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RESUMO 
 
MENEGUETTI, G.P. Desenvolvimento nanotecnológico da L-asparaginase 
empregando-se metodologia de peguilação. 2017. 88f. Dissertação (Mestrado) – 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2017. 

A enzima L-asparaginase (ASNase) de Escherichia coli é amplamente utilizada para 

tratar a leucemia linfoblástica aguda (LLA). No entanto, a enzima nativa pode ativar 

o sistema imune do hospedeiro causando reações alérgicas. A forma peguilada da 

enzima (PEG-ASNase) não só reduz o efeito imunológico, mas também possui a 

vantagem de aumentar sua meia-vida plasmática devido à menor degradação por 

proteases. Não obstante, a conjugação de PEG à ASNase é de forma aleatória e 

resulta em elevado grau de polidispersão. Nesse trabalho, um protocolo de 

peguilação sítio-específica N-terminal foi desenvolvido para a enzima ASNase, 

empregando-se metoxi-polietilenoglicol carboximetil N-hidroxisuccinimidil éster 

(mPEG-NHS, MW = 10 kDa). Os parâmetros de reação investigados (com PEG 

2 kDa) foram a força iônica do tampão, o pH e o tempo de reação para otimizar o 

rendimento e minimizar a polidispersão. Os resultados confirmaram a ocorrência da 

reação de peguilação e baixa polidispersão. A força iônica do tampão favoreceu a 

conjugação N-terminal em 100 mM de tampão fosfato salino (PBS). Também 

observamos que o aumento do pH e tempo de reação estão diretamente 

relacionados com o aumento de formas polipeguiladas. O maior rendimento de 

monoPEG-ASNase, 42%, correspondeu à condição de reação de pH 7,5, tempo de 

reação de 30 min e razão PEG:enzima de 25:1. A monoPEG-ASNase foi purificada 

em coluna aniônica forte com gradiente linear de NaCl até 170 mM e a fração 

monopeguilada foi eluída em NaCl 78 mM com grau de pureza de 70% (rendimento 

de 55%). A cromatografia de exclusão por tamanho aumentou a pureza da 

monoPEG-ASNase para 99% (rendimento final de 45%). A monoPEG-ASNase, 190 

± 10 kDa, manteve sua atividade específica por 21 dias à 4ºC, enquanto que a 

enzima não peguilada (controle), 146 ± 6 kDa, teve uma queda de aproximadamente 

52% na atividade específica em 7 dias à 4ºC. Um estudo de cinética enzimática foi 

realizado e obtivemos valores de kM semelhantes para as formas da enzima nativa e 

monopeguilada, 20 μM e 35 μM respectivamente. A monoPEG-ASNase apresentou-

se mais resistente às proteases plasmáticas asparagina endopeptidase e catepsina 

B, por 84 h à 37 °C e apresentou ser citotóxica para células leucêmicas (MOLT-4 e 

Reh). Portanto, a peguilação N-terminal sítio-específica resultou em uma nova 

variante da ASNase que reteve grande parte de seu poder catalítico e pode ser 

considerada promissora para o emprego no tratamento da LLA. 

 

Palavras-chave: peguilação N-terminal, monopeguilação, L-asparaginase, leucemia 

linfoblástica aguda. 
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ABSTRACT 
 

MENEGUETTI, G.P. Nanotechnological development of L-asparaginase using 
PEGylation methodology. 2017. 88f. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São 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 4ºC while 

nonpegylated ASNase (control), 146 ± 6 kDa, lost 52% of its activity within 7 days at 

4ºC. Enzyme kinetics were studied and similar kM values were obtained for both 

native and monoPEG-ASNase, 20 μM and 35 μM 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 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 
Multidisciplinar por natureza, a nanotecnologia tem o potencial de revolucionar 

amplamente vários campos tecnológicos e científicos, como os da biologia, da física, 

química e engenharia. A nanotecnologia está ligada à manipulação da matéria em 

escala nanométrica. O domínio da nanotecnologia encontra-se compreendido entre 

0,1 e 1000 nm. Entretanto, diversos grupos acadêmicos, científicos e industriais, 

inclusive no campo farmacêutico, consideram um “nanomaterial” quando as 

dimensões estão compreendidas entre 1 a 100 nm (BROCHADO, 2013), região em 

que as propriedades dos materiais são determinadas e podem ser controladas para 

o desenvolvimento de novos materiais, dispositivos ou estruturas com propriedades 

específicas, controladas e reprodutíveis (NATIONAL SCIENCE AND TECHNOLOGY 

COUNCIL, NSTC, 2014). 

Uma das mais promissoras frentes de inovação tecnológica com grande 

potencial de impulsionar a produção industrial brasileira é a nanobiotecnologia, 

devido à forte tendência mundial em buscar alternativas para princípios ativos 

farmacêuticos obtidos por processos biotecnológicos. Apesar do progresso no 

domínio da biotecnologia ter contribuído para tornar os fármacos proteicos mais 

acessíveis (MELO, CUNHA & FIALHO, 2012), proteínas ainda exigem atenção na 

manipulação devido à complexidade estrutural, sendo que a atividade biológica pode 

ser facilmente alterada resultando, por exemplo, em uma forma inativa ou um 

produto imunogênico (ALBERTS et al., 2004). 

Uma das abordagens nanobiotecnológicas mais eficazes para resolver os 

problemas intrínsecos de várias proteínas como imunogenicidade e meia-vida curta, 

refere-se à ligação covalente de cadeias de polietilenoglicol na superfície da 

proteína, técnica conhecida como peguilação (PASUT, SERGI & VERONESE, 2007). 

A peguilação corresponde à modificação de proteínas, peptídeos, fosfolipídeos, 

fármacos e outras moléculas pela ligação covalente de uma ou mais cadeias de 

polietilenoglicol (PEG). Este polímero, altamente solúvel em água, é atóxico, não 
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imunogênico, não antigênico e aprovado pela Agência Norte Americana de 

Medicamentos e Alimentos (FDA). 

Os conjugados de PEG-proteína têm diversas vantagens. Dentre elas, 

podemos destacar o aumento de solubilidade, meia-vida prolongada no organismo, 

a diminuição da degradação por enzimas metabólicas e a redução da 

imunogenicidade da proteína (VERONESE & PASUT, 2005). Dessa maneira, a 

peguilação tornou-se uma tecnologia bem estabelecida no campo da formulação 

biofarmacêutica e é usada para melhorar a estabilidade, a solubilidade, a 

biodisponibilidade e as propriedades imunológicas de compostos bioativos, 

aumentando o potencial de peptídeos e proteínas como agentes terapêuticos 

(PASUT, SERGI & VERONESE, 2007). 

 A enzima L-asparaginase (ASNase) foi uma das primeiras proteínas a serem 

peguiladas, resultando no fármaco pegaspargase (Oncaspar®), aprovado pelo FDA 

em 1994 para uso combinado no tratamento quimioterápico de pacientes portadores 

de leucemia com hipersensibilidade à forma nativa da enzima (AVRAMIS et al., 

2002;  VERONESE & PASUT, 2005). 

 O método utilizado na peguilação da ASNase consiste na conjugação do PEG 

nas aminas livres, normalmente em resíduos de lisina e no aminoácido N-terminal. 

Uma limitação importante desta abordagem é que as proteínas contêm tipicamente 

diversas lisinas e, consequentemente, ocorre a peguilação aleatória de resíduos de 

lisina da enzima com várias cadeias de PEG, levando a um alto grau de 

polidispersão nas preparações resultantes (LEE et al., 2003). As diferentes espécies 

peguiladas muitas vezes possuem diferentes perfis farmacocinéticos e atividades 

biológicas intrínsecas (SOARES et al., 2012). 

 Portanto, considerando os avanços recentes em peguilação de proteínas e as 

exigências atuais para licenciamento de produtos farmacêuticos envolvendo 

nanotecnologia (FU & SAKAMOTO, 2007; FOOD DRUG AND ADMINISTRATION, 

FDA, 2015), é importante estudar alternativas de peguilação da ASNase, visando 

preparações mais uniformes e menos polidispersas. A estratégia de peguilação N-

terminal apresenta-se como alternativa mais específica e envolve a conjugação de 
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uma molécula de PEG à terminação amínica, baseando-se nas diferenças entre os 

pKas dos diferentes grupamentos amínicos da proteína, sendo menor o pKa do 

grupo α-amino (pKa 7,6 – 8,0) do que os grupos ε-amino (pKa 9,3 – 9,5) (YU & 

GHOSH, 2010). Portanto, para valores de pH entre 7,0 – 8,5, resíduos amínicos de 

lisinas da ASNase encontram-se predominantemente protonados e, 

consequentemente, não reativos ao PEG. O grupo α-amino livre (N-terminal), por 

sua vez, apresenta-se predominantemente em sua forma não protonada disponível 

para a conjugação com o PEG, de maneira a resultar na proteína monopeguilada 

(KINSTLER et al., 2002). Nesse trabalho estudamos a peguilação N-terminal da 

ASNase. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1. L-asparaginase 

 
 A leucemia é o câncer das células brancas do sangue (leucócitos), que 

começa na medula óssea e se espalha para outras partes do corpo. A leucemia 

linfóide aguda ou leucemia linfoblástica aguda (LLA) é o comprometimento da 

linhagem linfóide, caracterizada pelo rápido crescimento de células imaturas 

(linfoblástos) no sangue. De modo geral, a LLA invade o sangue e pode se espalhar 

para outras partes do corpo. Como gânglios linfáticos, baço, fígado, 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 

biofármaco utilizado no tratamento de leucemia linfoblástica aguda, doença que 

atinge três a cada quatro crianças diagnosticadas com leucemia nos Estados Unidos 

(CANCER, 2016). A leucemia, no Brasil e na maioria dos países, representa 25 a 

35% dos tipos de câncer infantojuvenil (INSTITUTO NACIONAL DO CÂNCER, 

INCA, 2016).  

Desde 1970, a ASNase tornou-se um componente essencial na quimioterapia 

para o tratamento de LLA infantil (NARTA, KANWAR & AZMI, 2007; RAETZ  & 

SALZER, 2010; DOUER, 2008). A ASNase é produzida por E. coli e é composta por 

quatro subunidades idênticas de aproximadamente 33 - 37 kDa (cada); formando 

uma enzima tetramérica com massa molecular variável entre 140 - 160 kDa 

(LOUREIRO, 2010). 
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Figura 1 - Representação esquemática do cristal de L-asparaginase com os 
quatro monômeros idênticos (A, B, C e D). Resolução de 2,40 Å, do banco de 
dados de proteína - PDB, código 3ECA.  

 

 Muitos blastos de leucemia e células da medula são auxotróficos para                            

L-asparagina, porque lhes falta ou tem um nível muito baixo de asparagina-

sintetase, enzima normalmente expressa em células saudáveis (COSTA, 2015). 

Portanto, a ASNase, enzima que catalisa a hidrólise de L-asparagina para L-

aspartato e amônio (Figura 2) é capaz de destruir seletivamente as células tumorais 

que dependem de L-asparagina extracelular para sobrevivência (PASUT, SERGI, & 

VERONESE, 2007). A diminuição desse aminoácido leva à inibição da síntese de 

proteínas constitutivas, além de proteínas regulatórias fundamentais como as do 

ciclo celular (quinases dependentes de ciclinas - cdKs - e ciclinas) e proteínas anti-

apoptóticas, resultando em morte celular. Alguns estudos sugerem que por causar 

efeitos drásticos nas células tumorais, a ASNase deve depletar outros aminoácidos 

(AVRAMIS, 2012; NOMME et al., 2012). Mais especificadamente, a enzima catalisa 

a hidrólise do grupo amino da cadeia lateral do aminoácido, convertendo-o em ácido, 

portanto a ASNase também foi denominada L-asparagina aminoidrolase. 

 

 

A 

B C 

D 
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Figura 2 - Reação de desaminação da L-asparagina, catalisada pela L-
asparaginase, formando L-aspartato e amônio. 
 

 2.1.1 L-asparaginase na terapêutica 

A L-asparaginase é essencial para a terapia combinada de leucemia 

linfoblástica aguda. Existem três formas de L-asparaginase terapeuticamente 

utilizadas: a L-asparaginase nativa, a L-asparaginase peguilada (pegaspargase) que 

possui ligação covalente com grupamentos de polietilenoglicol, ambas obtidas 

de Escherichia coli; e a L-asparaginase obtida de Erwinia 

chrysanthemi (crisantaspase) (VAN DEN BERG, 2011).  

Os três tipos possuem alta atividade e estabilidade, porém diferem no ponto 

isoelétrico, no tempo de meia-vida plasmática e outras propriedades 

farmacocinéticas. Portanto, não é possível a intercambiabilidade com a mesma dose 

e frequência entre os três agentes (RIZZARI et al., 2013). As propriedades 

farmacocinéticas da enzima são significativamente melhoradas por peguilação 

especialmente em termos de meia-vida in vivo, quando comparado com as formas 

nativas correspondentes. 

A tabela 1 ilustra o aumento da meia-vida (t1/2) da enzima modificada em 

relação à 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 plasmática das diferentes formas de                 
L-asparaginase disponíveis comercialmente. Dados apresentados em média ± 
desvio-padrão (adaptado de ASSELIN, 1993). 
 

Preparação de  

L-asparaginase 

nº de 

pacientes 

Dose 

(UI.m-2) 
Meia-vida plasmática 

(t1/2)  

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 quimioterápico da LLA empregando-se terapia combinada 

incluindo a ASNase resulta em mais de 90% de taxa de cura em crianças (CANCER, 

2016). Entretanto a ASNase nativa pode induzir resposta imune, produzindo 

anticorpos anti-asparaginase sendo essa uma das principais causas de resistência 

ao medicamento, resultando na redução de sua atividade terapêutica. A 

resistência à ASNase pode ser sintomática, com sinais de hipersensibilidade clínica, 

ou assintomática. Os sintomas incluem urticária, erupções, prurido, eritema, edema, 

broncoespasmos, hipotensão e ocasionalmente choque anafilático (raros casos). O 

uso de medidas profiláticas, como corticóides e anti-histamínicos, 

não é aconselhável, pois podem mascarar os sintomas de inativação do biofármaco. 

Outros efeitos adversos relatados são: disfunção hepática, alterações na coagulação 

sanguínea, diarreia, vômito, pancreatite, supressão da medula óssea, hiperglicêmia 

e baixos níveis séricos de antitrombina III e fibrinogênio (AVRAMIS, 2012; 

NARAZAKI et al., 2012). 

As reações de hipersensibilidade devido à produção de anticorpos têm sido 

observadas em 60% dos pacientes que fazem uso da enzima nativa derivada de E. 

coli. A fim de reduzir a reação 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 período de meia-vida biológico maior que as duas outras ASNases 

comerciais (LOUREIRO, 2010).  

 O fármaco comercial da PEG-ASNase (pegaspargase) é indicado, nos 

Estados Unidos, como tratamento de primeira linha em pacientes pediátricos e 

adultos com leucemia linfoblástica aguda como parte de um regime de quimioterapia 

multi-agente em casos de hipersensibilidade à ASNase nativa (LOUREIRO et al., 

2012). A ASNase é conjugada de forma covalente ao metóxi-polietilenoglicol 

carboximetil N-hidroxisuccinimidil éster (mPEG-NHS). Aproximadamente 69 a 82 

moléculas de PEG 5.000 Da são conjugadas à enzima (SIGMA-TAU, 1994). 

Consequentemente, o processo desenvolvido refere-se à peguilação aleatória de 

resíduos de lisina da enzima com várias cadeias de PEG de massa molecular de 

5.000 Da, levando a um alto grau de polidispersão nas preparações resultantes. As 

diferentes espécies de proteínas peguiladas muitas vezes possuem diferentes 

atividades biológicas intrínsecas e, principalmente, perfis farmacocinéticos. Isto pode 

apresentar problemas quando se desenvolve uma proteína peguilada terapêutica, 

pois a reprodutibilidade de produção e de perfil terapêutico encontra-se prejudicadas 

(SOARES et al., 2012). 

2.2. Peguilação 

A peguilação corresponde à estratégia bem-sucedida de conjugação 

covalente de polietilenoglicol (PEG) a proteínas. O PEG é um polímero sintético 

biocompatível podendo ser utilizado como aditivo de medicamentos em xaropes, 

cremes, pomadas, comprimidos e como veículo de produtos injetáveis tanto de 

aplicação intramuscular quanto endovenosa. Soma-se a isto a possibilidade de obter 

este polímero com vários graus de polimerização, como, o PEG 80, que é líquido ou 

o PEG 5.000, que é sólido em temperatura entre 20 a 25°C (SHANG, 2013). A 

reação de peguilação foi descrita pela primeira vez por Abuchowski et al. na década 

de 70. Eles conjugaram polietilenoglicol em catalase de fígado bovino 

(ABUCHOWSKI et al., 1979) e em albumina de soro de bovino (ABUCHOWSKI et 

al., 1977). Observou-se que a ligação do PEG tornou a enzima menos imunogênica 
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in vivo e que as proteínas mantiveram a atividade com maior tempo de circulação no 

organismo. 

A peguilação cria uma camada hidrofílica composta por PEG e água sob a 

molécula de proteína, resulta em aumento do tamanho hidrodinâmico, prolongando 

assim a meia-vida in vivo através da diminuição da filtração glomerular 

(ABUCHOWSKI et al, 1979; BARAN, OZER & HASIRCI, 2003; MENG et al., 2008). 

Além disso, essa camada hidrofílica estabiliza as moléculas de proteínas e assim, 

reduz a agregação proteica (Figura 3) (SHANG, 2013). Outro mecanismo possível 

para a meia-vida prolongada de proteínas peguiladas na circulação inclui a 

diminuição da degradação por proteases, tais como catepsina B (CTSB) e 

asparagina endopeptidase (AEP) (PATEL et al., 2009). Adicionalmente, a depuração 

da proteína pelo sistema retículo-endotelial também pode diminuir com a peguilação. 

(BARAN, OZER & HASIRCI, 2003). 

 

 
Figura 3 - Representação esquemática de uma proteína peguilada com as 
vantagens de peguilação. Incluindo aumento de meia-vida, diminuição da 
agregação, redução da imunogenicidade e redução da degradação proteolítica 
(adaptado de SHANG, 2013). 
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A inserção de grupamentos de polietilenoglicol vem sendo amplamente 

utilizada para modificação química de proteínas, ainda que a atividade biológica em 

geral sofra algum grau de alteração. Este procedimento, ao mesmo tempo em que 

traz o benefício de manter parcialmente a atividade biológica da proteína conjugada, 

diminui ou até mesmo suprime as manifestações adversas como hipersensibilidade, 

reações alérgicas moderadas e anafiláticas fatais, que ocorrem devido à 

sensibilização do organismo pela segunda inoculação de proteínas nativas, 

inviabilizando a sequência de aplicações (ABUCHOWSKI et al., 1979).  

2.2.1. Proteínas peguiladas 

 A enzima utilizada na terapêutica quando reconhecida como uma substância 

estranha pelo organismo desencadeia reações imunológicas e produção de 

anticorpos específicos (STEPHANO, 2005). A continuidade dessa aplicação pode 

causar resposta indesejada do sistema imunológico do tipo anafilática, que pode ser 

fatal. Além disso, o sistema imunológico pode reduzir o tempo de eliminação da 

enzima, fazendo com que perca a sua função e a ação terapêutica (LOUREIRO, 

2010). Esses problemas no uso de enzimas como fármacos podem ser reduzidos 

com a associação de PEG às proteínas.  

 Proteínas peguiladas têm sido extensivamente estudadas em relação à 

terapia de várias doenças como câncer, doenças inflamatórias e alérgicas 

(ABUCHOWSKI et al, 1979; BARAN, OZER & HASIRCI, 2003; VERONESE & 

PASUT, 2005; LOUREIRO, 2010; SHANG, 2013). Os produtos peguilados em 

grupamento amínico aprovados pela FDA referem-se à peguilação aleatória, exceto 

o Neulasta® em que a peguilação é sítio específica N-terminal (ALCONCEL, BAAS 

& MAYNARD, 2011; FOOD DRUG AND ADMINISTRATION, 2015): 

a) Adagen® (pegademase bovine, Sigma-Tau, aprovado em 1990) para 

reposição enzimática em pacientes com imunodeficiência adquirida; 

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

gota crônica; 

c) Macugen® (pegaptanibe sódico, Valeant Pharms, aprovado em 2000) para 

tratamento de degeneração macular neovascular (úmida) relacionada à idade; 
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d) Mircera® (PEG-eritropoetina, Hoffmann-La Roche, aprovado em 2007) para o 

tratamento da anemia renal associada a insuficiência renal crônica; 

e) Neulasta® (pegfilgrastim, Amgen, aprovado em 2002), para regular a 

produção e a liberação de neutrófilos da medula óssea; 

f) Oncaspar® (PEG-asparaginase, Enzon, aprovado em 1994) para o 

tratamento da leucemia linfoblástica aguda; 

g) PEG-Intron® (peginterferon-α2b, Schering-Plough, aprovado em 2001) para o 

tratamento da hepatite C crônica; 

h) Pegasys® (peginterferon-α2a, Hoffmann-La Roche, aprovado em 2002) para 

o tratamento da hepatite C crônica; 

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

acromegalia (gigantismo). 

  

Os polietilenoglicóis utilizados, independentemente da massa molecular, são 

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 características são: grande flexibilidade devido à ausência de 

substituintes volumosos ao longo da cadeia e a alta hidratação da estrutura 

polimérica (PASUT & VERONESE, 2012). O mPEG é utilizado como um bloqueador 

de sítios antigênicos e proteolíticos, impedindo o reconhecimento pelos anticorpos e 

proteases, aumentando assim a meia-vida de proteínas através da resistência ao 

pH, à temperatura, ação de outras enzimas e diminuindo a secreção renal 

(SOARES, 2012).  

 

 

Figura 4 - Estrutura química básica 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 resíduos específicos na superfície de proteínas, enquanto que a outra 

extremidade, metoxilada, é livre e permanece exposta à solução sem reagir (ZHANG 

et al., 2012). Essa estrutura de PEG monofuncionalizado é normalmente preferida 

por não conjugar duas proteínas com uma mesma cadeia do polímero. A 

extremidade reativa, também chamada de porção conectora, é escolhida 

dependendo da disponibilidade dos grupamentos alvos presentes na proteína 

(PFISTER & MORBIDELLI, 2014).  

Os grupamentos alvo vão depender da estratégia de peguilação e da proteína 

alvo. Alguns exemplos de grupamentos alvo (Figura 5) são os grupos tiol de 

resíduos de cisteína (BROCCHINI et al., 2008) e grupos amínicos de lisina 

(LOUREIRO et al., 2012) ou N-terminal (KINSTLER et al., 1996) que exibem 

reatividade química significativamente maior que quaisquer outros resíduos naturais 

de aminoácidos e são, portanto, preferidos para peguilação com os típicos derivados 

de PEG ativados (ZHANG et al., 2012). Os grupos amínicos de arginina não são 

considerados grupamentos alvo por não reagirem com os derivados de PEG 

(PFISTER & MORBIDELLI, 2014). 

 

Figura 5 - Diferentes estratégias de peguilação em proteína. Peguilação em 
pontes dissulfeto (CYS-CYS), em grupos ε-amínicos (LYS), em grupos tióis (CYS) e 
região N-terminal (-NH2). 
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O método mais comumente utilizado em peguilação refere-se à conjugação 

do PEG nas aminas livres, normalmente em resíduos de lisina ou no aminoácido      

N-terminal. Esta possibilidade tem sido utilizada para a peguilação de fator de 

crescimento epidermal, fator estimulante de colônias de granulócitos e interferon 

(SHANG, YU & GHOSH, 2011). Uma limitação importante desta abordagem é que as 

proteínas contêm tipicamente diversas lisinas, além do aminoácido N-terminal (LEE 

et al., 2003). Dessa maneira, a peguilação ocorre de forma aleatória e resulta em 

uma preparação extremamente polidispersa, ou seja, com moléculas de proteína 

com diferentes graus de peguilação e em diferentes resíduos amínicos. Uma 

maneira de minimizar esse problema refere-se à peguilação sítio-específica             

N-terminal. 

A peguilação do grupo ε-amino da lisina nem sempre é considerada sítio-

dirigida devido à baixa seletividade de resíduos de lisina específicos, resultando em 

acoplamento aleatório e uma variação de isômeros posicionais de difícil reprodução 

(PFISTER & MORBIDELLI, 2014; GINN et al., 2014). A peguilação N-terminal, 

entretanto, é considerada uma reação sítio-dirigida uma vez que existe apenas um 

grupo destes por cadeia e o número de sítios de peguilação é drasticamente 

reduzido (PFISTER & MORBIDELLI, 2014).  

2.2.2. Peguilação sítio específica N-terminal 

A estratégia de peguilação N-terminal baseia-se no fato do grupo N-terminal 

apresentar menor valor de pKa que os grupamentos amínicos de lisinas presentes 

na proteína (VERONESE & PASUT, 2005). A síntese de subprodutos indesejados 

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

A peguilação sítio específica N-terminal de proteínas tem sido realizada 

utilizando-se uma classe especial de derivados funcionalizados de PEG sob 

condições de conjugação específicas. Como representado na Figura 6, a 

conjugação baseia-se na acilação do PEG. Produzindo ligações amida estáveis em 

pH de 7 a 9, por meio do ataque nucelofílico do grupamento amínico da proteína ao 

cabono carbonílico do grupo carboxila do PEG reativo, com saída do grupo NHS 

(ROBERTS, BENTLEY & HARRIS, 2002). Os resíduos de aminas primárias em 
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proteínas têm diferentes valores de pKa: 7,6 a 9,2 para grupo α-amino N-terminal e 

9,3 a 10,5 para o grupo ε-amino em resíduos de lisina (LEE et al., 2003; 

MUKHERJEE, 2007; SHANG, 2013).  

 

 

 

Figura 6 - Reação de peguilação sítio específica N-terminal da ASNase 
empregando-se N-hidroxi succinimidil éster de PEG (mPEG-NHS) em um 
monômero. Região N-terminal da proteína representada em fita (adaptado de IRIS 
BIOTECH GMBH, 2015). 

 

O valor de pH determina a nucleofilicidade dos nucleófilos (por exemplo, 

grupos residuais amínicos de aminoácidos). O ataque nucleófilíco tem lugar quando 

o pH de operação é próximo ou superior ao valor de pKa do grupo residual do 

aminoácido em questão, de maneira que encontre-se prevalentemente 

desprotonado (ROBERTS, BENTLEY & HARRIS, 2002). Portanto, prevê-se que as 

reações de peguilação realizadas em pH entre 7,6 e 9,2 devem levar à peguilação 

prevalentemente no resíduo N-terminal. Nestas condições, resíduos de lisina 

encontram-se preferencialmente protonados e os grupos α-amínicos desprotonados, 

portanto, mais disponíveis para a conjugação. Um pH mais elevado facilitaria o 

ataque nucleofílico pelos abundantes grupos ε-amino, o que resulta na formação de 

proteínas altamente peguiladas.  

ASNase N-terminal mPEG-NHS 

monoPEG-ASNase 
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Do ponto de vista industrial e legislatório, é importante que as reações 

forneçam produtos cada vez mais homogêneos com métodos de caracterização e 

reprodutibilidade lote a lote. A peguilação sítio específica N-terminal permite essa 

maior reprodutibilidade. 
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3. OBJETIVOS 

 

O principal objetivo deste trabalho consistiu na obtenção de uma nova 

molécula de L-asparaginase de E. coli. peguilada sítio-especificamente na porção N-

terminal, visando à uma preparação enzimática mais uniforme porém presenvando 

as vantagens que a enzima polipeguilada apresenta.  

Para alcançar esse objetivo, as seguintes etapas foram estabelecidas: 

• Avaliação teórica dos resíduos de aminoácidos a serem explorados para 

peguilação da enzima; 

• Desenvolvimento do protocolo de peguilação da ASNase; 

• Desenvolvimento do protocolo de purificação das frações de enzima peguiladas 

e livres de PEG; 

• Determinação de parâmetros cinéticos da monoPEG-ASNase e da ASNase; 

• Determinação da resistência da monoPEG-ASNase e da ASNase às proteases 

plasmáticas asparagina endopeptídase (AEP) e catepsina B (CTSB); 

• Determinação da citotoxicidade da monoPEG-ASNase em células leucêmicas 

(MOLT-4 e Reh) e em células saudáveis (HUVEC). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS  

4.1. Material 

A enzima L-asparaginase E.C.3.5.1.1. foi obtida comercialmente da ProSpec 

Tany (Ness-Ziona, ISR). Os polímeros empregados nos estudos de peguilação, 

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 realização dos ensaios no Departamento de Análises Clínicas e 

Toxicológicas da Faculdade de Ciências Farmacêuticas – FCF/USP, junto ao Dr. 

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

O meio de cultivo celular Instituto Memorial Roswell Park (RPMI) foi 

adquiridos da Vitrocell (São Paulo, BRA). Todas as soluções tampão (fosfato salino, 

PBS e tris(hidroximetil)aminometano clorado, Tris-HCL) foram preparadas com água 

deionizada por sistema de purificação de água Millipore tipo Milli-Q (Bedford, MA). 

Todos os outros reagentes utilizados foram de grau analítico. 

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 sequência Fasta (Figura 8) de E. coli foi obtida a partir do banco de dados 

Protein Data Bank (Brookhaven), código 3ECA (PROTEIN DATA BANK, PDB, 
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2003). A estrutura foi tratada no programa PyMol (Molecular Graphics System, 

version 1.3, Schrödinger, LLC), possibilitando a inspeção inicial dos resíduos 

amínicos presentes tanto no sítio ativo quanto na superfície da proteína. Desta 

forma, foi possível identificar, no programa PyMOL (DELANO, 2002) os grupos 

amínicos presentes e suas respectivas posições na estrutura 3D para então predizer 

possíveis efeitos estéricos de acesso ao PEG. A avaliação dos valores de pKa dos 

resíduos dos aminoácidos presentes na ASNase foi realizada empregando-se o 

software online H++ (BASHFORD, 1990), que permitiu a avaliação qualitativa dos 

resíduos quanto à probabilidade de reação de peguilação devido ao estado de 

protonação. 

 

  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 8 - Sequência Fasta da enzima L-asparaginase do tipo II de E. coli, 
código PDB 3ECA.  
 

4.3. Peguilação da L-asparaginase 

Inicialmente, foi estudada a reação com o polímero de 2 kDa, de maneira a 

definir as melhores condições de monopeguilação. Foram investigados a influência 

 

>3ECA:A|PDBID|CADEIA|SEQUÊNCIA 

LPNITILATGGTIAGGGDSATKSNYTVGKVGVENLVNAVPQLKDIANVKGEQVVNIGSQDMNDNVWLTLAKKINT

DCDKTDGFVITHGTDTMEETAYFLDLTVKCDKPVVMVGAMRPSTSMSADGPFNLYNAVVTAADKASANRGVLV

VMNDTVLDGRDVTKTNTTDVATFKSVNYGPLGYIHNGKIDYQRTPARKHTSDTPFDVSKLNELPKVGIVYNYAN

ASDLPAKALVDAGYDGIVSAGVGNGNLYKSVFDTLATAAKTGTAVVRSSRVPTGATTQDAEVDDAKYGFVASG

TLNPQKARVLLQLALTQTKDPQQIQQIFNQY 

>3ECA:B|PDBID|CADEIA|SEQUÊNCIA 

LPNITILATGGTIAGGGDSATKSNYTVGKVGVENLVNAVPQLKDIANVKGEQVVNIGSQDMNDNVWLTLAKKINT

DCDKTDGFVITHGTDTMEETAYFLDLTVKCDKPVVMVGAMRPSTSMSADGPFNLYNAVVTAADKASANRGVLV

VMNDTVLDGRDVTKTNTTDVATFKSVNYGPLGYIHNGKIDYQRTPARKHTSDTPFDVSKLNELPKVGIVYNYAN

ASDLPAKALVDAGYDGIVSAGVGNGNLYKSVFDTLATAAKTGTAVVRSSRVPTGATTQDAEVDDAKYGFVASG

TLNPQKARVLLQLALTQTKDPQQIQQIFNQY 

>3ECA:C|PDBID|CADEIA|SEQUÊNCIA 

LPNITILATGGTIAGGGDSATKSNYTVGKVGVENLVNAVPQLKDIANVKGEQVVNIGSQDMNDNVWLTLAKKINT

DCDKTDGFVITHGTDTMEETAYFLDLTVKCDKPVVMVGAMRPSTSMSADGPFNLYNAVVTAADKASANRGVLV

VMNDTVLDGRDVTKTNTTDVATFKSVNYGPLGYIHNGKIDYQRTPARKHTSDTPFDVSKLNELPKVGIVYNYAN

ASDLPAKALVDAGYDGIVSAGVGNGNLYKSVFDTLATAAKTGTAVVRSSRVPTGATTQDAEVDDAKYGFVASG

TLNPQKARVLLQLALTQTKDPQQIQQIFNQY 

>3ECA:D|PDBID|CADEIA|SEQUÊNCIA 

LPNITILATGGTIAGGGDSATKSNYTVGKVGVENLVNAVPQLKDIANVKGEQVVNIGSQDMNDNVWLTLAKKINT

DCDKTDGFVITHGTDTMEETAYFLDLTVKCDKPVVMVGAMRPSTSMSADGPFNLYNAVVTAADKASANRGVLV

VMNDTVLDGRDVTKTNTTDVATFKSVNYGPLGYIHNGKIDYQRTPARKHTSDTPFDVSKLNELPKVGIVYNYAN

ASDLPAKALVDAGYDGIVSAGVGNGNLYKSVFDTLATAAKTGTAVVRSSRVPTGATTQDAEVDDAKYGFVASG

TLNPQKARVLLQLALTQTKDPQQIQQIFNQY 
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da força iônica variando-se a molaridade do tampão PBS (0,01; 0,1 ou 0,2 M), a 

influência da proporção PEG:ASNase (25:1 ou 50:1) tanto para o polímero de 2 kDa 

quanto para o de 10 kDa de modo a evitar excesso de reagente livre no meio 

reacional. Investigou-se também a influência do pH (6,0; 6,5; 7,0; 7,5 ou 8,0) na 

peguilação sítio específica e estabilidade proteica. Ao final, investigou-se o tempo 

reacional de menor policonjugação.  

Para as reações de peguilação, de maneira geral, uma solução de 1 mg·mL-1 

de ASNase em tampão PBS, com diferentes valores de pH (6,5 a 8,0), foi adicionada 

à uma solução de mPEG-NHS, na proporção de 25:1 ou 50:1, retirando-se alíquotas 

a cada 15 minutos (0 a 90 min). A reação ocorreu sob agitação magnética à 22 ˚C 

por uma hora. Em seguida, adicionou-se hidroxilamina 0,2 M à mistura reacional de 

modo a clivar qualquer sítio instável de peguilação que tenha sido formado na 

proteína. O sistema foi mantido sob agitação magnética por mais uma hora. As 

amostras do meio reacional em diferentes condições foram analisadas por meio de 

eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE, item 

4.4) e então as bandas presentes em cada fração 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 proteínas 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 separação eletroforética foi preparado com 522 mM 

de Tris-HCl pH 8,8, 10% ou 12% de acrilamida/bis-acrilamida, 0,09% (p/v) de 

persulfato de amônio (PSA), 0,19% (v/v) de tetrametiletilenodiamina (TEMED) e 

0,1% (p/v) de dodecil sulfato de sódio (SDS). Já o gel empacotador (aplicado sobre 

o gel de separação) foi preparado com 116 mM de Tris-HCl 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 tampão de proteína 4x (LAEMMLI, et al., 

1970), e ditiotreitol (DTT) 25 mM e aquecidas por 5 min á 95 ºC. O tampão de 
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corrida utilizado foi Tris-Glicina com SDS 1x pH 8,3 e o gel permaneceu sob corrente 

de 80 mA, em 22 ºC. 

4.5 Purificação da monoPEG-ASNase 

Após definição dos parâmetros para maior rendimento de monopeguilação, 

realizou-se a purificação do meio reacional em 3 etapas diferentes, para remoção da 

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

4.5.1. Ultrafiltração 

 A proteína (conjugada ou não ao PEG) foi separada da fração clivada (NHS) 

e do PEG não conjugado por ultrafiltração em membrana usando frasco filtrante 

Amico-Ultra 15 mL com corte de 30 kDa NMWL com membrana de celulose 

regenerada (Merck-Millipore) à 4 ºC, 2.906 xg. Além disto, a ultrafiltração foi utilizada 

para trocas de tampão entre as etapas de purificação cromatográfica (itens 4.5.2 e 

4.5.3) e para concentrar a proteína. 

4.5.2. Cromatografia de troca aniônica  

 A segunda etapa da purificação foi a separação cromatográfica em coluna de 

troca aniônica forte Resource Q 6 mL (GE Healthcare Life Science, Uppsala-SWE). 

A amostra da etapa anterior foi concentrada à 1 mL e filtrada em membrana de 

22 µm. A coluna foi equilibrada com Bis-Tris-HCl 20 mM pH 7,0 e a proteína eluída 

com o mesmo tampão com adição 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-1.  

O perfil de eluição da proteína foi monitorado por absorbância de UV a 

280 nm, com coleta de frações de 1,5 mL e quantificação da concentração de 

proteína nas frações (item 4.6). Adicionalmente, para verificar se o processo de 

purificação desnaturou a enzima, as frações foram analisadas por eletroforese nativa 

(item 4.7). 
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4.5.3. Cromatografia de Exclusão Molecular 

 A terceira etapa foi realizada como etapa de polimento e também como forma 

de caracterização da enzima, estimando-se a massa molecular apresentada pela 

fração monopeguilada. A cromatografia de exclusão molecular ocorreu em coluna 

Superdex 200 Increase 10/300 GL (GE Life Sciences) empregando-se as frações da 

etapa anterior correspondentes à monoPEG-ASNase. Essas frações foram 

concentradas e o tampão 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 µL foram injetadas na coluna e a eluição foi realizada no FPLC ÄKTA Purifier 

(GE Healthcare Life Sciences), de maneira isocrática, com tampão Tris-HCl 50 mM, 

pH 8,6, com fluxo de 0,5 mL·min-1 e monitoramento de absorbância a 280 nm. As 

frações coletadas foram avaliadas através de gel nativo e também foram utilizadas 

nos ensaios de caracterização enzimática, clivagem proteolítica e citotoxicidade.  

4.6. Determinação da concentração de proteína 

 A quantificação da massa de proteína ASNase foi realizada empregando-se o 

método do ácido bicinconínico (BCA). Este ensaio é baseado na detecção de 

algumas ligações peptídicas entre aminoácidos específicos. As ligações peptídicas 

das proteínas reduzem o Cu2+ presente em um dos reagentes, desta forma o ácido 

bicinconínico liga-se ao cobre reduzido (Cu+), formando uma coloração púrpura que 

pode ser lida em espectrofotômetro (562 nm) (SIGMA-ALDRICH, 2013).  

O protocolo foi realizado conforme descrito pelo fabricante  Sigma-Aldrich 

(2013). As amostras foram incubadas por 30 minutos à 37 °C e as absorbâncias 

medidas a 562 nm em espectrofotômetro Biophotometer Plus (Eppendorf). A 

concentração de proteína total foi obtida através da interpolação dos valores de 

absorbância em uma curva de calibração de albumina de soro bovino (BSA, do 

inglês Bovine Serum Albumin), construída nas concentrações de 200 a 1000 μg·mL-1 

(SIGMA-ALDRICH, 2013). 
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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 adição do SDS (ZHENG, MA & 

SU, 2007). Entretanto, o gel utilizado para concentração (empacotamento) foi de 5% 

(m/v) de acrilamida/bis-acrilamida e o gel de corrida (separação) 6% ou 10% (m/v).  

O gel para a separação eletroforética foi preparado com 522 mM de Tris-HCl pH 8,8, 

6% de acrilamida/bis-acrilamida, 0,09% (p/v) de PSA e 0,19% (v/v) de TEMED. Já o 

gel empacotador (aplicado sobre o gel de separação) foi preparado com 116 mM de 

Tris-HCl 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 tampão de proteína 1x sem SDS 

(LAEMMLI et al., 1970) e o tampão de corrida foi o Tris-Glicina 1x pH 8,8 sem SDS. 

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

A determinação da mobilidade relativa, foi calculada para o padrão de massa 

molecular (NativeMark da Life technologies), em gel a 10%. Este foi utilizado como 

curva padrão. A migração relativa (Rf) é a migração individual de cada proteína em 

função da migração total do tampão de proteína 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 adição do substrato na malha do gel ou após a corrida eletroforética. O 

protocolo de atividade em gel foi adaptado de Mesas et al. (1990). Após a corrida do 

Native-PAGE, o gel foi submerso em meio reacional (Tris-HCL 30 mM, L-asparagina 

38 mM e 0,2 M  de cloridrato de hidroxilamina pH 7,0) e incubado à 37 °C por 

30 minutos. Subsequentemente, o gel foi lavado com água ultra-pura para ser 

revelado com solução de cloreto de ferro cromogênico (FeCl). Após 24 h o gel foi 

corado com azul de Coomassie (CBB). 

Este método consiste na reação do aspartato formado na hidrólise da 

asparagina com a hidroxalamina, formando ácidos β-hidroxamato aspártico (AHA). O 

cloreto férrico reage com AHA formando  β-hidroxamato aspártico férrico que possui 

uma coloração marrom. Considerando que AHA é um derivado da hidrólise de        
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L-asparagina pela enzima, a intensidade da coloração é proporcional à atividade 

(RODRIGUES, 2016). 

4.8. Determinação da atividade enzimática de L-asparaginase 

A determinação da atividade enzimática da ASNase foi realizada pelo método 

de Nessler, de acordo com protocolo adaptado de Imada et al. (1973). A 

metodologia baseia-se na liberação de amônio pela ação da enzima sobre a            

L-asparagina. O nitrogênio amoniacal liberado interage com o reagente de Nessler 

dando origem a um composto de coloração marrom. A intensidade de cor 

proveniente dessa interação é medida com o auxílio de um espectrofotômetro no 

comprimento de onda de 436 nm e a seguinte relação é estabelecida: 1 Unidade 

Internacional (UI) enzimática é definida como a quantidade de enzima necessária 

para produzir 1 mol de amônia por minuto a pH 7,3 e 37 °C. Para determinação do 

número de mols de amônia presente na amostra, uma curva de calibração 

empregando concentrações conhecidas de sulfato de amônio na presença do 

reagente de Nessler em função da absorbância foi preparada. 

  Em um tubo falcon, foram adicionados 1 mL de tampão Tris-HCl 50 mM (pH 

8,6), 0,1 mL de L-asparagina 189 mM, 0,9 mL de água Milli-Q e 0,1 mL da amostra 

contendo enzima. A reação permaneceu em banho de água à 37 °C durante 30 

minutos; a reação foi interrompida com 100 μL de ácido tricloroacético (TCA) 1,5 M. 

Após essa etapa, 0,2 mL dos tubos de reação foram adicionados em 4,3 mL de água 

ultrapura e, então, adicionados 0,5 mL do reagente de Nessler. Todos os ensaios 

foram realizados em duplicata com três repetições cada. As amostras foram então 

quantificadas por espectrofotometria a 436 nm, 25 °C, em espectrofotômetro 

SpectraMax plus 384 - Molecular Devices com auxílio do software Soft Max Pro. A 

determinação da atividade específica (UI·mg-1) foi calculada (eq. 1) com a 

quantificação por BCA (item 4.6) no mesmo dia deste ensaio de atividade 

enzimática. 
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                                            (1) 

 

Em que “A” corresponde à atividade enzimática (UI·mL-1) e “CP” corresponde 

à concentração de proteínas totais (mg·mL-1). 

 

4.8.1. Estabilidade enzimática  

A estabilidade da monoPEG-ASNase em comparação á ASNase foi estudada 

para verificar se a peguilação sítio-específica foi capaz de aumentar a estabilidade 

da enzima.  

As frações purificadas de monoPEG-ASNase e ASNase livre foram mantidas 

à 4 ºC por 21 dias, de modo a verificar a estabilidade por meio da determinação da 

atividade enzimática ao final do processo de purificação e ao longo do tempo.  A 

quantificação proteica (método de BCA, item 4.6) e a atividade enzimática (método 

de Nessler, item 4.8) foram realizados, em triplicata, em todos os dias (t) estudados 

(t 0-7; t 9e11; t 15-18; t 21). A enzima comercial (ProSpec Tany) foi utilizada como 

controle.  

Os dados obtidos foram ajustados pela curva de regressão não-linear de 

modelos matemáticos empregando-se o software GraphPad Prisma 5.0. 

4.9. Determinação dos parâmetros cinéticos  

 As reações catalisadas por enzimas são saturáveis, e a sua velocidade de 

catálise não indica uma resposta linear face ao aumento de substrato. Se a 

velocidade inicial da reação é medida sobre uma escala de concentrações de 

substrato (denotada como [S]), a velocidade de reação (v) aumenta com o 

acréscimo de [S]. Todavia, à medida que [S] aumenta, a enzima satura-se e a 

velocidade atinge o valor máximo Vmax. Para determinação de kM e Vmax 

empregamos o ensaio acoplado à glutamato desidrogenase, o qual mede a oxidação 

do cofator Dinucleótido de nicotinamida e adenina reduzido (β-NADH) à  β-NAD+ 

pela glutamato desidrogenase (GDH). A GDH oxida uma molécula de β-NADH para 

a síntese de cada molécula de glutamato a partir de uma molécula de                      
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α-cetoglutarato e uma molécula de amônia. No ensaio acoplado, a molécula de 

amônia provém da hidrólise da asparagina pela L-asparaginase (BALCÃO et al. 

2001).  

 Os ensaios acoplados à glutamato desidrogenase foram realizados conforme 

adaptação de Rodrigues (2016) ao protocolo sugerido por Balcão et al. (2001) em 

placas de 96 micropoços. Nos ensaios realizados para ASNase controle e 

monopeguilada utilizou-se GDH 400 mU, α-cetoglutarato 1 mM  e β-NADH 131 μM. 

Todos os ensaios foram realizados em tampão Tris-HCl 50 mM pH 8,0, em triplicata 

ou sextuplicata.  

 Na cinética asparaginásica, variou-se a concentração de asparagina de 5 a 

1470 μM, enquanto a enzima asparaginase pura (controle) foi utilizada em 

concentração fixa de 1,8 mUI e a monopeguilada de 1,6 mUI. A oxidação do β-

NADH (i.e., sua extinção) foi monitorada em tempo real em espectrofotômetro de 

placas (Spectra Max M2 - Molecular Devices), a 340 nm. O coeficiente de extinção 

molar foi calculado e determinado como 6,1 μM-1·cm-1. Em todos os ensaios foi 

descontada a desaminação espontânea da L-asparagina através de um controle 

contendo todos os componentes da reação com exceção da enzima L-asparaginase. 

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

A adequabilidade dos modelos matemáticos e o cálculo do kCAT foi realizada 

pelo software GraphPad Prisma 5. O modelo de Michaelis-Menten (hipótese nula, p 

< 0,5) descrito por uma curva hiperbólica foi realizado. A constante de Michaelis-

Menten (kM) e a velocidade máxima de reação (Vmax) foram determinadas em 

tampão PBS 50 mM, pH 8,6 contendo diferentes concentrações de L-asparagina (5, 

10, 20, 40, 60, 120 μM), à  37 °C.  

4.10. Avaliação da resistência à clivagem proteolítica  

A avaliação da resistência à clivagem proteolítica pela asparagina 

endopeptidase (AEP) e pela catepsina B (CTSB) foi realizada através de adaptação 

do protocolo proposto por Patel et al. (2009). Incubou-se 4 μg de L-asparaginase 

com 2 μg de CTSB ou 1,8 μg de AEP (ambas humanas, recombinantes, produzidas 

em células HEK), em 20 μL de tampão Tris-HCl 50 mM pH 8,8, à 37 ºC em agitação 
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de 50 xg por 84 horas. Após a incubação, realizou-se avaliação 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 

quantificada pela redução do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de 

tetrazolina) pela enzima succinato desidrogenase presente na membrana 

mitocondrial, resultando na formação de cristais de formazan, cuja produção é 

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

O ensaio foi realizado conforme descrito por Costa (2015) com linhagens 

celulares de leucemia linfoblástica aguda de células T (MOLT-4) e de células B 

(Reh), e linhagem saudável 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 sódio, incubadas à 37 °C com 5% CO2. O repique das 

células foi feito após atingirem uma alta densidade celular, confluência maior que 

90%. A linhagem HUVEC teve suas células tripsinizadas com 0,05 mL/cm2 de 

solução de Tripsina/EDTA, ressuspensas em meio fresco. As três linhagens (MOLT-

4, Reh e HUVEC) foram centrifugadas à 600 xg em 4 °C por 10 minutos e 

ressuspensas em meio fresco. A visualização da viabilidade celular foi feita com azul 

de Trypan (Sigma-Aldrich, Darmstadt/GER). As células foram contadas em câmara 

de Neubauer.  

Em microplacas de 96 poços foram incubadas 204 células leucêmicas e 104 

células saudáveis.  Em diferentes concentrações de ASNase e monoPEG (0,01; 

0,05; 0,1; 0,3 e 0,6 UI-1.mL-1, em tampão fosfato de sódio 20 mM pH 7,4) por 48 e 72 

horas, à 37 °C com 5 % CO2. Em seguida (48 ou 72 h), foi adicionada uma solução 

de MTT 0,25 mg·mL-1 e após 4 h, SDS 1% e incubadas nas mesmas condições por 

mais 24 h. A leitura da densidade óptica foi realizada em espectrofotômetro no 

comprimento de onda de 540 nm. 

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

como parâmetro o grupo controle, para o qual foi atribuído 100% de redução. O 
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ensaio foi feito em triplicata experimental e a análise dos dados com o programa 

GraphPad Prism 5.0. 

 
4.12. Análise dos dados  
 
 As análises dos dados e as análises estatísticas (teste t-student e teste F) 

foram feitas utilizando o programa GraphPad Prism 5.0. Todos os ensaios tiveram 

no mínimo três repetições (triplicatas). Os resultados estão representados pela 

média ± desvio padrão. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Estudo computacional 

A estrutura cristalina de L-asparaginase do tipo II da Escherichia coli (código 

PDB 3ECA) corresponde à enzima encontrada comercialmente nos fármacos 

Elspar® e Oncaspar®, esse último correspondendo à forma peguilada da enzima.  

Quando observada a estrutura 3D da molécula, no programa PyMol 

(Molecular Graphics System, version 1.3, Schrödinger, LLC) encontra-se a 

existência de quatro subunidades idênticas, formando um tetrâmero. Cada 

monômero com 326 resíduos de aminoácidos, sendo o primeiro (porção N-terminal) 

uma leucina e o último (porção C-terminal) uma tirosina. Dentre todos os 

aminoácidos presentes na proteína estudada, apenas a lisina e a arginina 

apresentam grupos aminos livres (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

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

 

A conjugação de PEG aos resíduos de aminoácidos em proteínas é altamente 

dependente da nucleofilicidade de cada resíduo de aminoácido. O ataque 

nucleofílico só terá lugar quando o grupamento amínico encontrar-se desprotonado. 

Portanto, será muito mais favorável quando o pH da solução de proteína estiver 

perto ou acima do pKa do resíduo. Por conseguinte, a reatividade de cada resíduo 

depende também dos aminoácidos vizinhos (ROBERTS, BENTLEY & HARRIS, 

2002). 



42 

 

 

 Acredita-se que em meio ácido, lisinas e a argininas estejam protonadas e, 

consequentemente, não reativas para conjugação ao PEG (PASUT & VERONESE, 

2012). Desta forma, os pKas dos aminoácidos com grupos amino teoricamente 

passíveis de conjugação foram estudados. Todas as sete argininas presentes estão 

totalmente protonadas em pH 7,6, não sendo possível sua conjugação ao mPEG-

NHS.  

Das 22 lisinas existentes, o menor valor de pKa 10,5 é igual ao maior valor 

encontrado na literatura para esse aminoácido (MUKHERJEE, 2007), o que confirma 

que trabalhar na faixa de pH sugerida anteriormente 7,6 a 9,2 é uma estratégia de 

monopeguilação em região N-terminal.  

Os resultados referentes aos resíduos de lisina presentes e sua 

disponibilidade de conjugação ao PEG estão apresentados na Tabela 2. Criou-se 

diferentes termos, como “peguilação favorável”, “peguilação possível” e “peguilação 

dificultada” para descrever hipoteticamente quais resíduos de lisina que poderão, 

mesmo não estando em condições ideais, apresentar de alguma forma conjugação 

ao PEG. Neste contexto, “peguilação favorável”, refere-se à lisina que está na 

superfície e não totalmente protonada. O termo “peguilação possível” aplica-se à 

lisinas que não estão totalmente protonadas, entretanto fazem parte da interface 

entre subunidades, em que acredita-se sofrer impedimento estérico na interação 

com o PEG. O termo “peguilação dificultada”, por sua vez, refere-se à lisinas que 

estão totalmente protonadas (pKa > 12) e na região interna da enzima. Ou seja, de 

forma geral, estes termos foram criados como uma análise hipotética da dificuldade 

com que o polietilenoglicol terá de interagir nos resíduos. Especificamente, a região 

N-terminal apresenta-se desprotonada e muito acessível ao PEG (Figura 10).  
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Figura 10 - Tetrâmero da L-asparaginase de E. coli (PDB código 3ECA). Em 
destaque estão as regiões N-terminal (esferas) de cada monômero da ASNase 
(representada em cartoon). 

 

Dos 22 resíduos de lisina estudados, 50% foram considerados como 

“peguilação favorável” e 41% considerados como “peguilação dificultada”. Mesmo 

sabendo que para valores de pH entre 7,0 - 8,5 os resíduos amínicos de lisinas da    

L-asparaginase encontram-se preferencialmente protonados, 50% deles são 

favoráveis à peguilação aleatória. 

Tabela 2 - Classificação dos resíduos com grupo amino passível de ataque 
nucleofílico baseado nos valores de pKa e respectivas localizações na 
estrutura quaternária da L-asparaginase: Peguilação favorável (parcialmente 
protonada e localizada na superfície proteica), Peguilação possível (parcialmente 
protonada e localizada na interface de subunidades) e Peguilação dificultada 
(totalmente protonada e/ou no interior da proteína). 

Peguilação 
Favorável 

(resíduo nº) 
Possível 

(resíduo nº) 
Dificultada 
(resíduo nº) 

N-terminal 
pKa ≈ 7,6 

1 - - 

Lisina  
pKa ≥ 10,5  

29 
43 
49 
79 
107 
139 

196 
207 
251 
288 
314 

22 
262 

71 
72 

104 
162 
172 

186 
213 
229 
301 

TOTAL 23 2 9 

Legenda: “-“ sem resíduos 
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5.2. Peguilação da L-aspaginase 

 Inicialmente, estudamos a força iônica do tampão PBS, pois uma das 

principais características determinadas pelos íons dissolvidos em uma solução é a 

sua força iônica e esta é afetada pela concentração total de eletrólitos em solução 

(GLASSONE, 2007).  

A peguilação N-terminal em lisozima com mPEG-ALD (metoxipolietilenoglicol 

aldeido) foi favorecida com maior concentração de íons, 100 mM de PBS e 20 mM 

de cianoboroidreto de sódio (YU & GHOSH, 2010). Quando comparado à estratégia 

de peguilação aleatória em L-asparaginase de Aspergillus terreus com mPEG-NHS  

que ocorreu em menor concentração de íons, 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 força iônica na conjugação do PEG à proteína foi investigado, variando-

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

 

 

Figura 11 - L-asparaginase conjugada ao PEG 2 kDa em diferentes molaridades 
do tampão PBS pH 7,6. (A) Gel de poliacrilamida 10% (SDS-PAGE) corado com 

CBB. Coluna 1: L-asparaginase pura (2 μg). Coluna 2 e 3:  L-asparaginase 

conjugada ao mPEG-NHS de 2 kDa com proporção 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 proporção 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 proporção PEG:enzima de 25:1 e 50:1, respectivamente, em PBS 200 mM. 

(A) (B) 
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Coluna 8: Padrão molecular BioRad (MW). (B) Porcentagem de peguilação baseada 
na intensidade de banda da reação em PBS 100 mM. ASNase polipeguilada ( ), 
ASNase monopeguilada ( ) e ASNase livre (  ). Barras de erro representam o 
desvio-padrão. 

 

 Os fatores que influenciam fortemente reações sítio-dirigidas na região          

N-terminal entre mPEG-NHS e proteínas são pH, temperatura, tempo de reação e 

força iônica (SOARES et al. 2002). Em uma modificação simples, como alteração da 

força iônica, o fornecimento de contra-íons para grupamentos protonados da 

proteína é alterado, estabilizando essas cargas (GLASSTONE, 2007). 

Consequentemente, favorece-se a peguilação sítio específica com a conjugação do 

mPEG no α-amino do N-terminal.  

Corroborando o que foi observado por Yu e Ghosh (2010), a peguilação       

N-terminal em ASNase foi favorecida com tampão PBS 100 mM para as duas 

proporções de PEG:enzima (Figura 11). Os demais valores de molaridade, 10 e 

200 mM, não apresentaram bandas de peguilação muito aparentes.  

Bandas similares (correspondendo a 42-45% de rendimento) foram 

observadas para as duas razões PEG:ASNase estudadas. Entretanto, proporção 

PEG:enzima de 25:1, apresentou menos formas polipeguiladas em comparação com 

50:1 (7% e 19%, respectivamente). Na maioria dos casos, é adicionada uma razão 

molar em excesso de PEG em relação à proteína com o objetivo de converter a 

proteína nativa, relativamente dispendiosa, tanto quanto possível na forma 

peguilada, ou devido à problemas associados com alguns PEG reativos (por 

exemplo, hidrólise rápida) (VERONESE, 2001).  

 A fim de confirmar qual a melhor razão PEG:enzima, realizou-se novo ensaio 

utilizando-se o PEG de 10 kDa em tampão PBS 100 mM pH 7,5, nas razões 25:1 e 

50:1 (Figura 12). Também foi possível realizar a monopeguilação nas condições 

estabelecidas empregando-se o PEG de 10 kDa. Porém, não foram observadas, 

diferenças significativas entre as duas proporções de PEG:enzima estudadas e, 

portanto, optou-se por continuar os próximos ensaios com a proporção de 25:1. 
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Figura 12 - L-asparaginase conjugada ao PEG 10 kDa em tampão PBS 100 mM 
pH 7,5 nas razões de PEG:enzima 25:1 e 50:1. (A) Gel de poliacrilamida 10% 

(SDS-PAGE) corado com CBB. Coluna 1: L-asparaginase pura (2 μg). Coluna 2 e 3:  

L-asparaginase conjugada ao mPEG-NHS de 10 kDa 25:1 e 50:1, respectivamente. 
Coluna 4: Padrão molecular BioRad (MW). (B) Porcentagem de peguilação baseada 
na intensidade de banda da reação em PBS 100 mM pH 7,5. ASNase 
monopeguilada ( ) e ASNase livre ( ). Barras de erro representam o desvio-
padrão. 
 

É importante ressaltar que a migração da proteína 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 três níveis: nenhuma interação (baixas 

concentrações de SDS), o tensoativo liga-se à cadeia polimérica formando 

agregados (concentração crítica) e acima deste intervalo estes agregados coexistem 

com micelas de SDS livres (DHARA & CHATTERJI, 1999). Na elaboração do 

protocolo de eletroforese, a menor concentração de SDS utilizada foi 1% (p/v). Nesta 

concentração, as micelas de SDS coexistem com o complexo PEG-SDS. Dessa 

forma, como um guia, considera-se duas vezes a massa do PEG na proteína 

peguilada (BROCCHINI, et al., 2006). O ideal em amostras peguiladas, são padrões 

moleculares conjugados a diferentes massas moleculares de PEGs (HARDY et. al. 

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

 

(A) (B) 
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 Após definir a melhor molaridade do tampão PBS e a razão PEG:enzima, a 

influência do pH foi investigada. Como descrito anteriormente, Roberts et al. (2002) 

mencionaram que o ataque nucleofílico tem lugar quando o pH de operação é 

próximo ou superior ao valor de pKa do grupo aminoácido em questão. De acordo 

com o fabricante do PEG, estes ésteres de NHS reagem com grupos amina 

primários em pH 7 ~ 8,5, para formar ligações amida estáveis, sendo que a reação 

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).   

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

1: L-asparaginase pura (20 μg). 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: Padrão de massa molecular 
BioRad (MW). (B) Porcentagem de peguilação baseada na intensidade de coluna de 
cada pH. ASNase polipeguilada ( ), ASNase monopeguilada ( ) e ASNase livre    
( ). Barras de erro representam o desvio-padrão. 
 
 
 A figura 13 mostra que à medida que o pH da reação aumenta, a 

polidispersão também aumenta e a quantidade de enzima livre diminui. Este fato 

pode ser explicado, pois o ataque nucleofílico a tem lugar quando o pH é próximo ou 

superior ao valor de pKa e, portanto, quanto maior o pH menor a especificidade, 

ocorrendo reações aleatórias nos resíduos de lisina da proteína. Portanto, 

considera-se mais adequada a reação em menores valores de pH que mantenham a 

estabilidade da proteína e resultem em menos formação de espécies polipeguiladas. 

De acordo com os resultados apresentados, a realização da reação em pH próximo 

(A) (B) 
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ao pKa 7,6 da leucina N-terminal demonstrou ser a melhor condição para o PEG 

2 kDa, tanto para a estabilidade da proteína que apresentou degradação em pH ≤ 

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

Outro fator importante a ser estudado é o tempo reacional. A hidrólise do                 

mPEG-NHS, ou seja, a meia vida de hidrólise do grupo succinimidil por ataque 

nucleofílico ao éster depende diretamente de sua estrutura molecular e o local de 

ligação éster na cadeia estrutural (ZALIPSKY, 1998). A meia-vida de hidrólise do 

polietilenoglicol com característica estrutural de ligação éster C4 alifático, por 

exemplo, é de 20 a 25 minutos, enquanto que com ligação éster C3 é de 10 a 15 

minutos (Figura 14) (CREATIVE PEG WORKS, 2015). Portanto, investigamos 

diferentes tempos reacionais de 0 até 90 minutos (Figura 15). 

 

 

 

   

 

 

Figura 14 - Esquema da hidrólise do polietilenoglicol em duas estruturas 
moleculares diferentes. Cadeia alifática de três carbonos (C1-C3) e cadeia alifática 
de quatro carbonos (C1-C4). 
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Figura 15 - L-asparaginase conjugada ao PEG 2 kDa em PBS 100 mM pH 7,5 em 
diferentes tempos de reação. (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: Padrão de massa 
molecular (MW). (B) Porcentagem de peguilação baseada na intensidade da coluna 
de cada tempo de reação. ASNase polipeguilada ( ), ASNase monopeguilada (

) e ASNase livre ( ). Barras de erro representam o desvio-padrão. 
 

Nos primeiros 15 minutos de reação foi possível identificar a conjugação do 

PEG com a ASNase, formando 28% de espécie monopeguilada. A amostra que 

apresentou maior monopeguilação, 41%, correspondeu ao tempo de reação de 30 

minutos. Adicionalmente, a polipeguilação aumentou com o tempo, alcançando em 

75 minutos, 30% de estruturas polipeguiladas. A reação de hidrólise do PEG reativo 

ocorre paralelamente à  reação com a amina primária da enzima.  

Considerou-se 30 minutos o melhor tempo de reação por apresentar banda 

mais concentrada de monoPEG-ASNase comparado à de 15 minutos e menor 

presença de espécies polipeguiladas em comparação com os tempos superiores.  

As reações de peguilação sítio-específica N-terminal em condições 

otimizadas resultaram rendimentos de aproximadamente 41-45%. Devido à rápida 

hidrólise do mPEG-NHS, acredita-se que algumas moléculas de PEG não consigam 

se conjugar à proteína. Desta maneira, a reação de conjugação do mPEG-NHS à 

proteína é descrita na literatura com rendimento de 27 a 36% (SHANG & GHOSH, 

2014).  

(A) (B) 



50 

 

 

5.3. Purificação da monoPEG-ASNase 

Mesmo com o protocolo de peguilação sítio-específica N-terminal, múltiplas 

estruturas de enzimas peguiladas podem ser produzidas (YU, SHANG & GHOSH, 

2010). A purificação de espécies peguiladas é complicada, devido à natureza polar 

do grupamento modificado do PEG e pelo número limitado de métodos de 

separação da proteína peguilada de sua precursora não modificada (FEE & VAN 

ALSTINE, 2006; SHANG, 2013). Uma técnica comumente utilizada é a 

cromatografia de exclusão molecular também chamada de cromatografia de 

exclusão por tamanho (SEC, do inglês Size Exclusion Cromatography) (ZHENG, MA 

& SU, 2007; PASUT, SERGI & VERONESE, 2008). 

Entretanto, apesar da coluna cromatográfica utilizada, Superdex™ 200 

Increase (GE Life Sciences), possuir alto poder de resolução, amostras com 

estruturas muito parecidas como a ASNase e a monoPEG-ASNase tornam a 

separação ineficiente. Na maioria dos casos, é necessária uma diferença de 

tamanho entre as amostras de três vezes para obter separação 

razoável (GUTTMAN, 2012). A diferença de tamanho da monoPEG-ASNase (172 

kDa) em relação L-asparaginase (132 kDa) é de aproximadamente ⅓. Portanto, 

como forma de purificação do meio reacional, esta metodologia não apresenta boa 

resolução, sobrepondo os picos (Figura 16). Mesmo com o auxílio de técnicas, 

sugeridas pelo frabricante para melhorar a resolução de separação entre amostras, 

como diminuição do fluxo de eluição (de 1 mL·min-1 para 0,3 mL·min-1) e diminuição 

da concentração de amostra (de 2 mg·mL-1 para 1 mg·mL-1) a purificação não foi 

eficiente. 
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Figura 16 - Cromatograma de purificação por exclusão molecular do meio 
reacional. Em coluna Superdex 200 10/300 GL, GE Life Sciences, eluição isocrática 
de (A) 1 mL·min-1 (2 mg·mL-1 do meio reacional) e (B) 0,3 mL·min-1 (1 mg·mL-1 do 
meio reacional) em tampão Tris-HCl 50 mM pH 8,6, monitorada a 280 nm.   
 

 De forma alternativa, a purificação baseada na diferença de carga 

eletrostática por cromatografia de troca iônica é uma metodologia muito utilizada e 

que proporciona em média 97% de pureza (ROBERTS, BENTLEY & HARRIS, 

2002). A peguilação altera o ponto isoelétrico (pI) da proteína. A mudança de carga 

depende do tamanho da proteína, da forma, do número de moléculas de PEG 

conjugadas e dos resíduos aos quais as cadeias de PEG se ligam (FEE & VAN 

ALSTINE, 2011). Assim que o PEG conjuga-se à amina livre da proteína (lisina e   

N-terminal), sua carga positiva é neutralizada. Considerando uma monopeguilação 

N-terminal, quatro cargas positivas serão neutralizadas na enzima ASNase. Além 

disso, o PEG também exerce um efeito estérico sobre os resíduos carregados da 

proteína. Desta maneira, foi utilizada uma coluna de troca aniônica forte (Resource 

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

(A) (B) 



52 

 

 

12 volumes de coluna até NaCl 170 mM e eluição isocrática de NaCl 1 M para fazer 

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

17).  

 

Figura 17 - Purificação 
da L-asparaginase 
peguilada por coluna de 
troca aniônica.  (A) 
Cromatograma da 
purificação realizada com 
coluna de troca aniônica 
forte (Resource Q) com 
gradiente linear de sal        
( ), 12 volumes de 
coluna, até 170 mM NaCl 
em tampão Bis-Tris-HCl 
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: Reação de peguilação antes de purificar, Coluna 
2: eluição com NaCl 35 mM, Coluna 3: eluição com NaCl 67 mM, Colunas 4 a 6: 
frações da eluição com NaCl 78 mM, Colunas 7 a 10: frações da eluição com NaCl 
92 mM.  

(B) 

(A) 
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Nesta etapa da purificação foi possível separar todas as formas diferentes 

presentes no meio reacional: enzima livre (ASNase que não 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 

ocorrência de desnaturação da enzima após o processo de purificação, optou-se por 

utilizar o gel nativo para a confirmação da purificação por eletroforese. O padrão de 

massa molecular não pôde ser aplicado para estimar a massa da monoPEG-

ASNase, uma vez que a enzima peguilada apresenta tamanho hidrodinâmico maior 

ao que corresponde à sua massa estimada, resultado da redução da mobilidade de 

conjugados de PEG-proteína em comparação à proteínas globulares de massa 

molecular semelhantes (PABST et al., 2007).  Desta forma, foi realizado em gel 

nativo, a comparação do meio reacional (contendo ASNase e frações peguiladas) 

com proteínas globulares de massa molecular conhecida: BSA (66,5 kDa), ASNase 

(132 kDA) e catalase (240 kDA) (Figura 18). A partir da mobilidade relativa (Rf), que 

corresponde à migração individual de cada proteína dividida pela migração total do 

tampão de proteína no gel (HAMES, 1998). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18 - Comparação de diferentes proteínas e suas respectivas massas 
moleculares. (A) Gel de poliacrilamida 10% (Native-PAGE) corado com CBB. 
Coluna 1: Padrão de massa molecular (MW, NativeMark, Life). Coluna 2: meio 
reacional de peguilação, Coluna 3: ASNase (132 kDa), Coluna 4: catalase 
(240 kDa), Coluna 5: Albumina de soro bovino, BSA (66,5 kDa). (B) Curva padrão do 
log10 da massa molecular das proteínas em função da mobilidade relativa (Rf) de 

(B) (A) 
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cada banda do padrão ( ). A massa molecular de cada proteína foi determinada 
com base na equação da reta ( ). 
 

Com a equação da reta obtida, log10 (MM) = - 2,563 
. Rf + 6,042, as 

respectivas massas moleculares de cada banda foram determinadas.  Após 

estimada a massa molecular das amostras (BSA, catalase e ASNase), foi possível 

verificar que as proteínas utilizadas apresentaram desvio médio de ± 40% em 

relação à massa molecular referência. A BSA possui massa molecular teórica de 

66,5 kDa e apresentou massa molecular experimental de 51 kDa,  a catalase possui 

massa molecular teórica 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, não foi possível estimar com confiança 

(desvio médio < 5%) a massa molecular das proteínas com o padrão molecular 

NativeMark. 

 De modo a estabelecer a massa molecular da monoPEG-ASNase e refinar a 

purificação, as frações eluídas no pico com 78 mM NaCl, foram submetidas à 

cromatografia de exclusão molecular (SEC, Figura 19). A monoPEG-ASNase foi 

eluída em 10,65 mL, enquanto que a ASNase controle (enzima pura) eluíu em 

11,39 mL.  

A determinação da massa molecular foi estimada com a curva de calibração 

(Anexo A) e a constante de distribuição (Kav) do pico, foi calculada de acordo com a 

eq. 2 (RODRIGUES, 2016). 

 

    
                            

                                        
 

(2) 
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Figura 19 - Cromatograma de purificação por exclusão molecular (coluna 
Superdex 200 10/300 GL, GE Life Sciences) das frações eluídas em NaCl 78 mM 
obtidas na troca aniônica. Em hachurado (70% da área), monoPEG-ASNase ( ) 
eluída em 10,65 mL. Em, 11,39 mL, ASNase pura (controle, ). Eluição ocorreu de 
forma isocrática, 1 mL·min-1, com tampão Tris-HCl 50 mM pH 8,6, monitorada a 280 
nm.  
 

De acordo com o esperado teórico, a enzima pura apresentaria massa 

molecular de aproximadamente 132 kDa e a monopeguilada 172 kDa devido às 

cadeias de PEG 10  kDa conjugadas em cada N-terminal da ASNase. De acordo 

com o perfil cromatográfico, a enzima monopeguilada apresentou massa molecular 

de 187 kDa ± 10 enquanto que a enzima controle apresentou massa de 146 kDa ± 6, 

diferença de aproximadamente 41 kDa. Podemos afirmar que esta diferença de 

41 kDa é referente às quatro moléculas de PEG conjugadas à ASNase.  

Na figura 19, em hachurado está destacada a fração contendo apenas 

monoPEG-ASNase, que representa 70% ± 1 da área total dos dois picos.  

A cromatografia de troca aniônica possibilitou a purificação da fração 

monopeguilada com um grau de pureza aproximado de 70% e rendimento de 57% 

(Tabela 3). O grau de pureza após purificação por exclusão de tamanho, coletando 
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as frações da região hachurada (eluídas 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 aniônica alcançaram rendimento de 50% para a monoPEG-

BSA. Upadhyay et al. (2014) recuperaram após duas etapas cromatográficas (troca 

aniônica e posterior exclusão por tamanho), 66% e 50% de ASNase, 

respectivamente. 

 

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

Amostra 
[enzima] 

(mg
-1.

mL
-1

) 
Volume 
 (mL) 

Rendimento 
(%) 

Pureza da 
monoPEG-ASNASE 

(%) 

Meio  
reacional 

1,1 ± 0,01 1,0 100 57 

Troca  
aniônica 

0,21 ± 0,02 3,0 57 70 

Exclusão 
por tamanho 

0,33 ± 0,03 1,5 45 99 

 
 

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

O grande número de moléculas de PEG conjugadas à enzima em peguilação 

aleatória acabam sobrepondo os sítios ativos da enzima e causam um efeito 

estérico, podendo diminuir significativamente a atividade enzimática (VERONESE, et 

al., 2007; LOUREIRO, 2010). A enzima pegaspargase comercial (Oncaspar®), 

polipeguilada, possui atividade de aproximadamente 85 UI·mg-1 (ASSELIN, 1993). 

Todavia, a conjugação do PEG à proteína está intimamente correlacionada à 

estabilidade proteica, tornando sua meia-vida plasmática cinco vezes maior em 
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relação à forma não peguilada (ASSELIN, 1993). Considerando que a enzima 

monopeguilada, possui no mínimo 15 vezes menos PEG que a polipeguilada, foi 

estudada a estabilidade enzimática (in vitro) por 21 dias (Figura 20).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20 - Estudo da estabilidade enzimática frente ao tempo de 
armazenamento. ASNase controle ( ), monoPEG-ASNase ( ) e ASNase 
purificada do meio reacional que não reagiu (ASNase livre ), mantidas à 4 ºC por 
21 dias. As barras de erro representam o desvio padrão. 

 

Após a purificação (exclusão por tamanho) a monoPEG-ASNase manteve sua 

atividade específica inicial (233 UI·mg-1 ± 8,1), ao contrário da ASNase livre que no 

processo de purificação perdeu 15% ± 4. Diminuição de atividade que também 

ocorre na pegaspargase, comercializada com 85 UI·mg-1 (ENZON 

PHARMACEUTICAL, INC., 2013).  

Após 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 estável (p-valor = 0,005). Dessa 

maneira, a reação sítio específica N-terminal manteve a atividade específica inicial e 

influenciou positivamente na estabilidade enzimática por 21 dias.  

A ASNase utilizada na terapêutica é liofilizada e ressuspendida apenas no 

momento de seu uso, já a pegaspargase é comercializada na forma solúvel em 
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tampão salino, com validade de 8 meses quando armazenada em  2 - 8 °C 

(AGÊNCIA 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 possível motivo para a queda de atividade em menos de uma semana da 

ASNase é a agregação proteica. As preparações de ASNase possuem 20% de 

agregados, estes por sua vez, podem ser mais imunogênicos que a própria enzima. 

Ocasionando diminuição da eficiência terapêutica e rápida depuração sanguínea 

(AVRAMIS et al., 2002). Motivos pelo o qual a ASNase nativa não é aceita em vários 

países (PIETERS et al., 2008). 

Nicolson et al. (2011), observaram que após uma semana inicia-se agregação 

da ASNase à 4 ºC em tampão PBS 10 mM pH 7,3, acarretando em diminuição de 

atividade específica. Acredita-se que o PEG tenha inibido a agregação de proteínas, 

devido ao fato de aumentar a solubilidade e a estabilidade conformacional das 

proteínas (AVRAMIS et al., 2002; BAUER et al., 2017). Este efeito estabilizador está 

parcialmente associado ao aumento da viscosidade dinâmica das soluções proteicas 

(GALM, MORGENSTERN & HUBBUCH, 2015). Para o processo de produção 

biofarmacêutica, este fenômeno de agregação proteica deve ser impedido para 

garantir processos estáveis e formulações seguras. 

5.5. Determinação dos parâmetros cinéticos da ASNase e monoPEG-ASNase 

 
 A cinética enzimática estuda as reações químicas catalisadas pelas enzimas, 

em especial a velocidade de reação. O estudo da cinética de uma enzima permite 

elucidar seu mecanismo catalítico, o seu papel no metabolismo e como é controlada 

a sua atividade na célula. 

 O modelo matemático de Michaelis-Menten, proposto em 1913 (EBBING, 

1993), foi utilizado para determinação dos parâmetros 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 reação enzimática proposta por Michaelis-Menten. Em 
que as setas duplas entre Substrato (S) e complexo Enzima-Substrato (ES) 
representam o fato de que a ligação enzima-substrato é um processo reversível e a 
única seta de sentido único representa a formação de P (produto). A taxa catalítica, 
kCAT, indica constante de velocidade (NELSON & COX, 2005). 
 
 
 As propriedades cinéticas classicamente consideradas para enzima são: 

velocidade máxima de saturação (Vmax), a concentração de substrato para a qual a 

velocidade da reação enzimática é metade de Vmax (kM), número de renovação 

(kCAT), eficiência catalítica (kCAT/kM). Com uma maior quantidade de substrato, mais 

centros catalíticos estarão ocupados, até ao momento em que todos os sítios 

possíveis estejam ocupados. Nesse momento alcança-se o ponto de saturação da 

enzima e, embora se adicione mais substrato, a velocidade da reação não 

aumentará (EBBING, 1993). Já o número de renovação é o número máximo de mols 

de substrato que podem ser convertidos em produto por mol de enzima em uma 

unidade de tempo, dada pelo recíproco do tempo em segundos (s-1). Como exemplo 

temos a catalase que possui um número de renovação de 4.107 s -1 e é uma das 

enzimas mais eficientes conhecidas (WILSON & WALKER, 2010). 

 O conhecimento destas propriedades torna possível formular hipóteses sobre 

o comportamento de uma enzima no ambiente celular e prever como responderá 

frente a mudanças nessas condições (NELSON & COX, 2005). 

 As diferentes concentrações de substrato (L-asparagina) e as respectivas 

velocidades de saturação das frações de L-asparaginase foram estudados. O 

controle do ensaio foi realizado com a ASNase sem peguilar, apenas dissolvida em 

tampão Tris-HCL 20 mM pH 8,6. A cinética foi realizada pelo ensaio acoplado de 

oxidação de β-NADH com 1,8 mUI de ASNase (controle) e 1,6 mUI de monoPEG-

ASNase, a concentração de L-asparagina variou de 5 a 1470 μM. As curvas de 

velocidade em função da concentração de substrato estão apresentadas na figura 

22.  



60 

 

 

 

 

Figura 22 - Cinética enzimática da ASNase pura (controle) e da monoPEG-
ASNase. Ensaio realizado com concentração fixa de enzima, 1,8 mUI e 1,6 mUI, 
respectivamente, e em um intervalo de 0,005 a 1,476 mM do substrato L-asparagina. 
As análises dos dados e as análises estatísticas (teste F) foram feitas utilizando o 
programa GraphPad Prism 5.0. Todos os ensaios foram em triplicatas e barras de 
erro representam o desvio-padrão. 

 

A ASNase é descrita como uma enzima michaeliana com alta afinidade pelo 

substrato (kM na faixa de µM) e o seu kM varia de 12,5 a 22 μM (DERST, 

HENSELING & RÖHM, 2000; ANISHKIN et al. 2015).  

 Da mesma forma que descrito na literatura, tanto a ASNase controle quanto a 

monopeguilada apresentaram comportamento michaeliano com R2 ≥ 0,9164 e com 

kM na mesma ordem de grandeza, em μM. A enzima pura apresentou kM = 20 μM e 

Vmax = 2,36 μmol·min-1 e a enzima monopeguilada apresentou menor afinidade à     

L-asparagina, kM = 35 μM e Vmax = 3,34 µmol·min
-1

 (Tabela 4). Todavia, esta 

pequena diferença 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 kM variando de 12 a 40 μM para a pegaspargase comercial (AVRAMIS et 

al., 2002; DOUER et al. 2007). 
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Subsequentemente, determinou-se a constante catalítica, kCAT (eq. 3): 

 

     
    

        
           (3) 

 

Os parâmetros cinéticos relevantes de uma enzima são kCAT (constante 

catalítica para a conversão de substrato ao produto) e kM (a constante de Michaelis, 

que é definida, como a concentração de substrato em que a velocidade inicial é a 

metade do máximo da velocidade) (EISENTHAL, DANSON & HOUGH, 2007). 

Todavia o potencial catalítico de um alto valor de número de renovação só pode ser 

atingido em altas concentrações de substrato (concentração saturante) e isso é 

raramente atingido em condições celulares. Uma constante alternativa, chamada de 

constante de especificidade, definida como kCAT/kM, é uma medida de quão 

eficientemente uma enzima converte substrato em produto em baixas concentrações 

de substrato (WILSON & WALKER, 2010). Os parâmetros cinéticos obtidos para a 

ASNase e monoPEG-ASNase estão apresentados na tabela 4. 

 
Tabela 4 - Parâmetros cinéticos da ASNase e da monoPEG-ASNase. Valores de 
constante de Michaelis-Mentem (kM), velocidade máxima (Vmax), número de 
renovação (kCAT), eficiência catalítica (kCAT/kM). Todos os ensaios foram em 
triplicatas e barras de erro representam o desvio-padrão. Os parâmetros cinéticos 
foram calculados por análise de regressão não-linear, utilizando o programa 
GraphPad Prism 5.0. 
 

Enzima 
kM 

(μM) 

Vmax 

(μmol.min-1) 
kCAT 
s-1 

kCAT/kM 
(M-1.s-1) 

ASNase 19,58 ± 0,003 2,36 ± 0,015 22 ± 0,7 1,1.106  

monoPEG-ASNase 34,67 ± 0,005 3,34 ± 0,007 35 ± 1,0 1,0.106  

 

A velocidade limitante de reação catalisada pela L-asparaginase em 

condições de saturação é descrita com kCAT variando de 24 a 54 s-1 (AGHAIYPOUR, 
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WLODAWER & LUBKOWSKI, 2001; COVINI et al., 2012), tanto a monoPEG-

ASNase quanto a ASNase comercial apresentaram valores de renovação 

semelhantes ao encontrado na literatura 35 e 22, respectivamente. Ambas enzimas 

demonstraram alta eficiência catalítica, 1,0
.
10

6
 e 1,1

.
10

6
 M

-1.
s

-1
. Resultados próximos 

aos descritos para ASNase, na faixa de 1,6.106 M-1.s-1 (DERST, HENSELING & 

RÖHM,  2000). Indicando que a peguilação não alterou significativamente o número 

de renovação da enzima e a sua eficiência catalítica, mantendo suas características 

cinéticas para o tratamento da LLA. Não foram encontrados na literatura valores de 

kCAT e kCAT/kM para pegaspargase. 

5.6. Degradação proteolítica  

Existem duas proteases sanguíneas humanas que estão relacionadas á 

diminuição da meia-vida plasmática da L-asparaginase: a asparagina endopeptidase 

(AEP) e a catepsina B (CTSB) (OFFMAN et al., 2011). A protease AEP cliva 

especificamente resíduos de asparagina e de aspartato (PATEL et al., 2009). Até o 

momento não foram definidos os sítios proteolíticos para a CTSB, porém sabe-se 

que é capaz de reconhecer uma vasta gama de combinações de resíduos (MEER et 

al., 2014). De acordo com Rodrigues (2016), utilizando a plataforma SitePrediction, 

existem doze sítios proteolíticos 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 plasmtática seja o fato de que a clivagem da CTSB em sítios 

proteolícos da ASNase não ocorra, uma vez que esta clivagem acontece 

intracelularmente, após a captura da enzima por células fagocíticas (MEER et al. 

2014). Determinou-se o efeito da degradação proteolítica para a monoPEG-ASNase 

(Figura 23). 
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Figura 23 - Estudo da degradação proteolítica da asparagina endopeptidase 
(AEP) e da catepsina B (CTSB), por 84 h á 37 °C, em agitação 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: Padrão de massa molecular (MW, NativeMark, Life). 

 

A cadeia de polietilenoglicol é conhecida por proteger sítios proteolíticos, 

possibilitando a redução da degradação proteolítica (SHANG, 2013). Este efeito 

protetor foi observado para a monoPEG-ASNase quando incubadas com as duas 

proteases testadas, AEP e CTSB. Esse efeito não foi observado na ASNase em 

mesmas condições de estudo, 84 h à 37 ºC em agitação de 50 xg. A monoPEG-

ASNase demonstrou ser mais resistente às proteases sanguíneas humanas, 

corroborando com o efeito protetor da conjugação das cadeias de PEG. Este estudo 

também sugere que a monoPEG-ASNase possa ser menos imunogênica, visto que 

estas proteases podem levar à inativação da enzima circulante evidenciando 

epítopos que funcionam como mediadores da resposta imune em pacientes (PATEL 

et al., 2009).  

É possível observar, na figura 23, que mesmo com resíduos clivados a 

ASNase permaneceu com alguma atividade enzimática. Acredita-se que a clivagem 
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de alguns resíduos tenha modificado a estrutura da ASNase, fazendo-a diminuir sua 

massa molecular, porém sem inativar completamente a enzima, como no caso da 

catepsina B. Já em presença da AEP, a ASNase apresentou maior perda de 

atividade enzimática, indicando que possivelmente a protease interagiu com a 

asparagina (resíduo 248) e aspartato (resíduo 90) que fazem parte do sítio ativo da 

enzima (ANISHKIN et al., 2015). 

 

5.7. Citotoxicidade  

Ensaios de citotoxicidade ou viabilidade celular têm o objetivo de testar a 

atividade citotóxica de compostos, soluções e materiais frente a diferentes tipos 

celulares. Nesse trabalho, um ensaio preliminar utilizando as linhagens leucêmicas 

MOLT-4 e Reh foi realizado para testar o potencial citotóxico da monoPEG-ASNase. 

Ambas as linhagens são células de leucemia linfoblástica aguda, a primeira é 

derivada de linfócitos T e a segunda de linfócitos B. A linhagem Reh é considerada 

resistente ao tratamento com ASNase, pois possui níveis consideráveis de 

expressão de asparagina sintetase (ASNS) (HERMANOVA et al., 2012). Já a MOLT-

4 é descrita como uma linhagem sensível a ASNase (ASLANIAN, FLETCHER & 

KILBERG, 2001). Como controle, utilizamos a linhagem de células endoteliais 

saudáveis que cobrem a parede dos vasos sanguíneos (HUVEC). 

A sensibilidade da linhagem MOLT-4 à ASNase já foi descrita, sendo que com 

10 UI.mL-1 de enzima foi possível inviabilizar 95% a 100% das células MOLT-4 em 

72 h (COSTA et al., 2016; PAPAGEORGIOU et al., 2008). Com 5 UI.mL-1 de            

L-asparaginase de Saccharomyces cerevisiae e E. coli encapsuladas e livres, foi 

possível inviabilizar 70 e 75%, respectivamente, em 72 h (KARAMITROS et al., 

2013). Neste trabalho optou-se por utilizar a mesma concentração utilizada na 

terapêutica. A correlação entre a desaminação sérica e a atividade da                      

L-asparaginase, deve ser no mínimo entre 0,1 a 0,2 UI.mL-1 para esgotar 

significativamente a asparagina em 90% por 21 dias, quando comparado a células 

saudáveis (AVRAMIS et al., 2002;  DOUER et al., 2007).  
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 Ambas as amostras estudadas não apresentaram citotoxicidade para células 

saudáveis HUVEC (Figura 24) e sim para as células leucêmicas (Figura 25).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
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 
concentrações de atividade  enzimática (0,01; 0,05; 0,1; 0,3  e 0,6 UI.mL-1). ASNase 
monopeguilada ( ) e ASNase livre ( ). Barras de erro representam o desvio-
padrão.   
 
 

Costa et al. (2016), demonstraram que com 10 UI.mL-1 de ASNase foi 

possível inviabilizar 100% das células MOLT-4 e 20% das células Reh em 72 h. 

Neste trabalho, com atividade enzimática dez vezes menor, foi possível obter 

reduções de 48 e 62% de viabilidade celular para 48 e 72 h, respectivamente, para a 

linhagem MOLT-4 tratada com monoPEG-ASNase. Não houve diferença estatística 

entre as duas enzimas testadas.  A linhagem Reh que possui resistência ao 

tratamento com L-asparaginase por ser capaz de sintetizar a              L-asparagina, 

apresentou redução de 23 e 33% da viabilidade celular em 48 e 72 h, 

respectivamente, tanto para a ASNase controle quanto para a monoPEG-ASNase. 

Portanto, a peguilação manteve o perfil de atividade citotóxica da ASNase frente às 

linhagens leucêmicas, 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 concentrações de atividade enzimática (0,01; 0,05; 0,1; 0,3  e 0,6 UI.mL-1). 
ASNase monopeguilada ( ) e ASNase livre      ( ). Barras de erro representam 
o desvio-padrão. Probabilidade de significância menor do que 0,05 (*), menor do que 
0,01 (**) e menor do que 0,001 (***) em relação ao controle.  Barras de erro 
representam desvio-padrão. 
 

Portanto, a monoPEG-ASNase apresentou o mesmo potencial terapêutico do 

que a ASNase nativa, indicando que o PEG conjugado à ASNase além de 

proporcionar maior estabilidade e proteção proteolítica não apresenta citotoxicidade 

para as células saudáveis e mantém a atividade citotóxica da ASNase em células 

leucêmicas MOLT-4 e Reh. 
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6. CONCLUSÕES 

 
 Neste trabalho desenvolvemos um protocolo de peguilação N-terminal da      

L-asparaginase de E. coli, enzima que atualmente é utilizada no tratamento de 

leucemia linfóide aguda na sua forma nativa causando reações imunogênicas e na 

sua forma peguilada com alto grau de polidispersão.  

Os estudos para o desenvolvimento de um protocolo de peguilação indicaram 

que a condição mais adequada para favorecer a reação de monopeguilação 

corresponde a tampão PBS 100 mM pH 7,5, razão PEG:proteína de 25:1 e um 

tempo de reação de 30 minutos.  

A enzima monopeguilada com PEG de 10 kDa foi purificada por cromatografia 

de troca aniônica forte (rendimento de 55%) seguida de cromatografia de exclusão 

pelo volume (rendimento de 45%), alcançando um grau de pureza aproximado de 

99%. A monoPEG-ASNase permaneceu com sua atividade estável 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 parâmetros cinéticos próximos à forma comercial de ASNase, 

kM = 35 μM e kCAT = 1,0
.
106  M-1.s-1, indicando que a peguilação preservou as 

características necessárias para o emprego terapêutico da enzima monopeguilada. 

Ensaios in vitro de citotoxicidade celular frente à linhagem celulares leucêmicas 

(MOLT-4 e REH) demonstraram que a monoPEG-ASNase mantém atividade 

citotóxica frente a essas linhagens em comparação à enzima livre.  

 Portanto, esse trabalho possibilitou o desenvolvimento de melhorias das 

ASNases existentes no mercado. A reação de peguilação sítio específica N-terminal 

proporciona controle lote a lote, em relação á pegaspargase que apresenta variação 

no grau de peguilação, além de manter a estabilidade por pelo menos três vezes 

mais que a ASNase nativa e demonstrar proteção à clivagem pelas proteases 

séricas AEP e CTSB. 

Considerando o potencial da L-asparaginase monopeguilada para o 

desenvolvimento de um novo biofármaco (biobetter), sugere-se como perspectiva 
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futura a realização de estudos in vitro da imunogenicidade da enzima 

monopeguilada, uma vez que espera-se que essa nova variante seja menos 

imunogênica que a ASNase nativa.   
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ANEXO A  - CURVA DE CALIBRAÇÃO (CROMATOGRAFIA DE EXCLUSÃO 

MOLECULAR)  

 

 

Anexo A – Curva de calibração da coluna cromatográfica de exclusão 
molecular Superdex 200 Increase 10/300 GL (GE Life Sciences), em fluxo 
isocrático de 1 mg·mL-1, tampão Tris-HCl 50 mM pH 8,6.  (A) Padrões ( ): 
ferritina (440 kDa, eluída em 9,58 mL), conalbumina (75 kDa, eluída em 13,92 mL), 
anidrase carbônica (29 kDa, eluída em 15,86 mL) e ribonuclease A (13,7 kDa, eluída 
em 19,07 mL). Para determinação do volume morto foi utilizado o padrão blue 
dextran 2000 ( ), 2000 kDa e eluído em 8,08 mL. (B) Curva padrão do log10 da 
massa molecular das proteínas em função de suas constantes de distribuição (kav). 

 

 
 
 
 
  

(A) (B) 
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Depto. de Tecnologia Bioquímico-Farmacêutica  
FCF/USP 

 
 
 
 
 
 
 

Av. Prof. Lineu Prestes, 580 - Semi-Industrial-Bl.16 
CEP: 05508-000 Tel: 55 11 3091-2381 e-mail: corangel@usp.br 
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ANEXO C  - FICHA DO ALUNO  
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ANEXO C  - FICHA DO ALUNO (CONTINUAÇÃO) 
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ANEXO D  - CURRÍCULO LATTES 
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ANEXO D  - CURRÍCULO LATTES (CONTINUAÇÃO) 
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86 

 

 

ANEXO D  - CURRÍCULO LATTES (CONTINUAÇÃO) 

 



87 
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ANEXO D  - CURRÍCULO LATTES (CONTINUAÇÃO) 

 

 


