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RESUMO

A L-asparaginase II ¢ uma amidohidrolase que catalisa a hidrolise da asparagina em aspartato
e amonia e por isso ¢ aplicada ao tratamento de Leucemia Linfoide Aguda (LLA). Uma vez
que as células tumorais sdo deficientes na producdo da enzima asparagina sintetase, ndo
produzem asparagina suficiente, utilizando assim a que estd presente no meio. No entanto,
atualmente, essa enzima ¢ purificada ou produzida de forma recombinante pela bactéria
Escherichia coli, o que pode estar potencialmente ligado ao niimero elevado de respostas
imunes nos pacientes que se submetem ao tratamento e por vezes levam a sua descontinuagao.
Essas respostas imunes podem estar associadas a origem bacteriana da proteina, que possui
epitopos que podem desencadear reagdes de hipersensibilidade nos pacientes. As células de
mamiferos, ao contrario das bacterianas, possuem a capacidade de realizar modificagdes pos-
traducionais como glicosilagdes, as quais podem estar associadas a uma conformagao proteica
mais adequada e também potencialmente mascarar epitopos alergénicos. O presente trabalho
teve por objetivo a expressdo de L-asparaginase utilizando células humanas, visando
determinar a sua viabilidade, ocorréncia de modificagdes pds-traducionais € a comparagao
entre a enzima produzida em bactérias e a produzida em células humanas. Por meio da
tecnologia do DNA recombinante, foi realizada com sucesso a expressdo in vitro de L-
Asparaginase em uma linhagem de células embrionarias de rim humano (HEK-293), onde foi
possivel observar duas diferentes glicoformas. A enzima expressa em células humanas teve
atividade maxima no pH 8 e temperatura 60 °C, enquanto que a L-Asparaginase expressa em
E. coli apresentou pH 8,5 e temperatura 60 °C 6timos. Adicionalmente, a constru¢do de DNA
gerada nesse trabalho tem aplicabilidade para outros sistemas de expressdo, possibilitando a
futura comparacao das estruturas proteicas geradas por diferentes plataformas de producdo de

biofarmacos.

Palavras-chave: L-asparaginase. Glicosilagao. Biofarmaco.



ABSTRACT

L-Asparaginase II is an amidohydrolase used in the treatment of Acute Lymphoblastic
Leukemia's treatment (ALL) which catalyzes the hydrolysis of asparagine in aspartate and
ammonia. Since tumor cells lacks the enzyme asparagine synthetase, they are not able to
synthetize asparagine, thus depending of the amino acid from extracellular sources. However,
the therapeutic L-Asparaginase is currently purified or produced in Escherichia coli, what
could be potentially linked to the high number of immune responses in patients who undergo
treatment and sometimes lead to its discontinuation. These immune responses may be
associated with the bacterial origin of the protein, which has epitopes that can trigger
hypersensitivity reactions in patients. Mammalian cells, unlike bacterial ones, have the ability
to perform post-translational modifications as glycosylations, which may be associated with a
more adequate protein conformation and also potentially masking of allergenic epitopes. The
aim of this work was to express L-asparaginase in human cells, determine its viability, the
occurrence of post-translational modifications and the comparison between the enzyme
produced in bacteria and that produced in human cells. Thorough recombinant DNA
technology, the in vitro expression of L-Asparaginase in a human embryonic kidney cell line
(HEK-293) was successfully performed, with the production two different glycoforms. The
enzyme expressed in human cells had maximum activity at pH 8 and temperature 60° C,
while L-Asparaginase expressed in E. coli had pH 8.5 and optimal temperature 60°C. The
DNA construct generated in this work have applicability to other expression systems, making
possible the future comparison of the recombinant protein generated by different

biopharmaceutical production platforms.

Keywords: L-Asparaginase. Glycosylation. Biopharmaceuticals.
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1 INTRODUCAO

1.1 L-asparaginase

Identificada inicialmente em 1953 como agente antileucémico, a partir do soro de
porquinhos-da-india aplicados em camundongos e ratos com linfomas, a L-asparaginase
(ASNase), ou L-asparagina amidohidrolase (EC 3.5.1.1), ¢ uma hidrolase que participa do
metabolismo quimico de conversao do aminoacido L-asparagina (L-ASP) em acido aspartico, ou
aspartato, e amonia, como ilustrado na figura 1 (SALZER et al., 2014; SZYMANSKA et al.,
2012). Embora ha mais de quarenta anos sendo utilizada clinicamente, o mecanismo de acdo da

ASNase ainda nao foi completamente elucidado (KAMINSKY, 2017).

Figura 1 — Reacdo de conversdo de L-asparagina em é4cido aspartico e

amonia
O 0
NH OH
NH, O \[ \/ NH, O
L-asparagina Acido aspartico

HKOKH H
N,

Agua H™ "H

Amdnia

Fonte: Adaptado de https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?rn:R00485.

Células saudaveis podem sintetizar o aminodcido através da enzima L-ASP sintetase
(ASNS), todavia células tumorais nao possuem ou possuem baixos niveis de ASNS, dependendo,
portanto, de L-ASP exdgena para a constituicao proteica e proliferagdo celular. Dessa forma, o
substrato L-ASP, adquirido por meio da nutricdo para o crescimento de células tumorais, pode
ser reduzido pela injecdo de ASNase, retardando assim o crescimento tumoral, conforme

esquema mostrado na figura 2 (TANFOUS et al., 2014).


https://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?rn:R00485
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Figura 2 — Nutri¢do tumoral a partir do substrato L-ASP e morte tumoral apds

injecdo de ASNase.
N Sintese proteicae
Metabolismo Asparagina — Proliferagio tumoral
de proteinas (o} __—————”__:>
HzN\n/\l)l\OH i
O  NH,
e
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o & § = .
. v
HoN
Ingestio pela 2 \n/\l)J\oH — o)
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< . O  NHy W
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Fonte: Elaborado pela autora.

Em menor grau, a ASNase possui ainda uma atividade de hidrdlise sobre a L-
glutamina (GLN), metabolisando-a a 4cido L-glutamico. Estudos mostram que a ASNase
derivada de E. coli apresenta esta afinidade em menor grau quando comparada a enzima
produzida por E. chrysanthemii (KAMINSKY, 2017).

H4 duas isoformas enzimaticas produzidas por Escherichia coli, a L-asparaginase
tipo I, que apresenta conformacdo funcional homodimérica e expressdo constitutiva no
citoplasma, e a L-asparaginase tipo II, de conformag¢do funcional homotetramérica e expressao
no periplasma em situacdo de estrese nutricional. Essa diferen¢a conformacional permite que a
L-asparaginase tipo II tenha uma maior afinidade ao substrato, o que a torna um alvo importante
para o tratamento da Leucemia Linféide Aguda (BOREK; JASKOLSKI, 2001; YUN et al,
2007). A ASNase estd presente em outras bactérias, como Serratia marcescens e Erwinia
chrysanthemii, também em outros organismos eucarioticos, como Saccharomyces cerevisiae,

além de ser expressa por algumas plantas e animais (ZALEWSKA et al., 2009; DIVINO, 2015).

1.2 Leucemia Linfoide Aguda

Leucemias s3o doengas causadas pela proliferacdo desordenada de um tipo de células
sanguineas, os leucdcitos, ocasionada por algum tipo de mutagdo. De acordo com a origem € o
tipo de leucocitos afetados, as leucemias podem ser classificadas geralmente em dois grandes
grupos, linfoides ou mielogénicas, e as mutagdes acumuladas por essas células interferem na sua

funcdo de prote¢do contra infecgdes. Também definidas como agudas ou cronicas, sendo a
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doenca aguda caracterizada pela rapida proliferacdo de células ndo completamente diferenciadas

que carregam a mutacdo (HALL; GUYTON, 2011).

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), fatores ambientais como a
exposicao a radiagdes ionizantes € ao benzeno sdo comprovadamente fatores de risco
relacionados ao desenvolvimento desse tipo de cancer. Outros fatores como tabagismo,
exposic¢do ao formaldeido, exposicao a agrotoxicos, historico familiar e idade podem também ser
correlacionados a doenca, havendo uma alta taxa de mortalidade. Em niimeros do ano de 2015,

as leucemias levaram a 6bito 6837 pessoas, 3692 homens e 3145 mulheres (INCA, 2019).

A Leucemia Linfoide Aguda (LLA) faz parte de um grupo heterogéneo de neoplasias
linfoides que pode ter trés classificagdes distintas, a depender do tipo de células que sdo afetadas:
precursores de células B, células B maduras ou células T (SALZER et al., 2014). E também o
tipo de cancer mais comum em criangas, cerca de 25% dos diagnosticos abaixo de quinze anos,
apresentando 85% dos casos afetando linhagens de células B e 15% em linhagens de células T

(EMA, 2016; ZHANG et al., 2012).

O tratamento para a LLA abrange trés fases: inducdo, consolidagdo/intensificacdo e
manutengdo/continuagdo, por um periodo de cerca de dois a trés anos e meio, com a utilizagao da
ASNase principalmente na fase de indug¢do, juntamente com outros medicamentos (SALZER et

al., 2014).

Produzida principalmente através da tecnologia do DNA recombinante em células
procariontes, atualmente, 3 preparagdes de L-asparaginase sdo utilizadas como medicamento
para pacientes com LLA, a L-asparaginase nativa de Escherichia coli ou Elspar®, uma versdo
menos imunogénica dessa mesma enzima, com a inclusdo de polietileno-glicol (PEG-
asparaginase) ou Oncaspar®, e a L-asparaginase produzida em Erwinia chrysanthemi ou
Erwinase®, usadas tanto no tratamento inicial como em casos de reincidéncia da doenca. No
entanto a repeticdo da administragdo do medicamento leva a respostas imunolédgicas de maior
intensidade (PIETERS et al., 2011; RAMYA et al., 2012; ZALEWSKA et al., 2009; DIVINO,
2015).

Apesar da ampla utilizagdo terapéutica da L-asparaginase recombinante produzida na
plataforma procarionte, cerca de 20% a 40% dos pacientes tratados com a enzima de origem
bacteriana desenvolvem efeitos colaterais, como reacdes alérgicas, pancreatites e eventos
relacionados a formagdo de trombos, o que leva, em muitos casos, a descontinuacdo do
tratamento (SALZER et al., 2014; TANFOUS et al., 2014). Em adi¢do, as reagdes de

hipersensibilidade sdo frequentemente associadas a destruicdo, através de anticorpos, da L-
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asparaginase recombinante e consequente perda de seu efeito terapéutico (PIETERS et al.,

2011).

Os dados percentuais sobre as reagdes imunes apresentam variagdes entre os autores,
mas cerca de 10% a 30% dos pacientes apresentam reagdes quando utilizada a enzima de origem
nativa de E. coli. Quando ¢ usada a PEG-asparaginase, esses valores variam de 3% a 24% em
casos clinicos, com hipersensibilidade aumentada para aqueles que fizeram uso da forma nativa
anteriormente. Ja para a enzima obtida de E. chrysanthemi sao reportados casos em cerca de 3%

a 37% dos pacientes (HIJIYA; VAN DER SLUIS, 2015).

Essas reacdes imunes a L-asparaginase de origem bacteriana ou de origem
recombinante produzidas em sistemas procariontes podem ser justificadas por varios fatores,
entre eles destaca-se a auséncia de glicosilacdo, a qual pode ser associada a epitopos bacterianos,
interferindo no seu reconhecimento pelo sistema imune do paciente. Essa associacdo tem uma
influéncia substancial nas propriedades fisicas de glicoproteinas e s3o um dos atributos de
qualidade mais importantes para a avaliacdo de seguranga de um biofdirmaco (AVRAMIS, 2012;
BUTLER; SPEARMAN, 2014).

1.3 Glicosilacao

Modificacdes pos-traducionais sdo alteragdes realizadas pelas células de organismos
eucariontes, por meio de enzimas, apds a tradugdo de uma proteina, adicionando novos
grupamentos quimicos, resultando em proteinas maduras e funcionais (KURIAKOSE;
CHIRMULE; NAIR, 2016; WATSON et al., 2006). Quando sdo feitas adi¢cdes de cairboidratos,
essas modificagdes passam a ser chamadas de glicosilagdes e ocorrem na maioria das vezes no
reticulo endoplasmatico das células, podendo ser N-glicosilagcdes ou O-glicosilagoes (NELSON;

COX, 2014).

Alguns estudos demonstram a relacdo entre glicosilagdes e aumento na estabilidade
de proteinas recombinantes, tempo de meia-vida na circulacdo sanguinea, bem como reducao da
imunogenicidade de algumas proteinas (GHADERI et al, 2010). Como bactérias ndo sdo capazes
de realizar essas modifica¢des pds-traducionais, o aumento dos efeitos imunogénicos, relativos
as proteinas produzidas através dessa plataforma, deve ser considerado, o que reforga a
necessidade da utilizacdo de outros sistemas mais adequados, como exemplificado na tabela 1

(HOUDEBINE, 2009).
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Tabela 1 — Comparagao de diferentes sistemas de produgdo de proteinas recombinantes

Sistema de producao
Pontos a considerar
Bactérias Célula animal (CHO)  Animal transgénico
Nivel de producao ++ + 4++
pratica
Custo de investimento 44+ + +++
Custo de producio +++++ ++ ++++
Modificacao pos- - ++++ 4+++
traducional
Glicosilacao - ++++ ++++

Fonte: Adaptado de Houdebine et al. (2009).

1.4 Plataforma de células de mamiferos

Um dos principais pontos a se considerar na producdo de proteinas recombinantes ¢ a
plataforma utilizada para sua expressdo, uma vez que cada uma apresenta vantagens e
desvantagens frente ao que se quer produzir (JEFFERIS, 2016). O sistema mais usado costuma
ser através de bactérias, principalmente E. coli, uma vez que seu genoma € bem caracterizado, de
facil manipulagdo e o tempo entre geracdes e expressao de proteinas ¢ curto (SPADIUT et al.,
2014). Entretando, no que diz respeito a produgdo de biofirmacos, uma desvantagem da
plataforma bacteriana estd associada a necessidade de purificagdo dos produtos uma vez que a
administracdo desses compostos com algum resquicio de endotoxinas bacterianas pode
desencadear respostas imunoldgicas indevidas nos pacientes tratados. Além disso, existem os
problemas quanto a conformacao da proteina gerada, ja que este sistema ndo possui mecanismos
de processamento pos-traducionais como os mamiferos (RANG et al., 2016).

O uso de algumas leveduras em alternativa a plataforma bacteriana j& ¢ bastante
explorado, uma vez que, por serem procariontes, sao capazes de realizar glicosilagcdes e também
sdo de facil cultivo e tempo de geragdo curto, apresentando rendimentos proteicos satisfatorios

que variam entre 2 e 5 gramas de proteina por litro de meio. No entanto, as modificagdes pos-
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traducionais realizadas por esta plataforma podem ser incompletas quando comparadas as
realizadas por humanos, o que gera produtos impuros (LEBOZEC et al., 2018).

As células de mamiferos estdo entre as opgdes que melhor atendem ao requisito de
producao de proteinas glicosiladas mais semelhantes as humanas usadas pela industria de
biofarmacos. Entre elas, as células derivadas de ovario de hamster chinés ou, do inglé€s, Chinese
Hamster Ovary (CHO) s3o responsaveis por cerca de 70% dessa producdo, sendo a maioria
anticorpos monoclonais, enquanto células derivadas de linhagens humanas, como as células
embrionarias de rim humano (HEK-293) ainda estdo sendo estudadas (LALONDE;
DUROCHER, 2017; LEBOZEC et al., 2018). Na figura 3 estdo alguns exemplos dos sistemas de
expressdo mais usados para produgdo de proteinas com necessidades de modificagdes pods

traducionais.

Figura 3 — Sistemas de expressdo usados industrialmente para a produg¢do de proteinas

glicosiladas.
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Fonte: Adaptado de Lalonde e Durocher (2017).

Cerca de 52 % dos biofarmacos aprovados, € que necessitam de modificacdes pos-
traducionais, sdo produzidos por células de mamiferos; desses, 4 % sao produzidos em células
humanas. Exemplos de outros medicamentos produzidos dessa forma sdo o Interferon Beta
(IFN-B), que possui atividade antiviral e ¢ usado no tratamento de esclerose multipla, e a
Eritropoetina (EPO), hormo6nio usado para o tratamento de anemia associada a insuficiéncia
renal cronica. O IFN-B ndo glicosilado gera resposta imune em pacientes, enquanto que a mesma
proteina glicosilada apresenta uma reducdo na imunogenicidade (ABDI, 2016; KURIAKOSE e¢
al.,2016).
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1.5 Crise de desabastecimento

Em 2017 o Brasil vivenciou uma grave crise, amplamente divulgada na midia, como
mostra a figura 4, relativa ao desabastecimento de L-ASNase, anteriormente adquirida
diretamente pelos hospitais junto a empresa Bago, licenciada no pais para comercializacao do
medicamento fabricado pela farmacéutica Merck & CO sob o nome de Elspar®, que teve sua
fabricacdo descontinuada em 2012 (MS, 2019).

Com a descontinuagdo da fabrica¢ao do Elspar®, através da Sociedade Brasileira de
Oncologia Pediatrica (SOBOPE), foi solicitado que o governo fizesse a aquisicdo de nova
remessa do medicamento para repasse aos hospitais. Através da Agéncia de Vigilancia Sanitria
(ANVISA), o Ministério da Saude (MS) realizou nova solicitagdo a representante no Brasil,
Bag6, que adiquiriu a Aginasa/Medac em quantidades suficientes at¢ 2014, porém ainda sem
registro no pais. Embora dada entrada ao pedido de registro, este foi negado pela ANVISA, por
falta de estudos sobre a efic4cia do produto. Uma terceira formulagcdo de L-ASNase passou a ser
comprada em caréter excepcional, comercializada sob o nome de Leuginase®, de fabricacdo do
Laboratorio Beijing e comercializada pela empresa Xetley (ANVISA, 2019).

Diante das polémicas a respeito da eficacia do produto e dos estudos realizados para
liberagdo do medicamento no Brasil, o Ministério Publico Federal (MPF) recomendou a
suspensdo da compra e distribuicio da Leuginase® com o apoio do Conselho Federal de
Medicina (CFM) e da Associacao Médica Brasileira (AMB), os quais defendem a importancia da
avaliagdo rigorosa a respeito da qualidade de todos os medicamentos comercializados pelo pais,
conforme noticia veiculada no portal da AMB.

Em janeiro de 2018, uma noticia veiculada pelo portal do Ministério da Satde
informou que um novo modelo de repasse dos valores para pagamento do tratamento da LLA
passasse a ser adotado, ficando o MS comprometido a fazer o repasse de valores de acordo com
cada fase do tratamento, ao invés de valores mensais, como era praticado. Além disso, informa o
registro de uma PEG-asparaginase junto a ANVISA que pode ser adquirida diretamente pelos
hospitais de acordo com a necessidade de cada unidade (MS, 2019).

Ainda neste contexto, a ASNase nativa de E. coli deixou de ser comercializada nos
Estados Unidos em 2013, sendo substituida pela ASNase recombinante, a qual foi introduzida no
mercado Europeu em 2016 (KAMINSKY, 2017). Embora a ANVISA se baseie na legislaciao de
orgdos internacionais como o Food and Drug Administration (FDA) e o European Medicines
Agency (EMA) para a liberacao de biofarmacos ainda sem legislagdo especifica no pais, por

questdes econdmicas, a PEG-asparaginase ¢ a enzima comercializada em territorio nacional.
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Figura 4 — Noticia veiculada sobre o desabastecimento e as polémicas sobre
novas aquisi¢oes para L-ASNase.

globo.com g1 globoesporte gshow videos

FANTASTICO

Edigio do dla DOT2017

Ministério da Sauide anuncia que nao
compra mais Leuginase da China

a

Mesta semana, o Ministério da Salde anunciou que ndo vai mais comprar a Leuginase,
medicamanto importade da China e ugade no tratamento de um fipo de leucemia infantil. Ha
meses vocd acompanha essa polémica pelo Fantastico.

Fonte:http://gl.globo.com/fantastico/noticia/2017/07/ministerio-da-saude-anuncia-que-nao-compra-
mais-leuginase-da-china.html

Dados de 2015 apontam para gastos em torno de R$ 14 bilhdes em medicamentos,
dos quais biofdrmacos e vacinas representam cerca de 51 % desse valor, embora apenas 4 % das
unidades de medicamentos comercializados no Brasil sejam dessa natureza, e em 2013, sete em
cada dez produtos farmacéuticos mais vendidos mundialmente foram biofarmacos, o que reforga
a necessidade de desenvolvimento desses produtos nacionalmente (ABDI, 2016).

Tendo em vista a grande demanda e os problemas decorrentes da ndo producao
nacional deste medicamento, bem como as questdes relativas a imunogenicidade inerente as
atuais plataformas de producdo desse biofdrmaco, o presente trabalho teve por objetivo a
expressdao de ASNase em células humanas (HEK-293) e producdo de uma linhagem de expressao

constitutiva para futuras analises de viabilidade de produ¢do da enzima menos imunogénica.


http://g1.globo.com/fantastico/noticia/2017/07/ministerio-da-saude-anuncia-que-nao-compra-mais-leuginase-da-china.html
http://g1.globo.com/fantastico/noticia/2017/07/ministerio-da-saude-anuncia-que-nao-compra-mais-leuginase-da-china.html
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Produzir e caracterizar a atividade de uma L-asparaginase II bacteriana em uma

linhagem de células de mamiferos HEK-293, secretada no meio de cultivo celular.

2.2 Objetivos Especificos

a) Sintetizar o vetor comercial com gene para L-asparaginase II e recombinar em
vetor pADTrack;

b) Produzir linhagem com gene para L-asparaginase II bacteriana integrado ao
genoma da célula;

¢) Cultivar a linhagem para expressao da enzima no meio de cultivo celular;

d) Avaliar a expressao da L-asparaginase II pela linhagem produzida;

e) Avaliar a glicosilagdo e atividade enzimatica da L-asparaginase II.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Sintese do vetor de clonagem

A partir da sequéncia do gene asnB de Escherichia coli para L-asparaginase, obtido
através do GenBank, cadastrado com a ID 947454, foi enviada uma solicitagdo a empresa
GenScript para sintese deste gene no vetor comercial pUC57 com sitio de restricdo para a enzima
Xhol nas extremidades, inclusao de peptideo sinal da beta caseina para direcionar a secre¢ao para

o meio extracelular e otimizac¢ao de cédons para expressdo em caprinos.

3.2 Clonagem no vetor de expressao

Para expressdo em células de mamiferos, foi utilizado o vetor pAdTrack-CMYV, que
permite rastrear sua inser¢do através da expressdo do gene reporter da proteina verde
fluorescente (Green Fluorecense Protein - GFP), o qual permite a vizualizacdo de células verdes
apo6s a transfeccdo com a utilizagdo de luz ultravioleta. Este vetor contém ainda um promotor
CMV para a expressao do gene de interesse (LUO, 2007).

Utilizando a enzima de restri¢ao Xhol, foi realizada uma digestdao do vetor pUC57, a
37 °C por 2 h para exisao do gene de interesse. Em seguida o fragmento foi purificado com o
auxilio do kit de purificagdo de DNA Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) e
ligado ao vetor de expressdo pAdTrack-CMV através do protocolo da enzima Quick Ligase
(NEB), conforme informagdes do fabricante, utilizando uma propor¢do de 6:1 (vetor:inserto),
com 50 ng de vetor e 8 ng de inserto. Essa ligacdo foi entdo transformada em bactérias
quimiocompetentes usando 100 pL de bactérias descongeladas em gelo, adicionadas a uma
solugdo com 20 pL de tampao KCM 5x (0,5 M de KCI, 150 mM de CaCl,, 250 mM de MgCl,),
2 uL da reacgdo de ligacao e 88 pL de dgua ultrapura, incubada em gelo por 20 min, seguidos de
10 min a temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 800 pL de LB caldo a
transformagdo, a qual foi incubada sob agitagdo a 37 °C por 1 h, depois centrifugada a 2000 g
por 2 min. Apoés a centrifugagdo, 950 uL foram descartados e o precipitado foi ressuspendido nos
50 uL restantes, os quais foram plaqueados em meio LB agar para selecao através do antibiotico
carbenicilina. Colonias positivas foram testadas para anélise da correta inser¢do do gene através
de digestdes a 37 °C por 2h, seguidos de inativagdo a 80 °C por 5 min, com a enzima Nhel e por
PCR, utilizando o Master mix 4G, conforme orientagdes do fabricante, e um par de iniciadores,
Fwd - GATTGACAAGTAATACGCTGTTTCTCT e Rev —
GCGAAGCTTTTAGTACTGATTGAAGAT, em um ciclo de 30 repeticdes com temperatura de

desnaturacdo de 95 °C, temperatura de anelamento de 52 °C e temperatura de extensdo de 72 °C.
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Para insercdo em sentido correto ou sentido invertido o padrdo de bandas observados apds a
digestao apresentaria divergéncias, bem como a amplificagdo por PCR, utilizando uma estratégia
com um par de iniciadores que se anelam um ao vetor € outro ao gene, produzindo assim,

fragmentos de tamanhos diferentes de acordo com o sentido de inser¢ao.

3.3 Preparo de vetor para integracio do genoma a célula

O vetor pAdTrack-CMV, com a adi¢ao do gene para ASNase, foi linearizado usando
a enzima de restricdo EcoRI (Promega), a 37 © por 2 h. O sitio da enzima de restricdo esta
destacado em azul na figura 5. Em seguida foi realizada uma rea¢do de defosforilagdo com
auxilio da enzima Antarctic Phosphatase (NEB), a 37 °C por 30 min, seguido de inativagdo a 80
°C por 5 min. Apds tratado enzimaticamente, o DNA foi precipitado adicionando 30 pL de
acetato de so6dio 3M e 600 pL de etanol 100%, levado ao ultrafreezer por 1 h, em seguida
centrifugado a 4 °C e 16000 g por 30 min. O sobrenadante foi descartado ¢ 500 puL de etanol
70% foram adicionados para ressuspen¢do do precipitado, que foi novamente centrifugado a
16000 g e 4 °C por 5 min. O sobrenadante foi descartado mais uma vez e mais 500 pL de etanol
70% foram adicionados ¢ novamente centrifugados a 16000 g, 4 °C ¢ 5 min. Em seguida o
sobrenadante foi retirado com o auxilio de uma ponteira, o tubo ficou aberto na bancada por 5

min, e o precipitado foi ressuspendido em 10 pL de 4gua aquecida a 60 °C.
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Figura 5 — Mapa do vetor pADTrack-CMV com adi¢do do gene para ASNase.
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Fonte: elaborado pela autora com auxilio do software SnapGene.

3.4 Cultivo de células embrionarias de rim humano

Células embriondrias de rim humano (HEK-293 — human embrionary kidney-293)
mantidas criopreservadas pelo Laboratorio de Biologia Molecular e do Desenvolvimento
(LBMD) foram aquecidas em banho maria a 37 °C até o descongelamento parcial, sendo
adicionado meio de cultivo (DMEM da Gibco®, com 10% de soro fetal bovino e 1% de
antibiotico, pH 7,3 e osmolaridade 290), também aquecido a mesma temperatura, para a diluigao
de crioprotetores presentes e completo descongelamento das células. Em seguida, centrifugadas a
1200 rpm por 10 min, sendo o sobrenadante desprezado e o precipitado ressuspendido em 1 mL
do mesmo meio de cultivo. As células foram entdo cultivadas em placas de 100 mm contendo 8
mL de meio de cultivo e incubadas em estufa a 37 °C utilizando 5% CO,.

Ao atingirem alta confluéncia (80-90%), as células foram passadas de acordo com o
seguinte protocolo: retirada do meio de cultivo da placa, lavagem com tampao PBS sem ions
calcio e magnésio, incubacao com 3 mL de reagente TrypLE™, para desprendimento das células,
as quais se mantém aderidas a superficie da placa, por 5 minutos ou o tempo necessario. Em
seguida, foram adicionados 3 mL do meio de cultivo ja mencionado, para cessar a agao
enzimatica da tripsina contida no reagente TrypLE™, ¢ a suspenséo celular foi transferida para
um tubo Falcon de 15 mL sendo centrifugada a 1200 rpm por 10 min. Disso, o sobrenadante foi
desprezado e o precipitado ressuspendido em meio de cultivo, sendo, entao, distribuido em novas

placas de cultivo. Para manuten¢do das células em cultivo, esse protocolo deve ser repetido a
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cada dois ou trés dias.

3.5 Transfeccao de HEK-293

Para a transfeccdo de HEK-293 e expressdo transiente, foi utilizado o sistema de
transfecgdo por eletroporacdo Neon™ Transfection System (Invitrogen), seguindo o protocolo do
fabricante. Foram transfectados 3 grupos, com um milhao de células e 3 pg de DNA circular,
sendo um grupo teste utilizando o plasmideo pAdTrack-ASNase, um controle positivo usando o
plasmideo pGFP comercial e um controle negativo para o qual ndo houve inser¢do de DNA. Os
parametros utilizados foram 1100 V, 2 pulsos por 20 ms. Apds a transfec¢do, as células foram
cultivadas por trés dias em meio DMEM, sem a adi¢dao de soro fetal bovino, a 37 °C e 5% de
CO,, seguido da coleta do meio de cultura e das células, separadamente.

Uma segunda transfec¢do, seguindo as mesmas concentracdes de células, 5 pg de
DNA, e parametros 1150 V, 2 pulsos por 20 ms, foi realizada para integracdo do material
genético do vetor ao genoma da célula, objetivando a obten¢do de clones celulares expressando
estavelmente L-Asparaginase. Para isso foi utilizado o plasmideo pAdTrack-ASNase linearizado
com EcoRI, um controle positivo com o plasmideo pGFP comercial circular e um controle
negativo onde ndo houve adi¢do de plasmideo. Em seguida, essas células passaram por um
processo de isolamento clonal, no qual as células transfectadas foram contadas em camara de
Neubauer e diluidas de modo que fossem plaqueadas 2 células por poco, em placas de 96 pogos.
Ap0s a diluigdo, as placas foram analisadas na luz UV para verificar quais integraram o DNA de
interesse através da visualizacdo da expressdo do gene reporter. Os pogos que apresentaram
células verdes foram mantidos em cultivo para expansdo das células, que em seguida foram
tripsinizadas e passadas a pogos de placas de 48 pogos. Novamente, foram analisadas a luz UV,
mantidas em cultivo as que apresentaram coloragdo verde e essas foram tripsinizadas e passadas
para placas de 24 pocos. Esse processo seguiu até a cultura atingir placas de 100 mm, onde todas
as ce€lulas apresentavam coloracdo verde, garantindo a integragdo e permanéncia do gene para
ASNase. Esse cultivo seguiu até chegar a dez placas de 100 mm, para a expressao da ASNase no
meio. Para isso, ao chegar a quantidade de células desejadas, o meio foi trocado para DMEM
sem soro fetal bovino e sem phenol red, o qual foi mantido por trés dias. Na sequéncia, as células
e o meio foram recolhidos separadamente.

O meio recolhido das dez placas foi concentrado utilizando Vivaspin GE, seguindo
instrugdes do fabricante, com membrana de 10 kDa. Inicialmente a coluna foi hidratada com 5
ml de 4dgua destilada e filtrada centrifugando a 4000 g e 4 °C por 5 min. A partir desse momento
a coluna ndo pode ficar seca. A amostra foi adicionada até o volume limite e centrifugada a 4 °C

e 4000 g por 10 min. Ap6s passagem de todo o volume da amostra, foi realizada a troca do meio
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por tampao PBS, completando novamente o volume limite e centrifugando a 4 °C e 4000 g por
10 min. Essa centrifuga¢ao foi repetida 10 vezes, ao final, foi descartado o volume coletado pela
parte inferior do tubo e recolhido a amostra da membrana, agora em tampao PBS e

aproximadamente 2 ml, com o auxilio de um pipetador. A enzima foi armazenada a 4 °C.

3.6 Western-Blot

Utilizando a técnica de Western blotting, o meio de cultivo celular da expressao
transiente e o contetido do interior das células cultivadas foram analisados de modo a verificar a
expressdo de ASNase. As células coletadas passaram por um processo de lise para liberacao do
contetdo interno, para isso foram ressuspendidas em 200 pL de tampao de lise (ureia 7M, DTT
0,1M, triton X-100 0,05%, HEPES 2 mM, pH 7,6), incubadas em gelo por 1 h sob agitacdo de
200 rpm em shaker, depois centrifugadas a 4 °C e 2000 g por 30 min. Apos, o sobrenadante foi
transferido pra um novo tubo e o precipitado foi descartado. Esse processo foi realizado para as
células que expressaram ASNase, as células contendo apenas GFP e as células nas quais ndo
houve integragdo de DNA. Todas as amostras foram quantificadas seguindo o protocolo do
Qubir® Fluorometer (Invitrogen). Foram utilizados 1 pL de cada amostra, o lisado de células
para ASNase, com 2,59 ug de proteinas, o meio de cultivo da ASNase, com 1,82 pug de proteinas,
o lisado de células GFP, com 1,46 pg de proteinas, o meio de GFP, com 1,42 pg de proteinas, o
lisado de células sem integracdo de DNA, com 1,39 pg de proteinas e o meio sem integracao de
DNA, com 0,34 ng de proteinas, os quais foram aplicados em um gel de poliacrilamida 10%,
submetido a uma eletroforese a 100 V por 1 h e 30 min. Apos a corrida, o gel foi posto em
contato com uma membrana de nitrocelulose e submetido ao processo de transferéncia em
tampao Tris-base 250 mM, glicina 1,92 M e metanol 20%, também a 100 V por 1 h e 30 min.
Em seguida, a membrana passou por um bloqueio em solugdo contendo TBS-T (20 mM Tris, 150
mM NaCl, 0,1% Tween20) adicionada de blotto 5% (TBS-T, leite molico desnatado em po), por
1 h, sob agitacdo. Essa solucdo foi descartada e foi acrescentado 10 mL da mesma solugdo,
contendo o anticorpo primario diluido na propor¢do 1:1000 (L-Asparaginase antibody —
orb344093 - Biorbyt), ficando a membrana sob agitacdo overnight. Decorrido o tempo, foram
realizadas trés lavagens com TBS-T, por dez minutos cada, e adicionado mais 10mL da solugdo
de TBS-T adicionada de blotto 5%, dessa vez contendo o anticorpo secundario na propor¢ao de
dilui¢do 1:20000 (Rabbit IgG HRP Linked whole Ab — GE Healthcare, NA934), permanecendo
sob agitacdo de mais uma hora, seguido por mais trés lavagens com TBS-T em intervalos de 10
min. Ao final do protocolo, foi realizada a revelacdo da membrana utilizando o kit Amersham

ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Life Sciences).
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3.7 Analise de Glicosilacao

A partir do meio de cultivo da expressao transiente das células HEK-293 originarias
da expressdao transiente, foram realizadas duas reacdes enzimaticas separadas utilizando as
enzimas PNGase F e Endo H da New England Biolabs, visando a identificacdo de glicosilagdes
na ASNase expressa. Para a enzima PNGaseF foi realizado o protocolo em condicao
desnaturante usando um microlitro de meio de cultivo, 1 pL de tampao desnaturante,
completando o volume para 10 pL com 4gua para biologia molecular e aquecendo essa mistura a
100 °C por 10 min, refriando em gelo por 10 seg. Em seguida foram adicionados 2 uL do
tampao Glycobuffer 2, 2 pL de NP-40 10% e 6 uL de H,O ultrapura estéril e 1 uL da enzima
PNGase F. A reagdo foi incubada a 37 °C por 1 h,

Para a enzima Endo H também foram usados um microlitro de meio de cultivo, 1 uL
de tampao desnaturante, completando o volume para 10 pL de H,O de agua ultrapura estéril e
aquecendo essa mistura a 100 °C por 10 min. Em seguida foram adicionados 2 pL do tampao
Glycobuffer 3, 7 uL de 4gua ultrapura estéril completando o volume da reagdo para 20 uL e um
microlitro da enzima Endo H. A reacdo também seguiu por um periodo de incuba¢do de uma

hora a 37 °C. Em seguida foi feita a eletroforese em gel de poliacrilamida 10%.

3.8 Atividade enzimatica a diferentes pH e temperatura

Utilizando o meio concentrado, a partir do cultivo da linhagem gerada com gene para
ASNase integrado, foi realizada a constru¢do de uma curva padrdao com uma solucao de sulfato
de amonio ((NH4),SO4) 12mM. Diferentes volumes dessa solucao estoque foram adicionados a
80 uL de tampao Tris 50 mM e NaCl 300 mM, pH 8,0, produzindo triplicatas de diluigdes com
concentragdes que variaram de 0,216 a 2,4 uM do ion amoénio (NH4"), em um volume final de
180 nL. As amostras foram incubadas a 37 °C por 30 min, seguido de adi¢do de 10 pL de &cido
tricloroacético (TCA) 1,5 M para bloqueio da reagao.

Em uma placa de 96 pogos foram adicionados 10 uL de cada dilui¢do e 240 pL de
reagente de Nessler diluido (25 pL de Nessler + 215 pL de agua ultrapura) para reagdo
colorimétrica. A leitura da absorbancia, em comprimento de onda de 436 nm, foi realizada em
um leitor de placas Synergy™ HTX Multi-Mode.

O meio recolhido da expressdo em células foi trocado por tampao fosfato-salino
(PBS) com auxilio do sistema Vivaspin® (GE Healthcare Life Science) e quantificado utilizando
0 equipamento Qubit® Fluorometer, o qual registrou a concentracdo de 848 pg/mL. Uma

amostra de 10 uL de enzima foi adicionada a uma reag¢ao contendo 160 uL de tampao Tris 50



29

mM e NaCl 300 mM, pH 8,0, e 10 pL de L-asparagina 189 mM, incubados a 37 °C por 30 min.
Para o bloqueio da reagdo foi adicionado 10 pL. de TCA apds o periodo de incubagdo.

Em uma placa de 96 pogos foram adicionados 10 pL de cada diluigcdo e 240 uL de
reagente de Nessler diluido (25 pL de Nessler + 215 pL de agua ultrapura) para reagao
colorimétrica. A leitura da absorbancia, em comprimento de onda de 436 nm, foi realizada em
um leitor de placas Synergy™ HTX Multi-Mode.

Foi realizada a atividade enzimatica para determinacao do ph 6timo usando tubos de
0,2 ml contendo 160 pL de diferentes tampdes, com ph variando entre 3,0 ¢ 11,0, 10 uL de L-
asparagina 189 mM e 10 pL da amostra de enzima, totalizando 180 pL de reagdo. O tampao
citrato 0,2 mM-fosfato 0,1 mM foi utilizado para os pH de 3 a 6, o tampao Tris 50 mM para pH 7
a 9 e o tampao Glicina 50 mM para os pH 10 e 11. Os tubos foram mantidos em banho de gelo
durante a adi¢do da enzima nas reacdes. Para cada tampao testado foi realizada uma triplicata e
um ensaio branco sem a adi¢dao da enzima. As reagdes foram incubadas a 37 °C por 30 min em
termociclador, seguidos da adi¢do de 10 pL de TCA 1,5 M.

Em uma placa de 96 pogos foram adicionados 10 pL de cada diluigdo e 240 pL de
reagente de Nessler diluido (25 pL de Nessler + 215 pL de 4gua ultrapura) para reacao
colorimétrica. A leitura da absorbancia, em comprimento de onda de 436 nm, foi realizada em
um leitor de placas Synergy™ HTX Multi-Mode.

Para avaliacao de temperatura Otima para a atividade enzimatica, foi utilizado o
tampao de pH 6timo, seguindo os mesmos parametros utilizados para a reacdo de determinacdo

do pH, bem como a leitura das absorbancias seguiu os mesmos padroes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese do vetor de clonagem e montagem do vetor de expressao

Ap6s o isolamento por digestdo enzimdtica do gene da L-asparaginase proveniente
do vetor comercial pUC57 e da linearizagao do pADTrack-CMYV, foram obtidas 3 coldnias apds
a selecdo com antibiotico. Estas foram digeridas com Xhol para verificar a separagdo do gene e
do vetor confirmando a ligagao dessas sequéncias. Foi observado que 1 das 3 coldnias teve a
ligacdo realizada, sendo esta a colonia A, na qual pode-se observar a presenca de uma banda na
altura aproximada de 1000 pb, que ndo aparece nas demais coldnias, e corresponde ao tamanho

esperado para o gene isolado nesta digestdo. (Figura 6).

Figura 6 — Gel de agarose mostrando a presenca do gene ASNase na coldnia transformada.

1000 pb e

Fonte: Elaborado pela autora. A banda na altura aproximada de 1000 pb, indicada pela seta vermelha, corresponde
ao tamanho esperado do gene da ASNase.

Em seguida, foi realizada a digestdo da colonia A com a enzima de restrigdo Nhel,
visando a identifica¢do de orientacdo da inser¢do no vetor. Na Figura 7B, pode-se observar que a
colonia A apresentou bandas na altura esperada para a orientacdo correta, como preditas pelo
software SnapGene (Figura 7A), nas alturas de 1,2 e 1 Kb. A PCR foi realizada utilizando a
estratégia de iniciadores anelando no vetor e no gene de interesse. Isso permitiu verificar dois
padrdes de bandas distintos, para a situagdo de insercdo da orientagdo correta ou invertida, com
tamanhos de bandas diferentes, uma vez que a regido a ser amplificada passa a ser diferente,

dessa forma, corroborou a orientacdo correta do clone A (Figura 7B).



31

Figura 7 — Projecdo do software SnapGene e gel de agarose para identificagdo de orientacdo da

inser¢ao do gene.
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Fonte: Elaborado pela autora. Em (A), MW corresponde ao poco de aplicagdo do marcador de peso molecular 1 kb,
1 corresponde ao vetor digerido com Nhel e inserto na orientag@o correta, e 2 corresponde a digestdo do vetor com a
mesma enzima, porém com inserto na orientagdo inversa. Em (B), as setas apontam para as bandas do marcador
correspondentes a 1,5 kb e 1 kb, evidenciando que a digestdo da colonia A apresenta padrio semelhante ao previsto
pelo software para a insercao na orientacdo correta.

4.2 Transfeccao de HEK-293

Foram realizadas as transfec¢des das células HEK-293, podendo ser observado na
Figura 8 a fluorescéncia a luz UV que indica a internalizagdo do DNA na célula, pois os vetores
utilizados expressam a GFP. Para o grupo pADTrack-ASNase foi observada uma taxa de
eficiéncia de 10 a 15%, enquanto o controle positivo transfectado com pGFP teve uma taxa de

transfec¢ao aproximada de 70% (Figura 8).

Figura 8 - Expressao in vitro de ASNase em HEK-293 para grupo teste e controles.

Fonte: Elaborado pela autora. (A) Grupo pAdTrack-ANSase. (B) Controle negativo. (C) Controle positivo com GFP
comercial. Na parte superior estao as células visualizadas a luz branca e a baixo na luz ultravioleta (UV).
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A figura 9 mostra os resultados obtidos para a transfecc¢do utilizada para dar origem a
linhagem de células HEK-293 com gene para ASNase integrado. E possivel observar que houve
uma taxa de transfec¢ao melhor tanto para o grupo pADTrack-ASNase, com uma eficiéncia em
torno de 50%, como para o grupo com GFP comercial, que apresentou uma taxa de transfec¢ao
de aproximadamente 90%. A partir desse resultado, foi dado inicio as dilui¢des possibilitando
isolar onze coldnias. A manutengdo dessas células em cultivo, com as consequentes expansoes,
permitiu verificar que o gene havia sido internalizado pelo genoma da célula, ndo apenas de
forma transiente, sendo possivel observar células contendo o gene repérter durante todo o
processo. Das onze colonias isoladas inicialmente, dez se mostraram heterogéneas, com o
aparecimento de células que ndo expressaram GFP, e uma homogénea, a partir da qual foi
realizada a expanssao e expressdo de ASNase no meio.

Figura 9 — Transfeccdo de células HEK-293 para producao da linhagem

SR e o

.
'y 3 s

Fonte: Elaborado pela autora. (A) Grupo pAdTrack-ANSase. (B) Controle negativo. (C)
Controle positivo com GFP comercial. Na parte superior estdo as células visualizadas a luz

branca e a baixo na luz ultravioleta (UV).

4.3 Analise da expressao por Western blotting

Apos trés dias, os meios de cultura e as células, provenientes da expressao transiente,
foram coletadas e foi extraido o conteudo citoplasmatico para andlise da expressao proteica por
Western blotting. Como resultado observado na Figura 10, pode-se inferir que para a amostra de
meio de cultura do grupo teste existem duas bandas fortes proximas a altura da ASNase de E.
coli, comparadas ao controle positivo. O peso molecular esperado para a ASNase bacteriana ¢ de
aproximadamente 40 kDa, podendo ser visto na amostra relativa ao controle positivo, enquanto
na amostra proveniente da expressdo em células HEK-293 observamos uma banda de altura

proxima ao encontrado para o controle positivo € uma outra acima, em torna de 50 kDa.
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Figura 10 — Andlise da expressdo proteica por Western blotting.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Sugere-se que as duas bandas observadas sdo devido a diferentes formas de
glicosilagdes tipica das células eucarioticas, ja que o gene da L-Asparaginase possui 6 possiveis
sitios para N-glicosilagdo. A glicosilagdo pode atuar de forma decisiva na imunogenicidade de
proteinas. Como a L-Asparaginase comercial mais utilizada atualmente —e que apresenta
problemas de reagcdes imunes em pacientes - provém de bactérias, que ndo glicosilam, pode-se
sugerir que uma enzima glicosilada, como a obtida neste trabalho, possa ter potenciais epitopos
mascarados pela cadeia de carboidratos, assim como ja foi demonstrado previamente, por

exemplo, em proteinas recombinantes utilizadas em vacinas (DOWLING et al., 2007).

4.4 Analise da presenca de Glicosilacoes

Através de reagdes enzimaticas que removem diferentes formas de glicosilagdo foi
possivel constatar a presenca de glicoformas, conforme sugerido pelo Western Blot realizado.

A Endoglycosidase H (Endo H) é uma glicosidase recombinante capaz de clivar
manoses no sitio N (ROBBINS et al., 1984). Ja a Peptide-N-Glycosidase F (PNGase F) ¢ uma
amidase que cliva entre os residuos mais internos de N-acetilglucosamina e asparagina de
oligossacarideos ricos em manose (TRETTER et al., 1991).

Ao usar as duas reagdes, pode-se observar a remog¢do dessas extremidades para as
amostras de ASNase de HEK-293 tratadas com PNGase F, enquanto que no tratamento com
Endo H ndo ¢ possivel visualizar diferenca nos paddes de banda entre amostra tratada e ndo
tratada, quando comparado a enzima expressa diretamente no meio de cultivo das células, como
mostra a Figura 11. Para a ASNase de E. coli, usada como controle, observa-se que nao houve

alteracdo em nenhum dos tratamentos. A enzima Endo H ¢é responséavel pela clivagem de
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residuos de manose e oligossacarideos hibridos, mas ndo ¢ capaz de clivar glicosilagdes mais
complexas, enquanto a PNGase F cliva ligagdes amida em residuos de asparagina da cadeia

polipeptidica da proteina (HAJBA; CSANKY; GUTTMAN, 2016).

Figura 11 — Gel de poliacrilamida para analise de glicosilagdes.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.5 Atividade enzimatica para diferentes pH e temperatura

A determinacdo da temperatura 6tima e pH 6timo para a atividade enzimatica da
ASNase produzida pelas células HEK-293 ¢ de grande importancia para possiveis utilizagdes
dessa enzima como um potencial biofarmaco. Através das analises feitas, pode-se observar que,
embora utilizando um gene de E. coli, os valores encontrados divergem dos j& registrados na
literatura para expressoes feitas em bactérias. No grafico 1 observa-se um valor de pH 6timo em
torno de 8, enquanto que WHEHNER et al. (1992) obteve pH 6timo de 7,0 e VIDYA et al.
(2011), pH otimo de 6,0. J& para a temperatura, o grafico 3 mostra uma temperatura 6tima de 60
°C para atividade realizada em pH 8,0, divergindo dos dados obtidos por VIDYA et al. (2011)
que observou temperatura 6tima de 40 °C. Comparando ainda com os resultados obtidos por
TORRES (2018), mostrados nos graficos 2 e 4, onde foi realizado o mesmo experimento em
relagdo a determinacdo de pH e temperatura, com a enzima de E. coli expressa em E. coli
observa-se que os valores de pH e temperatura 6timos encontrados sdo valores bem proximos,

dessa forma, sugere-se que a ASNase glicosilada ndo tem alteracao quanto a sua funcao.



Gréfico 1 — Curva de atividade enzimatica para ASNase em HEK em diferentes pH.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Gréfico 2 — Curva de atividade enzimatica para ASNase em E. coli em diferentes pH.
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Fonte: TORRES, 2018.



Grafico 3 — Curva de atividade enzimatica para ASNase em HEK em diferentes

temperaturas.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Gréfico 4 — Curva de atividade enzimatica para ASNase em E. coli em diferentes pH.
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Fonte: TORRES, 2018.
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5 CONCLUSOES

Com o presente estudo foi possivel avaliar a viabilidade de producdo da enzima
ASNase através de células humanas, tanto para células transfectadas, como para uma linhagem
com a integracdo do gene de interesse ao seu genoma, sendo ainda possivel verificar a existéncia
de duas possiveis glicoformas, as quais podem estar relacionadas a efeitos de diminuicao da
imunogenicidade em relagdo ao biofairmaco em uso. Além disso, foi possivel verificar a
atividade da enzima em diferentes condi¢des de pH e temperatura. Os resultados obtidos podem
contribuir futuramente para a melhoria da terapia da Leucemia Linfoide Aguda, através da

redu¢do da resposte imune dos pacientes.
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6 PERSPECTIVAS

Em continuidade a esse trabalho, as perspectivas de novas analises envolvem testes
de citotoxidade da enzima produzida analisando a mortalidade de linhagens de linfomas ¢ a
utilizacdo da plataforma animal para sua producao utilizando o leite de cabras como meio de

expressao para a L-Asparaginase, avaliando niveis de producao e purificagao.
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