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RESUMO

Cavichon, E. G. Estudo da estabilidade e peguilacio de L-asparaginase em
solugdes aquosas de liquidos i6nicos de imidazdlio.

2019, 84p, Disseratagdo (Mestrado) - Programa de Pos graduagdo em Tecnologia
Bioquimico-Farmacéutica. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Universadade de Séo
Paulo.

A enzima L-asparaginase de Escherichia coli (ASNase) é um biofarmaco indicado para o
tratamento de leucemia linfoblastica aguda, mas que pode causar reacbes de
hipersensibilidade nos pacientes tratados. Na tentativa de amenizar esse efeito, foi
desenvolvida a PEG-ASNase (enzima conjugada com polietilenoglicol) que apresenta a
vantagem de ser menos imunogénica e ter maior meia-vida bioldgica. Mais recentemente,
novas abordagens tém sido desenvolvidas visando aprimorar os processos de
PEGuilagdo por meio de reagdes sitio dirigidas, por exemplo N-terminal, a fim de
promover maior similaridade lote a lote e controle das caracteristicas farmacocinéticas e
farmacodinamicas do biofarmaco. Porém, existe ainda uma limitagcdo associada a
hidrolise do PEG reativo, desta forma surge a necessidade de procurar solventes
alternativos para a PEGuilagdo que permitam manter a estabilidade das proteinas,
aumentar o rendimento de PEGuilacao e a estabilidade do PEG reativo. Nesse trabalho,
liquidos i6nicos foram investigados como solventes alternativos para a peguilacao
N-terminal de PEG-ASNase. Para tal, a estabilidade de ASNase em Lis foi investigada
em Lls da familia metil-imidazol, analisando a influéncia do aumento da cadeia alquilica e
de diferentes anions. A estabilidade da ASNase é favorecida quando em contato com Lls
relativamente hidrofobicos ([Comim]Cl, [Camim]Cl e [Csmim]Cl), mas sua a atividade €&
prejudicada quando o LI é muito polar, como o [Camim][(CH3)2PO4] ou anfifilico como o
[C12mim]CI. Apesar de seu efeito desnaturante, o [Camim][(CH3)2PO4] resultou no maior
rendimento da reagdo de PEGuilacao da ASNase (56%) quando empregado a 75% e a
reagao realizada em 10 min. O [Csmim]Cl resultou em rendimento semelhante ao tampéao
fosfato (~ 49%), mas ambos os Lls reduziram a poliPEGuilagdo. Portanto, os Lls
[Camim]Cl e [Camim][(CH3)2PO4] fornecem uma alternativa viavel a reagéo de
PEGuilagao pela reducdo na formagdo de espécies poliPEGuiladas, o que facilitaria os
processos de purificacdo e permitiria maior controle lote a lote da reagao, bem como pelo

aumento do rendimento da reagdo no caso do [C4smim][(CH3)2PO4] .

Paralavras-chave: L-asparaginase. 2. Liquidos idnicos de imidazdlio. 3. Estabilidade. 4.

Peguilagao. 5. Atividade enzimatica
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ABSTRACT

Cavichon, E. G. Study of the stability and pegylation of L-asparaginase in
aqueous imidazole ionic liquid solutions.

2019, 84p, Dissertation (Master) - Postgraduate Program in
Biochemical-Pharmaceutical Technology. Faculty of Pharmaceutical Sciences.
University of Sao Paulo.

Escherichia coli L-asparaginase enzyme (ASNase) is a biopharmaceutical indicated
for the treatment of acute lymphoblastic leukemia, but may cause hypersensitivity in
the patients used. In an attempt to alleviate this effect, PEG-ASNase (polyethylene
glycol conjugated enzyme) was developed, which has the advantage of being less
immunogenic and having a longer biological half-life. More recently, new approaches
have been applied to improve PEGylation processes through targeted sites, for
example N-terminal, in order to promote greater similarity to the batch and control of
the pharmacokinetic and pharmacodynamic characteristics of the biopharmaceutical.
However, there is still a limitation associated with reactive PEG hydrolysis, thus
increasing the need to look for alternative PEGylation solvents to maintain protein
stability, increase PEGylation yield and use reactive PEG. In this work, ions were
investigated as alternative solvents for the N-terminal PEG-ASNase. For example, a
stability of ASNase in ILs was investigated in imidazole ILs by analyzing the influence
of increased alkyl chain and different anions. ASNase stability is enhanced when in
contact with relatively hydrophobic ILs ([C2min]Cl, [C4min]CI and [Cemin]CI), but its
activity is impaired when very polar ILs such as [Csmin][(CH3)2PO4 or amphiphilic as
[C12mim]Cl. Despite its denaturing effect, [C4smin][(CHs) 2PO4] resulted in higher yield
of ASNase PEGylation reaction (56%) when employed at 75% and reaction
performed in 10 min. [C.min]CI yielded similar phosphate buffer yield (~ 49%), but
both ILs reduced polyPEGylation. Therefore, [C4min]Cl and [Csmin][(CH3)2PO4] ILs
may use a viable alternative to the PEGylation reaction and reduce the formation of
polyPEGylated species, or that facilitate purification processes and allow for greater
batch use of the solution, as well as increased reaction yield in the case of
[C4min][(CH3)2PO4].

Key-words: 1.L-asparaginase. 2. Imidazole ionic liquids. 3. Stability. 4. Pegilation. 5.

Enzymatic Activity
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1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A leucemia linfoblastica aguda atinge criangcas de diversas idades,
desde zero a 14 anos (Elman & Silva, 2007) sendo mais recorrente em
criangas de dois a cinco anos (INCA, 2018). O tratamento para esta doenca
consiste na eliminacdo das células cancerosas e reestabelecimento da
hematopoese normal proporcionando um bom estado de saude ao paciente
(Atienza, 2016). Para isso, diversos medicamentos sao utilizados na

quimioterapia, destacando-se a L-asparaginase (LAKS, et al, 2003).

A L-asparaginase (ASNase) elimina as células cancerosas por
apoptose, ao tornar escasso 0 aminoacido asparagina, essencial para a
sintese proteica das células tumorais (Roth, 2011). No entanto, como esta
enzima € produzida por bactérias, pode causar reagcbes imunogénicas nos
pacientes além de resisténcia ao tratamento (Keating, Holmes & Lerner ,
1993)

A PEGuilacao é uma forma de contornar este problema, pois forma uma
camada protetora na molécula, impedindo estericamente que ocorra a
exposicao de epitopos imunogénicos (Harris & Chess, 2003). O medicamento
ONCASPAR® refere-se a uma L-asparaginase PEGuilada e ja possui esse
beneficio, porém sua PEGuilagdo ocorre de forma aleatdria, o que € uma
desvantagem, pois ndo garante a homogeneidade lote a lota da preparacao
(Meneguetti et al, 2019).

A fim de contornar este problema, protocolos de PEGuilagdo N-terminal
de ASNase tem sido desenvolvidos com o intuito de melhorar a
homogeneidade na produgéo deste farmaco (Meneguetti et al, 2019). Ainda
assim, para tal feito, é utilizado grande quantidade de PEG reativo que, devido
a hidrélise, gera produtos nao reativos, que acarretam em maiores gastos pela
utilizagdo do excesso deste reagente, aumentando os custos da reacao
(Turecek, et al. 2016). Uma alternativa a este impasse é a utilizagcdo de
liquidos i6nicos (LIs) como solventes para PEGuilagdo, o0s quais presentes
no meio reacional podem diminuir a hidrolise do PEG, aumentando o

rendimento da reagcédo e diminuindo custos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Leucemina Linfoblastica Aguda

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) €& uma neoplasia maligna
heterogénea originaria de sucessivas falhas genéticas, sendo a maioria
desconhecida, em células sanguineas precursoras da linhagem linfoide, isto €,
em células que ainda ndo possuem diferenciagdo (denominada blastos). Ao
se proliferarem, essas células acumulam-se na medula e suprimem a
hematopoese normal, com um aumento de linfoblastos que, gradativamente,
substituem as células normais do sangue causando dores O{sseas
(principalmente ossos longos e articulagdo), danos a medula o&ssea,
desordens hemorragicas, fraqueza decorrente de anemia e infecgdes (CAZE
BUENO & SANTOS, 2010; MELO, 2011; NEHMY, Et Al., 2011) .

A LLA pode incidir em criangas de até 14 anos (Elman & Silva, 2007),
porém a faixa etaria mais comumente afetada € de criancas de dois a cinco
anos, além de ser o tipo de cancer mais comum a atingi-las (INCA, 2018)
correspondendo a 25% dos canceres e 75-80% das leucemias em criancas
(Atienza, 2016). Esta doenca acomete mais criangas brancas que negras
(1,8:1) e mais meninos que meninas (1,2:1), sendo sua frequéncia de
1/25.000 individuos/ano e as chances de adquiri-la nos dez primeiros anos de
vida sao de 1/2.8804. De acordo com o Instituto Nacional do Céncer, no Brasil,
no ano de 2018 foram estimados 5.940 casos de doencas leucémicas em
homens e 4.860 casos em mulheres, totalizando 10.800 casos. No mundo, em
2012, foram identificados 352 mil casos de leucemias, com 265 mil casos de
Obito para o mesmo ano, com o pior prognostico para aqueles de menor nivel

socioecondmico.

Apesar de varios protocolos existentes para esta terapia, a maioria
segue o0 mesmo esquema de cinco fases: inducdo de remissao,
intensificagdo-consolidacao, reinducao, prevencao da leucemia no sistema
nervoso central e continuagdo ou manutenc¢ao de remissdo (ELMAN & SILVA,

2007). Esse tratamento da LLA pode durar de dois a trés anos e € realizado

14



através de quimioterapia intramuscular envolvendo o uso de diversos
farmacos ( LAKS, et al, 2003) . Dentre estes, para a etapa de inducao, os
principais sao: antraciclina, vincristina, derivado de corticoide e
L-asparaginase, enquanto que para a etapa de manutengdo, é utilizado
6-mercaptopurina ou metotrexato oral entre outros (Terwilliger & Abdul-Hay,
2017). O tratamento tem como objetivo a eliminacao das células leucémicas e
restauracdo da hematopoese normal, proporcionando, assim, um bom estado

de saude ao paciente (Atienza, 2016).
2.2. L-asparaginase

A L-asparaginase (ASNase, Figura 1), que também é utilizada no
tratamento de outras doengas tais como doenca de Hodgkin, leucemia
mielocitica aguda, linforsarcoma e o mielosarcoma (Wietchorek, et al., 2013),
€ um dos principais medicamentos utilizados para a terapia de LLA em

diversos protocolos mundiais (Cazé, Bueno & Santos).

Desde a primeira década do século XX a ASNase é conhecida pelos
pesquisadores Lang (1904), Furth e Friedmann (1910) e posteriormente por
Clementi (1922), mas estes apenas haviam constatado a capacidade da
enzima em catalisar a hidrélise de L-asparagina (Asn) a L-acido aspartico e
amoénia9. Ja a atividade antitumoral foi observada por Kidd (Cachumba,et al.,
2016), na década de 1950, em soro de porquinhos da india. Além da
aplicagcao farmacéutica, a ASNase também possui importancia na industria
alimenticia, evitando a formacao de acrilamida, substancia potencialmente
cancerigena, resultante da exposicdo de alimentos a processos em altas

temperaturas (Cachumba,et al., 2016).

A ASNase é encontrada em organismos desde mamiferos e plantas a
leveduras e bactérias, porém, para uso como farmaco, esta enzima é
produzida principalmente de Escherichia coli e Dickeya chrysanthemi,
anteriormente denominada Erwinia chrysanthemi (Cachumba,et al., 2016). A
ASNase é classificada em trés familias distintas: tipo planta, Rhizobium etili e
bacteriano. Ainda, a ASNase do tipo bacteriano € classificada em outros dois
subtipos: tipo |, que € uma enzima citosdlica e de baixa afinidade pela

L-asparagina, nao sendo terapeuticamente aplicavel; e a de tipo Il, que é um
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tipo de enzima restrita ao espacgo periplasmatico, com expresséo induzida
quando em anaerobiose, além de possuir alta afinidade por células
antitumorais (Schwartz, Reeves & Broome, 1966). A do tipo Il possui massa
molecular de 141 kDa e constante de Michaelis (kM) cerca de 12,5 uM,
possuindo alta afinidade pelo substrato e seu pH 6timo e temperatura 6timos
sdao de 7-8 e 37°C. Ja a ASNase extraida de Dickeya chrysanthemi,
denominada crisantaspase, possui massa molecular entre 140 a 150 kDa, kM
de 18 uM, meia-vida de 0,13 dia e temperatura e pH 6timos de 50°C e 8
respectivamente (Cachumba,et al., 2016). Portanto, devido as diferencas
fisico-quimicas e farmacocinéticas entre as duas enzimas, elas nao séao

podem ser substituidas nos tratamentos (Rizzarl, et al., 2013).

Figura 1. Representacdo esquematica do cristal de L-Asparaginase de
E. coli, resolugdo de 1,82 A (Extraido de Protein Data Bank, cédigo PDB
3ECA).

2.3. Mecanismo de acao da L-asparaginase

A grande maioria das células humanas expressa a enzima asparagina
sintetase, conseguindo, portanto, produzir por si préprias a L-Asn, um
aminoacido ndo essencial. No entanto, as células tumorais de LLA,

linfoblastos leucémicos, expressam uma pequena ou quase nenhuma
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quantidade dessa enzima e, consequentemente, ndo conseguem sintetizar a
L-Asn, fundamental para sua sobrevivéncia na velocidade requerida (Figura 2),
ja que possuem crescimento muito acelerado, exigindo esse aminoacido em
grande quantidade. Portanto para estas células, a L-Asn pode ser
considerada essencial. Sendo assim, o mecanismo de agdao da ASNase
consiste na hidrélise de asparagina do plasma sanguineo acarretando em
morte das células tumorais por auséncia de um fator essencial para a sintese
proteica. No entanto, as células saudaveis ndo sdo significativamente
afetadas, pois ainda conseguem produzir o aminoacido através da asparagina
sintetase presente no interior das células em quantidades suficientes
(Cachumba,et al, Roth, 2011).

) |

-

L-asparaginase
L-asparaginase Acido L-aspartico + NH}

Acido L-aspartico ido L-aspartico

L-asparagina

N
Biossintese Bios¥gftese
de proteinas h Morte celular
Célula saudavel Linfoblastos

Figura 2. Mecanismo de ag¢ao da L-asparaginase. Baseado em Van den
Berg (2011).

A hidrélise da L-Asn ocorre em duas etapas com o auxilio do
intermediario acil-enzima (Figura 3). Na primeira etapa da reagdo, uma base
forte ativa a regido nucleofilica da enzima, atacando a L-Asn (substrato) no
carbono do grupo amida, resultando no produto intermediario acil-enzima. Ja

no segundo passo, ha um ataque realizado por um nucledfilo ativado por uma
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molécula de agua ao carbono éster do intermediario, resultando no acido

aspartico (Cachumba,et al, 2016).

Enzima livre

=

NH, ‘0 NH,
O )
L-asparagina Intermediarie acil-enzima Acido aspértico

Figura 3. Mecanismo geral da reagéo catalisada pela L-asparaginase. A

seta mostra o ataque nucleofilico (nuc). Baseado em HILL (1967).

A ASNase apresenta significativa especificidade a L-Asn, tornando-se
um agente eficaz contra LLA infantil. No entanto, uma das limitacbes do
tratamento refere-se a hidrolise pelas proteases asparaginil endopeptidase
(AEP) e catepsina B (CTSB), que inativam a enzima expondo epitopos,
intensificando a resposta imunoldgica, incluindo reagdes de hipersensibilidade
(Patel, et al, 2015). Essas reacdes se devem a formacao de anticorpos e tém
sido observadas em 60% dos pacientes que fazem uso da enzima derivada de
E. coli. Uma alternativa a este tratamento € o uso da enzima de D.
chrysanthemi, a crisantaspase, que € imunogenicamente distinta da ASNase
de E. coli , aléem de também ser mesmo imunogénica, causando menos
efeitos adversos(Rizzari, et al, 2013, Fu & Sakamoto, 2007).

As reacgdes de hipersensibilidade resultantes do tratamento de LLA
podem ser locais, na regido da injecdo, causando urticarias e erupgoes
cutaneas, como também podem ocorrer complicagdes mais severas como
broncoespasmos, hipotensdo e anafilaxia (Roth, 2011, Keating, Holmes &
Lerner, 1993). Essas reacdes de sensibilidade podem ser causadas pelos
anticorpos IgG e IgE, fazendo com que alguns pacientes adquiram resisténcia
ao tratamento sem apresentar sintomas, processo denominado inativacao

silenciosa. Os anticorpos adquiridos contra a ASNase podem resultar numa
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depuracao plasmatica mais rapida da enzima. Adicionalmente, a inibicao da
sintese proteica tem principal manifestacdo no figado, no sistema de
coagulagdo e no péncreas, causando hiperglicemia, hipoalbuminemia e
diminuicdo em alguns fatores de coagulagdo (Keating, Holmes & Lerner,
1993).

Portanto, a fim de reduzir a reacédo adversa causada pela quimioterapia,
desenvolveu-se a PEG-ASNase (enzima conjugada com polietilenoglicol) que
apresenta a vantagem de ser menos imunogénica, além de ter um periodo de

meia-vida bioldgica maior que ASNase nativa (Fu & Sakamoto, 2007).

2.4. PEGuilagao

A PEGuilagao surgiu na década de 1970 com Abuchowski, primeiro a
relatar esta reagao (Armstrong, et al. 2007) € com Frank Davis, que descreveu as
vantagens desta modificagdo no campo farmacéutico (Harris, & Chess, 2003)18.
A reacdo de PEGuilagcdo consiste na conjugacdo de cadeias de
polietilenoglicol (PEG) a superficie de uma molécula (Fig. 4), podendo esta ser
um peptideo, proteinas (incluindo anticorpos), fragmentos de anticorpos e
farmacos quimicos, assim como nanoestruturas, como lipossomos (Kang,
Deluca & Lee, 2009, Harris, Martin & Mod, 2001). E um método de crescente
interesse empregado para melhorar as caracteristicas farmacologicas de um
farmaco, como aumento da meia-vida, diminuicdo da imunogenicidade e
melhora da solubilidade da molécula (Armstrong, et al, 2017). A tabela 5
apresenta os medicamentos PEGuilados aprovados nos Estados Unidos e

Europa.

Com o aumento do tamanho da molécula, pode ocorrer também
aumento de sua meia-vida por diminuigdo na filtragdo renal. Como a ligagao
ao PEG mascara a superficie da proteina, ha diminuicdo dos processos de
reconhecimento antigénico pelos anticorpos e da degradagdo por enzimas
proteoliticas, corroborando ainda mais com o aumento da meia-vida
(Veronese, 2001). Além disso, o PEG é uma molécula altamente soluvel.

Duas ou trés moléculas de agua ligam-se a cada unidade de oOxido etileno,
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influenciando fortemente a solubilidade do complexo estrutural (Turecek, et al,
2016).

Os primeiros medicamentos PEGuilados disponiveis no mercado
(Adagen®, Oncaspar® e PEG-Intron®) foram desenvolvidos utilizando a
PEGuilagcado de primeira geracao, técnica caracterizada por utilizar PEGs de
baixa massa molecular (inferior a 12kDa), que se ligam aleatoriamente a sitios
de ligagao nas proteinas por ligacdes fracas do tipo éster, que sao suscetiveis
a hidrolise, podendo causar perda da fixagdo do PEG a proteina (Roberts,
Bentley, & Harris, 2012, Kozlowski & Harris, 2001). Este procedimento pode
resultar em varios problemas, como a formacdo de muitos isémeros
(polidispersao), causando alteragdes e até perda da atividade especifica.
Além disso, isdbmeros podem ter atividades farmaco, toxico e imunologicas
distintas (Turecek, et al, 2016).

A PEGuilacao de segunda geracao foi desenvolvida com o objetivo de
contornar os problemas da geracao anterior, como as ligagdes fracas, que
foram solucionadas adicionando-se grupamentos metileno entre o éster ativo
e a cadeia de PEG, e a baixa seletividade, através das reacgéao sitio dirigidas
pela diferenca de pKa dos residuos de aminoacidos (Roberts, Bentley, &
Harris, 2012).
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Figura 4. Representagao de uma proteina PEGuilada e suas vantagens (Kang,
Deluca & Lee, 2001).

Para que a PEGuilacao ocorra, € necessario, previamente, a ativagao
do PEG para que este possa se ligar covalentemente a estrutura desejada.
Esta alteragdo ocorre com a substituicdo de um grupo hidroxila por um grupo
funcional eletrofilico (por exemplo carbonato ativo, éster ativo ou tresilato) (Fig.
5). Os principais sitios ativos das proteinas que podem se ligar ao PEG reativo
sdo grupos tiol, amino a, g-amino da lisina, grupos carboxilato e nos grupos
nucleodfilos dos hidroxilatos (Harris, Martin & Modi, 2001). No entanto, o grupo
tiol normalmente esta ausente em proteinas, e, quando presente, em geral
estd associado ao seu sitio ativo. Ja os grupos carboxilicos apresentam
dificuldades na PEGuilagao, pois pode ocorrer reagdo cruzada com o grupo
amina. Sendo assim, 0s grupos amino a e €-amino da lisina sdo os mais

empregados para esta reagéo (Harris, Martin & Modi, 2001).
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2013)
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Tabela 1. Lista de medicamentos PEGuilados aprovados nos Estados

Unidos e Europa até 2015, pelas agéncias reguladoras FDA e EMA (Santos,

etal., 2018).
Marca Empresa Sitio PEGuilado Tamanho do Aplicagoes Ano de
farmacéutica PEG (Da) aprovagao
Adagen® Enzon Lisina 5000 Doengas de 1990
imunodeficiéncia
combinada severa
Oncaspar® Enzon Lisina 5000 Leucemia linfoide aguda 1994
Peg-intron® Schering-Plough Histidina, cisteina, 12000 Hepatite C 2000
lisina, serina,
tirosina, histidina
Pegasys® Hoffman-La Roche Lisina 40000 Hepatite C 2001
Neulasta® Amgen N-terminal 20000 Neutropenia 2002
Somavert® Pfizer Lisina, N-terminal 5000 Acromegalia 2003
Macugen® Pfizer Lisina 40000 Degeneracao macular 2004
relacionada a idade
Mircera® Hoffman-La Roche Lisina 30000 Anemia associada a 2007
insuficiéncia renal cronica
Cimzia® ucB C-terminal 40000 Doenga de Crohn, 2008
espondiloartrite axial e
artrite psoriatica
Krystexxa® Savient Lisina 10000 Gota cronica 2010
Sylatron™ Merck Histidina, cisteina, 12000 Melanoma 2011
lisina, serina,
tirosina, histidina
Omontys® Affymax/Takeda Lisina 40000 Anemia associada a 2012
doenca renal cronica

Plegridy® Biogen N-terminal 20000 Esclerose multipla 2014
Adynovate® Baxalta Lisina 20000 Hemofilia A 2015
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Na terapia anticancer, a PEGuilagcdo vem amplamente sendo usada
como estratégias em estruturas distintas. Algumas estratégias mais utilizadas

sSao:

® PEGuilagdo de fragmento de anticorpo monoclonal: objetiva
aumentar a meia-vida dessa estrutura a fim de poder interagir com as células
cancerigenas por mais tempo e, na maioria dos casos, estimular sua apoptose,

nao afetando as células normais.

® PEGuilagao de citosinas: citosinas sdo proteinas imunoterapicas e

participam da mobilizagdo do sistema imunoldgico contra o cancer.

® PEGuilagdo de farmacos anticancer de baixo peso molecular:

para contornas a hidrofobicidade dessas moléculas.

® PEGuilagdo de nanoparticulas com potencial emprego na terapia
anticancer (lipossomas, nanoparticulas lipidicas soélidas, dendrimeros,
nanoparticulas de ouro ou de magnésio): sdo favorecidas pela diminui¢do da
filtragdo renal devido ao aumento do volume da estrutura pelas cadeias de

PEG e menor reconhecimento pelo sistema imune.

® PEGuilagdo de enzimas: as enzimas sao importantes estruturas
que podem ser PEGuiladas. Utilizadas na terapia anticancer, sao beneficiadas
pelo aumento da meia-vida e pela diminuigcdo do ataque sofrido pelo sistema

imunologico (Mishra, Nayak, & Dey 2016).

Na Tabela 2 pode-se observar alguns exemplos de nanoestruturas

farmacéuticas anticancer PEGuiladas e suas aplicagdes.
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Tabela 2. Estruturas PEGuiladas utilizadas na terapia anti-cancer
(Hussain, et al, 2019).

Tipos de Farmaco carreado Aplicagoes Status
nanocarreador
Lipomossa Paclitaxel Aumento da semi-vida plasmatica do Ensaios pré-clinicos
PEGuilado farmaco no rato e efeito antitumoral
melhorado
Micela polimérica Paclitaxel Aumento da captagdo do farmaco em Ensaios pré-clinicos
PEGuilada camundongos portadores de tumor
Nanoparticulas Docetaxel Meia vida plasmatica prolongada de Ensaios pré-clinicos
lipidicas PEGuiladas medicamentos com acumulagao substancial
no local do tumor
Nanoparticula Cisplatina Inibicdo do crescimento tumoral Ensaios pré-clinicos
polimérica
PEGuilada
Micela polimérica Doxorubicin Acumulo de farmaco em tumor soélido Ensaios pré-clinicos
PEGuilada (NK911) Fase |
Lipossoma Cisplatina Reducgéao da toxicidade sistémica Ensaios pré-clinicos
PEGuilado (SPI-77) Fase II
Micela PEGuilada Derivado de Acumulo do farmaco em células Ensaios pré-clinicos
(NC-6004 cisplatina cancerigenas Fase Il
NanoplatinTM)
Lipossoma Cisplatina Tratamento de tumores com eventos Ensaios pré-clinicos
PEGuilado adversos diminuidos Fase Il
Lipossoma Doxorubicina toxicidade sistémica aliviada com aumento Aprovado

PEGuilado (Doxil®)

Micela polimérica
PEGuilada
(Genexol-PM)

Paclitaxel

da meia-vida de circulagdo plasmatica

Alivia a toxicidade sistémica, prolonga a
meia-vida de circulagéo plasmatica e
melhora a eficacia anticancerigena

Aprovado na Coréia
do Sul

A ASNase poliPEGuilada comercializada, Oncaspar®, apresenta
meia-vida de cinco dias, superior a sua forma nativa, que possui meia-vida de
até um dia (Kurre, et al., 2002). Foi aprovada pelo FDA em 1994, inicialmente
para o tratamento de pacientes com reacdo imunogénica a ASNase nativa.
Refere-se a um processo de PEGuilagéao aleatdria em residuos de lisina com
PEGs de 5 kDa, resultando em preparacao polidispersa, apresentando 69 a

82 moléculas de PEG em sua estrutura (Mishra, Nayak, & Dey 2016). Sao
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poucos os casos de alergia aguda relatados, contrastando com a enzima nao
PEGuilada que pode causar alergias severas em mais de 20% dos pacientes
tratados. Isso ocorre porque a PEGuilagdo é uma forma ja conhecida de

reduzir a reacado imunogénica (Loureiro, et al, 2012).

Apesar das vantagens da PEG-ASNase, os custos deste farmaco sao
superiores aos da versdo nao PEGuilada (Kurre, et al, 2002). Uma possivel
maneira de diminuir o gasto empregado na produgcdo da PEG-ASNase € por
meio da PEGuilagdo N-terminal, que reduz a quantidade de PEG empregada
e a polidispersao (Pfister, & Morbidelli, 2014). Essa reagao parte da diferenca
de pKa entre o grupo aminico do aminoacido N-terminal (~7,0) e dos residuos
aminicos das lisinas (10,0-10,2), que favorece a ligacdo da amina do
aminoacido N-terminal ao PEG reativo, enquanto a amina das lisinas
encontra-se prevalentemente protonada (Pfister, & Morbidelli, 2014, Kinstler,
et al, 2002).

O PEG reativo mais comumente empregado para PEGuilagao
N-terminal € o metoxi-poli(etilenoglicol) carboximetil N-hidroxisuccinimidil
éster (MPEG-NHS), Fig. 5G, resultando na formacao de ligagdes amidicas
estaveis. No entanto, todos os mMPEG-NHS s&o suscetiveis a hidrolise, como
pode ser visto na Figura 6, resultando em um derivado acido do PEG e em
N-hidroxisuccinimida. A taxa de hidrélise varia conforme o espacante (L) entre
o PEG e o grupo reativo, porém sempre esta presente. Por essa razado, as
reacoes de PEGuilacao requerem excesso de mPEG-NHS para compensar a
degradacado do reagente e isso se torna um fator significativo no custo do
processo (Turecek, et al, 2016). Uma alternativa ja estudada anteriormente
por Torres-Obreque, 2017, foi a utilizagdo aquosas de solventes organicos
aproticos, tetrahidrofurano (THF) e dimetilformamida (DMF) como substituinte
no meio reacional da PEGuilagdo, uma vez que a agua, portadora de prétons,
incita a reagao de hidrdlise. No entanto, devido a natureza nao-ibnica dos
solventes, ndo houve formacgéo de espécies reativas capazes de interagir com
os protons da 4&gua evitando a hidrolise do PEG, diminuindo
consideravelmente o rendimento reacional (40% em DMF, 20% em THF,
quando é obtido 50% em PBS). Assim, uma alternativa interessante a ser

investigada na busca por solventes para a reacao de PEGuilagao que evitem
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a hidrolise do reagente € a utilizagado de solventes ibnicos, como os liquidos

ibnicos, capazes de formar espécies carregadas no meio.

O
0]
PE =
mPEG‘O'LTO‘N + H.O/OH —> m G‘O LTOH + HO-N
@) 0]
0] O

Figura 6. Reacao de hidrélise do metoxi-poli(etilenoglicol) carboximetil
N-hidroxisuccinimidil (mMPEG-NHS). (L — grupo espacante) (Turcek, et al.
2016).

2.5 Liquidos iénicos

Os liquidos iénicos (LIs) sao estruturas ibnicas assimétricas de grandes
cations organicos e de anions de natureza orgéanica ou inorganica de menor
volume (Fig. 7). Devido a assimetria entre os ions, os LIs apresentam baixa
pressdao de vapor, resultando em temperaturas mais baixas de fusao
comparado com seus analogos estruturais sais, por isso os Lls também
podem ser chamados por alguns autores de “sais liquidos” (Tavares, et al.
2013). Ainda, devido a sua baixa volatilidade, os Lls também s&o conhecidos
como “solventes verdes”, pois a alta pressdao de vapor dos solventes
organicos € uma das grandes causas de poluicdo ambiental desses

compostos (Rogers & Seddon, 2003).

No entanto, as propriedades dos Lls ndo se restringe a baixa
volatilidade. Esses compostos possuem caracteristicas fisico-quimicas
impares, como estabilidades térmica e quimica, sao capazes de solvatar
espécies organicas e inorganicas, possuem ampla janela de potencial
eletroquimico, além de poder promover uma melhora na estabilidade de
biomoléculas como enzimas e acidos nucleicos (Zhao, 2010, Tavares, 2013).
Devido a essas caracteristicas, os Lls tém sido propostos para separagao e
purificacdo de biomoléculas através de diversos processos (ex.: extracao
liquido-liquido, extragdo solido-liquido, métodos cromatograficos, entre

outros)33, além de serem co-calatisadores em muito procedimentos, como em
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catalises organicas (Zhao & Malhotra, 2002) e o potencial como agente
estabilizante de proteinas tem sido cada vez mais investigado (Bisht, et al.,
2017).

Além dessas vantagens, os LIs também podem ter suas caracteristicas
projetadas e ajustadas, isto €, seus anions e cations podem apresentar, por
exemplo, hidrofilicidade ou hidrofobicidade selecionada de acordo com a
aplicabilidade desses solventes. Assim, € possivel refinar as propriedades

dessas estruturas para melhorar seus potenciais (Rodrigures, 2016).

Sendo assim, é sabido que algumas caracteristicas relacionadas aos
LIs influenciam mais a estabilidade enzimatica nesses solventes que outras.
Um desses fatores € a capacidade de realizar ligacbes de hidrogénio entre
solvente-enzima (Zhao, 2010 e Bisht, et al., 2017).

A) B) D) -

| *
[
L § ’ “ e _ &
& 'dbj" “ ".\LL\( i 'ﬁ:
Imidazdlio F’IFW'“dfﬂlﬂ F"lpendidlﬂ Aménio
o ol o
-]
R, L e /\— =

E) F) H)
s o
t' L_b_ 1 .‘\' .-'-Lh L
l v “v . X

Hexaflucrofosfato  Dicianamida Tetraclnrcralurnmatn Amonio

L 7 ol
[ T :
o, K J = a
B NEE_N. Cmh ..__AI oy Fio—5—N—5—CF,
ol Bt ol | |
a Q

E

Figura 7. Exemplo de alguns cations e anions comumente utilizados

para a composigao de Lls. (Fonte: Lin, Chen & Dai, 2018).

Em muitos estudos encontrados na literatura € possivel observar a
importancia que os Lls tém exercido para melhora da estabilidade de
enzimas. Persson e Bornscheuer observaram que Bacillus stearothermophilus
tinha sua estabilidade aumentada quando numa solugdo aquosa de
hexafluorfosfato de buti-imidazol a 200mM por dez dias. Ja foi observado que

citocromo-c em solug¢ao de di-hidrogenofosfato de colina hidratada com 20%
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de agua manteve-se estavel por 18 meses a temperatura ambiente (Armand
et al.,, 2009). E em outro estudo, também foi verificado que o citocromo-c
preservou sua atividade por 21 semanas na solugido de carboxilato de colina,
hidratada 50% com agua (BISHT, et al., 2017).

Além da melhora da estabilidade ao longo do tempo, estudos também
indicam que os LIs podem aumentar a atividade enzimatica. Foi observado
por Magri que solugdo de ASNase em 0,05M de cloreto de colina, tinha sua
atividade aumentada em 1,5 vezes, e Bisht constatou que solu¢cdo aquosa
com 50% de glutarato de colina aumentava em 25 vezes a atividade de

citocromo-c.

A estabilidade e a atividade da enzima estdo intimamente relacionadas,
sendo que ambas dependem da conformagado enzimatica da proteina para
sua manutencao. Qualquer perturbacado na estrutura pode causar alteracoes
nas estruturas secundarias e terciarias, e consequente desnaturacdo da
proteina. Assim, para a manutencao da integridade enzimatica, € necessario
que haja um equilibrio entre as forgas que compde as estruturas, que sao as
ligacdes do tipo ponte dissulfeto, interagées hidrofdbicas, idnicas e ligagdes
de hidrogénio (Valstar, 2000). Ainda, qualquer estresse ambiental sofrido
pelas enzimas, como mudanga de temperatura, variagao de pH, ou presencga
de eletrolitos também pode acarretar na desnaturacéao enzimatica, além de
agregacao proteica, que é outro fator que contribui para perda de atividade.
Sendo assim, as enzimas sdo muito dependentes do meio que se encontram,
necessitando de ambientes favoraveis para sua estabilidade (Klefhaber &
Buchner, 2005).

Os cations dos LlIs da familia imidazol possuem uma carga positiva no
anel imidazol, no entanto, devido a ressonancia dessa estrutura, essa carga €
dissipada, diluindo seu potencial positivo, ndo sendo intenso o suficiente para
perturbar as forcas que mantém a estrutura enzimatica. Na verdade, esse
grande cation é atraido pelas regides negativas da enzima, auxiliando na sua
hidratacdo, além de repelir ions que podem perturbar as ligagbes de
hidrogénio e as interagdes salinas da proteina (Jaeger, Burney & Pfaendtner,

2015). Ainda, para a melhora da estabilidade enzimatica, tem sido verificado
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que ligagdes de hidrogénio entre anions dos LIs sdo desejaveis. Em varios
casos, € possivel concluir que as ligacbes de hidrogénio alteram a
conformacao enzimatica de forma a expor seus sitios ativos e maximizar a

eficiéncia catalitica (Zhao, 2010).

Sendo assim, os Lls imidazol possuem potencial de fornecer a ASNase
uma melhora da sua estabilidade, além de poder proposcionar melhores
rendimentos para a reacdo de PEGuilagédo, possibilitando a utilizacdo de

menores concentragdes de PEG reativo por evitar a hidrolise desse reagente.

3. OBJETIVOS

Estudo da estabilidade de ASNase em Lls da familia imidazol e
desenvolvimento de um processo alternativo de PEGuilagao utilizando esses
LIs para a obtencdo de ASNase monoPEGuilada com maior rendimento
reacional que em tampao fosfato. Para alcancar esse objetivo, os seguintes

passos foram propostos:

® Avaliagéo de Lls pertencentes a familia imidazol variando o anion

e o cation, para o estuda da estabilidade de ASNase.

@® Estudo da estrutura de ASNase em solugdes aquosas de Lls

através de dicroismo circular e fluorescéncia.

@® Avaliacdo da estabilidade de ASNase apds a retirada da solugao

aquosa de Lls e ao longo do tempo a 4° e 25°C.

® Anadlise de condigdes experimentais de PEGuilagdo para as
solugbes aquosas de LIs mais promissores em diferentes condigbes (tempo,

pH e concentracao de LI).

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material
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A enzima L-asparaginase E.C.3.5.1.1. foi obtida comercialmente da
ProSpec Tany (Ness-Ziona, ISR). O polimero metoxi-poli(etilenoglicol)
carboximetil N-hidroxisuccinimidil (MPEG-NHS), de massa molecular de 10
kDa foi adquirido da Nanocs (New York, NY). Os liquidos iénicos (loliTec,
pureza = 99%, Tabela 3) foram gentilmente cedidos pela Prof? Sénia P. M.
Ventura, da Universidade de Aveiro, Portugal. Todas as solugbes foram
preparadas com agua deionizada por sistema de purificagdo de agua Millipore
tipo Milli-Q (Bedford, MA) e os demais reagentes utilizados foram de grau

analitico.

Tabela 3. Denominagdo comum, nome quimico e familia dos liquidos

ibnicos empregados.

Liquidos I6nicos Nome Quimico Estruturas
[C2amim]CI Cloreto de 1-etil-3-metilimidazodlio He—N" NN Ny,
—  of
[C4mim]CI Cloreto de 1-butil-3-metilimidazdlio He—N NN
— o
[Cemim]Cl Cloreto de 1-hexil-3-metilimidazdlio Ho—NT SN,
o
[Csmim]Cl Cloreto de 1-octil-3-metilimidazdlio Hsc—NC/N*/\/\/\/\CHs
[C1omim]CI Cloreto de 1-decil-3-metilimidazolio Hac—N\/j/N*\/\/\/\/\%
[C12mim]CI Cloreto de 1-dodecil-3-metilimidazolio  we—y Sy AN,
[C4mim][(CH3)2PO4] Dimetil fostato de Ve AW
1-butil-3-metilimidazolio =g
HyC—0—P—0—CHs
O
[C4mim][CF3S03] Triflato de 1-butil-3-metilimidazoélio Hio—N SN\
\—/ 9
0=S=0
F g
[C4mim][N(CN)2] Dicianamida de 1-butil-3-metilimidazolio o™\,
\—/ N .
7 N
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4.2. Métodos

4.21. Estudo da atividade de ASNase em solugcdes aquosas de

liquidos idnicos

Para determinacdo da atividade, foi empregada a metodologia
desenvolvida por Drainas. A atividade da ASNase (0,1 mg.mL"") em presenca
de solugdes aquosas de Lls foi estudada a 25°C nas propor¢des de Ll/agua
de 2,5; 5,0; 10,0; 25,0 e 50% (p/v), nos tempos 2h, 4h, 6, 8h e 24h. A atividade
enzimatica em tampao fosfato salino (PBS) 10mM pH 7,4 foi determinada
como controle. A atividade de ASNase em PBS no tempo inicial foi
considerada igual a 100% de atividade, e a atividade relativa foi calculada
dividindo-se a absorbéancia obtida pela absorbancia do controle no tempo
inicial. Em aliquotas de 50 pL de solugdes aquosas de ASNase em Lls foram
adicionados 150 pL de tampao tris(hidroximetil)Jaminometano-acido cloridrico
(TRIS-HCI) 50 mM, 50 pL de hidroxilamina 0,5 M e 50 pL de asparagina 100
mM (concentragéo final de ASNase de 5 ug.uL™"). A reagdo foi mantida a 37°C
em banho termostato por 7,5 minutos e, apds este tempo, esta foi
interrompida adicionando-se 50 pL da solug¢ao de cloreto férrico (FeCls), 2,5%
(p/v) de acido tricloroacético e HCI 0,33 mM. A reacao foi quantificada através
da absorbancia a 500 nm em espectofotdbmetro UV-VIS (SpectraMax Plus
384). Todas as analises foram realizadas em ftriplicata, os respectivos brancos
foram subtraidos dos devidos calculos e os dados foram analisados
estatisticamente por ANOVA, seguido o teste de Bonferroni, com p-valor =
0,05.

4.2.2. Efeito do pH de solugées aquosas de ASNase em Lls

A fim de verificar o efeito da variacdo de pH nos meios contendo Lls, a
atividade de ASNase (0,1 mg.mL") em solugbes aquosas de Lls também foi
investigada através da metodologia desenvolvida por Drainas, com corregao
de pH para 7,4, para os LIs [C12mim]Cl e [Csamim][(CH3)PO4] e o sal NaCl,

todos a 5% p/v. Todas as analises foram realizadas em ftriplicata, os

32



respectivos brancos foram subtraidos dos devidos calculos e os dados foram

analisados estatisticamente por ANOVA.

4.2.3. Influéncia das solugdoes aquosas de liquidos i6nicos na

estabilidade estrutural da ASNase por dicroismo circular

A estrutura da ASNase foi investigada para as solugbes aquosas a 5%
(p/v) dos Lls [Camim]Cl, [Camim][N(CN)2] [Csmim][(CH3)2PO4],
[C4mim][CF3S0O3] e [C12mim]Cl por meio da técnica espectofotométrica de
dicroismo circular, apds o tempo de 24 horas. Foi empregada a concentragao
de 1,0 mg.mL" (7,09 x 10® ymol) de enzima e o controle em PBS 10mM pH
7,4 também foi observado. Os espectros foram adquiridos na regidao de UV
distante (far) proxima (near), a 250-350 nm em espectropolarimetro de
dicroismo circular modelo J-720 (Jasco, Toquio, Japao). Os espectros foram

adquiridos em cubetas de 5 mm e analisados em sextuplicata.

4.2.4. Influéncia das solugdoes aquosas de liquidos i6nicos na

estabilidade estrutural da ASNase por fluorescéncia

Solugbes aquosas de ASNase, 0,33mg.mL', em distintas
concentragbes (5; 2,5; 1,25 e 0,63% p/v) dos Lls, [C1omim]CIl, [C4mim]ClI
[C4mim][(CH3)PO4], [Camim][N(CN)2] e [C4amim][CF3SO3], apds o periodo de
24 horas foram excitados a 295 nm, e a leitura foi realizada em fluorimetro
(Varian 50 Bio UV-VIS), entre 300 a 500 nm, em cubetas de quartzo, 10x4 mm,
com tensdo de 660V, a 25°C. A fim de verificar possiveis interferéncias nas
fluorescéncias, as absorbancias também foram estudadas, com as leituras
realizadas em espectofotdbmetro (Varian 50 Bio UV-VIS) de 200 a 800 nm,
com as mesmas cubetas de quartzo, 10x4 mm e aquelas solugcdes que
obtiveram absorbancia superior a 0,1 foram devidamente tratadas seguindo o

protocolo de Mendonga et al, 2013.

4.2.5. Estudos de cinética de ASNase em solugoes aquosas de Lls
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A avaliacao da cinética de ASNase foi realizada utilizando-se o ensaio
acoplado a glutamato desidrogenase. Esse método baseia-se na oxidagao de
dinucledtido de nicotinamida e adenina (B-NADH ou NADH) a dinucledtido de
nicotinamida e adenina oxidada (NAD+) pela glutamato desidrogenase (GDH),
que é cofator. A partir de uma molécula de a-cetoglutarato e uma molécula de
amoénia, o GDH é capaz de oxidar uma molécula de NADH (Balcéao et al.,
2001). No ensaio conjugado, a molécula de amobnia € proveniente da hidrdlise
da asparagina pela ASNase. Para a realizagdo deste ensaio foi utilizada
microplaca de 96 pogos, UV/VIS, sendo que em cada pogo foram adicionados
os seguintes reagentes: 92,5 uL de tampao fosfato 200 mM pH 7,5; 3,7 uL de
a-cetoglutarato em tampao Tris-HCI, 50 mM pH 8; 9,3 yL de B-NADH em
Tris-HCI 50 mM pH 8,6; 46,5 yL de glutamato desidrogenase em 50% de
glicina, 25% de agua e 25% de tampao fosfato 200 mM, pH 7,4. Foi utilizado
50 uL de ASNase 50 nM em PBS 10 mM pH 7,4 como controle e 50 pL de
ASNase 50 nM em solugdo aquosa de LI a 5% p/v ([Camim][N(CN),] e
[Camim][CF3S03]). Também foi acrescentada asparagina em concentragdes
crescentes (de 0,00578 a 2,95 mM). O ensaio de atividade foi realizado a
37°C por 20 minutos em espectofotometro (SpectraMax Plus 384), os ensaios
foram feito em ftriplicata e os respectivos brancos foram subtraidos dos
devidos calculos. Os dados obtidos foram analisados através de regressao
nao linear empregando-se o software Graph Pad Prism 7. Os parametros
cinéticos calculados foram velocidade maxima (Vmax), nUumero de renovagao
(keat), constante de Michaelis-Menten (km) e constante de especificidade (Kcat
/Km).

4.2.6. Ensaio de atividade de ASNase apds a remocgao das solugoes

aquosas de Lls

Para verificar se o efeito das solugdes aquosas de Lls era reversivel, a
atividade da ASNase foi determinada apdés um processo de lavagem para
remogao das solugbes aquosas contendo os Lls. Solugdes de ASNase
1mg.mL" e 5% de cada LI ([Comim]Cl, [Csmim]Cl, [Csmim][CF3SO3],

[Cemim]ClI e [C12mim[Cl) foram diluidas com 5 mL de agua Mili-Q, submetidas
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a filtracdo em centrifuga utilizando ultrafiltros Milipore de 10kDa, em 4000xg,
20 minutos, a 4°C. A condutividade de todo o ensaio foi medida e o processo
foi realizado trés vezes, até que o filtrado final apresentasse valores de
condutividade proximas ao PBS, correspondendo portanto a total remocao da
solugdo de LI. A atividade de ASNase nos sobrenadantes finais foi
determinada pelo método de Drainas e a concentragdo de proteina pelo
método de BCA. A estabilidade estrutural da ASNase apds a remocgao da
solucdo aquosa de Lls também foi analisada por dicroismo circular modelo

J-720 (Jasco, Téquio, Japao).

4.2.7. Determinagcao da concentragao de proteina

A determinacdo da concentracdo de ASNase foi realizada através do
método do acido bicinconinico (BCA), que consiste na deteccao de ligacdes
peptidicas entre alguns aminoacidos especificos. Essas ligacbes peptidicas
das proteinas sdo capazes de reduzir o cobre (Cu?*) presente em um dos
reagentes, assim o BCA liga-se ao Cu*, e a reacédo colorimétrica de cor
purpura, pode ser observada em espectofotdmetro (SIGMA-ALDRICH, 2013).
As amostras obtidas no item anterior foram incubadas por 30 minutos, a 37 °C
e as absorbancias medidas a 562 nm em espectrofotémetro (SpectraMax Plus
384). A concentracdo de proteina total foi obtida através da interpolagdo dos
valores de absorbancia em uma curva de calibragao de albumina de soro
bovino (BSA), construida nas concentragbes de 200 a 1000 pg-mL-"
(SIGMA-ALDRICH, 2013).

4.2.8. Estudos da atividade de ASNase em solugdoes aquosas de

liquidos i6nicos ao longo do tempo

A atividade da ASNase (0,1 mg.mL"") em presenca dos Lls foi estudada
em 4° e em 25°C na proporcao de Ll/agua de 5 % (p/v), ao longo de 28
semanas. Para verificacdo da atividade enzimatica, foi empregada a
metodologia de Drainas. Todas as analises foram realizadas em ftriplicata, os

respectivos brancos foram subtraidos dos devidos calculos.
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4.2.9. PEGuilagao de ASNase em solugoes aquosas de Lls

A PEGuilagao de ASNase seguiu a metodologia descrita por Meneguetti
et al., 2019, utilizando-se a propor¢cao molar PEG:proteina 25:1, mPEG-NHS
de 10 kDa e partindo-se de uma solugdo de 1mg.mL"' de ASNase. Para
finalizar a reagao, foi adicionado 0,2 M de hidroxilamida, a fim de clivar os
sitios instaveis de peguilagdo que tenham se formado na proteina. Foram
empregadas as solugdes aquosas dos Lls [Camim]Cl, [Camim][N(CN)z],
[Csmim][CF3S0O3] e [Camim][(CH3)2PO4]. Foi investigada a influéncia da
concentracdo das solugdes de LIs nas proporcdes 25, 50 e 75%, nos pHs 7,5;
8,0 e 8,5, além dos tempos de reagao de 10, 20 e 30 minutos, sob agitagao

constante.

As amostras foram analisadas em gel de eletroforese de poliacrilamida
com dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE) e as bandas contidas em cada gel
foram analisadas e comparadas pela sua intensidade no software ImagedJ
(Rashband, 1997-2016).

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

A analise de SDS-PAGE foram realizadas seguindo-se a metodologia
de Laemmli (1970) e as proteinas foram coradas com azul de Coomassie
(Coomassie Brillant Blue R-250, CBB) de acordo com a metologigia descrita
por Blum et al. (1987).

O gel para a separacao eletroforética foi preparado com 522 mM de
Tris-HCI pH 8,8, 12% de acrilamida/bis-acrilamida, adicionando-se 1,6 mL de
agua MiliQ, 2,0 mL de bis-acrilamida 30%, 1,3mL de Tris 1,5 M (pH 8,8), 50 pL
de SDS 10%, 50 pyL de persulfato de amoénio 10%, e 2 pL de
tetrametiletilenodiamina (TEMED). O gel empacotador (aplicado sobre o gel
de separagao) foi preparado utilizando-se 1,4 mL de agua MiliQ, 0,33 mL de
bis-acrilamida 30%, 0,25 mL de Tris 1,5 M (pH 6,8), 20 uL de SDS 10%, 20 uL
de persulfato de aménio 10% e 2 pL de TEMED. As amostras foram
preparadas com tampéao de proteina (Laemmli, et al., 1970), e ditiotreitol (DTT)

25 mM e aquecidas por 5 min a 90°C, enquanto o tampao de corrida utilizado
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foi Tris-Glicina com SDS 1%, pH 8,3 e o gel permaneceu sob corrente de
65-75 mA, em 25°C.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estabilidade enzimatica de ASNase em solu¢gées aquosas de
Lls

5.1.1. Interferéncia da cadeia alquilica do liquido i6nico na
atividade de ASNase

Solugdes aquosas de Lls podem ser capazes de alterar a atividade
enzimatica de uma proteina. A atividade de ASNase em PBS encontra-se
coerente com resultados anteriores (Magri, 2019). Assim, é visto na Figura 8
que a ASNase em PBS 10mM perdeu 50% de sua atividade apds 6 horas,
provavelmente devido a agregacao proteica, que € o principal desafio
referente a estabilidade enzimatica (Valstar, 2010). Em contrapartida, ASNase
em solugcdes com LI apresentou comportamento mais complexo. Nos LIs mais
hidrofilicos, que apresentam menores cadeias alquilicas (2 a 4 atomos de
carbono), e a baixas concentracdes (até 10%), a ASNase apresentou uma
atividade superior ao controle PBS, ainda mais quando exposta a menores
tempos, tendo seu maximo de atividade em duas horas no meio contendo
solucdo aquosa de LI [C4mim]Cl a 10% (atividade de 132%, equivalente a

1,45 vezes a atividade em PBS neste mesmo tempo).

Quanto as solugdes aquosas de Lls mais hidrofébicos, com cadeia
alquilica maior (6 a 12 atomos de carbono), a ASNase apresentou uma queda
em sua atividade, agravando-se com o aumento da concentragcdo de LI, da
cadeia alquilica e do tempo de exposigao. Portanto, é possivel afirmar que a
atividade, e a estabilidade de ASNase nessas solugdes de Lls é dependente
do tamanho da cadeia alquilica, da concentracdo de Lls, e do tempo de

exposicao da enzima ao LlI.
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A) Atividade de ASNase em [C,mim]ClI B) Atividade de ASNase em [C;mim]ClI
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Figura 8. Atividade relativa da L-asparaginase em fungédo do tempo, a
25 °C, na presenga de diferentes liquidos ibnicos, variando-se suas

concentracdes. Barras de erro calculadas a partir do desvio padrao.
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Analisando estatisticamente os resultados obtidos, observou-se que o
p-valor para a diferenca de atividade de ASNase nos diferentes tempos de
exposi¢ao, foram, em todos os casos, inferiores a 0,05, isto é, observou-se
que em uma solucdo de ASNase em LI, nas cinco diferentes concentragoes,
em um determinado tempo, a atividade enzimatica é significativamente
diferentes. Portanto, quando se altera a concentragdo de um LI, a atividade

enzimatica também se altera.

Ja quando se verifica o p-valor referente as diferengas de atividade
segundo as concentragdes, isto €, mantendo-se a concentragdo constante e
alterando-se o tempo, ha alguns valores que se destacam. Quando em
solugédo de 50% de [Comim]Cl, a atividade enzimatica foi de 39% (t = 2h) a
35% (t = 24h), com desvio padréao de 5% nao resultou em diferengas
significativas, assim o p-valor foi superior a 0,05. Isso significa que a enzima
diminui parcialmente sua atividade em alta concentracdo desse LI,
continuando estavel, porém com baixa estabilidade ao decorrer do tempo.
Quanto as concentracdes de 25 e 50% de [Cemim]Cl e [Csmim]Cl e a de 10%
de [C12mim]CI, a ASNase nao apresenta atividade, sendo assim também nao
apresentam p-valor, concluindo-se que houve total perda da atividade da

ASNase nessas solugoes.

Com essas informagdes, pode-se afimar que as alteragdes na atividade
da ASNase se devem a mudanca de polaridade do meio e interagcédo dos Lls
com a enzima. Os Lls interagem com as moléculas de ASNase por meio de
interacdes eletrostaticas entre os residuos polares da superficie da proteina e
a porgao catibnica dos Lls, e interacbes de van der Waals (efeito hidrofébico)
entre a cadeia alquilica dos Lls e regides hidrofébicas da proteina. Em baixas
concentragdes de Lls, essas interagdes podem justificar pequenas alteragbes
conformacionais da enzima e o aumento de atividade observado. No entanto,
com o aumento da concentracao de LI na solugéo, a hidrofobicidade torna-se
mais acentuada e pode resultar em desestabilizagdo da estrutura da enzima
ou formacao de agregados, com consequente diminuicdo da atividade. Nos

LIs mais hidrofilicos, [Comim]Cl a [Cemim]Cl, as cadeias hidrocarbénicas séo
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pequenas o suficiente para ainda sofrerem influéncia da esfera de hidratagao
localizada na cabeca hidrofilica, assim a contribuicdo para o efeito hidrofébico
€ menor. Em outras palavras, os Lls [Comim]Cl a [Cemim]Cl, apresentam
efeito ibnico semelhantes aos sais e interagem com as proteinas de forma
eletrostatica e nao especifica. Em pequenas concentragdes, sdo capazes de
neutralizar as cargas da proteina, estabilizando-as e, em alguns casos como
observado neste trabalho, podem aumentar sua atividade enzimatica por uma
ligeira alteragdo conformacional de modo a favorecer ligagbes com o
substrato aumentando a atividade enzimatica (Gao, et al, 2015, Tanford,
1974).

Os Lls, [Csmim]CIl a [C12mim]CI, por outro lado, apresentam-se como
moléculas anfifilicas e sdo capazes de formar arranjos estruturais com as
partes hidrofébicas voltadas umas para as outras e com as cabecas polares
em dire¢ao a agua, em forma de micelas, no sentido de diminuicdo da energia
livre de Gibbs. Assim, os Lls de cadeia alquilica longa interagem com regides
hidrofébicas da enzima e em altas concentracbes podem resultar em efeito
detergente e desnaturacdo da ASNase (Gao, et al, 2015, Tanford, 1974).

Tabela 4 Relacdo da meia-vida da ASNase (50% de atividade) com o

tempo de exposicdo da enzima as solug¢des aquosas de Lls.

% (p/v) [Comim]CI | [Csmim]Cl | [Csmim]Cl | [Csmim]Cl | [Ciomim]Cl | [C12mim]CI
2,5 >24h 24 h >24h >24h >24h >24h
5 >24h 24 h 24 h 24 h 24 h <2h
10 24 h 24 h 8h 6 h 2h <2h
25 24 h 2h <2h <2h - -
50 2h 2h <2h <2h - -

Outro fator observado nesse estudo encontra-se na Tabela 4, que

indica o tempo necessario para que a ASNase em solugcao aquosa de LI atinja
50% de sua atividade. Enquanto o controle em PBS atinge a meia-vida em
seis horas, é visto que para todas as solugdes contendo 2,5% de LI a

atividade da enzima permanece até 24 h. Para os Lls mais hidrofilicos

41



([Comim]CI, [Csmim]Cl e [Csmim]Cl), a atividade enzimatica permanece
mesmo com 5% de LI em 24h. Assim pode-se concluir que as solugdes
aquosas desses Lls favorecem a atividade enzimatica por periodos de tempo

de até um dia em temperatura ambiente.

5.1.2. Interferéncia da alteragcao do anion na atividade de ASNase

O efeito de diferentes anions na atividade da ASNase foi investigado,
mantendo-se o cation do LI fixo. Para esse estudo foi escolhido o cation
Csmim, de tal maneira que o efeito desnaturante ndo fosse pronunciado
(Figura 9).

A partir da Figura 9, pode-se observar novamente o comportamento
variado da ASNase nas diferentes solugds aquosas de Lls e em suas distintas
concentragbes. Assim como observado no item 5.1.1., a ASNase tem o apice
de sua atividade em duas horas, nas concentragdes de até 10%, tendo seu
6timo em [Csmim][CF3SOs3], na concentracdo de 10%, (atividade = 159,9%,
1,8 vezes superior ao controle neste mesmo tempo). Outro padrao verificado
anteriormente se repete neste ensaio: 0 aumento da concentracédo de LI nas
solugdes propicia a perda da estabilidade e, consequente, diminuicdo da
atividade da enzima, como pode ser visto em A, em que a atividade relativa da
enzima, na concentracao de 50% em 24h, foi de 10%, cinco vezes menor que
a ASNase em PBS, cuja atividade foi de 49%. Nas demais solugdes aquosas
de LI (B a D) nas mesmas condi¢des (e inclusive a 25% de LI), a enzima

perdeu atividade logo nas primeiras dez horas.

Ainda, ao analisar o p-valor relacionados a diferenca de atividade
segundo os tempos, todos foram inferiores a 0,05, portanto todas as
concentragdes, ao serem comparadas num mesmo tempo, possuiram valores
significativamente diferentes, concluindo-se que o aumento da concentragao

de LIs no meio interfere na estabilidade enzimatica de ASNase.
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A) Atividade de ASNase em [C,mim]CI B) Atividade de ASNase em

[C4mim][N(CN),]
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Figura 9. Atividade relativa da L-asparaginase em funcao do tempo, a
25 °C, na presenga de diferentes liquidos ibnicos, variando-se a concentragao
desses: A) [Csmim]Cl, B) [Camim][N(CN)2], C) [Csmim][CF3SO3] e D)
[C4mim][PO4(CHs)2]. Foram empregados LI de cation idéntico, variando-se a

porcao anidnica. As barras de erro correspondem ao desvio padréo.

A atividade de uma enzima é dependente da manutencdo de sua
estrutura. As principais forgas responsaveis por essa manutencao, além das
interagcdes hidrofébicas e das pontes dissulfeto, s&o as ligagdes de hidrogénio
e as interacgdes ibnicas (Valstar, 2000). Com o aumento da nufleofilicidade do

anion ocorre uma diminuigdo da atividade catalitica, assim como com o
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aumento da eletrofilicidade do anion ha consequente aumento da atividade
enzimatica (Gao, et al. 2015). Portanto, a ordem esperada da atividade de
ASNase nos Lls seria [C4amim]Cl < [Csmim][N(CN)2] < [Camim][CF3SOs3] <
[Camim][PO4(CHs)2]. No entanto, a ordem é ligeiramente diferente, tendo em
vista que ligagdes de hidrogénio afetam a estrutura enzimatica e diminuem
sua estabilidade (Qin, et al., 2016). A ordem realmente encontrada foi
[C4amim][PO4(CH3)2] < [Camim]Cl < [Csmim][N(CN)2] < [C4mim][CF3SO3]. O
[Camim][PO4(CHs)2] deveria ser o LI que mais promoveria a estabilidade da
enzima, por conta de sua eletronegatividade, porém ocorre exatamente o
inverso, por conta das interagcbes de hidrogénio com a enzima. Ja o
[Csmim][N(CN)2] possui uma menor densidade eletrbnica por conter dois
grupos cianeto (Claudio, et al., 2014), favorecendo a estabilidade enzimatica e
o aumento de sua atividade, sendo que para o [Csmim][CF3SO3], a
capacidade de ligagdes de hidrogénio € menor (Claudio, et al.,, 2014). O
[Csmim]Cl possui eletronegatividade superior aos dois Lls anteriores, nao
favorecendo tanto quanto esses a estabilidade enzimatica, porém ainda causa

menos impacto na atividade enzimatica que o [Camim][PO4(CHz)2].

Tabela 5 Relagédo da meia-vida da ASNase (50% de atividade) com o

tempo de exposicdo da enzima as solug¢des aquosas de Lls.

[Camim]Cl [Camim][N(CN)z] | [Camim][CF3SO3] | [Camim][PO4(CHs)]
2,5 24 h > 24 h > 24 h 4h
5 24 h > 24 h > 24 h 4h
10 24 h 24 h >24 h 6 h
25 2h <2h 2h <2h
50 2h 0 0 0

Na Tabela 5, pode-se observar que a ASNase manteve sua atividade
acima de 50% nas solugdes aquosas dos Lls [C4smim]Cl, [Csmim][N(CN).] e
[C4mim][PO4(CHz3)2] por pelo menos 24 h, nas concetragdes de 2,5, 5 e 10%,
com destaque para os Lls [Csmim][N(CN).] e [Csmim][PO4(CHs)2] que

mantiveram a atividade de ASNase acima de 50% por mais de 24 horas. Ja as

44




solugdes aquosas de [Csmim][PO4(CHz3)2] ndo favoreceram a manutengéo da
atividade enzimatica acima do controle em nenhuma condicdo. Assim,
solucdes aquosas de [Camim][N(CN)z] e [Camim][PO4(CHs)2] podem promover
a estabilidade da ASNase melhor que PBS por 24 horas a temperatura

ambiente.

5.2. Influéncia do controle do pH de solugdes aquosas de Lls na

atividade enzimatica de ASNase

Como nos ensaios anteriores nao ocorreu controle de pH, foi
considerado importante verificar se o efeito da diminuicdo de atividade
observada poderia ser resultado da variagao de pH. Portanto, para os dois Lls
que proporcionaram as piores condigdes de estabilidade enzimatica, ou seja
quando houve o aumento da cadeia alquilica ([C12mim]Cl) e quando alterou-se
o anion ([C4mim][(CH3)PO4]), foi realizado um novo ensaio corrigindo o valor
de pH para 7,4. Também foi estudada a influéncia da mudancga do cation (em
relagéo aos Lls do tipo CnminCl) na estabilidade da ASNase, empregando-se
NaCl.

De acordo com a Figura 10, em A pode-se observar que a atividade da
ASNase foi superior ao controle em todos os meios, com excec¢ao da solugao
aquosa de [C12mim]Cl, LI mais hidrofébico, para o qual se observa uma queda
significativa da atividade apds o periodo de 24 h. Em B, quando comparada a
atividade enzimatica de ASNase em solugdo aquosa de [C12mim]CIl nos dois
diferentes pHs, observa-se que a enzima apresenta valores inferiores de
atividade no meio mais acido (pH 3,0), o que indica que, além do efeito
desnaturante proporcionado por esse LI, o pH também exerce efeito sobre a
enzima. Como o efeito detergente é tempo-dependente (Mohammadi &
Amirfazlie, 2004), a interagdo das cadeias alquilicas do LI com as porc¢des
apolares da enzima resultam em alteracdo da sua estrutura e desnaturagao
apos longo periodos em contato com a solugdo aquosa do LI de cadeia
alquilica longa (Tanford, 1974, Gao, et al., 2015). Para a solugdo aquosa de
[C4mim][(CH3)PO4] (Figura 10C), pode-se verificar novamente o efeito da

alteracdo do pH sobre a enzima, sendo que a atividade € superior em
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presenca do LI em pH 7,4 comparando com a atividade enzimatica em pH 3,0.
Portanto, a diminuigdo da atividade inicialmente observada em presenca
desse LI deve-se, na verdade, a acidificagao do meio, sendo que quando o pH
€ corrigido para 7,4 dentro da faixa do pH 6timo da enzima (entre 7 a 8), a
curva de atividade enzimatica ao longo do tempo assemelha-se a do controle
(tampéao pH 7,4).

A) ASNase em diferentes solventes em B) Comparacgao da atividade de
pH7.4 ASNase em [C;,mim]Clem pH4,0 e
100 em7,4
100
g 75 .
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——@— Controle PBS 10mM —@—[C12mim]CI 5% Tempo (h)
—@— [C4mim][(CH3)P0O4] 5% ——@=—NaCl 5% —@—pH 4,0 pH 7.4
C) Comparagéo da atividade de D) Comparagao da atividade de
ASNase em [C,mim][(CH3)PO,] pH 3,0 ASNase em NaCl e em controle PBS,
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Figura 10. Influéncia do controle do pH na atividade enzimatica de ASNase. A)
Atividade enzimatica de ASNase em diferentes solu¢cdes a pH 7.4. B) Atividade
enzimatica da ASNase em [Ci2mim]Cl a 5% nos pHs 4,0 e 7,4. C) Atividade
enzimatica da ASNase em [Csmim][(CH3)PQO4] a 5% nos pHs 3,0 e 7,4. D) Atividade
enzimatica da ASNase em controle PBS pH 7,4 e em NaCl a 5%. As barras de erro

correspondem ao desvio padrao.
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Ao comparar a atividade enzimatica de ASNase em tampdo e em
presenca de NaCl (D), observa-se o efeito positivo do sal na estabilidade da
enzima, sendo que até oito horas o sal atua promovendo o aumento da
interagcdo proteina-agua e a redugdo entre a interagdo hidrofobica
proteina-proteina, diminuindo significativamente a agregagdo proteica
(Paulson, Mcmahon & Oberg, 1998), e portanto valores superiores de

atividade enzimatica sao observados.

5.3. Relagcao dos parametros solvatocromicos e atividade relativa

dos Lls de diferentes anions

Os parametros solvatocromicos, ou de Kamlet-Tafit, como também sé&o
conhecidos, sdo parametros fisico-quimicos determinados através do uso de
corantes, tais como 2,6-difenil-4-2,4,6-trifenil-N-piridino)fenolato (corante de
Reichardt) N,N-dietil-4-nitroanilina e 4-nitroanilina, e subsequente a utilizagao
do espectroscopia UV-VIS. Essa escala é baseada na relacdo linear de
energia de solvatagao, constituida por trés elementos, a (acidez da ligagao de
hidrogénio), B (basicidade da ligacao de hidrogénio) e 1™ (polarizabilidade)
(Dolan et al. 2016), sendo bem estabelecida na literatura como uma escala de
polaridade (Passos, et al, 2018), podendo influenciar na estabilidade
enzimatica (Lv, et al, 2016). Neste trabalho, todos os dados relacionados a
esses parametros foram obtidos da literatura. Ainda, outro fator analisado foi a
diferenga entre os parametros f e a pois, ao analisar um sistema, as
interacdes entre os solventes é dada pela diferenca entre o numero de doador
e de aceptor de elétrons, que equivalem aos parametros solvatocromicos a
e B (Hauru, et al., 2012). Baseado na diferenga entre os parametros 3 e a, foi
investigada essa relagao com a atividade enzimatica de ASNase nos Lls para
verificar a influéncia desses parametros na estabilidade da enzima. Para esta
analise, foi utilizada a atividade relativa no tempo de 24h, pois é o periodo que
mais se assemelha a um platé de estabilidade, e foi utilizada a concentragao
de 5,0% de LI.

Para o calculo dos parametros, corantes distintos podem ser

empregados, gerando variagdes entre os resultados (Rani, et al, 2011). Assim,
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nessa analise foi empregado a média dos valores dos parametros

encontrados na literatura (Tabela 4).

Tabela 5. Relagdo dos parametros a, B e T* e atividade relativa dos Lls de

diferentes anions

LI o B * B-o Atividade
relativa (%)
[Csmim]CI 0,4949  0,83%e9 1,03%2 0,468 50,22
[Camim][(CF3S03)]  0,62"9  0,48Pce 0,98"29  -0,035 78,97
[C4amim][N(CN)z2] 0,56M'e 0,6bcaefd  1,03hats (0,114 77,40
[Camim][PO4(CH3),]  0,48"F  1,12b¢ef  Q,96Maf 0,662 23,48

a. Brandt, etal., 2013, b. Lungwitz & Spange,2008, c . Lungwitz, Et Al, 2008 d. Hauru, 2012 e. Qin, 2016 f . Rani,
Et Al., 2011 g. Lungwitza, Strehmel & Spange, 2010 h, Dados Fornecidos Experimentalmente Pelo Laboratério Path,
Aveiro, Pela Dr? Mara Freire

Na Tabela 5, verifica-se que os valores de " s&o muito préximos entre
si, também, na Figura 11 (C) pode-se notar que o parametro 1, responsavel
pela polarizabilidade, nao possui relagao significativa com a atividade
enzimatica, tendo R? = 0,0009. Esta falta de correlagdo também ja havia sido
observada anteriormente por Lv, et al, 2016, que estudou a enzima lipase em
presenca de LIs da familia imidazol. Os valores de a, relacionados a
capacidade de doacdo de ligagdes de hidrogénio, podem ser atribuida ao
cation (Rani, et al, 2011) porém a influéncia exercida pelos anions proporciona
uma diferenga entre esses valores. O [Camim][PO4(CHz3)2] possui o menor
valor de a, sendo, portanto, o mais propicio a ser um doador de hidrogénio.
Porém, é observado na Tabela 4 que os valores de a sdo suficientemente
proximos uns dos outros a ponto de a relagdo entre este e a atividade
enzimatica de ASNase gerar um R? inferior a 0,5, podendo-se afirmar que a
relacdo de um com o outro ndo € suficientemente precisa para usa-lo como

um parametro de selecéo entre enzima e LI .
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Ja quanto ao parametro B, que mensura a aceitacdo da ligagao de

hidrogénio, obtém-se uma clara relagao linear entre esse fator e a atividade

enzimatica. [C4mim][(CF3SOs3)] possui 0 menor valor de e a maior atividade

enzimatica. Para enzimas mais hidrofilicas, ja foi observado em outros

estudos (Lv, et al. 2016, Zhao, et al., 2009) que LIs com valores elevados da

basicidade da ligagcao de hidrogénio podem favorecer a atividade enzimatica.

Ja 0 mesmo nio é observado em enzimas mais hidrofobicas. Este parametro,

portanto, pode ser utilizado para selecionar os pares enzima e LlI.
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Figura 11. Relacdo dos parametros a, B e 1" e atividade relativa da ASNase

em solugéos aquosas de Lls do tipo [Csmim] de diferentes anions (respectivamente,

os graficos A, B, e C), D: relacdo entre B e (B — a) e E: relagédo entre 3 - a e a

atividade relativa de ASNase em solucgdes aquosas de LIs com diferentes anions.
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Para quantificar a acidez e a basicidade da ligagdo de hidrogénio, além
dos parametros B e a, a diferenca entre eles, definida como “basicidade
liquida”, foi comparada com . Os Lls de menor valor de basicidade liquida
coincidem com os LIs de menor valor 3. Ha uma clara relagao linear entre eles,
com R? superior a 0,95. Como constatado por Hauru, o grafico de basicidade
liquida por B pode predizer com eficiéncia a resposta da enzima a um
determinado LI. Foi analisada a atividade enzimatica da ASNase em funcao
da basicidade relativa, obtendo-se uma relacéo linear com R? superior a 0,9,
demonstrando que esta pode ser também um método consideravelmente
preciso para a predicdo da atividade enzimatica, quando a atividade for

comparada entre LIs de mesmo cation.

5.4. Influéncia de solugées aquosas de Lls na estabilidade

estrutural da ASNase
5.4.1. Ensaios de Dicroismo Circular (CD)

Os LIs possuem uma absorbancia intrinseca, dificultando a obtencgéo do
espectro na regiéo far, entre 190 a 260 nm (Bisht, et al., 2017). Assim, para
esse comprimento, apenas a ASNase pode ser observada (Fig. 12). Assim
pode-se constatar que a enzima ASNase, alvo desse estudo, encontra-se
integra, pois sua estrutura observada esta de acordo com os dados

encontrados na literatura (Fu, et al., 2015).

Os espectros de dicroismo circular (CD) de ASNase em solugdes
aquosas de 5% dos Lls [Csmim]Cl, [Ci2mim]Cl, [Camim][CF3SOs3],
[C4mim][N(CN)2], [C4mim][(CH3)2PO4] e controle PBS, s&o apresentados na
Figura 12.
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Figura 13. Espectro de CD de ASNase em tampéao fosfato (PBS) como
controle, em [Csmim]ClI, [C4mim][N(CN)2] e [C12mim]CI.

e em

De acordo com o espectro de dicroismo circular da ASNase em tampao,
presenca dos Lls [Csmim]Cl, [Csmim][N(CN)2] e [Csmim][CF3SO3],

51



obseva-se uma banda caracteristica de estrutura de a-hélice entre os pontos
275 e 285 nm, enquanto as faixas 265 a 275 e 285 a 300 nm representam a
transicao 1 para " da a-hélice e T para " da a-hélice ou enovelamento
aleatdrio, respectivamente (Magri, 2019), como ja havia sido observado
anteriormente (Costa, et al., 2016, Faret el atl., 2018, Feng, et al., 2018). No
entanto, os espectros da ASNase em [C12mim]Cl e em [C4mim][(CH3)PO4] se
distanciam muito dos anteriormente descritos, podendo-se afirmar que estes
desestabilizam a estrutura enzimatica. O [C12mim]Cl interage com as porgdes
hidrofébicas da enzima, favorecendo o seu desenovelamento e consequente
desnaturagdo. Ja o LI [Camim][(CH3)2PO4] atua nas porg¢des hidrofilicas da
enzima, causando o mesmo efeito desenovelador e desnaturante, obtendo-se,

portanto, espectros sem as definicdes caracteristicas da estrutura da ASNase.

E possivel, ainda, constatar uma diferenca nos espectros da ASNase
em [Csmim]Cl, [C4amim][CF3SOs3], [C4amim][N(CN)2] e PBS, que apresentaram
diferentes intensidade na faixa de 275 a 285nm, sendo a mais intensa a
ASNase em PBS, seguida da ASNase em [Csmim]Cl, [C4mim][CF3SO3] e por
fim [Camim][N(CN).]. O inverso dessa ordem é muito semelhante a obtida nos
ensaios de atividade de ASNase, divergindo apenas na ordem dos Lls
[C4mim][CF3S0O3] e [Camim][N(CN)2]. Resultado semelhante ja havia sido
observado por Faret, que constatou que os espectros de menor intensidade
correspondiam as concentra¢des de Lls nas solugbes aquosas nos quais a
enzima apresentava maior atividade. No entanto, apesar de haver este relato
na literatura, a diferenca observada nos espectros do presente trabalho (e do
citado também) & desprezivel e acredita-se ndo ser possivel afirmar que
houve alteracéo estrutural na enzima, uma vez que os picos caracteristicos da
estrutura da ASNase ainda se assemelham com o observado quando a
enzima esta em PBS. Kelly & Price, 2000, definem a técnica de CD como
limitada e de baixa precisdo, sendo melhor utilizada aliada a outras técnicas
de analise estrutural. Assim, ndo € possivel concluir precisamente que o
aumento da intensidade do espectro de CD esteja de fato correlacionado com

0 aumento da atividade enzimatica de ASNase.
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5.4.2. Ensaios de fluorimetria

A fluorescéncia € uma técnica suficientemente sensivel a ponto de ser
possivel identificar alteragdes na estrutura proteica (Lakowics, et al. 2006).
Portanto, na Figura 14, é possivel observar a fluorescéncia de ASNase em
diferentes solucbes aquosas de Lls em diversas concentracbes e seus

distintos comportamentos.

Como pode ser observado na Figura 13, em PBS (linha preta nos
graficos A a E) a ASNase apresenta pico em 319 nm, como ja é constado na
literatura (Bushueva, Busel & Burstein, 1978) devido a presenga de um
triptofano em cada monémero de sua estrutura, que é tetramérica. Em A, o
espectro fluorimétrico de ASNase em [Csmim]Cl ndo apresentou alteragbes
relevantes, comparadas com o controle em PBS, mesmo com o aumento da
concentracdo de LI. Isso porque o préprio LI ndo possui fluorescéncia e as
interagbes enzima-LI sdo muito semelhantes as encontrada entre
enzima-tampao, como foi também observado anteriormente no espectro de
dicroismo circular. Ja nos espectros fluorimétricos B, C e D de ASNase em
diferentes concentracbes das solugcbes aquosas de Lls observa-se dois pico,
um na regiao de fluorescéncia da enzima (entre 310 a 340 nm), e outro que se
intensifica com o aumento da concentracdo do LI, que representa, de fato, a
fluorescéncia desses Lls (a partir de 340 nm). Em B (ASNase em
[C4mim][N(CN).]), este ultimo pico ocorreu em 424 nm, em C (ASNase em
[Camim][(CH3)2PO2]), em 409 nm e em D (ASNase em [Csmim][CF3SO3]),

ocorreu 375 nm.
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Figura 14. Fluorescéncia de ASNase em solugdes aquosas de Lls a

diferentes concentragdes. A) solugdo de ASNase em [Csmim]Cl; B) solugao de
ASNase em [Csmim][N(CN).]; C) solugao de ASNase em [Csmim][(CH3)PO4];
D) solugéao de ASNase em [Csmim][CF3SO3] e E) solucdo de ASNase em

[C12mim]Cl.

by

Quanto aos picos referentes a enzima, em B pode-se observar que

estes se mantém constantes, ndo sofrendo alteragdes de intensidade e nem
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havendo deslocamento de seu pico em qualquer concentragcdo de
[C4mim][N(CN).]. Ainda, em 5% de LI, apesar de haver ligeira diminuigdo na
intensidade da fluorescéncia de ASNase, esta ndo é suficientemente
significativa a ponto de afirmar que houve interagdes entre o triptofano da
enzima e os ions do LI. O mesmo ocorre em D. Apesar de o pico da
fluorescéncia de ASNase aumentar de intensidade conforme aumenta a
concentracado de [Camim][CF3SO3] no meio, isso ocorre porque, ao analisar as
fluorescéncias desse LI isoladamente e nessas mesmas concentragdes,
observa-se uma fluorescéncia na mesma regiao do pico da ASNase. Assim, ao
aumentar a concentracdo desse LI, aumenta-se também sua fluorescéncia
que, somada com a da enzima, resulta na falsa impressao de aumento da sua
intensidade. Portanto, com os Lls [Ciamim]Cl, [Csmim][N(CN)2] e
[C4mim][CF3SO0O3], através dos ensaios de CD e de fluorescéncia, pode-se
afirmar que a integridade da enzima foi mantida em todas as condi¢des
estudadas, nao havendo qualquer mudanga estrutural na regido dos
triptofanos, regido alvo na analise dessa fluorescéncia, e nem nas estruturas
terciarias e quaternarias da enzima, que foram observadas nos comprimentos
de onda correspondentes ao near. No entanto, ainda é possivel que uma
ligeira mudanca conformacional da estrutura proteica tenha ocorrido63,
devido as interagbes enzima-Ll, justificando as altera¢cdes da atividade

enzimatica de ASNase.

Ja quanto ao espectro C ([Csamim][(CH3)2POz2]), e E ([C12mim]C) é clara a
alteragdo do espectro de fluorescéncia de ASNase pois sua intensidade é
diminuida conforme ha aumento da concentragdo de LI no meio. Assim,
associando-se os dado aqui obtidos com o de CD, pode-se afirmar que a
estrutura enzimatica é perturbada com o aumento da concentragao desses Lls

no meio, até sua completa desnaturagao.

Ainda, ha estudos na literatura sobre o uso de fluorescéncia para
analisar a efetividade da micelizacdo de um determinado composto utilizando
um marcador fluorescente (Subuddhi & Mishra, 2007). Tendo isso em vista, é
possivel que no caso o LI [C12mim]Cl, de modesta fluorescéncia, sendo muito
anfifilico, recobriu os monémeros da enzima, resultantes da desnaturacao

causada pelo seu efeito detergente, mantendo toda sua superficie protegida,
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impedindo sua fluorescéncia. Consequentemente, a fluorescéncia observada
corresponde aos residuos expostos a agua, que sao em sua maioria
referentes aos do LI. Assim, a fluorescéncia obtida se refere ao [C12mim]ClI, e
nao mais a ASNase. Outra hipétese para a diminui¢cdo da fluorescéncia da
enzima na solugdo desse LI, que também pode abranger o
[C4mim][(CH3)2PO2], € que o anel indol do aminoacido triptofano da ASNase
transfere seus elétrons excitados para o anel imidazol, que é elétron deficiente,
fazendo com que a fluorescéncia da proteina diminua com o aumento da
concentracdo de LI na solugdo (Lakowics, et al, 2006). Porém isso néao
explicaria a mudanga brusca no comportamento da fluorescéncia de na

concentragdo mais alta de [C12mim]ClI (5%).

5.6. Estudo da influéncia de solugdoes aquosas de Lls na cinética

enzimatica de ASNase

Este estudo foi realizado apenas com os dois LIs que potencializaram a
atividade enzimatica da ASNase, a fim de avaliar se houve diferenca nos
parametros cinéticos da enzima. Assim, a ASNase foi avaliada em PBS e em
solugbes de 5% de [Csmim][CF3SO4] e de [Csamim][N(CN)2]. Os parametros
cinéticos foram obtidos através do método acoplado ao NADH, descrito
anteriormente por Balcdo, et al, 2001. Foram utilizadas diferentes
concentracbes de asparagina para a determinagdo da cinética enzimatica
(velocidade enzimatica por concentracado de substrato), e a velocidade inicial
foi calculada através de regressé&o nao-linear utilizando o software Graphic
Pad Prism. Os graficos obtidos na Figura 15 demonstram que, para as trés
situacdes, a enzima apresentou um perfil hiperbdlico, caracteristico de uma
enzima Michaeliana, com R? superior a 0,98. Os parametros cinéticos
encontram-se na Tabela 5, onde é possivel observar os valores de kwm
(constante Michaelis-Menten) na faixa pyM, como previamente descrito na
literatura11,66. O valor de kcat representa a “constante de renovacao”, isto €, o
numero de moléculas (mol) de produto originadas por uma molécula de
enzima em um determinado tempo (minuto), enquanto que a razao entre

essas duas constantes (Kcat/km) corresponde a constante de especificidade,
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que mede quao eficiente é a catalise enzimatica em baixas concentragdes de
substrato (Weibels, et al. 2012).

Observando os valores obtidos na Tabela 5, pode-se observar que ha
uma tendéncia na melhora da cinética de ASNase em Lls, porém, apesar dela
ser significativa, ndo € possivel afirmar que seja relevante, pois as variagbes
encontram-se muito proximas, dentro da mesma casa decimal. Portanto,
pode-se afirmar que nao existe diferenca significativa entre o perfil cinético da

ASNase em PBS e em presenga dos dois Lls investigados.

A) ASNase em PBS B) ASNase em [C,mim][N(CN),]
0.10
=
&
2 0.05-
=5
R?=0,9896 R2=0,9929
0.00 : . ; 0.00 : : —
0 1 2 3 0 1 2 3
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C) ASNase em [C,mim][CF;S0Oy] D) Cinética de ASNase
0.10- 0.10-
- e
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Figura 15. Graficos de cinética de ASNase em diferentes meios. A)
Perfil enzimatico de ASNase em PBS (controle); B) Perfil enzimatico de
ASNase em [C4mim][CF3S04] e C) Perfil enzimatico de ASNase em
[C4mim][N(CN)2].
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Tabela 6. Parametros cinéticos de ASNase em distintas condigdes.

Vmax (Mmol'min-') Km (MM) Kcat (Min) Kcat/km (M-'min-')
ASNase em PBS 1,236 £ 0,019 21,77 £ 0,01 68,67 £ 0,13 3,154340836
ASNase em 1,079 £ 0,009 20,17 £ 0,01 59,95 + 0,083 2,972235994
[C4mim][CF3SO0]
ASNase em 1,158 £ 0,004 21,03 £ 0,01 64,32 £ 0,10 3,058487874

[C4mim][N(CN)2]

5.7. Influéncia da remocao das solugdoes aquosas de Lls da
atividade e estabilidade de ASNase

A recuperagao de enzimas apos exposi¢ao as solugdes aquosas de Lls
€ importante para que elas continuem proporcionando atividade catalitica
mesmo apos remogao do meio com Lls. Para a ASNase, € observado na
Figura 15 que a atividade enzimatica € recuperada em sua grande parte apds
remocgao dos LI ndo desnaturantes, ou seja Lls mais hidrofilicos, nos quais a
enzima apresenta melhor estabilidade, com destaque principal para o
[Camim][CF3S03], cuja atividade de ASNase apds remogéao do LI € semelhante
ao controle. Ja quanto a atividade da enzima apdés a remogao dos Lls mais
hidrofébicos, como [C1omim]Cl, pode-se observar significativa perda de
atividade, passando de 23% para apenas 3%, devendo-se a desnaturacao

irreversivel causada pelo efeito detergente.
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Figura 16. Comparacao da atividade de ASNase antes e apds a
remocdo das solu¢cdes aquosas dells. As barras de erro representam o

desvios padrao e * é significativamente diferente de **.

Avaliando-se a Figura 16 em conjunto com os dados de CD da Figura 17,
observa-se que a ASNase manteve sua integridade estrutural para todos os
casos apos a remocao da solugdo aquosa de LI. O rendimento da ASNase
recuperada de [Csmim]CI foi inferior aos LIs mais hidrofilicos, refletindo no
espectro de CD, onde é possivel verificar a integridade enzimatica, porém com
menos concentracdo. Assim, a atividade relativa de ASNase apds a remocgao
desse LI também foi prejudicada. Essa perda de rendimento se deve a
desnaturagdo enzimatica, que foi menos agressiva que a observada em
[C12mim]CI, por ser menos hidrofébico. Isso € confirmado pois nao foi possivel
observar a ASNase recuperada da solugao aquosa de [C12mim]Cl por CD
devido a sua baixa concentracao, resultado do forte perfil desnaturante do LI,
que dividiu a estrutura tetramérica da enzima em mondémeros, que foram

filtrados durante o processo de remocgao do LlI.
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Figura 17. Espectro de dicroismo circular de ASNase apds a remogao

das solugdes aquosas de Lls.

5.8. Estabilidade de ASNase em solugoées aquosas de Lls ao longo

do tempo

A analise da estabilidade enzimatica ao longo do tempo em condi¢des
ambiente e refrigerada € um processo muito importante para avaliar as
propriedades e aplicagdes industriais de enzimas (Ulbert, et al, 2004). Para a
ASNase, pode-se observar na Figura 17 que a atividade em PBS a 25°C
apresentou declinio muito acentuado, sendo que a enzima perdeu sua
atividade completamente até o 21° dia, provavelmente em resultado da
agregacado proteica. As demais solugbes em 25°C permaneceram com
atividade por tempos significativamente superiores, sendo que em 28 dias, as
as duas solugdes aquosas de LIs apresentavam ainda 50% da atividade. Essa
manutencdo da atividade enzimatica em Lls ja foi descrita na literatura

anteriormente por Zou, et al., 2014 e Fujita, et al., 2006 referindo-se ao
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citocromo-c, em tempos de até trés meses. O melhor perfil de atividade foi
observado em [Csmim][CF3SO3] em temperatura refrigerada de 4°C sendo que

60% da atividade foi mantida em um periodo de 110 dias.

100

e PBS 25°C

e PBS 4°C
[C4mim][N(CN)2] 25°C

e [C4mim][C(CN)2] 4°C

e [C4Mim][CF3S 03] 25°C

e [C4mim][CF3S03] 4°C
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Figura 18. Atividade de ASNase ao longo do tempo em 4° e em 25°C,

em diferentes solventes. As barras de erro correspondem ao desvio padréo.

A integridade enzimatica em solugao aquosa se altera quando a enzima
€ exposta a um longo periodo de tempo em temperatura ambiente. Esse efeito
também é observado quando a enzima € mantida em refrigeracédo, porém em
menor grau (Bisht, et al, 2013). No entanto, como ja discutido anteriormente,
solugdes aquosas de Lls proporcionam a enzima maior estabilidade devido a
interagbes eletrostaticas e ligagdes de hidrogénio. Assim, os Lls
[C4mim][CF3SO3] e [Csmim][N(CN)2] promovem maior estabilidade e
consequentemente a manutengdo da atividade de ASNase. Portanto, o
armazenamento de ASNase nas solugdes aquosas desses Lls selecionados
pode reduzir a agregagcdo da enzima em solugbes aquosas quando

armazenada em temperaturas ambiente e refrigerada.

5.9 PEGuilacao N-terminal de ASNAse em Lls

A reacao de PEGuilagao ocorre através da ligacdo covalente de uma

cadeia de PEG a uma estrutura, no caso, a enzima ASNase. Essa ligagao
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ocorre através de um ataque nucleofilico da amina da proteina ao PEG reativo.
Assim, para que esta reacao seja sitio especifica ao N-terminal, é necessario
selecionar a amina da proteina que protagonizara este ataque nucleofilio
através da protonagéo dos demais residuos aminicos da proteina, garantindo
suas indisponibilidades para a reagcdo. Essa selecédo do grupamento ocorre
numa faixa de pH proxima a qual o grupamento aminico N-terminal
encontra-se desprotonado e acima do pKa dos demais residuos (Pasut &
Veronese, 2012). O residuo N-terminal da ASNase apresenta pKa 7,7,
enquanto que as demais lisinas apresentam valores de pKa de 10,3-12,0,
garantindo a especificidade da reagao N-terminal (Meneguetti, 2019). Assim, a

faixa de pH escolhida para este estudo foi 7,5-8,5.

Os Lls escolhidos para este estudo foram [C4smim]CI, que proporcionou
a enzima atividade semelhantes ao controle, [Csmim][N(CN);] e
[C4mim][CF3S0O3], que melhoraram a atividade enzimatica ao alterarem
ligeiramente sua conformacéo, e [Camim][(CH3)2PO4] que, embora apresente
perfil desnaturante, em estudos anteriores ainda n&o publicados por este
grupo de pesquisa resultou em 6timo rendimento (acima de 90%) para reagao

de PEGuilagéo de citocromo-C, quando na presenca de 100% deste LlI.

Como o objetivo deste estudo é a substituicdo de parte do meio
reacional, que é aquoso, por LI, a fim de obter melhores rendimentos
reacionais, foram estudadas trés condicbes diferentes para as concentracdes
de Lls: 25, 50 e 75%. Ainda, as reacdoes também foram analisadas em trés
tempos distintos, 10, 20 e 30 minutos, uma vez que o tempo de reagao
também interfere na hidrélise do m-PEG-NHS (Vaillard, et al., 2018). Em suma,
as condi¢cdes analisadas foras: concentracbes de 25, 50 e 75% dos Lls
[C4mim]CI; [Camim][(CH3)2PO4]; [Camim][CF3SO3] e [Csmim][N(CN).]; tempos
de 10, 20 e 30 minutos e nos pH 7,5; 8,0 e 8,5 com a razdo molar
PEG:proteina 25:1. Os dados foram comparados com o controle obtido da
literatura (Menegutti, 2019).

Uma amostra de cada reacdo foi observada em gel de eletroforese
SDS-PAGE e analisada pelo software ImageJ e foi utilizado o software Minitab

para o calculo e tratamentos estatisticos dos dados obtidos. Com isso foi
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observado que todas as variaveis (tempo, concentracdo e pH) foram
significativas, obtendo a de 0,05. Assim, todas essas condigdes colaboram

para o rendimento da reacdo de PEGuilacao.

Como a ASNase é um tetramero de aproximadamente 140kDa, ao ser
desnaturada, os monémeros formados possuem em torno de 40kDa. Assim,
somando-se com o PEG de 10kDa, espera-se um tamanho aproximado de
50 kDa, mas as bandas de proteina peguilada corresponderam a
aproximadamente 60 kDa. Tal fato ocorre por conta da formagdao de um
complexo entre PEG-SDS que torna a migragédo da proteina peguilada mais
lenta (Zheng, Ma & Su, 2007). Portanto, para questdes de ajustes,
recomenda-se considerar como a proteina tendo o dobro da massa de PEG a
ela ligado (Brocchini et al., 2006), ou seja, aproximadamente 60kDa no

presente caso.
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Figura 19. PEGuilagdo da ASNase no diferentes meio utilizados. Os

numeros 1, 2 e 3 correspondem, respectivamente, aos tempos de 10, 20 e 30
minutos. A: peguilagcdo de ASNase em [C4mim]ClI, pH7,5; B: peguilagdo de
ASNase em [Csmim]Cl, pH8,0; C: peguilacdo de ASNase em [Csmim]Cl,
pH8,5, D: peguilagdo de ASNase em [C4smim][N(CN).], pH7,5; E: peguilacao
de ASNase em [Csmim][N(CN)2], pH8,0; F: peguilacdo de ASNase em
[Camim][N(CN)2], pH7,5;
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Figura 20. PEGuilacdo da ASNase no diferentes meio utilizados. Os

numeros 1, 2 e 3 correspondem, respectivamente, aos tempos de 10, 20 e 30
minutos. G: peguilagdo de ASNase em [Csmim][(CH3)PQO4], pH7,5;
H:peguilacdo de ASNase em [Csmim][(CH3)PQOs], pH8,0; I: peguilagdo de
ASNase em [Csmim][(CH3)PO4], pH8,5; J: peguilagdo de ASNase em
[C4amim][CF3S0s], pH7,5; K: peguilagdo de ASNase em [Csmim][CF3SOs3],
pH8,0; L: peguilagdo de ASNase em [Csmim][CF3SO3], pH8,5.

E observado na Tabela 7 que as solucdes aquosas de Lls que
obtiveram melhores rendimentos de peguilagdo foram [Csmim][(CH3)PQO4] e

[Camim]CI, com rendimentos de 56 e 49% respectivamente. Esses resultados
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sugerem que o anion CI, por ser ligeiramente basico, altera o equilibrio de
dissociagao da agua, deslocando para a formagao de OH- e H*, aumentando a
formagao de protons capazes de serem ligados ao grupamento éster no PEG,
colaborando com a formagdo de carbocations que poderdo se ligar
nucleofilicamente a amina da proteina. Vale ressaltar ainda que o rendimento
obtido por esse LI € comparavel ao controle (50%, Meneguetti, et al., 2019).
Isso ndo é surpresa ao observar o comportamento da enzima neste LI nos
estudos realizados anteriormente, em que € possivel constatar que a enzima
sempre apresentou perfis, tanto de estabilidade quanto estrutural,
semelhantes ao tampao PBS. Por meio dos estudos realizados, também é
possivel concluir que este LI promove um meio reacional proximo ao PBS,

resultando em rendimentos comparaveis.

Quanto ao [Csmim][(CH3)PO4], efeito semelhante ao mecanismo de
peguilagdo também ocorre, porém, sendo mais eletronegativo, o
deslocamento para a formacédo da hidroxila e do préton é mais acentuado,
aumentando a formacao de carbocations susceptiveis ao ataque nucleofilico a
enzima. No entanto o seu segundo melhor rendimento para a solugdo é de
40%, indicando que a proteina € instavel neste LI. Assim, uma hipotese
levantada para o elevado rendimento inicial se deve ao fato de que, quanto
mais a enzima for exposta a este LI, mais sofrera desnaturagao por conta das
ligacbes polares provenientes deste solvente. Portanto, o aumento do
rendimento nessas condi¢gdes pode ser devido ao inicio do desdobramento da
enzima decorrente do contato com o LI. Ao iniciar sua desenovelagao, sitios
aminicos da ASNase ficaram mais expostos ao meio, favorecendo a

desprotonacao e ao ataque nucleofilico ao m-PEG-NHS.
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Tabela 7 — Condigbes definidas como mais favoraveis para a

PEGuilagcao N-terminal da ASNase em diferentes meios.

[C4mim][(CH3)2PO4] [C4mim]CI
Tempo pH Concentra¢ Rendimento  Tempo pH Concentrag Rendimento
(min) 8o (%) (%) (min) a0 (%) (%)
10 7,5 75 56 10 7,5 75 49
10 8 75 40 30 7,5 75 47
30 7,5 75 39 30 7,5 50 47
20 7,5 75 30 20 7,5 50 42
20 8 75 18 30 8,5 50 41
[C4mim][CF3S 03] [Camim][N(CN)2]
Tempo pH Concent Rendim Tempo pH Concentr Rendime
(min) ragdo  ento (%)  (min) acéo (%)  nto (%)
(%)
30 8 25 34 10 7,5 50 41
20 8,5 50 18 30 7,5 75 40
20 8 25 18 20 8,5 50 39
30 8,5 50 15 20 7,5 75 35
30 8 50 14 30 8 50 35

Ja os melhores rendimentos das solugdes aquosas de [Camim][CF3SOs3]
e [C4amim][N(CN).] foram 40 e 34% respectivamente. Ambos Lls tém perfis
semelhantes, e suas bases conjugadas, CF3SO3s e N(CN)2" sdo muito fracas,
alterando o equilibrio de dissociagdo da agua para a formacao de prétons.
Porém, diferentemente do que ocorre com CI- e com o (CH3)PO4, ha uma

formagdo acentuada de protons no meio, desestabilizando o sistema por
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conta do aumento da hidrolise do PEG resultante do ataque nucleofilico do

éster ao H* do meio.

Também pode-se verificar que para os maiores rendimentos nas
reacoes de PEGuilagdo nas solugbes de [Csmim]Cl, [Csmim][N(CN)] e
[Camim][(CH3)PO4], foi necessario o menor tempo, 10 minutos, enquanto que
para a solugdo de [Csamim][CF3SO3], foi de 30 minutos. No entanto, para os
demais rendimento o tempo nao parece influenciar tanto, pois bons
rendimento (acima de 40%) nas reagdes com [C4smim]Cl também s&o obtidos
nos tempo de 20 a 30 minutos também. Ao contrario, é interessante observar
que para os cinco melhores rendimentos obtidos de cada reagdo, com
excecao do [C4mim][CF3SO3], os meio mais propicios para o aumento do
rendimento foram em maiores concentragdes de LIs (50-75%), o que significa
que a concentracdo de LI interfere no rendimento reacional, como esperado
por conta da hidrdlise sofrida pelo m-PEG-NHS em ambiente aquoso. Isso se
deve ao fato de que, apesar de possuirem uma natureza ibnica, os Lls
também apresentam uma porcédo hidrofébica, com cations de cadeia de
quatro carbonos que proporciona ao m-PEG-NHS uma prote¢do contra a
hidrdlise através da formagao de agregados transitério com essas estruturas,
diminuindo a quantidade de ésteres hidrolisaveis (Vaillard, et al., 2018). Ainda
como esperado, o pH foi outro fator que exerceu grande influéncia na reacao.
Novamente, com exceg¢ao do [Camim][CF3SOs3], os pHs predominantes para
as melhores reagdes foram de 7,5 a 8,0, coincidindo com o perfil de uma
reacao pH dependente, onde é necessario um controle rigoroso desse fator
para manter desprotonado o N-terminal e impedir o ataque nucleofilico do

PEG, causando sua hidrodlise.
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Figura 21- Rendimento em ASNase monoPEGuilada, porcentagem de
ASNase que nao reagiu e porcentagem de formas polipeguiladas, com base
na analise de intensidade das bandas no gel de SDS-PAGE, para as melhores

condi¢cdes de PEGuilagdo em cada liquido iénico.

Cabe ainda destacar que nas reacodes realizadas em solugbes aquosas
de Lls ndo foi observado o aparecimento das formas polipeguiladas, como
ASNase di ou tri-PEGuilada, o que apesar do controle do pH ainda ocorre nas
reagcdes em PBS. Portanto, o uso de LIs como co-solventes para as reacoes
de PEGuilagdao minimiza a formacgao de sub-produtos o que podera facilitar os

processos de purificacdo da enzima PEGuilada e o controle lote-a-lote.

6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

Neste trabalho investigou-se a estabilidade da enzima ASNase frente a
LIs da familia imidazol, bem como a possibilidade de se empregar esses Lls
como solventes alternativos para a PEGuilacdo da enzima. Os resultados
indicam que a enzima é pouco adaptada a meios hidrofobicos, sendo
desnaturada em duas horas em 10% de [C12mim]CIl. No entanto, em Lls mais
hidrofilicos, como [Camim][(CH3)2PO4], comportamento semelhante também é

observado, porém a partir de 25% do LI. O LI que se mostrou mais propensos
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a estabilizagcdo enzimatica foi o [Camim][N(CN)2] que resultaram em aumento
da atividade da ASNase em 1,5 vezes o controle, além de manter pelo menos
60% da atividade da enzima durante 110 dias em 4° C. Portanto, LIs podem vir
a ser uma alternativa para preservar a atividade da ASNase em possiveis

aplicagdes industriais, como a remogao de acrilamida.

Com relacédo ao emprego de LIs em reacdes de PEGuilagao da ASNase,
foi constatado que em [Csmim]Cl obteve-se rendimentos semelhantes ao
controle, 49%. Apesar de seu efeito desnaturante, o [C4mim][(CH3)2P04]
resultou no maior rendimento da reagao (56%) quando empregado a 75% e a
reacao realizada em 10 min. Ainda é necessaria uma analise mais criteriosa
quanto o rendimento das reagbes de PEGuilagdo, por meio de técnicas
cromatograficas, assim como também faz-se necessaria a avaliagdo da

atividade do produto obtido, comparando-se com o ja encontrado na literatura.

Portanto, os Lls [Csamim]Cl e [Csmim][(CH3)2PO4] fornecem uma
alternativa viavel a reacdao de PEGuilacdo pela reducdo na formacgao de
espécies poliPEGuiladas, o que facilitaria os processos de purificacdo e
permitiria maior controle lote a lote da reacdo, bem como pelo aumento do

rendimento da reagédo no caso do [Casmim][(CHz3)2PO4].

Por fim, considerando que os Lls podem n&o apenas melhorar a
qualidade da reacao de PEGuilacéo, resultando em apenas um so6 produto,
como aumentar o rendimento, outros Lls além dos derivados de imidazol

poderiam ser investigados.
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Anexo

Relagao volume e molaridade dos LIs nas solugdes estudadas:

g/mol 0,625% 1,25% 2,5% 5% 10% 25% 50%

[Comim]CI 146,1 0,04 M 0,09 M 0,2M 0,3 M 0,7 M 1,7M 34 M
[C4mim]CI 1741 0,04 M 0,07 M 0,1M 0,3M 0,6 M 1,4 M 29M
[Cemim]CI 202,1 0,03M 0,06 M 0,1M 0,3M 0,5M 1,2M 25M
[Cemim]ClI 230,2 0,03 M 0,05 M 0,1 M 02M 04 M 1,1M 22M
[C1omim]CI 258,2 0,02 M 0,05 M 0,1M 0,2M 0,4 M 1,0M 1,9M
[C12mim]CI 286,2 0,02 M 0,04 M 09M 0,2M 04 M 09M 1,8 M
[Camim][(CH3)2PO4] 264,1 0,02 M 0,05 M 0,1 M 02M 04 M 1,0M 1,9M
[C4amim][CF3S03] 276,1 0,02 M 0,05 M 0,1M 0,2M 0,4M 0,9M 1,8 M
[C4mim][N(CN)2] 205,1 0,03 M 0,06 M 0,1 M 02M 0,5M 1,2M 24 M

Relacdo da massa e da molaridade de ASNase (145kDa)

Massa (g) Molaridade (M)
0,1 0,7
0,33 2,2
1,0 6,9

Tabela dos pHs dos Lis

[Comim]CI 5,0
[Camim]CI 7,0
[Csmim]CI 6,0
[C12mim]CI 4,0

[Camim][N(CN)2] 6,0

[Camim][(CH3)2POq] 3,0

[Camim][CF3SO3] 5,0
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Fluorescéncia dos Lls em diferentes concentracoes

[C4smim][N(CN),] em diferentes

[C,mim][CF;SO;] - diferentes

concentragdes concentracdes
1000 1000
500 500
300 350 400 450 500 300 350 400 450 500
—— [C4mim][N(CN)2] 0,02mM —— [C4mim][CF3S03] 0,01mM
——— [C4mim][N(CN)2] 0,04mM ——— [C4mim][CF3S03] 0,03mM
[C4mim][N(CN)2] 0,08mM - [C4mim][CF3S03] 0,055mM
[C4mim][N(CN)2] 0,16mM [C4mim][CF3S03] 0,11mM
[C,mim][(CH5),PO,] em diferentes [C4mim]CI
concentragdes
1200
800
500
600
0 \ 400
300 350 400 450 500 200
) 0 —
—— [C4mim][(CH3)2P02] 0,016mM
2 4
——— [C4mim][(CH3)2P02] 0,03mM v By o R
- [C4mim][(CH3)2P02] 0,06mM —— 0,46mM —— 0,93mM
[C4mim][(CH3)2P02] 0,13mM 1,85mM 3,75mM
[C1,mim]CI em diferentes
concentragoes
1000
500
0 - ——
300 350 400 450 500

——— [C12mim]CI 0,01mM
——— [C12mim]CI 0,03mM
[C12mim]CI 0,06mM
[C12mim]CI 0,12mM
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Mecanismo de PEGuilagao

COM PROTEINA =
— 8  mMPEG—CH,;CH30 T <I3 N® + Prot——NHy + OH"
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ANEXO A
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Ambos mecanismos feitos por Torres-Obreque, 2017.
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Rendimendo das reac¢des de PEGuilacéo |

[C4mim]CI
Tempo (min) pH  Concentracao (%) Rendimento (%)

10 8 25 8,8

20 8 25 9,1

30 8 25 12,2
10 8 50 12,5
30 7,5 25 17,6
20 7,5 25 18,9
20 8 75 20,4
10 8 75 21,4
20 8 50 21,9
30 8 75 249
10 8,5 25 25,4
30 8 50 26,3
10 7,5 25 27,8
10 8,5 50 27,9
20 8,5 75 28,2
20 8,5 25 28,3
10 8,5 75 31,0
30 8,5 25 33,7
30 8,5 75 35,9
20 8,5 50 36,3
10 7,5 50 38,7
20 7,5 75 40,5
30 8,5 50 40,5
20 7,5 50 42,2
30 7,5 50 46,6
30 7,5 75 46,7
10 7,5 75 48,6
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Rendimendo das reacdes de PEGuilacao |l

[Camim][N(CN)2]

Tempo (min) pH  Concentracao (%) Rendimento (%)
10 8 75 0
10 8,5 75 0
20 8 75 0
20 8,5 75 0
30 8 75 0
30 8,5 75 0
10 8,5 25 12,5
20 8,5 25 12,5
10 7,5 75 13,8
10 8 25 14,9
10 8,5 50 15,7
20 25 15,9
10 50 16,8
30 25 16,9
20 7,5 25 19,6
30 7,5 25 20,1
10 7,5 25 21,4
30 8,5 50 22,8
30 8,5 25 23,8
20 8 50 24,5
30 7,5 50 29,7
20 7,5 50 30,3
30 8 50 34,9
20 7,5 75 35,1
20 8,5 50 39,1
30 7,5 75 40,0
10 7,5 50 40,8
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Rendimendo das reacdes de PEGuilacao |l

[Camim][(CH3)2PO4]

Tempo (min) pH  Concentracao (%) Rendimento (%)
10 25 0
10 50 0
10 8,5 25 0
10 8,5 50 0
10 8,5 75 0
20 8 25 0
20 8 50 0
20 8,5 25 0
20 8,5 50 0
20 8,5 75 0
30 8 25 0
30 8 50 0
30 8,5 25 0
30 8,5 50 0
30 8,5 75 0
20 7,5 25 3,2
30 7,5 25 3,9
10 7,5 25 6,3
20 7,5 50 8,9
30 7,5 50 10,5
10 7,5 50 11,7
30 8 75 15,9
20 8 75 18,3
20 7,5 75 30,5
30 7,5 75 38,6
10 8 75 39,6
10 7,5 75 56,2
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Rendimendo das reacdes de PEGuilagao IV

[C4mim][CF3S03]

Tempo (min) pH  Concentracao (%) Rendimento (%)
10 7,5 25 0
10 7,5 50 0
10 7,5 75 0
10 8 75 0
10 8,5 25 0
10 8,5 75 0
20 7,5 25 0
20 7,5 50 0
20 7,5 75 0
20 8 75 0
20 8,5 25 0
20 8,5 75 0
30 7,5 25 0
30 7,5 50 0
30 7,5 75 0
30 8 75 0
30 8,5 25 0
30 8,5 75 0
10 8,5 50 3,3
10 8 50 4,2
10 8 25 11,2
20 8 50 13,4
30 8 50 13,5
30 8,5 50 14,7
20 8 25 17,8
20 8,5 50 18,0
30 8 25 33,5
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