuricemia em 

pacientes sob tratamento por quimioterapia (LIU; SIMS-MCCALLUM; SCHIFFER, 2005; 

HUTCHERSON et al., 2006; McDONNEL et al., 2006; TRIFILIO et al., 2006). 

A eficácia da Rasburicase na prevenção e tratamento de síndrome da lise tumoral 

(TLS) tem sido bem demonstrada, apesar do custo elevado. No entanto, reações de 

hipersensibilidade e o desenvolvimento de anticorpos comprometem a sua eficácia, e o risco 

aumenta com a frequência de uso. Em outros quadros de hiperuricemia, como na gota crônica, 

o tratamento é difícil porque a Rasburicase tem um tempo de meia-vida curto o que exige a 

aplicação diária da enzima (CAMMALLERI; MALAGUARNERA, 2007).  

 

RASBURICASE 
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Uma vez que os humanos não produzem a UC ativa, todas as formas dessa enzima são 

altamente antigênicas e a administração de múltiplas doses da UC resulta em reações 

alérgicas, anafilaxia e pode ser fatal (BOMALASKI et al., 2002; PASUT et al., 2008), 

restringindo o uso dessa enzima como um agente terapêutico (FITZPATRICK; 

FITZGERALD; McGEENEY, 1971; BROGARD et al., 1972; SCHIAVON et al., 2000; 

CAMMALLERI; MALAGUARNERA, 2007; SHERMAN; SAIFER; PEREZ-RUIZ, 2008).  

Com a finalidade de superar os principais obstáculos para uma aplicação terapêutica 

da UC, a tecnologia de PEGlação mostra-se como uma eficiente estratégia, com o objetivo de 

diminuir sua imunogenicidade, prolongar seu tempo de meia-vida, além de manter sua 

atividade biológica (SCHIAVON et al., 2000; BOMALASKI et al., 2002; GANSON et al., 

2006; SUNDY et al., 2007; SHERMAN; SAIFER; PEREZ-RUIZ, 2008). 

 

2.4 Modificação Química de Biomoléculas com Polietilenoglicol (PEG) 

 

  O uso de proteínas, enzimas, peptídeos e fragmentos de anticorpos como agentes 

terapêuticos tem expandido-se nos últimos anos. Essa nova tendência deve-se principalmente 

à descoberta de novos peptídeos e proteínas; ao melhor entendimento dos mecanismos de 

ação in vivo; ao aperfeiçoamento de técnicas envolvidas na expressão ou síntese de proteínas 

e peptídeos semelhantes a dos humanos e ao desenvolvimento de sistemas de liberação de 

proteínas e peptídeos in vivo, visando melhorar suas propriedades farmacocinéticas e 

farmacodinâmicas (ROBERTS; BENTLEY; HARRIS, 2002).  

 Ao longo dos anos, surgiram várias estratégias para superar os problemas típicos 

relacionados às proteínas e polipeptídeos terapêuticos como: degradação proteica frente ao 

pH, temperatura e ação proteolítica associada à baixa solubilidade; curto tempo de meia-vida 

e sua imunogenicidade (que dificultam sua aplicação principalmente na forma de terapia 

injetável) (VERONESE; MERO, 2008).  

 Em vista dos impressionantes resultados demonstrados com a aplicação de proteínas 

modificadas, a atenção dos pesquisadores voltou-se para a conjugação de proteínas e 

peptídeos ao polímero sintético polietilenoglicol (PEG). Atualmente, emprega-se para esses 

compostos o nome de  “PEGylated  proteins”  e para o procedimento envolvido simplesmente 

“PEGylation” (VERONESE et al., 1985; INADA et al., 1994; ZHANG; HE; GUAN, 1999; 

ROBERTS; BENTLEY; HARRIS, 2002; MASUMOTO et al., 2002; CALCETI; 

VERONESE, 2003; ZHANG; SHI; WEI, 2004; HAAG; KRATZ, 2006). 
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 A tecnologia de PEGlação pode ser definida como a modificação química de uma 

biomolécula (proteína, peptídeo, fragmentos de anticorpos, aptâmeros) por meio de ligação 

covalente a uma ou mais cadeias de polietilenoglicol (PEG), um polímero não tóxico, não 

imunogênico, usado como uma estratégia para superar desvantagens associadas a alguns 

produtos biofarmacêuticos (VERONESE; PASUT, 2005).  

 As propriedades que a biomolécula pode obter com a PEGlação (Figura 9)  incluem:   

(1) aumento de solubilidade, (2) redução à proteólise, (3) diminuição da imunogenicidade, (4) 

diminuição da antigenicidade e (5) o aumento no tempo de meia-vida do conjugado, devido à 

redução da filtração renal e maior estabilidade, o que permite a diminuição da frequência de 

doses do conjugado.  

 Uma variedade de proteínas, peptídeos, fragmentos de anticorpos, células sanguíneas, 

além de drogas compostas de pequenas moléculas tem sido PEGladas, devido às favoráveis 

consequências farmacocinéticas, por isso, essa técnica demonstrou resultados importantes 

para terapias com uso de proteínas e uso em diagnósticos (CALICETI; VERONESE, 2003; 

VERONESE; PASUT, 2005; CHO et al., 2007; VERONSE; MERO, 2008;                                

JEVSˇEVAR; KUNSTELJ; POREKAR, 2010).  

 Por outro lado, geralmente, ocorre uma diminuição da atividade biológica em 

decorrência da PEGlação das proteínas. No entanto, essa diminuição na atividade biológica é 

compensada pelo substancial aumento no tempo de meia-vida da proteína PEGlada 

(CALICETI; VERONESE, 2003). 
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Figura 9 – Principais características da proteína PEGlada. 

                   Fonte: Veronese; Pasut, 2005. 
 

A tecnologia de PEGlação teve início no laboratório do Professor Frank Davis na 

década de 1970 (DAVIS, 2002) com Abuchowsky, que modificou a albumina e a catalase 

(ABUCHOWSKI et al., 1977a, 1977b). Até então, nenhuma enzima havia sido modificada tão 

extensamente, mantendo a atividade enzimática. Naquela época, as proteínas eram 

consideradas estruturas delicadas e somente modificações suaves e com produtos de baixo 

peso molecular poderiam ser empregados (VERONESE; PASUT, 2005).  

Desde então, a tecnologia de PEGlação tem se desenvolvido e expandido e atualmente 

existem inúmeros métodos químicos e enzimáticos para conjugação de PEG a biomoléculas 

(ZALIPSKY, 1995; ROBERTS; BENTLEY; HARRIS, 2002; ZHAO et al., 2006;  BALAN  

et al., 2007; FONTANA et al., 2008).   
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2.4.1 Aspectos Físico-Químicos e Biológicos Envolvidos na Tecnologia de PEGlação 

As principais variáveis estudadas na obtenção de um derivado proteico complexado ao 

polietilenoglicol (PEG) são o grau de substituição nos resíduos dos aminoácidos-alvo da 

proteína e o comprimento e as características das cadeias de PEG. Assim, o efeito específico 

da PEGlação sobre as propriedades físico-químicas e biológicas da proteína é determinado 

pelas propriedades da proteína, do polímero, bem como, pela estratégia de PEGlação 

empregada (CALICETE; VERONESE, 2003). 

O PEG é um polímero sintético biocompatível podendo ser utilizado como aditivo de 

medicamentos em xaropes, cremes, pomadas, comprimidos e como veículo de produtos 

injetáveis, tanto de aplicação intramuscular como endovenosa. O PEG tem sido utilizado em 

produtos farmacêuticos desde 1970 quando foi aprovado pelo FDA devido à sua baixa 

toxicidade. Esse polímero pode apresentar vários graus de polimerização, por exemplo, temos 

o PEG 80, que é líquido, e o PEG 5000, que é sólido (DUCAN; SPREAFICO, 1994; 

WORKING et al., 1997).  

O PEG é comumente encontrado na forma linear ou poliéter ramificado, com grupos 

hidroxil, tendo a seguinte estrutura geral: 

HO-(CH2CH2O)n- CH2CH2-OH (1) 

O PEG mais utilizado para modificação de proteínas e polipeptídeos é o monometoxi- 

polietilenoglicol (mPEG) que pode apresentar a forma linear (2) ou ramificada (3) de 

diferentes massas moleculares (HARRIS; CHESS, 2003). 

 

CH3O-(CH2CH2O)n- CH2CH2-OH             (2) 

 

                                                  m-PEG-O-C-N                             

  

                                             m-PEG-O-C-N-(CH2)4                   
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Relevantes parâmetros devem ser considerados quando mPEG é conjugado à proteína:  

a estrutura e massa molecular da proteína, forma do polímero e seu tamanho, além do número 

de cadeias de polímero ligadas à proteína e a química da conjugação (CALICETI; 

VERONESE, 2003). 

 O polímero linear foi o mais utilizado durante vários anos (mPEG 5000 Da), com um 

grupo metoxila em uma das extremidades e com um grupo hidroxila terminal (2). Outra forma 

do polímero é o PEG ramificado (PEG2), caracterizado por duas cadeias de polímero (3) com 

um ponto de ligação para conjugação à proteína- alvo. A importância desse produto decorre 

do fato de que essa forma permite uma maior proteção e encobrimento da superfície da 

proteína com base no chamado "efeito guarda-chuva" (MONFARDINI et al., 1995;             

VERONESE et al., 1996). Além disso, o PEG2 permite ligar o dobro da massa do polímero 

em único resíduo de aminoácido na proteína. Novos formatos de PEG, como PEG bifurcado, 

multi-braço e em forma de pente, parecem ser a grande promessa para o futuro, pois a 

estrutura macromolecular do PEG conjugado é crucial para a melhoria das propriedades dos 

conjugados (JEVSˇEVAR; KUNSTELJ; POREKAR, 2010). 

Comparado com outros polímeros, o PEG apresenta uma estreita faixa de 

polidispersão (Mw/Mn) de 1,01 para PEGs com pequena massa molecular (< 5 kDa) e de      

1,1 para PEGs com elevada massa molecular (> 50 kDa). Esses valores de polidispersão 

garantem uma maior homogeneidade do polímero (ROBERTS; BENTLEY; HARRIS, 2002). 

A mais importante propriedade do PEG é ser anfipático, ou seja, solúvel em água, 

tolueno,1,1,1-tricloroetano e benzeno. Isso permite que o PEG seja empregado na conjugação 

de biomoléculas sob condições fisiológicas. Assim, quando o PEG é adequadamente ligado a 

uma biomolécula, ele modifica muitas de suas características, enquanto suas principais 

funções biológicas, tais como atividade enzimática ou reconhecimento de receptor são 

mantidas. A conjugação ao PEG mascara a superfície das proteínas, aumenta a flexibilidade, 

aumenta o tamanho molecular do composto, reduz sua filtração renal, impede a aproximação 

de antígenos ou anticorpos e reduz a degradação da mesma por enzimas proteolíticas 

(VERONESE, 2001; VERONESE; PASUT, 2005).  

Por fim, o PEG transfere suas propriedades físico-químicas para moléculas, 

modificando sua biodistribuição e a solubilidade de drogas. Essas propriedades permitem o 

surgimento de novas técnicas na biocatálise e na tecnologia farmacêutica, onde muitas drogas 

insolúveis são solubilizadas por meio da conjugação ao PEG, sendo, dessa forma, mais 

facilmente administradas (VERONESE et al., 2001; VERONESE; MERO, 2008). 
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2.4.2 Diferentes Estratégias Empregadas na Reação de PEGlação 

O primeiro obstáculo a ser superado para a realização de um acoplamento bem 

sucedido de PEG às proteínas foi encontrar uma ligação química suave o suficiente para não 

danificar a proteína, pois, a maioria das aplicações de conjugação de PEG envolve moléculas 

lábeis e consequentemente, essa reação requer condições brandas de temperatura e pH 

(CALICETI; VERONESE;  JONAK, 1999). Além disso, para conjugar o polímero (PEG) à 

cadeia da molécula de proteínas, polipeptídeos, enzimas ou pequenas moléculas orgânicas, é 

necessário ativar o PEG pela preparação de um derivado de PEG que tenha pelo menos um 

grupo funcional reativo em sua cadeia. Esse grupo funcional deve atuar como ponto de 

ligação para a proteína e deve ser escolhido baseando-se no tipo de ligante que estará 

disponível na molécula proteica (VERONESE; MERO, 2008).  

Nas proteínas, os aminoácidos tipicamente reativos que se ligam ao PEG incluem: 

lisina, cisteína, treonina, histidina, arginina, ácido aspártico, ácido glutâmico, serina, tirosina, 

N-terminal e o ácido carboxílico C-terminal. Nos casos de glicoproteínas, grupos hidroxil 

vicinais podem ser oxidados (ROBERTS; BENTLEY; HARRIS, 2002). 

A estratégia amplamente empregada na conjugação do PEG às proteínas tem sido 

ativar o PEG com grupos funcionais apropriados para reagirem com os radicais de lisinas e    

N-terminal. Isso porque, a lisina é um dos mais prevalentes aminoácidos nas proteínas e pode 

até superar 10% de todos os aminoácidos presentes em uma proteína                         

(ROBERTS; BENTLEY; HARRIS, 2002). 

Portanto, quando temos o PEG eletrofilicamente ativado, a reação de PEGlação vai 

ocorrer entre o polímero ativado e os aminoácidos com caráter nucleofílico. Nesse caso, é 

comum acontecer a substituição de vários resíduos de lisina. Essa heterogeneidade na 

substituição dos resíduos de lisinas e a massa molecular do PEG ativo são responsáveis pelas 

propriedades físico-químicas e biológicas do conjugado PEG-proteína, pois se o grau de 

modificação for alto, acarreta um aumento no tempo de meia-vida e reduz a antigenicidade da 

proteína (CLARK et al., 1996; VERONESE; PASUT, 2005). 

Os derivados de PEG mais utilizados para reagirem com aminoácidos de lisina e       

N-terminal das proteínas estão representados na Figura 10. Eles possuem massa molecular 

pequena e apresentam pouca seletividade na modificação. Assim, temos como exemplos de 

PEG derivados: PEG diclorotriazina, PEG tresilato, PEG succinimidil carbonato, PEG 

benzotriazol, PEG p-nitrofenilcarbonato e PEG succinimidil succinato (VERONESE, 2001; 

ROBERTS; BENTLEY; HARRIS, 2002). 
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Figura 10 – Representação da reação de PEGlação de grupos H2N-R com alguns derivados de PEG.  
(a) ácidos alquila ativados: compostos altamente reativos em direção aos grupos alcenos. 
(b1) PEG-p-nitrofenilcarbonato; (b2) PEG-triclorofenilcarbonato; (c1) PEG-
oxicarbonilimidazol e (c2) PEG-benzotriazol carbonato. 

                     Fonte: Veronese, 2001. 
 

 

Outras estratégias de conjugação PEG-proteína têm sido exploradas, tais como: 

conjugação do grupo imidazol da histidina, mas a ligação acil-histidina é pouco estável; 

reagentes PEG-cisteína podem conjugar as proteínas por meio do tiol presente na cisteína, 

formando ligações tio-éteres estáveis (por exemplo, PEG maleimida e PEG-vinilsufone) ou  

ligações dissulfetos (por exemplo, PEG piridildisulfeto). Graças à engenharia genética, que 

permite a introdução de resíduos de cisteína em diferentes posições na sequência de 

aminoácidos da proteína, muitas proteínas foram PEGladas por esse método (ZALIPSKY, 

1995; VERONESE; PASUT, 2005).  
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Recentemente, foi criada a estratégia de utilizar as cisteínas quando presentes como 

pontes dissulfeto. Primeiramente a cisteína é liberada por uma reação de redução e a cisteína 

livre reage com PEG tiol bifuncional ativado para dar uma nova ponte estável com o polímero 

(BALLAN et al., 2007), visando obter uma PEGlação sítio-específica. 

A reação de PEGlação envolvendo PEGs reversíveis é conhecida há muito tempo, 

mas só recentemente, a estratégia foi considerada seriamente para permitir a liberação 

contralada de uma proteína. Esses métodos são geralmente baseados em uma molécula de 

disparo que, por reação enzimática ou hidrólise, libera um grupo que catalisa a separação do 

polímero, liberando a proteína nativa (LEE et al., 2001; PELEG-SHULMAN, 2004;        

ZHAO et al., 2006). Escolhendo cuidadosamente os grupos químicos do PEG ativado,  a 

proteína modificada permanece na corrente sanguínea por longo tempo e uma liberação lenta 

e controlada da proteína nativa é obtida (ZALIPSKY et al., 2007). 

Outra importante estratégia é a ligação sítio-específica do PEG à proteína que pode ser 

alcançada por métodos químicos (HERSHFIELD et al., 1991; KINSTLER et al., 2002; 

VERONESE et al., 2001; CAZALIS et al., 2004; NA; LEE; DELUCA, 2005;                     

LEE et al., 2007) ou enzimáticos. No método enzimático ocorre a ligação do PEG amino 

(PEG-NH2) aos resíduos de glutamina disponíveis na proteína. A conjugação é alcançada por 

via enzimática com o uso da transglutaminase (essa enzima pode ser de origem animal, que é 

mais específica, ou obtida a partir de fontes microbianas, que é menos seletiva em relação à 

posição do aminoácido Gln na cadeia proteica). Trata-se de uma reação transamidase entre a 

glutamina da proteína e um PEG-NH2 como doador nucleófilo (SATO, 2002; FONTANA      

et al., 2008). 
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2.4.3 Caracterização do mPEG Conjugado 

Dentre os pontos críticos amplamente estudados na caracterização de produtos 

biotecnológicos PEGlados ressalta-se a necessidade de um método analítico de purificação 

eficiente do conjugado mPEG-proteína; a determinação exata da massa molecular do 

conjugado obtido e a identificação dos sítios de PEGlação na sequência da estrutura primária 

da proteína.  

A remoção de espécies indesejáveis como, proteína não modificada, PEG não reagido 

e formas multi-PEGladas  da proteína (devido à sua heterogeneidade dependendo do número 

e posição das moléculas de PEG ligadas) são os principais obstáculos encontrados. Além 

disso, a caracterização do conjugado biologicamente ativo é uma exigência requerida pelo 

FDA para aprovação de novos produtos PEGlados (VERONESE; PASUT, 2005;              

FEE; VANALSTINE, 2006; ZHENG; MA; SU, 2007; PARK; NA, 2008;  YU; SHANG; 

GHOSH, 2010). 

 O PEG solubilizado é transparente, sem características de fluorescência e não 

detectável (VERONESE, 2001). Por isso, diferentes métodos são empregados para a 

caracterização do grau de PEGlação de proteínas.  

O grau de modificação pode ser estimado espectrofometricamente por titulação 

colorimétrica com ácido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfônico (TNBS). Essa técnica, contudo não 

permite o conhecimento exato dos números de cadeias poliméricas ligadas ao peptídeo ou à 

proteína, pois esse método detecta apenas lisinas livres (HABEEB, 1966;                         

BALLICO et al., 2005). Outra técnica colorimétrica é a reação do PEG com iodo que pode ser 

usada por sua avaliação direta, mas possui baixa sensibilidade (BAILON; BERTHOLD, 

1998; VERONESE, 2001). 

Vários métodos cromatográficos são empregados para tentar determinar o grau de 

modificação de proteínas e a pureza do conjugado-alvo. Para o isolamento do conjugado   

PEG-proteína, as diferenças na carga, hidrodinâmica, hidrofobicidade e, em alguns casos, 

também afinidade são exploradas. A eficiência do processo de purificação que resulta na 

homogeneidade do produto desejado, normalmente depende da complexidade da mistura 

PEGlada (JEVSˇEVAR; KUNSTELJ; POREKAR, 2010). 
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Historicamente, a cromatografia de exclusão por tamanho (SEC), ou gel filtração, tem 

sido amplamente utilizada para a separação de PEGs conjugados com o aumento da massa 

molecular, pois essa é uma das mudanças mais evidentes causada pela PEGlação. SEC é 

muito eficiente na remoção de impurezas de baixa massa molecular (subprodutos formados 

por hidrólise de PEG ativado), bem como a proteína que não reagiu. 

SEC tem várias limitações, como a impossibilidade de separar isómeros posicionais com 

a mesma massa molecular, baixa resolução para PEGs conjugados de proteína e rendimento 

baixo. Além disso, o PEG é muito bem hidratado e apresenta maior raio hidrodinâmico que as 

proteínas de mesma massa molecular. Portanto, SEC é geralmente usada em combinação com 

cromatografia de interação hidrofóbica (HIC), ou com cromatografia de troca catiônica        

(FEE; VAN ALSTINE, 2006). 

 A HIC também pode ser aplicada para a purificação e isolamento de proteína PEGlada, 

embora não seja amplamente usada, devido ao  baixo isolamento das espécies PEGladas e a 

ligação do PEG que  não reagiu com  a coluna. A eluição dos componentes da mistura 

PEGlação depende do grau de modificação da proteína. A proteína  não modificada é eluída 

primeiro, seguido por mono-PEGlada e pelos conjugados maiores. No entanto, os conjugados 

maiores, geralmente não apresentam boa resolução (FEE; VAN ALSTINE, 2006). 

 Outras abordagens têm sido empregadas para caracterizar conjugados PEG-proteína, 

tais como cromatografia de troca iônica (IEC) e focalização isoelétrica (IEF), mas são 

ineficientes para proteínas e PEG de elevada massa molecular (ROBERTS; HARRIS, 1998). 

Espectroscopia de massa MALDI-MS (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization) e 

MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization time-of-flight), ionização por 

elétron spray (ESI) e dinâmica de espalhamento de luz (DLS) são técnicas úteis para indicar 

com maior exatidão a massa molecular do conjugado obtido. Contudo, essas técnicas são 

qualitativas e exigem equipamentos de alto custo e profissionais altamente especializados. 

Além disso, o emprego dessas técnicas não é eficiente para proteínas e PEG de elevada massa 

molecular (ZALIPSKY et al., 2007; JEVSˇEVAR; KUNSTELJ; POREKAR, 2010). 

A eletroforese capilar também é outra técnica que tem sido empregada como uma 

ferramenta complementar para separar os fragmentos de peptídeos de uma mistura de acordo 

com a relativa migração dos componentes em um campo elétrico (ZHENG; MA; SU, 2007; 

PARK; NA, 2008).  
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Cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC e RP-HPLC) e eletroforese em gel de 

poliacrilamida são os métodos de análise mais comumente empregados devido à sua 

disponibilidade, reprodutibilidade e facilidade de uso. A análise de PAGE nativo pode 

apresentar algumas vantagens ao HPLC, como boa resolução e a capacidade de analisar 

simultaneamente amostras de proteína nativa e modificada no gel (ZHENG; MA; SU, 2007). 

Cada uma dessas técnicas tem o seu mérito e pode ser potencialmente efetiva em 

determinadas situações específicas, mas, até o presente momento, o isolamento e a 

caracterização dos conjugados PEGlados apresentam obstáculos técnicos não-triviais, por 

isso, geralmente, são empregadas conjuntamente diferentes técnicas  para confirmar o 

isolamento e o tamanho do conjugado obtido. 

 

2.4.4  Caracterização Estrutural do Conjugado mPEG-proteína 

As proteínas regulam uma variedade de reações bioquímicas com alta especificidade 

em condições fisiológicas. Em geral, forças atrativas e repulsivas baseadas em interações  

não-covalentes, tais como força de van der Waals, ligações de hidrogênio, efeitos 

hidrofóbicos e interações eletrostáticas, desempenham um papel importante na manutenção da 

estrutura da proteína. No entanto, apesar de as proteínas evoluírem para adquirir funções 

biológicas altamente especializadas e serem ideais para diferentes aplicações na medicina e 

biotecnologia, sua desnaturação, adsorção ou agregação são grandes problemas na química de 

proteína (LEE;  KO;  KIM, 2002;  DALY; PRZYBYCIEN; TILTON, 2007;  GANGULI       

et al., 2009).  

Nesse sentido, a ligação covalente de uma ou múltiplas cadeias poliméricas à proteína 

é uma área de intensos estudos (VERONESE, 2001; PENNADAM et al., 2004; VERONESE; 

PASUT, 2005; HAAG; KRATZ, 2006; THORDARSON; LE DROUMAGUET; VELONIA,  

2006; VERONESE; MERO, 2008; GANGULI et al., 2009). 

A bioconjugação de polímeros tem sido uma estratégia bem sucedida para melhorar a 

aplicação de peptídeos e proteínas, pois confere às biomoléculas inúmeras vantagens 

(aumento da solubilidade, estabilidade e do tempo de meia-vida e diminuição do potencial 

imunogênico) que favoreceram o desenvolvimento de diversos produtos que estão disponíveis 

no mercado, enquanto outros estão sob avaliação clínica avançada (HAAG; KRATZ, 2006; 

THORDARSON; LE DROUMAGUET; VELONIA, 2006; JEVSˇEVAR; KUNSTELJ; 

POREKAR, 2010 ). 
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Como as proteínas são macromoléculas anfifílicas e anfóteras sua superfície externa é 

altamente ativa e capaz de complexar-se a maioria dos biomateriais. Portanto, a exposição das 

proteínas a um ligante transitório ou permanente (mPEG, por exemplo), empregado em 

aplicações biotecnológicas e biomédicas, pode resultar em alterações da sua função            

(LEE; KO; KIM, 2002; DALY; PRZYBYCIEN; TILTON, 2007 ).  

Nesse caso, é preciso considerar a estrutura (primária, secundária, terciária e 

quaternária) da proteína para entender sua função em seu microambiente nativo e poder 

avaliar possíveis alterações conformacionais após sua modificação. Ressaltando que a 

conformação da proteína e, consequentemente, sua atividade biológica sofrem influência 

direta das condições do meio externo (pH, temperatura, tipo de solvente, força iônica) e da 

complexação com polímero o que pode resultar na desnaturação ou agregação proteica, 

formando espécies desnaturadas ou agregados que são terapeuticamente inativos e podem 

causar efeitos colaterais imprevisíveis, como imunogenicidade ou toxicidade           

(MALZERT et al., 2003; DALY; PRZYBYCIEN; TILTON, 2007; PAI; TILTON; 

PRZYBYCIEN, 2009). 

Para verificar a integridade estrutural da proteína, bem como possíveis alterações 

conformacionais decorrentes da modificação química por PEGlação, o conjugado            

mPEG-proteína, recentemente, tem sido submetido à análise estrutural por diferentes métodos 

espectroscópicos como infravermelho (IR), dicroísmo circular (CD), ressonância magnética 

nuclear (RMN) e fluorescência (PELTON; McLEAN, 2000; CALICETI; SCHIAVON; 

VERONESE, 2001; MALZERT et al., 2003; HU et al., 2005; DALY; PRZYBYCIEN; 

TILTON, 2007). Portanto, as técnicas de Infravermelho (FTIR) (VAN de WEERT et al., 

2000; MEYER et al., 2004; ELLIS; GOODRACE, 2006; SACHDEVA; CAI, 2009)  e 

dicroísmo circular (CD) (KELLY; JESS; PRICE, 2005; BULHELLER; RODGER; HIRST, 

2007) são ferramentas importantes para análise estrutural de proteínas PEGladas. 
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2.4.5 Propriedades Imunológicas das Proteínas PEGladas 

A aplicação terapêutica das proteínas é prejudicada por causa da sua elevada massa 

molecular, hidrofobicidade e baixa estabilidade, que limitam suas propriedades 

biofarmacêuticas. Em particular, peptídeos e proteínas sofrem rápida depuração do 

organismo, ocasionada por uma combinação de eventos, incluindo proteólise, ultrafiltração 

renal e depuração no fígado. Por isso, para manter uma eficácia terapêutica, é necessário o uso 

de doses elevadas, favorecendo o desenvolvimento de uma resposta imune adversa 

(GREENWALD et al., 2003). 

Ressalta-se que mesmo com os recentes avanços nas técnicas de DNA recombinante 

para a produção de proteínas com alta compatibilidade com o sistema imune, o uso de 

proteínas recombinantes como droga ainda é frequentemente limitado. Isso ocorre devido à 

imunogenicidade das proteínas, pois quando proteínas ou peptídeos exógenos são injetados 

isoladamente, eles são rapidamente opsonizados e destruídos, exigindo a administração de 

repetidas doses, favorecendo o desenvolvimento de respostas específicas produzidas por 

anticorpos que neutralizam seus efeitos e causam reações alérgicas (SO et al., 1996; 

CALICETI; VERONESE, 2003). 

O efeito benéfico da PEGlação sobre a supressão da imunonegenicidade foi 

confirmado por vários estudos (ABUCHOWSKI et al., 1977a, 1977b; TSUJI et al., 1985;     

SO et al., 1996; SO et al., 1999; SO et al., 2001; SHERMAN;  SAIFER; PEREZ-RUIZ, 

2008). Em certos casos a conjugação do PEG também foi capaz de transformar proteínas 

imunogênicas em tolerogênicas, por exemplo, a injeção do conjugado PEG-proteína em um 

animal adulto foi capaz de impedir resposta imunológica a uma injeção subseqüente da forma 

nativa da proteína (LANG et al., 1992;  MOHAPATRA et al., 1993; SEHON, 1994; LANG; 

SEHON, 1997). 

Nesse caso, proteínas exógenas poderiam ser administradas eficientemente sem 

ocasionar resposta imune. No entanto, a exploração de um procedimento seguro e eficiente 

para a produção de conjugados tolerogênicos é uma tarefa que merece avaliações precisas.     

O desempenho tolerogênico do conjugado depende de uma série de parâmetros como o 

caráter imunogênico da proteína nativa e o grau de modificação da proteína, além de outros 

parâmetros que ainda são desconhecidos e devem ser cuidadosamente elucidados a fim de 

evitar graves complicações farmacológicas (CALICETI; VERONESE; JONAK, 1999). 
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Além disso, apesar de muitas evidências apontarem para uma diminuição da resposta 

imune ao antígeno, os resultados relatados na literatura são muitas vezes controversos e o 

mecanismo subjacente a imunossupressão não foram completamente esclarecidos, 

provavelmente devido à complexidade do sistema imune, à alta variabilidade individual e aos 

vários parâmetros que determinam a resposta imune final (LANG et al., 1992; 

MOHAPATRA et al., 1993; SEHON, 1994; BITOH et al., 1995; LANG; SEHON, 1997; 

CALICETI; VERONESE; JONAK, 1999).  

A maior parte dos trabalhos que verificaram a redução da antigenicidade e 

conseqüentemente, da imunogenicidade dos conjugados PEG-proteína tem avaliado a não 

produção de anticorpos anti-proteína. De acordo com Caliceti; Schiavon; Veronese (2001), 

Caliceti e Veronese (2003) a redução da imunogenicidade da proteína PEGlada é devido, por 

um lado, ao mascaramento dos epítopos da proteína pelo polímero e, por outro lado, ao 

impedimento estérico ocasionado pelo polímero em torno da proteína, o que dificulta a 

aproximação de anticorpos. Ambos os eventos estão estritamente relacionados à natureza 

físico-química do polímero: a disposição dos polímeros na superfície da proteína, que podem 

estar em uma conformação estendida ou enrolada, fornecendo diferentes formas de esconder 

os epítopos da proteína. 

  Adicionalmente, o mPEG possui a capacidade de reter moléculas de água, o que 

reflete em diferentes volumes hidrodinâmicos dos conjugados. Portanto, a proteína localizada 

no centro da construção dos polímeros hidratados está diferentemente acessível à interação de 

anticorpos devido aos polímeros que mascaram seus sítios antigênicos,  impedem a 

aproximação de anticorpos à proteína e  previnem a degradação proteolítica.          

A Figura 11 [D] demonstra a disposição teórica das moléculas de mPEG em torno da 

proteína UC de Aspergillus flavus modificada por PEGlação com mPEG de 10 kDa             

(SHERMAN; SAIFER; PEREZ-RUIZ, 2008). 
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Figura 11- Modelos moleculares do tetrâmero da UC nativa de A. flavus [A-C] e do conjugado  
mPEG-UC, contendo 36 moléculas de mPEG de 10 kDa (em cinza) por tetrâmero de  
mPEG-UC [D].    

               Fonte: Sherman; Saifer; Perez-Ruiz, 2008. 
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 Apesar de o PEG ser considerado não imunogênico, há estudos mostrando que a 

administração de proteínas PEGladas foram capazes de gerar anticorpos anti-polímero,      

anti-proteína e anti-conjugado. No entanto, os efeitos clínicos adversos devido à 

imunogenicidade do PEG não foram relatados, provavelmente, devido à baixa quantidade do 

polímero que é administrada em uso terapêutico (CALICETI; VERONESE, 2003; 

SHERMAN; SAIFER, PEREZ-RUIZ, 2008). 

O caráter haptogênico do PEG é também influenciado por sua estrutura e massa 

molecular, pois a mesma enzima modificada com PEG ramificado e linear com a mesma 

massa molecular mostrou que a forma ramificada ocasionou uma menor resposta imune anti-

PEG em termos de IgM e IgG (CALICETI; SCHIAVON; VERONESE, 2001). No entanto, 

deve-se ressaltar que a fraca imunogenicidade do PEG e a baixa quantidade do conjugado 

PEG-proteína, usualmente empregada em terapia, faz com que o risco de uma imunoreação 

severa, devido à produção de anticorpos anti-PEG, seja praticamente desprezível (CALICETI; 

VERONESE, 2003).   

De acordo com estudos de toxicidade em animais, doses muito elevadas do conjugado 

PEG-proteína (por exemplo: 10, 20 e 40 mg/kg IV) são necessárias para induzir a 

vacuolização tubular renal que desaparece após o tratamento (BENDELE et al., 1998). 

Portanto, os conjugados PEG-proteína são considerados não tóxicos. Além disso, as baixas 

doses necessárias do conjugado PEG-proteína, empregada em tratamentos, reduzem o risco de 

uma grave resposta imunogênica (RICHTER; AKERBLOM, 1983; ROBERTS; BENTLEY; 

HARRIS, 2002 ; HARRIS; CHESS, 2003; JEVSˇEVAR; HUNSTEJ; POREKAR, 2010). 

A conjugação do PEG pode, às vezes, levar à formação de novos epítopos como 

consequência, por exemplo, da desnaturação de proteínas após conjugação parcial ou 

utilização de um espaçador inadequado entre a proteína e a cadeia de PEG. Por isso, é muito 

importante a escolha adequada da química da reação de PEGlação e a seleção cuidadosa do 

sítio de ligação (ROBERTS; BENTLEY; HARRIS, 2002; CALICETI; VERONESE, 2003; 

BUKOWSKI et al., 2002; GREGORIADIS et al., 2005). 

Os inúmeros benefícios que a PEGlação assegura às moléculas  biofarmacêuticas, 

como garantir considerável atividade enzimática, reduzir a imunogenicidade, podendo induzir 

tolerância imunológica, além de prolongar o tempo de eliminação, fizeram com que várias 

classes de proteínas terapêuticas como enzimas, citoquinas e anticorpos fossem aplicados no 

tratamento de certas doenças com melhor desempenho após serem PEGladas (VERONESE; 

PASUT, 2005; HAAG; KRATZ, 2006; JEVSˇEVAR; KUNSTELJ; POREKAR, 2010). 
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Existe uma série de produtos PEGlados aprovados pelo FDA (Tabela 3), o que 

comprova a eficácia e segurança da tecnologia de PEGlação. As drogas PEGladas possuem 

um prolongado tempo de permanência no organismo, necessitando de uma dosagem mínima 

para a manutenção da reposta clínica, o que melhora a qualidade de vida dos pacientes e reduz 

o custo do tratamento (BAILON; BERTHOLD, 1998; JEVSˇEVAR; KUNSTELJ; 

POREKAR, 2010). 

Tabela 3 - Produtos biofarmacêuticos PEGlados disponíveis no mercado 

Fonte: Jevsˇevar; Kunstelj; Porekar, 2010. 

 

 

 

     Nome Empresa Biomolécula Indicação                      
Terapêutica 

Propriedades      
adquiridas 

Ano 

 
Adagen® 

 
Enzon 

Adenosina  
deaminase 
 bovina 

Imunodeficiência 
combinada severa 
(SCID) 

Aumento do tempo            
de meia vida 

 
1990 
 

 
Oncaspar® 
(Pegaspargase) 

 
Enzon 

 
Asparaginase 

 
Leucemia linfoblástica  
Aguda 

Aumento do tempo             
de meia vida,             
diminuição de reações 
alérgicas. 

 
1994 

PEG-Intron® 
(IFN-α2b  
PEGlado) 

 
Schering-
Plough/ Enzon 

  
IFN-α2b   

 
Hepatite C  

 
Aumento do tempo             
de meia vida. 

 
2001 

Pegasys  
(IFN-α2a 
PEGlado) 

 
Hoffmann-La      
Roche 

  
IFN-α2a 

 
Hepatite C 

 
Aumento do tempo            
de meia vida 

 
2002 

Neulasta® 
(pegfilgrastim) 

 
Amgen/Nektar 

    
G-CSF 
 

 
Neutropenia 

 
Aumento do tempo            
de meia vida 

 
2002 

Somavert®  
(pegvisomant) 

 
Pfizer/Nektar 

    
 Hgh 

 
Acromegalia 
 

 
Antagonista do          
receptor do Hgh 

 
2003 

Macugen® 
(pegaptanib) 

 
Pfizer 

Anti-VEGF 
aptâmero 
(oligonucleotídeo 
de RNA) 

 
Tratamento de doença        
vascular ocular 
 

  
2004 

MIRCERA® 
Epoetina-β 
PEGlada 

 
Hoffmann-La     
Roche 

 
Epoetina-β  
 

Anemia associada à     
insuficiência renal               
crônica 

 
Aumento do tempo 
 de meia vida 

 
2007 

Certolizumab  
pegol 
(Cimzia®) 

 
UCB 

 
Anti TNF Fab 
 

 
Artrite reumatóide                         
e doença de Crohn 

 
Aumento do tempo  
de meia vida 

 
2008 



68 

 

 

 

Outros conjugados estão sendo propostos e rigorosamente avaliados.                     

Como exemplo, temos a hemoglobina conjugada (PEG-hemoglobina), que pode ser utilizada 

como transportadores de oxigênio acelular para sustentar a capacidade de transporte de 

oxigênio e restaurar o volume intravascular durante a perda de sangue ou hemodiluição      

(HU et al., 2005). Resultados promissores também foram obtidos com drogas pequenas após 

PEGlação, especialmente as drogas anti-tumorais, como o taxol, camptotecina, cisplatina e 

doxorrubicina (PASUT et al., 2004).  

A inovação nanotecnológica das formulações farmacêuticas e os sistemas de 

“delivery” tornaram-se estratégias importantes para tratamentos cada vez mais eficientes e 

para introdução de novas entidades moleculares na prática clínica. Portanto, devido à sua 

versatilidade, adaptações e aplicações, a tecnologia de  PEGlação tem se mostrado útil  no 

tratamento de muitas doenças anteriormente difíceis de serem tratadas e, consequentemente, 

novas biomoléculas PEGladas alcançarão a aprovação nos próximos anos              

(JEVSˇEVAR; KUNSTELJ; POREKAR, 2010). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivos Gerais 

 

1. Modificar a uricase (UC) por PEGlação e verificar a funcionalidade dos conjugados 

obtidos em relação a manutenção e/ou alterações das propriedades físico-químicas e 

biológicas tais como atividade, estabilidade e resistência a ação de proteases. 

2. Realizar análises conformacionais da UC submetida ao processo de PEGlação a partir 

de técnicas espectroscópicas de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e 

dicroísmo circular (CD). 

3. Avaliar o comportamento imunológico da UC nativa e modificada, com estudos          

in vivo utilizando coelho da raça Nova Zelândia e camundongos Balb/c. 

  

3.2 Objetivos Específicos 

 

� Estabelecer metodologia de extração e purificação da UC a partir de rim bovino     

(UC-b) e purificação da UC recombinante de Candida sp expressa em E. coli         

(UC-r) comercialmente disponível. 

� Estudar aspectos fundamentais dentro do processo de obtenção dos conjugados 

mPEG-UC como: o tipo de metoxipolietilenoglicol utilizado, avaliação do grau de 

modificação e especificidade da reação de PEGlação. 

�  Modificar a UC-r e UC-b com metoxipolietilenoglicol p-nitrofenil carbonato   

(mPEG-pNP) e  metoxipolietilenoglicol 2-O-metoxipolietilenoglicol-4,6-dicloro-s-

triazina (mPEG-CN) ambos de 5000 Da, visando obter o maior grau de modificação 

das enzimas, com a menor perda de atividade enzimática. 

� Determinar a constante de Michaelis-Menten (KM) para as enzimas nativas            

(UC-r; UC-b) e seus respectivos conjugados UC-r-mPEG-pNP e UC-r- mPEG-CN; 

UC-b-mPEG-pNP e UC-b- mPEG-CN. 

� Determinar a atividade e a estabilidade biológica da UC-r e UC-b e seus respectivos 

conjugados UC-r-mPEG-pNP e UC-r-mPEG-CN; UC-b-mPEG-pNP e                         

UC-b- mPEG-CN em diferentes tampões dentro da faixa de pH de 6,0 a 10. 
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� Determinar a estabilidade da UC-r e UC-b e de seus respectivos conjugados perante a 

ação de diferentes proteases tripsina e quimiotripsina, protease bacteriana, papaína e 

protease fúngica. 

� Realizar testes in vitro de estabilidade da UC-r e UC-b e de seus respectivos 

conjugados em soro humano. 

� Realizar a caracterização estrutural da UC-r nativa e seus conjugados                       

UC-r-mPEG-pNP e UC-r-mPEG-CN por FTIR e CD para investigar possíveis 

mudanças conformacionais na enzima decorrentes da PEGlação. 

� Produzir anticorpos policlonais anti-uricase recombinante de Candida sp (anti-UC-r) 

em coelho. 

� Avaliar a imunoreatividade da UC-r nativa e de seus conjugados UC-r-mPEG-pNP e          

UC-r-mPEG-CN in vitro. 

� Determinar a imunogenicidade da UC-r nativa e de seus conjugados                        

UC-r-mPEG-pNP e UC-r-mPEG-CN em camundongos. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Enzimologia do Departamento 

de Tecnologia Bioquímico-Farmacêutica da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da 

Universidade de São Paulo (FCF/USP). 

 

4.1 MATERIAIS 

4.1.1 Aparelhos 

As determinações espectrofotométricas foram realizadas em espectrofotômetro 

Genesys (modelo 5), acoplado a um banho circulante termostatizado. As análises de 

dicroísmo circular (CD) foram realizadas em espectropolarímeto JASCO J-810 controlado 

pelo programa Jasco Spectra Manager™ equipado com célula termostatizada do tipo Peltier 

(CAT/CEPID – Instituto Butantan). Análises de Infravermelho (FTIR) foram realizadas em 

espectrômetro FTIR Bomem MB 100 equipado com detector DTGS (deuterado triglicina 

sulfato) na Central analítica do Instituto de Químca IQ/USP. Leitor automático de ELISA 

Spectra Max 150 (Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares – IPEN). 

As centrifugações foram realizadas em centrífuga refrigerada Sorvall modelo RC-5C. 

Para pequenos volumes de solução centrifugados, por curtos períodos de tempo, foi utilizada 

uma microcentrífuga Jouan. As determinações de pH foram realizadas em potenciômetro 

Radelkis OP-213, munido de microeletrodo. Na preparação de homogenados foi utilizado um 

homogeneizador Marconi modelo T-120 e Shaker (incubador rotativo) TE 240 TECNAL.     

As cromatografias foram realizadas com sistema Bio Rad acoplado a um coletor de frações 

ISCO modelo Retriver II.  Eletroforese SDS-PAGE foi realizada em suporte Mini-Protean® 

II Dual Slab cell Bio Rad. As reações de PEGlação foram realizadas em estufa B.O.D. TE 

(TECNAL). 

4.1.2 Reagentes 

Sephadex G-100 foi fornecida pela Amershan Pharmacia Biotec, Uppsala. Padrão de 

massa molecular Prestained Protein MW Maker foi obtido da Fermentas, Gelcolde® Blue 

Stain Reagent e reagente corante azul brilhante G-250 foram obtidos da Pierce. Resina 

aniônica, DEAE-Sepharose fast flow, albumina sérica bovina (BSA), uricase recombinante de 

Candida sp, ácido úrico, ácido trinitrobenzenosulfônico (TNBS), resina de cromatografia de 

afinidade xantina agarose, metoxipolietilenoglicol p-nitrofenil carbonato (mPEG-pNP) e  
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metoxipolietilenoglicol 2-O-metoxipolietilenoglicol-4,6-dicloro-s-triazina (mPEG-CN) ambos 

de 5 kDa, conjugado anti-camundongo-peroxidase, conjugado anti-coelho-peroxidase e          

O-fenilenodiamina (OPD) foram fornecidos pela Sigma Chemical Company. Proteomix 

(quimiotripsina, tripsina) da Biobrás; Protex 6L (protease bacteriana) e Protease fúngica da 

Genecor International e papaína da Merck.  Soro humano foi fornecido pelo Departamento de 

Análises Clínicas da Faculdade de Ciências Farmacêuticas FCF/USP. Rim bovino foi 

adquirido no comércio local. Todos os outros reagentes e solventes foram de grau analítico. 

Animais: camundongos Balb/c machos pesando 18±2g e um coelho macho da raça 

Nova Zelândia pesando 2 kg mantidos no Biotério do Centro de Biotecnologia do IPEN foram 

utilizados para os ensaios in vivo. O protocolo experimental para os ensaios in vivo foi 

aprovado pela CEPA-IPEN/SP (COMITÊ DE ETICA EM PESQUISA ANIMAL do Instituto 

de Pesquisa Energéticas e Nucleares) – ANEXO A 

 

4.2 MÉTODOS 

4.2.1 Medida da Concentração de Proteína pelo Método de Bradford  

 A quantificação de proteína foi realizada pelo método de Bradford          

(BRADFORD, 1976). O procedimento de Bradford é baseado na ligação do corante azul 

brilhante G-250, à proteína que causa uma mudança no pico de absorbância do corante de   

465 para 595 nm. A mudança da cor se desenvolve em 2min e se mantém por mais de uma 

hora. Para análise das amostras foi preparada uma curva padrão de albumina (BSA) a 595 nm.  

4.2.2 Medida de Atividade Enzimática 

A medida da atividade enzimática da uricase foi determinada 

espectrofotometricamente como descrito por Mahler (MAHLER, 1970), baseada no 

decréscimo da absorbância a 293 nm em tampão borato de sódio 20 mM pH 8,5 (1,0 mL) 

contendo 48 µM de ácido úrico em cubeta de quartzo a 25 °C. O coeficiente de extinção 

molar empregado foi de  ε = 12,6 mM-1 cm-1. A atividade específica foi definida como µmol 

de ácido úrico convertido por min. por mg de proteína. 
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4.2.3 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida 

As amostras de proteína foram submetidas à eletroforese em géis de poliacrilamida, 

em sistema de tampão descontínuo, sob condições desnaturantes (SDSPAGE), com base no 

método de Laemmli (LAEMMLI, 1970), utilizando géis de poliacrilamida a 7,5% e 10%. 

Revelação do gel com o corante GELCODE Blue Stain Reagent para proteínas 

 Após o término da eletroforese o gel foi colocado em solução fixadora por                 

15min. Em seguida, o gel foi enxaguado com água por 8min, sendo este procedimento 

repetido 4 vezes. Finalmente foi colocada a solução corante. Quando as bandas estavam 

coradas na intensidade desejada, o gel foi colocado em um recipiente com água para posterior 

visualização. 

Revelação do gel com solução de iodo para polietilenoglicol (PEG) 

Para a visualização de bandas correspondente ao PEG ligado à proteína o gel foi 

corado de acordo com o procedimento de Kurfurst (KURFURST, 1992) com modificações. 

Após o término da eletroforese o gel foi enxaguado com água destilada e colocado em solução 

de nitrato de bário (3%) por 10min. Depois o gel foi enxaguado em água destilada para 

remover o excesso de nitrato de bário. Em seguida o gel foi colocado em solução de iodo 

(0,01N) por 10min para revelação das bandas correspondentes ao PEG ligado a proteína. 

Como esse método é sensível para detecção de PEG ele permite identificar as bandas 

correspondentes a enzima PEGlada a partir da identificação do PEG ligado a proteína. 

4.2.4 Purificação da Uricase de Rim Bovino (UC-b) 

Inicialmente foi realizado um pré-tratamento do rim com n-butanol para extrair e 

solubilizar a UC. Foi empregado o método descrito por Farina e Mennella Farone, 1979 com 

modificações. Foram picados e homogeneizados 100 g de córtex do rim congelados em 

homogeneizador por 5min em tampão borato de sódio 0,1M pH 9,0 e n-butanol na proporção 

de 350 mL de tampão borato de sódio  para 10 mL de n-butanol. O homogenado foi incubado 

a 37 °C por 2h e então centrifugado a 10.000 x g (8 °C) por 40min. O sobrenadante foi 

retirado e foi adicionado ao resíduo tampão borato de sódio e n-butanol sob homogeneização 

para repetir o processo de extração da enzima. Após centrifugação os sobrenadantes foram 

misturados obtendo-se 50 mL do extrato com a uricase solúvel. Em seguida foi determinada a 

quantidade de proteína pelo método Bradford, atividade enzimática do extrato bruto e perfil 

proteico por eletroforese SDS-PAGE. 
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 Para o próximo passo da purificação foi realizada uma cromatografia de troca iônica 

com a resina aniônica DEAE-Sepharose. Primeiramente, a resina foi ativada com hidróxido 

de sódio 0,1 M (100 mL) a temperatura ambiente e lavada com água e tampão Tris-HCl       

50 mM pH 7,5. Foram aplicados 50 mL do extrato à resina que permaneceram sob agitação 

em shaker (140 rpm) por 1h a temperatura ambiente. Em seguida a resina foi lavada              

(3 vezes) com 100 mL de tampão Tris-HCl  50 mM pH 7,5. Após as lavagens para retirar o 

excesso de extrato bruto, a resina foi transferida para uma coluna (1,5 cm x 35 cm) e a 

eluição foi desenvolvida utilizando-se um gradiente linear crescente de concentração de 

cloreto de potássio até  0,7 M em tampão Tris-HCl 50 mM pH 7,5, monitorado pelo aparelho 

Econo UV Monitor, Econo Pump (Bio Rad).  

Durante a eluição pela coluna foram recolhidas frações em tubos de ensaio em um 

coletor de frações. Assim, o eluído da coluna foi recolhido em volumes de 10 mL, na vazão 

de 1,0 mL / min. Em seguida mediu-se, em cada tubo, a absorbância a 280 nm, a quantidade 

de proteína e atividade enzimática. As frações que apresentaram a enzima foram reunidas 

para ser feito um “pool” de amostra, mediu-se atividade enzimática, quantidade de proteína e 

perfil protéico por eletroforese SDS-PAGE. A terceira etapa de purificação da UC bovina foi 

cromatografia de Gel Filtração. A coluna (1,0 cm x 37 cm) de Sephadex G-100 foi 

equilibrada com tampão borato de sódio 100 mM, pH 8,5. Foram aplicados 1,0 mL do pool 

da etapa anterior. A purificação foi realizada no mesmo tampão, sendo recolhidas frações em 

volumes de 0,5 mL. Em seguida mediu-se a atividade enzimática, a quantidade de proteína de 

cada fração recolhida e fez-se o pool das frações que possuíam UC-b e verificou o perfil 

proteico por SDS-PAGE. 

 

4.2.5 Purificação da Uricase Recombinante de Candida sp (UC-r)  

A UC-r comercial foi purificada por cromatografia de afinidade com resina xantina 

agarose. Em uma coluna foram empacotados 3,0 mL de xantina agarose. A coluna foi 

equilibrada com tampão borato 50 mM pH 8,5 a temperatura ambiente e em seguida foram 

aplicados 500 µL de solução de uricase (10 mg proteína) com fluxo 0,25 mL/min de tampão 

borato 50 mM pH 8,5. Após a aplicação da amostra a resina foi lavada com 10 mL do mesmo 

tampão para remoção do excesso de proteína. Em seguida, a eluição específica da uricase foi 

realizada com o ácido úrico 1,2 mM em tampão borato 20 mM pH 8,5 e foram recolhidas 

frações de 1,0 mL, o ácido úrico das amostras foi removido por ultrafiltração com membranas 
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de 30.000 Da. Posteriormente, mediu-se a atividade enzimática, quantidade de proteína de 

cada fração recolhida e fez-se o pool das amostras que possuíam a enzima e determinou-se a 

pureza da amostra por eletroforese SDS-PAGE. 

4.2.6 Verificação da Influência da Proporção Molar de mPEG-p-nitrofenil carbonato           

(mPEG-pNP) e 2-O-metoxipolietilenoglicol-4,6-dicloro-s-triazina (mPEG-CN) no Grau 

de Substituição e na Atividade Enzimática da UC-r 

            Para verificar a influência da proporção em massa de mPEG-pNP e mPEG-CN em 

relação ao grau substituição e na atividade enzimática da UC-r foram preparados tubos de 

reações nas proporções propostas segundo as Tabela 4 e Tabela 5, respectivamente. 

Tabela 4 -  Proporção molar mPEG-pNP/UC-r 

 Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Branco 

mPEG-pNP (mg) 13 8,6 4,3 2,15 - 

UC-r  (mg) 1 1 1 1 1 

mPEG-pNP/ UC-r (m/m)a 13 8,6 4,3 2,15 - 

mPEG-pNP / NH2
b 3 2 1 0,5 - 

a: proporção massa / massa 
b: proporção molar entre o número de moléculas de mPEG-pNP e o número de amino grupos 
disponíveis na enzima para reação. Cada molécula de UC-r possui 121 amino grupos (120 ε-lisinas 
e 1 N-terminal) disponíveis. 
mPEG-pNP: metoxipolietilenoglicol-p-nitrofenil carbonato 
UC-r: Uricase recombinante de Candida sp 
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a: proporção massa / massa  
b: proporção molar entre o número de moléculas de mPEG-CN e o número de amino grupos 
disponíveis na enzima para reação. Cada molécula de UC-r possui 121 amino grupos                           
(120 ε-lisinas e 1 N-terminal) disponíveis. 
mPEG-CN: 2-O-metoxipolietilenoglicol-4,6-dicloro-s-triazina 
UC-r: Uricase recombinante de Candida sp 

 

A reação de PEGlação foi realizada em tampão borato de sódio pH 8,0 perfazendo um 

volume final de 1,0 mL. Os tubos foram previamente homogeneizados e incubados a 30 °C 

por 2 h, em seguida foram transferidos para câmara fria (8 °C), onde permaneceram por  16h. 

A reação foi interrompida pela adição de um excesso de lisina, 1% (m/m). As amostras foram 

purificadas em coluna Sephadex G-100 a fim de separar a enzima modificada do eventual 

excesso de reagente. Posteriormente, mediu-se atividade enzimática de cada amostra. A 

quantidade de mPEG ligado a UC-r foi estimada pela medida da redução dos amino grupos 

primários da enzima utilizando um método colorimétrico com ácido trinitrobenzenosulfônico 

(TNBS) reagente usado para determinação quantitativa de amino grupos de acordo com 

procedimento descrito por Habeeb (HABEEB, 1966). 

 

 

 

 

 

 Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Branco 

mPEG-CN (mg) 8,6 4,3 2,15 - 

UC-r (mg) 1 1 1 1 

mPEG-CN/UC-r (m/m)a 8,6 4,3 2,15 - 

mPEG-CN/NH2
b 2 1 0,5 - 

Tabela 5 – Proporção  molar mPEG-CN/ UC-r 

 



77 

 

 

 

4.2.7 Verificação da Influência da Proporção em Massa de mPEG-p-nitrofenil carbonato           

(mPEG-pNP) e 2-O-metoxipolietilenoglicol-4,6-dicloro-s-triazina (mPEG-CN) no Grau 

de Substituição e na Atividade Enzimática da UC-b 

Para verificar a influência da proporção em massa de mPEG-pNP e mPEG-CN em 

relação ao grau substituição e sobre atividade enzimática da UC-b foram preparados tubos de 

reações nas proporções propostas segundo a Tabela 6 e Tabela 7, respectivamente. 

Tabela 6 – Proporção em massa mPEG-pNP/UC-b 

 Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Branco 

mPEG-pNP (mg) 146 76 38 - 

UC-b (mg) 34 34 34 34 

mPEG-pNP/UC-b  (m/m)a 4,3 2,15 1,1 - 

a: proporção massa / massa 
mPEG-pNP: metoxipolietilenoglicol-p-nitrofenil carbonato  
UC-b: Uricase bovina           
 

Tabela 7 – Proporção em massa mPEG-CN/ UC-b 

 Tubo 1 Tubo 2 Branco 

mPEG-CN (mg) 73 38 - 

UC-b (mg) 34 34 34 

mPEG-CN/UC-b (m/m)a 2,15 1,1 - 

a: proporção massa / massa   
mPEG-CN: 2-O-metoxipolietilenoglicol-4,6-dicloro-s-triazina 
UC-b: Uricase bovina 

 

A reação de PEGlação foi realizada em tampão borato de sódio  pH 8,0 perfazendo 

um volume final de 1,0 mL. Os tubos foram previamente homogeneizados e incubados a      

30 °C por 2h e foram transferidos para câmara fria (8 °C), onde permaneceram por 16h. A 

reação foi interrompida pela adição de lisina 1% (m/m) de quantidade de mPEG ativado. As 

misturas foram purificadas em coluna Sephadex G-100 a fim de separar a enzima modificada 

do eventual excesso do reagente. Em seguida mediu-se atividade enzimática de cada amostra 

como descrito na seção 4.2.2. 
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4.2.8 Determinação da Constante de Michaelis-Menten (KM) para as Enzimas Nativas    

(UC-r; UC-b) e seus Respectivos Conjugados 

 A constante de Michaelis-Menten (KM) para cada uma das espécies UC-r nativa e seus 

conjugados (UC-r-mPEG-pNP, UC-r-mPEG-CN) e UC-b nativa e seus conjugados                     

(UC-b-mPEG-pNP, UC-b-mPEG-CN) foram estimados pelo método do duplo recíproco. A 

atividade enzimática foi determinada em 293 nm a 37 °C com concentrações crescentes do 

substrato ácido úrico (0,01-0,144 mM). O valor do KM foi calculado a partir da equação de 

Lineweaver-Burk.  1/v = KM /Vmax . 1/[S] + 1/Vmax   (Equação de Lineweaver-Burk). 

Onde: v = velocidade da reação; KM = constante de Michaelis-Menten; Vmax = velocidade 

máxima de reação; [S]=concentração de substrato (NELSON; COX, 2006). 

4.3 Ensaios in vitro  

4.3.1 Verificação da Atividade e da Estabilidade Biológica da UC-r, UC-b e de seus 

Respectivos Conjugados em Função do pH  

A atividade enzimática da UC-r e UC-b nativas ou modificadas com mPEG-pNP e 

mPEG-CN foi determinada em diferentes tampões, variando o pH de 6,0 a 10, pela adição de 

quantidade conveniente de cada amostra a 1,0 mL de solução de ácido úrico 48 µM  preparada 

nos tampões (6,0-8,0 Hepes 100 mM e 9,0-10 borato de sódio 100mM) e imediatamente 

mediu-se a atividade enzimática em espectrofotômetro em 293 nm a 37 °C. O pH no qual 

cada uma das enzimas, UC-r nativa e seus conjugados (UC-r-mPEG-pNP, UC-r-mPEG-CN) e    

UC-b nativa e seus conjugados (UC-b-mPEG-pNP, UC-b-mPEG-CN) apresentou maior 

atividade foi considerado 100%. 

A estabilidade foi determinada pela incubação das enzimas nativas (UC-r, UC-b) e de 

seus respectivos conjugados nos tampões (pH 6,5 e 7,5 Hepes 100 mM e  pH 8,5 borato de 

sódio 100 mM) a 37 °C, 50 °C e 70 °C por 2h. Ao final desse período foi medida a atividade 

enzimática de cada amostra como descrito na seção 4.2.2. O pH no qual cada uma das 

enzimas UC-r nativa e seus conjugados (UC-r-mPEG-pNP, UC-r-mPEG-CN) e  UC-b nativa 

e seus conjugados (UC-b-mPEG-pNP, UC-b-mPEG-CN) apresentou maior atividade foi 

considerado 100%. 
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4.3.2 Verificação da Resistência à Ação de Proteases da UC-r, UC-b e seus Respectivos 

Conjugados 

Para verificar a ação de proteases sobre a UC-r e UC-b nativas e de seus respectivos 

conjugados (UC-r-mPEG-pNP, UC-r-mPEG-CN e UC-b-mPEG-pNP, UC-b-mPEG-CN) 

foram utilizadas 4 enzimas proteolíticas: Proteomix (quimiotripsina e tripsina); Protex 6L 

(protease bacteriana); papaína (origem vegetal) e protease fúngica. 

 Em 50 µL da solução de UC bovina ou recombinante (0,8 UI) ou 50 µL dos seus 

conjugados, foram adicionadas 20 UI das diferentes proteases. O volume final de cada 

amostra foi de 500 µL preparados em tampão fosfato salino pH 7,3. As amostras foram 

incubadas a 37 °C e foram retiradas alíquotas de 20 µL nos tempos 0, 10, 20, 30, 60 e            

120min e mediu-se a atividade enzimática das amostras como descrito na seção 4.2.2. 

 

4.3.3 Verificação da Estabilidade Biológica da UC-r e da UC-b e seus Respectivos 

Conjugados em Soro Humano 

A estabilidade biológica da UC-r, UC-b e de seus respectivos conjugados foi 

determinada em soro humano. Em 900 µL de soro foram adicionados 100 µL de UC-r nativa 

e de seus conjugados (UC-r-mPEG-pNP, UC-r-mPEG-CN), da mesma forma, foram 

acrescidos a 900 µL de soro 100 µl de UC-b nativa e seus respectivos conjugados               

(UC-b-mPEG-pNP, UC-b-mPEG-CN). As amostras foram incubadas a 37 °C e foram 

retiradas alíquotas de 50 µl de cada amostra nos intervalos de tempo 0, 15, 30, 60 e 120min e 

mediu-se a atividade enzimática das amostras como descrito na seção 4.2.2. 

4.3.4 Caracterização Estrutural da UC-r Nativa e Modificada por Análise de 

Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)  

Primeiramente, as amostras foram liofilizadas. Alíquotas de 1,0 mL de UC-r nativa 

(1mg/mL) e UC-r-mPEG-pNP, UC-r-mPEG-CN (0,3 mg/mL) em tampão fosfato 10 mM,    

pH 7,4, contendo 2% (w/v) de manitol foram congeladas a -70 °C e liofilizadas em um 

liofilizador FTS Systems. Após a liofilização foram retirados 1,0 mg do pó de cada amostra, 

UC-r nativa e dos conjugados, e misturada com um excesso de KBr (brometo de potássio)   

100 vezes a massa de cada amostra. Os espectros no infravermelho foram obtidos com um 

espectrômetro FTIR Bomem MB 100 equipado com um detector DTGS. Os espectros foram 
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registrados entre 400-4000 cm-1 e para cada amostra foram coletados um total de                   

64 interferogramas com uma resolução de 4 cm-1. Os dados obtidos do espectrômetro em 

transmitância foram convertidos em absorbâncias, e os espectros obtidos foram analisados na 

região da banda da amida I (1700-1600 cm-1). Os espectros de FTIR foram determinados na 

Central Analítica do Instituto de Química IQ/USP. 

4.3.5 Caracterização Estrutural da UC-r Nativa e Modificada por Análise Dicroísmo 

Circular (CD) 

 As análises de dicroísmo circular (CD) foram realizadas usando soluções de 1 µM       

de UC-r nativa e dos conjugados UC-r-mPEG-pNP e UC-r-mPEG-CN em tampão fosfato      

20 mM, pH 7,0. Os espectros de CD foram obtidos com um espectropolarímetro JASCO        

J-810, em cubetas com caminho óptico de 0,1 cm a 20 °C, 50 °C e 70 °C. Os espectros de CD 

foram gravados na faixa de 185-260 nm a cada 0,1 nm. O espectro de cada amostra em 

diferentes temperaturas foi obtido a partir da média de 5 scans subtraindo-se o espectro da 

solução tampão. Os espectros de CD foram determinados no Centro de Biotecnologia 

CAT/CEPID do Instituto Butantan. 

Os espectros de CD a 20 °C, 50 °C e 70 °C também foram analisados em termos de 

conteúdo de α-hélice, no intervalo de 200-240 nm empregando-se o programa K2D2 

disponível on-line (http://www.ogic.ca/projects/k2d2). 

 

4.4  Ensaios in vivo 

4.4.1 Produção de Anticorpos Policlonais Anti-uricase (anti-UC-r) em Coelho 

 Anticorpos anti-UC-r foram preparados em coelho usando UC-r nativa purificada e 

estéril como antígeno. 500 µL de UC-r (100 µg) foram adicionados a 500 µL da suspensão de 

tampão fosfato salino (PBS) e hidróxido de alumínio [Al(OH)3]  na proporção de 50/50 (v/v). 

O volume de 1,0 mL dessa mistura foi usado para injeção subcutânea, em cinco pontos 

diferentes da linha dorsal do coelho.  
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As imunizações subseqüentes foram realizadas com 100 µg de UC-r adicionada a 

500µL de PBS nos dias 7, 14, 21 e 28. No dia 35 foi colhida a amostra de sangue a partir da 

veia marginal e, em seguida, o sangue foi centrifugado para a obtenção do anti-soro. 

Posteriormente, o anti-soro foi estocado a -70 °C até a titulação por ELISA (“Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay”). 

 

4.4.2 Titulação de Anticorpos por ELISA (Ensaios imunoenzimáticos) 

4.4.2.1 Elisa para Quantificar Anticorpos anti-UC-r nativa produzido em Coelho e 

Verificar a Imunoreatividade dos Conjugados UC-r-mPEG-pNP e UC-r-mPEG-CN 

 Inicialmente, a placa de Elisa com 96 poços foi dividida sistematicamente e a cada 

poço, previamente estabelecido, foi adicionado 100 µL da UC-r nativa ou UC-r-mPEG-pNP 

ou UC-r-mPEG-CN diluídos em tampão carbonato/bicarbonato de sódio 50 mM pH 9,6, 

contendo 1 µg de UC-r e de cada conjugado como antígeno. Em seguida a placa foi incubada 

por 18h  a 4 °C. Os poços foram então lavados 4 vezes com 200 µL de PBS-T (tampão fosfato 

salino com 5% de Tween pH 7,2) e  bloqueados com 200 µL de leite desnatado (3%) em   

PBS-T por 1h a 37 °C. Os poços foram novamente lavados, como descritos acima, e foram 

incubados por 1h a 37 °C com 100 µL de solução do anti-soro do coelho (anticorpos           

anti-UC-r) serialmente diluído em leite desnatado (3%) em PBS-T. Após as lavagens da placa 

com 200 µL de PBS-T, foram adicionados aos poços 100 µL do conjugado anti-coelho-

peroxidase diluído em leite desnatado (3%) em PBS-T. Após 1h de incubação a 37 °C, a placa 

foi lavada 4 vezes com 200 µL de PBS-T e foram adicionados a cada poço 100 µL de             

O-fenilenodiamina (OPD) acrescidos de 5 µL de H2O2 (30%) que permaneceu reagindo por 

20min à temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Em seguida foi adicionado 50 µL/ poço de 

200 mM de ácido cítrico para interromper a reação. As absorbâncias foram lidas 

automaticamente a 450 nm em um leitor Spectra Max 150. 
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4.4.2.2 Elisa para Quantificar Anticorpos Anti-UC-r Nativa, Anti-UC-r-mPEG-pNP e  

Anti-UC-r-mPEG-CN em Camundongos 

Em uma placa de Elisa com 96 poços, dividida sistematicamente, foi adicionado em 

cada poço, previamente estabelecido, 100 µL da UC-r nativa ou UC-r-mPEG-pNP ou          

UC-r-mPEG-CN diluídos em tampão carbonato/bicarbonato de sódio 50 mM pH 9,6, 

contendo 1 µg de UC-r nativa e de cada conjugado como antígeno. Em seguida a placa foi 

incubada por 18h a 4 °C. Os poços foram então lavados 4 vezes com 200 µL de PBS-T 

(tampão fosfato salino com 5% de Tween pH 7,2) e  bloqueados com 200 µL de leite 

desnatado (3%) em   PBS-T por 1h a 37 °C. Os poços foram novamente lavados, como 

descritos acima, e foram incubados por 1h a 37 °C com 100 µL de solução de cada anti-soro, 

previamente estabelecidos (anti-UC-r, anti-UC-r-mPEG-pNP e anti-UC-r-mPEG-CN) e 

serialmente diluídos em leite desnatado (3%) em PBS-T. Após as lavagens da placa com      

200 µL de PBS-T, foram adicionados aos poços 100 µL do conjugado                                     

anti-camundongo-peroxidase diluído em leite desnatado (3%) em PBS-T. Após 1h de 

incubação a 37 °C, a placa foi lavada 4 vezes com PBS-T e foram adicionados a cada poço 

100 µL de O-fenilenodiamina (OPD) acrescidos de 5 µL de H2O2 (30%) que permaneceu 

reagindo por 20min à temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Em seguida foi adicionado   

50 µL/ poço de 200 mM de ácido cítrico para interromper a reação. As absorbâncias foram 

lidas automaticamente a 450 nm em um leitor Spectra Max 150.                                 

4.4.3 Ensaio de Imunoreatividade da UC-r Nativa e seus Conjugados 

  A capacidade dos conjugados em neutralizar o reconhecimento dos anticorpos       

anti-UC-r nativa em decorrência da PEGlação foi determinada pela reação entre o anti-soro 

produzido em coelho e a UC-r PEGlada, como também, pela determinação da atividade 

enzimática residual da UC-r nativa e de cada conjugado. A capacidade de ligação dos 

anticorpos (Binding ability) anti-UC-r foi determinada por ELISA como descrito na seção 

4.4.2.1. Para determinação da atividade enzimática residual o anti-soro, anti-UC-r foi 

serialmente diluído em tampão fosfato salino (PBS) e incubado com a UC-r nativa e seus 

conjugados UC-r-mPEG-pNP e UC-r-mPEG-CN por 2h a 37 °C. Após esse período, foi 

determinada a atividade enzimática da UC-r nativa e de seus conjugados como descrito 

anteriormente na seção 4.2.2. Os ensaios foram realizados em triplicata. 
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4.4.4 Ensaio de Imunogenicidade da UC-r Nativa e seus Conjugados em Camundongos 

  Foram utilizados 15 camundongos machos Balb/c, mantidos no Biotério do Centro de 

Biotecnologia do IPEN. Os camundongos foram divididos em 3 grupos de 5 animais e cada 

grupo foi tratado durante 21 dias com injeções periódicas a cada 7 dias (0, 7, 14, 21) de      

UC-r nativa e de seus conjugados, simulando um tratamento crônico (sem a adição de 

adjuvantes). 

Para o grupo 1 foi injetada uma dose de 5 µg da UC-r nativa, grupo 2 foi injetado uma 

dose de 5 µg do conjugado UC-r-mPEG-pNP e no grupo 3 foi injetada uma dose de 5 µg do 

conjugado UC-r-mPEG-CN. As soluções foram preparadas pela dissolução da UC-r nativa e 

seus conjugados em 100 µL de PBS e foram injetadas por via intraperitoneal. 

Após o período de tratamento, as amostras de sangue foram colhidas por sangramento 

retro-orbital e centrifugadas a 1.000 x g por 10min. A quantificação dos anticorpos foi 

realizada por ELISA como descrito na seção 4.4.2.2. Os ensaios foram conduzidos em 

triplicata para cada grupo de animais. 

 

4.5 Análises Estatísticas  

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa Graph Pad Prisma 4.0 

(San Diego, CA, E.U.A.). Os dados foram expressos como média ± desvio padrão (S.D.).       

A comparação dos valores das médias foi realizada usando one-way análise de variância 

(ANOVA). Foram consideradas diferenças estatisticamente significantes quando P < 0,05. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Importantes propriedades físico-químicas e biológicas da UC, extraída de várias fontes 

ou expressa em organismos recombinantes, têm sido investigadas, visando sua aplicação no 

tratamento de hiperuricemia e gota. Nesse sentido, encontramos uma série de estudos com 

essa enzima de diferentes fontes. UC de Arthrobacter protoformiae (CHUA et al., 1988); de 

Bacillus subtillis (SCHIAVON et al., 2000); recombinante de Candida utilis     

(BOMALASKI et al., 2002); recombinante de porco (SUNDY, et al., 2007;  SHERMAN; 

SAIFER; PEREZ-RUIZ, 2008 ; BIGGERS; SCHEINFELD, 2008). Ressaltando que a UC de 

Aspergillus flavus nativa (Uricozyme®) está disponível para uso clínico na França e na Itália 

e a forma recombinante (Rasburicase®) está em estudo para fins terapêuticos nos E.U.A, 

sendo classificada como droga órfã pelo FDA (CAMMALLERI; MALAGUARNERA, 2007). 

Como existem poucos estudos envolvendo UC nativa de mamífero no tratamento de 

gota e hiperuricemia, esse foi um fator importante para verificarmos a funcionalidade da UC 

extraída de rim bovino. Considerando, que o Brasil em 2007 foi classificado como segundo 

maior produtor de rebanho bovino do mundo, de acordo com o USDA (Departamento de 

agricultura dos Estados Unidos), o rim bovino torna-se uma fonte abundante e de baixo custo 

para obtenção de UC. 

Outra opção encontrada foi a UC recombinante de Candida sp expressa em E.coli, que 

é uma enzima disponível comercialmente e possui elevada afinidade por ácido úrico, sendo 

essa uma interessante propriedade bioquímica dessa enzima (BOMALASKI et al., 2002). 

 

5.1 Purificação da Uricase Bovina (UC-b) 

 Fígado e rim são as fontes preferencialmente utilizadas para purificação de UC de 

tecidos dos mamíferos. O trabalho mais relevante de obtenção de UC foi feito por Mahler que 

utilizou fígado de porco como material de partida e obteve uma preparação homogênea de 

UC. Nesse trabalho, Mahler (MAHLER et al., 1955) mostrou que a UC de origem de 

mamífero possui o íon cobre (Cu2+) como grupo prostético. Outros trabalhos (LEONE, 1953; 

ALTMAN; SMULL; BARRON, 1959;  FARINA; MENNELA FARAONE, 1979;  RAJOKA 

et al., 2006) purificaram a UC a partir  de rim bovino. Embora o rim bovino já tenha sido o 

material de partida de alguns procedimentos de purificação, ainda não foi obtida uma amostra 

de UC com elevado grau de purificação e rendimento. 
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Devido aos obstáculos encontrados para a purificação de UC de rim bovino, existem 

poucos estudos a respeito de sua estrutura primária e tridimensional. Foram encontrados 

trabalhos que afirmam que a UC de rim bovino apresenta massa molecular de 130 kDa 

(FARINA; MENNELA FARAONE; LEONE, 1979) e outro afirma que essa enzima possui 

massa molecular de 70 kDa em gel de SDS-PAGE (RAJOKA et al., 2006). Por esta razão, 

elaborar um procedimento de purificação da UC a partir de rim bovino torna-se interessante. 

A UC de rim bovino está presente nos peroxissomos, que são organelas intracelulares 

conhecidas por seu elevado pH. A UC forma estruturas cristalinas no interior dos 

peroxissomos, porque apresenta baixa solubilidade (USUDA et al., 1988; VOLKL; 

BAUMGART; FAHINI, 1988). Isso dificulta seu processo de extração, sendo esta a principal 

razão pelo baixo rendimento obtido nos processos de purificação. Por isso, inicialmente para 

extrairmos a UC do córtex renal utilizamos n-butanol para aumentar a solubilidade da enzima 

e inibir a ação de proteases. Devido ao ponto isoelétrico da UC-b  (pI = 6,6)  em pH acima de 

7,0, que facilita a solubilidade da enzima, a UC-b apresenta carga negativa, por isso, após a 

extração com  n-butanol utilizamos cromatografia aniônica com DEAE-Sepharose fast flow 

com tampão Tris-HCl 50 mM, pH 7,5 e realizamos a eluição em gradiente com Tris-HCl 50 

mM, pH 7,5 e concentrações crescentes de KCl até 0,7 M. O cromatograma de eluição está 

apresentado na Figura 12. 
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Figura 12- Perfil cromatográfico de purificação da UC-b obtido com frações de 10 mL 
recolhidas a partir da eluição com gradiente linear crescente de concentração de 
cloreto de potássio  0,7 M pH 7,5 e Tris-HCl 50 mM pH 7,5 com  resina DEAE 
Sepharose. (-●-) Atividade (UI), (-□-) Absorbância (280 nm). 

 

De acordo com os dados apresentados na Tabela 8 foram obtidos com esses dois 

procedimentos 110 mg de proteína com 75% de rendimento e um fator de purificação de 3,6. 
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Etapas 

Volume  

(mL) 

Unidades 
Totais         
(UI) 

Proteína 
Total     
(mg) 

Atividade 
Específica 
(UI/mg) 

Rendimento 

(%) 

Fator 
Purificação 

Extração com           
n-butanol 

Sobrenadante 

 

      50 

 

58,7 

 

534 

 

0,11 

 

100 

 

1 

Cromatografia de 
Troca iônica     

(DEAE-Sepharose) 

 

20 

 

       44 

 

110 

 

0,4 

 

75 

 

3,6 

 

Como podemos observar a UC-b foi obtida com um considerável rendimento de 75%. 

Como alternativa para melhorar a purificação foi empregado cromatografia de gel filtração. 

Assim, a terceira etapa de purificação foi realizada com Sephadex G-100 como descrito em 

métodos no item 4.2.4. O rendimento alcançado foi de 41% com um fator de purificação de 

6,7 (Tabela 9). Resultados semelhantes foram encontrados por Farina e Mennela Faraone 

(1979),  Rajoka et al. (2006). 

  

 

 

              

            Etapas 

Volume 

(mL)                

Unidades      
Totais              
(UI) 

Proteína      
Total       
(mg) 

Atividade 
Específica     
(UI/mg) 

Rendimento 

(%) 

Fator 
Purificação 

Extração com           
n-butanol 

Sobrenadante 

              
50 

           
58,7 

             
534 

                
0,1 

                
100 

                   
1 

Cromatografia de 
Troca iônica     

(DEAE Sepharose) 

 

20 

 

44 

 

110 

 

0,4 

 

75 

 

3,6 

Cromatografia de Gel 
Filtração       

(Sephadex G-100) 

 

100 

 

24 

 

32,4 

 

0,7 

 

41 

 

6,7 

Tabela 9 -  Resumo das etapas de purificação da UC-b 

Tabela 8 – Etapas de purificação da UC-b 
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A UC-b obtida a partir de rim bovino foi utilizada nos estudos de modificação química 

por PEGlação e para determinação de parâmentros físico-químicos e enzimológicos da UC-b 

nativa e modificada. 

A Figura 13 representa o perfil protéico da UC-b em eletroforese SDS-PAGE 10% 

após as principais etapas de purificação. A seta indica a enzima extraída de rim bovino que 

possui massa molecular em torno de 70 kDa como obtido por Rajoka et al. (2006). 

 

                    

Figura 13 – Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS – PAGE 10%. Perfil protéico das etapas de 
purificação da uricase extraída de rim bovino. P: Padrão de massa molecular; 1: extrato 
bruto; 2: eluído obtido da cromatografia de troca iônica (DEAE–Sepharose);                   
3: amostra obtida após cromatografia de Gel Filtração (Sephadex G-100).                            
A seta                 indica banda em torno de 70 kDa correspondente a UC-b. 
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5.2 Purificação da Uricase R

Candida utilis é amplamente utili

empregaram C. utilis como fonte de obtenção de UC

NISHIMURA; MATSUSHIMA; INADA,

ICHIKAWA; NAKANO, 1996;

expressa em E. coli. O gene contém 909 pares de bases sem qualquer íntron e codifi

proteína composta por 303 resíduos de aminoácidos com massa de 34.1463 Da 

ICHIKAWA; NAKANO, 1996

não requer qualquer cofator para a oxidação enzimática (BONNETE et al., 2001)

A UC recombinante foi ad

uma UC-r altamente purificada e com

cromatografia de afinidade, uma técni

devido à sua capacidade específica de retenção da amostra por afinidade, o que garante uma 

eluição específica e consequentemente elevada 

A UC-r foi purificada 

agarose. Essa é uma resina altamente específica para UC

à resina. A UC-r possui uma elevada afinidade pela xantina que apresenta uma estrutura 

química semelhante à molécula de ácido úrico, 

Figura 14. 

 

          

 

Figura 14 - Representação da estrutura química do
para cromatografia de afinidade.

 

 

(A) 

Recombinante de Candida sp (UC-r) 

é amplamente utilizada para a produção de UC. 

omo fonte de obtenção de UC (NISHIMURA

NISHIMURA; MATSUSHIMA; INADA, 1981; CHEN et al., 1981; KOYAMA; 

NAKANO, 1996; BOMALASKI et al., 2002). Essa enzima foi clonada 

. O gene contém 909 pares de bases sem qualquer íntron e codifi

resíduos de aminoácidos com massa de 34.1463 Da 

NAKANO, 1996). A UC microbiana de C. utilis é um tetrâmero de 

não requer qualquer cofator para a oxidação enzimática (BONNETE et al., 2001)

foi adquirida comercialmente com o objetivo de 

altamente purificada e com um elevado rendimento. Para isso, foi utilizada 

cromatografia de afinidade, uma técnica de alto desempenho para purificação de proteína, 

devido à sua capacidade específica de retenção da amostra por afinidade, o que garante uma 

entemente elevada purificação.  

foi purificada utilizando cromatografia de afinidade com a resina xantina 

ltamente específica para UC-r devido ao tipo de liga

possui uma elevada afinidade pela xantina que apresenta uma estrutura 

química semelhante à molécula de ácido úrico, substrato da UC-r como esquematizado na 

                                            

Representação da estrutura química do ácido úrico (A) e do ligante xantina (B)
para cromatografia de afinidade. 

(B) 
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 Vários estudos 

(NISHIMURA et al., 1979; 

1981; KOYAMA; 

et al., 2002). Essa enzima foi clonada e 

. O gene contém 909 pares de bases sem qualquer íntron e codifica a 

resíduos de aminoácidos com massa de 34.1463 Da (KOYAMA; 

âmero de 140 kDa e 

não requer qualquer cofator para a oxidação enzimática (BONNETE et al., 2001). 

tivo de conseguirmos 
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purificação de proteína, 

devido à sua capacidade específica de retenção da amostra por afinidade, o que garante uma 

utilizando cromatografia de afinidade com a resina xantina 

devido ao tipo de ligante acoplado 

possui uma elevada afinidade pela xantina que apresenta uma estrutura 

como esquematizado na 
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A UC-r foi então altamente purificada com um rendimento de 75%, atividade 

específica de190 UI/mg e um fator de purificação de 2 vezes. Pelo padrão das amostras na 

eletroforese SDS-PAGE 10% (Figura 15, poço 2) observa-se a UC-r obtida. 

 

 

 

                 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 – Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS – PAGE 10%. Perfil 
protéico das etapas de purificação da UC-r. P: Padrão de massa 
molecular; 1: UC-r comercial; 2: UC-r purificada após 
cromatografia de afinidade. A seta          indica banda em torno de 
35 kDa correspondente a UC-r. 
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De acordo com as amostras obtidas com a Figura 15 podemos concluir  que a massa 

molecular de cada subunidade da UC-r de Candida sp é  aproximadamente 35 kDa, valor 

similar ao descrito na literatura (KOYAMA; ICHIKAWA; NAKANO, 1996).   

Após a obtenção da UC purificada de rim bovino (UC-b) e recombinante de      

Candida sp (UC-r), essas enzimas foram modificadas por PEGlação. 

As principais variáveis estudadas para obtenção de um derivado proteico complexado 

ao metoxi-PEG compreendem: o grau de substituição nos resíduos dos aminoácidos alvo, o 

comprimento e características das cadeias de metoxi-PEG e o grupo funcional reativo do 

polímero. Portanto, o efeito específico da PEGlação sobre as propriedades físico-químicas e 

biológicas da proteína é determinado pelas propriedades da proteína e do polímero, bem como 

pela estratégia de PEGlação (CALICETI; VERONESE, 2003). 

Para avaliar as diferenças de reatividade entre os grupos funcionais dos polímeros 

metoxipolietilenoglicol-p-nitrofenil carbonato (mPEG-pNP) e 2-O-metoxipolietilenoglicol-

4,6-dicloro-s-triazina (mPEG-CN) e definir o grau de modificação que poderia ser alcançado 

com cada enzima (UC-r, UC-b), inicialmente, foram preparados conjugados sob as mesmas 

condições de reação, para uma proteína modelo cuja estrutura primária é bem conhecida, 

albumina de soro bovino (BSA),  para ser o controle da reação de PEGlação. Dessa forma, a 

modificação química da albumina foi realizada como descrito na Tabela 10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



92 

 

 

 

Tabela 10 – Proporção molar mPEG-CN/BSA e mPEG-pNP/ BSA 

a: proporção massa / massa 
b: proporção molar entre o número de moléculas de mPEG-CN ou mPEG-pNP e o número de amino 
grupos disponíveis na enzima para reação. Cada molécula de BSA possui 59 amino grupos                
(58 ε-lisinas e 1 N-terminal) disponíveis. 
mPEG-CN: 2-O-metoxipolietilenoglicol-4,6-dicloro-s-triazina 
mPEG-pNP: metoxipolietilenoglicol p-nitrofenil carbonato 
BSA: Albumina de soro bovino 
 
 

Com a BSA a reação de PEGlação foi realizada em tampão fosfato pH 8,0 perfazendo 

um volume final de 1,0 mL os passos sequintes estão descritos no item 4.2.6. A quantidade de 

mPEG ligado à BSA foi estimada pela medida da redução dos amino grupos primários da 

proteína utilizando, o método de TNBS (HABEEB, 1966). Assim, foi preparada uma curva 

padrão de BSA nativa com TNBS (Figura 16). 

 

 

 

 

 Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Branco 

mPEG-CN ou mPEG-pNP (mg) 8,8 4,4 2,2 1,1 - 

  BSA (mg) 1,0 1,0 1,0 1,0 1 

mPEG-CN ou mPEG-pNP/BSA (m/m)a 8,8 4,4 2,2 1,1 - 

mPEG-CN ou mPEG/NH2
b 2 1 0,5 0,25 - 
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Figura 16 - Curva padrão de BSA para determinação de amino grupos livres empregando o 
método colorimétrico por TNBS. 

 

Após a reação de PEGlação da BSA com mPEG-pNP ou mPEG-CN o grau de 

modificação química da proteína foi estimado por TNBS, sendo que a porcentagem de amino 

grupos primários na BSA nativa foi considerado 100%. Foi determinado também o perfil 

proteico dessas amostras em eletroforese SDS-PAGE 10%. Os resultados obtidos estão 

expressos na Tabela 11 e Figura 17. 

   

Tabela 11 - Avaliação da extensão de modificação dos amino grupos da BSA nas diferentes 
proporções molares com mPEG-pNP e mPEG-CN. 

Proporção molar 
mPEG/NH2

a 
Extensão da modificação 

BSA-mPEG-pNP (%) 
Extensão da modificação 

BSA-mPEG-CN (%) 
8,8 16 30 
4,4 14 27 
2,2 9 20 
1,1 5 11 

a: proporção molar entre o número de moléculas de mPEG-CN ou mPEG-pNP e o número de 
amino grupos disponíveis na enzima para reação. Cada molécula de BSA possui 59 amino 
grupos (58 ε-lisinas e  1 N-terminal) disponíveis. 
mPEG-CN: 2-O-metoxipolietilenoglicol-4,6-dicloro-s-triazina 
mPEG-pNP: metoxipolietilenoglicol p-nitrofenil carbonato 
BSA: Albumina de soro bovino. 
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Figura 17- Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 10% da BSA modificada 
com mPEG-pNP ou mPEG-CN em diferentes proporções molares. P: padrão 
de massa molecular 1:BSA/mPEGpNP=1,1; 2:BSA/mPEGpNP=2,2; 
3:BSA/mPEG-pNP=4,4; 4:BSA/mPEG-pNP=8,8; 5:BSA/mPEG-CN=1,1; 
6:BSA-mPEG-CN=2; 7: BSA/mPEG-CN=4,4; 8: BSA/mPEG-CN =8,8. A 
seta         indica BSA nativa  banda ao redor de 66 kDa. 

 

De acordo com resultados obtidos (Tabela 11, Figura 17) podemos observar que o 

grupo reativo ligado químicamente ao metoxipolietileglicol confere diferentes propriedades a 

reação de PEGlação. O mPEG ativado com cloreto de cianúrico nas diferentes proporções 

molares de mPEG/NH2 (1,1; 2,2; 4,4; 8,8) atingiu o dobro da extensão de modificação 

química da BSA em relação ao mPEG ativado com o grupo p-nitrofenil carbonato nas 

mesmas condições. O gel SDS-PAGE (Figura 17) confirma a maior extensão da modificação 

da BSA alcançada com mPEG-CN.  
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Quando comparamos o grau de modificação atingindo pela BSA com o mPEG-pNP 

percebemos que esse polímero é menos reativo, porque podemos observar pelos poços 1, 2 e 3 

que existe a formação de um conjugado em torno de 86 kDa e a BSA nativa livre (poço 1). 

Por outro lado, com mPEG-CN nas mesmas condições, temos apenas no poço 5 a formação 

do conjugado de 86 kDa e traços de  BSA livre. Nos poços 6, 7 e 8, ocorreu um elevado grau 

de modificação da BSA, o que dificultou a mobilidade das amostras pelo gel.  

Esses resultados demonstram que existe uma considerável diferença de reatividade 

entre os metoxi-PEGs e que o mPEG-CN foi mais reativo que o mPEG-pNP. O mPEG-pNP 

também se comportou de forma semelhante com a lisozima de clara de ovo              

(FREITAS; ABRAHÃO-NETO, 2010a). Em geral, o mPEG-pNP apresenta uma menor 

reatividade, favorecendo uma seletiva modificação de amino grupos da proteína, sendo essa 

uma interessante característica desse polímero (CHO et al., 2007). 

 A maioria das aplicações de conjugação de mPEG envolve moléculas lábeis, 

consequentemente, essa reação requer condições brandas de temperatura e pH          

(CALICETI; VERONESE; JONAK, 1999). Além disso, para conjugarmos o polímero 

(mPEG) as cadeias das moléculas de proteínas, polipeptídeos, enzimas ou pequenas moléculas 

orgânicas, é necessário ativar o mPEG pela preparação de um derivado de mPEG que tenha 

pelo menos um grupo funcional reativo em sua cadeia. Esse grupo funcional deve atuar como 

ponto de ligação para a proteína e deve ser escolhido baseando-se no tipo de ligante que estará 

disponível na molécula proteica. 

Nesse estudo foi empregado o mPEG-CN (Figura 18A) e o mPEG-pNP (Figura 18E). 

Para obtenção do mPEG-CN, o PEG ativado pode ser preparado com o cloro do grupo tricloro 

triazina (cloreto de cianúrico) o qual contém 2 cloros disponíveis para a modificação da 

proteína. Assim, o mPEG-diclorotriazina pode reagir com os grupos nucleofílicos da 

superfície das proteínas tais como: lisina, serina, tirosina, cisteína e histidina. Primeiramente, 

um átomo de cloro é substituído durante a reação de ligação ao mPEG e o outro átomo de 

cloro remanescente, menos reativo, torna-se sítio de ligação química do polímero a proteína.   

O mPEG-pNP é preparado pela reação com o grupo carbonilimidazol, sendo esse derivado 

usado para produzir conjugados por meio da ligação carbamato entre o mPEG e a proteína. 

Esse grupo reativo reage mais seletivamente em relação aos resíduos de lisina e N-terminal de 

outros aminoácidos do que o mPEG-CN. Em geral, o mPEG-pNP apresenta uma menor 

reatividade, favorecendo uma seletiva modificação de amino grupos da proteína               

(CHO et al., 2007).  
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Figura 18 - Diferentes grupos reativos do PEG. A: Cloreto de cianúrico; B: variação do método de 
obtenção do cloreto de cianúrico; Ca: Polietilenoglicol método (PEG)-succinimidil 
succinato; Cb: substituição do resíduo de succinato por glutarato; Cc: substituição do 
éster alifático em Ca por uma ligação amida; D: método formato de imidazol; E e F: PEG 
usando variações de fenilcarbonatos; G: PEG succinimidil carbonato; H: PEG ativado 
com succinimidil éster. 

                    Fonte: CHO et al., 2007. 
 

Portanto, devido ao grupo funcional do mPEG-CN ser menos seletivo em relação aos 

aminoácidos disponíveis da proteína foi alcançada uma maior extensão de modificação da 

BSA quando comparamos com o mPEG-pNP. Esses resultados ressaltaram a importância 

desse parâmetro que deve ser levado em consideração durante a modificação química da 

uricase que é a proteína-alvo desse estudo. 

Para verificarmos a extensão da modificação química sofrida pela uricase (UC-r ou 

UC-b) com os polímeros mPEG-CN ou mPEG-pNP ambos de 5 kDa, os conjugados foram 

preparados em diferentes proporções molares. Essa medida foi necessária para superar a 

diferença de reatividade dos polímeros, que depende tanto do grau de ativação do polímero, 

como da acessibilidade à superfície da proteína. 
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5.3 Efeito da Proporção em Massa do mPEG-pNP e mPEG-CN no Grau de modificação  

e na Atividade Enzimática da UC-r 

A UC-r foi modificada com mPEG-pNP e mPEG-CN nas proporções estabelecidas 

nas Tabelas 4 e 5 respectivamente [item 4.2.6]. Apesar de terem sido preparadas 4 proporções 

em massa diferentes de mPEG-pNP/UC-r e mPEG-CN/UC-r apenas uma proporção em massa 

foi satisfatória para cada polímero (resultados não mostrados). Tanto com mPEG-pNP como  

o mPEG-CN a UC-r foi modificada eficientemente apenas com a maior proporção em massa 

de 13:1 para o mPEG-pNP/UC-r e de 8,6:1 para o mPEG-CN/UC-r. 

 Para cada conjugado obtido foi determinada a atividade enzimática residual, a 

extensão da modificação da UC-r (%) por TNBS, além do KM  e a massa em eletroforese  

SDS-PAGE 7,5 %. 

Após a modificação da UC-r com mPEG-pNP e mPEG-CN de 5 kDa os conjugados 

apresentaram uma interessante propriedade mantendo 87% de atividade enzimática após 

modificação química com mPEG-pNP e 75% quando modificada com o mPEG-CN      

(Tabela 12).  

Trabalhos anteriores que modificaram a UC com mPEG de 5 kDa com diferentes 

graus de PEGlação mostraram uma atividade enzimática residual de 15% e 45% 

(NISHIMURA et al., 1979; NISHIMURA; MATSUSHIMA; INADA, 1981). Outros estudos 

de PEGlação também foram realizados com UC-r expressa em E. coli, usando PEG ativado 

com succinimidil succinimida de 5 kDa ou 20 kDa (BOMALASKI et al., 2002) e PEG linear 

(5 kDa) ou ramificado (10 kDa) contendo um aminoácido terminal nor-leucina or lisina 

(CALICETI; VERONESE; JONAK, 1999; CALICETI; SCHIAVON; VERONESE, 2001). 

No trabalho realizado por Bomalaski  et al. (2002) o conjugado obtido com mPEG 20 kDa 

apresentou manutenção de 86% da atividade enzimática quando comparado ao conjugado 

obtido com mPEG 5 kDa que manteve 50% da atividade enzimática. 

O principal fator responsável pela diferença de atividade enzimática entre conjugados 

obtidos é a extensão do grau de modificação atingido para cada conjugado                     

(CALICETI; VERONESE, 2003; VERONESE; PASUT, 2005). Estudos anteriores 

verificaram que o grau de modificação da UC de C. utilis e UC recombinante de suíno 

(porcine like) está diretamente relacionado com a estrutura tridimensional da enzima que 

impede a acessibilidade aos resíduos de amino terminal e de lisinas. Além disso, temos o 

impedimento estérico que ocorre entre as moléculas de mPEG ligadas e as moléculas que 
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tentam se aproximar do resíduo de lisina vizinho da enzima nativa, o que diminui a 

acessibilidade dependendo da proximidade entre os resíduos (CALICETI; SCHIAVON; 

VERONESE, 2001; SHERMAN; SAIFER; PEREZ-RUIZ, 2008).  

Assim, apesar da seqüência de aminoácidos de cada subunidade da UC-r de C. utilis, 

ser composta por um amino terminal e 30 resíduos de lisina (KOYAMA; ICHIKAWA; 

NAKANO, 1996 ) que teoricamente estariam disponíveis para reação de PEGlação, apenas 

10-12 resíduos de cada subunidade estariam acessíveis na superfície tetramérica da enzima 

(CALICETI; SCHIAVON; VERONESE, 2001).  

No presente estudo, a extensão da modificação química da UC-r com os diferentes 

polímeros foi estimada pela medida da redução dos amino grupos primários da UC-r 

utilizando ácido trinitrobenzenosulfônico (TNBS). Assim, foi preparada uma curva padrão da 

UC-r nativa com TNBS (Figura 19). 

 

 

 

 Figura 19 - Curva padrão da UC-r nativa para determinação de amino grupos 
livres empregando o método colorimétrico por TNBS. 
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A partir da curva padrão da UC-r nativa foi possível estimar a porcentagem de 

modificação da UC-r com mPEG-pNP e com mPEG-CN.  Apesar de ter sido empregada uma 

proporção molar em excesso entre o mPEG e a UC-r, foi alcançado 20% de modificação da 

UC-r (aproximadamente 6 resíduos) com ambos os polímeros, de acordo com os resultados 

obtidos por TNBS (Tabela 12). Esse resultado sugere que a estrutura tridimensional da UC-r 

promoveu o impedimento estérico entre as moléculas de PEG na superfície da enzima, o que 

favoreceu a manutenção da atividade enzimática residual de 87% e 75% dos conjugados     

UC-r-mPEG-pNP e UC-r-mPEG-CN respectivamente.  

A diferença de atividade enzimática residual entre os conjugados, também pode estar 

relacionada com a propriedade que o mPEG-CN possui de se ligar a outros resíduos de 

aminoácidos, além das lisinas como: serina, tirosina, cisteina e histidina (CHO et al., 2007) 

que podem estar presentes na superfície da UC-r. Esse fato pode ter ocasionado alterações na 

enzima suficientes para ocasionar uma diminuição da atividade enzimática residual. Por isso, 

o conjugado UC-r-mPEG-CN, apesar de possuir 20% de modificação apresentou uma 

atividade enzimática residual de 75% enquanto que o conjugado UC-mPEG-pNP com o 

mesmo grau de modificação apresentou uma atividade enzimática residual de 87%. 

Visando uma aplicação terapêutica dos conjugados obtidos, outro parâmetro 

importante que foi estudado para avaliar a funcionalidade dos conjugados foi o KM. Pois, 

como o objetivo é catalisar a hidrólise do ácido úrico plasmático, é desejável que os 

conjugados apresentem alta afinidade pelo substrato. Portanto, o KM de cada espécie         

(UC-r nativa e seus conjugados) foi calculado a partir da linearização da equação de 

Michaelis-Menten. 

Os gráficos da velocidade enzimática em função da concentração do substrato da      

UC-r nativa e o gráfico de linearização duplo recíproco para determinação do KM pela 

equação de Lineweaver-Burk estão representados na Figura 20 A e B respectivamente. 
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Figura 20 – Determinação da velocidade máxima de reação da UC-r nativa (A) e 
determinação da equação duplo recíproco de Lineweaver-Burk (B) para 
cálculo do KM da UC-r nativa. Os plotes do recíproco da velocidade 
inicial versus o recíproco da concentração de substrato utilizado para 
determinar a velocidade inicial gera uma linha cujo intercepto x é -1/ KM 

(NELSON; COX, 2006).  
 
 

 A partir da equação do gráfico 20 B foi possível calcular o KM da UC-r nativa a 37 °C 

e foi encontrado o valor de KM = 5,4 x 10-5M. Esse valor é similar ao KM descrito para UC de 

outras fontes tais como Bacillus fastidiosus e Arthrobacter protoformiae cujo KM é               

5,0 x10-5M (SCHIAVON et al., 2000)  e Aspergillus flavus cujo  KM é de 6,1 x 10-5 M. Para 

UC nativa de C. utilis foi determinado um valor de  KM =2,0 x 10-5 M (BOMALASKI et al., 

2002). 

0

0,01

0,02

0,03

0,04

0,05

0,06

0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12

V
 (

O
D

/m
in

)

[S]

y = 0,547x + 10,05
R² = 0,988

0

10

20

30

40

50

60

70

0 20 40 60 80 100 120

1
/V

1/[S]

A

B 



101 

 

 

Os conjugados obtidos com mPEG-pNP (Figura 21 A e B) ou mPEG-CN           

(Figura 22 A e B) também tiveram os seus respectivos KM calculados nas mesmas condições 

que a UC-r nativa. 

 

 

 

Figura 21 – Determinação da velocidade máxima de reação da UC-r–mPEG-pNP (A) e 
determinação da equação duplo recíproco de Lineweaver-Burk (B) para 
cálculo do KM da  UC-r-mPEG-pNP. Os plotes do recíproco da velocidade 
inicial versus o recíproco da concentração de substrato utilizado para 
determinar a velocidade inicial gera uma linha cujo intercepto x é -1/ KM 

(NELSON; COX, 2006).   
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Figura 22 – Determinação da velocidade máxima de reação daUC-r–mPEG-CN (A) e 
determinação da equação duplo recíproco de Lineweaver-Burk (B) para 
cálculo do KM da UC-r-mPEG-CN. Os plotes do recíproco da velocidade 
inicial versus o recíproco da concentração de substrato utilizado para 
determinar a velocidade inicial gera uma linha cujo intercepto x é -1/ KM 
(NELSON; COX, 2006). 
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Os valores de KM  obtidos para os conjugados UC-r-mPEG-pNP (KM = 2,7 x 10-5M) e 

para o conjugado UC-r-mPEG-CN (KM = 3,0 x 10-5M), indicaram que a reação de PEGlação 

aumentou a afinidade da enzima pelo seu substrato. Provavelmente, esse menor valor de      

KM está relacionado com a maior difusibilidade do substrato, ocasionada pelo caráter 

anfipático do PEG que facilita a ligação da enzima ao substrato que é pouco solúvel                 

(SHERMAN; SAIFER; PEREZ-RUIZ, 2008).  

Esses resultados do KM da UC-r nativa e modificada são de relevância fisiológica e 

clínica, pois o fato de ocorrer uma diminuição do KM nos conjugados é um aspecto 

interessante para uso da UC-r modificada como agente terapêutico. Trabalho anterior 

verificou também a diminuição do KM da UC após ser imobilizada (ARORA et al., 2007) e 

resultado semelhante também ocorreu com a tripsina modificada por PEGlação 

(TREETHARNMATHUROT et al., 2008).  

 

Tabela 12 –  Principais propriedades da UC-r modificada por PEGlação.  

        Amostras Razão molar 
mPEG/NH2

a 
Extenção da modificação    

da UC-r b                        
(%) 

Atividade 
enzimática residual                    

(%) 

   KM (M)c 

UC-r nativa   - - 100 5,4 x 10-5  

UC-r-mPEG-pNP 3 20 87 2,7 x 10-5  

UC-r-mPEG-CN 2 20 75 3,0 x 10-5  

a: Razão molar mPEG/NH2. Cada molécula de UC-r possui 121 amino groups (120 ε-lisina e 1 N-
terminal) 
b: A extensão da modificação da enzima foi calculada de acordo amino grupos livres na                          
UC-r pelo método TNBS 
c: Parâmetros cinéticos de Michaelis-Menten foram obtidos por Lineweaver-Burk plots 
mPEG-CN: 2-O-metoxipolietilenoglicol-4,6-dicloro-s-triazina 
mPEG-pNP: metoxipolietilenoglicol p-nitrofenil carbonato  
UC-r: Uricase recombinante de Candida sp 
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Com a finalidade de avaliar uma possível aplicação terapêutica dos conjugados 

obtidos, além do KM, outro importante parâmetro estudado, relacionado com o grau de 

modificação da enzima, foi a massa molecular dos conjugados obtidos. 

A Figura 23 representa o padrão de migração da UC-r nativa e seus conjugados 

investigados por eletroforese SDS-PAGE 7,5%. O perfil protéico dos conjugados foram 

semelhantes (Figura 23 A), indicando que a massa molecular dos conjugados obtidos com 

ambos os polímeros são de 50 kDa (forma predominante) e 65 kDa aproximadamente. Além 

disso, como o procedimento de revelação do gel com solução de iodo (Figura 23 B) é 

específico para o PEG, esse método mostra a ligação do PEG à proteína e indica a massa 

molecular de cada conjugado (BAILON; BERTHOLD, 1998). Portanto, o perfil apresentado 

pelos conjugados sugere que 3 e 6 moléculas de PEG foram ligadas a cada subunidade da 

enzima, formando conjugados de aproximadamente 200 kDa e 260 kDa, respectivamente. 
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 Figura 23 - Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 7,5% da UC-r nativa e 
modificada usando dois métodos de visualização. Em (A) temos o gel corado 
com Gelcolde® esse corante é específico para proteínas. Em (B) o gel corado 
com solução de iodo para visualização específica do PEG ligado. P: padrão de 
massa molecular; 1: UC-r nativa; 2: UC-r-mPEG-pNP; 3: UC-r-mPEG-CN.  
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Com o objetivo de acrescentar informações sobre a massa molecular exata dos 

conjugados obtidos foram realizadas várias tentativas por espectroscopia de massa      

MALDI-TOF. Contudo, em todas as análises realizadas a UC-r nativa e os seus conjugados 

não foram detectados, indicando que essa técnica apresenta limitações, principalmente quando 

envolve proteínas de elevada massa molecular como a UC-r de 140 kDa ou seus conjugados 

de aproximadamente 200 e 260 kDa. Entretanto, para proteínas menores como a lisozima      

(14,4 kDa) foi possível determinar a massa molecular da enzima nativa e de seus conjugados 

por MALDI-TOF (FREITAS; ABRAHÃO-NETO, 2010a).   

É importante ressaltar que a reação de PEGlação gera um aumento da massa 

molecular da proteína nativa, proporcional ao número de cadeias de PEG que foram ligadas 

covalentemente a ela (FREITAS; ABRAHÃO-NETO, 2010b). Esse aumento no tamanho 

aparente da enzima e de sua massa molecular confere importantes propriedades do conjugado 

mPEG-proteína. Portanto, proteínas PEGladas apresentam alterações em suas propriedades 

físico-químicas quando comparadas à proteína nativa como: maior impedimento estérico, 

alterações nas propriedades eletrostáticas, hidrofobicidade, pI e também alterações nas 

propriedades farmacodinâmicas e  farmacocinéticas da proteína. Essas alterações  ocasionam 

mudanças no sistema de clearance, diminuindo a depuração renal da proteína e 

consequentemente aumenta seu tempo de meia-vida, o que amplia o potencial de uso da 

maioria das proteínas (BAILON; BERTHOLD, 1998; ROBERTS; BENTLEY; HARRIS, 

2002; VERONESE; PASUT, 2005; ). 

Neste sentido, o aumento da massa molecular da UC-r (200-260 kDa) é uma 

importante propriedade para aplicação terapêutica da UC-r PEGlada porque  irá aumentar o 

tempo de meia-vida da UC-r que é um fator limitante para uso terapêutico dessa enzima.  

Diante desses resultados, constatamos que a reação de PEGlação promoveu uma 

maior afinidade da UC-r por seu substrato, e devido ao aumento da massa molecular pode-se 

sugerir um aumento no tempo de meia-vida, além de manter a atividade catalítica da UC-r  em 

87%  (UC-r-mPEG-pNP) e 75% (UC-r-mPEG-CN). 
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5.4  Efeito da Proporção em Massa do mPEG-pNP e mPEG-CN no Grau de Modificação 

e na Atividade Enzimática da UC-b 

Apesar de não terem sido encontradas informações detalhadas sobre a estrutura 

primária ou tridimensional da UC de rim bovino, foi estudada a modificação química por 

PEGlação da UC-b obtida, para avaliarmos a manutenção e/ou alterações de parâmetros 

enzimológicos e de propriedades físico-químicas e biológicas da UC-b tais como estabilidade, 

resistência à ação de proteases e estabilidade em soro humano. 

 A UC-b perdeu completamente a atividade enzimática quando foi modificada na 

maior proporção em massa com ambos os polímeros (resultados não mostrados).                     

A modificação química da UC-b com atividade enzimática residual satisfatória foi obtida 

quando utilizamos uma proporção em massa de 4,3:1 mPEG-pNP/UC-b (Tabela 6) e de 

2,15:1 mPEG-CN/UC-b (Tabela 7). Com essas proporções em massa foi possível obter o 

conjugado UC-b-mPEG-pNP com 75% atividade enzimática residual e o conjugado            

UC-b-mPEG-CN com 50% de atividade enzimática residual em relação à UC-b nativa. Esses 

resultados mostram novamente a maior reatividade do mPEG-CN em relação ao mPEG-pNP. 

A modificação química da UC-b com o mPEG-CN ocasionou uma queda maior de 

atividade enzimática, sugerindo que esse polímero pode ter se ligado à aminoácidos próximos 

ao sítio catalítico da enzima, sendo esse um possível fator responsável pela diferença de 

atividade enzimática residual entre os conjugados obtidos. 

 Com o objetivo de avaliar a funcionalidade dos conjugados obtidos, o KM aparente da 

UC rim bovino e de seus conjugados UC-b-mPEG-pNP e UC-b-mPEG-CN foram calculados. 

Os gráficos da velocidade enzimática em função da concentração do substrato da UC-b nativa 

e o gráfico de linearização duplo recíproco para determinação do KM aparente pela equação de 

Lineweaver-Burk estão representados na Figura 24 A e B respectivamente. 

 

 

 

 

 



 

 

Figura 24 – Determinação da velocidade máxima de reação da UC
determinação da Equação duplo recíproco de 
cálculo do KM aparente da UC
velocidade inicial versus o recíproco da concentração de substrato 
utilizados para determinar a velocidade inicial gera uma linha cujo 
intercepto x é -1/KM
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aparente da UC-b nativa. Os plotes do recíproco da 
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utilizados para determinar a velocidade inicial gera uma linha cujo 

M (NELSON;COX, 2006). 
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O KM aparente da UC-b nativa foi calculado a partir da equação do gráfico 24 B e o 

valor encontrado foi de 2,7 x 10-5M.  Outros estudos encontraram valores semelhantes de     

KM para UC de rim bovino de 2,5 x 10-5M (FARINA;  MENNELA FARONE; LEONE, 1979) 

e  1,3 x 10-5M (RAJOKA et al., 2006).  

Os conjugados obtidos com a enzima modificada com mPEG-pNP ou mPEG-CN 

também teve seus respectivos KM aparente calculados nas mesmas condições que a UC-b 

nativa. Os resultados estão apresentados na Figura 25 A e B. 
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Figura 25 – Determinação da velocidade máxima de reação da UC-b-mPEG-pNP  
(A) e determinação da  Equação duplo recíproco de Lineweaver-Burk 
(B)  para cálculo do KM aparente da  UC-b-mPEG-pNP. Os plotes do 
recíproco da velocidade inicial versus o recíproco da concentração de 
substrato utilizados para determinar a velocidade inicial gera uma linha 
cujo intercepto x  é -1/KM (NELSON;COX, 2006). 
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 O KM aparente do conjugado UC-b-mPEG-pNP foi  de KM = 1,2 x 10-5M e resultado 

muito próximo foi obtido para o conjugado UC-b-mPEG-CN KM = 1,5 x 10-5M             

(resultado não mostrado). Assim, podemos concluir a reação de PEGlação  da UC-b nativa 

com mPEG também pode ter favorecido a degradação catalítica do ácido úrico pela enzima 

modificada e essa diminuição do valor do KM aparente pode ser um resultado interessante, 

pois indica um aumento da afinidade da enzima modificada em relação ao ácido úrico.  

Assim, como discutido anteriormente para a UC-r, provavelmente, este menor valor de 

KM está relacionado com o substrato da enzima. Pois, como o ácido úrico é uma molécula 

pequena e capaz de difundir através das moléculas de mPEG, devido ao caráter anfipático do 

PEG, isso facilita a ligação da enzima ao substrato que é pouco solúvel                 

(SHERMAN; SAIFER; PEREZ-RUIZ, 2008). Essas informações a respeito do KM da UC-b 

modificada têm uma importante relevância, pois indica que a funcionalidade biológica da 

enzima foi mantida, com um aumento de afinidade pelo ácido úrico, o que é um interessante 

aspecto para um potencial agente terapêutico. 

 

5.5 Verificação da Atividade e Estabilidade Biológica da UC-r e UC-b Modificadas em 

Função do pH  

A atividade enzimática e a estabilidade da UC-r nativa e de seus derivados            

(UC-r-mPEG-pNP; UC-r-mPEG-CN)  e UC-b nativa e de seus derivados  foram determinadas 

em diferentes tampões, variando o pH de 6,0 a 10 como descrito no item 4.3.1. 

Primeiramente, foi realizado um estudo da atividade catalítica das enzimas nativas nos 

diferentes pH. Os resultados obtidos referentes aos ensaios da determinação da atividade 

enzimática da UC-r e UC-b nativas estão representados pela Figura 26. 
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Figura 26 - Efeito do pH sobre a atividade enzimática (%) da uricase recombinante nativa 
(UC-r) (-▲-) e uricase de rim bovino nativa (UC-b) (-■-) em diferentes 
tampões (6,0-8,5 Hepes 100 mM e 9,0-10 borato de sódio 100 mM) a 37 °C. 

 

 De acordo com os resultados obtidos (Figura 26) podemos concluir que nas condições 

do ensaio que o pH ótimo da UC-b é 8,0 e o pH ótimo da UC-r está entre 9,0-9,5. Portanto, 

ambas as enzimas apresentam pH ótimo em meio alcalino. Essa é uma propriedade 

característica da UC de diferentes fontes. 

 O pH ótimo de uma enzima é dependente de vários parâmetros experimentais, 

incluindo tempo de reação, temperatura, natureza e concentração do substrato, natureza e 

concentração do tampão, força iônica do meio e pureza da enzima (WHITAKER, 1994). 

Além disso, o efeito do pH da solução sobre a proteína promove sua adsorção que interfere 

com sua atividade enzimática. Essa adsorção pode estar relacionada com as propriedades 

físico-químicas da proteína como: tamanho, dimensão e carga eletrostática (LEE et al., 2002).  

 Para verificar os efeitos decorrentes da PEGlação sobre as propriedades físico-

químicas e biológicas da UC-r e UC-b foram realizados ensaios de atividade e estabilidade em 

diferentes pH,  nas mesmas condições, com os respectivos conjugados UC-r-mPEG-pN,      

UC-r-mPEG-CN e UC-b-mPEG-pNP, UC-b-mPEG-CN. Os resultados estão apresentados na 

Figura 27 A e B. 
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 Figura 27 - Efeito do pH sobre a atividade enzimática (%) (A) UC-r nativa (-○-) e seus 
conjugados UC-r-mPEG-pN (-■-) e UC-r-mPEG-CN (-□-). (B) UC-b nativa    
(-○-) e seus conjugados UC-b-mPEG-pNP (-■-) e    UC-b-mPEG-CN (-□-). 
A atividade foi determinada em diferentes tampões, variando o pH de 6,0 a 
10(6,0-8,5 Hepes 100 mM e  9,0-10 borato de sódio 100 mM) a 37 °C. Os 
resultados são média ± S.D. (n=3). 
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De acordo com os resultados obtidos com a UC-r modificada (Figura 27 A) notamos 

que ocorreu um deslocamento do pH ótimo de atividade de 9,0-9,5 (que corresponde ao pH 

ótimo da UC-r nativa) para pH ótimo igual a 8,0 que corresponde ao pH ótimo do conjugados        

UC-r-mPEG-pNP e  UC-r-mPEG-CN. Dessa forma, o perfil de atividade dos conjugados 

obtidos foi alterado, indicando que a complexação da UC-r com os polímeros empregados 

causou alterações na enzima que refletiram em mudanças no perfil de atividade dos derivados 

frente ao pH. 

 Com a UC-b podemos observar que não ocorreu um deslocamento do pH ótimo ele 

manteve-se igual a 8,0 para os conjugados UC-b-mPEG-pNP e UC-b-mPEG-CN          

(Figura 27 B). Porém, mesmo sem alteração no pH ótimo, nota-se um aumento de atividade 

nos pHs entre 6,0 e 7,5. 

Outro aspecto muito interessante das enzimas modificadas está relacionado com o fato 

de que a atividade enzimática dos conjugados (UC-r-mPEG-pNP e UC-r-mPEG-pNP)         

em pH próximo ao fisiológico (pH = 7,4) é maior que a atividade enzimática relativa das 

respectivas enzimas nativas. O conjugado UC-r-mPEG-pNP apresentou em torno de 70%      

(70 ± 5%) da atividade enzimática em pH 7,5 enquanto que a UC-r nativa apresentou em 

torno de 40% (40 ± 6%) (Figura 27 A). Os conjugados UC-b-mPEG-pNP e                        

UC-b-mPEG-CN apresentaram em torno de 80% da atividade enzimática em pH 7,5, 

enquanto que a UC-b nativa apresentou em pH 7,5 em torno de 50% (50 ± 8%)  da atividade 

enzimática (Figura 27 B). 

Quando este ensaio de atividade em diferentes pH foi realizado em solução fisiológica 

(NaCl 0,9%; pH 7,4) os resultados obtidos (não mostrados) reforçaram que em pH próximo 

ao fisiológico os conjugados apresentaram 90% da atividade enzimática relativa e que a 

enzima nativa apresentou 80%. Estas observações são de grande relevância porque indicam 

uma importante propriedade da enzima modificada que favorece sua aplicação terapêutica. 

A atividade catalítica da UC de outras fontes foi estudada anteriormente em pH 

fisiológico (pH 7,4) e foi observado que  UC nativa de C. utilis é a que possui maior atividade 

enzimática quando comparada com a UC de Aspergillus flavus, A. protoformiae e fígado de 

porco (BOMALASKI et al., 2002). Assim, dentre as UC disponíveis, a forma nativa ou 

recombinante de C. utilis são uma opção interessante para modificação e, consequentemente, 

para uma aplicação terapêutica.   
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É importante ressaltar que além do aumento da atividade catalítica em pH  próximo ao 

fisiológico, os  resultados obtidos (Figura 27 A e B) mostram que a modificação química por 

PEGlação aumentou a atividade lítica da UC-r e UC-b  na faixa de pH 6,5-8,0. 

A estabilidade biológica da UC-r e seus conjugados, e da UC-b e seus conjugados foi 

estudada em pH 6,5; 7,5 e 8,5, sob  temperaturas de  37 °C, 50 °C e 70 °C. Assim, foram 

obtidos os perfis de estabilidade representados na Figura 28 (A e B) e Figura 29 (A e B) 

respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



116 

 

 

 

6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0
0

20

40

60

80

100

37°C (UC-r) 37°C (UC-r-m P E G-pNP )

50°C (UC-r) 50°C (UC-r-m P EG-pNP)
70°C (UC-r) 70°C (UC-r-m P EG-pNP)

pH

E
s
ta

b
ili

d
a
d
e
 (

%
)

 

6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0
0

20

40

60

80

100

37°C (UC-r) 37°C (UC-r-mPEG-CN)

50°C (UC-r) 50°C (UC-r-mPEG-CN)
70°C (UC-r) 70°C (UC-r-mPEG-CN)

pH

E
s
ta

b
ili

d
a
d
e
 (

%
)

 

Figura 28 - Perfil de estabilidade (%) da UC-r nativa e seus conjugados                      
UC-r-mPEG-pNP (A) e UC-r-mPEG-CN (B). As amostras foram 
incubadas por 2h em pH 6,5; 7,5 e 8,5 em diferentes temperaturas:     
37 ºC, 50 ºC e 70 ºC. Ao final desse período foi medida a atividade 
enzimática de cada amostra. Os resultados são a média ± S.D. (n=3). 

(A) 

 

 

(B) 



117 

 

 

 

 

6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0
0

20

40

60

80

100

37°C (UC-b)

50°C(UC-b)

37°C (UC-b-mPEG-pNP)

50°C (UC-b-mPEG-pNP)

pH

E
s
ta

b
ili

d
a
d
e
 (

%
)

 

6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0
0

20

40

60

80

100

37°C (UC-b)

50°C(UC-b)

37°C (UC-b-mPEG-CN)

50°C (UC-b-mPEG-CN)

pH

E
s
ta

b
ili

d
a
d
e
 (

%
)

 

Figura 29 - Perfil de estabilidade (%) da UC-b nativa e seus conjugados                   
UC-b-mPEG-pNP (A) e UC-b-mPEG-CN (B). As amostras foram 
incubadas  por 2h em pH 6,5; 7,5 e 8,5 em diferentes temperaturas:    
37 ºC, 50 ºC. Ao final desse período foi medida a atividade enzimática 
de cada amostra. Os resultados são a média ± S.D. (n=3). 
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A partir da Figura 28 podemos observar que a UC-r nativa e de seus conjugados       

UC-r-mPEG-pNP e UC-r-mPEG-CN permaneceram 100% estáveis por 2h a 37 °C 

independentemente do pH. Elevando-se a temperatura para 50 °C e 70 °C as formas 

conjugadas demonstraram uma maior estabilidade, principalmente próximo do pH fisiológico 

(pH 7,4). Portanto, nota-se que os conjugados UC-r-mPEG-pNP e UC-r-mPEG-CN possuem 

elevada estabilidade em pH 7,5 a 37 °C, 50 °C e 70 °C com uma significativa diferença            

(P < 0,0001) entre a enzima nativa e modificada. Essa é uma propriedade interessante desses 

conjugados, pois além de possuírem atividade enzimática superior à UC-r nativa,                  

em pH próximo ao fisiológico (Figura 27 A), esses conjugados também são 

consideravelmente estáveis.  

Um possível mecanismo responsável pela estabilização da enzima, causando um 

aumento da estabilidade enzimática pode ser explicado pela proteção do sítio ativo pelas 

moléculas de PEG que confere maior rigidez estrutural a enzima. Sem esse efeito protetor, a 

estrutura do sítio ativo da enzima nativa é mais susceptível (SOARES et al., 2002) 

principalmente, em pH abaixo de 8,5.   

Quando esse mesmo ensaio de estabilidade foi realizado com UC-b nativa e seus 

conjugados UC-b-mPEG-pNP e UC-b-mPEG-CN (Figura 29) estes também permaneceram 

100% estáveis por 2h a 37 °C independentemente do pH. Na temperatura de 50 °C as formas 

conjugadas demonstraram uma maior estabilidade, principalmente, próximo do pH fisiológico 

(pH 7,4). Portanto, nota-se que os conjugados UC-b-mPEG-pNP e UC-b-mPEG-CN possuem 

elevada estabilidade em pH 7,5 a 37 °C (100%) e a 50 °C (45 ± 8%). A temperatura de 70 °C 

a  UC-b nativa e seus conjugados perderam completamente a atividade enzimática. 

Outros estudos de termoestabilidade foram realizados com UC de B. fastidiosus. Essa 

enzima quando incubada por 15min em diferentes temperaturas demonstrou que tanto a 

enzima nativa, como a enzima modificada com mPEG linear ou ramificado são 

completamente inativadas a 65-67 °C (SCHIAVON et al., 2000) e segundo Rajoka et al. 

(2006), a UC bovina nativa foi ativa  no intervalo de 35-40 °C. 

Como as proteínas são moléculas anfifílicas constituídas por α- hélices e folhas β sua 

superfície externa está diretamente envolvida com sua função e atividade. Assim, 

propriedades moleculares das proteínas como interações eletrostáticas, superfície de 

hidrofobicidade, estabilidade estrutural, massa molecular caracterizam sua função              

(LEE; KO; KIM, 2002). Portanto, a obtenção de uma enzima PEGlada com elevada 
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estabilidade (em diferentes temperaturas e pH) que mantenha a atividade catalítica, aumenta 

significativamente seu potencial de uso. 

5.6 Verificação da Resistência à Ação de Proteases da UC-r e UC-b Modificadas por 

PEGlação 

Para verificarmos a resistência à ação de proteases dos conjugados obtidos com a 

modificação da UC-r ou UC-b foi estudada a ação de diferentes proteases sobre as enzimas 

nativas e seus conjugados como descrito no item 4.3.2. Nesse ensaio foram utilizadas 

proteases de origem bacteriana (Protex 6L), origem vegetal (Papaína), protease fúngica e 

protease de origem animal, Proteomix (quimotripsina e tripsina). Essas proteases apresentam 

pH ótimo no intervalo de 6,0 a 8,0 e podem atuar inespecificamente, sendo a Proteomix a 

protease mais específica que atua sobre os aminoácidos tirosina, fenilalanina e triptofano. 

Inicialmente, verificamos a resistência à ação das diferentes proteases com a UC-r 

nativa. Com essa enzima percebemos que quando realizamos os ensaios enzimáticos com 

papaína e protease fúngica a enzima nativa foi susceptível a ação dessas proteases quando 

utilizamos 20 UI de cada protease. Contudo, essa mesma quantidade (20 UI) de Proteomix ou 

Protex 6L inativou completamente a atividade enzimática da UC-r nativa                       

(resultado não mostrado). 

 Nesse sentido, foram realizados novos testes para ajustar a quantidade (UI) das 

proteases quimiotripsina e tripsina, e da protease bacteriana que deveriam ser aplicadas sobre 

a UC-r nativa e seus conjugados. Portanto, foi determinado experimentalmente que para 

Proteomix (quimiotripsina e tripsina) e Protex 6L (protease bacteriana) seriam utilizadas      

0,2 UI. Provavelmente, essa maior inativação ocasionada por essas proteases sobre a UC-r 

nativa deve-se a maior especificidade de atuação dessas enzimas.  

        Os resultados obtidos em relação à resistência a degradação proteolítica da UC-r e seus 

respectivos conjugados estão representados pela Figura 30. Os resultados obtidos com o 

conjugado UC-r-mPEG-CN foram similares aos obtidos com o conjugado UC-r-mPEG-pNP. 

 

 



120 

 

 

 

                                                                                                                                                                                                 

0 10 20 30 40 50 60 70
0

20

40

60

80

100

UC-r UC-r-mPEG-pNP UC-r-mPEG-CN

Tempo (min.)

A
ti
v
id

a
d
e
 e

n
z
im

á
ti
c
a
 (

%
)

      

0 10 20 30 40 50 60 70
0

20

40

60

80

100

UC-r UC-r-mPEG-pNP UC-r-mPEG-CN

Tempo (min.)

A
ti

v
id

a
d

e
 e

n
z

im
á

ti
c

a
 (

%
)

                                                                       

        

0 10 20 30 40 50 60 70
0

20

40

60

80

100

UC-r UC-r-mPEG-pNP UC-r-mPEG-CN

Tempo (min)

A
ti

v
id

a
d

e
 e

n
z
im

á
ti
c
a
 (

%
)

     

0 10 20 30 40 50 60 70
0

20

40

60

80

100

UC-r UC-r-mPEG-pNP UC-r-mPEG-CN

Tempo (min)

A
ti
v
id

a
d
e
 e

n
z
im

á
ti
c
a
 (

%
)

 

Figura 30 - Comportamento da UC-r nativa e seus conjugados UC-r-mPEG-pNP, UC-r-mPEG-CN   
perante a ação de diferentes proteases.  (A) Protex 6L [0,2 UI], (B) Proteomix [0,2 UI], 
(C) Protease fúngica [20UI], (D) Papaína [20UI]. 
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De acordo com os resultados obtidos (Figura 30) podemos concluir que a UC-r foi 

susceptível a ação de proteases de origens diferentes. Contudo, as proteases Protex 6L 

(protease bacteriana) (A) e Proteomix (tripsina + quimiotripsina) (B) atuaram mais 

especificamente sobre a UC-r nativa e inibiu significativamente sua atividade enzimática.        

A atividade enzimática residual da UC-r nativa ficou em torno de 20% após ser incubada com 

0,2 UI dessas proteases por 1h a 37  °C. Entretanto, quando a UC-r nativa foi colocada na 

presença de protease fúngica (C) e papaína (D), a enzima nativa foi mais resistente, mantendo 

uma atividade enzimática residual de aproximadamente de 20% quando incubada com           

20 UI de protease fúngica (C) e 50% quando incubada com 20 UI papaína (D). Portanto, foi 

necessário um excesso dessas enzimas, para percebemos a atuação dessas proteases sobre a 

atividade enzimática da UC-r nativa. Além disso, podemos perceber que a protease de origem 

vegetal foi a que menos atuou sobre a UC-r.  

 A UC-r PEGlada foi mais resistente à ação de proteases. Assim, como podemos 

observar pela Figura 30, temos que os conjugados permaneceram com atividade enzimática 

residual em torno de 100% após a atuação das proteases Protex 6L (A) e Proteomix (B) por   

1h a 37 °C. E mesmo estando em excesso a protease fúngica (C) e a papaína (D) a                  

UC-r modificada foi mais resistente à degradação proteolítica permanecendo com atividade 

enzimática resídual de 60% e 90% respectivamente. Nesse caso, notamos também que a 

papaína foi a protease de menor atuação sobre a atividade da enzima modificada. 

Essa menor resistência à ação de proteases observada para UC-r nativa sugere que 

enzima nativa pode possuir alguns resíduos de aminoácidos disponíveis como potenciais 

sítios de digestão enzimática. Além disso, a conjugação ao PEG mascarou a superfície da 

proteína, aumentando seu tamanho molecular, impedindo a degradação da mesma por 

enzimas proteolíticas (VERONESE et al., 2001; ROBERTS; BENTLEY; HARRIS, 2002; 

PASUT et al., 2008). 

Portanto, nesse caso a PEGlação protegeu consideravelmente a UC-r nativa da 

degradação proteolítica. Outras enzimas como Ribonuclease, Catalase, Tripsina,                    

L-asparaginase após serem modificadas por PEGlação também apresentaram maior 

resistência a degradação proteolítica (MONFARDINI et al., 1995; 

TREETHARNMATHUROT et al., 2008). 
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Os ensaios de resistência à degradação proteolítica também foram realizados com a   

UC-b nativa e seus conjugados. Os resultados obtidos com os conjugados UC-b-mPEG-pNP e 

UC-b-mPEG-CN, estão representados na Figura 31. 
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Figura 31 - Comportamento da UC-b nativa e seus conjugados UC-b-mPEG-pNP, UC-b-mPEG-CN 
perante a ação de diferentes proteases.  (A) Proteomix [0,2 UI], (B) Protex 6L [0,2UI], 
(C) Protease fúngica [20UI], (D)  Papaína [20UI]. 
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A UC-b nativa, bem como, a UC-r foi susceptível a ação de proteases de origens 

diferentes. Contudo, a UC-b nativa apresentou uma maior resistência à degradação 

proteolítica em relação à UC-r. Como podemos observar pela Figura 31, as proteases 

Proteomix (tripsina + quimiotripsina) (A) e Protex 6L (protease bacteriana) (B) atuaram de 

forma menos especifica sobre a UC-b  porque a enzima permaneceu com atividade enzimática 

residual de 67% e 83% respectivamente, após ser incubada com 0,2 UI dessas proteases por 

1h a 37 °C.  

Além disso, quando a UC-b nativa foi colocada na presença de protease fúngica (C) e 

papaína (D), a enzima também foi resistente ao excesso dessas enzimas [20 UI], mas com 

uma diferença: a protease fúngica foi mais ativa sobre a UC-b (C) porque a atividade 

enzimática residual da UC-b nativa foi 42% enquanto que na presença da papaína (D) a 

atividade enzimática residual foi de 80%. Portanto, como aconteceu com a UC-r, a protease 

de origem vegetal foi a que menos atuou sobre a enzima nativa.  

A maior resistência à degradação proteolítica da UC-b nativa em relação à UC-r pode 

estar relacionada com a estrutura tridimensional dessa enzima. Anteriormente, foi sugerido 

que a UC-bovina é um monômero de 70 kDa (RAJOKA et al., 2006) enquanto que a UC-r de 

Candida sp é tetrâmero formado por 4 subunidades de 35 kDa, portanto, qualquer alteração na 

estrutura  tridimensional da UC-r provocada pela ação dessas proteases, pode ocasionar de 

forma mais significativa a perda da atividade enzimática, o que pode ser minimizado na UC-b 

que provavelmente, possui uma estrutura tridimensional mais rígida. Contudo, são necessárias 

maiores informações para esclarecerem essas diferenças observadas. 

De acordo com a Figura 31, notamos também, que os conjugados foram mais 

resistentes a ação dessas proteases. Os conjugados permaneceram com atividade enzimática 

em torno de 100% após a atuação das proteases Proteomix (A), Protex 6L (B) e papaína (D), 

sendo a protease fúngica (C) a que mais atuou sobre a UC-b modificada permanecendo, com 

atividade enzimática resídual de 83%. Portanto, essa é uma interessante propriedade conferida 

pela reação PEGlação à UC-b como foi discutido anteriormente para a UC-r.  

Quando amostras de UC-r e UC-b nativas e seus respectivos conjugados foram 

submetidos à incubação em soro humano in vitro como descrito no item 4.3.3 notamos que 

todas as amostras permaneceram estáveis, com atividade enzimática acima de 90%        

(Figura 32). Isso indica que não ocorreram alterações em relação ao reconhecimento 

imunogênico, bem como, em relação à degradação proteolítica inespecífica ocasionada por 

proteases presentes no soro ao atuarem sobre UC-r e UC-b nativas e seus derivados. 
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Figura 32 – Estabilidade em soro humano a 37 °C por 2 horas. Em (A) 
UC-r nativa e seus conjugados (UC-r-mPEG-pNP,        
UC-r-mPEG-CN). Em (B) UC-b nativa e seus conjugados 
(UC-b-mPEG-pNP, UC-b-mPEG-CN). 

 

 

 

 

 

A 

B 

 

 



125 

 

 

 

Todos os resultados apresentados até momento, tomados em conjunto, elucidaram 

importantes características da UC proveniente de duas fontes diferentes. A UC recombinante 

de Candida sp (UC-r) apresenta distintas propriedades físico-químicas e biológicas quando 

comparadas com a UC proveniente de mamífero (rim bovino) que são peculiares a cada 

enzima. Além disso, a modificação química dessas enzimas por PEGlação colaborou 

notavelmente, para melhorar o desempenho de ambas, principalmente em condições 

fisiológicas. 

Com a finalidade de aprofundarmos os estudos de funcionalidade e caracterização da 

UC modificada por PEGlação, a enzima que foi obtida com maior grau de pureza, a uricase 

recombinante de Candida sp (UC-r) e os seus conjugados foram submetidos a análises 

espectroscópicas de FTIR e CD. Foram realizados também ensaios biológicos in vivo com o 

objetivo de avaliar o comportamento imunológico da UC-r nativa e modificada. 

 

5.7 Análise Estrutural da UC-r Nativa e Modificada por Infravermelho com 

Transformada de Fourier (FTIR) e por Dicroísmo circular (CD) 

 

Estudos espectroscópicos de FTIR e CD foram realizados para estimar a estrutura 

secundária da UC-r nativa e investigar possíveis alterações conformacionais decorrentes da 

modificação por  PEGlação. 

Para as análises de FTIR os espectros da UC-r nativa, dos conjugados e de cada 

polímero mPEG-pNP,  mPEG-CN  foram registrados entre 400-4000 cm-1 com uma resolução 

de 4 cm-1. O espectro de cada amostra está representado, respectivamente, pela  Figura 33 

(UC-r nativa), Figura 34 (UC-r-mPEG-pNP), Figura 35 (UC-r-mPEG-CN), Figura 36 

(mPEG-pNP) e  Figura 37 (mPEG-CN). Os espectros obtidos foram analisados na região da 

banda da amida I (1700-1600 cm-1). 
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Figura 33 - Espectro de FTIR da UC-r nativa 
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Figura 34 - Espectro de FTIR do conjugado UC-r-mPEG-pNP 
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Figura 35 -  Espectro de FTIR do conjugado UC-r-mPEG-CN 
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Figura 36- Espectro de FTIR do polímero mPEG-pNP 
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Figura 37- Espectro de FTIR do polímero mPEG-CN 
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A partir dos espectros obtidos foi possível identificar os picos de cada amostra na 

região da banda da amida I. Portanto, para UC-r nativa observamos um pico no comprimento 

de onda de 1646,16 cm-1 (Figura 33), para o conjugado UC-r-mPEG-pNP encontramos um 

pico em 1651,61 cm-1 (Figura 34) e para o conjugado UC-r-mPEG-CN observamos um pico 

em 1647,93 cm-1 (Figura 35). Os polímeros mPEG-pNP (Figura 36) e mPEG-CN (Figura 37) 

não apresentaram picos no intervalo de 1645-1657 cm-1 na região da amida I, como a UC-r 

nativa e seus conjugados, por isso podemos desconsiderar a interferência do mPEG nessa 

região do espectro do FTIR.  

Para compararmos o perfil da UC-r nativa e modificada, os dados obtidos em 

transmitância foram calculados em absorbância pela fórmula A= - log (T/100). Os resultados 

estão representados na Figura 38. 
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Figura 38 – Espectro de FTIR da UC-r nativa e de seus conjugados. 
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Diante dos resultados obtidos, podemos concluir que o pico principal obtido de  

1651,61 cm-1 para o conjugado UC-r-mPEG-pNP e de 1647,93 cm-1 para o conjugado         

UC-r-mPEG-CN são valores muito próximos ao pico principal obtido para UC-r nativa  de           

1646,16 cm-1. Teoricamente a região correspondente a α-hélice no espectro de FTIR varia de 

1647 cm-1 a 1654 cm-1 (PELTON; McLEAN, 2000), portanto, podemos afirmar que não 

ocorreu alteração no conteúdo de α-hélice entre a UC-r nativa e seus conjugados e 

conseqüentemente, a estrutura secundária da UC-r nativa foi mantida após PEGlação. 

Não há descrito na literatura espectros de FTIR, preparados com KBr, para a UC-r 

nativa ou modificada por PEGlação, ressaltando que esses resultados representam uma 

significativa contribuição dessa tese para estudos que envolvem caracterização estrutural de 

proteínas modificadas por PEGlação.  

 Os resultados de FTIR obtidos com a UC-r nativa e modificada foram muito 

semelhantes aos encontrados para lisozima da clara de ovo, reforçando que a modificação 

química por PEGlação não induz qualquer alteração estrutural na proteína                

(FREITAS; ABRAHÃO-NETO, 2010a). 

 Além das análises de FTIR foram realizadas análises de CD, que são mais precisas 

para determinar o conteúdo de α-hélice de amostras de proteína em solução. Os espectros de 

CD da UC-r nativa e de seus conjugados em diferentes temperaturas estão representados na 

Figura 39.  
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Figura 39 – Espectro de CD da UC-r nativa (―) e dos conjugados       
UC-r-mPEG-pNP (·····), UC-r-mPEG-CN (▬) em 
diferentes temperaturas (A) 20 °C, (B) 50 °C e (C) 70 °C. 
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Quando comparamos os espectros obtidos a 20 °C e 50 °C não observamos nenhuma 

diferença no espectro de CD entre a UC-r nativa e modificada (Figura 39 A, B). Resultados 

semelhantes foram obtidos com a UC modificada de outras  fontes, indicando que a estrutura 

secundária da proteína não foi afetada pela conjugação com mPEG (CALICETI; 

SCHIAVON; VERONESE, 2001). Com outra proteína, lisozima, também não foi observada 

nenhuma diferença no espectro de CD da enzima nativa e PEGlada  (MALZERT et al., 2003, 

FREITAS; ABRAHÃO-NETO, 2010a). 

Por outro lado, a 70 °C (Figura 39 C) a UC-r nativa sofreu desnaturação, como 

indicado pela alteração na estrutura secundária, enquanto seus conjugados mostraram maior 

estabilidade térmica, principalmente o conjugado UC-r-mPEG-CN que permaneceu sem 

qualquer alteração estrutural detectável até 70 °C. Corroborando, com os resultados 

apresentados na Figura 28. 

Para calcular as frações correspondentes a cada elemento estrutural (α-hélice, folhas β 

e conformação desordenada) os dados dos espectros obtidos experimentalmente foram 

analisados com o programa K2D2 que calculou a porcentagem dos elementos estruturais da 

enzima nativa e modificada em cada temperatura. Baseado no conteúdo de α-hélice,                 

(Tabela 13) a UC-r nativa sofreu modificação estrutural com o aumento da temperatura, 

apresentando uma perda de 58% no conteúdo de α-hélice a 70 °C, indicando a desnaturação 

da enzima. Com o conjugado UC-r-mPEG-pNP ocorreu um pequeno decréscimo no conteúdo 

de α-hélice (26%) a 70 °C, portanto a PEGlação promoveu uma parcial resistência a 

desnaturação térmica da enzima. O conjugado UC-r-mPEG-CN não apresentou qualquer 

diminuição no conteúdo de  α-hélice, sugerindo que essa conjugação conferiu maior proteção 

e rigidez à molécula de UC-r.    
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Tabela 13 – Avaliação do conteúdo de α-hélice (%) da UC-r nativa e modificada em diferentes 
temperaturas 

Amostras             Conteúdo de α-hélice  

  20 °C (%) 50 °C (%) 70 °C (%) 

UC-r nativa  36            32 15 
UC-r-mPEG-pNP  35            35 26 
UC-r-mPEG-CN  40            40 40 

UC-r: Uricase recombinante de Candida sp nativa 
UC-r-mPEG-pNP: Conjugado uricase recombinante-mPEG-p-nitrofenil carbonato 
UC-r-mPEG-CN: Conjugado uricase recombinante-2-O-mPEG-4,6-dicloro-s-triazina 
 
 

Considerando os resultados de FTIR e CD em conjunto, podemos afirmar que a 

PEGlação é uma estratégia eficiente de modificação química de proteína, que confere maior 

estabilidade a proteína, em diferentes temperaturas, sem ocasionar qualquer alteração na sua 

estrutura secundária. Como mencionado anteriormente, a manutenção da integridade 

estrutural da proteína é de suma importância para sua função e, consequentemente, para sua 

aplicação, principalmente, com finalidade terapêutica. Portanto, o desafio biotecnológico 

inicial dessa tese de obter conjugados PEGlados a partir da enzima UC com elevado potencial 

de uso  foi superado.  

 Outro aspecto de grande relevância que foi investigado nesse trabalho refere-se ao 

comportamento imunológico da UC-r nativa e de seus conjugados, principalmente, devido ao 

seu potencial terapêutico, como biofármaco, no tratamento de hiperuricemia e gota. 

 

5.8  Avaliação da Imunoreatividade da UC-r Nativa e de seus Conjugados 

 

Inicialmente foram realizados experimentos para produção de anticorpos policlonais 

para avaliar a imunoreatividade da UC-r nativa e seus conjugados. Como descrito no item 

4.4.1 um coelho foi imunizado com a UC-r nativa, com o objetivo de produzir anticorpos    

anti-UC-r. A  enzima nativa foi altamente imunogênica,  apresentando um anti-soro com um 

título de 1:512.000. Os anticorpos obtidos (anti-UC-r) foram usados para reagirem com a   

UC-r nativa e com seus conjugados UC-r-mPEG-pNP e UC-r-mPEG-CN [ item 4.4.3]. 
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Foi observado que mesmo em elevadas concentrações de IgG, a atividade catalítica foi 

quase totalmente preservada, até  na UC-r nativa (Figura 40 A). Entretanto, de acordo com 

resultados obtidos em relação à porcentagem de reconhecimento (Figura 40 B) verificamos 

que ocorreu a ligação dos anticorpos tanto na UC-r nativa como em seus conjugados.  

Esses resultados sugerem que o sítio ativo da UC-r é pouco acessível e de acordo com 

a estrutura 3D da UC de outra fonte, o domínio catalítico é profundamente enterrado em uma 

estrutura de forma circular, o que dificultaria muito o acesso dos anticorpos              

(COLLOC'H et al. 1997; RETAILLEAU et al., 2004), por isso, ocorreu a manutenção da 

atividade enzimática.  

Várias tentativas de cristalizar a UC-r de Candida sp  e resolver a sua estrutura foram 

realizadas, mas, em todas as condições analisadas, a enzima precipitou e não foi possível a 

obtenção de cristais adequados. 
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Figura 40 – (A) Atividade enzimática residual (%) e (B) Avaliação do 
reconhecimento (%) da UC-r nativa e seus conjugados                 
UC-r-mPEG-pNP, UC-r-mPEG-CN após incubação com o soro   
anti-UC-r nativa produzido em coelho.  
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5.9 Avalição da Imunogenicidade da UC-r Nativa e seus Conjugados 

 

A UC-r nativa e seus conjugados (UC-r-mPEG-pNP e UC-r-mPEG-CN) foram 

injetados em camundongos como descrito no item 4.4.4, simulando uma exposição crônica a 

UC-r  (sem adjuvantes), como ocorreria se a enzima fosse utilizada como agente terapêutico. 

A concentração da UC-r nativa e modificada empregada nesse ensaio foi similar a 

concentração descrita por Sherman; Saifer; Perez-Ruiz (2008) com a UC recombinante de 

porco (porcine like) que  está  na fase 2 de testes clínicos. 

 Após três semanas de tratamento, amostras de sangue foram recolhidas e foi 

investigada a presença de anticorpos anti-UC-r no soro dos camundongos. Enquanto o grupo 

tratado com UC-r nativa apresentou títulos elevados de IgG (> 1:50.000), os grupos tratados 

com a UC-r PEGlada não induziram qualquer resposta detectável de anticorpos (Figura 41).  
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Figura 41 - Imunogenicidade da UC-r nativa e de seus conjugados em 
camundongos. Os resultados são a média ± S.D. obtidos com                    
5 animais / grupo. 
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 Análise estatística dos resultados obtidos com a UC-r e seus conjugados                

(UC-r-mPEG-pNP e UC-r-mPEG-CN) confirmou esta diferença significativa (P < 0,0001) 

entre as amostras. Isto sugere que ocorreu redução suficiente da imunogenicidade dessa 

proteína não-humana, um requisito básico para seu uso como um agente terapêutico 

(SHERMAN; SAIFER; PEREZ-RUIZ, 2008). 

É importante ressaltar que a significativa redução da imunogenicidade dos conjugados   

UC-r-mPEG-pNP e  UC-r-mPEG-CN em relação à UC-r nativa foi conferida pela PEGlação, 

pois, provavelmente, essa estratégia permitiu o mascaramento dos epítopos da proteína pelo 

polímero,  promovendo o impedimento estérico ocasionado pelo polímero em torno da 

proteína (o que dificultou a aproximação de anticorpos), além da capacidade que o mPEG 

possui de reter moléculas de água, dificultando o reconhecimento por anticorpos anti-UC-r 

(CALICETI; SCHIAVON; VERONESE, 2001; CALICETI; VERONESE, 2003).  

Portanto, a proteína localizada no centro da construção dos polímeros está 

diferentemente acessível à interação de anticorpos, devido aos polímeros que mascaram seus 

sítios antigênicos e impede a aproximação de anticorpos, como também, previne a degradação 

proteolítica (VERONESE; PASUT, 2005; SHERMAN; SAIFER; PEREZ-RUIZ, 2008). 

Apesar dos resultados obtidos serem bastante promissores com relação aos conjugados 

obtidos com a UC-r de Candida sp, é importante salientar que tem sido crescente o interesse 

em investigar a imunogenicidade do polímero mPEG. Trabalhos anteriores verificaram a 

produção de anticorpos anti-mPEG quando a UC PEGlada, nativa de Candida utilis e 

recombinante de porco, foram injetadas em camundongos (CALICETI; SCHIAVON; 

VERONESE, 2001; SHERMAN; SAIFER; PEREZ-RUIZ, 2008). Inesperadamente, foi 

sugerido que essa produção de anticorpos ocorre devido ao grupo metoxi ligado a cadeia de 

PEG. 

Os trabalhos de Ganson et al. (2006) e Sundy et al. (2007) relataram a formação 

anticorpos anti-mPEG em alguns pacientes na Fase 1 dos testes clínicos em uso da UC 

recombinante de porco modificada com mPEG.   

No trabalho de Ganson et al. (2006), o conjugado mPEG-UC apresentou um 

prolongado tempo  de meia-vida no plasma e injeções subcutâneas de 4 a 12 mg corrigiu a 

hiperuricemia por até três semanas em pacientes com grave gota refratária. Contudo, foi 

observado pela primeira vez, em um ensaio clínico, que uma proteína PEGlada induzia a 

produção de anticorpos IgG contra o mPEG, em um determinado grupo de pacientes.             
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No entanto, como os títulos de anticorpos foram relativamente baixos, é possível 

preservar a eficácia da UC PEGlada e limitar as reações adversas através do ajuste da dose, 

da adequação da via de administração e do cronograma de aplicação. Além disso, com a 

continuidade do tratamento os anticorpos contra o conjugado mPEG-UC pode resolver-se 

espontaneamente, e em alguns estudos com animais têm demonstrado que proteínas 

PEGladas são tolerogênicas. 

Nesse sentido, diferentes abordagens na estratégia de PEGlação  podem ser elaboradas 

para minimizar a resposta imune do conjugado PEG-uricase, pois, atualmente, a UC PEGlada  

é alternativa mais eficaz para tratar a gota refratária que está disponível e sua ação uricolítica 

representa o meio mais rápido e eficiente de impedir a formação de tofos  (GANSON et al., 

2006; SHERMAN; SAIFER; PEREZ-RUIZ, 2008). Além disso, a UC PEGlada tem sido 

aplicada nos casos de síndrome de lise tumoral (TLS). 

 Deve-se considerar também que para pacientes que não respondem ou não aderem ao 

tratamento com a terapia tradicional de redução do ácido úrico, a UC PEGlada  surge  como 

uma nova e emergente opção terapêutica. Consequentemente, o desenvolvimento dessa nova 

terapia pode aumentar o número de pacientes tratados por especialistas, o que pode ter vários 

benefícios secundários (RIDER; JORDAN, 2010). 

 De acordo com o exposto acima, os resultados obtidos nessa tese, com a UC-r de 

Candida sp, mostraram que foi possível obter dois conjugados com interessantes propriedades 

físico-químicas, biológicas e imunológicas, que permitiram um significativo avanço na 

transformação de uma enzima de origem fúngica em uma droga terapêutica útil. 

Acrescenta-se que os conjugados obtidos também preenchem importantes requisitos, 

segundo Sherman; Saifer; Perez-Ruiz (2008), para serem utilizados como drogas: (1) 

suficiente redução da imunogenicidade da proteína não-humana, o que permite a aplicação de 

repetidas doses; (2) suficiente retenção da atividade enzimática UC-r-mPEG-pNP (87%) e 

UC-r-mPEG-CN (75%); (3) suficiente solubilidade e biodisponibilidade em condições 

fisiológicas; (4) reprodutibilidade na síntese dos conjugados com adequada estabilidade 

sendo, portanto uma interessante opção para tratamento de hiperuricemia e gota. 
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6 CONCLUSÕES 

 

As principais conclusões obtidas nesse trabalho foram: 

 

� A enzima uricase foi extraída e purificada a partir de rim bovino (UC-b) com um 

rendimento de 41% e um fator de purificação de 6 vezes. 

� A enzima uricase recombinante de Candida sp (UC-r), obtida comercialmente, foi 

altamente purificada por cromatografia de afinidade com um rendimento de 75%.  

� O mPEG ativado com cloreto de cianúrico (mPEG-CN) é inespecífico e altamente 

reativo o que ocasiona um maior grau de modificação, enquanto que o mPEG ativado 

com o grupo p-nitrofenil carbonato (mPEG-pNP) reage lentamente com maior 

especificidade.   

� As enzimas UC-r e UC-b foram eficientemente modificadas por PEGlação com   

mPEG-pNP e mPEG-CN, produzindo conjugados com considerável atividade 

enzimática residual UC-r-mPEG-pNP (87%), UC-r-mPEG-CN (75%) e                                 

UC-b-mPEG-pNP (75%),  UC-b-mPEG-CN (50%). 

� Os conjugados obtidos com a UC-r e UC-b apresentaram menores valores de KM do 

que as enzimas nativas indicando que a PEGlação conferiu uma interessante 

propriedade aos conjugados que permitiu um aumento da afinidade  da UC-r e UC-b 

pelo ácido úrico. 

� O perfil de atividade da UC-r e UC-b sobre o ácido úrico em diferentes pH foi 

modificado, indicando que a PEGlação aumentou a atividade lítica dessas enzimas em 

pH próximo ao fisiológico, sendo este um requisito muito importante para um possível 

uso terapêutico da enzima. 

� De acordo com método colorimétrico TNBS o grau de modificação atingido pelos 

conjugados obtidos UC-r-mPEG-CN e UC-r-mPEG-pNP foi de aproximadamente 

20%. E pela análise de eletroforese SDS-PAGE 7,5% o perfil dos conjugados obtidos 

foram semelhantes, indicando que a massa molecular dos conjugados obtidos com 

ambos os polímeros são de 200 kDa e 260 kDa aproximadamente. 

� Os conjugados UC-r-mPEG-pNP e UC-r-mPEG-CN foram mais estáveis que a UC-r 

nativa, principalmente, em pH próximo ao fisiológico, pH 7,5 a 37 °C, 50 °C e 70 °C 

com uma significativa diferença  (P < 0,0001) entre a UC-r nativa e modificada. 
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� Os conjugados UC-b-mPEG-pNP e UC-b-mPEG-CN foram mais estáveis que a UC-b 

nativa em pH 7,5 a 37 °C  e a 50 °C. A temperatura de 70 °C a UC-b nativa e seus 

conjugados perderam completamente a atividade enzimática. 

� As formas PEGladas da UC-r e UC-b foram mais resistentes à ação de diferentes 

proteases e mantiveram-se estáveis em soro humano, indicando que PEGlação 

favoreceu na resistência à degradação proteolítica em relação à enzima nativa. 

� Análises espectroscópicas de FTIR e CD mostraram que estrutura secundária da UC-r 

não foi afetada pela reação de PEGlação. 

� A UC-r nativa provocou uma intensa resposta imune em coelho e camundongos 

Balb/c sendo, portanto, uma enzima altamente imunogênica. 

� Os conjugados UC-r-mPEG-pNP e UC-r-mPEG-CN quando injetados em 

camundongos Balb/c não induziram qualquer resposta imune detectável, indicando 

que a PEGlação promoveu a redução da imunogenicidade da UC-r nativa.    

�   Os conjugados UC-r-mPEG-pNP e UC-r-mPEG-CN apresentaram interessantes 

propriedades físico-química, biológicas e imunológicas, que permitiram um 

significativo avanço na transformação de uma enzima de origem fúngica em uma 

droga terapêutica útil. 
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