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RESUMO

MENEGUETTI, G.P. Desenvolvimento nanotecnolégico da L-asparaginase
empregando-se metodologia de peguilagdo. 2017. 88f. Dissertagdo (Mestrado) —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sado Paulo, 2017.

A enzima L-asparaginase (ASNase) de Escherichia coli € amplamente utilizada para
tratar a leucemia linfoblastica aguda (LLA). No entanto, a enzima nativa pode ativar
o sistema imune do hospedeiro causando reacfes alérgicas. A forma peguilada da
enzima (PEG-ASNase) ndo so reduz o efeito imunolégico, mas também possui a
vantagem de aumentar sua meia-vida plasmética devido a menor degradacdo por
proteases. Nao obstante, a conjugacdo de PEG a ASNase € de forma aleatéria e
resulta em elevado grau de polidispersdo. Nesse trabalho, um protocolo de
peguilacdo sitio-especifica N-terminal foi desenvolvido para a enzima ASNase,
empregando-se metoxi-polietilenoglicol carboximetil N-hidroxisuccinimidil éster
(mMPEG-NHS, MW = 10 kDa). Os parametros de reacado investigados (com PEG
2 kDa) foram a forca ibnica do tampéo, o pH e o tempo de reacdo para otimizar o
rendimento e minimizar a polidispersdo. Os resultados confirmaram a ocorréncia da
reagdo de peguilagdo e baixa polidispersdo. A forga idnica do tampao favoreceu a
conjugacdo N-terminal em 100 mM de tampédo fosfato salino (PBS). Também
observamos que o aumento do pH e tempo de reacdo estdo diretamente
relacionados com o aumento de formas polipeguiladas. O maior rendimento de
monoPEG-ASNase, 42%, correspondeu a condicdo de reacao de pH 7,5, tempo de
reagéo de 30 min e razdo PEG:enzima de 25:1. A monoPEG-ASNase foi purificada
em coluna anibnica forte com gradiente linear de NaCl até 170 mM e a fragédo
monopeguilada foi eluida em NaCl 78 mM com grau de pureza de 70% (rendimento
de 55%). A cromatografia de exclusdo por tamanho aumentou a pureza da
monoPEG-ASNase para 99% (rendimento final de 45%). A monoPEG-ASNase, 190
+ 10 kDa, manteve sua atividade especifica por 21 dias a 4°C, enquanto que a
enzima néo peguilada (controle), 146 £+ 6 kDa, teve uma queda de aproximadamente
52% na atividade especifica em 7 dias a 4°C. Um estudo de cinética enzimatica foi
realizado e obtivemos valores de ky semelhantes para as formas da enzima nativa e
monopeguilada, 20 uM e 35 uM respectivamente. A monoPEG-ASNase apresentou-
se mais resistente as proteases plasmaticas asparagina endopeptidase e catepsina
B, por 84 h a 37 °C e apresentou ser citotoxica para células leucémicas (MOLT-4 e
Reh). Portanto, a peguilacdo N-terminal sitio-especifica resultou em uma nova
variante da ASNase que reteve grande parte de seu poder catalitico e pode ser
considerada promissora para o emprego no tratamento da LLA.

Palavras-chave: peguilagdo N-terminal, monopeguilagéo, L-asparaginase, leucemia

linfoblastica aguda.
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ABSTRACT

MENEGUETTI, G.P. Nanotechnological development of L-asparaginase using
PEGylation methodology. 2017. 88f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2017.

The enzyme L-asparaginase (ASNase) from Escherichia coli is widely used to treat
acute lymphoblastic leukemia (LLA). However, it can activate the host’s immune
system causing allergic reactions. Hence, the pegylated form of the enzyme (PEG-
ASNase) not only reduces the immune effect but also increases plasma half-life
because of less proteases degradations. Nonetheless, the available PEG-ASNase is
randomly pegylated and, consequently, with high degree of polydispersity. In this
work we developed a site-specific N-terminus pegylation protocol for ASNase using
methoxy-polyethylene glycol carboxymethyl N-hydroxysuccinimidyl ester (mPEG-
NHS, MW = 10 kDa). Reaction parameters investigated (with PEG 2 kDa) were ionic
strength, pH and reaction time to optimize yield and minimize polydispersity. Results
confirmed pegylation and low polydispersity. Buffer ionic strength favored N-terminal
conjugation at 100 mM phosphate buffer saline (PBS). Additionally, pH and reaction
time were found to increase polyPEGylated species. The highest yield of monoPEG-
ASNase, 42%, corresponded to reaction conditions of pH 7.5, reaction time of 30 min
and PEG:ASNase ratio of 25:1. The monoPEG-ASNase was purified in a strong
anionic column with NaCl linear gradient up to 170 mM and monoPEG-ASNase was
eluted with 78 mM NaCl, 70% pure (55% yield). Size exclusion chromatography was
further performed and increased monoPEG-ASNase purity to 99% (45% final yield).
The monoPEG-ASNase, 190 = 10 kDa was stable for 21 days at 4°C while
nonpegylated ASNase (control), 146 + 6 kDa, lost 52% of its activity within 7 days at
4°C. Enzyme kinetics were studied and similar ky values were obtained for both
native and monoPEG-ASNase, 20 yM and 35 uM respectively. The monoPEG-
ASNase demonstrated to be resistant to the plasma proteases asparaginyl
endopeptidase and cathepsin B, 84 h at 37 °C and also was cytotoxic to leukemic
cells (MOLT-4 and Reh). Therefore, site-specific N-terminus pegylation of ASNase
resulted in a novel enzyme variant with preserved catalytic activity and, therefore,
promising for the treatment of LLA.

Keywords: N-terminal pegylation, monopegylation, L-asparaginase, acute

lymphoblastic leukemia.
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1 INTRODUGCAO E JUSTIFICATIVA

Multidisciplinar por natureza, a nanotecnologia tem o potencial de revolucionar
amplamente varios campos tecnoldgicos e cientificos, como os da biologia, da fisica,
qguimica e engenharia. A nanotecnologia esta ligada a manipulacdo da matéria em
escala nanométrica. O dominio da nanotecnologia encontra-se compreendido entre
0,1 e 1000 nm. Entretanto, diversos grupos académicos, cientificos e industriais,
inclusive no campo farmacéutico, consideram um “nanomaterial” quando as
dimensdes estdo compreendidas entre 1 a 100 nm (BROCHADO, 2013), regidao em
gue as propriedades dos materiais sdo determinadas e podem ser controladas para
o desenvolvimento de novos materiais, dispositivos ou estruturas com propriedades
especificas, controladas e reprodutiveis (NATIONAL SCIENCE AND TECHNOLOGY
COUNCIL, NSTC, 2014).

Uma das mais promissoras frentes de inovacdo tecnoldgica com grande
potencial de impulsionar a producdo industrial brasileira € a nanobiotecnologia,
devido a forte tendéncia mundial em buscar alternativas para principios ativos
farmacéuticos obtidos por processos biotecnologicos. Apesar do progresso ho
dominio da biotecnologia ter contribuido para tornar os farmacos proteicos mais
acessiveis (MELO, CUNHA & FIALHO, 2012), proteinas ainda exigem atencdo na
manipulacdo devido a complexidade estrutural, sendo que a atividade biolégica pode
ser facilmente alterada resultando, por exemplo, em uma forma inativa ou um
produto imunogénico (ALBERTS et al., 2004).

Uma das abordagens nanobiotecnolégicas mais eficazes para resolver os
problemas intrinsecos de varias proteinas como imunogenicidade e meia-vida curta,
refere-se a ligacdo covalente de cadeias de polietilenoglicol na superficie da
proteina, técnica conhecida como peguilacdo (PASUT, SERGI & VERONESE, 2007).
A peguilacdo corresponde a modificagcdo de proteinas, peptideos, fosfolipideos,
farmacos e outras moléculas pela ligacdo covalente de uma ou mais cadeias de

polietilenoglicol (PEG). Este polimero, altamente soluvel em agua, é atoxico, ndo
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imunogénico, nao antigénico e aprovado pela Agéncia Norte Americana de

Medicamentos e Alimentos (FDA).

Os conjugados de PEG-proteina tém diversas vantagens. Dentre elas,
podemos destacar o aumento de solubilidade, meia-vida prolongada no organismo,
a diminuicdo da degradacdo por enzimas metabdlicas e a reducdo da
imunogenicidade da proteina (VERONESE & PASUT, 2005). Dessa maneira, a
peguilagdo tornou-se uma tecnologia bem estabelecida no campo da formulagéo
biofarmacéutica e é usada para melhorar a estabilidade, a solubilidade, a
biodisponibilidade e as propriedades imunolégicas de compostos bioativos,
aumentando o potencial de peptideos e proteinas como agentes terapéuticos
(PASUT, SERGI & VERONESE, 2007).

A enzima L-asparaginase (ASNase) foi uma das primeiras proteinas a serem
peguiladas, resultando no farmaco pegaspargase (Oncaspar®), aprovado pelo FDA
em 1994 para uso combinado no tratamento quimioterapico de pacientes portadores
de leucemia com hipersensibilidade a forma nativa da enzima (AVRAMIS et al.,
2002; VERONESE & PASUT, 2005).

O método utilizado na peguilacdo da ASNase consiste na conjugacéo do PEG
nas aminas livres, normalmente em residuos de lisina e no aminoacido N-terminal.
Uma limitacdo importante desta abordagem € que as proteinas contém tipicamente
diversas lisinas e, consequentemente, ocorre a peguilacdo aleatoria de residuos de
lisina da enzima com vérias cadeias de PEG, levando a um alto grau de
polidispersdo nas preparagdes resultantes (LEE et al., 2003). As diferentes espécies
peguiladas muitas vezes possuem diferentes perfis farmacocinéticos e atividades
biolégicas intrinsecas (SOARES et al., 2012).

Portanto, considerando os avancos recentes em peguilacdo de proteinas e as
exigéncias atuais para licenciamento de produtos farmacéuticos envolvendo
nanotecnologia (FU & SAKAMOTO, 2007; FOOD DRUG AND ADMINISTRATION,
FDA, 2015), é importante estudar alternativas de peguilacdo da ASNase, visando
preparacdes mais uniformes e menos polidispersas. A estratégia de peguilagcdo N-

terminal apresenta-se como alternativa mais especifica e envolve a conjugacédo de
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uma molécula de PEG a terminacdo aminica, baseando-se nas diferencas entre os
pKas dos diferentes grupamentos aminicos da proteina, sendo menor o pKa do
grupo a-amino (pKa 7,6 — 8,0) do que os grupos g-amino (pKa 9,3 — 9,5) (Yu &
GHOSH, 2010). Portanto, para valores de pH entre 7,0 — 8,5, residuos aminicos de
lisinas da ASNase encontram-se predominantemente protonados e,
consequentemente, ndo reativos ao PEG. O grupo a-amino livre (N-terminal), por
sua vez, apresenta-se predominantemente em sua forma n&o protonada disponivel
para a conjugacdo com o PEG, de maneira a resultar na proteina monopeguilada
(KINSTLER et al., 2002). Nesse trabalho estudamos a peguilacdo N-terminal da
ASNase.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. L-asparaginase

A leucemia é o cancer das células brancas do sangue (leucdcitos), que
comeca na medula 0ssea e se espalha para outras partes do corpo. A leucemia
linféide aguda ou leucemia linfoblastica aguda (LLA) € o comprometimento da
linhagem linféide, caracterizada pelo réapido crescimento de células imaturas
(linfoblastos) no sangue. De modo geral, a LLA invade o sangue e pode se espalhar
para outras partes do corpo. Como ganglios linfaticos, baco, figado, sistema nervoso
central (cérebro e medula espinhal) (EGLER, AHUJA & MATLOUB, 2016).

A L-asparaginase ou ASNase (Figura 1), enzima descoberta em 1953 por
Kidd, é um eficiente inibidor do crescimento tumoral e constitui um importante
biofarmaco utilizado no tratamento de leucemia linfoblastica aguda, doenca que
atinge trés a cada quatro criancas diagnosticadas com leucemia nos Estados Unidos
(CANCER, 2016). A leucemia, no Brasil e na maioria dos paises, representa 25 a
35% dos tipos de cancer infantojuvenil (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER,
INCA, 2016).

Desde 1970, a ASNase tornou-se um componente essencial na quimioterapia
para o tratamento de LLA infantii (NARTA, KANWAR & AZMI, 2007; RAETZ &
SALZER, 2010; DOUER, 2008). A ASNase é produzida por E. coli e € composta por
guatro subunidades idénticas de aproximadamente 33 - 37 kDa (cada); formando
uma enzima tetramérica com massa molecular variavel entre 140 - 160 kDa
(LOUREIRO, 2010).
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Figura 1 - Representacdo esquematica do cristal de L-asparaginase com o0s
quatro monémeros idénticos (A, B, C e D). Resolucédo de 2,40 A, do banco de
dados de proteina - PDB, cadigo 3ECA.

Muitos blastos de leucemia e células da medula sdo auxotréficos para
L-asparagina, porque lhes falta ou tem um nivel muito baixo de asparagina-
sintetase, enzima normalmente expressa em células saudaveis (COSTA, 2015).
Portanto, a ASNase, enzima que catalisa a hidrdlise de L-asparagina para L-
aspartato e amonio (Figura 2) é capaz de destruir seletivamente as células tumorais
gue dependem de L-asparagina extracelular para sobrevivéncia (PASUT, SERGI, &
VERONESE, 2007). A diminuicdo desse aminoacido leva a inibicdo da sintese de
proteinas constitutivas, além de proteinas regulatérias fundamentais como as do
ciclo celular (quinases dependentes de ciclinas - cdKs - e ciclinas) e proteinas anti-
apoptaéticas, resultando em morte celular. Alguns estudos sugerem que por causar
efeitos drasticos nas células tumorais, a ASNase deve depletar outros aminoacidos
(AVRAMIS, 2012; NOMME et al., 2012). Mais especificadamente, a enzima catalisa
a hidrdlise do grupo amino da cadeia lateral do aminoacido, convertendo-o em &cido,

portanto a ASNase também foi denominada L-asparagina aminoidrolase.
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Figura 2 - Reacdo de desaminacdo da L-asparagina, catalisada pela L-
asparaginase, formando L-aspartato e aménio.

2.1.1 L-asparaginase na terapéutica

A L-asparaginase é essencial para a terapia combinada de leucemia
linfoblastica aguda. Existem trés formas de L-asparaginase terapeuticamente
utilizadas: a L-asparaginase nativa, a L-asparaginase peguilada (pegaspargase) que
possui ligagdo covalente com grupamentos de polietilenoglicol, ambas obtidas
de Escherichia coli; e a L-asparaginase obtida de Erwinia
chrysanthemi (crisantaspase) (VAN DEN BERG, 2011).

Os trés tipos possuem alta atividade e estabilidade, porém diferem no ponto
isoelétrico, no tempo de meia-vida plasmética e outras propriedades
farmacocinéticas. Portanto, ndo € possivel a intercambiabilidade com a mesma dose
e frequéncia entre os trés agentes (RIZZARIl et al., 2013). As propriedades
farmacocinéticas da enzima s&o significativamente melhoradas por peguilacédo
especialmente em termos de meia-vida in vivo, quando comparado com as formas

nativas correspondentes.

A tabela 1 ilustra o aumento da meia-vida (t12) da enzima modificada em
relacdo a enzima nativa de Escherichia coli e de Erwinia chrysanthemi. Como pode
ser observado, a meia-vida do conjugado PEG-ASNase pode chegar a mais ou
menos cinco dias, contra aproximadamente um dia da L-asparaginase nativa de E.
coli (KEATING et al., 1993; NARTA, KANWAR & AZMI, 2007) e menos de um dia
com a crisantaspase (ASSELIN, 1993).
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Tabela 1 - Valores de meia-vida plasmatica das diferentes formas de
L-asparaginase disponiveis comercialmente. Dados apresentados em média *
desvio-padrao (adaptado de ASSELIN, 1993).

Preparacéo de n° de Dos_ez Meia-vida plasmatica
L-asparaginase | pacientes (UI'm™) (tao)
pegaspargase 21 2.500 5,73 + 3,24
ASNase 28 25.000 1,24 £ 0,17
crisantaspase 19 25.000 0,65+ 0,13

O tratamento quimioterapico da LLA empregando-se terapia combinada
incluindo a ASNase resulta em mais de 90% de taxa de cura em criancas (CANCER,
2016). Entretanto a ASNase nativa pode induzir resposta imune, produzindo
anticorpos anti-asparaginase sendo essa uma das principais causas de resisténcia
ao medicamento, resultando na reducdo de sua atividade terapéutica. A
resisténcia a ASNase pode ser sintomatica, com sinais de hipersensibilidade clinica,
ou assintomatica. Os sintomas incluem urticaria, erupcdes, prurido, eritema, edema,
broncoespasmos, hipotensédo e ocasionalmente choque anafilatico (raros casos). O
uso de medidas profilaticas, como corticéides e anti-histaminicos,
nao é aconselhavel, pois podem mascarar os sintomas de inativacdo do biofarmaco.
Outros efeitos adversos relatados séo: disfuncéao hepatica, alteracdes na coagulacéo
sanguinea, diarreia, vémito, pancreatite, supressdao da medula 6ssea, hiperglicémia
e baixos niveis séricos de antitrombina Il e fibrinogénio (AVRAMIS, 2012;
NARAZAKI et al., 2012).

As reacles de hipersensibilidade devido a producdo de anticorpos tém sido
observadas em 60% dos pacientes que fazem uso da enzima nativa derivada de E.
coli. A fim de reduzir a reagéo adversa causada pelo tratamento, desenvolveu-se a
crisantaspase (ASNase derivada de E. chrysanthemi) e a pegaspargase (ASNase

conjugada com polietilenoglicol). A enzima peguilada, apresenta ainda, a vantagem
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de ter um periodo de meia-vida bioldgico maior que as duas outras ASNases
comerciais (LOUREIRO, 2010).

O farmaco comercial da PEG-ASNase (pegaspargase) € indicado, nos
Estados Unidos, como tratamento de primeira linha em pacientes pediatricos e
adultos com leucemia linfoblastica aguda como parte de um regime de quimioterapia
multi-agente em casos de hipersensibilidade a ASNase nativa (LOUREIRO et al.,
2012). A ASNase é conjugada de forma covalente ao metoxi-polietilenoglicol
carboximetil N-hidroxisuccinimidil éster (MPEG-NHS). Aproximadamente 69 a 82
moléculas de PEG 5.000 Da s&do conjugadas a enzima (SIGMA-TAU, 1994).
Consequentemente, o processo desenvolvido refere-se a peguilacdo aleatéria de
residuos de lisina da enzima com varias cadeias de PEG de massa molecular de
5.000 Da, levando a um alto grau de polidispersao nas preparacdes resultantes. As
diferentes espécies de proteinas peguiladas muitas vezes possuem diferentes
atividades bioldgicas intrinsecas e, principalmente, perfis farmacocinéticos. Isto pode
apresentar problemas quando se desenvolve uma proteina peguilada terapéutica,
pois a reprodutibilidade de producéo e de perfil terapéutico encontra-se prejudicadas
(SOARES et al., 2012).

2.2. Peguilacéo

A peguilacdo corresponde a estratégia bem-sucedida de conjugacédo
covalente de polietilenoglicol (PEG) a proteinas. O PEG € um polimero sintético
biocompativel podendo ser utilizado como aditivo de medicamentos em xaropes,
cremes, pomadas, comprimidos e como veiculo de produtos injetaveis tanto de
aplicacdo intramuscular quanto endovenosa. Soma-se a isto a possibilidade de obter
este polimero com varios graus de polimerizacao, como, o PEG 80, que é liquido ou
o PEG 5.000, que é sélido em temperatura entre 20 a 25°C (SHANG, 2013). A
reacao de peguilacéo foi descrita pela primeira vez por Abuchowski et al. na década
de 70. Eles conjugaram polietilenoglicol em catalase de figado bovino
(ABUCHOWSKI et al., 1979) e em albumina de soro de bovino (ABUCHOWSKI et
al., 1977). Observou-se que a ligagdo do PEG tornou a enzima menos imunogénica
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in vivo e que as proteinas mantiveram a atividade com maior tempo de circulacdo no

organismo.

A peguilacdo cria uma camada hidrofilica composta por PEG e agua sob a
molécula de proteina, resulta em aumento do tamanho hidrodinamico, prolongando
assim a meia-vida in vivo através da diminuicdo da filtracdo glomerular
(ABUCHOWSKI et al, 1979; BARAN, OZER & HASIRCI, 2003; MENG et al., 2008).
Além disso, essa camada hidrofilica estabiliza as moléculas de proteinas e assim,
reduz a agregacao proteica (Figura 3) (SHANG, 2013). Outro mecanismo possivel
para a meia-vida prolongada de proteinas peguiladas na circulacdo inclui a
diminuicdo da degradacdo por proteases, tais como catepsina B (CTSB) e
asparagina endopeptidase (AEP) (PATEL et al., 2009). Adicionalmente, a depuragao
da proteina pelo sistema reticulo-endotelial também pode diminuir com a peguilacéo.
(BARAN, OZER & HASIRCI, 2003).
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Figura 3 - Representacdo esquematica de uma proteina peguilada com as
vantagens de peguilacdo. Incluindo aumento de meia-vida, diminuicdo da
agregacdo, reducdo da imunogenicidade e reducdo da degradacdo proteolitica
(adaptado de SHANG, 2013).
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A insercdo de grupamentos de polietilenoglicol vem sendo amplamente
utilizada para modificacdo quimica de proteinas, ainda que a atividade biol6égica em
geral sofra algum grau de alteracdo. Este procedimento, a0 mesmo tempo em que
traz o beneficio de manter parcialmente a atividade biolégica da proteina conjugada,
diminui ou até mesmo suprime as manifestacdes adversas como hipersensibilidade,
reacOes alérgicas moderadas e anafilaticas fatais, que ocorrem devido a
sensibilizagdo do organismo pela segunda inoculagdo de proteinas nativas,

inviabilizando a sequéncia de aplicacdes (ABUCHOWSKI et al., 1979).

2.2.1. Proteinas peguiladas

A enzima utilizada na terapéutica quando reconhecida como uma substancia
estranha pelo organismo desencadeia reacdes imunoldgicas e producdo de
anticorpos especificos (STEPHANO, 2005). A continuidade dessa aplicacdo pode
causar resposta indesejada do sistema imunoldgico do tipo anafilatica, que pode ser
fatal. Além disso, o0 sistema imunologico pode reduzir o tempo de eliminacdo da
enzima, fazendo com que perca a sua funcdo e a acado terapéutica (LOUREIRO,
2010). Esses problemas no uso de enzimas como farmacos podem ser reduzidos

com a associacao de PEG as proteinas.

Proteinas peguiladas tém sido extensivamente estudadas em relacdo a
terapia de varias doencas como céancer, doencas inflamatérias e alérgicas
(ABUCHOWSKI et al, 1979; BARAN, OZER & HASIRCI, 2003; VERONESE &
PASUT, 2005; LOUREIRO, 2010; SHANG, 2013). Os produtos peguilados em
grupamento aminico aprovados pela FDA referem-se a peguilacdo aleatéria, exceto
o Neulasta® em que a peguilacéo é sitio especifica N-terminal (ALCONCEL, BAAS
& MAYNARD, 2011; FOOD DRUG AND ADMINISTRATION, 2015):

a) Adagen® (pegademase bovine, Sigma-Tau, aprovado em 1990) para
reposicao enzimatica em pacientes com imunodeficiéncia adquirida;

b) Krystexxa® (PEG-uricase, Savient, aprovado em 2010) para o tratamento de
gota cronica;

c) Macugen® (pegaptanibe sédico, Valeant Pharms, aprovado em 2000) para
tratamento de degeneragdo macular neovascular (Umida) relacionada a idade;
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d) Mircera® (PEG-eritropoetina, Hoffmann-La Roche, aprovado em 2007) para o
tratamento da anemia renal associada a insuficiéncia renal cronica;

e) Neulasta® (pedfilgrastim, Amgen, aprovado em 2002), para regular a
producdo e a liberacdo de neutroéfilos da medula 0ssea,;

f) Oncaspar® (PEG-asparaginase, Enzon, aprovado em 1994) para o
tratamento da leucemia linfoblastica aguda;

g) PEG-Intron® (peginterferon-a2b, Schering-Plough, aprovado em 2001) para o
tratamento da hepatite C cronica,;

h) Pegasys® (peginterferon-a2a, Hoffmann-La Roche, aprovado em 2002) para
o tratamento da hepatite C cronica;

i) Somavert® (pegvisomanto, Pfizer, aprovado em 2003) para o tratamento da
acromegalia (gigantismo).

Os polietilenoglicdis utilizados, independentemente da massa molecular, sao
em sua maioria metoxilados em uma das extremidades (Figura 4), metoxiPEG (ou
monometoxi-PEG), originando a sigla empregada m-PEG-R em que “R” pode

representar outros grupos reativos.

As principais caracteristicas sdo: grande flexibilidade devido a auséncia de
substituintes volumosos ao longo da cadeia e a alta hidratacdo da estrutura
polimérica (PASUT & VERONESE, 2012). O mPEG é utilizado como um bloqueador
de sitios antigénicos e proteoliticos, impedindo o reconhecimento pelos anticorpos e
proteases, aumentando assim a meia-vida de proteinas através da resisténcia ao
pH, a temperatura, acdo de outras enzimas e diminuindo a secrecao renal
(SOARES, 2012).
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n
Figura 4 - Estrutura quimica basica do metoxi-polietilenoglicol (m-PEG-R). A
sigla R, na extremidade da cadeia, representa o grupamento reativo.
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Desta forma, a extremidade com o grupamento reativo, atua como ligante
seletivo a residuos especificos na superficie de proteinas, enquanto que a outra
extremidade, metoxilada, € livre e permanece exposta a solucdo sem reagir (ZHANG
et al.,, 2012). Essa estrutura de PEG monofuncionalizado € normalmente preferida
por ndo conjugar duas proteinas com uma mesma cadeia do polimero. A
extremidade reativa, também chamada de porcdo conectora, é escolhida
dependendo da disponibilidade dos grupamentos alvos presentes na proteina
(PFISTER & MORBIDELLI, 2014).

Os grupamentos alvo vao depender da estratégia de peguilacéo e da proteina
alvo. Alguns exemplos de grupamentos alvo (Figura 5) sé&o os grupos tiol de
residuos de cisteina (BROCCHINI et al., 2008) e grupos aminicos de lisina
(LOUREIRO et al.,, 2012) ou N-terminal (KINSTLER et al., 1996) que exibem
reatividade quimica significativamente maior que quaisquer outros residuos naturais
de aminoacidos e sdo, portanto, preferidos para peguilacdo com os tipicos derivados
de PEG ativados (ZHANG et al., 2012). Os grupos aminicos de arginina ndo sao
considerados grupamentos alvo por ndo reagirem com os derivados de PEG
(PFISTER & MORBIDELLI, 2014).

Peguilacao N-terminal

Peguilacéo de pontes dissulfeto

Peguilacdo de grupostiois

Figura 5 - Diferentes estratégias de peguilacdo em proteina. Peguilacdo em
pontes dissulfeto (CYS-CYS), em grupos g-aminicos (LYS), em grupos tiéis (CYS) e
regido N-terminal (-NH,).
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O método mais comumente utilizado em peguilacdo refere-se a conjugacéao
do PEG nas aminas livres, normalmente em residuos de lisina ou no aminoécido
N-terminal. Esta possibilidade tem sido utilizada para a peguilacdo de fator de
crescimento epidermal, fator estimulante de colbnias de granuldcitos e interferon
(SHANG, YU & GHOSH, 2011). Uma limitacdo importante desta abordagem € que as
proteinas contém tipicamente diversas lisinas, além do aminoacido N-terminal (LEE
et al., 2003). Dessa maneira, a peguilacdo ocorre de forma aleatodria e resulta em
uma preparacdo extremamente polidispersa, ou seja, com moléculas de proteina
com diferentes graus de peguilacdo e em diferentes residuos aminicos. Uma
maneira de minimizar esse problema refere-se a peguilacdo sitio-especifica

N-terminal.

A peguilagdo do grupo €-amino da lisina nem sempre € considerada sitio-
dirigida devido a baixa seletividade de residuos de lisina especificos, resultando em
acoplamento aleatério e uma variacao de isdbmeros posicionais de dificil reproducéo
(PFISTER & MORBIDELLI, 2014; GINN et al.,, 2014). A peguilagdo N-terminal,
entretanto, € considerada uma reacéo sitio-dirigida uma vez que existe apenas um
grupo destes por cadeia e o numero de sitios de peguilacdo é drasticamente
reduzido (PFISTER & MORBIDELLI, 2014).

2.2.2. Peguilacéo sitio especifica N-terminal

A estratégia de peguilacdo N-terminal baseia-se no fato do grupo N-terminal
apresentar menor valor de pKa que os grupamentos aminicos de lisinas presentes
na proteina (VERONESE & PASUT, 2005). A sintese de subprodutos indesejados

como proteinas di e tri-peguiladas diminui significativamente com essa técnica.

A peguilacdo sitio especifica N-terminal de proteinas tem sido realizada
utilizando-se uma classe especial de derivados funcionalizados de PEG sob
condicbes de conjugacdo especificas. Como representado na Figura 6, a
conjugacao baseia-se na acilacdo do PEG. Produzindo ligac6es amida estaveis em
pH de 7 a 9, por meio do ataque nucelofilico do grupamento aminico da proteina ao
cabono carbonilico do grupo carboxila do PEG reativo, com saida do grupo NHS
(ROBERTS, BENTLEY & HARRIS, 2002). Os residuos de aminas primarias em



proteinas tém diferentes valores de pKa: 7,6 a 9,2 para grupo a-amino N-terminal e
9,3 a 10,5 para o grupo g-amino em residuos de lisina (LEE et al., 2003;
MUKHERJEE, 2007; SHANG, 2013).
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Figura 6 - Reacdo de peguilacdo sitio especifica N-terminal da ASNase
empregando-se N-hidroxi succinimidil éster de PEG (mMPEG-NHS) em um
monémero. Regido N-terminal da proteina representada em fita (adaptado de IRIS
BIOTECH GMBH, 2015).

O valor de pH determina a nucleofilicidade dos nucledfilos (por exemplo,
grupos residuais aminicos de aminoéacidos). O ataque nucledfilico tem lugar quando
o pH de operacdo € proximo ou superior ao valor de pKa do grupo residual do
aminoacido em questdo, de maneira que encontre-se prevalentemente
desprotonado (ROBERTS, BENTLEY & HARRIS, 2002). Portanto, prevé-se que as
reacoes de peguilacéo realizadas em pH entre 7,6 e 9,2 devem levar a peguilacéao
prevalentemente no residuo N-terminal. Nestas condi¢cdes, residuos de lisina
encontram-se preferencialmente protonados e 0s grupos a-aminicos desprotonados,
portanto, mais disponiveis para a conjugacdo. Um pH mais elevado facilitaria o
ataque nucleofilico pelos abundantes grupos €-amino, o que resulta na formacao de

proteinas altamente peguiladas.
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Do ponto de vista industrial e legislatério, € importante que as reacdes
fornecam produtos cada vez mais homogéneos com métodos de caracterizagéo e
reprodutibilidade lote a lote. A peguilacdo sitio especifica N-terminal permite essa

maior reprodutibilidade.



29

3. OBJETIVOS

O principal objetivo deste trabalho consistiu na obtencdo de uma nova
molécula de L-asparaginase de E. coli. peguilada sitio-especificamente na porcao N-
terminal, visando a uma preparacdo enzimatica mais uniforme porém presenvando

as vantagens que a enzima polipeguilada apresenta.
Para alcancar esse objetivo, as seguintes etapas foram estabelecidas:

» Avaliacdo tedrica dos residuos de aminoacidos a serem explorados para

peguilacédo da enzima;
» Desenvolvimento do protocolo de peguilagcdo da ASNase;

+ Desenvolvimento do protocolo de purificacdo das fracées de enzima peguiladas
e livres de PEG;

» Determinacéo de parametros cinéticos da monoPEG-ASNase e da ASNase,;

« Determinacdo da resisténcia da monoPEG-ASNase e da ASNase as proteases
plasmaticas asparagina endopeptidase (AEP) e catepsina B (CTSB);

* Determinacdo da citotoxicidade da monoPEG-ASNase em células leucémicas
(MOLT-4 e Reh) e em células saudaveis (HUVEC).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Material

A enzima L-asparaginase E.C.3.5.1.1. foi obtida comercialmente da ProSpec
Tany (Ness-Ziona, ISR). Os polimeros empregados nos estudos de peguilacéo,
Figura 7, metoxi-polietilenoglicol carboximetil N-hidroxisuccinimidil éster (MPEG-
NHS) de diferentes massas moleculares (2 e 10 kDa), foram adquiridos da NANOCS
(New York, USA). As proteases asparagina endopeptidase (AEP) e a catepsina B
(CTSB) foram adquiridas da Abcam (Cambrigde, ENG). As linhagens celulares de
leucemia MOLT-4 e Reh foram obtidas do banco de células do Rio de Janeiro
(RJ/Brasil) e a linhagem HUVEC foi concedida pela Profa. Dra. Sandra H. P. Farsky
que conduziu a realizacdo dos ensaios no Departamento de Analises Clinicas e
Toxicologicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — FCF/USP, junto ao Dr.

Christiano M. V. Barbosa seguindo as instru¢cdes da ATCC (http://www.atcc.org/).

O meio de cultivo celular Instituto Memorial Roswell Park (RPMI) foi
adquiridos da Vitrocell (S&o Paulo, BRA). Todas as solugdes tampdao (fosfato salino,
PBS e tris(hidroximetil)Jaminometano clorado, Tris-HCL) foram preparadas com agua
deionizada por sistema de purificacdo de agua Millipore tipo Milli-Q (Bedford, MA).
Todos os outros reagentes utilizados foram de grau analitico.

&)
o
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CH30—(CHyCH,0),— CHaCH,C-0-N
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Figura 7 - Estrutura molecular do mPEG-NHS utilizado. O aumento da massa
molecular é devido ao aumento da cadeia “n” (NANOCS, 2015).

4.2. Estudo computacional

A sequéncia Fasta (Figura 8) de E. coli foi obtida a partir do banco de dados
Protein Data Bank (Brookhaven), cdédigo 3ECA (PROTEIN DATA BANK, PDB,
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2003). A estrutura foi tratada no programa PyMol (Molecular Graphics System,
version 1.3, Schrédinger, LLC), possibilitando a inspecéo inicial dos residuos
aminicos presentes tanto no sitio ativo quanto na superficie da proteina. Desta
forma, foi possivel identificar, no programa PyMOL (DELANO, 2002) os grupos
aminicos presentes e suas respectivas posicoes na estrutura 3D para entdo predizer
possiveis efeitos estéricos de acesso ao PEG. A avaliacdo dos valores de pKa dos
residuos dos aminoacidos presentes na ASNase foi realizada empregando-se o
software online H++ (BASHFORD, 1990), que permitiu a avaliacdo qualitativa dos
residuos quanto a probabilidade de reacdo de peguilacdo devido ao estado de

protonacao.

>3ECA:A|PDBID|CADEIA|SEQUENCIA
LPNITILATGGTIAGGGDSATKSNYTVGKVGVENLVNAVPQLKDIANVKGEQVVNIGSQDMNDNVWLTLAKKINT
DCDKTDGFVITHGTDTMEETAYFLDLTVKCDKPVVMVGAMRPSTSMSADGPFNLYNAVVTAADKASANRGVLY
VMNDTVLDGRDVTKTNTTDVATFKSVNYGPLGYIHNGKIDYQRTPARKHTSDTPFDVSKLNELPKVGIVYNYAN
ASDLPAKALVDAGYDGIVSAGVGNGNLYKSVFDTLATAAKTGTAVVRSSRVPTGATTQDAEVDDAKYGFVASG
TLNPQKARVLLQLALTQTKDPQQIQQIFNQY

>3ECA:B|PDBID|CADEIA|SEQUENCIA
LPNITILATGGTIAGGGDSATKSNYTVGKVGVENLVNAVPQLKDIANVKGEQVVNIGSQDMNDNVWLTLAKKINT
DCDKTDGFVITHGTDTMEETAYFLDLTVKCDKPVVMVGAMRPSTSMSADGPFNLYNAVVTAADKASANRGVLY
VMNDTVLDGRDVTKTNTTDVATFKSVNYGPLGYIHNGKIDYQRTPARKHTSDTPFDVSKLNELPKVGIVYNYAN
ASDLPAKALVDAGYDGIVSAGVGNGNLYKSVFDTLATAAKTGTAVVRSSRVPTGATTQDAEVDDAKYGFVASG
TLNPQKARVLLQLALTQTKDPQQIQQIFNQY

>3ECA:C|PDBID|CADEIA|SEQUENCIA
LPNITILATGGTIAGGGDSATKSNYTVGKVGVENLVNAVPQLKDIANVKGEQVVNIGSQDMNDNVWLTLAKKINT
DCDKTDGFVITHGTDTMEETAYFLDLTVKCDKPVVMVGAMRPSTSMSADGPFNLYNAVVTAADKASANRGVLY
VMNDTVLDGRDVTKTNTTDVATFKSVNYGPLGYIHNGKIDYQRTPARKHTSDTPFDVSKLNELPKVGIVYNYAN
ASDLPAKALVDAGYDGIVSAGVGNGNLYKSVFDTLATAAKTGTAVVRSSRVPTGATTQDAEVDDAKYGFVASG
TLNPQKARVLLQLALTQTKDPQQIQQIFNQY

>3ECA:D|PDBID|CADEIA|SEQUENCIA
LPNITILATGGTIAGGGDSATKSNYTVGKVGVENLVNAVPQLKDIANVKGEQVVNIGSQDMNDNVWLTLAKKINT
DCDKTDGFVITHGTDTMEETAYFLDLTVKCDKPVVMVGAMRPSTSMSADGPFNLYNAVVTAADKASANRGVLY
VMNDTVLDGRDVTKTNTTDVATFKSVNYGPLGYIHNGKIDYQRTPARKHTSDTPFDVSKLNELPKVGIVYNYAN
ASDLPAKALVDAGYDGIVSAGVGNGNLYKSVFDTLATAAKTGTAVVRSSRVPTGATTQDAEVDDAKYGFVASG
TLNPQKARVLLQLALTQTKDPQQIQQIFNQY

Figura 8 - Sequéncia Fasta da enzima L-asparaginase do tipo Il de E. coli,
codigo PDB 3ECA.

4.3. Peguilacéo da L-asparaginase

Inicialmente, foi estudada a reacdo com o polimero de 2 kDa, de maneira a

definir as melhores condi¢cdes de monopeguilagcdo. Foram investigados a influéncia
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da forca ibnica variando-se a molaridade do tampédo PBS (0,01; 0,1 ou 0,2 M), a
influéncia da propor¢cdo PEG:ASNase (25:1 ou 50:1) tanto para o polimero de 2 kDa
guanto para o de 10 kDa de modo a evitar excesso de reagente livre no meio
reacional. Investigou-se também a influéncia do pH (6,0; 6,5; 7,0; 7,5 ou 8,0) na
peguilacédo sitio especifica e estabilidade proteica. Ao final, investigou-se o tempo
reacional de menor policonjugagéo.

Para as reacdes de peguilacéo, de maneira geral, uma solucdo de 1 mg-mL™
de ASNase em tampéao PBS, com diferentes valores de pH (6,5 a 8,0), foi adicionada
a uma solucdo de mPEG-NHS, na proporcao de 25:1 ou 50:1, retirando-se aliquotas
a cada 15 minutos (0 a 90 min). A reacdo ocorreu sob agitacdo magnética a 22 °'C
por uma hora. Em seguida, adicionou-se hidroxilamina 0,2 M a mistura reacional de
modo a clivar qualquer sitio instavel de peguilacdo que tenha sido formado na
proteina. O sistema foi mantido sob agitacdo magnética por mais uma hora. As
amostras do meio reacional em diferentes condi¢cdes foram analisadas por meio de
eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE, item
4.4) e entdo as bandas presentes em cada fracdo no gel foram analisadas e

comparadas pela sua intensidade no software ImageJ (RASHBAND, 1997-2016).

4.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE)

As amostras da etapa anterior foram analisadas por SDS-PAGE segundo
Laemmli (1970) e as proteinas coradas com azul de Coomassie (Coomassie Brillant
Blue R-250, CBB) pelo método de Blum et al. (1987) e por prata pelo método de
Mattos et al., 2012. O gel para a separacéo eletroforética foi preparado com 522 mM
de Tris-HCI pH 8,8, 10% ou 12% de acrilamida/bis-acrilamida, 0,09% (p/v) de
persulfato de aménio (PSA), 0,19% (v/v) de tetrametiletiienodiamina (TEMED) e
0,1% (p/v) de dodecil sulfato de sodio (SDS). Ja o gel empacotador (aplicado sobre
o0 gel de separagédo) foi preparado com 116 mM de Tris-HCI pH 6,8, 5% de
acrilamida/bis-acrilamida, 0,14% (p/v) de PSA, 0,29% (v/v) de TEMED e 0,1% (p/v)
de SDS.

As amostras foram preparadas com tampéao de proteina 4x (LAEMMLI, et al.,
1970), e ditiotreitol (DTT) 25 mM e aquecidas por 5 min a 95 °C. O tampéao de
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corrida utilizado foi Tris-Glicina com SDS 1x pH 8,3 e 0 gel permaneceu sob corrente
de 80 mA, em 22 °C.

4.5 Purificagdo da monoPEG-ASNase

Apoés definicdo dos parametros para maior rendimento de monopeguilacéo,
realizou-se a purificacdo do meio reacional em 3 etapas diferentes, para remocéo da

enzima que nao reagiu (ASNase) e de formas polipeguiladas (poliPEG-ASNase).

4.5.1. Ultrafiltracao

A proteina (conjugada ou ndo ao PEG) foi separada da fracdo clivada (NHS)
e do PEG nao conjugado por ultrafitracdo em membrana usando frasco filtrante
Amico-Ultra 15 mL com corte de 30 kDa NMWL com membrana de celulose
regenerada (Merck-Millipore) a 4 °C, 2.906 xg. Além disto, a ultrafiltragdo foi utilizada
para trocas de tampao entre as etapas de purificacdo cromatogréfica (itens 4.5.2 e

4.5.3) e para concentrar a proteina.
4.5.2. Cromatografia de troca anidnica

A segunda etapa da purificacdo foi a separacdo cromatogréafica em coluna de
troca anionica forte Resource Q 6 mL (GE Healthcare Life Science, Uppsala-SWE).
A amostra da etapa anterior foi concentrada a 1 mL e filtrada em membrana de
22 um. A coluna foi equilibrada com Bis-Tris-HCI 20 mM pH 7,0 e a proteina eluida
com o mesmo tampao com adi¢cdo de NaCl 1 M, ao final a coluna foi lavada com 1 M
NaCl. A enzima foi purificada em gradiente linear, 12 volumes de coluna até 170 mM

NaCl em fluxo de 2 mL-min™.

O perfil de eluicdo da proteina foi monitorado por absorbéancia de UV a
280 nm, com coleta de fracbes de 1,5 mL e quantificacdo da concentracdo de
proteina nas fragBes (item 4.6). Adicionalmente, para verificar se o processo de
purificacdo desnaturou a enzima, as fracées foram analisadas por eletroforese nativa
(item 4.7).
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4.5.3. Cromatografia de Exclusdo Molecular

A terceira etapa foi realizada como etapa de polimento e também como forma
de caracterizacdo da enzima, estimando-se a massa molecular apresentada pela
fracdo monopeguilada. A cromatografia de exclusdo molecular ocorreu em coluna
Superdex 200 Increase 10/300 GL (GE Life Sciences) empregando-se as fracdes da
etapa anterior correspondentes a monoPEG-ASNase. Essas fracdes foram
concentradas e o tampé&o foi trocado com filtros Amicon® Ultra-15 (Merck Millipore)
para Tris-HCL 50 mM, pH 8,8 e depois centrifugada a 16.000 xg por 5 min. Aliquotas
de 500 pL foram injetadas na coluna e a elui¢&o foi realizada no FPLC AKTA Purifier
(GE Healthcare Life Sciences), de maneira isocratica, com tampao Tris-HCI 50 mM,
pH 8,6, com fluxo de 0,5 mL-min™ e monitoramento de absorbancia a 280 nm. As
fracOes coletadas foram avaliadas através de gel nativo e também foram utilizadas

nos ensaios de caracterizacdo enzimatica, clivagem proteolitica e citotoxicidade.
4.6. Determinacao da concentracéo de proteina

A quantificacdo da massa de proteina ASNase foi realizada empregando-se o
método do &cido bicinconinico (BCA). Este ensaio é baseado na deteccdo de
algumas liga¢cBes peptidicas entre aminoacidos especificos. As ligacdes peptidicas
das proteinas reduzem o Cu®* presente em um dos reagentes, desta forma o &cido
bicinconinico liga-se ao cobre reduzido (Cu®), formando uma colorag&do purpura que
pode ser lida em espectrofotdmetro (562 nm) (SIGMA-ALDRICH, 2013).

O protocolo foi realizado conforme descrito pelo fabricante Sigma-Aldrich
(2013). As amostras foram incubadas por 30 minutos a 37 °C e as absorbéancias
medidas a 562 nm em espectrofotbmetro Biophotometer Plus (Eppendorf). A
concentracdo de proteina total foi obtida através da interpolacdo dos valores de
absorbéancia em uma curva de calibracdo de albumina de soro bovino (BSA, do
inglés Bovine Serum Albumin), construida nas concentracdes de 200 a 1000 pg-mL™
(SIGMA-ALDRICH, 2013).



35

4.7. Eletroforese nativa em gel de poliacrilamida (Native-PAGE)

O procedimento da eletroforese nativa é semelhante ao descrito
anteriormente para SDS-PAGE, item 4.4, porém sem adicdo do SDS (ZHENG, MA &
SU, 2007). Entretanto, o gel utilizado para concentracédo (empacotamento) foi de 5%
(m/v) de acrilamida/bis-acrilamida e o gel de corrida (separagéo) 6% ou 10% (m/v).
O gel para a separagéo eletroforética foi preparado com 522 mM de Tris-HCI pH 8,8,
6% de acrilamida/bis-acrilamida, 0,09% (p/v) de PSA e 0,19% (v/v) de TEMED. Ja o
gel empacotador (aplicado sobre o gel de separacéo) foi preparado com 116 mM de
Tris-HCI pH 8,0, 5% de acrilamida/bis-acrilamida, 0,14% (p/v) de PSA e 0,29% (v/v)
de TEMED. As amostras foram preparadas com tampéo de proteina 1x sem SDS
(LAEMMLI et al., 1970) e o tampao de corrida foi o Tris-Glicina 1x pH 8,8 sem SDS.

O gel permaneceu sob corrente de 100 mA, em 4 °C.

A determinacdo da mobilidade relativa, foi calculada para o padrdo de massa
molecular (NativeMark da Life technologies), em gel a 10%. Este foi utilizado como
curva padrdo. A migracao relativa (Rs) € a migracao individual de cada proteina em

funcdo da migracao total do tampéao de proteina no gel (HAMES, 1998).
4.7.1. Atividade em Native-PAGE (Zimograma)

A zimografia permite detectar atividade da enzima de interesse em gel nativo
pela adicdo do substrato na malha do gel ou apds a corrida eletroforética. O
protocolo de atividade em gel foi adaptado de Mesas et al. (1990). Apds a corrida do
Native-PAGE, o gel foi submerso em meio reacional (Tris-HCL 30 mM, L-asparagina
38mM e 0,2M de cloridrato de hidroxilamina pH 7,0) e incubado a 37 °C por
30 minutos. Subsequentemente, o gel foi lavado com agua ultra-pura para ser
revelado com solucdo de cloreto de ferro cromogénico (FeCl). Apés 24 h o gel foi

corado com azul de Coomassie (CBB).

Este método consiste na reacdo do aspartato formado na hidrolise da
asparagina com a hidroxalamina, formando acidos B-hidroxamato aspartico (AHA). O
cloreto férrico reage com AHA formando [B-hidroxamato aspartico férrico que possui

uma coloracdo marrom. Considerando que AHA é um derivado da hidrolise de
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L-asparagina pela enzima, a intensidade da coloracdo é proporcional a atividade
(RODRIGUES, 2016).

4.8. Determinagdo da atividade enzimatica de L-asparaginase

A determinacgdo da atividade enzimética da ASNase foi realizada pelo método
de Nessler, de acordo com protocolo adaptado de Imada et al. (1973). A
metodologia baseia-se na liberacdo de aménio pela acdo da enzima sobre a
L-asparagina. O nitrogénio amoniacal liberado interage com o reagente de Nessler
dando origem a um composto de coloracdo marrom. A intensidade de cor
proveniente dessa interagcdo € medida com o auxilio de um espectrofotbmetro no
comprimento de onda de 436 nm e a seguinte relacdo é estabelecida: 1 Unidade
Internacional (Ul) enzimatica é definida como a quantidade de enzima necessaria
para produzir 1 mol de amoénia por minuto a pH 7,3 e 37 °C. Para determinacédo do
namero de mols de aménia presente na amostra, uma curva de calibracao
empregando concentracbes conhecidas de sulfato de amoénio na presenca do

reagente de Nessler em funcédo da absorbancia foi preparada.

Em um tubo falcon, foram adicionados 1 mL de tamp&o Tris-HCI 50 mM (pH
8,6), 0,1 mL de L-asparagina 189 mM, 0,9 mL de agua Milli-Q e 0,1 mL da amostra
contendo enzima. A reacdo permaneceu em banho de agua a 37 °C durante 30
minutos; a reacao foi interrompida com 100 uL de acido tricloroacético (TCA) 1,5 M.
Apos essa etapa, 0,2 mL dos tubos de reacéo foram adicionados em 4,3 mL de agua
ultrapura e, entdo, adicionados 0,5 mL do reagente de Nessler. Todos os ensaios
foram realizados em duplicata com trés repeticbes cada. As amostras foram entéo
guantificadas por espectrofotometria a 436 nm, 25 °C, em espectrofotdmetro
SpectraMax plus 384 - Molecular Devices com auxilio do software Soft Max Pro. A
determinacdo da atividade especifica (Ul-mg™) foi calculada (eq. 1) com a
guantificacdo por BCA (item 4.6) no mesmo dia deste ensaio de atividade

enzimatica.
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Atividade especifica = % ()

Em que “A” corresponde a atividade enzimatica (Ul-mL™) e “CP” corresponde

a concentracédo de proteinas totais (mg-mL™).

4.8.1. Estabilidade enzimética

A estabilidade da monoPEG-ASNase em comparacdo & ASNase foi estudada
para verificar se a peguilacao sitio-especifica foi capaz de aumentar a estabilidade
da enzima.

As fracdes purificadas de monoPEG-ASNase e ASNase livre foram mantidas
a 4 °C por 21 dias, de modo a verificar a estabilidade por meio da determinacédo da
atividade enzimética ao final do processo de purificacdo e ao longo do tempo. A
guantificacao proteica (método de BCA, item 4.6) e a atividade enzimatica (método
de Nessler, item 4.8) foram realizados, em triplicata, em todos os dias (t) estudados
(to-7; toerr: tisas; t21). A enzima comercial (ProSpec Tany) foi utilizada como

controle.

Os dados obtidos foram ajustados pela curva de regressao néo-linear de

modelos matematicos empregando-se o software GraphPad Prisma 5.0.

4.9. Determinacdo dos parametros cinéticos

As reacgOes catalisadas por enzimas séo saturaveis, e a sua velocidade de
catdlise ndo indica uma resposta linear face ao aumento de substrato. Se a
velocidade inicial da reacdo é medida sobre uma escala de concentracdes de
substrato (denotada como [S]), a velocidade de reacdo (v) aumenta com o
acréscimo de [S]. Todavia, a medida que [S] aumenta, a enzima satura-se e a
velocidade atinge o valor maximo Vpgax. Para determinacdo de ky € Vmax
empregamos o ensaio acoplado a glutamato desidrogenase, o qual mede a oxidacao
do cofator Dinucleétido de nicotinamida e adenina reduzido (B-NADH) a B-NAD”
pela glutamato desidrogenase (GDH). A GDH oxida uma molécula de 3-NADH para

a sintese de cada molécula de glutamato a partir de uma molécula de
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a-cetoglutarato e uma molécula de aménia. No ensaio acoplado, a molécula de
amdnia provém da hidrélise da asparagina pela L-asparaginase (BALCAO et al.
2001).

Os ensaios acoplados a glutamato desidrogenase foram realizados conforme
adaptacdo de Rodrigues (2016) ao protocolo sugerido por Balcdo et al. (2001) em
placas de 96 micropocos. Nos ensaios realizados para ASNase controle e
monopeguilada utilizou-se GDH 400 mU, a-cetoglutarato 1 mM e (3-NADH 131 uM.
Todos os ensaios foram realizados em tampéo Tris-HCI 50 mM pH 8,0, em triplicata

ou sextuplicata.

Na cinética asparaginasica, variou-se a concentracdo de asparagina de 5 a
1470 uM, enquanto a enzima asparaginase pura (controle) foi utilizada em
concentracdo fixa de 1,8 mUl e a monopeguilada de 1,6 mUl. A oxidacdo do [-
NADH (i.e., sua extincdo) foi monitorada em tempo real em espectrofotdmetro de
placas (Spectra Max M2 - Molecular Devices), a 340 nm. O coeficiente de extingédo
molar foi calculado e determinado como 6,1 pyM*.-cm™. Em todos os ensaios foi
descontada a desaminacdo espontanea da L-asparagina através de um controle
contendo todos os componentes da reacdo com excecao da enzima L-asparaginase.

O branco foi realizado com todos os componentes exceto o 3-NADH.

A adequabilidade dos modelos mateméticos e o calculo do kcat foi realizada
pelo software GraphPad Prisma 5. O modelo de Michaelis-Menten (hip6tese nula, p
< 0,5) descrito por uma curva hiperbolica foi realizado. A constante de Michaelis-
Menten (ky) e a velocidade méaxima de reacdo (Vmax) foram determinadas em
tampé&o PBS 50 mM, pH 8,6 contendo diferentes concentracdes de L-asparagina (5,
10, 20, 40, 60, 120 uyM), a 37 °C.

4.10. Avaliacéo daresisténcia a clivagem proteolitica

A avaliacdo da resisténcia a clivagem proteolitica pela asparagina
endopeptidase (AEP) e pela catepsina B (CTSB) foi realizada através de adaptacéo
do protocolo proposto por Patel et al. (2009). Incubou-se 4 ug de L-asparaginase
com 2 ug de CTSB ou 1,8 pg de AEP (ambas humanas, recombinantes, produzidas
em células HEK), em 20 pL de tampao Tris-HCI 50 mM pH 8,8, a 37 °C em agitacéo
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de 50 xg por 84 horas. Apds a incubacéo, realizou-se avaliacdo das bandas por
eletroforese em Native-PAGE (item 4.7 e 4.7.1).

4.11. Ensaio de citotoxicidade

A viabilidade mitocondrial (consequentemente a viabilidade celular) é
guantificada pela reducédo do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de
tetrazolina) pela enzima succinato desidrogenase presente na membrana
mitocondrial, resultando na formagdo de cristais de formazan, cuja producdo é

proporcional ao niumero de células metabolicamente ativas (MOSMANN, 1983).

O ensaio foi realizado conforme descrito por Costa (2015) com linhagens
celulares de leucemia linfoblastica aguda de células T (MOLT-4) e de células B
(Reh), e linhagem saudavel de células endoteliais da veia umbilical (HUVEC). As
linhagens celulares foram mantidas em RPMI 1640 com 10% soro fetal bovino (v/v),
L-glutamina e piruvato de soédio, incubadas a 37 °C com 5% CO,. O repique das
células foi feito apds atingirem uma alta densidade celular, confluéncia maior que
90%. A linhagem HUVEC teve suas células tripsinizadas com 0,05 mL/cm? de
solucdo de Tripsina/EDTA, ressuspensas em meio fresco. As trés linhagens (MOLT-
4, Reh e HUVEC) foram centrifugadas a 600 xg em 4 °C por 10 minutos e
ressuspensas em meio fresco. A visualizagdo da viabilidade celular foi feita com azul
de Trypan (Sigma-Aldrich, Darmstadt/GER). As células foram contadas em camara

de Neubauer.

Em microplacas de 96 pocos foram incubadas 20* células leucémicas e 10*
células saudaveis. Em diferentes concentragbes de ASNase e monoPEG (0,01;
0,05; 0,1; 0,3 e 0,6 UI'"mL"™*, em tamp&o fosfato de sédio 20 mM pH 7,4) por 48 e 72
horas, a 37 °C com 5 % CO,. Em seguida (48 ou 72 h), foi adicionada uma solucéo
de MTT 0,25 mg-mL™ e ap6s 4 h, SDS 1% e incubadas nas mesmas condi¢cdes por
mais 24 h. A leitura da densidade Optica foi realizada em espectrofotdmetro no

comprimento de onda de 540 nm.

Os resultados foram expressos em percentual de reducdo do MTT, tendo

como parametro o grupo controle, para o qual foi atribuido 100% de reducéo. O
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ensaio foi feito em triplicata experimental e a analise dos dados com o programa
GraphPad Prism 5.0.

4.12. Andlise dos dados

As analises dos dados e as analises estatisticas (teste t-student e teste F)
foram feitas utilizando o programa GraphPad Prism 5.0. Todos 0s ensaios tiveram
no minimo trés repeticbes (triplicatas). Os resultados estdo representados pela

média + desvio padrao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estudo computacional

A estrutura cristalina de L-asparaginase do tipo Il da Escherichia coli (cédigo
PDB 3ECA) corresponde a enzima encontrada comercialmente nos farmacos

Elspar® e Oncaspar®, esse ultimo correspondendo a forma peguilada da enzima.

Quando observada a estrutura 3D da molécula, no programa PyMol
(Molecular Graphics System, version 1.3, Schrddinger, LLC) encontra-se a
existéncia de quatro subunidades idénticas, formando um tetramero. Cada
mondmero com 326 residuos de aminoacidos, sendo o primeiro (por¢cédo N-terminal)
uma leucina e o Uultimo (por¢cdo C-terminal) uma tirosina. Dentre todos os
aminoacidos presentes na proteina estudada, apenas a lisina e a arginina

apresentam grupos aminos livres (Figura 9).
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Lisina Arginina

Figura 9 - Estrutura molecular da lisina e da arginina. O grupo radical, n-
butilamina e guanidina, respectivamente, esta destacado (MONSIVAIS, 2014).

A conjugacéo de PEG aos residuos de aminoacidos em proteinas € altamente
dependente da nucleofilicidade de cada residuo de aminoacido. O ataque
nucleofilico sé tera lugar quando o grupamento aminico encontrar-se desprotonado.
Portanto, sera muito mais favoravel quando o pH da solucdo de proteina estiver
perto ou acima do pKa do residuo. Por conseguinte, a reatividade de cada residuo
depende também dos aminoé&cidos vizinhos (ROBERTS, BENTLEY & HARRIS,
2002).
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Acredita-se que em meio acido, lisinas e a argininas estejam protonadas e,
consequentemente, ndo reativas para conjugacao ao PEG (PASUT & VERONESE,
2012). Desta forma, os pKas dos aminoacidos com grupos amino teoricamente
passiveis de conjugacao foram estudados. Todas as sete argininas presentes estao
totalmente protonadas em pH 7,6, ndo sendo possivel sua conjugacdo ao mPEG-
NHS.

Das 22 lisinas existentes, o menor valor de pKa 10,5 é igual ao maior valor
encontrado na literatura para esse aminoacido (MUKHERJEE, 2007), o que confirma
gue trabalhar na faixa de pH sugerida anteriormente 7,6 a 9,2 € uma estratégia de

monopeguilacdo em regido N-terminal.

Os resultados referentes aos residuos de lisina presentes e sua
disponibilidade de conjugacdo ao PEG estdo apresentados na Tabela 2. Criou-se
diferentes termos, como “peguilagao favoravel”’, “peguilagdo possivel” e “peguilagéo
dificultada” para descrever hipoteticamente quais residuos de lisina que poderao,
mesmo ndo estando em condi¢des ideais, apresentar de alguma forma conjugacéo
ao PEG. Neste contexto, “peguilacao favoravel’, refere-se a lisina que estd na
superficie e ndo totalmente protonada. O termo “peguilagdo possivel’ aplica-se a
lisinas que nao estdo totalmente protonadas, entretanto fazem parte da interface
entre subunidades, em que acredita-se sofrer impedimento estérico na interacdo
com o PEG. O termo “peguilacao dificultada”, por sua vez, refere-se a lisinas que
estdo totalmente protonadas (pKa > 12) e na regido interna da enzima. Ou seja, de
forma geral, estes termos foram criados como uma analise hipotética da dificuldade
com que o polietilenoglicol tera de interagir nos residuos. Especificamente, a regido
N-terminal apresenta-se desprotonada e muito acessivel ao PEG (Figura 10).
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Figura 10 - Tetramero da L-asparaginase de E. coli (PDB c6digo 3ECA). Em
destaque estdo as regides N-terminal (esferas) de cada mondmero da ASNase
(representada em cartoon).

Dos 22 residuos de lisina estudados, 50% foram considerados como
“‘peguilacéo favoravel’” e 41% considerados como “peguilagao dificultada”. Mesmo
sabendo que para valores de pH entre 7,0 - 8,5 os residuos aminicos de lisinas da
L-asparaginase encontram-se preferencialmente protonados, 50% deles sao

favoraveis a peguilacéo aleatéria.

Tabela 2 - Classificacdo dos residuos com grupo amino passivel de ataque
nucleofilico baseado nos valores de pKa e respectivas localizacdes na
estrutura quaternaria da L-asparaginase: Peguilacdo favoravel (parcialmente
protonada e localizada na superficie proteica), Peguilacdo possivel (parcialmente
protonada e localizada na interface de subunidades) e Peguilagdo dificultada
(totalmente protonada e/ou no interior da proteina).

Pequilacio Favoravel Possivel Dificultada
9 ¢ (residuo n©°) (residuo n©°) (residuo n©°)
N-terminal 1 i i
pKa=7,6
ig 196 71 186
Lisina 49 ggz 22 17024 213
pKa 2 10,5 79 262 229
107 288 162 301
139 314 172
TOTAL 23 2 9

Legenda: “-“ sem residuos
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5.2. Peguilacdo da L-aspaginase

Inicialmente, estudamos a forca i6nica do tampdo PBS, pois uma das
principais caracteristicas determinadas pelos ions dissolvidos em uma solucéo é a
sua forca ibnica e esta é afetada pela concentracdo total de eletrélitos em solugéo
(GLASSONE, 2007).

A peguilagcdo N-terminal em lisozima com mPEG-ALD (metoxipolietilenoglicol
aldeido) foi favorecida com maior concentracdo de ions, 100 mM de PBS e 20 mM
de cianoboroidreto de sédio (YU & GHOSH, 2010). Quando comparado a estratégia
de peguilacdo aleatéria em L-asparaginase de Aspergillus terreus com mPEG-NHS
que ocorreu em menor concentracdo de ions, 50 mM de PBS (LOUREIRO et al.,
2012) e em hemoglobina, alpha 1 (HbA) com MalPhePEG (maleimidofenil
polietilenoglicol) que ocorreu em 0,5 mM de PBS (MANJULA et al., 2003). Portanto,
o efeito da forca ibnica na conjugacdo do PEG a proteina foi investigado, variando-

se a molaridade do tampao empregado, PBS pH 7,4 (Figura 11).

(A) (B

—_

o

o
A

ASNase 10mM 100mM 200mM -
pura 5s5:1 50:1 25:1 50:1 25:1 50:1

MW

S0kDa
37kDa

g

25kDa

Intensidade da banda (%)

0

25:1 50:1
Razao PEG:proteina

Figura 11 - L-asparaginase conjugada ao PEG 2 kDa em diferentes molaridades
do tampao PBS pH 7,6. (A) Gel de poliacrilamida 10% (SDS-PAGE) corado com
CBB. Coluna 1: L-asparaginase pura (2 ug). Coluna 2 e 3: L-asparaginase
conjugada ao mMPEG-NHS de 2 kDa com propor¢cdo PEG:enzima de 25:1 e 50:1,
respectivamente, em PBS 10 mM. Coluna 4 e 5: L-asparaginase conjugada ao
MPEG-NHS de 2 kDa com propor¢ao PEG:enzima de 25:1 e 50:1, respectivamente,
PBS 100 mM. Coluna 6 e 7: L-asparaginase conjugada ao mPEG-NHS de 2 kDa
com propor¢cdo PEG:enzima de 25:1 e 50:1, respectivamente, em PBS 200 mM.
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Coluna 8: Padrdo molecular BioRad (MW). (B) Porcentagem de peguilacdo baseada
na intensidade de banda da reacdo em PBS 100 mM. ASNase polipeguilada (=),
ASNase monopeguilada (&£=1) e ASNase livre ( &3 ). Barras de erro representam o
desvio-padréo.

Os fatores que influenciam fortemente reacdes sitio-dirigidas na regido
N-terminal entre mPEG-NHS e proteinas sdo pH, temperatura, tempo de reacao e
forca ibnica (SOARES et al. 2002). Em uma modificagdo simples, como alteracéo da
forca ibnica, o fornecimento de contra-ions para grupamentos protonados da
proteina € alterado, estabilizando essas cargas (GLASSTONE, 2007).
Consequentemente, favorece-se a peguilagcdo sitio especifica com a conjugacao do

MPEG no a-amino do N-terminal.

Corroborando o que foi observado por Yu e Ghosh (2010), a peguilacdo
N-terminal em ASNase foi favorecida com tampdo PBS 100 mM para as duas
propor¢des de PEG:enzima (Figura 11). Os demais valores de molaridade, 10 e
200 mM, n&o apresentaram bandas de peguilagdo muito aparentes.

Bandas similares (correspondendo a 42-45% de rendimento) foram
observadas para as duas razbes PEG:ASNase estudadas. Entretanto, proporcao
PEG:enzima de 25:1, apresentou menos formas polipeguiladas em comparagcéo com
50:1 (7% e 19%, respectivamente). Na maioria dos casos, é adicionada uma razao
molar em excesso de PEG em relacdo a proteina com o objetivo de converter a
proteina nativa, relativamente dispendiosa, tanto quanto possivel na forma
peguilada, ou devido a problemas associados com alguns PEG reativos (por
exemplo, hidrolise rapida) (VERONESE, 2001).

A fim de confirmar qual a melhor razdo PEG:enzima, realizou-se novo ensaio
utilizando-se o PEG de 10 kDa em tampdo PBS 100 mM pH 7,5, nas razdes 25:1 e
50:1 (Figura 12). Também foi possivel realizar a monopeguilacdo nas condi¢cdes
estabelecidas empregando-se o PEG de 10 kDa. Porém, ndo foram observadas,
diferencas significativas entre as duas proporcdes de PEG:enzima estudadas e,

portanto, optou-se por continuar os proximos ensaios com a proporcao de 25:1.
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Figura 12 - L-asparaginase conjugada ao PEG 10 kDa em tampé&o PBS 100 mM
pH 7,5 nas razbes de PEG:enzima 25:1 e 50:1. (A) Gel de poliacrilamida 10%
(SDS-PAGE) corado com CBB. Coluna 1: L-asparaginase pura (2 ug). Coluna 2 e 3:
L-asparaginase conjugada ao mPEG-NHS de 10 kDa 25:1 e 50:1, respectivamente.
Coluna 4: Padrdo molecular BioRad (MW). (B) Porcentagem de peguilacdo baseada
na intensidade de banda da reacdo em PBS 100 mM pH 7,5. ASNase
monopeguilada (E=1) e ASNase livre (€2a). Barras de erro representam o desvio-
padréo.

E importante ressaltar que a migracdo da proteina peguilada em gel de
poliacrilamida com SDS ocorre de forma mais lenta do que o esperado para a sua
massa molecular, pois o PEG forma um complexo com o SDS (ZHENG, MA & SU,
2007). Este complexo ocorre em trés niveis: nenhuma interacdo (baixas
concentracbes de SDS), o tensoativo liga-se a cadeia polimérica formando
agregados (concentragdo critica) e acima deste intervalo estes agregados coexistem
com micelas de SDS livres (DHARA & CHATTERJI, 1999). Na elaboracdo do
protocolo de eletroforese, a menor concentracdo de SDS utilizada foi 1% (p/v). Nesta
concentracdo, as micelas de SDS coexistem com o complexo PEG-SDS. Dessa
forma, como um guia, considera-se duas vezes a massa do PEG na proteina
peguilada (BROCCHINI, et al., 2006). O ideal em amostras peguiladas, sédo padrdes
moleculares conjugados a diferentes massas moleculares de PEGs (HARDY et. al.

2008). Entretanto, esses nao foram empregados no presente estudo.



a7

Apos definir a melhor molaridade do tamp&o PBS e a razdo PEG:enzima, a
influéncia do pH foi investigada. Como descrito anteriormente, Roberts et al. (2002)
mencionaram que o ataque nucleofilico tem lugar quando o pH de operacdo é
préximo ou superior ao valor de pKa do grupo aminoacido em questdo. De acordo
com o fabricante do PEG, estes ésteres de NHS reagem com grupos amina
primarios em pH 7 ~ 8,5, para formar ligacdes amida estaveis, sendo que a reacao
pode ser finalizada em 1 hora. Lembrando que o pKa N-terminal da ASNase é 7,6

optou-se por testar diferentes valores de pH na faixa de 6,5 a 8,0 (Figura 13).

Fig&ﬁb 13 - L-asparaginase conjugada d48) PEG 2 kDa em PBS 100 mM em
diferentes pHs. Gel de poliacrilamida 10% (SDS-PAGE) corado com prata. Coluna

1004
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1: L-asparaginase pura (20 ug). Coluna 2: pH 6,0. Coluna 3: pH 6,5. Coluna 4: pH
7,0. Coluna 5: pH 7,5. Coluna 6: pH 8,0. Coluna 7: Padrdo de massa molecular
BioRad (MW). (B) Porcentagem de peguilagdo baseada na intensidade de coluna de
cada pH. ASNase polipeguilada (=m), ASNase monopeguilada (£3) e ASNase livre
(=3). Barras de erro representam o desvio-padréo.

A figura 13 mostra que a medida que o pH da reacdo aumenta, a
polidispersdo também aumenta e a quantidade de enzima livre diminui. Este fato
pode ser explicado, pois o0 ataque nucleofilico a tem lugar quando o pH € préximo ou
superior ao valor de pKa e, portanto, quanto maior o pH menor a especificidade,
ocorrendo reacbes aleatérias nos residuos de lisina da proteina. Portanto,
considera-se mais adequada a reagao em menores valores de pH que mantenham a
estabilidade da proteina e resultem em menos formagéo de espécies polipeguiladas.

De acordo com os resultados apresentados, a realizagdo da reagdo em pH proximo
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ao pKa 7,6 da leucina N-terminal demonstrou ser a melhor condicdo para o PEG
2 kDa, tanto para a estabilidade da proteina que apresentou degradagdo em pH <

7,0, quanto para diminuir a polidispersao observada em pH 8,0.

Outro fator importante a ser estudado € o tempo reacional. A hidrélise do
MPEG-NHS, ou seja, a meia vida de hidrélise do grupo succinimidil por ataque
nucleofilico ao éster depende diretamente de sua estrutura molecular e o local de
ligacdo éster na cadeia estrutural (ZALIPSKY, 1998). A meia-vida de hidrolise do
polietilenoglicol com caracteristica estrutural de ligacdo éster C4 alifatico, por
exemplo, € de 20 a 25 minutos, enquanto que com ligacdo éster C3 € de 10 a 15
minutos (Figura 14) (CREATIVE PEG WORKS, 2015). Portanto, investigamos
diferentes tempos reacionais de 0 até 90 minutos (Figura 15).

o)

o)
\ H,0
Id N
“\E“'o/
C3

HaC——H,C——H,C
Cl c2 Cc3 C4

HsC—H,C
Cl C2

Figura 14 - Esquema da hidrdlise do polietilenoglicol em duas estruturas
moleculares diferentes. Cadeia alifatica de trés carbonos (C1-C3) e cadeia alifatica
de quatro carbonos (C1-C4).



49

(A) (B)
= 1004 =g @ — =
. [j (J
o o ‘
c 4
0 15 30 45 60 75 9 MW b —
5kDs O s
37xDa g 7
2Ds T 0 -1 = L
1]
c
L
I
= 0 T T g T T +

15 30 45 60 75 90
tempo (min)

Figura 15 - L-asparaginase conjugada ao PEG 2 kDa em PBS 100 mM pH 7,5 em
diferentes tempos de reacdo. (A) Gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) corado
com CBB. Coluna 1: 0 min, Coluna 2: 15 min, Coluna 3: 30 min, Coluna 4: 45 min,
Coluna 5: 60 min, Coluna 6: 75 min, Coluna 7: 90 min, Coluna 8: Padrao de massa
molecular (MW). (B) Porcentagem de peguilacdo baseada na intensidade da coluna
de cada tempo de reacdo. ASNase polipeguilada (m=x), ASNase monopeguilada (
£32) e ASNase livre (=3). Barras de erro representam o desvio-padrao.

Nos primeiros 15 minutos de reacéo foi possivel identificar a conjugacdo do
PEG com a ASNase, formando 28% de espécie monopeguilada. A amostra que
apresentou maior monopeguilacéo, 41%, correspondeu ao tempo de reacédo de 30
minutos. Adicionalmente, a polipeguilagdo aumentou com o tempo, alcangcando em
75 minutos, 30% de estruturas polipeguiladas. A reacéo de hidrélise do PEG reativo

ocorre paralelamente a reacdo com a amina primaria da enzima.

Considerou-se 30 minutos o melhor tempo de reacdo por apresentar banda
mais concentrada de monoPEG-ASNase comparado a de 15 minutos e menor

presenca de espécies polipeguiladas em comparacdo com 0s tempos superiores.

As reacbes de peguilagdo sitio-especifica N-terminal em condi¢des
otimizadas resultaram rendimentos de aproximadamente 41-45%. Devido a rapida
hidrolise do mMPEG-NHS, acredita-se que algumas moléculas de PEG n&o consigam
se conjugar a proteina. Desta maneira, a reacdo de conjugacdo do mPEG-NHS a
proteina € descrita na literatura com rendimento de 27 a 36% (SHANG & GHOSH,
2014).
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5.3. Purificacdo da monoPEG-ASNase

Mesmo com o protocolo de peguilacédo sitio-especifica N-terminal, multiplas
estruturas de enzimas peguiladas podem ser produzidas (YU, SHANG & GHOSH,
2010). A purificacdo de espécies peguiladas é complicada, devido a natureza polar
do grupamento modificado do PEG e pelo numero limitado de métodos de
separacdo da proteina peguilada de sua precursora nao modificada (FEE & VAN
ALSTINE, 2006; SHANG, 2013). Uma técnica comumente utilizada € a
cromatografia de exclusdo molecular também chamada de cromatografia de
exclusédo por tamanho (SEC, do inglés Size Exclusion Cromatography) (ZHENG, MA
& SU, 2007; PASUT, SERGI & VERONESE, 2008).

Entretanto, apesar da coluna cromatografica utilizada, Superdex™ 200
Increase (GE Life Sciences), possuir alto poder de resolugdo, amostras com
estruturas muito parecidas como a ASNase e a monoPEG-ASNase tornam a
separacdo ineficiente. Na maioria dos casos, € necessaria uma diferenca de
tamanho entre as amostras de trés vezes para obter separagcao
razoavel (GUTTMAN, 2012). A diferenca de tamanho da monoPEG-ASNase (172
kDa) em relacdo L-asparaginase (132 kDa) é de aproximadamente 's. Portanto,
como forma de purificacdo do meio reacional, esta metodologia ndo apresenta boa
resolucdo, sobrepondo os picos (Figura 16). Mesmo com o auxilio de técnicas,
sugeridas pelo frabricante para melhorar a resolugcdo de separacédo entre amostras,
como diminuicdo do fluxo de eluicéo (de 1 mL-min™ para 0,3 mL-min™) e diminuicdo
da concentracdo de amostra (de 2 mg-mL™* para 1 mg-mL™) a purificacdo nao foi

eficiente.
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Figura 16 - Cromatograma de purificacdo por exclusdo molecular do meio
reacional. Em coluna Superdex 200 10/300 GL, GE Life Sciences, elui¢do isocratica
de (A) 1 mL-min™® (2 mg-mL™ do meio reacional) e (B) 0,3 mL-min™® (1 mg-mL™ do
meio reacional) em tampé&o Tris-HCI| 50 mM pH 8,6, monitorada a 280 nm.

De forma alternativa, a purificacdo baseada na diferenca de carga
eletrostatica por cromatografia de troca ibnica € uma metodologia muito utilizada e
gue proporciona em média 97% de pureza (ROBERTS, BENTLEY & HARRIS,
2002). A peguilacdo altera o ponto isoelétrico (pl) da proteina. A mudanca de carga
depende do tamanho da proteina, da forma, do nimero de moléculas de PEG
conjugadas e dos residuos aos quais as cadeias de PEG se ligam (FEE & VAN
ALSTINE, 2011). Assim que o PEG conjuga-se a amina livre da proteina (lisina e
N-terminal), sua carga positiva € neutralizada. Considerando uma monopeguilacéo
N-terminal, quatro cargas positivas serdo neutralizadas na enzima ASNase. Além
disso, o PEG também exerce um efeito estérico sobre os residuos carregados da
proteina. Desta maneira, foi utilizada uma coluna de troca anibénica forte (Resource

Q, GE Healthcare) para purificar a monoPEG-ASNase com gradiente linear de

ml
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12 volumes de coluna até NaCl 170 mM e elui¢ao isocratica de NaCl 1 M para fazer

a limpeza da coluna, caso ainda restasse amostra ligada a resina da coluna (Figura

17).
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Figura 17 - Purificacao
da L-asparaginase
peguilada por coluna de
troca anidnica. (A)
Cromatograma

purificacdo realizada com
coluna de troca anidnica
forte (Resource Q) com
gradiente linear de sal
(), 12 volumes de
coluna, até 170 mM NacCl
em tampao Bis-Tris-HCI
pH 7,0 1M NaCl. Os picos
do gradiente encontram-se

em 35 mM, 67 mM, 78 mM e 92 mM de NaCl. (B) Gel de poliacrilamida 6% (Native-
PAGE) corado com CBB. Coluna 1: Reacgéao de peguilagéo antes de purificar, Coluna
2: eluicdo com NaCl 35 mM, Coluna 3: eluicdo com NaCl 67 mM, Colunas 4 a 6:
fracdes da eluicdo com NaCl 78 mM, Colunas 7 a 10: fragbes da eluicdo com NaCl

92 mM.



53

Nesta etapa da purificacdo foi possivel separar todas as formas diferentes
presentes no meio reacional: enzima livre (ASNase que nao reagiu com o PEG),
enzima monopeguilada e enzima polipeguilada. De modo a eliminar o complexo
PEG-SDS, mencionado anteriormente (ZHENG, MA & SU, 2007) e verificar a
ocorréncia de desnaturacdo da enzima apos o processo de purificacdo, optou-se por
utilizar o gel nativo para a confirmagcao da purificacao por eletroforese. O padréo de
massa molecular ndo pode ser aplicado para estimar a massa da monoPEG-
ASNase, uma vez que a enzima peguilada apresenta tamanho hidrodinamico maior
ao que corresponde a sua massa estimada, resultado da reducdo da mobilidade de
conjugados de PEG-proteina em comparacdo a proteinas globulares de massa
molecular semelhantes (PABST et al., 2007). Desta forma, foi realizado em gel
nativo, a comparacado do meio reacional (contendo ASNase e fracGes peguiladas)
com proteinas globulares de massa molecular conhecida: BSA (66,5 kDa), ASNase
(132 kDA) e catalase (240 kDA) (Figura 18). A partir da mobilidade relativa (Ry¢), que
corresponde a migracao individual de cada proteina dividida pela migracao total do
tampé&o de proteina no gel (HAMES, 1998).
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Figura 18 - Comparacdo de diferentes proteinas e suas respectivas massas
moleculares. (A) Gel de poliacrilamida 10% (Native-PAGE) corado com CBB.
Coluna 1: Padrdo de massa molecular (MW, NativeMark, Life). Coluna 2: meio
reacional de peguilacdo, Coluna 3: ASNase (132 kDa), Coluna 4: catalase
(240 kDa), Coluna 5: Albumina de soro bovino, BSA (66,5 kDa). (B) Curva padrao do
logio da massa molecular das proteinas em funcdo da mobilidade relativa (R¢) de
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cada banda do padrdo (#). A massa molecular de cada proteina foi determinada
com base na equacao da reta (&).

Com a equacdo da reta obtida, logiy (MM) = - 2,563 *~ R + 6,042, as
respectivas massas moleculares de cada banda foram determinadas. Apos
estimada a massa molecular das amostras (BSA, catalase e ASNase), foi possivel
verificar que as proteinas utilizadas apresentaram desvio médio de + 40% em
relagdo & massa molecular referéncia. A BSA possui massa molecular teorica de
66,5 kDa e apresentou massa molecular experimental de 51 kDa, a catalase possui
massa molecular teorica de 240 kDa e apresentou 401 kDa; a ASNase (132 kDa)
apresentou massa molecular experimental de 222 kDa. Quando observada a banda
da monoPEG-ASNase presente no meio reacional a massa molecular experimental
foi de 383 kDa. Portanto, ndo foi possivel estimar com confianca
(desvio médio < 5%) a massa molecular das proteinas com o padrdo molecular
NativeMark.

De modo a estabelecer a massa molecular da monoPEG-ASNase e refinar a
purificacdo, as fracdes eluidas no pico com 78 mM NaCl, foram submetidas a
cromatografia de exclusdo molecular (SEC, Figura 19). A monoPEG-ASNase foi
eluida em 10,65 mL, enquanto que a ASNase controle (enzima pura) eluiu em
11,39 mL.

A determinacdo da massa molecular foi estimada com a curva de calibragao
(Anexo A) e a constante de distribuicdo (Kav) do pico, foi calculada de acordo com a
eq. 2 (RODRIGUES, 2016).

volume eluido — volume morto

Kav =
volume coluna — volume morto

(2)

volume eluido — 8,08 mL
24,00 mL — 8,08 mL

Kav =
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Figura 19 - Cromatograma de purificacdo por exclusdo molecular (coluna
Superdex 200 10/300 GL, GE Life Sciences) das fracdes eluidas em NaCl 78 mM
obtidas na troca aniénica. Em hachurado (70% da area), monoPEG-ASNase ( —)
eluida em 10,65 mL. Em, 11,39 mL, ASNase pura (controle, ). Eluicéo ocorreu de
forma isocratica, 1 mL-min™, com tamp&o Tris-HCl 50 mM pH 8,6, monitorada a 280

nm.

De acordo com o esperado teorico, a enzima pura apresentaria massa
molecular de aproximadamente 132 kDa e a monopeguilada 172 kDa devido as
cadeias de PEG 10 kDa conjugadas em cada N-terminal da ASNase. De acordo
com o perfil cromatografico, a enzima monopeguilada apresentou massa molecular
de 187 kDa £ 10 enquanto que a enzima controle apresentou massa de 146 kDa * 6,
diferengca de aproximadamente 41 kDa. Podemos afirmar que esta diferenca de

41 kDa é referente as quatro moléculas de PEG conjugadas a ASNase.

Na figura 19, em hachurado estd destacada a fracdo contendo apenas

monoPEG-ASNase, que representa 70% + 1 da area total dos dois picos.

A cromatografia de troca anidnica possibilitou a purificacdo da fracao
monopeguilada com um grau de pureza aproximado de 70% e rendimento de 57%

(Tabela 3). O grau de pureza apds purificagdo por exclusdo de tamanho, coletando
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as fracBes da regido hachurada (eluidas entre 8,80 mL até 11,20 mL), aumenta
para 99% £ 3, com um rendimento final de 45%. Pabst et al. (2007) por
cromatografia de troca anidnica alcancaram rendimento de 50% para a monoPEG-
BSA. Upadhyay et al. (2014) recuperaram apés duas etapas cromatograficas (troca
anibnica e posterior exclusdo por tamanho), 66% e 50% de ASNase,

respectivamente.

Tabela 3 - Etapas de purificacdo do meio reacional, rendimento (%) e grau de
pureza da fracdo monoPEG-ASNase (%). Etapas de purificacdo: troca anidnica
forte e exclusdo por tamanho. O meio reacional antes das etapas de purificacéo foi
considerado com rendimento de 100%. Todos os ensaios foram em triplicatas e
barras de erro representam o desvio-padrao.

) . Pureza da
Amostra (r[fnfm]l) V‘z:]‘q”l_“)e Re“?;fge”to MONOPEG-ASNASE
J (%)
Meio 11+001 1.0 100 57
reacional
Troca 594,002 30 57 70
anionica
Exclusdo 331003 15 45 99

por tamanho

5.4. Estabilidade da ASNase e da monoPEG-ASNase frente ao tempo

O grande numero de moléculas de PEG conjugadas a enzima em peguilacao
aleatéria acabam sobrepondo os sitios ativos da enzima e causam um efeito
estérico, podendo diminuir significativamente a atividade enzimatica (VERONESE, et
al., 2007; LOUREIRO, 2010). A enzima pegaspargase comercial (Oncaspar®),
polipeguilada, possui atividade de aproximadamente 85 Ul-mg™ (ASSELIN, 1993).
Todavia, a conjugacdo do PEG a proteina estd intimamente correlacionada a

estabilidade proteica, tornando sua meia-vida plasmatica cinco vezes maior em
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relacdo a forma ndo peguilada (ASSELIN, 1993). Considerando que a enzima
monopeguilada, possui no minimo 15 vezes menos PEG que a polipeguilada, foi

estudada a estabilidade enzimatica (in vitro) por 21 dias (Figura 20).
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Figura 20 - Estudo da estabilidade enzimética frente ao tempo de

armazenamento. ASNase controle (%), monoPEG-ASNase (%) e ASNase
purificada do meio reacional que néo reagiu (ASNase livre —#-), mantidas a 4 °C por
21 dias. As barras de erro representam o desvio padrao.

ApoOs a purificagdo (exclusdo por tamanho) a monoPEG-ASNase manteve sua
atividade especifica inicial (233 Ul-mg™ + 8,1), ao contrario da ASNase livre que no
processo de purificacdo perdeu 15% = 4. Diminuicdo de atividade que também
ocorre  na  pegaspargase, comercializada com 85 Ul-mg! (ENZON
PHARMACEUTICAL, INC., 2013).

Apés uma semana (sete dias) tanto a ASNase pura (controle) quanto a
ASNase livre perderam significativamente a atividade, 53% e 77% respectivamente.
Enquanto que a monoPEG-ASNase manteve-se estavel (p-valor =0,005). Dessa
maneira, a reacao sitio especifica N-terminal manteve a atividade especifica inicial e

influenciou positivamente na estabilidade enzimatica por 21 dias.

A ASNase utilizada na terapéutica é liofilizada e ressuspendida apenas no

momento de seu uso, ja a pegaspargase é comercializada na forma solavel em
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tampdo salino, com validade de 8 meses quando armazenada em 2- 8°C
(AGENCIA EUROPEIA DE MEDICAMENTOs, EMA, 2007). Desta forma, estudos
com maiores tempos de armazenagem devem ser realizados para verificar em qual

momento a monoPEG-ASNase perde a estabilidade.

Um possivel motivo para a queda de atividade em menos de uma semana da
ASNase € a agregacao proteica. As preparacbes de ASNase possuem 20% de
agregados, estes por sua vez, podem ser mais imunogénicos que a propria enzima.
Ocasionando diminuicdo da eficiéncia terapéutica e rapida depuracdo sanguinea
(AVRAMIS et al., 2002). Motivos pelo o qual a ASNase nativa ndo é aceita em varios
paises (PIETERS et al., 2008).

Nicolson et al. (2011), observaram que apdés uma semana inicia-se agregagao
da ASNase a 4 °C em tampédo PBS 10 mM pH 7,3, acarretando em diminuicdo de
atividade especifica. Acredita-se que o PEG tenha inibido a agregacéo de proteinas,
devido ao fato de aumentar a solubilidade e a estabilidade conformacional das
proteinas (AVRAMIS et al., 2002; BAUER et al., 2017). Este efeito estabilizador esta
parcialmente associado ao aumento da viscosidade dinamica das solu¢des proteicas
(GALM, MORGENSTERN & HUBBUCH, 2015). Para o processo de producéao
biofarmacéutica, este fendbmeno de agregacao proteica deve ser impedido para

garantir processos estaveis e formulacdes seguras.

5.5. Determinacdo dos parametros cinéticos da ASNase e monoPEG-ASNase

A cinética enzimatica estuda as rea¢fes quimicas catalisadas pelas enzimas,
em especial a velocidade de reacédo. O estudo da cinética de uma enzima permite
elucidar seu mecanismo catalitico, o seu papel no metabolismo e como € controlada

a sua atividade na célula.

O modelo matemético de Michaelis-Menten, proposto em 1913 (EBBING,
1993), foi utilizado para determinacao dos parametros cinéticos. A enzima (E) liga-se
a um substrato (S) para formar o complexo Enzima-Substrato (ES) que por sua vez

resulta no produto (P) e na enzima livre (Figura 21).
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Figura 21 - Esquema de reacdo enzimatica proposta por Michaelis-Menten. Em
gue as setas duplas entre Substrato (S) e complexo Enzima-Substrato (ES)
representam o fato de que a ligagdo enzima-substrato € um processo reversivel e a
Unica seta de sentido Unico representa a formacao de P (produto). A taxa catalitica,
KcaT, indica constante de velocidade (NELSON & COX, 2005).

As propriedades cinéticas classicamente consideradas para enzima sao:
velocidade maxima de saturacdo (Vmax), @ concentracdo de substrato para a qual a
velocidade da reacdo enzimatica € metade de Vmax (Km), nUmero de renovacdo
(KcaT), €ficiéncia catalitica (kcat/km). Com uma maior quantidade de substrato, mais
centros cataliticos estardo ocupados, até ao momento em que todos os sitios
possiveis estejam ocupados. Nesse momento alcanca-se o ponto de saturacdo da
enzima e, embora se adicione mais substrato, a velocidade da reacdo nao
aumentara (EBBING, 1993). J4 o numero de renovacdo é o numero maximo de mols
de substrato que podem ser convertidos em produto por mol de enzima em uma
unidade de tempo, dada pelo reciproco do tempo em segundos (s™). Como exemplo
temos a catalase que possui um ndmero de renovacdo de 410’ s ' e é uma das
enzimas mais eficientes conhecidas (WILSON & WALKER, 2010).

O conhecimento destas propriedades torna possivel formular hipoteses sobre
0 comportamento de uma enzima no ambiente celular e prever como respondera
frente a mudancas nessas condicdes (NELSON & COX, 2005).

As diferentes concentracdes de substrato (L-asparagina) e as respectivas
velocidades de saturacdo das fracbes de L-asparaginase foram estudados. O
controle do ensaio foi realizado com a ASNase sem peguilar, apenas dissolvida em
tampé&o Tris-HCL 20 mM pH 8,6. A cinética foi realizada pelo ensaio acoplado de
oxidacdo de B-NADH com 1,8 mUI de ASNase (controle) e 1,6 mUl de monoPEG-
ASNase, a concentracdo de L-asparagina variou de 5 a 1470 uM. As curvas de
velocidade em funcéo da concentracdo de substrato estdo apresentadas na figura
22.
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Figura 22 - Cinética enziméatica da ASNase pura (controle) e da monoPEG-
ASNase. Ensaio realizado com concentracdo fixa de enzima, 1,8 mUl e 1,6 mUlI,
respectivamente, e em um intervalo de 0,005 a 1,476 mM do substrato L-asparagina.
As analises dos dados e as analises estatisticas (teste F) foram feitas utilizando o
programa GraphPad Prism 5.0. Todos os ensaios foram em triplicatas e barras de
erro representam o desvio-padrao.

A ASNase é descrita como uma enzima michaeliana com alta afinidade pelo
substrato (ky na faixa de puM) e o seu ky varia de 12,5 a 22 yM (DERST,
HENSELING & ROHM, 2000; ANISHKIN et al. 2015).

Da mesma forma que descrito na literatura, tanto a ASNase controle quanto a
monopeguilada apresentaram comportamento michaeliano com R? 2 0,9164 e com
km na mesma ordem de grandeza, em uM. A enzima pura apresentou ky = 20 uM e
Vmax = 2,36 pymol-min™ e a enzima monopeguilada apresentou menor afinidade a
L-asparagina, ky = 35 pM e Vpax = 3,34 pmol-min? (Tabela 4). Todavia, esta
pequena diferenca entre as constantes de Michaelis-Menten associada ao tempo de
meia-vida da enzima peguilada justificam o seu uso. Dados da literatura relatam
valores de ky variando de 12 a 40 yM para a pegaspargase comercial (AVRAMIS et

al., 2002; DOUER et al. 2007).
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Subsequentemente, determinou-se a constante catalitica, kcat (€q. 3):

Vmax
kcar = [— (3)

Enzima]

Os parametros cinéticos relevantes de uma enzima s@o kcar (constante
catalitica para a conversao de substrato ao produto) e ky (a constante de Michaelis,
que é definida, como a concentracdo de substrato em que a velocidade inicial é a
metade do maximo da velocidade) (EISENTHAL, DANSON & HOUGH, 2007).
Todavia o potencial catalitico de um alto valor de nimero de renovacéo s6 pode ser
atingido em altas concentracfes de substrato (concentragdo saturante) e isso é
raramente atingido em condi¢des celulares. Uma constante alternativa, chamada de
constante de especificidade, definida como kcar/ky, € uma medida de quéo
eficientemente uma enzima converte substrato em produto em baixas concentracdes
de substrato (WILSON & WALKER, 2010). Os parametros cinéticos obtidos para a
ASNase e monoPEG-ASNase estdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4 - Parametros cinéticos da ASNase e da monoPEG-ASNase. Valores de
constante de Michaelis-Mentem (ky), velocidade méaxima (Vmax), numero de
renovacdo (Kcar), eficiéncia catalitica (kcat/km). Todos os ensaios foram em
triplicatas e barras de erro representam o desvio-padrdo. Os parametros cinéticos
foram calculados por analise de regressdo nao-linear, utilizando o programa
GraphPad Prism 5.0.

, Km V max Keat Kcat/Km
Enzima (M) (umol'min) gl MLs?
ASNase 1958+ 0003 236+0015 22+07  1,110°

monoPEG-ASNase | 34,67 £+0,005 3,34+0,007 35+1,0 1,010°

A velocidade limitante de reacdo catalisada pela L-asparaginase em

condicdes de saturacéo é descrita com kear variando de 24 a 54 s™ (AGHAIYPOUR,
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WLODAWER & LUBKOWSKI, 2001; COVINI et al.,, 2012), tanto a monoPEG-
ASNase quanto a ASNase comercial apresentaram valores de renovacao
semelhantes ao encontrado na literatura 35 e 22, respectivamente. Ambas enzimas
demonstraram alta eficiéncia catalitica, 1,010° e 1,1:10° M*s™. Resultados préximos
aos descritos para ASNase, na faixa de 1,610° M*s™® (DERST, HENSELING &
ROHM, 2000). Indicando que a peguilacdo n&o alterou significativamente o nimero
de renovacédo da enzima e a sua eficiéncia catalitica, mantendo suas caracteristicas
cinéticas para o tratamento da LLA. Nao foram encontrados na literatura valores de

kcat € kecat/kv para pegaspargase.

5.6. Degradacao proteolitica

Existem duas proteases sanguineas humanas que estdo relacionadas a
diminuicdo da meia-vida plasmética da L-asparaginase: a asparagina endopeptidase
(AEP) e a catepsina B (CTSB) (OFFMAN et al.,, 2011). A protease AEP cliva
especificamente residuos de asparagina e de aspartato (PATEL et al., 2009). Até o
momento ndo foram definidos os sitios proteoliticos para a CTSB, porém sabe-se
que é capaz de reconhecer uma vasta gama de combinac¢des de residuos (MEER et
al., 2014). De acordo com Rodrigues (2016), utilizando a plataforma SitePrediction,
existem doze sitios proteoliticos preditos com mais de 95% de especificidade na
ASNase de E. coli nativa. Acredita-se que um dos motivos da pegaspargase possuir
maior meia vida plasmtética seja o fato de que a clivagem da CTSB em sitios
proteolicos da ASNase ndo ocorra, uma vez que esta clivagem acontece
intracelularmente, apds a captura da enzima por células fagociticas (MEER et al.
2014). Determinou-se o efeito da degradacéo proteolitica para a monoPEG-ASNase
(Figura 23).
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Figura 23 - Estudo da degradacao proteolitica da asparagina endopeptidase
(AEP) e da catepsina B (CTSB), por 84 h & 37 °C, em agitacdo de 50 xg. Gel de
poliacrilamida 10% (Native-PAGE) corado com CBB (gel superior) e corado com
cloreto férrico (gel inferior). Coluna 1: ASNase livre de protease, Coluna 2: ASNase
com CTSB e Coluna 3: ASNase com AEP. Coluna 4: monoPEG-ASNase livre de
protease, Coluna 5: monoPEG-ASNase com CTSB e Coluna 6: monoPEG-ASNase
com AEP. Coluna 7: Padrdo de massa molecular (MW, NativeMark, Life).

A cadeia de polietilenoglicol € conhecida por proteger sitios proteoliticos,
possibilitando a reducdo da degradacéo proteolitica (SHANG, 2013). Este efeito
protetor foi observado para a monoPEG-ASNase quando incubadas com as duas
proteases testadas, AEP e CTSB. Esse efeito nédo foi observado na ASNase em
mesmas condi¢cdes de estudo, 84 h a 37 °C em agitagdo de 50 xg. A monoPEG-
ASNase demonstrou ser mais resistente as proteases sanguineas humanas,
corroborando com o efeito protetor da conjugacéo das cadeias de PEG. Este estudo
também sugere que a monoPEG-ASNase possa ser menos imunogénica, visto que
estas proteases podem levar a inativacdo da enzima circulante evidenciando
epitopos que funcionam como mediadores da resposta imune em pacientes (PATEL
et al., 2009).

E possivel observar, na figura 23, que mesmo com residuos clivados a

ASNase permaneceu com alguma atividade enzimatica. Acredita-se que a clivagem
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de alguns residuos tenha modificado a estrutura da ASNase, fazendo-a diminuir sua
massa molecular, porém sem inativar completamente a enzima, como no caso da
catepsina B. Ja em presenca da AEP, a ASNase apresentou maior perda de
atividade enzimatica, indicando que possivelmente a protease interagiu com a
asparagina (residuo 248) e aspartato (residuo 90) que fazem parte do sitio ativo da
enzima (ANISHKIN et al., 2015).

5.7. Citotoxicidade

Ensaios de citotoxicidade ou viabilidade celular ttm o objetivo de testar a
atividade citotoxica de compostos, solugcbes e materiais frente a diferentes tipos
celulares. Nesse trabalho, um ensaio preliminar utilizando as linhagens leucémicas
MOLT-4 e Reh foi realizado para testar o potencial citotoxico da monoPEG-ASNase.
Ambas as linhagens sdo células de leucemia linfoblastica aguda, a primeira &
derivada de linfécitos T e a segunda de linfocitos B. A linhagem Reh é considerada
resistente ao tratamento com ASNase, pois possui hiveis consideraveis de
expressao de asparagina sintetase (ASNS) (HERMANOVA et al., 2012). J4 a MOLT-
4 é descrita como uma linhagem sensivel a ASNase (ASLANIAN, FLETCHER &
KILBERG, 2001). Como controle, utilizamos a linhagem de células endoteliais
saudaveis que cobrem a parede dos vasos sanguineos (HUVEC).

A sensibilidade da linhagem MOLT-4 a ASNase ja foi descrita, sendo que com
10 UI'mL™ de enzima foi possivel inviabilizar 95% a 100% das células MOLT-4 em
72h (COSTA et al, 2016; PAPAGEORGIOU et al., 2008). Com 5 UImL" de
L-asparaginase de Saccharomyces cerevisiae e E. coli encapsuladas e livres, foi
possivel inviabilizar 70 e 75%, respectivamente, em 72 h (KARAMITROS et al.,
2013). Neste trabalho optou-se por utilizar a mesma concentracao utilizada na
terapéutica. A correlacdo entre a desaminacdo sérica e a atividade da
L-asparaginase, deve ser no minimo entre 0,1 a 0,2UImL™ para esgotar
significativamente a asparagina em 90% por 21 dias, quando comparado a células
saudaveis (AVRAMIS et al., 2002; DOUER et al., 2007).
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Ambas as amostras estudadas ndo apresentaram citotoxicidade para células

saudaveis HUVEC (Figura 24) e sim para as células leucémicas (Figura 25).
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Figura 24 - Estudo de citotoxicidade em células HUVEC. Ensaios realizados em
48 e 72 h, apenas com células (controle), sem enzima (PBS) e com diferentes
concentracdes de atividade enzimatica (0,01; 0,05; 0,1; 0,3 e 0,6 U'mL™). ASNase
monopeguilada (£3) e ASNase livre (E3). Barras de erro representam o desvio-
padréo.

Costa et al. (2016), demonstraram que com 10 UI'mL™ de ASNase foi
possivel inviabilizar 100% das células MOLT-4 e 20% das células Reh em 72 h.
Neste trabalho, com atividade enzimatica dez vezes menor, foi possivel obter
reducdes de 48 e 62% de viabilidade celular para 48 e 72 h, respectivamente, para a
linhagem MOLT-4 tratada com monoPEG-ASNase. Ndo houve diferenca estatistica
entre as duas enzimas testadas. A linhagem Reh que possui resisténcia ao
tratamento com L-asparaginase por ser capaz de sintetizar a L-asparagina,
apresentou reducdo de 23 e 33% da viabilidade celular em 48 e 72h,
respectivamente, tanto para a ASNase controle quanto para a monoPEG-ASNase.
Portanto, a peguilacdo manteve o perfil de atividade citotdxica da ASNase frente as

linhagens leucémicas, sem perda significativa de atividade.
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Figura 25 - Estudo de citotoxicidade em células MOLT-4 e Reh. Ensaios
realizados em 48 e 72 h, apenas com células (controle), sem enzima (PBS) e com
diferentes concentracdes de atividade enzimatica (0,01; 0,05; 0,1; 0,3 e 0,6 UI'mL™).
ASNase monopeguilada (£3) e ASNase livre (=3). Barras de erro representam
o desvio-padrdo. Probabilidade de significancia menor do que 0,05 (*), menor do que
0,01 (**) e menor do que 0,001 (***) em relagcdo ao controle. Barras de erro
representam desvio-padrao.

Portanto, a monoPEG-ASNase apresentou 0 mesmo potencial terapéutico do
gue a ASNase nativa, indicando que o PEG conjugado a ASNase além de
proporcionar maior estabilidade e protecao proteolitica ndo apresenta citotoxicidade
para as células saudaveis e mantém a atividade citotoxica da ASNase em células
leucémicas MOLT-4 e Reh.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho desenvolvemos um protocolo de peguilagdo N-terminal da
L-asparaginase de E. coli, enzima que atualmente é utilizada no tratamento de
leucemia linféide aguda na sua forma nativa causando rea¢des imunogénicas e na

sua forma peguilada com alto grau de polidisperséao.

Os estudos para o desenvolvimento de um protocolo de peguilagéo indicaram
gue a condicdo mais adequada para favorecer a reagdo de monopeguilacao
corresponde a tampao PBS 100 mM pH 7,5, razdo PEG:proteina de 25:1 e um

tempo de reacdo de 30 minutos.

A enzima monopeguilada com PEG de 10 kDa foi purificada por cromatografia
de troca anionica forte (rendimento de 55%) seguida de cromatografia de excluséo
pelo volume (rendimento de 45%), alcangcando um grau de pureza aproximado de
99%. A monoPEG-ASNase permaneceu com sua atividade estavel por 21 dias,
enquanto que a ASNase livre apresentou queda significativa de atividade de
aproximadamente 50-70% em uma semana. Além disso, a monoPEG-ASNase
apresentou parametros cinéticos proximos a forma comercial de ASNase,
kw=35uM e kcar=1,010° M's? indicando que a peguilacdo preservou as
caracteristicas necessarias para o emprego terapéutico da enzima monopeguilada.
Ensaios in vitro de citotoxicidade celular frente a linhagem celulares leucémicas
(MOLT-4 e REH) demonstraram que a monoPEG-ASNase mantém atividade

citotoxica frente a essas linhagens em comparacédo a enzima livre.

Portanto, esse trabalho possibilitou o desenvolvimento de melhorias das
ASNases existentes no mercado. A reacdo de peguilacdo sitio especifica N-terminal
proporciona controle lote a lote, em relacédo & pegaspargase que apresenta variacao
no grau de peguilacdo, além de manter a estabilidade por pelo menos trés vezes

mais que a ASNase nativa e demonstrar protecdo a clivagem pelas proteases
séricas AEP e CTSB.

Considerando o potencial da L-asparaginase monopeguilada para o

desenvolvimento de um novo biofarmaco (biobetter), sugere-se como perspectiva
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futura a realizacdo de estudos in vitro da imunogenicidade da enzima
monopeguilada, uma vez que espera-se gue essa nova variante seja menos

imunogénica que a ASNase nativa.
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ANEXO A - CURVA DE CALIBRACAO (CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO
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Anexo A - Curva de calibracdo da coluna cromatografica de excluséo
molecular Superdex 200 Increase 10/300 GL (GE Life Sciences), em fluxo
isocratico de 1 mg-mL™, tamp&o Tris-HCl 50 mM pH 8,6. (A) Padrées (- ):
ferritina (440 kDa, eluida em 9,58 mL), conalbumina (75 kDa, eluida em 13,92 mL),
anidrase carb6nica (29 kDa, eluida em 15,86 mL) e ribonuclease A (13,7 kDa, eluida
em 19,07 mL). Para determinacdo do volume morto foi utilizado o padréo blue
dextran 2000 (- -), 2000 kDa e eluido em 8,08 mL. (B) Curva padrédo do logi, da
massa molecular das proteinas em funcao de suas constantes de distribuicdo (Kay).
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ANEXO B - DISPENSA DA ANALISE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
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ANEXO D - CURRICULO LATTES
| Giovanna Pastore Meneguetti

Enderego para acessar este CV: hitp: //lattes. cnpq.br/684557781 55979822

Ultima atualizac3o do curriculo em 04/01/2017

Graduada em Bioquimica pela Universidade Federal de S3o Jodo del Rei (2013) com experiéncia em laboratdrios de Microbiologia de Alimentos (Andlise
de alimentos e producdo de mini-curso de Boas Praticas de Fabricacdo), de Bioinformdtica (Modelagem Molecular, principalmente com Dindmica
Molecular) e de Bioguimica Microbiana (Andlise de digitdlicos e desenvolvimento de monografia). Atualmente desenvolve mestrado na linha da
Nanobiotecnologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S3o Paulo (FCF/USP) e faz parte do grupo de Novos Talentos do Instituto
de Pesquisas Tecnoldgicas (IPT). Reconhecida por atingir resultados, possuir capacidade de pensar de forma analitica e por fundar a empresa jonior, B-
Tech, de bioguimica e farmacia da UFS). Pontos fortes incluem: superar expectativas, organizar e desenvolver projetos, cursos e palestras. Excelente
apresentacdo e relacionamento interpessoal, oral e escrito. Habilidades em inglés, francés, alem3o e libras. (Texto informado pelo autor)

Identificagdo

Nome
Giovanna Pastore Meneguettige
Nome em citacbes bibliograficas

MENEGUETTL, G. P.

Enderego

Formacao académica/titulagéo

2014

Mestrado em andamento em Tecnologia Bioguimico-Farmacéutica (Conceito CAPES 6).

Universidade de Sdo Paulo, USP, Brasil.

Titulo: DESENVOLVIMENTO NANOTECNOLOGICO DA L-ASPARAGINASE EMPREGANDO-SE METODOLOGIAS DE PEGJ]].ACi0,0I‘iErIBde: @ Prof. Dr. Carlora de Oliveira Ranguel
Yagui.

Palavras-chave: L-asparaginase; peguilacdo; Leucémia Linfdide Aguda.

Grande drea: Outros

2009 - 2013

Graduagdo em Biocguimica.

Universidade Federal de S50 JoSo Del-Rei, UFS), Brasil.

Titulo: Andlise de digitalicos como possiveis reversores de resisténcia multipla a drogas em cepas de fungos.
Orientador: Antonio Ferreira Perreira.

Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico, CNPg, Brasil.

1993 - 2008

Ensino Médio (22 grau).
Escola Suigo-Brasileira de S&o Paulo, ESBSP, Brasil.

AtuagZo Profissional

Universidade de S3o Paulo, USP, Brasil.

Vinculo institucional

2014 - Atual

Vinculo: Bolsista, Enguadramento Funcional: Mestrado, Carga hordria: 30
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Atividades

09/2014 - Atual

Pesquisa e desenvelvimento , Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, .

Linhas de pesquisa
Desemvelvimento nanctecnoldgico da L-asparaginase

Instituto de Pesquisas Tecnologicas do Estado de Sao Paulo, IPT, Brasil.

Vinculo institucional

2015 - Atual

Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Novos Talentos, Carga horaria: 30

Qutras informagies
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O Programa Novos Talentos do IPT tem como objetivo apoiar atividades de P&D conduzidas por estudantes de mestrado e doutorado matriculados em programas de pds-graduacio de

Universidades ou Institutos de Pesquisa pUblicos ou privados, e projetos de pds-doutorado de jovens pesquisadores, em temas cientificos e tecnoldgicos de interesse do IPT. Os

participantes receberfo apoio e orientacio de pesquisadores do IPT, além de acesso a infraestrutura laboratorial para desenvolver suas atividades. Poderdo ainda receber bolsas de

estudo integrais ou suplementares. (Fonte: IPT, 2015 )}

Universidade Federal de S3o Jodo Del-Rei, UFS], Brasil.

Vinculo institucional

2010- 2013

Vinculo: Aluna, Enquadramento Funcional: Pesquisadora, Carga hordria: 20

Atividades

03/2010 - 03/2012

Pesquisa e desenvolvimento , Académico, .

Linhas de pesquisa
Awvaliacdo das condigfes higiénico-sanitarias das padarias de Divindpolis-MG

08/2010 - 12/2011

Pesquisa e desenvolvimento , Académico, .

Linhas de pesquisa

Triagem Virtual Inversa de compostos oriundos do Cerrado
Modelagem Molecular da alfa-amilase de Criptococcus flavus
Atividade anti-inflamatéria do dleo de copaiba por DFT

Universidade Federal do Rio de Janeiro, UFRJ, Brasil.

Vinculo institucional
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2013 - 2013

Vinculo: Pesquisadora, Enquadramento Fundional: Monografia, Carga hordria: 50, Regime: Dedicacdo exclusiva.
B-Tech (Empresa Junior de Bioquimica e Farmacdia da UFS]), B-TECH, Brasil.

Vinculo institucional

2010 - 2013

Vinculo: Diretora de Marketing, Enquadr Funcional: Fundadora da Empresa, Carga horaria: 10

Linhas de pesquisa

1.

Avaliagdo das condigSes higiénico-sanitdrias das padarias de Divindpolis-MG
2.

Triagem Virtual Inversa de compostos ariundos do Cemrado

3.

Modelagem Molecular da alfa-amilase de Criptococcus flavus

4.

Atividade anti-inflamatdria do dleo de copaiba por DFT

5.

Desenvolvimento nanctecnoldgico da L-asparaginase

Projetos de pesquisa

2014 - Atual

DESENVOLVIMENTO NANOTECNOLOGICO DA L-ASPARAGINASE EMPREGANDO-SE METODOLOGIAS DE PEGUILAGAQ

Descricdo: O principal objetivo deste projeto consiste no desenwolvimento de um protocolo de peguilacdo N-terminal da enzima L-asparaginase de E. coli, para o qual as seguintes
etapas foram estabelecidas: ? Obtencio e purificagio da L-ASPase a partir de E. coli recombinante (cepa BL21); ? Estudos de modelagem molecular para avaliac8o de residuos de
aminocacidos a serem explorados para peguilagdo da enzima. Dessa maneira, outros protocolos de peguilagio também poderdo ser empregados, em funcdo dos residuos passiveis de
reacdo e sua localizagio em relagdo ao sitio ativo da enzima; ? Desenvolvimento de protocolo de peguilagdo da L-ASPase; ? Determinagdo de pardmetros cinéticos da PEG-ASPase
purificada..

Situacdo: Em andamento; MNatureza: Pesquisa.

Integrantes: Giovanna Pastore Meneguetti - Coordenador [ Carlota de Oliveira Rangel Yagui - Integrante.
2013 - 2013

Analize de digitalicos como possiveis reversores de resisténcia multipla a drogas em cepas de fungos

Descricdo: Iniciou, projetou, desenvolveu, defendeu sua monografia em um periodo curto de tempo, 3x menor que o normal, com excel&ncia. Demonstrou capacidade de trabalhar com
alta demanda de trabalho em menos tempo que o esperado. Reconhecida, pela banca avaliadora por formar raciocinio dindmico, rpido e preciso na solugSo de problemas
inesperados. Alcancou resultados surpreendentes no desenvolvimento de sua pesquisa, quando avaliou o efeito de 7 compostos digitdlicos na revers3o do fendtipo MDR. mediante
presenga da PdrSp em S. cerevisiae e antifingico. Adaptou, rapidamente, o estilo e a tatica as circunstancias de um novo local de trabalho..

Situagdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: GraduacSo: (1) .

Integrantes: Giovanna Pastore Meneguetti - Integrante [ Antionio Pereira Ferreira - Integrante / Ana Claudia Tessis - Integrante / Leandro Augusto de Oliveira Barbosa - Coordenador
[ Jose Augusto Ferreira Perez Villar - Integrante.
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2010 - 2012

Avaliagdio das CondigBes Higiénico Sanitarias das padarias do munidpio de Divindpolis

Descrigdo: Coletou mais de 500 amostras, dos 20 estabelecimentos em estudo, para analises laboratorial e avaliou presenga ou auséncia de Salmonella sp., NMP/mL de Escherichia
coli, & UFC/mL de Staphylococcus aureus, nos ali e ilios. Elat , organizou, divulgou e ministrou ?Mini-curso para conscientizacdo das Boas Praticas de Fabricagdo?
(Divindpolis/MG, 2011) acs manipuladores das padarias. Adquiriu conhed de impl ttagdo de Siste de Qualidade, Andlise de perigos e pontos criticos de controle
(APPCC), Boas Praticas de Fabricaco (BPF), Perigos bioldgicos, fisicos e quimicos. Ministrou aula sobre ?Doencas Transmissiveis por Alimentos (DTA)?, focando os critérios de
seguranga em cada uma das etapas da produgdo e manipulagio de alimentos. Expds e apresentou os resultados obtidos em ?Simpdsio Brasileiro de Microbiclogia? (Foz do Iguagu/PR,
2011)..

Situagdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduacgdo: (3) .

Integrantes: Giovanna Pastore Meneguetti - Integrante [ Marina Mendes - Integrante [ Yuri, Dias - Integrante [ Juliana Teixeira - Coordenador [ Bruna Mara - Integrante.
2010 - 2011

Modelagem Molecular e simulaggo da amilase de Cryptococcus flavus expressa em Saccharomyces cerevisea

Descrigio: Determinagio da estrutura 3D da amilase de Cryptococcus flavus por modelagem comparativa (SWISS-MODEL) e avaliacdo da energia do campo empirico do modelo e
visualizacdo das regides favoraveis e permitidas da estrutura (Procheck)..

Situagdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduacgdo: (1) .

Integrantes: Giovanna Pastore Meneguetti - Integrante [ Moacyr Comar Junior - Coordenador [ Alex Guttiemmez Taranto - Integrante [ Alexsandro Galdino Sobreira - Integrante.
2010 - 2011

Triagem Virtual Inversa (TVI) de compostos oriundos do cerrado

Descrigdo: Propds modificacdes estruturais nos compostos naturais para que estes se tornem compostos prototipos, e candidatos a farmacos. Aplicagdo da metodologia de Triagem
Virtual Inversa (TVI), seguido por estudos de Docking e refinamento pela Mecanica Molecular (MM) & QM/MM, para neurotransmissores cujos receptores encontram-se descritos no
PDB; Posterior validagdo da metodologia de TVI para uso em compostos naturais..

Situagdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduacgdo: (2) .

Integrantes: Giovanna Pastore Meneguetti - Integrante [ Moacyr Comar Junior - Integrante | Alex Guttierrez Taranto - Coordenador [ Ana Paula Carregal - Integrante [ Bruna Mara -
Integrante [ Marcio Souza Démaso - Integrante [ Sténio Nunes Alves - Integrante [ Luciana A. Lima - Integrante.

2010 - 2011

Atividade anti-inflamatdrio dos compostos do dleo de Copaiba: Estudo DFT e PCA

Descrigdo: ida pelo seu superior, por sua competénda e dedicagdo, entre 50 alunos para desenvolver o projeto. Analisou os resultados, de 17 compostos presentes no dleo de
copaiba, através de técnicas estatisticas (analise PCA, pelo software SAS). Verificou a existéncia de correlagio entre as propriedades moleculares de compostos inibidores da COX-2
para futura avaliacdo anti-inflamatdria. Expds e apresentou seu trabalho no ?Simpdsio Brasileiro de Quimica Tedrica? (Outro Preto/MG, 2011)..

Situagdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduacgdo: (1) .

Integrantes: Giovanna Pastore Meneguetti - Integrante [ Moacyr Comar Junior - Coordenador [ Alex Guttierrez Taranto - Integrante / Bruna Mara - Integrante [ Marcio Souza Démaso -
Integrante.

Projetos de extensdo

2010 - 2012

Avaliagdio das CondigBes Higiénico Sanitarias das padarias do munidpio de Divindpolis

Descrigdo: Andlise das condigbes higiénico Sanitarias das padarias do munidpio de Divindpolis através de check-list; Estudos microbicldgicos de presenca ou auséncia de Salmonella
sp., de NMP/mL permitido para Escherichia coli, de UFC/mL permitido para Staphylococcus aureus, para bolores e leveduras e para aerdbios e mesdfilo; Elaboracgo de mini-curso para
conscientizagdo das Boas Praticas de Fabricagdo..

Situagdo: Concluido; Natureza: Extensdo.

Alunos envolvidos: Graduacgdo: (3) .

Integrantes: Giovanna Pastore Meneguetti - Integrante [ Marina Mendes - Integrante [ Yuri, Dias - Integrante [ Juliana Teixeira - Coordenador.
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Idiomas
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Inglés

Compreende Bem, Fala Bem, L& Bem, Escreve Razoavelmente.

Francés

Compreende Bem, Fala Bem, L& Bem, Escreve Razoavelmente.

Alemdo

Compreende Razoavelmente, Fala Raz | LER | Escreve Razoavelmente.

Produgoes

Producio bibliografica

Apresentacoes de Trabalho
1.

MENEGUETTL, G. P.; TORRES, K. M. ; OLIVEIRA, A. M. ; PESSOA-IR, A. ; RANGEL-YAGUI, C. O. . N-terminal pegylation of L-asparaginase - Reaction conditions and purification
process. 2016. (Apresentacio de Trabalho/Congressa).

2.

MENEGUETTL, G. P.; RANGEL-YAGUI, C. O. . Efeito da forga idnica na peguilagdo N-terminal da L-asparaginase de E. coli. 2015. (Apresentacdo de Trabalho/Outra).
3.

MENEGUETTTL, G. P.; TORRES, K. M. ; PESSOA-IR, A. ; RANGEL-YAGLIL, C. O. . IONIC STRENGTH AND REACTION TIME EFFECT ON THE SITE-SPECIFIC N-TERMINUS L-ASPARAGINASE
PEGYLATION. 2015. (Ap S0 de Trabalhof )

4.
MENEGUETTL, G. P.. Nanobiotecnologia a favor da salde. 2015. (Apresentacio de TrabalhofOutra).
5.

e MENEGUETTL, G. P.; CARREGAL, A. P. ; DAMASO, M. 5. ; COMAR JUNIOR, M. ; ALVES, 5. N. ; SIQUEIRA, 1. M. ; LIMA, L A. ; TARANTO, A. G. . Triagem Virtual Inversa (TVI) de
compostos oriundos do cerrado. 2012, (Ap do de Trabalho/Congr ).

6.

MENEGUETTL, G. P.; SOBREIRA, A. G. ; TARANTO, A. G. ; COMAR JUNIOR, M. . Modelagem Molecular e simulagdo da amilase de Cryptococcus flavus expressa em Saccharomyces
cerevisea. 2011. (Apresentacdo de Trabalho/Outra).

7.

MENEGUETTL, G. P.; Dias, Y. ; MENDES, M. ; Mara, B. ; TEIXEIRA, J. . Avaliagio das Condigbes Higiénico Sanitarias das padarias do munidpio de Divindpolis. 2011. (Apresentacdo de
Trabalho/Simpasio).

8.

MENEGUETTL, G. P.; DAMASO, M. S. ; Mara, B. ; TARANTO, A. G. ; COMAR JUNIOR, M. . ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITY OF COPAIBA OIL COMPOUNDS: A DFT. 2011. (Apresentacio
de Trabalho/Simpdsio).

9.

Dias, Y. ; MENEGUETTL, G. P. ; MENDES, M. ; Mara, B. ; TEIXEIRA, 1. . Verificagdo das boas praticas de fabricacdo em padarias a partir da aplicacdo de um check-list. 2011.
" 50 de Trabalho/Cong ).

AR

Producao técnica
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Assessoria e consultoria
1

MENEGUETTL, G. P.. Monitoria em Bioestatistica. 2011.
Trabalhos técnicos

Entrevistas, mesas redondas, programas e comentarios na midia
1

MENEGUETTL, G. P.; HACKER, 5. ; ARIAS, C. D. . Entrevista com Mirian Lopes. 2015. (Programa de radio ou TV/Entrevista).
Demais tipos de producado téonica

1.
MENEGUETTL, G. P.. Eletroforese: Tornando o invisivel em visivel. 2015. (Curso de curta duragdo ministrado/Extensdo)).
2.

ARIAS, C. A. D. ; SANTOS, 1. C. F. ; MENEGUETTL, G. P. ; FREIRE, R. K. . Informativo do II Curso de Inverno em Tecnologia Bioguimico-Farmacéutica. 2015. (Desenvolvimento de
material diddtico ou instrucional - revista).

3.
MENEGUETTL, G. P.; LIMA, P. O. . Conceitos basicos para apresentacdo Prezi. 2013. (Curso de curta duraggo ministrado/Bxtensdo).
4.
4 s s
% MENEGUETTL, G. P.; LIMA, P. O. . Biologia Molecular e Diagndstico Clinico Molecular. 2012. .
5.
i MENEGUETTL, G. P.. Doengas Transmitidas por Alimentos. 2012, (Curso de curta duracdo ministrado/Especializagio).
6.

W MENEGUETTL G. P.; LIMA, P. 0. . Avancos da Biologia Molecular no Diagndstico Clinice. 2012, (Curso de curta duracdo ministrado/Extensdo).
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