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RESUMO

A L-asparaginase tipo II ¢ uma enzima terapéutica utilizada para tratamento de Leucemia
Linfoide Aguda. Linfoblastos leucémicos apresentam uma deficiéncia no gene asparagina
sintetase, necessitando de L-asparagina livre no plasma para se proliferar. A L-asparaginase
atua na hidrdlise de L-asparagina, depletando os niveis séricos desse aminoacido e,
consequentemente, inibindo seu potencial proliferativo. As formulagdes disponibilizadas
atualmente no mercado utilizam L-asparaginases de Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi.
Existe uma alta taxa relativa a efeitos adversos e imunogenicidade associada ao tratamento
com essas enzimas em pacientes. Portanto, a busca por novas fontes que apresentem um
tratamento eficaz com reducdo de efeitos adversos € importante. O objetivo desse trabalho foi
caracterizar a L-asparaginase Il recombinante de Bacillus subtilis, que foi expressa de forma
heterdloga em Escherichia coli, determinando, a partir de ensaios realizados em microescala,
a influéncia de pH e temperatura na atividade enzimatica e seus parametros cinéticos, além da
avalia¢do da citotoxicidade em linhagem de linfoblastos leucémicos. Foi utilizado o método
colorimétrico baseado no uso do reagente de Nessler para os ensaios que envolviam a
avaliagdo de atividade enzimadtica, enquanto que se realizou o ensaio de citotoxicidade com
alamarBlue®. O pH o6timo determinado foi 7,0 e a temperatura 6tima foi 50 °C. Para a
citotoxicidade, foi possivel observar que o tratamento de c€lulas Raji com L-asparaginase de
B. subtilis s6 apresentou uma maior eficicia nas concentragdes mais altas testadas (70 e 80
pg/mL). A adaptacdo para a microescala foi bem-sucedida, proporcionando beneficios quanto

a utilizagdo da enzima e uso do reagente Nessler.

Palavras-chave: L-asparaginase. Leucemia Linfoide Aguda. Citotoxicidade.



ABSTRACT

L-asparaginase type II is a therapeutic enzyme used to treat acute lymphoid leukemia.
Leukemic lymphoblasts have a deficiency in the asparagine synthetase gene, requiring free L-
asparagine in plasma to proliferate. L-asparaginase acts on the hydrolysis of L-asparagine,
depleting the serum levels of this amino acid and, consequently, inhibiting its proliferative
potential. The formulations currently available on the market use Escherichia coli and
Erwinia chrysanthemi L-asparaginases. There is a high rate relative to side effects and
immunogenicity associated with treatment with these enzymes in patients. Therefore, the
search for new sources that present an effective treatment with reduction of side effects is
important. The objective of this work was to characterize the recombinant L-asparaginase II
of Bacillus subtilis, which had been expressed heterologously in Escherichia coli,
determining, from microscale tests, the influence of pH and temperature on enzymatic activity
and its kinetic parameters, in addition to the evaluation of cytotoxicity in leukemic
lymphoblastic lineage. The colorimetric method based on the use of the Nessler reagent was
used for the assays that involved the evaluation of enzymatic activity, while the alamarBlue®
cytotoxicity assay was performed. The optimum pH was 7.0 and the optimum temperature
was 50 ° C. For cytotoxicity, it was possible to observe that the treatment of Raji cells with B.
subtilis L-asparaginase only showed a higher efficacy at the highest concentrations tested (70
and 80 pg/mL). The adaptation to the microscale was successful, providing benefits regarding

the use of the enzyme and use of the Nessler reagent.

Keywords: L-asparaginase. Acute Lymphoide Leukemia. Cytotoxicity .
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1 INTRODUCAO

A L-asparaginase ¢ uma proteina terapéutica importante para o tratamento da leucemia
linfoide aguda e desde sua introdugdo nos protocolos de tratamento pediatrico na década de
1960, as taxas de sobrevivéncia em criangas aumentaram progressivamente para 90%
(EAGLER; AHUJA; MATLOUB, 2016). No entanto, o uso dessa enzima apresenta dois
grandes problemas relevantes: disponibilidade comercial e efeitos adversos.

Em 2013, a Sociedade Brasileira de Oncologia Pediatrica (SOBOPE) alertou para o
risco de desabastecimento do medicamento como consequéncia da interrup¢ao da fabricagao
de L-asparaginase por varios laboratorios no mundo. Desde entdo, o governo brasileiro tem
assumido medidas emergenciais para o suprimento da demanda desse biofarmaco, tendo sua
importacdo onerado bastante os cofres publicos (Ministério da Satude, 2017).

Além disso, as formulagdes disponibilizadas atualmente no mercado — L-asparaginases
recombinantes — promovem reac¢des de hipersensibilidade em cerca de 30% dos pacientes,
manifestada clinicamente por alergia e anafilaxia, o que dificulta o tratamento (EAGLER;
AHUJA; MATLOUB, 2016).

Diante disso, s3o relevantes estudos com novas fontes de L-asparaginase que
apresentem eficicia no tratamento e reducdo de efeitos secundarios, com o intuito de
proporcionar ao Pais o estabelecimento de uma plataforma de producdo nacional desse
farmaco, e consequente diminuicdo dos custos referentes a importagdo desse produto no

Brasil.
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1.1 Leucemia Linfoide Aguda

Leucemia ¢ um cancer das células do sangue, caracterizado pelo crescimento
descontrolado e acimulo de globulos brancos de linhagem mieloide ou linfoide (AVRAMIS,
2012). Segundo as estimativas do Instituto Nacional de Cancer (INCA), para o ano de 2018
surgiriam 10.800 novos casos, sendo 5.940 homens e 4.860 mulheres.

Um dos subtipos da doenca ¢ a leucemia linfoide aguda (LLA), considerado bastante
agressivo uma vez que se caracteriza pela proliferacdo rapida de linfocitos anormais na
medula 6ssea e no sangue (BARBOSA, 2015). Afeta frequentemente criancas de 0 a 15 anos,
tendo maior pico de incidéncia entre os primeiros 5 anos de idade. (INABA; GREAVES;
MULLINGHAN, 2013). As manifestagdes clinicas da doengca em pacientes incluem o
aparecimento de anemias prolongadas, diminui¢cdo do nimero de plaquetas e hipoplasia, e,
por consequéncia, quadros de febre, sangramentos, infecgcdes persistentes e fadiga cronica
(MULLER; BOOS, 1998).

O tratamento para LLA atualmente consiste em 4 fases: inducdo da remissdo;
consolidagdo/terapia direcionada ao sistema nervoso central; reindugdo (intensificagao
retardada) e manutengdo/continuagdo da remissdo. A L-asparaginase ¢ utilizada como parte da
terapia de primeira linha, sendo utilizada nas duas primeiras fases do tratamento, como mostra

a tabela 1 (EAGLER; AHUJA; MATLOUB, 2016).

Tabela 1 — Fases da terapia de tratamento de pacientes com leucemia linfoide aguda

Fase Duracao Propésito Drogas utilizadas

Risco padrdo
Vincristina
Glucocorticoide
(prednisona ou

Indugéo 4-6 semanas Indugdo da remissao dexametasona)
L-asparaginase

Alto risco
Risco padrao +
antraciclina

Terapia intratecal
Metotrexato
6-mercaptopurina
L-asparaginase

Consolidagao/ . . o Terapia sistémica
o Terapia preventiva para eliminar a M d |
terapia direcionada 4-8 semanas ] etotrexato (dose alta
doenga subclinica no SNC ou dose crescente)
ao SNC 6-mercaptopurina
Dexametasona

L-asparaginase
Ciclofosfamida ou
citarabina
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Repeti¢ao da terapia de
fase de inducao

Reduzir ainda mais as células Terapéutica anti-

Reindugio o . , metabdlito
) ) leucocitarias e erradicar as células M d 1
(intensificacio 3-6 meses etotrexato (dose alta

leucémicas residuais resistentes aos ou dose crescente)
retardada) . Tiopurina
medicamentos . .
Citarabina
6-mercaptopurina
Ciclofosfamida

~ Terapéutica anti-
Manutengao/ : . metabélito
i Evitar o ressurgimento de um clone 6 .
continuagio da 2-3 anos _ , -mercaptopurina
resistente a medicamentos Metotrexato

remissao Vincristina / pulsos de
corticosteroides

SNC= Sistema Nervoso Central

Fonte: Adaptado de EAGLER et al, 2016.

1.2 L-asparaginase

A enzima L-asparaginase (L-ASNase) ou L-asparagina aminohidrolase (EC 3.5.1.1) ¢
uma enzima capaz de hidrolisar o aminoacido L-asparagina em L-acido aspartico e amonia,
como mostrado na figura 1 (KUMAR; VERMA, 2012). Encontra-se amplamente distribuida
na natureza ¢ desempenha um importante papel no metabolismo e utilizagdo de aminoacidos.
Ja foi isolada de bactérias Gram negativas como Escherichia coli (WHELAN & WRISTON,
1969), Bacillus coagulans (LAW & WRISTON, 1971), Pseudomonas (ROBERTS, 1972),
Erwinia carotova (LEE et al., 1986), e de bactérias Gram positivas como Staphylococcus
aureus (ROZALKA, 1989) e Corynebacterium glutamicum (MESAS et al., 1990). Ela
também ja foi isolada de alguns fungos, como Aspergillus sp. (WRISTON & YELLIN, 1973)
e Cylindrocarpon obtusisporum MB-10 (RAHA et al., 1990) e leveduras, como
Saccharomyces cerevisiae (DUNLOP et al., 1978).

Figura 1 — Mecanismo de acao simplificado da L-asparaginase

0
H
N . H L-ASNase p ” H__H
Hii \\0 H S HE &\0‘ i + N
[ ] [ ~
g H M H"H Amonia
L-asparagina Acido L-aspartico

Fonte: Adaptado de PubChem.
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O interesse de estudo dessa enzima cresceu quando Kidd (1953) demonstrou que o
soro do porco da india causava a diminui¢do de um tipo de lisosarcoma (Lisosarcoma de
Gardner) em ratos, e sugeriu que a atividade antineoplasica era devido a uma proteina. Mais
tarde, Broome (1961) relacionou definitivamente a propriedade antitumoral do soro do porco
da india a atividade da L-asparaginase. Logo apds a descoberta, foi isolada a L-asparaginase
de Escherichia coli, que era eficiente em induzir a morte de células leucémicas
(MASHBURN & WRISTON, 1964). Desde entao, os estudos envolvendo a L-asparaginase
cresceram e seu uso terapéutico foi estendido para humanos.

Uma das metodologias utilizadas para avaliar a atividade enzimatica da L-
asparaginase consiste no ensaio colorimétrico por meio do reagente de Nessler, uma solugao
alcalina de tetraiodomercurato II de potéssio, que detecta nitrogénio amoniacal livre, produto
da hidrdlise enzimatica da L-asparagina (WRISTON e YELLIN, 1973). Apesar de importante
para estudos enzimaticos, esse reagente ¢ altamente toxico e bioacumulador, o que aumenta o
risco de contaminagdo do ambiente, uma vez que possui metais pesados em sua composicao,
como mercurio (FISPQ, 2016). Portanto, faz-se necessario melhorar metodologias de uso

desse reagente, visando, principalmente, a reducdo de seus residuos toxicos.

1.2.1 Estrutura tridimensional

Campbell et al. (1967) verificaram a presenca de duas isoformas de L-asparaginase de
Escherichia coli: tipo 1, encontrada no citoplasma, e tipo II, encontrada no periplasma. Ambas
apresentam estruturas bioquimicas e genéticas diferenciadas. A L-asparaginase tipo II possui
uma estrutura quaternaria tetramérica e alta afinidade por L-asparagina (CEDAR;
SCHWARTS, 1967). O primeiro cristal obtido foi da enzima originada de E. coli, resolvido
por SWAIN et al. (1993) (figura 2), estruturado em quatro subunidades nao-alostéricas
nomeadas A, B, C e D, onde A/C ¢ B/D formam dimeros intimos.

Os monomeros possuem dois dominios principais, C-terminal (menor) e N-terminal
(maior), estando entre esses um dos quatro sitios ativos encontrados na molécula, com

destaque para os residuos de treonina Th15 e Th95 (AGHAIYPOUR et al., 2001)
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Figura 2 — Estrutura cristalizada de L-asparaginase Il de Escherichia coli

Fonte: PDB (codigo 3ECA).

1.2.2 L-asparaginase para o tratamento de leucemia linfoide aguda

O aminoacido ndo essencial L-asparagina possui sintese celular iniciada a partir da
acdo de uma transaminase, a qual converte oxalacetato em um aspartato intermediario, que ¢
convertido em asparagina pela enzima asparagina sintetase (ASNS) (BATOOL et al., 2016).
Linfoblastos leucémicos apresentam baixa expressdao de ASNS, dependendo da captacdo de
asparagina livre no plasma para sobreviver (ZHANG et al., 2014; LAZARUS et al., 1969). A
deplecao dos niveis séricos de L-asparagina pela a¢do da L-asparaginase afeta diretamente a
producdo energética da célula cancerigena e, consequentemente, interrompe seu potencial
proliferativo (KUMAR & SOHBA, 2012).

Atualmente, trés formulagdes sdo disponibilizadas no mercado para o tratamento
oncologico: a L-asparaginase nativa de Escherichia coli (Elspar®, Kidrolase® e Spectrila®),
a L-asparaginase produzida por Erwinia chrysanthemi (Erwinase®), e uma versdo menos
imunogénica da enzima nativa de E. coli devido a inclusdo de polietilenoglicol (PEG)
(Oncaspar®). As trés possuem o mesmo mecanismo de a¢do, porém diferem em suas
propriedades farmacocinéticas, como a meia vida plasmatica: a L-asparaginase de E. coli

possui uma meia vida de 30 horas, enquanto que a de E. chrysanthemi é de 16 horas e a de E.
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coli com PEG ¢ de 6 dias (3 dias em pacientes que desenvolveram hipersensibilidade)
(RIZZARI, 2013).

No Brasil, ndo existe a produgao nacional do produto, sendo necessaria a compra da L-
asparaginase por laboratorios do exterior. Até 2011, os hospitais adquiriam a L-asparaginase
do Laboratdrio Bago, que detinha o registro no Pais da L-asparaginase com o nome comercial
de Elspar®, fabricada pela Merck Sharp & Dohme (MSD). A MSD encerrou a producdo do
biofarmaco, tendéncia que se apresentou em todo mundo, tendo sido alertado o risco de
desabastecimento do biofarmaco pela Sociedade Brasileira de Oncologia Pediatrica
(SOBOPE). De 2011 a 2013, a aquisi¢do continuava a ser feita Laboratorio Bago, sob o
mesmo nome comercial de Elspar®, produzida pela Lundbeck INC e OSO
Biopharmaceutical. A partir de 2013, o Ministério da Satde passou a adquirir, em carater
emergencial, a importagdo do medicamento e distribuicdo aos hospitais. O prego maximo de
compra estipulado para pela Camara de Regulag¢ao pelo Mercado de Medicamentos (CMED)
para a L-asparaginase em 2013 era de R$ 81,36, ¢ o Ministério da Satude estava adquirindo
pelo valor de R$ 381,99. Em 2017, foi realizada a compra de Leuginase® da empresa Beijing
fornecida por Xetley, totalizando o valor de R$ 7.683.702,60 para um estoque de uso para o

primeiro semestre do ano (Ministério da Satude, 2017).

1.2.3 Efeitos secunddarios e imunogenicidade

O uso da L-asparaginase para o tratamento de leucemia linfoide aguda esté associado a
varias toxicidades. A falha em receber o tratamento completo da asparaginase devido a
toxicidade emergente do tratamento tem sido associada a desfechos desfavoraveis em criangas
com LLA (PUl et al., 2012).

Os efeitos apresentados sdo diversos, tendo sido relatados na literatura casos de
hiperglicemia (DUVAL et al., 2002; ALBERTSEN et al., 2001); pancreatite (RAJA et al.,
2012); trombose (HERNANDES-ESPINOSA et al., 2006, MITCHELL et al., 1994);
encefalopatia (PANIS et al, 2010); toxicidade hepatica (RAETZ et al, 2010) e
hipersensibilidade (MULLER; BOOS, 1998). Com excecdo da hipersensibilidade, todos os
demais efeitos t€ém como causa ou hipotese a reducao da producdo de varias proteinas como
consequéncia dos baixos niveis séricos do aminoicido L-asparagina (MULLER; BOOS,
1998).

No caso da hipersensibilidade, a causa seria a resposta imune desencadeada pelo uso

das L-asparaginases de origem bacteriana, associada ao desenvolvimento de anticorpos anti-
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asparaginase (MULLER; BOOS, 1998), o que provoca uma reducio da meia-vida da enzima
circulante e, consequentemente, reducao de sua eficiéncia terapéutica, fendmeno conhecido
como ‘“hipersensibilidade ou inativagdo silenciosa” (PIETERS et al, 2011). A
hipersensibilidade ¢ manifestada clinicamente por alergia e anafilaxia, sendo a causa mais
comum para descontinuacdo do tratamento com L-asparaginase (HUUIYA & VAN DER
SLUIS, 2016).

1.2.4 L-asparaginase de Bacillus subtilis

Ja foi reportada a presenga de dois genes de L-asparaginase da bactéria Bacillus
subtilis, ansA e ansZ (SUN & SETLOW, 1991; FISHER & WRAY, 2002). O gene ansZ, que
codifica uma L-ASNase tipo II, foi identificado por KUMANO et al. (1997) a partir do
sequenciamento do genoma de B. subtilis 168.

A enzima codificada pelo gene ansA, correspondente a uma L-asparaginase do tipo I,
j& possui aplicagdo na industria de alimentos, voltada para a reducdo de acrilamida formada
durante o processamento térmico de biscoitos, batatas e paes (ANESE et al., 2011). Poucos
estudos sdo relatados na literatura envolvendo a caracterizagdo das L-asparaginases de B.

subtilis,, bem como avaliagdo do potencial antineoplésico por parte da sua L-ASNase II.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizagdo enzimatica da L-asparaginase II de Bacillus subtilis expressa em

Escherichia coli e avaliagdo de sua atividade citotoxica antineoplasica.

2.2 Objetivos especificos

e Adaptacdo de ensaio de atividade enzimatica para a microescala;

e Avaliacdo do efeito do pH e da temperatura sobre a atividade enzimatica;

e Determinagdo dos parametros cinéticos da enzima;

e Avaliacdo da atividade citotoxica da enzima recombinante sobre uma linhagem de

células tumorais.
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3 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo da continuidade ao trabalho de conclusdao de curso realizado em
2017 pela estudante Ludmilla Freire Caetano intitulado “Expressdo e caracterizagdo
bioquimica de uma L-asparaginase Il de Bacillus subtilis expressa em Escherichia coli:
estudo preliminar de um potencial biofairmaco”, onde os genes ansZ e ansB, respectivamente,
de Bacillus subtilis e de Escherichia coli que codificam L-asparaginases do tipo II, foram
clonados em vetor plasmidial pET28a e inseridos em cepa de expressao E. coli Rosetta,
seguido de padronizagdo e purificagdo das respectivas enzimas recombinantes por

cromatografia de afinidade utilizando coluna HisLink™.

3.1 Expressao heterdloga de L-asparaginases de Escherichia coli e Bacillus subtilis

Colonias de E. coli Rosetta transformadas com os vetores pET28a-ansZ ¢ pET28a-
ansB foram isoladas em placas de LB agar, e colonias individuais foram langadas em 5mL de
meio LB acrescidos de cloranfenicol (34 pg/mL) e canamicina (40 pg/mL) em tubos de vidro
previamente autoclavados, sendo o controle negativo sem presencga de material bacteriano. Os
pré-indculos foram entdo incubados a 37°C por aproximadamente 16 horas sob agitacao de
200 rpm.

A expressao heterdloga foi realizada em volume de 250 mL de meio LB, ao qual foram
adicionados 2,5 mL de MgCl, (0,1 M), 400 pL de canamicina (40 pg/mL) 250 pL de
cloranfenicol (34 pg/mL), e 5 mL de meio de cultura crescida. O meio de cultivo inoculado
foi incubado em shaker a 37°C e 200 rpm, medindo-se a densidade 6tica (D.O) até que esta
atingisse absorbancia 0.5 a 600 nm. A indugdo se deu utilizando IPTG (0,5 mM) com
incubacao por 4 horas a 30 C sob agitagdo a 200 rpm. Posteriormente, foram submetidos a

centrifugacao a 7.000 x g por 5 minutos e armazenamento dos pellets a -20 C.

3.2 Lise por sonicac¢io

A lise celular foi feita por sonicacdo, utilizando-se processador ultra-sonico
UPS0H da Hielscher Ultrasonics GMBH®, configurado para 50% de amplitude. O pellet
referente ao teste de expressdo foi resuspendido em 3 mL de tampao de lise (Tris 50 mM e
NaCl 300 mM contendo 20 mM de Imidazol (pH 8)), 20 puL de Triton X100 e 100 pL de
PMSF (0,03mM). A amostra seguiu para o passo de sonicagcdo com ciclos de 30 segundos de

ultrassom e 30 segundos em repouso, alternados, por cerca de 20 repeticdes, até obter uma
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mistura homogénea. O lisado celular foi centrifugado a 10.000 x g por 30 minutos a4°C e a

fragdo soluvel.

3.3 Purificacdo de L-asparaginase II recombinante por cromatografia de afinidade por

metais imobilizados (IMAC)

Para a cromatografia de afinidade, foram preparados tampdes de lavagem (300
mM de NaCl e 50 mM de Tris contendo de 60 a 100 mM de imidazol) e tampao de eluicao
(300 mM de NaCl, 50 mM de Tris e 300 mM de imidazol), ambos com pH 8,0.
Aproximadamente, 1 mL da coluna HisTrapTMHP (GE®) composta de agarose conjugada
com fon niquel foi lavada com 5 mL com 4gua destilada filtrada para retirada do alcool
residual no qual ¢ armazenada, equilibrada com tampao de lise e incubada com
aproximadamente 10 mL de extrato protéico (pos sonicagdo) por 1 hora, em banho de gelo e
sob agitacdo orbital de 100 rpm. Posteriormente, esse volume foi colocado em suporte para
prosseguir com a cromatografia aplicando um protocolo de gradiente crescente de 20, 60, 100
mM de imidazol, onde as lavagens de elui¢do foram acompanhadas por leitura em
espectrofotometro no comprimento de onda de 280 nm. Para acompanhamento posterior por
meio de ensaio de SDS-PAGE, aliquotas da lavagem com 100 mM de imidazol foram
coletadas e armazenadas a 4°C. No passo de -eluigdo, utilizou-se o tampao contendo 300
mM de imidazol, para coleta de aliquotas de 1 mL, as quais foram armazenadas a 4 C,
para uso posterior em eletroforese SDS-PAGE. As aliquotas em tampao contendo 300 mM de
imidazol foram reunidas, dialisadas em tampao Tris 50mM e NaCl 300 mM (pH 8,6) e
concentradas em aproximadamente 5 mL, com auxilio de Vivaspin (GE Healthcare®) com

membrana de 10 kDa, sendo armazenada em glicerol 25% a -20C a 4°C.

3.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Para eletroforese (SDS-PAGE) utilizada para andlise da expressdo heter6loga de L-
asparaginase Il recombinante foi feito um gel de 12% de acrilamida (GE), sendo adicionados:
3,150 mL de agua, 2,1 mL de bis-acrilamida 40%, 1,75 mL de solugdo lower Tris 4x e 80 uL
de uma mistura com TEMED e APS 10%. Para o gel de 3,5% upper ou stacking gel 3,6%,
utilizou-se: 2,17 mL de 4gua, 0,33 mL de bis-acrilamida 40%, 0,83 mL de upper Tris 4x e
100 pL de mistura com TEMED e APS 10%. As amostras foram preparadas em tubos de 1,5

mL, sendo adicionados 6L de tampao de amostra (5x) a 30 pL de amostra. todas as amostras
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passaram por tratamento térmico em banho-maria a 100°C por 10 minutos e ao gel de

poliacrilamida foram aplicadas em cerca de 20 pL.

3.5 Atividade enzimatica de L-asparaginase 11 de Escherichia coli e Bacillus subtilis

3.5.1 Quantificacdo de proteinas

A quantificagdo de proteinas foi realizada utilizando o Quibit® Protein Assay Kit, a
partir do qual 5 pL da amostra utilizada para quantificagdo, fosse L-ASNase de E. coli ou B.
subtilis, eram adicionados em tubo de 0,5 mL a 195 pL de um mix contendo um 199 pL de
tampdo e 1 pL fluoréforo por reagdo (ambos os reagentes presentes no kit), submetidos a
vortex por 3 segundos e incubados a temperatura ambiente durante 15 minutos. Foram
realizadas triplicatas para quantificagdo de cada uma das proteinas. Posteriormente, foi

realizada a leitura utilizando o equipamento Qubit® Fluorometer.

3.5.2 Curva padrdo para cdlculo de aménia liberada

Uma curva padrao foi construida utilizando solugdo de sulfato de amonio ((NH4)2SO4)
12 mM em gradiente de concentragdo. Foram adicionados diferentes volumes da solucdo
estoque de (NH4)2SO4a 80 pL de tampao Tris 50 mM e NaCl 300 mM (pH 8,0), produzindo
triplicatas de dilui¢des cujas concentracdes variaram de 0,216 a 2,4 uM do ion amoénio
(NH4"), para um volume final de trabalho de 180 pL. As amostras foram incubadas a 37 °C
durante 30 min, com posterior adi¢do de 10 pL de acido tricloroacético (TCA) 1,5 M para
bloqueio da reagao.

Para reacdo colorimétrica, utilizou-se microplaca de 96 pocos, onde 10 pL de cada
diluicao e 240 pL de reagente Nessler diluido (25 pL de Nessler + 215 pL de agua ultrapura)
foram adicionados. A leitura de absorbancia em comprimento de onda de 436 nm foi realizada

em um leitor de microplacas Synergy™ HTX Multi-Mode.
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3.5.3 Atividade enzimatica

Foram realizadas dilui¢des a partir da proteina em estoque de ambas as enzimas, sendo
testadas as diluicoes de 1:10. 1:20 ¢ 1:30. As diluigdes foram submetidas a avaliagdo da
atividade enzimatica, sendo adicionados 10 pL de cada diluicdo em uma reagdo contendo 160
uL de tampao Tris 50 mM e NaCl 300 mM (pH 8,0) e 10 pL de L-asparagina 189 mM e
incubados a 37 °C durante 30 minutos. A adi¢ao de 10 uL de TCA 1,5M para o bloqueio da
reacao foi realizada apos periodo de incubagao.

Para reacdo colorimétrica, utilizou-se microplaca de 96 pocos, onde 10 uL de cada
dilui¢do e 240 pL de reagente Nessler diluido (25 pL de Nessler + 215 uL de agua ultrapura)
foram adicionados. A leitura de absorbancia em comprimento de onda de 436 nm foi realizada

em um leitor de microplacas Synergy™ HTX Multi-Mode.

3.5.4 Determinacao da influéncia do pH para a atividade das L-asparaginases de E. coli e

B. subtilis

A atividade enzimaética para determinacao de pH 6timo foi realizada em tubos de 0,2
mL utilizando-se 160 pL de diferentes tampodes, cujo pH variou de 3,0 a 11,0, 10 pL de L-
asparagina (189 mM) e 10 uL das enzimas recombinantes, totalizando 180 pL de reacdo. O
tampao citrato 0,2 mM-fosfato 0,1 mM foi utilizado para os pH de 3 a 6, o tampdo Tris 50
mM para pH 7 a 9 e de tampao Glicina 50 mM para os pH 10 e 11. Os tubos eram mantidos
em banho de gelo durante a adicdo da enzima nas reagdes. Para cada tampao testado foi
realizada uma triplicata e um ensaio branco sem a adi¢do de enzima. As reagdes foram
incubadas a 37°C durante 30 minutos em termociclador, seguidos de adi¢do de 10 uL. de TCA
1,5 M.

Para a reacdo colorimétrica, foram aplicados, em uma microplaca de 96 pogos, 10 pL
de cada reacdo, as quais foram adicionados 240 pL de uma diluicdo do reagente Nessler
(25uL de Nessler + 215 pL de 4gua ultrapura/ reacdo). A leitura de absorbancia a 436 nm foi

realizada em leitor de microplacas Synergy™ HTX Multi-Mode.



25

3.5.5 Determinacdo da influéncia da temperatura para a atividade das L-asparaginases de

E. coli e B. subtilis

A atividade enzimatica para a determinacdo de temperatura Otima foi realizada em
tubos de 0,2 mL, utilizando 160 pL do pH 6timo de atividade determinado anteriormente, 10
uL de L-asparagina 189 mM e 10 pL da enzima recombinante, totalizando 180 uL de reagao.
A determinagado da influéncia da temperatura variou as temperaturas de incubacao de 20 °C a
90 °C. Para cada temperatura testada foram realizadas triplicadas do branco e teste, ndo sendo
adicionada enzima a reacdo do ensaio branco. As rea¢des foram incubadas a diferentes
temperaturas durante 30 minutos em termociclador. Ap6s a incubacgdo, adicionou-se 10 pL de
TCA1,5M.

Para o ensaio colorimétrico, foram aplicados 10 pL de cada reacdo (triplicatas dos
brancos e dos testes) em uma microplaca de 96 pogos, aos quais foram adicionados 240 uL de
uma dilui¢do do reagente Nessler (25 uL de Nessler + 215 de agua ultrapura/ reagdo). A
leitura de absorbéncia a 436 nm foi realizada em leitor de microplacas Synergy™ HTX Multi-

Mode.

3.5.6 Teste cinético com L-asparaginase Il recombinante de Bacillus subtilis

O teste de cinética para a enzima envolveu novamente o ensaio colorimétrico de

Nessler. O substrato foi adicionado em diferentes volumes a partir do estoque de L-asparagina

10,5 mM, como mostrado na tabela 2, estando sob diferentes concentragdes nas reagoes.



26

Tabela 2 — Teste cinético realizado para as L-asparaginases II recombinante de Bacillus

subtilis
~ Quantidade do Quantidade de tampao Quantidade de Volume
Concentracao o . . .
do substrato §u.bstrat0 0t1n-10 de a.t1.v1dade da . e.n11ma total :ia
(mM) ad1c10~nad0 na enzima acllcwnado na ad1c10~nada na reacio
reacao (uL) reacao (uL) reacao (uL) (nL)
0,0625 1,07 168,93 10 180
0,1250 2,14 167,86 10 180
0,2500 4,29 165,71 10 180
0,5000 8,57 161,43 10 180
1,0000 17,14 152,86 10 180
2,0000 34,29 135,71 10 180
4,0000 68,57 101,43 10 180
6,0000 102,86 67,14 10 180
8,0000 137,14 32,86 10 180
9,9100 170 0 10 180

Fonte: Elaborado pela autora.

As reagdes foram realizadas em tubos de 0,2 mL em triplicata, e ensaio branco para
cada uma das concentragdes testadas também foi realizado em triplicata, sem a adi¢do de
enzima. Foram incubadas a 37 °C durante 30 min em termociclador. Encerrada a incubagao,
foram adicionados 10 pL de TCA 1,5 M a cada reagao.

Para a reagdo colorimétrica, 10 pL de cada reagdo foram aplicados em uma microplaca
de 96 pocos e adicionados 240 pL de diluicao de Nessler (25 pL de Nessler + 240 pL de agua
ultrapura/ reacdo). A leitura da absorbancia foi feita a 436 nm utilizando leitor de microplacas
Synergy™ HTX Multi-Mode. Os parametros cinéticos foram calculados utilizando-se o

programa SigrafW.

3.6 Ensaio de citotoxicidade utilizando o método alamarBlue®

3.6.1 Linhagem e cultura de células

Foi utilizada para o teste a linhagem neoplasica Raji. Foi cultivada em garrafas de
cultura com meio RPMI contendo 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de antibiotico
penicilina/estreptomicina. As células foram mantidas em estufa a 5% de CO; a 37 °C durante
aproximadamente uma semana, para que atingissem a concentracdo celular necessaria para o

ensaio.
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3.6.2 Avaliacao da citotoxicidade

Foram adicionados 100 pL de células Raji em microplacas de 96 pogos na
concentragdo padronizada de 5 x 10* células/pogo, as quais foram submetidas a diferentes
concentragdes das L-asparaginases de E. coli e B. subtilis. As concentragdes utilizadas para a
L-asparaginase de B. subtilis foram de 0, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 60, 70 ¢ 80 pg/mL, e as de E.
coli, 0, 5, 10, 15 e 18 pg/mL (triplicata de cada concentragdo), preparadas em PBS estéril.
Para cada pogo, foram adicionados 10 pL de enzima nas concentragdes anteriormente citadas,
e 90 uL de meio RPMI, totalizando 200 uL por pogo. O ensaio branco foi realizado apenas
com tampao estéril.

As placas foram incubadas em estufa a 5% de CO; a 37 °C durante 48 horas. Trés
horas anteriores ao término de incubagdo, adicionou-se 20 pL de alamarBlue® diluido em
PBS (20 pL de estoque alamarBlue® 10 mg/mL em 1980 pL de PBS estéril) em cada um dos
pogos e as placas eram novamente incubadas até que completasse o periodo de incubagio.

A leitura das placas foi feita por fluorescéncia utilizando leitor de microplacas
Synergy™ HTX Multi-Mode, com parametros de excitagdo de 540/35 nm e emissao a 590/20

nm.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Purifica¢ao de L-asparaginase recombinante de Escherichia coli e Bacillus subtilis

As sequéncias primarias de L-ASNase de E. coli e B. subtilis receberam seis histidinas
em sua por¢ao N-terminal pelo vetor de expressdo pET28a. Por apresentarem estruturalmente
um anel imidazoélico, as histidinas interagem fortemente com ions metalicos, no caso o niquel
(Ni?"), como relatado por GABERC-POREKAR ¢ MENART (2001), apresentando-se como
uma metodologia consolidada de purificagdo de proteinas.

Uma nova expressdo foi realizada para a obtengdo de amostras a serem analisadas nos
ensaios de caracterizagdo. O gel de poliacrilamida da figura 3 mostra o resultado apresentado

apos o processo de purificagdo das enzimas.

Figura 3 — Gel de poliacrilamida da purificacio de L-ASNase de E. coli e B.

subtilis

MM B Z

225 kDa .

50 kDa'

- -

25 kDa b u—

15 kDa-

10 kDa ME—

Fonte: Elaborado pela autora. MM: marcador molecular; B: L-

ASNase de E. coli, Z: L-ASNase de B. subtilis.
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Assim como demonstrado anteriormente, as L-ASNases em questdo foram expressas
em fracdo soluvel e a indug¢do por IPTG 0,5 mM proporcionou a obtencdo de uma grande
quantidade de enzima expressa, podendo ser visualizado a partir das bandas robustas
apresentadas no gel. Além disso, ¢ possivel observar que a metodologia de purificacdo possui
resultado satisfatério para a necessidade do trabalho, uma vez que ¢ possivel separar as
enzimas recombinantes de grande parte das proteinas do organismo de expressdo E. coli

Rosetta.

4.2 Curva padrio e atividade enzimatica

A avaliagdo da determinagdo da influéncia de pH e temperatura na atividade
enzimadtica e o teste de cinético com as L-asparaginases de Escherichia coli e Bacillus subtilis
foram realizados por meio do ensaio colorimétrico com o reagente de Nessler (solugdo
alcalina de tetraiodomercurato II de potdssio), bastante utilizado para determinagdo de
nitrogénio amoniacal, que ¢ um dos produtos gerados pela hidrolise enzimatica da L-
asparagina (WRISTON e YELLIN, 1973). A partir da reag¢do entre o regente Nessler e os ions
amonio formados pela reacdo, é produzido um composto com coloracdo amarelo-acastanhado.

Com a construgao da curva padrdo, torna-se possivel associar a absorbancia obtida a
partir do teste cinético a um valor quantitativo de amonia liberada. Como mostrado no grafico
1, foi obtida uma equagdo da reta formada pelos pontos correspondentes as absorbancias
obtidas a partir das dilui¢des de sulfato de amonio realizadas, que passou a ser utilizada para

os calculos de determinacao de atividade enzimatica posteriores.
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Grifico 1 — Curva padriao de sulfato de amonio ((NH4)2SO04)
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Fonte: Elaborado pela autora. Eixo x: pmol de sulfato de amdnia; Eixo y: absorbancia
obtida em leitura a 436 nm. Os valores da curva foram determinados realizando-se a

média das absorbancias das triplicatas obtidas para cada dilui¢do de (NH4),SO4 em teste.

O teste de atividade enzimatica realizado ocorreu de modo a obter-se uma diluicao da
enzima com absorbancia que estivesse inclusa dentro do intervalo da curva padriao obtida,
para que fosse possivel aplicar esse valor na equagdo. A partir do conhecimento da
concentragdo obtida de cada uma das enzimas (L-asparaginase B. subtilis: 450 pg/mL; L-
asparaginase E. coli: 205 pg/mL) e das diluicdes realizadas para cada enzima (1:20 da B.
subtilis; 1:30 da E. coli), € possivel calcular os valores da concentracdo da enzima em U/mg,
sabendo-se que 1U indica a quantidade de enzima que catalisa uma reacdo com velocidade de

formag¢do de 1 pmol de produto por minuto.

4.3 Curvas de influéncia do pH e temperatura para as L-asparaginases de B. subtilis e E.
coli

A determinagdo da influéncia de pH e temperatura na atividade enzimadtica possui
grande importancia para a caracterizagdo da enzima. Tendo em vista uma possivel aplicacao,
como no caso da L-asparaginase, esses parametros sao essenciais para se determinar a

viabilidade do uso dessa enzima para a aplicagcdo almejada.
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Para a L-asparaginase de Bacillus subtilis, o pH 6timo de atividade definido foi o pH
7.0, como mostrado no grafico 2, que se aproxima de resultados apresentados na literatura,
como apresentado por JIA ef al. (2013) e ONISHI et al. (2011), que obtiveram pH 6timos de
7,5 e 8,0. Para a L-asparaginase de E. coli, como apresentado no grafico 3, o pH o6timo de
atividade foi de 8,5, que se diferencia de dados apresentados por WHEHNER et al. (1992),
que obteve pH 6timo de 7,0 e VIDYA et al. (2011), que obteve pH 6timo de 6,0.

Grafico 2 — Perfil de atividade enzimatica da L-ASNase

recombinante de Bacillus subtilis em diferentes pH.
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Fonte: Elaborado pela autora. Curva de atividade enzimatica analisada
frente a variacdo de pH (3,0 a 11,0). Os valores da curva foram
determinados realizando-se a média das absorbancias das triplicatas
obtidas para cada tampdo em teste e relacionadas entre si,
considerando o maior valor médio obtido como 100% de atividade

enzimatica para a curva. O ensaio foi realizado a 37 °C.
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Grafico 3 — Perfil de atividade enzimatica da L-ASNase

recombinante de Escherichia coli em diferentes pH
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Fonte: Elaborado pela autora. Curva de atividade enzimatica realizada
frente a variacdo de pH (3,0 a 11,0). Os valores da curva foram
determinados realizando-se a média das absorbancias das triplicatas
obtidas para cada tampdo em teste e relacionadas entre si,
considerando o maior valor médio obtido como 100% de atividade

enzimatica para a curva. O ensaio foi realizado a 37 °C.

Para o ensaio de temperatura, a temperatura 6tima obtida para a L-asparaginase de B.
subtilis foi de 50 °C, como mostra o grafico 4, que corrobora com o resultado obtido por
ONISHI et al. (2011) e se aproxima do valor obtido por JIA et al. (2013), que foi de 40 °C. Ja
para a de E. coli, a temperatura 6tima obtida foi de 60 °C, mostrado no grafico 5, que diverge

do valor apresentado por VIDYA et al. (2011), que obteve temperatura 6tima de 40 °C.



Grafico 4 — Perfil de atividade enzimatica da L-ASNase
recombinante de Bacillus subtilis sob gradiente de

temperatura
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Fonte: Elaborado pela autora. Curva de atividade avaliada frente a variagdo
de temperatura (20 a 90 °C). Os valores da curva foram determinados
realizando-se a média das absorbancias das triplicatas obtidas para cada
temperatura em teste ¢ relacionadas entre si, considerando o maior valor
médio obtido como 100% de atividade enzimatica para a curva. O ensaio foi
realizado em pH 7,0.

Grafico 5 — Perfil de atividade enzimatica da L-ASNase
recombinante de Escherichia coli sob gradiente de

temperatura
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Fonte: Elaborado pela autora. Curva de atividade enzimatica realizada
frente a variagdo de temperatura (20 a 90 °C). Os valores da curva
foram determinados realizando-se a média das absorbancias das
triplicatas obtidas para cada temperatura em teste e relacionadas entre
si, considerando o maior valor médio obtido como 100% de atividade
enzimatica para a curva. O ensaio foi realizado em pH 8,5.
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A variacdo apresentada entre os resultados pH e temperatura de diferentes estudos
pode estar em razado dos diferentes tipos de tampao utilizados no preparo para os testes de pH,
a metodologia utilizada para aferir atividade, uma mudanca de conformagao da proteina em

razao da adicao de cauda His-fag ou da cepa do organismo utilizado.

4.4 Teste cinético de L-asparaginase recombinante de Bacillus subtilis

O resultado do ensaio cinético para a L-asparaginase de B. subtilis esta apresentado no grafico
6, ao qual ¢ possivel observar um platd formado pela curva a partir da concentragdo de 4 uM

de L-asparagina presente na reagdo. Isso configura a saturacdo dos sitios ativos das L-

asparaginases adicionadas nas reagoes.

Grafico 6 — Curva cinética da L-ASNase recombinante

de Bacillus subtilis
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Fonte: Elaborado pela autora. Curva realizada a variagdo de concentragdo
substrato (0,0625 a 9,91 mM) em fun¢do do valor em U/mg obtido a partir

das reagdes. O ensaio foi realizado em pH 7,0 a 37 °C durante 30 min.

Os dados obtidos a partir dessa curva foram aplicados no programa SigrafW de acordo
com LEONE et al. (2005) e foram determinados os parametros cinéticos da enzima, de modo
que o valor de Km foi de 1,427 mM e a Vmax foi de 176,1 pmol/min/mg, como mostrado na

tabela 3. Comparativamente, os valores de Km e Vmax obtidos em relagdo aos dados presentes
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na literatura relativos a L-asparaginase de Bacillus subtilis apresentam uma grande variedade.
Essa variedade ¢ justificada pelas diferentes condi¢cdes submetidas por cada trabalho a enzima
(expressao heterdloga; diferentes parametros utilizados para o teste), € também em razao da
possibilidade de utilizacdo de diferentes cepas de um mesmo organismo. Ainda assim, 0s
valores de Km apresentados estdo bem acima dos valores de Km das enzimas de Escherichia
coli e Erwinia chrysanthemi, fontes de enzimas utilizadas no tratamento de LLA, o que
implica uma menor afinidade ao substrato por parte da L-asparaginase de B. subtilis (tabela
3). Para confirmar esses valores obtidos na literatura, a determinagao dos parametros cinéticos

da L-asparaginase Il de E. coli estd em andamento pelo nosso grupo de pesquisa.

Tabela 3 — Comparacao de parametros cinéticos com outras L-

asparaginases 11

Km (mM) Vmax
Bs_LASNase II* 1,427 umollzrfﬁ;/mg
Bs AIlI40M ° 2,06 -
Bs LASNase II © 0,43 77,51 uM/min
Eco LASNase II 9 3,5x 107 §
Ech LASNase II © 1,5x 107 §

Fonte: (a) presente estudo a 37°C; (b) ONISHI et al. (2011) a 30 °C; (c) JIA et al.
(2013) a 40 °C; (d) DERST et al. (2000) a 25 °C e () KOTZIA & LABROU (2005)
a37°C.

4.5 Avaliacao de citotoxicidade de L-asparaginases de Bacillus subtilis e Escherichia coli

pelo método alamarBlue®

O método ¢ baseado no uso do reagente alamarBlue®, que ¢ a resazurina, um
composto redox utilizado como indicativo de atividade metabdlica em culturas celulares e
possui inumeras aplicacdes, como estudos de toxicidade, de proliferacdo e de viabilidade
celular (PRABST et al, 2017). Em solugiio aquosa, a resazurina possui cor azul, adquirindo a
cor rosa ao sofre redugdo para resorufina (figura 4). Células metabolicamente viaveis sdo
capazes de reduzir a resazurina por enzimas mitocondriais utilizando a nicotinamida adenina
dinucleotideo (NADH) e a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) como fonte
de elétrons (PRABST et al, 2017). A justificativa para escolha do uso da resazurina reside no

fato de ser relativamente barata e mais sensivel que outros ensaios.
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Figura 4 — Perfil de placa obtido apds periodo de incubacio com

alamarBlue®

Fonte: Elaborado pela autora. No poco Al ¢é possivel observar a coloracdo da

resazurina em solucdo. Na coluna 2, temos o controle do ensaio, no qual a resazurina
¢ completamente reduzida, apresentando a coloragdo rosa. Apresentada morte

celular, apenas parte da resazurina sera reduzida, apresentando uma cor roxa.

Para o ensaio de citotoxidade envolvendo a L-asparaginase de B. subtilis, foi obtido o
grafico 7, onde € possivel verificar a taxa de morte celular de células Raji quando submetidas
a tratamento com essa enzima. Apenas nas concentragdes mais altas, de 70 e 80 ug/mL, a
enzima apresentou uma resposta significativa. Ja a L-asparaginase de E. coli, em que foram
testadas apenas concentragdes mais baixas, foi possivel obter uma taxa de morte celular
significativa nessas concentragdes, o que implica um melhor desempenho dessa enzima como

antineoplésica, como mostrado no grafico 8.



Grafico 7 — Avaliacgio de citotoxicidade de L-asparaginase

recombinante de Bacillus subtilis
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Fonte: Elaborado pela autora. Grafico obtido a partir da média das triplicatas
realizadas para as concentragdes em teste ¢ posterior relagdo com o teste branco,
considerando-se que a absorbancia obtida a partir desse representa 0% de morte
celular, tendo em vista que ndo foi submetida a tratamento com a enzima. Os
desvios obtidos relativos a comparagdo dos valores obtidos pelas triplicatas estdo

representados acima das barras.

Grafico 8 — Avaliacao de citotoxidade de L-asparaginase
recombinante de Escherichia coli
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Fonte: Elaborado pela autora. Grafico obtido a partir da média das
triplicatas realizadas para as concentragcdes em teste e posterior relagao
com o teste branco, considerando-se que a absorbancia obtida a partir
desse representa 0% de morte celular, tendo em vista que ndo foi
submetida a tratamento com a enzima. Os desvios obtidos relativos a
comparagdo dos valores obtidos pelas triplicatas estdo representados

acima das barras.
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O motivo pelo qual a L-asparaginase de B. subtilis apresentou menor atividade
citotoxica pode estar relacionado ao seu Km, que ¢ maior que o da E. coli, consequentemente
apresentando uma menor afinidade ao substrato. Outro fator, bastante discutido na literatura,
diz respeito a atividade L-glutaminésica apresentada por essas enzimas e a possibilidade de
contribuicdo dessa atividade para a citotoxicidade promovida pela L-asparaginase. A razao
seria que as células que ndo expressam a asparagina sintetase (ASNS) podem ser protegidas
da deplecdo de L-asparagina pela producao a partir L-glutamina como fonte (AVRAMIS,
2012; EHSANIPOUR, 2013). A L-asparaginase de E. coli possui alta atividade glutaminésica
(DERST, 2000), enquanto que ja é descrita uma baixa atividade glutaminasica por parte da
enzima de B. subtilis (ONISHI, 2011). Para elucidar esta hipotese, estudos de atividade

glutamindsica para ambas as enzimas estdo em sendo planejados em nosso laboratorio.

5 CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos, € possivel concluir que foi viavel a adaptagdo do teste de
atividade enzimatica para a microescala, apresentando por meio desse ensaio dados de pH e
temperatura 6timos das enzimas L-asparaginases de Escherichia coli e Bacillus subtilis que
corroboram com resultados apresentados na literatura, bem como os parametros cinéticos
obtidos para a enzima de B. subtilis apresentaram resultados coerentes. Com isso, obtém-se
uma grande vantagem com a necessidade de uma menor quantidade de enzimas utilizadas
para os ensaios realizados, além de reduzir a quantidade de reagente Nessler utilizado,
reagente com alto grau de toxicidade, que gera um acimulo de residuo proveniente das
reacgoes realizadas.

Ja em relacdo a atividade citotoxica apresentada pelas enzimas, a L-ASNase
recombinante de Escherichia coli apresentou, comparativamente, uma melhor eficacia como
enzima antineopldsica em relagdo a L-ASNase recombinante de Bacillus subtilis, sendo
necessaria para a Ultima uma maior concentragdo de enzima para que se obtenha um maior
indice de morte celular das células Raji. No entanto, este ¢ o primeiro estudo a mostrar que a
L-asparaginase II de B. subtilis possui atividade antitumoral contra uma linhagem leucémica,
abrindo caminhos para estudar mais sua acdo e at¢ mesmo melhorar suas propriedades
teraputicas por técnicas de engenharia de proteinas, abrindo caminho para o

desenvolvimento de um novo biofarmaco.
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