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RESUMO

A Fenilcetonuria (PKU; OMIM 261000) é o erro hereditario mais comum do metabolismo dos
aminoécidos afetando, na populagdo Caucasiana, cerca de 1 em cada 10.000 recém-nascidos. Esta
doenca genética tem como base mutacBes no gene que codifica para a fenilalanina hidroxilase humana
(hPAH; EC 1.14.16.1), uma enzima que catalisa a hidroxilagdo da fenilalanina (L-Phe) em tirosina (L-
Tyr) na presenca do cofator tetra-hidrobiopterina (BHs) e do oxigénio molecular (O,). De modo a evitar
danos cerebrais irreversiveis deve ser instaurada uma dieta pobre no aminoacido essencial L-Phe o mais
cedo possivel apds o nascimento. Até muito recentemente a terapia dietética era a Unica abordagem
disponivel para o tratamento dos doentes PKU. Uma vez que a PKU pode ser considerada uma doenca
conformacional por loss of function nos ultimos anos surgiu uma alternativa terapéutica que envolve
administracdo do cofator enzimatico BHs como chaperone farmacoldgico. No entanto, estas duas
abordagens terapéuticas estdo longe de abranger todo o espectro fenotipico da doenca, em especial o
fendtipo de PKU classica, mais grave.

Os grupos Metabolism and Genetics (Met&Gen) e Nanostructured Systems for Overcoming
Biological Barriers (Nano2B) do Research Institute for Medicines (iMed.ULisboa), tém estado
envolvidos no desenvolvimento de uma nova abordagem terapéutica designada por terapia enzimatica
de reposicéo (ERT). Neste &mbito foi ja possivel obter uma forma estavel da hPAH e desenvolver um
sistema de nanoparticulas (NP) de quitosano (CS) adequado para a encapsulacéo da forma selvagem da
hPAH (hPAHwt). Assim, o presente trabalho teve como objetivo verificar a eficicia das formulagGes
obtidas por ensaios de uptake em células apropriadas nomeadamente, células HEK-293T (human
embryonic kidney 293T cells). Uma vez que estas células ndo expressam hPAH a aquisicdo de
capacidade hidroxilante da L-Phe no lisado celular podera confirmar o sucesso das formulagdes
desenvolvidas.

Assim, a proteina hPAHwt foi produzida num sistema de expressdo procariota e a sua forma
tetramérica biologicamente ativa foi isolada utilizando técnicas de cromatografia de afinidade e de
exclusdo molecular. A proteina recombinante produzida foi caraterizada a nivel da sua atividade
enzimética e estabilidade térmica (Tw) por fluorimetria diferencial de varrimento (DSF). De entre as
formulagBes previamente otimizadas no laboratorio, foi selecionada a formulagdo de NP-CS e cinco
outras formulagbes onde foram utilizados diferentes agentes modificadores. Estes, por questdes de
confidencialidade, foram designados por 1, 2, 3, 4 e 5 por (NP-CSAgm1, NP-CSAgm2, NP-CSAgm3,
NP-CSAgm4 e NP-CSAgmS5). Para preparagdo das NPs com os agentes modificadores 1, 2 e 3 foram
ainda ensaiadas cargas baixas (Agmg) e altas (Agmc.). Apés caraterizacdo das NPs e do perfil de
libertacdo das formulagdes em estudo foram entédo efetuados os ensaios em células.

Apos nanoencapsulcdo da hPAHwt nos diferentes sistemas, a avaliagdo da atividade catalitica e
do T permitiu confirmar que esta mantinha a sua funcionalidade (74,3 + 5,7% de atividade relativa) e
estabilidade. A caracterizacdo das NPs indicaram que estas apresentavam propriedades adequadas a sua
utilizagdo no que respeita ao tamanho de particula (221 + 24 nm), potencial zeta (+26,1 + 2,4 mV) e
eficiéncia de encapsulacdo (EE; 78,6 + 2,8%). Os ensaios de libertacdo efetuados demonstraram que
todas as formulacBes, exceto a NP-CSAgm2., mantinham constantes o valor de proteina no
sobrenadante dos ensaios. Assim, de entre as nove formulac6es foram selecionadas quatro (NP-CS, NP-
CSAgmM3cs, NP-CSAgm4 e NP-CSAgm5) para os ensaios com células HEK-293T. Uma vez que nao foi
possivel detetar hPAHwt na fracdo soltvel do lisado celular estendemos 0s nossos ensaios as células
HepG2 (human hepatocellular carcinoma cell line, ATCC HB-8065). De entre as formulagdes testadas
duas apresentaram capacidade de serem internalizadas pelas células HepG2 nomeadamente a NP-CS e



a NP-CSAgm5 uma vez que o teor de hPAHwt detetado no sobrenadante do lisado, apds 6 h de
incubacéo a 37 °C, foi de 26,2% e 8,2%, respetivamente.

Os resultados obtidos neste trabalho sdo extremamente promissores e abrem a porta a novos
estudos que poderdo ter como objetivo a modificacdo da superficie das NPs para melhorar o seu uptake
celular.

PALAVRAS CHAVE: Fenilcetondria; Fenilalanina hidroxilase; Terapia enziméatica de reposicao;
Nanoencapsulacgéo.



ABSTRACT

Phenylketonuria (PKU; OMIM 261000) is the most frequent inborn error of amino acid
metabolism with an estimated incidence of 1:10,000 newborns, in the Caucasian population. This
genetic disease is the result of mutations in the gene encoding the human phenylalanine hydroxylase
(hPAH; EC 1.14.16.1). This enzyme is responsible for the hydroxylation of L-phenylalanine (L-Phe)
into L-tyrosine (L-Tyr) in the presence of the tetra-hydrobiopterin cofactor (BH4) and the molecular
dioxygen (O2). In order to avoid irreversible neurological damages a diet restricted in L-Phe should be
implemented as soon as possible after birth. Till very recently this diet was the only available approach
to PKU treatment. As PKU is now classified as a conformational disorder with loss of function, in the
last years an alternative therapeutic approach was developed involving BHs administration as a
pharmacological chaperone. However, these therapeutic approaches are far from including the full
phenotypic spectra of the disease and in particular the most severe classical form.

The groups of Metabolism and Genetics (Met&Gen) and Nanostructured Systems for
Overcoming Biological Barriers (Nano2B), from the Research Institute for Medicines (iMed.ULisboa),
have been involved in the development of an enzyme reposition therapy (ERT) as a new approach to
PKU treatment. In this scope the groups already obtained a stable form of hPAH and developed a
chitosan (CS) nanoparticulate (NP) system allowing an efficient encapsulation of the wild-type hPAH
(hPAHWt). As such, this work aimed at verify the efficacy of the designed formulations by performing
uptake assays in appropriate cells namely HEK-293T cells (human embryonic kidney 293T cells). Since,
hPAH is not expressed in these cells acquisition of a L-Phe hydroxylating capacity by the cellular lysate
should confirm the success of the developed formulations.

To this end, the hPAHwWt was produced in a prokaryotic expression system and the biological
active tetrameric form was purified using two chromatographic techniques namely affinity
chromatography and size exclusion chromatography. The obtained recombinant protein was
characterized concerning its catalytic activity and thermal stability (Tm) using differential scanning
fluorimetry (DSF). Among the formulations previously optimized in our laboratory, we selected for
further cellular studies the NP-CS and five additional formulations prepared using modifying agents.
These agents were named 1, 2, 3, 4 and 5 (NP-CSAgm1, NP-CSAgm2, NP-CSAgm3, NP-CSAgm4 and
NP-CSAgmb5) due to confidentiality issues. When using the modifying agents 1, 2 and 3 a low (Agmcep)
and a high (Agmc,) loading were also tested. After characterization of NPs and their release profile
cellular studies were then performed.

Upon hPAHwt nanoencapsulation using the nine different systems, evaluation of the specific
enzymatic activity and Tr, allowed to confirm that the protein maintained functionality (74.3 £ 5.7% of
relative enzyme activity) and stability. The NPs physicochemical characterization showed that the
formulations presented adequate properties to be further used in the cellular assays in respect to NP size
(221 £ 24 nm), zeta potential (+26.1 + 2.4 mV) and encapsulation efficiency (EE; 78.6 + 2.8%). The
release assays indicated that all but one (NP-CSAgm2.,) of the tested formulations allowed to maintain
a constant value of the protein in the supernatant of the assays. Therefore, among these nine formulations
four (NP-CS, NP-CSAgm3c, NP-CSAgm4 e NP-CSAgm5) were selected for further HEK-293T
cellular assays. Since, no hPAHwt protein was detected in the soluble fraction of the cellular lysate
additional assays were performed using HepG2 cells (human hepatocellular carcinoma cell line, ATCC
HB-8065). Among the four formulations studied, two showed to present the capacity to be internalized
by the HepG2 cells namely NP-CS and NP-CSAgm5 as the content of the hPAHwt protein detected in
the supernatant of the cellular lysate, after 6 h incubation at 37 °C, was 26.2% and 8.2%, respectively.



The results obtained in this work are very promising and pave the way to additional studies
aiming to modify the NP surface in order to improve their cellular uptake.

KEY WORDS: Phenylketonuria; Phenylalanine hydroxylase; Enzyme reposition therapy;
Nanoencapsulation.
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(A) e NP-CS-hPAHwWt (B). Fracdes estudadas: “sobrenadante do meio de cultura” (m), “lisado total” (m),
“sedimento do lisado” (m) e “sobrenadante do 1iSad0” (B) ........cccoveveeieieiiieicie e 39

Figura 1V.16 - Avaliacdo por Western blotting da quantidade relativa da hPAHwt presente nas
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Figura VII1.1 - Representacdo esquematica do vetor de expressdo procariota pTrcHisB (Invitrogen)...
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I.  INTRODUCAO

1. Fenilcetonuria

A fenilcetonaria (PKU; OMIM 261600) é uma doenca genética, autossomica recessiva,
caracterizada por mutacdes do gene PAH que codifica a fenilalanina hidroxilase humana (hPAH; EC
1.14.16.1) (1), originando uma deficiente atividade desta enzima. Uma vez que a hPAH é responsavel
pela conversdo do aminoécido L-fenilalanina (L-Phe) em L-tirosina (L-Tyr), por para-hidroxilacdo da
cadeia lateral aromatica da L-Phe (2,3), esta doenca afeta 0 metabolismo dos aminoécidos sendo mesmo
reconhecida como a doenga genética do metabolismo dos aminoédcidos mais comum, com uma
incidéncia média de 1:10.000 recém-nascidos na populagdo Caucasiana. A deficiente atividade da hPAH
tem como consequéncia um aumento nos niveis sanguineos de L-Phe (hiperfenilalaninémia; HPA) e
uma diminuicdo nos niveis de L-Tyr, que na auséncia de tratamento origina um grave atraso psico-
motor. De modo a poder dar inicio ao tratamento adequado, 0 mais cedo possivel e evitar danos cerebrais
irreversiveis o diagndéstico devera ser efetuado logo ap6s o nascimento e deste modo a PKU faz parte
dos programas de rastreio neonatal na maior parte dos paises (3).

Uma vez que, a fenilalanina € um aminoéacido essencial (ndo sintetizado no organismo humano),
a restrigdo da ingestéo deste amino&cido na dieta de doentes com PKU surgiu como um grande avanco
no tratamento desta patologia, diminuindo os niveis de fenilalanina no plasma e consequentemente
melhorando o seu fendtipo clinico (4).

1.1. Via Metabdlica

A reacdo de hidroxilagéo da L-Phe, dependente de BH4, é considerada o passo inicial e limitante
da velocidade na via de catabolismo da L-Phe proveniente da dieta, onde h& producdo de metabolitos
que “alimentam” o ciclo do acido citrico (5,6).

Como referido anteriormente, a L-Phe é considerado um aminoacido essencial, uma vez que o
organismo ndo o consegue sintetizar (7), sendo que a PAH apresenta um papel crucial na manutencéo
da homeostase da L-Phe (8). Sendo assim, as principais fontes de obtencéao da fenilalanina sdo a ingestéo
deste amino&cido através da dieta e a sua recuperagdo a partir das reservas endogenas de aminoacidos.
Por outro lado, na célula a L-Phe pode ser consumida quer através da sua utilizacdo para a sintese de
proteinas, quer atraves de vias metabolicas. Estas podem conduzir a sua catabolizacdo total, com
producdo de CO-, ou & formacdo de outros metabolitos (Figura 1) (5).

A via de catabolismo da L-Phe ocorre principalmente no figado, onde é, num primeiro passo,
hidroxilada a L-Tyr pela PAH. Este aminoé&cido, através de varios passos metabolicos é convertido em
fumarato, o qual entra no ciclo de Krebs sendo por isso completamente catabolizado em CO; e H,0.
Numa via alternativa a L-Phe sofre uma reacédo de transaminagdo formando fenilpiruvato o qual, por sua
vez, ira originar diversos metabolitos como o fenilactato, fenilacetato e o-hidroxifenilacetato, que sdo
excretados na urina. Alternativamente a L-Phe pode também ser descarboxilada a feniletilamina, e
posteriormente originando fenilacetilglutamato. No entanto, € de realcar que estas vias alternativas
apenas se tornam relevantes quando a célula ndo tem capacidade para hidroxilar, na posi¢do para, o anel
de benzeno da L-Phe originando L-Tyr (9).
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Figura 1.1 - Esquema representativo do metabolismo da fenilalanina (L-Phe). A L-Phe presente no organismo humano é
maioritariamente proveniente da ingestao dietética. Na presenca de oxigénio molecular (Oz) ocorre a hidroxilagao da L-Phe em
L-Tyr pela fenilalanina hidroxilase (PAH), na presenga da tetrahidrobiopterina (BH4), 0 seu cofator natural. Esta via metabdlica
conduz posteriormente a formacgao de CO2 e H20. Por descarboxilagdo ou transaminacdo, ha produgdo de varios metabolitos
que sdo excretados na urina, constituindo a via alternativa ao catabolismo da L-Phe (10).

A sintese de L-Tyr no organismo humano depende da disponibilidade de L-Phe presente no
mesmo. Assim sendo, embora a L-Tyr seja considerado um aminoécido ndo essencial, quando existe
um bloqueio na sintese de L-Tyr, por deficiente atividade da hPAH, a L-Tyr converte-se num
aminodcido essencial tornando indispensavel o seu aporte através da dieta (11).

Atendendo aos pontos anteriormente mencionados pode-se considerar entdo que a conversao de
L-Phe em L-Tyr apresenta dois aspetos a serem real¢ados: o primeiro refere-se a0 aminoécido néao
essencial que é produzido (L-Tyr) e o segundo é que a velocidade da oxidacdo completa da L-Phe em
CO: e H,0 é limitada pela reacdo de hidroxilagdo desencadeada pela PAH (3).

1.2. Incidéncia

Numa perspetiva mundial observa-se que a variagdo da incidéncia da PKU é significativa em
diferentes populagbes humanas. Esta doenca metabdlica hereditaria é prevalente na Europa e nos
Estados Unidos em que atinge cerca de 1 em cada 15.000 recém-nascidos, segundo o Institute of Child
Health and Human Development (12). A maior incidéncia é observada na Turquia (1:2.600); é
relativamente comum em algumas regides da China e rara no continente africano (1,12). Paises como a
Finlandia e Japdo também apresentam taxas de incidéncia baixas, com menos de um caso de PKU em
100.000 recém-nascidos.

Esta diferenga nas taxas de incidéncia deve-se a fatores como a consanguinidade, no caso da
elevada incidéncia e prevaléncia na Turquia, ou a um forte efeito fundador negativo presente na
Finlandia e a deriva genética na fundacdo da populacéo japonesa (3). Em Portugal a incidéncia é de
cerca de 1:11.000 recém-nascidos (13).



1.3. Classificagdo

Os distarbios causados pela deficiéncia ou perda de atividade da hPAH incluem segundo a
classificacdo de Kayaalp trés tipos: a PKU (i), a hiperfenilalaninemia ndo-PKU (HPA nao-PKU) (ii) e
a PKU variante (iii), todas resultantes da intolerancia a ingestdo de L-Phe (14). Enquanto que uma
crianca portadora de HPA ndo-PKU apresenta menor risco de ter um desenvolvimento cognitivo
prejudicado quando ndo for submetida a um tratamento adequado; no caso da PKU sem tratamento, ou
seja, na auséncia da restricdo dietética de L-Phe, a crianca pode desenvolver uma deficiéncia intelectual
irreversivel, uma vez que nesta condicdo apresenta uma deficiéncia completa ou quase completa da
atividade da hPAH (5). Ainda de acordo com Kayaalp e colaboradores: (5,14) (i) a PKU é, de entre os
trés tipos, considerada a forma mais grave, tendo em conta que se associa a um elevado risco de
comprometimento do desenvolvimento cognitivo; nesta forma as concentra¢fes plasmaticas de L-Phe,
no diagndstico, sdo normalmente superiores a 1000 umol/L e os doentes apresentam uma tolerancia
dietética a L-Phe inferior a 500 mg/dia (quantidade de L-Phe da dieta que é tolerada pelo doente de
modo a manter os niveis circulantes de L-Phe dentro de valores ndo-patogénicos); (ii) a HPA ndo-PKU
encontra-se associada a concentragdes plasmaticas de L-Phe, no diagnostico, consistentemente acima
do normal (isto € > 120 umol/L), porém se o individuo tiver uma dieta normal, as concentra¢des de L-
Phe permanecem inferiores a 1000 pmol/L; (iii) a PKU variante refere-se aos individuos que ndo se
encaixam nas classes anteriores, quer em relacéo aos valores de L-Phe na altura do diagnostico, quer na
tolerancia dietética a L-Phe.

Posteriormente, Guldberg e colaboradores, em 1998, a fim de classificarem e subdividirem a
deficiéncia em hPAH, descreveram quatro classes (5,15): (i) a PKU cléssica, onde é considerado que ha
uma perda completa ou quase completa da atividade da hPAH; nesta classe os individuos portadores
apresentam uma tolerancia a L-Phe proveniente da dieta de 250-350 mg/dia, de modo a conseguir manter
um nivel plasmatico seguro de L-Phe (=300 umol/L; 5 mg/dL); ndo havendo restrigao dietética de L-
Phe, estes doentes podem vir a desenvolver uma deficiéncia intelectual irreversivel; (ii) a PKU
Moderada, onde a tolerancia a L-Phe é de 350-400 mg/dia; (iii) a PKU Suave na qual os individuos
afetados toleram 400-600 mg/dia de L-Phe da dieta e; (iv) a Hiperfenilalaninemia Suave (MHP)
caracterizada por concentra¢cdes de L-Phe no plasma inferior a 600 pmol/L (10 mg/dL), quando os
doentes se encontram submetidos a uma dieta normal.

1.4. Patogenicidade

Como referido anteriormente, na auséncia de tratamento os doentes PKU poderdo sofrer um
grave atraso psico-motor com especial relevancia para alteragdes no desenvolvimento do sistema
nervoso central (SNC) e da funcdo cognitiva. Embora atualmente seja do conhecimento geral que tanto
doentes PKU tratados como ndo tratados apresentam uma hipomielinizacdo e desmielinizacéo (14,16),
ainda ndo se encontra elucidado o mecanismo segundo o qual as altas concentracfes de L-Phe originam
o défice intelectual. Estudos recentes indicam que estas alteracGes estdo diretamente relacionadas com
o0 conteldo de substancia branca do SNC e o seu teor em mielina. No entanto, encontra-se ainda por
esclarecer se os niveis elevados de L-Phe ou alguns dos metabolitos das vias alternativas sdo
responsaveis pela perda de capacidade de producao de mielina que ocorre nos oligodendrécitos (16). Se
os oligodendrécitos perdem a capacidade de produzir mielina (hipomielinizagdo) ou se 0s axénios
perderem a mielina (desmielinizagdo) podera ocorrer desenvolvimento das alteracdes
neuropsicoldgicas, uma vez que a mielina possui um papel crucial na conducdo do impulso nervoso
(7).

Por outro lado, os fendmenos desencadeados na fisiopatologia da PKU (resumidos na Figura 2) que sao
responsaveis pelo estabelecimento de uma deficiéncia cognitiva, podem estar associados a uma
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diminuigdo nos niveis de neurotransmissores, incluindo a dopamina e a serotonina (16,18-20). A teoria
da “tirosina/dopamina” prevé que pelo fato da L-Tyr ser precursor da dopamina, o desenvolvimento
cognitivo do individuo fica afetado. Num estudo desenvolvido por Diamond et al., em modelos
experimentais de ratos PKU verificou-se que o0s baixos niveis de L-Tyr no SNC deviam-se
provavelmente aos niveis sanguineos elevados de L-Phe. Este aminoacido iria competir com a L-Tyr
para o seu transporte ao longo da barreira hemato encefalica (BBB). E de realgar que o transporte da L-
Phe através da BBB é mediado pelo transportador de aminoacidos L do tipo | (LAT1), que também é
responsavel pelo transporte dos aminécidos neutros de maior massa molecular (Large Neutral Amino
Acids; LNAA) onde estdo incluidos a L-Tyr (precursor da dopamina e noradrenalina), o L-triptofano
(L-Trp; precursor da serotonina), a L-leucina (L-Leu), a L-isoleucina (L-lle), a L-metionina (L-Met) e
a L-valina (L-Val) (21). Estes resultados indicam que os niveis de L-Tyr no SNC influenciam de forma
direta a sintese de dopamina nos neurdnios dopaminérgicos do cortex pré-frontal, o que significa que
niveis baixos de L-Tyr no cérebro provocam uma diminui¢&o dos niveis de dopamina resultando em
deficiéncia cognitiva(17,18,22).
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Figura 1.2 - Potenciais mecanismos responsaveis pela deficiéncia neurocognitiva observada nos doentes

hiperfenilalaninémicos (23). (BBB) barreira hemato encefélica; (LAT1) transportador de aminoacidos L do tipo I; (LNAA)
aminacidos neutros de maior massa molecular.

A teoria da “mielina/dopamina” tem como base a observacdo, referida anteriormente, da
diminuicdo de mielinizagdo em zonas especificas no cérebro de doentes PKU (24,25). Segundo esta
teoria a sobre-expressao de enzimas que participam na via biossintética da dopamina, e em particular a
tirosina hidroxilase (TH), é condicionada pelas interagdes que ocorrem entre a mielina e 0s axonios
posteriormente responsaveis pela transducéo de sinais que regulam positivamente a expresséo de genes
acima referida. No entanto, é de realcar que apesar de ja se ter estabelecido a contribuicdo da mielina na
maturacdo axonal e na conducdo do potencial de agdo, ainda ndo sdo conhecidos 0s mecanismos
moleculares responsaveis pelo aumento da funcgéo axonal através de sinais provenientes da mielina (17).



Assim, tendo em consideracdo que a TH é responsavel pelo primeiro passo da via de sintese da
dopamina, é postulado que a hipomielinizagdo observada nos doentes PKU conduzira deste modo a uma
sub-expressdo da TH e consequentemente a niveis baixos de dopamina no SNC.

Adicionalmente, o comprometimento da funcéo cognitiva podera estar relacionado também com
mecanismos alternativos e que incluem alteragdes na transmissdo sinaptica glutaminérgica, inibicdo
moderada da 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) na via biossintética do colesterol,
inibicdo da piruvato quinase no metabolismo da glicose e funcdo reduzida da monoamina oxidase B
como resultado de genes modificados (26-30). Recentemente, danos no DNA e o stress oxidativo
também tém sido implicado na patogénese da PKU (31,32).

2. O gene e as mutacdes associadas

A Figura 3 representa a localizagcdo do gene da PAH humana, que se situa no cromossoma
12¢23.2, possui cerca de 171 kb e contem 13 exdes, sendo o comprimento total do transcrito (MRNA)
de 2,4 kb (33,34).

Uma mutagdo no locus PAH por norma origina um aumento dos niveis sanguineos de L-Phe
(hiperfenilalaninémia; HPA), que pode resultar em PKU. No entanto, a HPA pode também resultar de
mutacBes em loci responsaveis pela sintese de enzimas envolvidas na sintese e regeneracdo do cofator
BH.. Estas alteragdes d&o origem & denominada PKU maligna (35).

Entre as mais de 600 mutacOes ja identificadas como afetando o gene PAH, podem ser
encontradas (5,36): (i) grandes e pequenas delecdes (13%); (ii) inser¢des (2%); (iii) mutacdes que afetam
0 splicing e que ocorrem nas juncBes de processamento alternativo em qualquer um dos intrdes
intervenientes (11%); (iv) mutacGes pontuais do tipo missense (62%) ou nonsense (5%) e; (V)
polimorfismos silenciosos (6%).

Devido a grande variacéo alélica presente no gene da PAH a maior parte dos doentes PKU séao
classificados como heterozigotos compostos, ou seja apresentam uma mutacdo diferente em cada um
dos alelos (1,37).
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Figura 1.3 - Representacdo da estrutura do gene PAH que se encontra localizado no brago longo do cromossoma 12 e que
contém 13 ex8es que codificam para um polipéptido de 452 aminoéacidos (3).

O fenotipo HPA do doente é determinado pela posicdo e natureza da mutacdo, uma vez que é
esta alteracdo que por sua vez determina o efeito sobre a atividade da PAH. Assim, a perda de atividade
parcial ou total da PAH esta relacionada ao fen6tipo da PKU classica e moderada, enquanto a PKU



suave e a HPA ndo-PKU sdo resultantes de outras mutagdes que apenas inibem moderadamente a
atividade da enzima (37).

A avaliacdo da repercussdo de uma mutacao especifica na enzima expressa pode ser realizada
de diferentes formas, entre elas, ensaios enzimaticos in vitro, estudos isotopicos in vivo ou ainda por
analise in vitro da expressdo do gene (14).

Numa grande parte dos individuos afetados é possivel estabelecer uma boa correlacéo entre a
severidade das mutacdes e as taxas de hidroxilacdo da L-Phe. Apesar disso, é de esperar a ocorréncia de
exce¢des, uma vez que a capacidade de hidroxilagdo da hPAH depende também da disponibilidade do
seu cofator, BH,4 (14). E também possivel o estabelecimento de correlagdes entre a severidade das
muta¢des PAH e o quociente de inteligéncia (QI) dos individuos portadores, embora o QI seja uma das
caracteristicas humanas mais complexas que existem (38).

Embora a PKU seja uma doenca genética, autossomica recessiva, o diagnostico pré-natal
raramente é solicitado uma vez que quando tratados adequadamente estes doentes poderdo ter um
desenvolvimento psico-motor normal. No entanto, € de realgar que, se solicitado, este diagndstico pode
ser efetuado quando a familia ja se encontra genotipada. Nesta situacao séo pesquisadas as mutagdes no
gene PAH, previamente identificadas no caso index e seus familiares (1).

3. Aproteina PAH

Como referido anteriormente, em mamiferos a reacdo catalisada pela PAH é dependente do
cofator BH4, que assume o papel de co-substrato na reacdo de hidroxilacdo da L-Phe a L-Tyr. Por se
tratar de um aminoécido essencial, a L-Phe ndo pode ser totalmente catabolizada, embora seja necessaria
a sua remog¢do uma vez que, quando em excesso podera apresentar um efeito neurotdxico. Sendo assim,
a hPAH é responsavel tanto por preservar como por remover a L-Phe, apresentando um papel essencial
na regulacdo deste aminoécido no organismo humano. Para que esta dupla funcéo seja conseguida, a
hPAH apresenta uma estrutura especifica e varios mecanismos de regulacéao (2).

Embora, presentemente seja ja vasto o conhecimento sobre 0 mecanismo catalitico da hPAH e as
relacdes estrutura-funcdo, tal ndo é observado para a relagdo estrutura-regulacdo onde ainda pouco se
sabe (39-42). Para este conhecimento tem contribuido o estudo de proteinas PAH presentes em algumas
bactérias e eucariotas ndo mamiferos (43,44).

3.1. Caracteristicas Bioquimicas

A hPAH (EC 1.14.16.1) juntamente com a TYH (E.C. 1.14.16.2) e a triptofano hidroxilase
(TPH; E.C. 1.14.16.4) formam a familia estrutural e funcionalmente relacionada das hidroxilases dos
aminoacidos aromaticos (AAAH) que apresentam como cofator BH4 (41). Além disso, requerem ferro
(na forma ferrosa) nao-hémico e oxigénio molecular como substrato adicional (2,41).

A especificidade para o substrato e as propriedades reguladoras sdo os pontos que distinguem
as trés enzimas desta familia, que em solugdo formam homotetrdmeros com massas moleculares
aproximadamente entre 204 e 217 kDa. Além da regido N-terminal com propriedades reguladoras, ha
em cada monémero, uma regido central que possui propriedades cataliticas e uma regido C-terminal
responsavel pela oligomerizacéo (tetramerizacdo) (45,46).

A hPAH, assim como as outras AAAHSs, catalisa a hidroxilagdo do respetivo substrato
incorporando no anel aroméatico um atomo de oxigénio (Figura 4). Também ocorre, numa reacao final,
a reducdo do segundo atomo de oxigénio a agua, mediante a utilizacdo de dois eletrdes doados pela
BH4(2). Assim, na via principal, quando a L-Phe é hidroxilada a L-Tyr, o cofator BH4 é oxidado a



dihidropteridina quinoide (gBH2) que, por sua vez, é reduzida pela dihidropteridina redutase (DHPR)
numa reacao dependente de NADH, sendo a fenilalanina hidroxilase ativada novamente (47).

L-Phe 0

hPAH

DHPR

Figura 1.4 - Reacdo catalisada pela PAH. A reacdo de hidroxilagdo catalisada pela PAH necessita do cofator BH4 o qual €
oxidado a dihidrobiopterina quinondide (g-BHz). A enzima dihidropteridina redutase (DHPR), na presenca de NADH, é
responsavel pela regeneragdo da q-BH2 a BH4. Adaptado de (48).

Através da acdo da proteina quinase dependente de AMP ciclico (PKA) e de uma proteina
quinase dependente de Ca*/calmodulina, o glucagon e agentes a-adrenérgicos conseguem estimular a
fosforilagdo da hPAH hepética, exercendo assim um mecanismo de controlo sobre a mesma através de
um processo de fosforilacdo-desfosforilagao.

A fosforilagdo da Serl6 induz alteragdes conformacionais que permitem o melhor acesso do
substrato ao centro ativo. Os niveis celulares de substrato e cofator tém a capacidade de controlar a
fosforilagdo da hPAH. Niveis altos de L-Phe aumentam a velocidade de fosforilacdo pela PKA enquanto
que um elevado teor de BH, inibe a fosforilagdo (46,49).

Através de varios mecanismos é possivel estabelecer uma boa regulagdo das concentracdes de
L-Phe conduzindo & manutengéo do equilibrio dos niveis considerados suficientes para a manutencéo
da biossintese de proteinas e uma minimizacdo nos niveis sanguineos de L-Phe quando estes se
apresentam elevados (3).

3.2. Caracteristicas Estruturais

Em solugdo, a hPAH apresenta-se num equilibrio entre homotetrdmeros e homodimeros, o qual
é dependente do pH e da concentracdo de L-Phe. Em termos de propriedades enzimaticas, e quando
comparada com a forma dimérica, o tetramero apresenta maior atividade, maior afinidade para o
substrato, maior resposta a ativagdo pelo substrato e maior indice de cooperatividade (50,51).
Adicionalmente o tetrdmero apresenta uma resposta ao aumento da concentracdo de L-Phe do tipo
sigmoidal enquanto o dimero apresenta uma cinética do tipo Michaelis-Menten.

Cada um dos monémeros da hPAH é constituido por uma cadeia polipeptidica de 452
aminoacidos (= 52 kDa) e apresentando trés dominios estruturais e funcionais: um dominio regulador
N-terminal (RD; primeiros 117 aminoéacidos); um dominio catalitico (CD; residuos 118-410) que dispde
de locais de ligagdo para o ferro, substrato e cofator e, um dominio de tetramerizagdo/oligomerizagao
(OD; residuos 411-452), todos representados na Figura 5 (52).



3.2.1. Dominio Regulador

Estruturalmente o dominio regulador N-terminal (residuos 1-117) é do tipo sandwich o/ onde
é possivel identificar um modulo estrutural, também presente em vérias outras proteinas designado por
dominio ACT. Este dominio é constituido pelo motivo Boppof (Ser36-Leul09), 4 folhas
antiparalelas flanqueadas por duas a-hélices curtas que podem dimerizar dando origem a locais de
ligacdo a aminoéacidos na interface do dimero (53). A possibilidade de existéncia de um local adicional
de ligacdo da L-Phe a hPAH no seu RD e que fosse responsavel pelo fendmeno de ativacdo da proteina
pelo préprio substrato tem sido fonte de controvérsia. Tendo como base a existéncia de um sitio
regulador, foi observado que este apresenta dois motivos: GAL (residuos 46-48 na hPAH) e (I/L) ESRP
(residuos 65-69), envolvidos na ligacdo de L-Phe numa prefenato desidratase bacteriana, o que mostra
gue os dominios reguladores isolados da PAH realmente formam um dimero e ligam-se a L-Phe (54).

Na hPAH, a regido de ligacdo (Argl11-Thr117), permite uma ligac&o flexivel entre 0 RD e o
CD. Esta regido é também responsavel por estabelecer diversos contatos com o CD da subunidade
adjacente dentro do dimero (2).

A topologia caracteristica do dominio ACT, encontrado no RD, é responsavel pela flexibilidade
apresentada por este dominio conferindo-lhe uma menor estabilidade, como é geralmente observado em
ensaios de desnaturacdo térmica. Nestes ensaios o dominio R apresenta uma temperatura de unfolding
mais baixa do que a apresentada pelo CD mais compacto (55).

3.2.2. Dominio Catalitico

O dominio catalitico (residuos 118-410) é composto por 13 hélices a ¢ por 6 folhas B. O centro
ativo forma uma regido aberta, com acessibilidade ao solvente e a ligandos exdgenos, devido a sua
localizagdo numa espécie de “bolsa” com 13 A de profundidade e 10 A de largura. Existe também
proximo ao centro ativo um canal de 16 A de comprimento e 8 A de largura, pelo qual se presume que
0 substrato seja transportado até ao centro ativo (56).

No dominio catalitico da hPAH encontram-se os locais de ligacdo tanto para o ferro como para
o cofator e o substrato, sendo que o ferro se liga a duas histidinas (His285 e His295) e a um glutamato
(Glu330) (2).

O cofator BH4 liga-se no centro ativo, préximo do ferro, onde mantem interagdes com a Phe254.
Hufton et al. sugeriram que o responsavel pela ligacdo da BH. fosse um motivo de 27 aminoacidos
(His263 a His289), altamente conservado nas AAAHSs (46,57). De acordo com as estruturas obtidas de
formas binarias da hPAH (ligadas a analogos da L-Phe), o cofator devera ligar-se na segunda esfera de
coordenacéo do ferro, por um mecanismo de induced fit e com interagdo com o oxigénio do carbonilo
(O4) do Glu286, localizado a 3,67—4,18 A do ferro (58-60).

Na estrutura dos complexos ternérios da hPAH duplamente truncada (complexada com a BH4 e
a 3-(2-tienil)-L-alanina ou norleucina) a ligagdo dos andlogos ndo fisioldgicos da L-Phe parece ocorrer
também na segunda esfera de coordenacdo do ferro no centro ativo. De salientar que a ligacdo dos
anélogos da L-Phe parece induzir grandes alteragdes estruturais ndo s6 no dominio catalitico, mas em
toda a subunidade. Com base nestes complexos foram identificadas regifes de torcdo (hinge bending
regions) que parecem fazer parte das alteragdes conformacionais propostas para ligacdo do substrato a
enzima (61,62).



3.2.3. Dominio de Oligomerizagao

O dominio de oligomerizacao é formado por dois motivos, um de dimerizac&o (residuos 411-
427) e outro de tetramerizacdo (residuos 428-452). O motivo de dimerizacdo é composto por duas
cadeias B que permanecem juntas por um loop. Para a manutengdo do dimero contribuem as interagdes
de van der Waals e duas ligacGes de hidrogénio que se estabelecem entre os dois loops. Os Ultimos 24
aminoacidos do dominio C-terminal (residuos 428-452) constituem o motivo de tetramerizacdo, que
consiste numa hélice o de 40 A (56).

Na estrutura da hPAH é possivel observar uma distor¢éo na simetria do homotetrdmero devido
ao fato do tetrdmero ser constituido por dois dimeros com conformacfes diferentes. Caso haja
sobreposicdo de dois mondmeros num dos dimeros, torna-se capaz a observagao da identidade entre o
dominio catalitico e o dominio de tetramerizacdo, quando analisados separadamente. Embora sejam
idénticos, estes dois dominios adotam orientacOes relativas diferentes (63).

1 117/118 410/411 452

Figura 1.5 - Representacdo da estrutura e organizagdo dos dominios da PAH humana (hPAH). (A) Estrutura do dominio
funcional da hPAH: dominio regulador (RD), dominio catalitico (CD) e dominio de oligomerizagdo (OD). (B e C) Modelos do
monomero (B) e tetramero (C) da hPAH obtidos pela combinagdo da estrutura da forma dimérica da PAH de rato truncada a
C-terminal e a forma tetramérica da hPAH truncada a N-terminal. As cores dos dominios (RD a vermelho, CD a azul e OD a
verde) da representagdo esquematica em A correspondem as mesmas cores do monomero representado em B e este tambhém
aparece nas mesmas cores em C. Figura adaptada de (64).



4. Abordagens terapéuticas

O tratamento da PKU tem como objetivo reduzir os niveis de L-Phe circulantes no organismo,
por meio de uma dieta pobre deste aminoécido, de modo a evitar o desenvolvimento das alteracGes
neuroldgicas e psicoldgicas caracteristicas da doenca. A restri¢cdo de L-Phe na dieta deve ser iniciada de
forma precoce. Na realidade, encontram-se descritos doentes, com apenas um més, onde s&o observadas
alteracdes neurolégicas. A dieta ap0s iniciada deve ser continuada durante toda a infancia, pois é nesta
fase da vida que h& maior desenvolvimento neuroldgico (3).

O tratamento dietético, apesar de ser muito eficaz na prevenc¢do da deficiéncia mental, possui
algumas lacunas (23,65). A principal falha a apontar séo as deficiéncias nutricionais associadas a dieta
muito restrita a que os doentes sdo submetidos, apesar de existirem formulas médicas que tém sido
desenvolvidas ao longo dos anos, a fim de melhorarem a qualidade nutricional e a palatabilidade das
mesmas. Tém sido descritos casos de doentes com deficiéncias nutricionais especificas, tais como
calcio, ferro, selénio, zinco ou deficiéncias de vitamina D e B12, além de atraso no crescimento (66—
68). A dieta a que os doentes PKU estéo sujeitos apresenta ndo s6 problemas nutricionais, como também
se torna um peso econdmico e social sobre o doente e os seus familiares (69). Adicionalmente, doentes
com PKU, mesmo com tratamento precoce e continuo, parecem ndo atingir completamente 0 seu
potencial de desenvolvimento neuroldgico. Na realidade mesmo que os doentes PKU apresentem um
QI normal, este ndo atinge os valores comparaveis a irmédos ou colegas ndo doentes (65,70,71).

Com base no referido anteriormente, torna-se evidente que é importante o desenvolvimento de
novas abordagens terapéuticas para o tratamento da PKU. Estas tém como objetivo principal diminuir
0s niveis sanguineos de L-Phe. Além de um melhor neuro-desenvolvimento precoce e evolugdo
neuroldgica a longo prazo, as novas terapias alternativas também objetivam um crescimento corporal
normal, com auséncia de deficiéncias nutricionais e o0 bem-estar psicossocial do paciente, que se tornou
um ponto-chave nos propdésitos do tratamento da PKU (72).

Em situag¢Oes muito particulares de doentes PKU, o transplante parcial do figado permitiu corrigir
o fendtipo metabdlico PKU. No entanto, devido aos riscos associados a este tipo de cirurgia e a
imunossupressdo requerida ao longo da vida, o transplante hepatico ndo é uma pratica rotineira nestes
casos (73).

4.1. Terapéuticas em utilizagdo
4.1.1. Dieta

Dieta restrita em L-Phe é definida como uma dieta baixa em alimentos naturais ricos em
proteinas (23). Varios alimentos como ovos, leite, queijo, carnes, aves, peixes, feijoes secos e legumes
gue sdo ricos em proteinas sdo excluidos da dieta (74).

Ap6s o nascimento e diagndstico, o tratamento usado como dieta restrita em L-Phe baseia-se no
aporte de pequenas quantidades de L-Phe provenientes do leite materno ou através de formulas infantis
comerciais. Quando se trata de criangas mais velhas, calcula-se a ingestao diaria de proteina, atribuindo-
se um determinado nimero de gramas ou unidades de proteina que a crianca deve ingerir por dia,
dependendo das concentracdes plasméticas longitudinais de L-Phe (3).

E de salientar que a reducéo na quantidade de L-Phe proveniente da dieta devera ser ponderada
de modo a atingir um nivel que possibilite o crescimento e desenvolvimento normais, sem que haja ao
mesmo tempo valores muito elevados nas concentracdes sanguineas de L-Phe. As formulas médicas
disponiveis para o tratamento da PKU sdo normalmente ricas em L-Tyr devendo apresentar uma
quantidade minima ou serem mesmo isentes de L-Phe e, juntamente com o leite materno, sdo
consideradas as principais fontes de fornecimento de quantidades adequadas do aminoacido essencial
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L-Phe. A medida que a crianca cresce o leite materno ou as formulas infantis comercializadas vao sendo
substituidas por frutas, vegetais e alimentos a base de amido. Estas orientacdes devem ser completadas
com recomendac0es dietéticas feitas por um nutricionista, geralmente baseadas no calculo da ingestdo
diaria de L-Phe permitida tendo em conta as concentragdes sanguineas de L-Phe que o individuo
apresenta (74).

E importante haver uma monitorizacao frequente dos doentes sujeitos a este tipo de tratamento,
uma vez que é necessario ter em mente, os fatores que podem estar a afetar os niveis de L-Phe, que
normalmente variam de individuo para individuo. Entre estes fatores temos o tipo de mutagéo,
crescimento, grau da doenca e ingestdo de L-Phe superior as necessidades diarias do doente (74).

Em conclusdo, a dieta restrita em L-Phe apresenta vantagens claras e ja descritas, como por
exemplo, a prevencdo no aumento das concentragdes sanguineas de L-Phe, que por sua vez melhora o
desempenho neuroldgico e psicoldgico, evitando o desenvolvimento de alteracfes psico-motoras. No
entanto, existem desafios inerentes ao tratamento dietético que devem ser levados em conta: risco de
desequilibrios de nutrientes dietéticos essenciais, 0 cumprimento da dieta e a exigéncia de apoio social

@).
4.1.2. Tetrahidrobiopterina (BH,) / Cloridrato de sapropterina

Por ser cofator natural da hPAH, a tetrahidrobiopterina (BH4) quando ausente, origina ndo s a
hiperfenilalaninémia, devido a disfungdo da PAH, como também promove a disfungdo da tirosina e
triptofano hidroxilases que sdo os principais responsaveis pelas manifestacbes neuroldgicas graves
provenientes dos défices de neurotransmissores, nos diferentes sindromes que envolvem a deficiéncia
em BH. (75).

Em 1999 Kure e colaboradores identificaram muta¢6es PKU associadas a um fen6tipo sensivel
a BHa. Esses doentes mostraram ser sensiveis & administracdo de doses farmacologicas exdgenas de
BHa, as quais contribuiram para um aumento da atividade da hPAH e consequente reducdo da L-Phe
circulante, uma medida terapeuticamente relevante (76,77).

O dicloridrato de sapropterina (Kuvan, Biomarin Pharma) é uma forma sintética da BH, ativa
para administragdo por via oral que recebeu designagio “Orfa” para o tratamento da PKU. O Kuvan
mostrou ser uma terapia segura e eficaz em doentes portadores de HPA e PKU leve a moderada em
ensaios clinicos de fase Il e 111 (78).

O Kuvan, em doses farmacoldgicas, atua como um chaperone farmacolégico, permitindo o
folding das variantes proteicas contribuindo assim para um aumento da estabilidade da PAH (79).
Porém, nem todos os doentes com deficiéncia em PAH respondem a BH e entre aqueles que o fazem,
existe uma vasta gama de extensdo da resposta. Por esta razdo, antes da instauragdo desta terapéutica
deve ser efetuada uma avaliacdo por via oral, para averiguar se o doente é responsivo ou ndo ao
tratamento com BH4. Existem diferentes protocolos desenvolvidos para esta avaliagdo. No entanto, nos
centros europeus sdo geralmente aplicados testes mais curtos, conforme os propostos por Blau e
colaboradores (80). Esta avaliagdo consiste na administracdo de uma solucdo de 20 mg/kg/dia de BHa4,
acompanhada de monitorizacdo dos niveis sanguineos de L-Phe as 0, 8, 16 e 24 horas, durante dois dias
consecutivos. Ao iniciar estes ensaios recomenda-se que 0s niveis basais de L-Phe sejam superiores a
400 umol/L e que os niveis sanguineos de L-Phe sejam cuidadosamente monitorizados durante os dias
anteriores, para que n3o haja resultados falsos-positivos ou -negativos. E considerado um resultado
positivo (doente BHas-responsivo) quando ha um decréscimo de pelo menos 30% nos niveis sanguineos
de L-Phe, em relacédo ao valor basal. A resposta é negativa quando ha uma reducdo de menos de 20%
do basal. Se a reducdo for entre 20% e 30% deve-se aplicar um protocolo mais prolongado (1 a 3
semanas) e que inclua medi¢des da concentracdo sanguinea de L-Phe diarias, a fim de estabelecer a
capacidade de resposta da BH4 (72).
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O uso da BH4 durante a gravidez € também uma opc¢éo valida para alcangar os niveis sanguineos
desejados de L-Phe durante a gravidez de modo a evitar danos ao feto (PKU maternal) (72).

Em suma, pode-se considerar que o tratamento com sapropterina proporciona ndo sé redugoes
significativas e estaveis das concentragdes séricas de L-Phe, mas também o aumento da tolerdncia
dietética de L-Phe, nos doentes PKU que respondem a este tratamento. Apesar da monitorizacao
continua das concentragGes sanguineas de L-Phe requerida no tratamento com sapropterina, 0 sucesso
do mesmo € inegavel, ja que permite um abrandamento na dieta altamente restritiva (81).

4.1.3. LNAA

Como referido anteriormente, os LNAA (incluindo a L-Phe) possuem uma caracteristica em
comum, que € o fato de utilizarem o mesmo transportador (LAT1) para atravessarem a BBB. Este fato
faz com que haja uma competicdo entre eles ao longo da barreira hematoencefélica. Assim sendo,
quando se aumenta a concentracdo de LNAA no sangue, hd uma diminui¢do da entrada de L-Phe para
0 cérebro. Existe um mecanismo similar ao longo do trato gastrointestinal, em que a L-Phe é menos
absorvida no intestino, quando existe uma grande suplementacdo de LNAA (1). Na realidade, em
ensaios efetuados em doentes PKU, aos quais foi administrado LNAAs durante duas semanas, verificou-
se uma reducdo significativa na concentracdo de L-Phe no sangue (LNAA competem com o transporte
de Phe no trato gastrointestinal). Estes dados sugerem que a adi¢cdo dos LNAA na dieta de doentes PKU
pode reduzir os niveis sanguineos de LPhe (82).

A suplementacdo oral com LNAA contribui também para uma melhoria do funcionamento
neuropsicoldgico de doentes PKU, tendo em conta que diminui as concentracdes de L-Phe no cérebro.
Dependendo da composi¢do do suplemento, da dosagem, da via de administragdo e da duragdo do
periodo de suplementacdo, assim serdo os resultados conseguidos com o tratamento (83,84).

Apesar das vantagens que a suplementacdo com LNAAs apresenta, a eficacia da mesma na
reducdo dos niveis séricos de L-Phe ainda é limitada e necessita de estudos adicionais. Os ensaios
efetuados até a data promoveram a avaliacdo dos LNAA apenas para tempos curtos e com ndmero
limitado de doentes utilizando doses varidveis (250-1000 mg de LNAA/kg/dia) e diferentes
formulag6es(85).

Ainda ndo se sabe 0 qudo vantajoso os LNAA sdo em relagdo as preparacOes de aminoacidos atuais
e parece improvavel que os LNAA sejam prescritos como tratamento Gnico, sem restricdes de L-Phe,
pelo menos durante a infancia ou em mulheres gravidas com PKU. No entanto, pode ser uma abordagem
atil para adultos, na medida em que melhora a clinica dos individuos incapazes de seguir a dieta restrita
em L-Phe, além de melhorar as fun¢des executivas dos mesmos (1,84,86).

4.2. Terapéuticas em desenvolvimento

4.2.1. Terapia Enzimética
4.2.1.1. PEG-PAL

Existem algumas variantes da PKU, como por exemplo, a hiperfenilalaninemia ndo-PKU e as
formas mais graves da PKU classica, que tendem a ndo responder ao tratamento com BH.. Esta auséncia
de resposta a BH4 deve-se possivelmente a inexisténcia de atividade residual de hPAH suficiente para
ser recuperada. Ao contrario do tratamento com BHs, a resposta a uma terapia enzimética nao dependera
do gendtipo do doente PKU, apresentando assim uma vantagem para os individuos que ndo respondem
ao tratamento com BHs (3).
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A terapia enzimatica para PKU apresenta-se como uma opcéao terapéutica para reducao dos
niveis séricos de L-Phe, através da introducéo de enzimas metabolizadoras daquele aminoécido, sendo
assim capazes de alterar o fen6tipo metabdlico da PKU, independentemente do gendtipo (84). Esta
terapia pode ser feita tanto por reposicdo enzimatica com a PAH como por substituicdo com a
fenilalanina amoénia liase (PAL; E.C.4.3.1.5) (87). Na Figura 6 é possivel observar que a PAL catalisa a
desaminacdo da L-Phe em amoénia livre e &cido trans-cindmico. Além disso, pode atuar como um
substituto da hPAH que se encontra deficitaria, uma vez que converte o excesso de L-Phe sistémica nos
produtos acima referidos (84,88).

N __PAL NN NH,
HyN* 5" o ':::::'f—' H
L-Phe Acido trans-cinamico

Figura 1.6. Reacdo catalisada pela fenilalanina amonia liase (PAL). Esta enzima ao degradar a L-Phe d& origem a &cido trans-
cinamico e aménia (72).

Os primeiros estudos envolvendo a PAL foram efetuados no inicio dos anos 90. Foram ja
ensaiadas apresentacdes orais e implantacdo subcuténea de biorreatores contendo PAL, mas ambas as
aproximacdes ndo mostraram resultados satisfatorios (89-91). Em contrapartida no modelo animal da
PKU classica (ratos Paht™?) injecOes subcutaneas da enzima PAL eram eficazes na correcdo completa
das concentragdes sanguineas de L-Phe e, com injecGes semanais da enzima, era possivel manter este
efeito por até um ano (92). Para melhorar a estabilidade da enzima esta foi peguilada com polietileno
glicol (PEG-PAL). Esta formulag&o encontra-se ja em ensaios clinicos de Fase 111 em humanos (injecéo
subcutanea em dose Unica). Durante estes ensaios clinicos observou-se uma redugdo nos niveis
sanguineos de L-Phe quando foi usada a dose mais elevada testada. No entanto, a administragéo de PEG-
PAL tem aumentado a resposta imunitaria aquando de administracdes repetidas (1).

4.2.2. Probi6ticos

Por definicdo os probidticos sdo "microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficios a satde do hospedeiro" (93). O Bifidobacterium e os
Lactobacillus (LAB) sdo 0s microrganismos mais comumente usados como probi6ticos (94).

Devido ao fato das doencas metabdlicas serem potenciais causadoras de acumulacdo de
metabolitos a niveis toxicos, o que potencialmente resulta num dano para o organismo, tém sido
efetuados estudos utilizando probi6ticos geneticamente modificados e que expressam enzimas
metabolicas (6).

A PKU é um exemplo de doenca metabdlica que pode beneficiar com a utilizacdo de probidticos
para a entrega da enzima PAL no intestino (6). Por ja ter sido expressa em organismos geneticamente
modificados, a PAL foi administrada oralmente em microrganismos em modelos de ratos Pahf"™2, O
primeiro estudo realizado (1999), mostrou que a administracdo oral de PAL expressa em E. coli
geneticamente modificada em ratos Pah&"? levou a uma reducgéo de 31% nos niveis plasmaticos de L-
Phe apds uma hora, com posterior reducdo de 44%, observada apés duas horas (87,95-98). Apesar do
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observado, sabe-se que a E. coli manipulada pode ter consequéncias nefastas, uma vez que, em seres
humanos, a interacdo com o seu equivalente wild type pode torna-la patogénica ou entdo alterar a
composicao da microbiota do Iimen (6). No entanto, a E. coli coloniza preferencialmente o intestino
grosso e a maioria dos aminoacidos provenientes da dieta, incluindo a L-Phe, sdo absorvidos na regido
distal do intestino delgado (99).

Resultados obtidos num outro estudo mostraram uma diminuicéo significativa nos niveis de L-
Phe num grupo de ratos portadores de hiperfenialaninemia tratados com PAL expressa em L. lactis
(formulacdo oral), em relacdo ao grupo controlo, apds nove dias de tratamento. E de salientar que a L.
lactis, exerce os seus efeitos benéficos, principalmente no intestino delgado. Posteriormente a PAL
expressa em L. lactis foi administrada oralmente a ratos com hiperfenilalaninemia (95). Por terem sido
utilizados animais que ndo representam um modelo de PKU ortélogo humano, a redugdo significativa
de L-Phe obtida nos ratos tratados neste estudo terdo que ser confirmados em modelos ort6logos de PKU
humana, como os ratos Pah®™? (6,95).

Apesar da exigéncia de mais estudos para a avaliacdo da seguranca e eficacia dos probidticos
geneticamente modificados, estes parecem ser Uteis como terapia alternativa para a PKU, permitindo o
abrandamento da dieta restrita em L-Phe (6).

4.2.3. Terapia Génica

Ao longo das duas Ultimas décadas, diferentes grupos de investigagdo tém focado os seus
estudos na terapia génica como tratamento para a PKU, resultando em progressos importantes
nomeadamente na utilizacdo de vetores derivados de adenovirus direcionados para o figado (100).

O rAAV é um vetor recombinante associado ao adenovirus que mostrou produzir uma resposta
imune menor do que os vetores utilizados nos ensaios iniciais, para além de desencadear menos efeitos
colaterais, 0 que permite o sucesso do tratamento a longo prazo. Na realidade, em modelos de ratos
PahE"2, foi possivel observar uma corregdo da hiperfenilalaninemia durante o periodo de um ano com
a terapia génica direcionada para o figado (72,100,101). Contudo, uma correcao definitiva da atividade
da hPAH néo é possivel, pois 0 genoma do vetor ndo se integra no DNA dos hepatécitos, sendo que
havera sempre eliminacdo de genomas do vetor episomal AAV devido a regeneracdo dos hepatocitos
(84).

Através de estudos, também realizados em modelos de ratos Enu, foi possivel demonstrar que a
terapia génica pode ter como alvo tecidos ndo-hepéticos, como por exemplo o muasculo esquelético
(102). Por nao sofrer divisdo celular continua, o misculo apresenta-se como um érgdo alvo de interesse
para a terapia génica e, além disso é mais facilmente acessivel (72).

Outra abordagem existente na terapia génica € a utilizagdo de antibioticos aminoglicosideos para
a leitura sequencial in vitro de muta¢Ges nonsense da PAH. A utilizagdo destes antibidticos, tais como a
gentamicina e G-418, tem como objetivo promover a leitura sequencial de coddes STOP que sdo
inseridos precocemente através da presenca de uma mutacdo nonsense (aproximadamente 10% dos
doentes PKU), resultando assim na producéo da proteina (84,103).

A eficécia dos aminoglicosideos foi avaliada apenas num sistema de expressdo in vitro em duas
linhas celulares de mamifero (COS-7 e 293 HEX), pelo que ndo se conseguiu determinar ainda se o
nivel de leitura no figado é suficiente para restaurar a tolerancia a L-Phe. E de realcar que nenhum dos
modelos de ratos Pah®"? e PahE"! (PKU moderada) é portador de uma mutagéo nonsense pelo que os
ensaios nos modelos animais disponiveis ndo podem ser efetuados (84).

14



4.2.4. PAH-tag

Como ja foi visto anteriormente, novas abordagens para o tratamento da PKU tém sido sugeridas
nos Ultimos anos, incluindo a terapia génica e a terapia de substituicdo enzimatica, utilizando a enzima
PAL derivada de levedura, que se converte num metabolito indcuo a Phe. Por permanecerem ainda fora
da pratica clinica, estas novas ideias, apesar de serem promissoras, deixam a confianc¢a limitada a dieta
restrita em Phe, que é o Unico tratamento utilizado para a PKU atualmente (87,100,104,105).

Para além das abordagens ja referidas, outras igualmente recentes e promissoras tém surgido no
mundo da investigacdo. Uma delas assenta na utilizacdo dos mecanismos de delivery de proteinas
guando estas se encontram associadas a pequenos péptidos (proteinas de fusdo) conhecidos como
dominios de transducéo proteica. Estes pequenos péptidos facilitam a entrada das proteinas de fuséo
atraveés das membranas de uma grande variedade de células eucaridticas (105).

Os dominios de transducéo proteica sdo considerados ferramentas promissoras para delivery de
proteinas, embora ndo se conheca ainda o verdadeiro mecanismo de agdo pelo qual ocorre o processo
de internalizacdo. Isto deve-se ao fato do processo de internalizacdo ndo envolver nem endocitose
mediada por recetor (dependente de clatrina) nem a fagocitose (105).

Entre os varios dominios de transducdo proteica que existem, o mais estudado até a data é o
TAT (transativador da transcri¢do do virus HIV). Foi ja comprovado que as proteinas de fusdo com TAT
sdo eficientemente entregues em células em cultura, tecido intacto e tecidos vivos (quando injetados em
ratos). Adicionalmente, as proteinas entregues por este péptido mantém a sua atividade apos a
internalizagdo (105-107).

Com base em estudos sobre a farmacocinética da proteina de fusdo TAT [-galactosidase,
observou-se que o figado é o 6rgdo-alvo principal para delivery desta proteina de fusdo. No caso da
hPAH, o 6rgdo alvo é o figado o que implica que a hPAH humana pode ser fundida com TAT para
construgdo de uma proteina de fusdo direcionada para o figado e potencialmente candidata para o
tratamento tanto da PKU, como de outras doencas metabolicas raras (105).

4.2.5. Chaperones Farmacologicos

Os chaperones farmacoldgicos tém como funcéo induzir a estabilidade conformacional de
proteinas alvo misfolded por meio de interacdes especificas e reversiveis a estas mesmas proteinas,
aumentando, deste modo a disponibilidade de espécies de proteinas funcionais na célula (108,109).

Por norma, as pequenas moléculas que atuam como chaperones farmacolégicos deverdo
obedecer aos seguintes critérios (110): (i) a proteina alvo deve ter uma mutagdo que a desestabilize, mas
nado que a inative; (ii) por se ligarem com alta afinidade, os chaperones farmacolégicos podem ser usados
em baixas concentrages; (iii) os inibidores especificos funcionam melhor do que os estabilizadores ndo
especificos; (iv) os chaperones farmacoldgicos sdo eficazes se uma pequena quantidade de proteina
poder fazer uma grande diferenca (threshold).

Por definicdo os ligandos naturais de uma proteina também podem atuar como chaperones
farmacoldgicos quando se ligam & proteina alvo. Estes ligandos naturais incluem cofatores, agonistas e
antagonistas, inibidores competitivos e ligandos de proteinas (108,111). Um caso tipico é a utilizagdo
da BH4 (cofator da hPAH) como chaperone farmacoldgico para estabilizacdo de variantes misfolded da
hPAH (110,112-114). A resposta de BH, foi analisada no modelo de ratos Pah®™* (PKU moderada)
onde foi verificado que a perda da funcdo da hPAH foi consequéncia da perda da propria proteina, e isto
é, consequéncia de misfolding, agregacdo e degradacéo rapida da enzima. Também se observou que a
BH4 promove uma estabilizagcdo conformacional capaz de atenuar esta triade, levando ao aumento dos
niveis intracelulares de uma forma de hPAH funcional, capaz de resgatar o fen6tipo bioquimico e a
funcéo da enzima in vivo (110).
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A identificacdo de derivados de BH4 ou de novas moléculas que também estabilizem a hPAH
surge como objetivo para o desenvolvimento de novos chaperones farmacol6gicos com propriedades
farmacéuticas mais favoraveis no que diz respeito a sintese, biodisponibilidade e estabilidade (110).

Através de uma abordagem integrada de descoberta de farmacos utilizando num primeiro passo
uma triagem virtual estrutural conseguiu-se identificar, a partir de uma biblioteca quimica, 84 moléculas
candidatas com potencial para se ligarem ao sitio ativo da hPAH. De entre aquelas moléculas, duas
(benzil hidantoina e 6-amino-5-benzilamino-uracilo) apresentaram capacidade para estabilizacdo da
hPAH, aumentando substancialmente a oxidagdo da L-Phe in vivo e reduzindo consequentemente as
concentragdes séricas de Phe nos ratos Pah®™* (115).
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1. OBJETIVOS

A PKU é um dos exemplos mais conhecidos de doencas metabdlicas hereditarias. Os niveis
elevados de L-Phe, considerados neste caso como o agente toxico, sdo responsaveis pelo aparecimento
de danos cerebrais irreversiveis. Apesar disso, é de realcar que a PKU foi a primeira doenca metabdlica
hereditaria em que foi instaurado o rastreio neo-natal e onde foi possivel efetuar o tratamento através da
instauracdo de uma restricao dietética apropriada.

As doencas hereditérias do metabolismo, como a PKU, surgem como resultado de mutagGes em
genes gue codificam enzimas chave das principais vias metabdlicas. Estas alteracGes resultam em
défices enziméaticos uma vez que podem originar proteinas com capacidade catalitica diminuida ou
mesmo a auséncia da sua expressdo. Neste sentido, uma das abordagens mais promissoras para o
tratamento deste tipo de patologia reside na reposicao das enzimas deficitarias (terapia enzimatica de
reposicdo; ERT). No entanto, embora apresentem um elevado potencial como agentes terapéuticos, uma
vez que apresentam uma elevada especificidade e uma elevada acdo em baixas concentrac@es, devido a
natureza complexa e a instabilidade estrutural que apresentam as proteinas tém tido uma aplica¢do muito
limitada no tratamento de doencas humanas.

Atualmente a dieta restrita em proteina ainda é considerada a abordagem terapéutica mais eficaz
para a maioria dos doentes PKU. No entanto, e como referido anteriormente, esta aproximacéo dietética
€, na maioria dos casos, altamente restritiva podendo conduzir a deficiéncias nutricionais, ndo aderéncia
com consequente agravamento das altera¢fes neurolégicas, e um fator de excluséo social para o doente
e sua familia.

Os grupos Metabolism and Genetics (Met&Gen) e Nanostructured Systems for Overcoming
Biological Barriers (Nano2B) do Research Institute for Medicines (iMed.ULisboa), tém vindo a dirigir
os seus esforgos no sentido do desenvolvimento de uma nova alternativa para o tratamento da PKU
utilizando ERT por administracdo da hPAHwt. Uma vez que foi ja possivel obter uma forma estavel da
hPAHwt a qual foi encapsulada em nanoparticulas (NPs) de quitosano (CS) propomos dar continuidade
a este estudo.

Assim, este trabalho tem como objetivo avaliar a eficacia das formulagdes de NPs desenvolvidas
através da realizacdo de ensaios de uptake em células apropriadas nomeadamente células HEK-293T.
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I1l. MATERIAIS E METODOS

1. Materiais

1.1. Reagentes

O isopropil-1-tio-B-D-galactosideo (IPTG) e a lisozima foram adquiridos a Nzytech. O sulfato
de amonio ferroso, é proveniente da Merck, enquanto que o inibidor de proteases fluoreto de fenil-
metilsulfonilo (PMSF) foi adquirido a Sigma-Aldrich.

Para a determinacéo da atividade enzimatica, além do tampao Na-Hepes utilizou-se o substrato
L-Phe (Sigma), a catalase (Roche), o sulfato de amonio ferroso e o ditiotreitol (DTT), estes Ultimos
adquiridos a Merck; a tetrahidrobiopterina (BH,) foi adquirida a Sigma-Aldrich.

O quitosano (CS) de baixa massa molecular (50-190 kDa), com um grau de desacetilagdo de
91.8% e o tripolifosfato de sédio (TPP) foram adquiridos a Sigma-Aldrich. Os agentes modificadores
das NPs, designados por agentes 1, 2, 3, 4 e 5 por questdes de confidencialidade, foram adquiridos a
Soliance (agentes 1, 2 e 3), Roquette Corporate (agente 4) e Sigma-Aldrich (agente 5).

O meio RPMI 1640, o soro bovino, a penicilina G sédica, o sulfato de estreptomicina e a L-
glutamina forma adquiridos a Life Technologies.

1.2. Células, estirpe de bactérias e vetores de expressao

Para a producdo da proteina PAH recombinante foram utilizadas células de Escherichia coli
TOP10 (F, mcrA A (mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 (ara-leu)7697
galU galK rpsL endAl nupG) e o sistema de expressdao procariota pTrcHisB, ambos provenientes da
Invitrogen. O sistema de expressdo procariota pTrcHis encontra-se previamente validado no
laboratério. O cDNA hPAH (GenBank U49897) também se encontrava ja clonado no local BamHI do
sitio de clonagem multipla (MCS) do vetor de expressao procariota pTrcHisB (Invitrogen) (116). Este
vetor apresenta a montante do MCS (Figura em Anexo): (i) o promotor trc (Ptrc), constituido por uma
parte da sequéncia do promotor trp e parte da sequéncia do promotor lac (trp-lac); (ii) a sequéncia do
gene Laclq que codifica a proteina repressora Lac; (iii) um potenciador de traducéo, proveniente do
gene 10 do bacteriéfago T7; (iv) a sequéncia de reconhecimento de liga¢&o ao ribossoma (RBS); (v) 0
coddo de iniciacdo da traducdo ATG; (vi) uma sequéncia de seis coddes CAT que codifica o péptido
hexa-histidil (6xHis), com afinidade para metais e que permite a posterior purificagdo da proteina
recombinante por cromatografia de afinidade com ides metélicos (Immobilized Metal Affinity
Chromatography; IMAC); (vii) a sequéncia codificante do epitopo Xpress (Asp-Leu-Tyr-Asp-Asp-Asp-
Asp-Lys) e; (viii) a sequéncia codificante do péptido reconhecido pela enterocinase (EK; Asp-Asp-Asp-
Asp-Lys-|-X) e que permite a posterior clivagem e remoc¢éo do péptido de fusdo. Este vetor apresenta
ainda a marca de resisténcia a ampicilina (Amp) e a origem de replicagdo ColE1.

Nos estudos com cultura de células, utilizaram-se duas linhas celulares, as células HEK-293T
(human embryonic kidney epithelial cell line, ATCC CRL-11268) e células HepG2 (human
hepatocellular carcinoma cell line, ATCC HB-8065).
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2.  Meétodos

2.1. Expressdo da Proteina Recombinante

Para proceder a expressdo das proteinas hPAH na forma selvagem (hPAHwt) uma aliquota de
100 pL de células de E. coli TOP10 competentes, foram transformadas com 10 ng de DNA respetivo (5
uL). Estas células foram incubadas durante a noite (O.N.), a 37°C, ap6s espalhamento em meio LB
solido (triptona 1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 0,17 M, pH 7, agar 1,5%) contendo Amp (LB/Amp),
sempre numa concentracao de 50 ug/mL. Dos transformantes obtidos, foi selecionada uma col6nia bem
isolada, para inocular 5 mL de meio LB liquido (triptona 1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 0,17 M,
pH 7) contendo Amp.

Apos incubagdo com agitagdo durante a noite, a 37°C, a suspensao bacteriana foi diluida para 1
L (1:200) no mesmo meio de cultura, tendo sido colocada em agitacdo constante (= 200 rpm; agitador
orbital Selecta Rotabit 3000974) até apresentar uma absorvancia a 600 nm de =~ 0,6 (Asoo nm). Neste
momento, a expressao das proteinas recombinantes foi induzida pela adigdo de 1 mM de IPTG, sendo
também adicionado 0,1 mM de sulfato de aménio ferroso. Apds um periodo de incubagéo de 4 horas, a
37°C, o sedimento bacteriano foi obtido por centrifugagdo a 3220xg (Eppendorf centrifuge 5810 R),
durante 15 minutos a 4°C. O sedimento celular foi armazenado a -20 °C por periodos nunca superiores
a trés meses, até posterior utilizagao.

Para se proceder a lise celular, o sedimento obtido foi ressuspenso em tampdo de lise (50 mM
fosfato de potéassio, pH 7,8, 300 mM NaCl; 10% de glicerol) contendo lisozima (1 mg/mL) e PMSF (1
mM) na proporcédo de 1 L cultura/10 mL de tampé&o de lise. Ap6s incubagdo, durante 30 minutos, a 4°C,
as células foram lisadas num sonicador VibraCell (Sonics Materials), através da aplicacdo de 3 ciclos
(duty free cycle de 50%) de 60 segundos cada. Entre cada ciclo o lisado celular foi mantido a 4°C,
durante 20 segundos, para permitir o arrefecimento da amostra. A suspensdo obtida foi centrifugada a
12800xg, durante 40 minutos, a 4°C, para separar 0s residuos membranares da fracdo citoplasmatica
soluvel. Ao sobrenadante obtido (fragdo soluvel) foi adicionado imidazol e B-mercaptoetanol numa
concentracdo final de 10 mM em cada.

2.2. Processos cromatograficos para purificacdo das formas tetraméricas da proteina
recombinante

2.2.1.Cromatografia de Afinidade com 18es Imobilizados (IMAC)

As proteinas de fusdo expressas em E. coli foram purificadas por IMAC, usando a resina Ni-
NTA (Qiagen) na proporcdo de 10 mL de lisado / 500 uL de resina. Antes de ser colocada na coluna, a
resina foi sujeita a trés lavagens sucessivas com 1 mL de agua Milli-Q seguidas de um passo de
acondicionamento (3x 1 mL de tamp&o de lise contendo 10 mM de imidazol). Entre cada passo de
lavagem e acondicionamento, a suspensao foi centrifugada a 360xg, durante 2 minutos, a 4°C, tendo-se
desprezado o sobrenadante. A resina foi entdo colocada em contato com o lisado celular durante 1 hora,
a 4°C, com agitacdo constante. A suspensdo foi posteriormente introduzida em colunas cénicas de
polipropileno (0,8 x 4 cm), com 9 cm de altura (poly-prep; Bio-Rad) e a solu¢do de passagem (flow-
through) recolhida. A purificacéo das proteinas foi efetuada a 4°C, utilizando o tampdo de lise contendo
concentracdes crescentes de imidazol (gradiente). Assim, num primeiro passo procedeu-se a lavagem
da coluna pela passagem de tamp&o de lise contendo: (i) 20 mM imidazol (2x 5 mL); (ii) 50 mM imidazol
(2x 5 mL) e; (iii) 75 mM de imidazol (1x 5 mL). A elui¢do das proteinas de fusdo foi efetuada pela
passagem de seis fragoes de 500 ul de tampao de lise contendo 250 mM de imidazol.
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2.2.2. Cromatografia de Exclusdo Molecular (SEC)

A separagdo das formas oligoméricas da proteina hPAHwt foi efetuada por SEC. Esta técnica
permitiu isolar as formas tetraméricas, usadas posteriormente nos ensaios.

Assim, foi utilizado o sistema de FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) AKTA Prime
Plus (GE Healthcare), equipado com um detetor de UV (A 280 nm) e um coletor de fracbes. A separacéo
cromatografica foi efetuada, a 4°C, numa coluna pré-empacotada HiLoad 16/60 Superdex 200 (GE
Healthcare) e utilizando como fase movel o tampdo SEC (Na-Hepes 20 mM, pH 7,0, 200 mM NaCl) o
qual foi bombeado a um caudal de 0,7 mL/min.

Como marcador de massas moleculares (MW) foi utilizado o Gel filtration standard (Bio-Rad)
composto por tiroglobulina (670 kDa), gamaglobulina bovina (158 kDa), ovalbumina (44 kDa),
mioglobina (17 kDa) e vitamina B1, (1,35 kDa) e uma mistura de proteinas, adquiridas a Sigma, de grau
de pureza adequado para SEC constituida por apoferritina (443 kDa), desidrogenase alcodlica (150 kDa)
e albumina (66 kDa) numa concentragdo de 5 mg/mL em cada.

Apos separacdo a determinacdo da percentagem relativa das diferentes formas oligoméricas da
hPAHwt foi efetuada por deconvolucdo dos cromatogramas utilizando o software de analise
cromatografica PeakFit (Seasolve).

A fracgdo tetramérica foi recolhida tendo sido posteriormente concentrada por ultracentrifugacao,
utilizando as membranas Amicon Ultra 15 (MWCO de 50 kDa; Millipore) até obtencdo de uma
concentragdo de =~ 9 mg/mL.

2.3. Quantificacdo Proteica

A concentragdo das proteinas recombinantes foi determinada colorimetricamente por dois
métodos de quantificacdo proteica, utilizando a albumina de soro bovino (BSA) como solugéo padrao.
Um dos métodos utilizados foi o0 método de Bradford (117), onde foi utilizado o reagente de Bradford
(Bio-Rad Protein assay; Bio-Rad). As leituras de absorvéncia foram efetuadas a um A de 595 nm num
espectrofotometro Shimadzu (modelo UV1800). No método do acido bicinconinico (BCA) (118), o
reagente utilizado foi o BCA (Sigma) e as leituras foram efetuadas a um A de 562 nm num
espectrofotometro Shimadzu. Todos os ensaios foram realizados em triplicado.

2.4. Andlise por Eletroforese (SDS-PAGE)

Quando necesséario, a proteina em estudo foi analisada por separacéo eletroforética em gel de
poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE) segundo o método descontinuo de Laemmli (119). Foi
utilizada uma concentragdo de 10% de acrilamida/bisacrilamida (30% T e 2,6% C; Bio-Rad) no gel de
separacao e um tampdo constituido por 0,375 mM Tris-HCI, pH 8,8, 0,1% SDS. O gel de concentragdo
foi preparado de modo a conter acril/bisacrilamida a 4% e o tamp&o constituido por 0,125 mM Tris-
HCI, pH 6,8, 0,1% SDS. O tampéo de eletroforese utilizado foi constituido por Tris base 62,5 mM;
glicina 192 mM; SDS 0,1%; pH 8,3. As amostras foram aplicadas no sistema de separacdo apds
aquecimento durante 10 minutos a 95°C em solucdo de deposicdo (62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8, 20%
glicerol, 2% SDS, 0,025% azul de bromofenol e 5% B-mercaptoetanol). A eletroforese foi realizada
num sistema vertical Mini-PROTEAN® Tetra handcast (Bio-Rad). Para induzir a separacéo
eletroforética, foi aplicada uma corrente constante de 30 mA. Apés a separacdo eletroforética as
proteinas foram visualizadas mediante a utilizacdo do corante BlueSafe (Nzytech).

A massa molecular da proteina em estudo foi determinada por compara¢do com o perfil
eletroforético do marcador de massa molecular pré-corado NzyColour protein marker Il (Nzytech)
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constituido por proteinas com massas moleculares de: 11, 17, 20, 25 (verde), 35, 48, 63, 75 (rosa), 100,
135, 180 e 245 kDa. O grau de pureza e a avaliagdo da proteina hPAHwt nos ensaios de libertacdo foi
determinado por digitalizacdo dos géis obtidos seguidos de analise densitométrica com recurso ao
software de processamento grafico ImageJ (120).

2.5. Determinacdo da Atividade Enziméatica

A avaliacdo da atividade enzimaética especifica da hPAHwt foi efetuada por quantificacdo da
tirosina formada por unidade de tempo e em funcao da quantidade de proteina presente no meio reacional
(nmol Tyr.mint.mg?), de acordo com o método descrito por Martinez et al. (50), com algumas
modificacdes. Brevemente, a rea¢do enzimatica decorreu na presenca de oxigénio atmosférico, a
temperatura de 25°C, num volume reacional de 200 pL contendo tamp&o Na-Hepes 100 mM; pH 7,0;
0,1 mg/mL de catalase; 1 mM de L-Phe e 5 pg de hPAHwt (tetrameros), de acordo com Leandro et al.,
(116). Apos a pré-ativagdo pelo substrato (durante 4 minutos) foi adicionado sulfato de amonio ferroso
(100 uM), tendo a mistura reacional sido incubada por mais 2 minutos. Findo este tempo deu-se inicio
a reagdo enzimatica pela adi¢do de 75 uM de BH4 contendo 5 mM DTT (Merck). Ao fim de 1 minuto,
a reacdo foi parada pela adicdo de 200 pulL da mistura etanol/acido acético (98:2), sendo seguidamente
centrifugada a 4 °C, durante 5 minutos, a 12000xg. O sobrenadante obtido foi armazenado a -20°C até
posterior analise. Os ensaios enzimaticos foram todos realizados em triplicado.

Para quantificagdo da L-Tyr formada foi utilizado um sistema de HPLC (Waters 2695) equipado
com um injetor automatico e um detetor de fluorescéncia com os comprimentos de onda de excitagdo
(Mexc) € de emissdo (hem) ajustados para 274 nm e 304 nm, respetivamente. A separacdo foi efetuada
numa coluna de fase reversa LiChroCART 60 (Merck), utilizando como fase mével a mistura
etanol/H,O (20/80) bombeada com um caudal de 1 mL/min, de acordo com o método descrito por
Kand’ar et al. (121).

Todas as amostras foram injetadas em duplicado. A quantificacdo da L-Tyr formada foi efetuada
utilizando uma curva de calibracdo apropriada (0,5 a 100 uM em L-Tyr).

2.6. Caracterizacao do Perfil de Estabilidade Térmica

O perfil de estabilidade térmica da proteina hPAHwt recombinante foi obtido por fluorimetria
diferencial de varrimento (differential scanning fluorimetry; DSF) utilizando o sistema de PCR em
tempo real C1000 Touch thermal cycler (Bio-Rad) equipado com um maédulo ético reacional CFX96.

Os ensaios foram efetuados em placas de PCR de 96 pogos num volume final de 50 uL contendo
SYPRO-Orange (Invitrogen) numa concentracédo final de 2,5x e hPAHwt a 0,1 mg/mL. A intensidade
de fluorescéncia foi medida através do canal FRET, de 25 a 70°C (patamar de 1 seg cada 0,2 °C). A
partir das curvas de desnaturacdo obtidas foram determinados 0s Tm’s recorrendo ao software GraphPad
Prism 6 v6.01, ajustando os valores obtidos experimentalmente a uma equacao bifasica.

2.7. Preparacdo das Nanoparticulas (NPs)

A preparacdo de NPs foi efetuada recorrendo a protocolos de gelificagdo ionica, previamente
descritos (122,123), onde foram introduzidas algumas modifica¢fes. As solugbes stock de CS e TPP
foram preparadas em concentra¢cdes de 10 mg/mL em 1% (v/v) de acido acético e agua MilliQ,
respetivamente. Adicionalmente, foram utilizadas solucGes de agentes modificadores das NPs, com o
intuito de verificar se as mesmas podiam melhorar as propriedades da proteina e as caracteristicas de
encapsulacdo. Os agentes modificadores utilizados foram os agentes 1, 2, 3, 4 e 5 em que a concentragéo
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das solugdes stock do agente 1, 2 e 3 se encontravam a 0,25 mg/mL e dos agentes 4 e 5a 10 mg/mL. As
solucdes stock de TPP e dos restantes agentes modificadores foram diluidas em tampédo SEC para as
concentragdes desejadas. A concentracdo da proteina hPAHwt nas formulacdes foi sempre de 250
ug/mL (concentracdo final). Este valor encontra-se otimizado por trabalhos prévios efetuados no
laboratério (48).

Para preparacédo das NPs de quitosano (NP-CS) a solucdo de CS a 1 mg/mL foi acertada a pH
6,0 tendo havido formacgdo imediata de NPs ap6s a adicdo da solucdo de TPP numa propor¢édo
previamente otimizada de 5:1 (CS:TPP). Para a preparacao das NPs de CS contendo a proteina (hPAHwt
encapsulada), foi efetuada uma incubacgéo prévia do TPP com os tetrdmeros da hPAHwt.

Nas formulacBes onde foram utilizados os agentes modificadores (Agm), estes foram incubados
previamente com o TPP e a proteina hPAHwt, em concentracdes apropriadas de modo a manter a relagdo
de volume e as concentragbes finais desejadas. Foram assim preparadas diferentes formulacGes
designadas por NP-CSAgm1, NP-CSAgm2, NP-CSAgm3, NP-CSAgm4, NP-CSAgm5 onde foram
utilizados os agentes modificadores 1, 2, 3, 4 e 5 respetivamente. Na preparagdo das NP-CSAgm4, NP-
CSAgmb5 foi utilizada uma proporcao previamente otimizada de 2:1 (CS:Agm), enquanto para as NP-
CSAgm1, NP-CSAgm2, NP-CSAgm3, foi testada a propor¢do CS:Agm de 200:1 (carga baixa; NP-
CSAgm,) e de 66:1 (carga alta; NP-CS-Agmc,).

2.8. Caracterizacao das NPs

2.8.1. Tamanho de particula e potencial zeta

O tamanho médio das NPs foi determinado através da técnica de dispersdo dindmica de luz
(dynamic light scattering; DLS) e o potencial zeta por dispersdo de luz eletroforética, utilizando o
sistema Zetasizer Nano-S (Malvern Instruments). As amostras foram diluidas em éagua MilliQ
previamente filtrada (filtro 0,45 um; Millipore). Todos os ensaios foram efetuados em triplicado.

2.8.2. Eficiéncia de encapsulagéo

A percentagem de proteina encapsulada foi calculada indiretamente através da quantificagdo da
proteina presente no sobrenadante obtido ap6s deposicdo das NPs por centrifugacdo a 40,000xg durante
30 minutos a 4°C. Nestes ensaios a determinacdo da concentracdo proteica foi efetuada recorrendo ao
método de BCA. Todas as amostras foram analisadas em triplicado. A eficiéncia de encapsulagéo (EE)
foi determinada usando a seguinte equagdo (equacdo I11.1):

[hPAH]total - [hPAH]sob %

0 =
EE (%) [hPAH]otal

100

onde [hPAH]wt representa a quantidade total de hPAHwt adicionada em cada ensaio de
encapsulacgdo e [nPAH]sob, @ quantidade de proteina presente no sobrenadante ap6s a deposicdo
das NPs. Nestas condi¢des o parametro EE corresponde a carga em proteina das NPs.

2.9. Ensaios de estabilidade

Para efetuar os ensaios de estabilidade as formulacdes foram mantidas a 4°C e a tempos
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especificos (0, 30’,60°, 1 h, 2 h, 6 h, 24 h, 48 h, 1 semana e 2 semanas) e foram retiradas aliquotas que
foram centrifugadas a 40,000xg durante 30 minutos a 4°C. A proteina ndo encapsulada, removida ap6s
a centrifugacdo, foi quantificada (método do BCA). Em paralelo foi feita a anélise das amostras por
SDS-PAGE. Os ensaios de quantificacdo proteica foram efetuados em triplicado e a anélise por SDS-
PAGE em duplicado.

A hPAHwt ndo formulada (hPAHwt-naked), foi diluida em tamp&o de modo a obter a mesma
concentracdo das formulacfes de NPs. Estas amostras foram congeladas e utilizadas como controlo
interno sempre que era analisado uma amostra dos ensaios de estabilidade (diferentes tempos).

2.10. Cultura de células de mamiferos na presenca de NPs

Para os ensaios celulares foram utilizadas as células HEK-293T (human embryonic kidney
epithelial cell line, ATCC CRI-11268) e células HepG2 (human hepatocellular carcinoma cell line,
ATCC HB-8065). As culturas celulares foram efetuadas em meio de cultura RPMI 1640 suplementado
com 10% de soro bovino fetal, 100 unidades/mL de penicilina G sddica, 100 pg/mL de sulfato de
estreptomicina e 2 mM L-glutamina, a uma concentracdo adequada para o crescimento exponencial das
células durante o tempo do ensaio.

No dia anterior ao ensaio inocularam-se as células em T-flasks de 25 cm? com 5 mL de meio de
cultura (2x10° células/mL) e estas foram incubadas a 37°C, com controlo de humidade e 5% CO- (Nuaire
NU4750E). No dia seguinte, o0 meio de cultura foi removido tendo sido adicionado 1 mL de meio
completo fresco e 500 puLL de amostras a testar: hPAHwt naked e formulagdes de NPs. Ap6s 1,2, 4,6 ¢
14h de incubagdo o meio de cultura (“sobrenadante do meio de cultura”) foi recolhido e preservado a
4°C, enquanto que as células foram tripsinizadas com 500 pL de TripLE Express (Dissociation reagent,
Life Technologies). As células separadas por centrifugacdo a 4°C, 100xg (Beckman 64R), 5 min, foram
lavadas com tampéo PBS pH 7,4 frio. O sedimento celular foi retomado em 100 uL de tampé&o PBS
contendo 200 uM PMSF. As células foram lisadas por passagem repetida (=~ 20 vezes) numa agulha de
seringa fina (259) e este lisado celular foi designado de fragdo “lisado total”. Apés centrifugagdo a 12000
rpm, durante 20 min a 4°C foi obtido um sedimento (fragdo insolivel) designado por “sedimento do
lisado” e um sobrenadante (fragdo soltivel) designado por “sobrenadante do lisado”.

O “sobrenadante do meio de cultura” e as fragcdes “lisado total”, “sedimento do lisado” e
“sobrenadante do lisado” foram preservados a 4°C até serem analisados por Western Blot apds
separacédo por SDS-PAGE.

2.11. Detecéo proteica por andlise de Western Blot

Para execucdo da técnica de Western Blot, ap6s separacdo electroforética, o gel foi equilibrado
durante 15 min no tampéo Towbin (25 mM Tris, 192 mM glicina, 20% metanol pH 8,3) (124). No
processo de transferéncia foi utilizada uma membrana de difluoreto de polivinidileno (PVDF)
Amersham Hybond-P (GE Healthcare) previamente equilibrada de acordo com as instru¢es do
fabricante, e o sistema semidry V20 (Sci-Plas). A transferéncia decorreu durante 90 minutos, tendo sido
aplicada uma corrente de 30 mA (com uma voltagem nunca superior a 20 V). A monitorizagdo da
transferéncia foi feita pela visualizacdo da passagem do marcador pré-corado para a membrana, através
da coloracdo do gel transferido (BlueSafe). Quando ndo processadas imediatamente, as membranas
foram armazenadas a 4°C.

As proteinas imobilizadas foram visualizadas por imunodete¢&o utilizando o anticorpo primario
anti-His (Abcam) e como anticorpo secundario o Anti-Mouse 1gG-HRP (Bio-Rad), ambos numa
diluicdo de 1:5000. Assim, apos efetuada a transferéncia, lavou-se a membrana por trés vezes com
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tampdo TBS (140 mM NaCl, 20 mM Tris, pH 7,4), contendo 0,1% Tween-20 (TBS-T), durante 5
minutos cada. De modo a evitar hibridacdes inespecificas, a membrana foi incubada com tampao de
blogueio (5% leite magro em TBS/T), durante 1 hora. Findo este tempo, efetuaram-se 3 lavagens, de 5
minutos cada, com TBS/T, tendo-se entdo procedido a incubacdo, durante a noite, a 4°C, da membrana
com o anticorpo priméario, o qual foi diluido (1:5000) em tampédo de bloqueio. Posteriormente a
membrana foi lavada por 3 vezes, durante 5 minutos com TBS/T e incubada durante uma hora, a
temperatura ambiente, com o anticorpo secundario, o qual tinha sido também previamente diluido
(1:5000) em tampédo de blogueio. Ap6s a incubagdo com o anticorpo secundério a membrana foi
novamente lavada por 3 vezes, durante 5 minutos com TBS/T.

A visualizacdo das proteinas marcadas foi feita com o sistema ChemiDoc MP (Bio-Rad),
utilizando os reagentes de revelagdo ECL Prime Western (GE Healthcare), na proporcédo de 0,1 mL/cm?
de membrana.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Rendimento e grau de pureza da proteina recombinante produzida

A proteina recombinante hPAHwt foi produzida em E. coli, a 37°C, utilizando um tempo de
inducdo de 4 horas e 100 uM de IPTG. Nestas condices, a proteina recombinante sobre-expressa foi
recuperada maioritariamente na fracéo soluvel.

Para a realizacéo dos ensaios com a hPAHwt é necessario utilizar uma amostra proteica com
um elevado grau de pureza. Deste modo, utilizaram-se dois processos cromatograficos: um primeiro
passo em que a proteina recombinante foi purificada por cromatografia de afinidade com iGes metalicos
(IMAC) e um segundo passo onde se utilizou uma cromatografia de exclusdo molecular (SEC) para
isolamento das formas tetraméricas biologicamente ativas.

Embora a purificacdo por IMAC se aplique rotineiramente no laboratério do grupo, neste
trabalho foi re-avaliado o esquema de eluigéo (6x 500 uL de tampao de elui¢do) de modo a poder agilizar
0 processo. Como pode ser observado na Figura V.1, as duas ultimas fragdes de elui¢do ndo apresentam
uma quantidade significativa de hPAHwt pelo que recolhendo apenas as quatro primeiras fracGes
(volume final 2 mL) é possivel obter uma amostra menos diluida e num volume possivel de ser aplicado
diretamente na coluna SEC.

%% —>» 75kDa

-
54kDa — » =
- -
-

|

8 —> 25 kDa

- -

Figura IV.1 - Anéalise por SDS-PAGE do perfil de elui¢do da proteina hPAHwt ap6s purificagdo por IMAC utilizando 6x 500
ul de solugdo tampdo de lise contendo 250 mM de imidazol - (1 a 6). (M) marcador de massas moleculares pré-corado
(NzyColour protein marker I1; Nzytech).
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Através da cromatografia de exclusdo molecular foi possivel o isolamento das formas
tetraméricas, como pode ser verificado na Figura IVV.2 onde € apresentado o perfil cromatografico obtido
para a proteina recombinante.

Intensidade Normalizada (A280 hm)

40 50 60 70 80 90
Volume de eluigao (mL)

Figura IV.2 — Perfil cromatogréafico da proteina recombinante hPAHwt, obtido por cromatografia de exclusdo molecular
(SEC). Os numeros indicam os volumes de eluicdo das formas agregadas (1) (44-46 mL), octameros/hexameros (2) (55-57
mL), tetrdmeros (3) (58-68 mL) e dimeros (4) (70-71 mL).

O sistema de separagdo cromatografica desenvolvido permitiu-nos isolar as diferentes formas
oligoméricas da hPAHwt, nomeadamente agregados de elevada massa molecular eluidos no volume
morto da coluna (Figura IV.2, pico 1); octameros/hexameros (= 440 kDa; Ve 55-57 mL; Figura IV.2,
pico 2), tetrameros (= 220 kDa; Ve 58-68 mL; Figura IV.2, pico 3) e dimeros (= 110 kDa; Ve 70-71
mL; Figura IV.2, pico 4). Como pode ser observado na Figura 1V.2, a hPAHwt foi eluida
maioritariamente na sua forma tetramérica (60.4%), com uma pequena porcdo de dimeros (6.5%),
octameros/hexameros (22.4%) e agregados (10.7%). Nas condi¢es cromatograficas utilizadas, nao foi
possivel detetar nenhum pico correspondente a formas monoméricas. Apds SEC, as fracdes
correspondentes aos tetrameros (indicado a tracejado na Figura 1V.2) foram concentradas até atingir
uma concentracao proteica de 7-9 mg/mL.

2. Caracterizagao funcional e estrutural da hPAHwWt

A atividade enzimatica especifica e estabilidade térmica foram determinadas segundo as
condigOes anteriormente referidas (Material e Métodos). Os valores obtidos com estes ensaios estdo
apresentados na Tabela 1. Uma das caracteristicas da hPAHwt é a sua ativacdo pelo substrato. Assim,
este parametro foi também determinado neste estudo. A hPAHwt recombinante apresentou uma
atividade enzimatica especifica de 4430 + 351 nmol Tyr.min"t.mg* e uma ativacéo pelo substrato de 3,2
10,1 (L-Phe 1 mM). Estes valores encontram-se dentro dos valores descritos na literatura para a proteina
recombinante (114,125), indicando que a hPAHwt produzida e purificada pelo sistema adotado no
laboratorio permite obter uma proteina funcional.
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Através da técnica de DSF € possivel calcular a temperatura de desnaturagéo (Tm), ou seja, 0
valor de temperatura para o qual metade das formas existentes em solucdo se encontra no estado
unfolded. Assim, o0 T € um parametro que nos pode indicar a resisténcia de uma proteina a desnaturagdo
térmica e concomitantemente a sua estabilidade térmica.

Como pode ser observado pela analise da Figura V.3, a curva de desnaturacao térmica da forma
tetramérica da hPAHwt apresenta duas transi¢des, sendo por isso possivel calcular dois Trms, 0 Tm1 que
tem sido associado a desnaturacdo do dominio regulador menos estavel, e um Tm, associado a
desnaturagéo térmica do dominio catalitico mais estavel (114,126).
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Figura 1V.3 — Perfil de estabilidade térmica da proteina recombinante hPAHwt obtido por Fluorimetria diferencial de
varrimento (DSF). O perfil bifésico da curva de desnaturagdo permite determinar duas transi¢des associadas a0 Tmi € Tmz
(indicados). (O) Valores adquiridos no ensaio; (—) ajustamento da curva (equacao bifésica) aos pontos experimentais. O ensaio
foi efetuado em triplicado.

Utilizando uma equacdo bifasica os valores calculados de Tmi e Tm,, para hPAHwt foram de
47,2 £ 0,3°C e 54,3 + 0,1 °C, respetivamente. Estes valores encontram-se de acordo com os descritos
na literatura (114,126).

Tabela 1V.1 — Analise das propriedades enzimaticas e estabilidade térmica da proteina recombinante hPAHwt.

Atividade enzimatica @ Ativacéo pela L-Phe® Estabilidade Térmica ©
(nmol Tyr min-t mg?) (°C)
Tm: Tm2
hPAHwt 4430 + 351 32%0,1 472+0,3 54,3+0,1

Notas: (a) Ensaio enzimatico realizado em condi¢des padrdo (1 mM L-Phe; 75 uM BHas, 25 °C). Os valores apresentados
representam o valor médio + desvio padréo; (b) Atividade enzimatica determinada com pré-incubagéo com L-Phe (4 min) nas
mesmas condi¢des padrao; (c) Valores da temperatura de desnaturacdo (Tm) para a proteina recombinante hPAHwt; os valores
apresentados representam o valor médio + desvio padrdo. Todos os ensaios foram efetuados em triplicado.
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3. Caracterizacdo das nanoparticulas

3.1. Eficiéncia de encapsulagdo

A determinacdo da concentragdo de proteina hPAHwt recuperada no sobrenadante obtido apds
preparacdo das NPs permitiu-nos determinar a eficiéncia de encapsulacdo (EE). Como pode ser
observado pela anélise da Figura 1V.4, a eficiéncia de encapsulacdo para as diferentes formulagdes
variou entre 75,0 £ 1,7% para a NP-CSAgm2c. e 83,7 £ 0,9% para a NP-CS. De um modo geral podemos
constatar que a EE (carga em proteina das NPs) ndo variou consideravelmente para as diferentes
formulagGes testadas, tendo sido obtido um valor médio de 78,6 + 2,8%.
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Figura IV.4 — Eficiéncia de encapsulagdo (carga em proteina das NPs) da proteina hPAHwt nas diferentes formulagdes
testadas. A quantidade de proteina recuperada no sobrenadante, apds centrifugacéo das NPs, foi determinada pelo método do
BCA. Todos os ensaios foram efetuados em triplicado.

Os resultados obtidos sugerem que relativamente as formulagdes onde foram testadas cargas
baixas e cargas altas de agente modificador (NP-CSAgm1, NP-CSAgm2 e NP-CSAgm3) ndo ha uma
alteracdo significativa na EE. No entanto é de salientar que os valores obtidos foram paraa NP-CSAgm1
78,5%/78,0% (carga baixa/carga alta), para a NP-CSAgm2 78,1%/75,0% (carga baixa/carga alta) e para
a para a NP-CSAgm3 75,8%/76,8% (carga baixa/carga alta). Estes dados parecem indicar qua apenas a
formulacéo onde foi usado o agente modificador 2 séo ligeiramente influenciados pela carga de agente
modificador utilizada.

3.1.1. Tamanho das nanoparticulas e potencial zeta

A utilizacdo da técnica de DLS permitiu-nos determinar o tamanho das NPs ap6s encapsulacéo
da hPAHwt. De acordo com os valores obtidos (Figura IV.5), a média do tamanho das NPs formadas
foi de =~ 221 + 24 nm com o valor mais baixo obtido para a formulagdo NP-CSAgm5 (= 180 nm) e um
maximo para a NP-CSAgm2.. e NP-CSAgm3.. (= 245 nm). Estes valores sdo ligeiramente superiores
aos valores obtidos para as NPs vazias e que rondaram os 180 nm (48).

Foi também determinado o potencial Zeta das NPs. Pela analise da Figura IV.5 podemos
concluir que a média do valor do potencial Zeta obtido das NPs formadas foi de =~ +26 + +2 mV, com o
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valor mais baixo obtido para a formulagdo NP-CSAgm5 (=~ +21 mV) e um méaximo para a NP-CSAgm3c,
(= +29 mV). Estes valores foram também semelhantes aos obtidos para as NPs vazias (48).
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Figura IV.5 — Tamanho médio (A) e potencial Zeta (B) das diferentes formulagdes testadas apds encapsulagdo da hPAHwt.
Todos os ensaios foram efetuados em triplicado.

4.  Propriedades funcionais e estruturais da proteina hPAHwt encapsulada

A determinacdo da atividade enzimatica da proteina encapsulada permitiu-nos verificar se o
processo de nanoencapsulacdo alterava a funcionalidade da hPAHwt. Como pode ser observado pela
analise da Figura V.6, ap6s formulacdo foi possivel recuperar em média 74,3 £ 5,7% da atividade da
hPAHwt (tendo como referéncia a proteina ndo encapsulada).
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Figura V.6 — Actividade enzimatica da hPAHwt apds nanoencapsulacdo (diferentes formulagdes). A atividade especifica da
proteina ndo encapsulada (4430 + 351 nmol Tyr.min"t.mg™) foi considerada como sendo 100% (indicado a tracejado). Todos
os ensaios foram efetuados em triplicado (48).
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Os valores obtidos variaram entre 68,0% (NP-CSAgm3.,) a 82,0% (NP-CSAgmL.p) de atividade
enzimatica relativa.

A avaliacdo do perfil de desnaturagdo térmica das proteinas pode dar indicacBes acerca da
estabilidade proteica através da determinacdo do Tm. De um modo geral considera-se que variacfes de
Tm (ATm) superiores a +2 °C ou -2 °C ( | ATm | > 2 °C) indicam uma alterago dessa mesma estabilidade.
Como pode ser verificado pela andlise do gréafico apresentado na Figura IV.7, apenas as formulagdes
NP-CSAgm4 e NP-CSAgm5 conferem um aumento da estabilidade proteica, em particular do dominio
regulador da hPAHwWt (ATm > 2 °C).
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Figura IV.7 — Avaliacdo da estabilidade térmica da hPAHwt ap6s nanoencapsulacdo (diferentes formulagdes) por
determinacdo do Tm: € Tme, associados & desnaturagdo dos dominios regulador e catalitico, respetivamente. A zona sombreada
indica o valor de = 2°C relativamente ao Tm1 (47,0°C; linha a tracejado) e Tmz (54,3°C; linha a tracejado) da hPAHwt néo
encapsulada (hPAHwt). Todos os ensaios foram efetuados em triplicado (48).

4.1. Ensaios de estabilidade das NPs

Os ensaios de estabilidade tiveram como objetivo, apds encapsulacéo, determinar a percentagem
de proteina libertada no sobrenadante das formulagdes. Estes ensaios foram efetuados quer através da
quantificagdo da proteina (método do BCA) presente no sobrenadante das formulagdes, quer atraves da
sua monitorizacao por analise de SDS-PAGE. Assim, durante as duas semanas de ensaio aliquotas das
formulag6es foram analisadas aos tempos 0, 0,5, 1, 2, 6, 24, 48, 168 (1 semana) e 336 h (2 semanas).
Estes ensaios foram efetuados para as formulagfes em estudo nomeadamente NP-CS, NP-CSAgm1,
NP-CSAgmlc, NP-CSAgmM2q,, NP-CSAgmM2c:, NP-CSAgmM3c,, NPCSAgmM3c., NP-CSAgm4y, e NP-
CSAgM5ep.

O perfil de estabilidade da formulacdo de hPAHwt em nanoparticulas simples de CS (NP-CS)
é apresentado na Figura 1V.8.

30



100

80 T

60

(%)

40 9

0 T T T T T T T T

0 40 80 120 160 200 240 280 320 360

hPAHwtlibertada

Tempo (horas)

100

80 - 30 /‘/*/*
20
60 1 »

40 7

PAH libertada (%)

20 M

0 T T T T T T T T

0 40 80 120 160 200 240 280 320 360

Tempo (h)

Figura 1.8 — Avaliacdo da percentagem de hPAHwt presente no sobrenadante da formulagdo de NP-CS, ao longo do tempo
de incubacéo. (A) Quantificacdo pelo método do BCA e (B) analise por SDS-PAGE. Em cada gréafico encontram-se também
representados os valores obtidos para as primeiras 6 h de ensaio. Todos os ensaios foram efetuados em triplicado.

Os resultados obtidos indicam que a partir do tempo 0, a quantidade de hPAHwt presente no
sobrenadante apds a preparagdo da formulagéo (16,3 £ 0,9%) aumenta progressivamente até as 48 h
(30,2 £ 1,1%). A partir deste tempo observa-se uma diminuicdo da quantidade de hPAHwt recolhida no
sobrenadante da formulagéo atingindo um valor semelhante ao inicial (15,5 + 2,9 %) ao fim das 336 h
de ensaio (2 semanas de incubacao). Na anélise por SDS-PAGE (Figura 1V.8, B) foi também possivel
observar um perfil semelhante de libertacdo, ndo tendo sido detetadas bandas de menor massa molecular
que poderiam ter resultado de degradacéo proteolitica da hPAHwt.

Relativamente as NPs preparadas com o agente modificador 1 (Figura IV.9) observaram-se
efeitos diferentes consoante estas foram preparadas com carga baixa ou alta de agente modificador. Na
preparacéo com carga baixa (NP-CSAgm1c; Figura V.9, tracado verde) o perfil € muito semelhante ao
obtido com a preparacdo NP-CS (Figura 1V.8), com um aumento progressivo até 28,2 + 1,5% de
hPAHwt as 2 h de ensaio, decrescendo até 9,7% as 2 semanas de ensaio (336 h). Para a formulacdo NP-
CSAgml. (Figura 1V.9, tracado violeta) verificou-se que a quantidade de proteina presente no
sobrenadante se manteve relativamente constante. Na realidade a analise por regressao linear indicou
que o declive da reta obtida ndo era significantemente diferente de zero. Em semelhanca ao verificado
para a formulacdo simples também nas formulagdes NP-CSAgm1c, e NP-CSAgm1., a analise por SDS-
PAGE (Figura IV.9, B) néo detetou bandas de menor massa molecular que poderiam ter resultado de
degradacdo proteolitica da hPAHwt.
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Figura IV.9 — Avaliacdo da percentagem de hPAHwt presente no sobrenadante da formulacdo NP-CSAgm1 carga baixa (@)
e carga alta (@) de agente modificador ao longo do tempo de incubacéo. (A) Quantificacdo pelo método do BCA e (B) analise
por SDS-PAGE. Em cada gréafico encontram-se também representados os valores obtidos para as primeiras 6 h de ensaio. Todos
o0s ensaios foram efetuados em triplicado.

Os ensaios de libertacdo efetuados com o agente modificador 2 sdo apresentados na Figura
IV.10. Com este agente foram obtidos resultados muito diferentes consoante foi utilizada uma carga
baixa ou uma carga alta de agente modificador. Enquanto o perfil de libertacdo da preparagcdo NP-
CSAgm2«, foi semelhante ao obtido para as formulagfes descritas atrds, com um valor méximo de
percentagem de proteina no sobrenadante as 48 h (35,7 + 0,8%), a utilizacdo de uma carga alta para
preparagdo das NPs com o agente modificador 2 (NP-CSAgm2.,; Figura IV.10, tracado violeta) permitiu
libertar a hPAHwt progressivamente ao longo do tempo de incubagéo, atingindo um valor de 71,2 +
0,3% ap0s 2 semanas de incubacdo. No entanto, é de realcar que ao fim de 2 semanas de ensaio a proteina
obtida encontrava-se na sua forma full-lenght, como pode ser observado pela anélise por SDS-PAGE
(Figura 1V.10, B, tracado violeta).
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Figura 1V.10 — Avaliacéo da percentagem de hPAHwt presente no sobrenadante da formulacédo de NP-CSAgm2 carga baixa
(®) e carga alta (@) de agente modificador, ao longo do tempo de incubacdo. (A) Quantificacdo pelo método do BCA e (B)
andlise por SDS-PAGE. Em cada grafico encontram-se também representados os valores obtidos para as primeiras 6 h de
ensaio. Todos os ensaios foram efetuados em triplicado.

E de realcar que a utilizagio de uma carga alta de agente modificador para preparacio NP-
CSAgm2., a partida tinha resultado numa menor EE (75,0%) quando comparada com a EE média das
preparagdes (78,6%) (Figura IV.5, A).

Os dados de libertagdo obtidos com o agente modificador 3 (Figura 1V.11) sugerem que este
parece ser um dos mais “controlados” uma vez que quer com carga alta quer com carga baixa de agente
modificador, a quantidade de hPAHwt recuperada no sobrenadante das formulagdes é relativamente
semelhante. De facto, a aplicacdo de testes de correlagdo indicou que quer para as NP-CSAgm3c, quer
para as NP-CSAgm3.. 0 declive da reta obtida ndo era significativamente diferente de zero. Na realidade,
apo6s formulagdo (to) os valores obtidos foram de 24,2 £+ 2.6% (NP-CSAgm3w) e 23,2 £ 0,2%
(CSAgmM3..), valores que passaram para 18,1 = 2.2% (NP-CSAgmM3.,) € 16,6 + 2,7% (CSAgmM3ca) No
fim do ensaio (2 semanas de incubag&o).
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Figura 1V.11 — Avaliacdo da percentagem de hPAHwt presente no sobrenadante da formulagdo de NP-CSAgm3 carga baixa
(®) e carga alta (@) de agente modificador, ao longo do tempo de incubacdo. (A) Quantificacdo pelo método do BCA e (B)
andlise por SDS-PAGE. Em cada grafico encontram-se também representados os valores obtidos para as primeiras 6 h de

ensaio. Todos os ensaios foram efetuados em triplicado.

Em semelhan¢a com o obtido com as NP-CSAgm2.,também a utilizagdo do agente modificador
4 (NP-CSAgm4) permitiu uma libertacdo constante ao longo do tempo de incubacéo (Figura 1VV.12). No
entanto, com o agente modificador 4 a quantidade de hPAHwt recuperada no sobrenadante ao fim de 2
semanas foi de apenas 29,1 + 3,6%, quando comparado com o valor de 71,2 £ 0,3% obtido com NP-
CSAgm2... Na realidade quando foram aplicados os testes de regressdo linear o declive obtido para as
curvas apresentadas na Figura 1V.12 ndo mostrou ser significativamente diferente de zero.
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Figura 1V.12 — Avaliacdo da percentagem de hPAHwt presente no sobrenadante da formula¢do de NP-CSAgm4, ao longo do
tempo de incubagdo. (A) Quantificacdo pelo método do BCA e (B) andlise por SDS-PAGE. Em cada grafico encontram-se
também representados os valores obtidos para as primeiras 6 h de ensaio. Todos os ensaios foram efetuados em triplicado.

As NP-CSAgm5 (Figura 1VV.13) mostraram ter um comportamento muito semelhante ao obtido
com as NP-CSAgm4, com um valor de 25,8 + 0,5% obtido apds duas semanas de ensaio (29,1 + 3,6%
para as NP-CSAgm4; Figura 1V.13, A). Também para esta formulacdo a andlise por regresséo linear
mostrou que o declive da reta obtido ndo era significativamente diferente de zero.
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Figura 1V.13 — Avaliacdo da percentagem de hPAHwt presente no sobrenadante da formula¢do de NP-CSAgmS5, ao longo do
tempo de incubagdo. (A) Quantificacdo pelo método do BCA e (B) andlise por SDS-PAGE. Em cada grafico encontram-se
também representados os valores obtidos para as primeiras 6 h de ensaio. Todos os ensaios foram efetuados em triplicado.

5. Ensaios em células

Das diversas formulacGes desenvolvidas e previamente testadas em relagdo a funcionalidade e
estabilidade da proteina encapsulada e ao seu perfil de libertacdo, foram selecionadas para 0s ensaios
com células HEK-293T as prepara¢des NP-CS, NP-CSAgm3c., NP-CSAgm4 e NPAgm5. A utilizagdo
das células HEK-293T deve-se ao fato de estas ndo expressarem a proteina alvo (hPAHwt). Assim,
constituiriam o modelo celular ideal para avaliar se, apds uptake das NPs, a célula ganhava capacidade
de hidroxilacdo da L-Phe em L-Tyr. No entanto, nos primeiros ensaios efetuados néo foi possivel obter
atividade enzimatica associada a presenca da hPAHwt nas células e assim foi necessario proceder num
primeiro passo & otimizacdo do modelo de estudo.
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5.1 Otimizacgao das condicGes de ensaio e utilizacdo de células HEK-293T

Para otimizacdo do modelo de estudo foram avaliadas diferentes condi¢Ges de ensaio. Para o0s
ensaios em modelos celulares as amostras estudadas incluiram sempre: (i) NPs vazias (sem hPAHwt
encapsulada); (ii) NPs com proteina encapsulada numa concentragdo final de 250 pg/mL; (iii) hPAHwt
ndo encapsulada (hPAHwt-naked) e; (iv) o tampéo de formulagdo. Nestes ensaios foi sempre mantido
constante o volume de formulagdo utilizado (500 pL). Assim, para otimizagdo dos estudos de uptake
celular foi testado o tempo de incubag&o e o volume de meio a utilizar.

No ensaio preliminar efetuado com 24 h de incubacdo a 37 °C e um volume de meio de 5 mL
ndo foi possivel detetar atividade enzimatica. Adicionalmente, a analise por Western blotting (WB) néo
permitiu detetar proteina nas diferentes fracdes testadas, nomeadamente “sobrenadante do meio de
cultura”, “lisado total”, “sedimento do lisado” e “sobrenadante do lisado” (ver Material ¢ Métodos).
Tendo em conta o perfil de estabilidade térmica da hPAHwt questionou-se se o tempo (24 h) que a
proteina esteve exposta a uma temperatura de 37 °C ndo teria contribuido para a sua degradacdo. No
entanto, a redugéo do tempo de incubagéo para 1 h também ndo permitiu a visualizacdo da hPAHwt em
nenhuma das fra¢des analisadas (“sobrenadante do meio de cultura”, “lisado total”, “sedimento do
lisado” e “sobrenadante do lisado”).

Para esclarecer o que poderia ter ocorrido a proteina nos dois ensaios anteriores, realizou-se um
terceiro ensaio onde as amostras foram apenas incubadas com 2 mL de meio de cultura na auséncia de
células, mantendo-se a incubagdo de 1 h/37 °C. Neste ensaio utilizou-se em paralelo meio minimo e
meio completo para tentar perceber se algum componente do meio de cultura contribuia para a
degradacdo da hPAHwt. Nestas condicOes foi possivel detetar a proteina alvo, independentemente do
meio de cultura utilizado, o que mostrou que a proteina ndo sofre degradagdo nestas condigdes (1 h,
37°C). Este resultado levantou a hip6tese de a hPAHwt ndo ser detetada nos ensaios com células por ter
sofrido deposi¢cdo no passo de centrifugacdo das células, uma vez que, de um modo geral, a
centrifugacdo de formulacGes de NPs leva a obtencdo de um sedimento de NPs muito dificil de
ressuspender. Assim, as amostras em estudo (500 uL) foram adicionados 100 uL de células previamente
lavadas com PBS (ndo provenientes de cultura com NPs). Com este ensaio (Figura IV.14) pretendiamos
verificar se era possivel ressuspender as NPs (com hPAHwt encapsulada) A visualizagdo da proteina
nas fragdes correspondentes ao “lisado total” e “sedimento do lisado” permitiu concluir que a
centrifugacdo ndo deposita as NPs-hPAHwt no sedimento celular. No entanto, no decorrer desta
experiéncia foi obtido um dado interessante, uma vez que a presenca da hPAHwt-naked nas fracGes
referidas parece sugerir que a proteina tem tendéncia a agregar ou associar-se as membranas celulares.

Finalmente, e reunindo as experiéncias efetuadas, decidiu-se ainda testar se poderia ser utilizado
1 mL de meio de cultura (500 uL de formulacéo, 1 h, 37°C). Nestas condi¢des a proteina foi detetada
(anélise por WB) apenas no “sobrenadante da cultura”.
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Figura 1V.14 — Andlise por Western blotting da quantidade relativa da hPAHwt presente nas diferentes fragdes apds adicéo de
células HEK-293T & formulagdo NP-CS-hPAHwt e posterior incubagéo durante 1 h a 37 °C. Fragdes estudadas: “sobrenadante
do meio de cultura” (1),ap0s tripsinizagdo (2), lavagem das células com tamp&o PBS (3), “lisado total” (4), “sobrenadante do
lisado” (5) e “sedimento do lisado” (6). (Cont) corresponde a aplicagdo de 100 ng de hPAHwt utilizado como controlo da
transferéncia e da revelacéo.

Ap0s a otimizacao das condigdes de ensaio, com defini¢do do volume de meio de cultura e de
formulagéo a serem utilizados, foram realizados ensaios com diferentes tempos de incubagéo. A Figura
IV.15 representa a quantidade de hPAHwt detetada por WB, apds as células HEK-293T serem incubadas
com hPAHwt-naked (Figura IV.15, A) e NP-CS-hPAHwt (Figura IV.15, B). Embora as NPs preparadas
(NP-CS) nédo sejam eficazes em promover o seu uptake celular (ndo € identificada proteina no
sobrenadante do lisado celular, Figura IV.15) é interessante observar que quando encapsulada a hPAHwt
parece estar protegida da degradacdo uma vez que apenas as 13 h se observa um decréscimo da
quantidade de proteina recuperada no “sobrenandante da cultura” (43%) enquanto que, quando ¢é
utilizada a hPAHwt-naked ao fim de 4 h apenas é detetado 16% da proteina. Por outro lado, a presenca
da hPAH-naked nio sd no “sobrenadante da cultura”, mas também no “lisado total” e no “sedimento do
lisado”, parece confirmar a hipdtese levantada anteriormente de que a proteina por ndo se encontrar
protegida pela NP tem tendéncia a expor os seus residuos hidrofébicos e assim interagir com a fragao
membranar presente no lisado celular.
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Figura V.15 — Avaliacdo por Western blotting da quantidade relativa da hPAHwt presente nas diferentes fragdes ap6s cultura
com células HEK-293T a diferentes tempos (37°C) com hPAHwt-naked (A) e NP-CS-hPAHwt (B). FracGes estudadas:
“sobrenadante do meio de cultura” (m), “lisado total” (m), “sedimento do lisado” (m) e “sobrenadante do lisado” (m).

Os dados obtidos levaram-nos a formular duas hipoteses: (i) as NPs desenvolvidas ndo tém
capacidade de “entrar” nas células HEK-293T ou (ii) as células HEK-293T ndo permitem a “entrada”
das NPs.

A utilizacdo das células HEK-293T como hospedeiras para a expressao heterologa de proteinas
de membrana é comum devido principalmente & maquinaria de modificacdo pos-traducao que possuem
e que é necessaria para o folding correto e/ou atividade biolégica 6tima de proteinas alvo. Para além
disso, apresentam outras caracteristicas como a elevada eficiéncia de transfec¢do que possibilita a
obtenc&o de melhores rendimentos de proteina expressa, em relacéo a outras células de mamiferos (127—
129).

A auséncia de PAH no “sobrenadante do lisado”, observada neste estudo, pode ser justificada
por diferentes fatores, como por exemplo, uma necessidade de otimizacdo das condices de cultura
celular, mais especificamente a temperatura de incubacdo. As células de mamiferos, como as HEK-
293T, normalmente sdo cultivadas a 37°C. No entanto, sabe-se que ajustes na temperatura apos
transfeccdo podem aumentar a expressdo de proteinas recombinantes, como observado no estudo
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realizado por Lin et al. (130), em que foi verificado que a diminuicdo da temperatura de 37 para 33°C,
24 horas ap6s a transfec¢do aumentou a expressdo da proteina recombinante (130).

Outro aspeto a ter em conta diz respeito ao fato da maioria das NPs ser conhecida por entrar nas
células através do processo de endocitose, ao longo do periodo de incubagdo. Apos serem endocitadas,
as NPs sdo normalmente encontradas em organitos associados a membrana e ocasionalmente sdo
encontradas livres no citoplasma (131). No entanto, pouco se sabe sobre 0 mecanismo subjacente ao seu
trafficking no interior das células e 0 modo como podem “entrar” em organitos especificos (132).

Assim, a auséncia de uptake das NPs pelas células HEK-293T (quer esteja encapsulada ou ndo)
parece indicar que estas poderdo ndo ser o modelo mais adequado para estes estudos. Para esclarecer as
hipéteses levantadas estendemos entdo 0s nossos ensaios as células HepG2 (derivadas de linhagem pura
de carcinoma hepético humano).

5.2 Ensaios em células HepG2

Tendo em conta os resultados obtidos nos ensaios com as células HEK-293T, foi decidido entéo
testar algumas das formulagdes anteriores, nomeadamente as NPs modificadas que mostraram
resultados mais interessantes nos ensaios de estabilidade (NP-CS, NP-CSAgm3¢., NP-CSAgm4 e NP-
CSAgmb5), numa outra linhagem celular, as células HepG2.

Os resultados obtidos com os ensaios das diferentes formulagdes em células HepG2 sdo
apresentados na Figura 1V.16. Curiosamente, 0 comportamento da hPAH-naked (Figura IV.16, A) é
semelhante ao obtido com as células HEK-293T (Figura V.15, A), ndo sendo observada a presenca de
proteina no “sobrenadante do lisado”.

Ja em relacdo a hPAHwt nanoencapsulada foi possivel detetar a proteina alvo na fracdo
correspondente ao “sobrenadante do lisado” em todas as formulagdes. Assim, e em ordem decrescente
os valores obtidos foram para as formulacdes: (i) NP-CS, 26,2% ap6s 6 h de incubacdo e 1,5% apds 14
h de incubacédo (Figura IV.16, B); (ii) NP-CSAgm5, 8,2% apo6s 6 h e 1,4% ap6s 14 h de incubacéo
(Figura V.16, E); (iii) NP-CSAgm3., 3,8% apds 14 h de incubacdo (Figura 1V.16, C) e (iv) NP-
CSAgm4, 1,4% ap6s 14 h de incubagdo (Figura 1V.16, D).

Estes resultados, e em particular os obtidos com a formulagdo NP-CS, confirmam que as células
HEK-293T ndo parecem constituir o0 modelo apropriado para os estudos propostos, uma vez que
parecem ser “resistentes” a “entrada” de NPs. As células HepG2 parecem apresentar uma internalizacao
mais eficiente da proteina recombinante, internalizacéo esta que tende a ocorrer ap0s 6 h de incubacéo.
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Figura 1V.16 — Avaliacdo por Western blotting da quantidade relativa da hPAHwt presente nas diferentes fragdes apos cultura
com células HepG2 a diferentes tempos (37 °C) com hPAHwt-naked (A), NP-CS-hPAHwt (B), NP-CSAgm3c-hPAHwWt (C),
NP-CSAgm4-hPAHwt (D) e NP-CSAgmM5-hPAHwt (E). Fragdes estudadas: “sobrenadante do meio de cultura” (m), “lisado
total” (m), “sedimento do lisado” (m) e “sobrenadante do lisado” (m).
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V. CONCLUSOES E PRESPECTIVAS

O projeto desenvolvido nesta dissertagdo de Mestrado tinha como objetivo demonstrar a eficicia
das formulacbes em desenvolvimento, no grupo de Metabolism and Genetics (Met&Gen) e
Nanostructured Systems for Overcoming Biological Barriers (Nano2B) do iMed.ULisboa, por ensaios
em células apropriadas nomeadamente, células HEK-293T. Uma vez que a hPAH é expressa
maioritariamente no figado, as células HEK-293T ndo apresentam padrdo de expressdo da proteina alvo
podendo revelar-se um excelente modelo celular para avaliar a capacidade de hidroxilacdo da L-Phe em
L-Tyr apos cultura na presenca das formulaces de hPAHwt.

Todas as nanoformulagfes testadas tiveram como base o quitosano. Este é um polissacarideo
que vem sendo muito utilizado em aplicagdes farmacéuticas e biomédicas por apresentar caracteristicas
vantajosas na sua utilizacdo, entre elas a auséncia de toxicidade, a sua biocompatibilidade e pelo fato de
ser um polimero biodegradavel (133,134). O CS é composto por unidades repetidas dos monossacaridos
B-(1—4)-2-amino-D-glucose (glucosamina) e -(1—4)2-acetamida-D-glucose (N-acetilglucosamina).
A sua principal utilizagdo é como matéria-prima para a construgdo de NPs, j& que por ser livre de grupos
amina pode ser facilmente modificado e conjugado com ligandos de alvos-especificos. Além disso este
polimero tem a capacidade de formar complexos com farmacos carregados negativamente (135-138).

Uma vez que, se pretendia avaliar o uptake celular (células HEK-293T) da proteina
nanoencapsulada, foi avaliado o perfil de estabilidade nas diferentes formulacdes. A excecdo da
formulagdo NP-CSAgm2.,, todas as restantes formulagdes mostraram ter a capacidade de controlar a
libertacdo da proteina para o meio exterior pelo que se tornam alvos apropriados para o estudo em
células. De entre estas, foi entdo selecionada a formulacdo simples de NP-CS e as formulagdes onde
foram utilizados agentes modificadores pertencentes a classes diferentes nomeadamente a NP-
CSAgmM3cs, NP-CSAgm4 e NP-CSAgmb.

Os ensaios efetuados com células HEK-293T demonstraram que estas ndo representam o melhor
modelo de trabalho, uma vez que parecem ser “resistentes” a entrada das NPs. Estes resultados levaram
a alteragdo do modelo celular de estudo. Assim, foram utilizadas como células alvo as células HepG2.

A utilizagdo de células HepG2 permitiu concluir que de entre as formulagdes testadas duas
apresentam capacidade de uptake nomeadamente a NP-CS e NP-CSAgm5, uma vez que, apds 6 h de
incubacéo, o teor de hPAHwt detetado no sobrenadante do lisado celular (e que corresponde a fracdo
citoplasmatica das células) foi de 26,2% e 8,2%, respetivamente. Estes resultados sdo extremamente
promissores e abrem porta a novos estudos que poderdo ter como objetivo a modificacdo das NPs.
Adicionalmente torna-se agora imperativo determinar a capacidade de hidroxilagdo da L-Phe em L-Tyr
(atividade catalitica da hPAH) no sobrenadante do lisado celular, uma vez que apenas este ensaio nos
poderda indicar se a proteina internalizada mantem a sua funcionalidade (atividade biol6gica). Estes
ensaios deverdo ter em conta a atividade basal das células HepG2 uma vez que estas expressam
constitutivamente a hPAHwt.

As células de hepatoma sdo conhecidas por expressar a sua superficie os recetores de
asialoglicoproteina (ASGP). Estes tém uma alta taxa de absor¢do de macromoléculas e permitem a
entrega de farmacos especificos a célula (139). O ASGP ¢é uma lectina (carbohidrato) que possibilita a
endocitose de elementos direcionados para o figado (140-142). Os ASGP presentes na superficie das
células interagem principalmente com os residuos de galactose das macromoléculas galactosiladas que,
como veiculos de farmacos, tém tido um papel importante na entrega de farmacos e na transfeccédo de
genes em células HepG2. (143-148). Assim, e tendo em conta os dados obtidos em termos de
internalizacdo das nossas formulacdes em células HepG2, somos tentados a sugerir que pode haver uma

42



relacdo entre a internalizacdo observada e os referidos recetores ASGP, na medida em que podem ter
sido um dos responsaveis pelo uptake das NPs e consequente detecdo da proteina.

Sendo assim, 0 nosso trabalho podera trazer alguma luz aos mecanismos de interacdo entre as
NPs e as células HepG2 (in vitro) para que seja possivel, futuramente, a sua utiliza¢do in vivo, ja que
todas as formulagdes testadas nas células apresentaram algum potencial para entrega do farmaco que
tem como alvo preferencial o hepatécito.
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VIlI. ANEXOS

Vetor utilizado para a expressdo da hPAHwt

Sph 1

Comments for pTrcHis B:
4404 nucleotides

frc promoter: bases 191-221

lac operator: bases 228-248

rmB anti-termination sequences: bases 264-333

T7 gene 10 translational enhancer: bases 346-354
Ribosome binding site: bases 370-374

Mini-cistron: bases 383-409

Polyhistidine and enterokinase cleavage site: bases 425-504
Xpress™ epitope: bases 482-505

Multiple cloning site: bases 515-554

rmB transcriptional termination sequence: bases 637-794
Ampicillin resistance ORF: bases 1074-1934

pBR322 ongin: bases 2079-2752

lac B ORF: bases 3281-4365

Figura VI1.1 — Representacdo esquematica do vetor de expressédo procariota pTrcHisB (Invitrogen). Retirado de (149)
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