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RESUMO

A L-asparaginase (L-ASNase) ¢ uma enzima que hidrolisa L-asparagina, gerando L-aspartato e
amonia. Ela ¢ conhecida por possuir duas isoformas enzimaticas, sendo denominadas de tipo I
e tipo II. A L-ASNase do tipo II é muito empregada em rotinas quimioterapicas contra
Leucemia Linfoide Aguda, como um agente antineoplasico adjuvante, cujo mecanismo de
acdo baseia-se na deple¢dao de L-asparagina sérica, um aminodcido ndo-essencial importante
para a proliferacao de células leucémicas. As principais L-ASNases oncoterapicas comerciais
sdo obtidas das bactérias Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi. No entanto, atribuem-se ao
seu uso efeitos adversos e de hipersensibilidade devido a presenga da atividade glutaminasica.
Portanto, estratégias que visem caracterizar e estudar a viabilidade de L-asparaginases podem
auxiliar no desenvolvimento de biomoléculas com propriedades terapéuticas melhoradas, a
fim de promover um tratamento mais eficaz e seguro. O presente trabalho teve como objetivo
caracterizar diferentes L-asparaginases bacterianas, especificamente a de Escherichia coli,
denominada L-ASNase B, e as de Bacillus subtilis, as L-ASNases A e Z, e determinar os seus
potenciais citotoxicos em diferentes linhagens leucémicas. As atividades enzimaticas foram
avaliadas pelo método de Nessler, enquanto para os ensaios de citotoxicidade e viabilidade
celular foi utilizado o reagente MTT. Condicdes reacionais de pH e temperatura 6timos das L-
ASNases B e Z foram descritos anteriormente pelo grupo. O pH 6timo para a L-ASNase B foi
de 8,5 e a temperatura 6tima foi 60 °C, ja para a L-ASNase Z o pH o6timo foi de 7,0 ¢ a
temperatura 6tima foi de 50 °C. A caracterizacao da L-ASNase A foi realizada e determinada
obtendo como pH o6timo 7,0, e como temperatura 6tima 40 °C. Além disso, ao utilizar L-
glutamina como substrato, a L-ASNase B demonstrou possuir maior atividade glutamindsica
em relagdo a L-ASNase Z. Os pardmetros cinéticos da enzima L-ASNase B, foram de 3 mM
para o K,, e 168,2 pmol/min/mg para a V.., frente ao substrato L-asparagina. E para a L-
ASNase Z, os valores foram de 1,43 mM e 90,0 pmol/min/mg para K, € Vi,
respectivamente, também frente a L-asparagina. Com relagdo ao ensaio de citotoxicidade
realizado na linhagem HL-60, a L-ASNase B apresentou um Clsy de 0,83 ng/mL e para a L-
ASNase Z o Clsg foi de 1,53 pg/mL. As enzimas caracterizadas possuem potencial aplicagao
na area oncologica, demonstrando as promissoras abordagens para otimizagdo dos
biocatalisadores a partir dos resultados apresentados, de forma que abra cada vez mais

perspectivas para uma terapia eficiente aos pacientes leucémicos.

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



ABSTRACT

L-asparaginase (L-ASNase) is an enzyme that hydrolyzes L-asparagine, generating L-aspartate
and ammonia. It is known to have two enzymatic isoforms, being named type I and type II.
Type II L-ASNase is widely used in chemotherapeutic routines against Acute Lymphoid
Leukemia as an adjuvant antineoplastic agent whose mechanism of action is based on the
depletion of serum L-asparagine, a non-essential amino acid important for leukemia cells
proliferation. The major commercial oncoterapic L-ASNases are obtained from the bacteria
Escherichia coli and Erwinia chrysanthemi. However, adverse effects and hypersensitivity are
attributed to its use due to the presence of glutaminase activity. Therefore, strategies aimed at
characterizing and studying the viability of L-asparaginases may aid in the development of
biomolecules with improved therapeutic properties in order to promote a more effective and
safer treatment. The present work aimed to characterize different bacterial L-asparaginases
specifically that of Escherichia coli, called L-ASNase B, and those of Bacillus subtilis, L-
ASNases A and Z, and determine their cytotoxic potentials in different leukemic cell lines.
The enzymatic activities were evaluated by the Nessler method, whereas for the cytotoxicity
and cell viability assays the MTT reagent was used. Optimum pH and temperature reaction
conditions of L-ASNases B and Z were described previously by the group. The optimum pH
for L-ASNase B was 8.5 and the optimum temperature was 60 °C, while for L-ASNase Z the
optimum pH was 7.0 and the optimum temperature was 50 °C. The characterization of L-
ASNase A was carried out and determined obtaining as optimum pH 7.0, and as optimum
temperature 40 °C. Furthermore, when using L-glutamine as a substrate, L-ASNase B was
shown to have a higher glutaminase activity than L-ASNase Z. The kinetic parameters of the
enzyme L-ASNase B were 3 mM for K, and 168.2 pmol/min/mg for V4, compared to the L-
asparagine substrate. For L-ASNase Z, the values were 1.43 mM and 90.0 pmol/min/mg for
K., and V4, respectively, also compared to L-asparagine. In relation to the cytotoxicity assay
performed in the HL-60 cell line, L-ASNase B had an ICsy of 0.83 pg/mL and for L-ASNase Z
the 1Cso was 1.53 pg/mL. The enzymes characterized have potential application in the
oncological area, demonstrating the promising approaches for the optimization of the
biocatalysts from the presented results, in a way that opens up increasingly perspectives for an

efficient therapy to leukemic patients.

Keywords: L-asparaginase. Acute Lymphoid Leukemia. Characterization. Cytotoxicity.
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1. INTRODUCAO

Cancer ¢ um termo generalista para um grupo de doengcas que tem como
caracteristica marcante o rapido crescimento de células anormais, que se multiplicam
desordenadamente e podem passar a invadir tecidos e espalhar-se para outros orgdos. E a
segunda principal causa de morte no mundo e foi responsavel por 9,6 milhdes de mortes no
ano de 2018 (OMS, 2018). Estima-se que, para o Brasil, no periodo do biénio de 2018-2019,
ocorrerdo 600 mil casos novos de cancer, com exce¢ao do cancer de pele ndo melanoma
(FIGURA 1) (INCA, 2018). Entre os dez tipos de cancer com maior incidéncia, destaca-se a

leucemia que apresentard 5.940 novos casos em homens e 4.860 novos casos em mulheres

para o bi€nio 2018-2019, ocupando a nona e a décima posigdes, respectivamente.

Figura 1 — Distribuicao proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para

2018 por sexo, exceto cancer de pele ndo melanoma.

Prostata 68.220 31,7% Mama Feminina 59.700 29,5%

. ) Homens Mulheres
Traqueia, Brénquio & Pulm3o 18.740 8,7% 3 Colon e Reto 18.980 9,4%
Colon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8,1%
Estdmago 13.540 6,32% g Traqueia, Brinquio e Pulm3o 12.530 6,2%
Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040 4,0%
Esféifago §.240 3,8% 4 Estémago 7750 3,8%
Bexiga 6.690 3,1% Corpo do Utero 6.600 3,3%
Laringe 6.390 3,0% \ Ovario 6.150 3,0%
Leucemias 5.940 2,8% Sistema Nervoso Central 5.510 2,7%
Sistema Nervoso Central 5.810 2,7% Leucemias 4.860 2,4%

Fonte: INCA (2018).

Segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer, por ano, sao
identificados cerca de 300 mil novos casos de cancer entre criangas € jovens de até 19 anos no
mundo, sendo a Leucemia Linfoide Aguda (LLA) a mais frequente na infincia,
correspondendo a cerca de 30-35% dos casos de cancer infantojuvenil (HOWLADER et al.,
2014). E uma neoplasia maligna originaria das células brancas do sangue, também conhecidas
como leucocitos, caracterizada pela proliferacdo excessiva de células imaturas de origem
linfoide no tecido hematopoiético, comprometendo o funcionamento normal da medula dssea.
Possui caracteristicas especificas de incidéncia para adultos e criancas, porém a ocorréncia ¢é
mais comum em criangas (HOFFBRAND et al., 2018).

O tratamento da LLA utiliza diversos agentes quimioterdpicos, sendo a proteina

terapéutica L-asparaginase (L-ASNase) a mais utilizada nas rotinas de terapia. A eficicia
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clinica desta droga ¢ baseada na deplecdo de L-asparagina circulante no sangue e a
vulnerabilidade seletiva das células leucémicas, cuja sobrevivéncia ¢ dependente de fontes
extracelulares de L-asparagina (MULLER et al., 1998). A L-ASNase catalisa irreversivelmente
a conversao hidrolitica de L-asparagina para acido aspartico (L-aspartato na forma idnica) e
amoOnia (amdnio na forma idnica) sob condi¢des fisiologicas (ELSHAFEI et al. 2012)

(FIGURA 2).

Figura 2 — Mecanismo basico de acdo da L-asparaginase, demonstrando os efeitos nas células

leucémicas.

O
HEN OH - Crescimento do
O NHE tumor

L-asparagina

| L-Asparaginase |

O
-O _ Crescimento do
OH tumor inibido
O NH,
L-Aspartato

+
NH 4+ (Ion aménio)

Fonte: Adaptado de ELSHAFEI et al. (2012). Reagdo hidrolitica enzimatica da L-asparaginase que ocorre no
tratamento oncoterapico.

As L-ASNases comerciais utilizadas no tratamento de LL A sdo obtidas através das
bactérias gram-negativas Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi. No entanto, por ser uma
enzima de origem bacteriana e de alto peso molecular, ¢ reconhecida pelo sistema
imunoldgico, diminuindo a sua meia-vida e podendo causar reacdes de hipersensibilidade nos
pacientes (ULU et al., 2017).

Até 2013, a L-asparaginase era comercializada no Brasil, sob o0 nome comercial de
Elspar® (Merck & Co., Inc.) pelo laboratorio Bagd, que detinha o registro nacional do
medicamento, porém a fabricacdo acabou sendo interrompida no pais (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017). Desde entio, a Anvisa vem buscando alternativas para adquirir a L-
asparaginase, devido a sua baixa disponibilidade no mercado farmacéutico e também por nao

haver outro produto equivalente com registro de produ¢do nacional (ZENATTI et al., 2018).
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Uma vez que o Brasil ndo possui plataforma produtiva de L-asparaginase, atualmente, o
Sistema Unico de Saude (SUS) fornece como alternativa mais barata a Leuginase®,
biofarmaco fabricado pela empresa chinesa Beijing SL Pharmaceutical. No entanto, a
aparente falta de estudos clinicos e escassez de informagdes de seguranca acerca desse agente
antineopldsico geraram debates entre os oncologistas € o governo brasileiro, acerca de quao
seguro ¢ comprar um novo medicamento com base em seu preco ¢ nio pela sua eficacia
comprovada cientificamente (ZENATTI et al., 2018).

A partir da problematica acima apresentada faz-se necessario buscar e discutir
novas perspectivas acerca da L-asparaginase que fomente a implementagao de uma produgdo
brasileira, a fim de alcancar autonomia tecnologica desse biofarmaco, cujos resultados sdao

reconhecidamente importantes na clinica de leucemias.

1.1 Enzimas terapéuticas

Enzimas ou biocatalisadores sdo proteinas (ou moléculas de RNA) que possuem
atividade catalitica altamente especifica e seletiva. Além disso, apresentam uma grande gama
de fungdes estabelecidas desde muito tempo, atuando nas industrias téxtil, petroquimica,
quimica fina e farmacéutica. Uma das principais fontes naturais produtoras de enzimas sao os
microrganismos (BATOOL et al., 2016).

Sob outra perspectiva, enzimas de uso terapéutico tiveram suas aplicagdes
iniciadas entre as décadas de 60 e 80, sendo de grande interesse para a atual industria de
biotecnologia. Elas também sdo denominadas de “Enzimas especiais”, pois apresentam
finalidades das mais variadas, como possuirem atividade anti-inflamatoria e antisséptica,
atuarem como auxiliar digestivo, apresentarem atividade antiviral e serem utilizadas como
agentes oncoterdpicos, porém dependendo da sua aplicacdo torna-se necessario um alto nivel

de pureza (AEHLE, 2007) (TABELA 1).
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Tabela 1 — Exemplos de enzimas terapéuticas.

Enzima Fonte Uso terapéutico Referéncia
: . . Auxiliar
Lipase Rhizopus arrhizus o HASSAN et al., 2006
digestivo
. . . . . PRADEEPKUMAR
Ribonuclease Rana pipiens Antiviral et al., 2012,
Colagenase Clostridium Ulceras de pele RAMUNDO et al.,
& histolyticum p 20009.
L.asparaginase Escherichia coli, Leucemia RIZZARI et al.,
-asparag Erwinia chrysanthemi.  linfoide aguda 2013.

Fonte: adaptado de UMAMAHESWARI et al., 2016.

Nos anos 80 ocorreu a revolugao da industria farmacéutica, devido ao advento dos
biofarmacos nas rotinas terapéuticas. Biofarmacos ¢ a designacao dada a medicamentos
originados a partir de processos biotecnoldgicos, nos quais o principio ativo ¢ obtido através
de microrganismos ou células modificadas geneticamente (IPEA, 2018). Segundo a Comissao
Europeia (2013), eles sao englobados como moléculas complexas de alto peso molecular que
podem ser classificados em: proteinas (hormonios, enzimas ou anticorpos monoclonais),
produtos derivados do sangue, medicamentos imunoldgicos (como soros € vacinas), 0S
alérgenos e os produtos de tecnologia avangada, tais como os medicamentos de terapia
genética e celular. Nesse contexto, uma grande parcela dos medicamentos biologicos sdo
proteinas (como enzimas e anticorpos) € hormonios, confirmando cada vez mais sua
importancia no cenario médico (RYU et al., 2012).

Propriedades enzimaticas, como a alta afinidade e a especificidade ao seu
substrato, além da capacidade de converter multiplas moléculas deste em produto, explicam a
aplicabilidade de enzimas na 4drea da saude, resultando na obten¢do de drogas potentes. Os
fatores-chave que devem impulsionar o crescimento do mercado global de enzimas
terapéuticas incluem o aumento progressivo do nimero de casos de cancer, as variadas
aplicacdes de enzimas em tratamentos para as doengas cronicas e a alta demanda por terapias
cada mais efetivas (UMAMAHESWARI ef al., 2016). Segundo a previsdo de mercado
realizada pelo Allied Market Research (2015), o mercado global de enzimas especiais,
pesquisa em biotecnologia e diagndsticos foi responsavel por movimentar US$ 561,9 milhdes
de investimentos em 2014 ¢ esta previsto gerar US$ 947,5 milhdes até 2020, registrando um

crescimento liquido anual de 9,4% durante o periodo de 2015 —2020.
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1.2 L-asparaginase

Dentre as enzimas citadas na tabela 1, vale destacar a L-asparaginase (L-
asparaginase amidohidrolase, EC 3.5.1.1) que tem sido citada constantemente em pesquisas
clinicas oncologicas devido a sua atividade antineoplasica para o tratamento de desordens
linfoproliferativas e de linfomas, mais notadamente da leucemia linfoide aguda (LLA)
(BATOOL et al., 2016).

A hidrolise de L-asparagina em aspartato e amoOnia foi primeiramente observado
por Lang (1904) em tecido bovino. Clementi (1922) descobriu a presenca de L-asparaginase
no soro sanguineo de porquinho-da-india. Kidd (1953) realizou uma série de experimentos
que demonstraram que o soro desse animal era capaz de tratar linfossarcomas em ratos,
atuando entdo como um inibidor tumoral. Finalmente, Broome (1961) demonstrou que a L-
asparaginase era o agente responsavel pela atividade antitumoral presente no soro desses
animais.

Desde a década de 60, foi reconhecido que uma dose Unica de L-asparaginase
podia alcangar a remissdo em 65 % de criancas com LLA por cerca de 60 dias (MULLER et
al., 1998). Mesmo com a existéncia comprovada de L-asparaginases em diferentes
organismos, apenas as enzimas de E. coli e E. chrysanthemi sao produzidas industrialmente e
utilizadas frequentemente na terapia do cancer ha mais de 30 anos (SANCHES et al., 2007).

A presenca do biocatalisador L-asparaginase ja foi reportada em diversos
organismos, incluindo animais, plantas e microrganismos (BATOOL et al., 2016), além de
existir alguns estudos iniciais com humanos (KARAMITROS et al., 2014), entretanto a
preferéncia na plataforma de produgdo acaba recaindo nos microrganismos devido a
facilidade de escalonamento do processo (BATOOL et al., 2016; PATRO et al., 2011). Logo,
alguns estudos mostraram que os fungos também poderiam ser fontes potenciais de L-
ASNases para o tratamento de neoplasias, devido aos efeitos adversos ja documentados sobre
as enzimas bacterianas e pelos fungos serem geneticamente mais semelhantes aos humanos.
Consequentemente, isso diminuiria a probabilidade de ocorréncia das reacdes imunogénicas
contra L-asparaginases fingicas (SHRIVASTAVA et al., 2012). Alguns fungos ja reportados
como produtores sdo: Aspergillus niger (SHRIVASTAVA et al., 2012), Aspergillus oryzae
(HENDRIKSEN et al., 2009), Fusarium roseum (NAKAHAM et al., 1973), dentre outros.

Outras fontes importantes reportadas como produtoras sdo leveduras, como a
Saccharomyces cerevisiae (BOM et al., 1997); macroalgas marinhas como Vaucheria

uncinata (USHA; PANDEY, 2011); e plantas, como nas sementes de Phaseolus vulgaris
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(SALEH et al., 2015), em que a enzima apresentou uma alta atividade enzimatica e era livre
de atividade glutaminésica. Além disso, Clementi (1922) interessantemente notou que a L-
ASNase se encontrava na forma ativa em todos os tecidos de animais herbivoros e no figado

de animais onivoros, mas a enzima estava ausente nos 6rgaos de animais carnivoros.

1.2.1 L-asparaginases bacterianas

As bactérias sdo fontes ricas de L-ASNases e possuidoras de interesse médico
consideravel. A possibilidade do controle de varios fatores ambientais, como fontes de
carbono e nitrogénio, temperatura, pH e niveis de oxigénio permitiram uma maior facilidade
para o escalonamento do processo e a ocorréncia de varios estudos acerca de producdo e
caracterizacao de L-ASNases com potencial terapéutico (VIDYA et al., 2017; SANCHES et
al., 2007). Além disso, ¢ importante o estudo dos fatores bioquimicos e farmacologicos, pois
sdo eles que influenciam na presenca da atividade antileucémica (VIDYA et al., 2017).

Alguns trabalhos mostraram o isolamento da L-ASNase com atividade anticancer

a partir de diferentes plataformas bacterianas, como evidenciado na tabela 2.

Tabela 2 — Bactérias gram-negativas e gram-positivas produtoras de L-ASNases.

Bacterlas. gram- Referéncia Bacterl.a > gram- Referéncia
negativas positivas
: BASCOMB et al., . - FISHER et al.,
Citrobacter sp. 1975 Bacillus subtilis 2002
E. coli NETRVAL, 1977 Bacillus circulans IR0
al., 2009
E. chrysanthemi ~ MOQOLA et al., 1994 | Streptococcus albus RED{);gOe tal.,
Klebszell.a REDDY et al., 1990 Corynebaftermm MESAS et al.,
pneumoniae glutamicum 1990
Zymomonas PINHEIRO et al.,
mobilis 2001

Fonte: Adaptado de BATOOL et al., 2016.

As L-ASNases bacterianas sdo classificadas em dois subtipos, sendo denominados

de tipo I (citoplasmatica e expressa constitutivamente) e de tipo II (periplasmatica e induzida

por anaerobiose) (OHNUMA, 1967). Um exemplo de L-asparaginase I ¢ a codificada pelo
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gene ansA de Bacillus subtilis e do tipo II tem-se a codificada pelo gene ansB, em Escherichia
coli, e pelo gene ansZ pela gram-positiva B. subtilis (TABELA 3) (EINSFELDT, 2014), no

presente trabalho, serdo denominadas respectivamente por L-ASNase A, B e Z.

Tabela 3 — Dados acerca das L-ASNases utilizadas no trabalho.

p Organismo Massa molecular
Gene Proteina .
hospedeiro aparente
ansA L-ASNase A (tipo I) B. subtilis 36323,49 Da
ansB L-ASNase B (tipo II) E. coli 36719,45 Da
ansZ L-ASNase Z (tipo 1I) E. coli 39972,13 Da

Fonte: Elaborado pelo autor. Os dados de massa molecular foram obtidos a partir da busca da sequéncia primaria
de aminoacidos das L-asparaginases de cada organismo hospedeiro na plataforma Kegg Organisms. Logo, as
sequéncias primarias obtidas foram submetidas ao software ProtParam tool, hospedado no portal Expasy
Bioinformatic Resources, responsavel por computar e gerar os pardmetros fisicos e quimicos (massa molecular,
pl tedrico, composigdo atdmica, coeficiente de extingdo molar, entre outros) das proteinas de interesse.

Ambas apresentam afinidades diferentes ao substrato L-asparagina, a enzima do
tipo 1 apresenta um K, (Constante de Michaelis-Menten) aparente relativamente alto na
ordem milimolar (mM), indicando baixa afinidade ao substrato, devido a baixa eficiéncia
cinética representada pelo valor de K, além de nao possuir atividade antileucémica reportada
(YUN et al., 2007). Ja a enzima do tipo II possui um K, aparente na ordem micromolar (um),
apresentando uma elevada afinidade pelo substrato e alta atividade antitumoral in vitro ¢ in
vivo reportada, por isso elas sdo utilizadas nas formulacdes de quimioterdpicos para
tratamento da leucemia, atuando como adjuvante junto com outros firmacos como a
vincristina e os glicocorticoides (YUN et al., 2007; KOTZIA et al., 2007).

Yun et al. (2007) buscaram explicar a falta de atividade antineopldsica na L-
asparaginase de tipo I destacando as propriedades bioquimicas da enzima, como o elevado K,
para a L-asparagina, e consequentemente menor afinidade, além da influéncia do
comportamento alostérico da enzima em que a L-asparagina atua como uma molécula
moduladora da atividade enzimatica. Alguns estudos destacaram a sua potencial aplicacdo na
industria alimenticia, atuando como agente auxiliar no processamento de alimentos visando a
reducdo dos niveis de acrilamida toxica no processo de pré-tratamento (KUMAR et al., 2014;
ANESE et al, 2011). A acrilamida (2-propenamida) ¢ um composto potencialmente

neurotoxico, carcinogénico e danoso para o sistema reprodutivo, que acaba sendo formado no
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processo de cozimento, em altas temperaturas, de alimentos amildceos (pdo, batatas,
biscoitos) devido a ocorréncia da reagdo de Maillard entre a L-asparagina e os agucares
redutores presentes no meio, como a glicose (FIGURA 3). Logo, a L-ASNase I pode ter,
futuramente, uma importancia fundamental na industria de alimentos por ter a capacidade de
converter L-asparagina em L-aspartato, € assim, otimizar o processamento desses alimentos

(ANESE et al., 2011).

Figura 3 — Formacao de acrilamida em processos alimenticios de alta temperatura.
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Fonte: BATOOL et al. (2016).

1.2.2 Caracteristicas estruturais

A elucidacdo da estrutura molecular das L-ASNases ¢ de fundamental importancia
para uma melhor caracterizacdo funcional. A estrutura cristalizada de L-ASNase I de E. coli,
por exemplo, mostra que hé a formacao de apenas um dimero (YUN et al., 2007).

No caso da L-ASNase II de E. coli, a estrutura tridimensional existe na forma de
homotetramero, ou seja, composta por quatro subunidades idénticas ndo-cooperativas
denominadas de A, B, C e D (FIGURA 4), contendo aproximadamente 330 aminodcidos por
mondmero (KOZAK et al., 2000; SWAIN et al., 1993). Essas subunidades estdo organizadas
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na forma de dimeros AB e CD, sendo que cada um dos dimeros possui dois sitios ativos. O
sitio ativo ¢ criado pela dimerizacdo das subunidades A e C ou B e D ¢ as treoninas (12 e 89)
sdo as responsaveis pela atividade catalitica (KOZAK et al., 2000). Apesar de aparentemente
as enzimas serem funcionais na forma de dimeros, andlises em raio-X confirmaram que a
formagdo de tetrameros € essencial para a eficiéncia catalitica da L-ASNase Il (SANCHES et

al., 2007).

Figura 4 — Estrutura tetramérica de L-asparaginase Il de E. coli.

Fonte: Adaptado de KOZAK et al. (2000). Estrutura tridimensional de E. coli com suas subunidades indicadas
pelas letras A, B, C e D.

1.3 L-asparaginase no tratamento da leucemia linfoide aguda

A Leucemia Linfoide Aguda (LLA) ¢ um tipo de neoplasia maligna na qual
ocorre o acimulo e a proliferagao desordenada de células linfoides imaturas dentro da medula
Ossea e em tecidos linfoides (INCA, 2014).

A L-asparaginase (L-ASNase) tipo II ¢ um componente quimioterapico importante
utilizado como firmaco de primeira linha para o tratamento da LLA, devido a ser um
relevante agente antileucémico por atuar especificamente sob células tumorais. Desde que se
tornou aprovada pela FDA (Food and Drug Administration) em 1978, seu uso tornou-se
fundamental para induzir a remissao da LLA (RIZZARI et al., 2013).

O exato mecanismo de acdo da L-ASNase II ndo estd completamente elucidado,
mas fundamenta-se na logica de que as células leucémicas sdo incapazes de sintetizar

quantidades adequadas do aminodcido ndo essencial L-asparagina (L-Asn), uma vez que ndo
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expressam ou expressam a niveis muito baixos a enzima asparagina sintetase (ASNS), o que
as tornam dependentes de fontes de L-Asn exdgenas para manterem-se em multiplicagdo.
Portanto, ao ocorrer a diminui¢do dos niveis séricos desse aminoacido, os linfoblastos
leucémicos sofrem uma drastica redug@o na sintese de DNA, RNA e proteinas, o que acarreta
em ativacdo da cascata sinalizadora de morte celular por apoptose (KIRIYAMA et al. 1989;
NARTA et al., 2007; RIZZARI et al., 2013; SHRIVASTAVA et al., 20006).

As células saudaveis nao sdo afetadas pela atividade hidrolitica da L-ASNase II,
por expressarem ASNS de forma suficiente para suprir sua necessidade nutricional de L-Asn

(NARTA et al., 2007).

1.3.1 Atividade glutamindsica

Um fator bastante discutido na literatura ¢ a presencga da atividade glutaminasica
de L-asparaginases bacterianas tipo II de E. coli e E. chrysanthemi (NARTA et al., 2007).
Essas enzimas hidrolisam preferencialmente o substrato L-Asn, mas possuem cerca de 2-10 %
de atividade glutamindsica na atividade enzimatica total da L-ASNase, podendo hidrolisar o
substrato L-glutamina (L-Gln) e gerar L-glutamato (L-Glu) e amonia como produtos finais
(FIGURA 5).

Acredita-se que a atividade de L-glutaminase seja determinante para a
citotoxicidade promovida pela enzima, que estaria relacionada aos efeitos adversos do
tratamento (NGUYEN er al., 2016). Essa teoria esta sustentada no fato de linhagens
leucémicas com alta expressao de ASNS, como MOLT-4, K562 ¢ REH, conseguirem captar e
utilizar L-glutamina como fonte energética alternativa a L-asparagina, o que torna a L-
asparaginase II com atividade glutamindsica, a alternativa mais conveniente para obter uma
consideravel eficiéncia antineoplasica nesses casos (PARMENTIER et al., 2015). Sob outro
ponto de vista, Chan er al. (2014) ao testar mutantes de L-asparaginase sem atividade
glutaminasica, conseguiram demonstrar que as linhagens leucémicas com baixa ou nenhuma
expressdo de ASNS, como as SUP-B15 e RS4;11, foram hipersensiveis a atividade
asparaginésica sozinha, no entanto esses mesmos mutantes ndo apresentaram citotoxicidade
efetiva nas células com alta expressdao de ASNS, sugestionando que a atividade glutaminasica

deva ser considerada ou ndo dependendo do nivel de expressdo de ASNS do alvo cancerigeno.
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Figura 5 — Ilustragdo das reagdes de L-asparaginases de E. coli e E. chrysanthemi

responsaveis pela dupla atividade asparaginésica e glutaminasica.
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Fonte: Nguyen et al. (2016).

Outros pesquisadores buscam diminuir a atividade glutaminasica, mas mantendo a
alta citotoxicidade ou utilizar outras L-asparaginases desprovidas de atividade glutaminésica,
como ¢ o caso da oriunda de B. subtilis (ONISHI et al., 2011), com o objetivo final de
abrandar a toxicidade do quimioterapico, pois o decaimento brusco dos niveis séricos de mais
de um aminoacido pode acarretar varias reacdes metabolicas desfavoraveis e afetar o
funcionamento de alguns 6rgaos (REINERT et al., 2006; NARTA et al., 2007; AVRAMIS et
al., 2012).

1.3.2 Efeitos secundadrios e imunogenicidade

As L-ASNases Il bacterianas, disponiveis atualmente, apresentam uma série de
efeitos secundarios que limitam sua funcao terapéutica, como reagdes de hipersensibilidade,
resisténcia adquirida, complicagdes imunogénicas e curto tempo de meia-vida (PASUT;
VERONESE, 2009). Além disso, ha relatos associados ao risco de trombose (EDEN et al.,
2016), pancreatite (RAJA et al., 2012), choques anafilaticos (WARRELL et al., 1982) fadiga
cronica e febre (MULLER et al, 1998), provavelmente em decorréncia da atividade
glutaminasica presente na enzima (SHRIVASTAVA et al., 2006).

Miiller et al. (1998) afirmaram que os efeitos imunogénicos, desencadeados pela
presenca da L-ASNase II bacteriana, ocorreriam em virtude do grande peso molecular e da
complexidade de alto grau da enzima, causando o desenvolvimento de anticorpos especificos

contra ela, os chamados anticorpos ‘“Anti-asparaginase”. Tais efeitos causados por esses
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anticorpos vao desde dores no local da administragdo do quimioterapico até a inativacao
enzimatica, diminuindo consequentemente sua eficiéncia terapéutica, sendo um fendémeno
conhecido como “inativagdo silenciosa”. Dessa forma, monitorando os niveis de anticorpos
Anti-asparaginase ¢ os niveis séricos de asparagina, ¢ possivel determinar a ocorréncia de
resisténcia a proteina, o que implica na adocdo de estratégias clinicas que contornem esse
problema (FU; SAKAMOTO, 2007).

Uma das tentativas de reduzir a imunogenicidade da droga e prolongar seu
periodo de meia-vida foi a conjugagdao da L-ASNase em polietileno glicol (PEG), o qual
funciona como um involucro ao redor da proteina impedindo o reconhecimento da enzima por
anticorpos, sem afetar sua atividade antileucémica, pois o0 PEG ¢ capaz de esconder os sitios
imunogénicos (FIGURA 6). A PEG-asparaginase ja se encontra no mercado, sob o nome de
Oncaspar® (Exelead, Inc), mas seu elevado custo acaba limitando seu uso (PASUT;

VERONESE, 2009).

Figura 6 — Demonstracao do encapsulamento da L-ASNase com o PEG.

< Binding molecule
WW Monofunctional PEG
8% L-ASNase

Pegylated L-ASNase

Fonte: Adaptado de ULU et al. (2017). A peguilacdo ¢ capaz de proteger sitios imunogénicos, permitindo que a
enzima se evada do sistema imunolégico.

Os gargalos que afetam o potencial terapéutico da L-ASNase podem ser
contornados com as abordagens de engenharia genética e engenharia metabolica, buscando o
desenvolvimento de uma L-asparaginase com propriedades melhoradas, com um drug delivery
mais eficaz, caso acopladas a algum carreador, ou pela producdo da enzima de forma

recombinante em elevadas concentragoes (VIDYA et al., 2017).
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M¢étodos para minimizar as respostas imunoldgicas ao tratamento com L-
asparaginase incluem a bioengenharia de versdes enzimaticas menos imunogénicas, utilizar
enzimas de organismos diferentes como alternativa para terapia e prospectar novas fontes
promissoras de L-asparaginase. Algumas estratégias reportadas buscam a diminuicdo da
atividade glutaminasica (HUANG er al., 2014); a obtengdo da enzima de forma extracelular,
por meio de secrecdo (GHOSHOON et al., 2015); enzimas termoestaveis (JIA et al., 2013);
enzimas de organismos diferentes com melhor atividade e rendimento se comparado as
advindas de cepas parentais (CORNEA et al., 2002); uso de drug delivery por lipossomos
(VIDYA et al., 2017).

Por fim, outras abordagens mais modernas visam afetar a estabilidade enzimatica,
por meio de alteracdes na estrutura primaria de proteinas; uso de ferramentas de
bioinformatica para predizer estratégias que diminuam os efeitos de imunogenicidade; uso de
metodologias de engenharia de proteinas, como a evolucdo dirigida por meio da geragdo de
mutacoes pontuais aleatorias na sequéncia génica com a posterior triagem de acordo com a
caracteristica de interesse, e a mutagénese sitio-dirigida que visaria a obten¢do de enzimas
menos imunogénicas através de mutacdes em hot spots nos nucleotideos do DNA; expressao
de proteinas de fusdao ou quiméricas, resultando em melhorias nas propriedades funcionais das

L-ASNases (VIDYA et al., 2017) (FIGURA 7).

Figura 7 — Diferentes abordagens para a melhoria da L-asparaginase.
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Fonte: Adaptado de VIDYA et al. (2017).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo realizar a caracterizagdo bioquimica e
cinética de diferentes L-asparaginases bacterianas ¢ a determinagdo dos seus potenciais

citotoxicos em linhagens tumorais.

2.2 Objetivos Especificos

=  Expressar de forma heterologa as L-ASNases;

= Avaliar a influéncia da variagdo do pH e da temperatura na atividade
enzimatica;

=  Analisar as atividades asparaginasica e glutaminasica das enzimas;

=  Estimar os parametros cinéticos frente ao substrato L-asparagina;

= Determinar a Clso e o potencial citotoxico in vitro das L-asparaginases em

linhagens celulares cancerigenas (HL-60 e Raji).
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3. MATERIAIS E METODOS

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

Os genes ansA, ansB e ansZ foram clonados em vetor plasmidial pET28a e
transformados na cepa de expressdo E. coli Rosetta em trabalhos anteriores do grupo
(CAETANO, 2017; TORRES, 2018). Colonias de E. coli Rosetta transformadas com os
vetores pET28a-ansA, pET28a-ansB ¢ pET28a-ansZ foram isoladas em placas de LB-agar
suplementadas com antibioticos. Colonias isoladas em cada placa, com o auxilio de uma
ponteira estéril, foram lancadas em 5 mL de meio LB para o preparo dos pré-indculos e
posterior acréscimo dos antibidticos canamicina (40 pg/mL), correspondente ao marcador de
selecdo do vetor pET28a, e cloranfenicol (34 pg/mL), correspondente a resisténcia da Rosetta,
em tubos de vidro previamente autoclavados. O controle negativo continha 5 mL de meio LB
com antibidticos, mas sem a presenga do material bacteriano. Os pré-indculos foram
incubados a 37 °C overnight, sob agitagao de 200 rpm em agitador orbital (Marconi MA420).

A expressao heterologa foi realizada em 3 frascos de Erlenmeyer de 1 litro, cada
um com 300 mL de meio LB, aos quais foram adicionados MgCl, (0,1 M), canamicina (40
pug/mL), cloranfenicol (34 pg/mL) e 5 mL do pré-indculo crescido em cada. O meio de cultivo
inoculado foi incubado a 37 °C e sob agitagdo de 210 rpm, até que atingisse a densidade 6tica
(D.O.) entre 0,4 — 0,6 a 600 nm. A partir dai, a indugdo ocorreu utilizando IPTG (0,5 mM)
com incubacao por 4 horas a 30 °C sob agitacao a 200 rpm. Em seguida, todo o meio de
expressao foi submetido a centrifugagdo de 10.000 x g por 10 minutos, a 4 °C, seguido do

armazenamento dos pellets a -20 °C até o momento da sonicagao.

3.2 Lise celular

A lise celular foi realizada por sonicagao, utilizando-se o processador ultrassonico
VC 505 / VC 750 da SONICS Vibra Cell™, configurado para 30% de amplitude, por 20
minutos com ciclos de 20 segundos de ultrassom e 40 segundos em repouso até a amostra
ficar homogénea. Os pellets foram ressuspendidos em banho de gelo utilizando 15 mL de
tampao de lise (HEPES 100 mM, NaCl 300 mM e 10 mM de Imidazol (pH 8,0)), (1% v/v) de
Triton X100 e (1% v/v) de PMSF 1 mM. O lisado celular foi centrifugado a 10.000 x g por 30
minutos a 4 °C, o precipitado foi descartado e o sobrenadante, contendo as proteinas

recombinantes soluveis, foi reservado para posterior purificagao.
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3.3 Purificacio por cromatografia de afinidade por metais imobilizados (IMAC)

As estruturas primarias de L-ASNases de E. coli e B. subtilis receberam seis
histidinas em sua por¢do N-terminal pelo vetor de expressio pET28a. Por apresentarem na
sua estrutura um anel imidazoélico, as histidinas interagem fortemente com céations metélicos
bivalentes, como o Ni*, apresentando-se como uma metodologia consolidada de purificagio
de proteinas por meio de cromatografia de afinidade, como relatado por Gaberc-Porekar e
Menart (2001).

A purificagdo das L-ASNases foi realizada por cromatografia de afinidade com
metal imobilizado (IMAC) e foram preparados tampdes de lavagem (500 mM de NaCl e 100
mM de HEPES contendo concentragdes de 10, 30 e 60 mM de imidazol) e o tampao de
eluicao (500 mM de NaCl, 100 mM de HEPES e 300mM de imidazol), todos com pH 7,5.
Aproximadamente 2 mL da coluna HisTrap™HP (GE®) foi lavada com 4gua destilada filtrada
para a retirada do alcool residual na qual é armazenada. Logo depois foi equilibrada com o
tampao de lise e incubada com o sobrenadante proteico por 1 hora, em banho de gelo, e sob
agitacao orbital de 100 rpm. O processo cromatografico prosseguiu com a aplicacdo de um
gradiente crescente de 10, 30 e 60 mM de imidazol. A eluicao das proteinas recombinantes foi
feita com 300 mM de imidazol, em aproximadamente 20 mL de volume coletado.

Para avaliar a purificacdo das L-ASNases A, B ¢ Z por meio de SDS-PAGE,
aliquotas de 1 mL de cada lavagem (10, 30 ¢ 60 mM de imidazol) e da eluicao (300 mM de
imidazol) foram coletadas e armazenadas a 4 °C para posterior uso na eletroforese. As
aliquotas finais da elui¢do foram reunidas e concentradas em aproximadamente 2 mlL,
utilizando o concentrador Amicon® Pro Purification System com membrana de 10 kDa, os

quais foram entdo armazenadas no ultra freezer a -80 °C.

3.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese (SDS-PAGE) foi utilizada para a analise da expressao heter6loga e
da purificagdo de L-asparaginases recombinantes. realizada em gel de poliacrilamida 12,5%,
em condi¢cdes desnaturantes e redutoras, na presenga de [ — mercaptoetanol, sendo
adicionados para o gel de corrida: 3,150 mL de agua, 2,1 mL de bis-acrilamida 40%, 1,75 mL
de solugdo lower Tris 4x (Solucdo de Tris, 10% SDS, agua destilada em pH 8,8) e 80 uL de
uma mistura com TEMED e APS 10%. Para o gel de empilhamento 3,5% utilizou-se: 2,17
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mL de 4gua, 0,33 mL de bis-acrilamida 40%, 0,83 mL de upper Tris 4x (Solucdo de Tris,
10% SDS e agua destilada em pH 6,8) e 100 pL de mistura com TEMED e APS 10%.

Os pellets de expressdo, bem como as aliquotas de sobrenadante e precipitado
apos a lise celular foram preparados em tubos de 1,5 mL; aos pellets ¢ precipitado poOs-
sonicacdo, foram adicionados 30 pL de tampao de amostra (5x), ressuspendendo
delicadamente por pipetagem; e a 30 puL de sobrenadante foram adicionados 6 pL. de tampao
de amostra (5x). Essas amostras passaram por tratamento térmico a 100°C por 10 minutos
para desnaturagdo e em cada poco do gel de poliacrilamida foram aplicadas cerca de 15 pL de
amostra. O gel foi corado com solucdo de Coomassie Brilhante Blue R-250 para visualizagao

das bandas proteicas.

3.5 Quantificacdo de proteinas

A quantificacdo de proteinas foi realizada pelo Qubit® Protein Assay Kit, sendo
um método de detecgdao por fluorescéncia responsavel por quantificar amostras na faixa de
12,5 ug/mL a 5 mg/mL de proteinas, a partir da adigdo de 1 pL a 20 pL de amostra. O mix
reacional do kit foi feito conforme recomendacao do fabricante.

No experimento, 5 pl. de cada L-ASNase foi utilizada para quantificacdo. As
amostras proteicas foram entdo adicionadas em tubos de 0,5 mL e o volume foi completado
com 195 pL do mix, resultando em um volume final de 200 pL. Logo, cada tubo de reacao foi
submetido a vortex por 3 segundos e incubados a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Foram realizadas triplicatas para a quantificacdo de cada uma das L-ASNases. Posteriormente,

foi executada a leitura utilizando o equipamento Qubit® Fluorometer.

3.6 Atividade Enzimatica

A atividade enzimdtica das L-asparaginases foi mensurada a partir da
determinacdo de nitrogénio amoniacal livre por reagdo de Nessler (solugdo alcalina de
tetraiodomercurato II de potassio), segundo a adaptacdo para microescala de Torres (2018) do
método colorimétrico descrito por Wriston e Yellin (1973).

As amostras de L-ASNases B e Z foram utilizadas em sua forma estoque e em
fracdes diluidas (1:10 e 1:20), enquanto a A ndo sofreu diluicdo. As reacdes de atividade
enzimatica ocorreram em microtubos de 0,2 mL. Foram adicionados 10 pL. de cada enzima

em um volume reacional composto por 160 pL de tampao HEPES 100 mM, NaCl 500 mM
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(pH 8,0) e 10 puL do substrato L-asparagina (189 mM), totalizando no final 180 pL de reacao
enzimatica. E em seguida, as amostras foram incubadas a 37 °C por 30 minutos em
termociclador ESCO® Swift MaxPro. Apés incubagio, adicionou-se 10 pL de TCA 1,5 M
para o bloqueio da reagdo. Para a reagdo colorimétrica, em microplaca de 96 pocos,
adicionou-se 10 pL da reagdo bloqueada e 240 pL de reagente de Nessler diluido (25 pL de
Nessler concentrado + 215 pL de dgua ultrapura). Os microtubos eram mantidos em banho de
gelo durante a adigdo da enzima nas reagdes. As leituras de absorbancia foram realizadas em
leitor de placas Synergy™ HTX Multi-Mode a 436 nm. Todo o ensaio foi feito em triplicata e
um ensaio branco sem a adi¢cdo de enzima como controle negativo. Para a plotagem dos
graficos e analises estatisticas, fo1 utilizado o programa estatistico GraphPad Prism Software
versao 5.0.

A concentragdo de amdnia liberada foi calculada por comparacao com os valores
obtidos da curva padrao com sulfato de amonio para entdo obter os valores de U/mg como

descrito pela equagao abaixo:

Atividade especifica (U/mg) = [NH4] (umol)

t(min) * [enzima](mg/pL)
Onde:
- [NH4] é a concentragdo de amdnia liberada na reacdo enzimatica (valor
calculado a partir de uma curva padrao);
-t € o tempo de reagao;

- [enzima] € a concentragdo de proteina utilizada na reagao.

Uma unidade (U) de atividade da L-asparaginase foi definida como a quantidade
de enzima necessdria para catalisar a producdo de 1 pmol de amodnia por minuto, nas

condi¢des de ensaio estabelecidas.

3.6.1 Curva padrao

Uma curva padrdo foi construida utilizando uma solugdo de sulfato de amonio
((NH4)2S04) 12 mM, dissolvido em tampao PBS, em variados gradientes de concentragao.
Foram entdo adicionados diferentes volumes da solucao estoque de ((NH4),SO.) e de tampao
PBS nas tiras de microtubos (0,2 mL), produzindo triplicatas de diluigdes cujas concentragdes

variaram de 0,216 a 2,4 uM de ion amdnio (NH4"), para um volume final de trabalho de 180
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pL. As amostras foram incubadas a 37 °C durante 30 min, com posterior adi¢ao de 10 pL de
acido tricloroacético (TCA) 1,5 M para bloqueio da reagdo. Para reagdo colorimétrica,
utilizou-se microplaca de 96 pocos, onde 10 puL de cada diluicao e 240 puL 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.

3.6.2 Efeito da variagdo de pH sobre a atividade enzimdtica

A atividade enzimatica para determinagdo do pH 6timo de cada enzima foi
realizada em tiras de microtubos (0,2 mL), tal como descrito no item 3.6, utilizando diferentes
tampdes cujos pHs variaram de 3,0 a 11,0. O tampao Citrato (0,2 mM)-Fosfato (0,1 mM)
abrangeu os pHs 3 a 7, o tampao Tris (50 mM) os pHs 7 a 9 e o tampao Glicina para os pHs
10 e 11. O ensaio colorimétrico também seguiu os mesmos parametros descritos no topico
3.6. A leitura de absorbancia a 436 nm foi realizada em leitor de microplacas Synergy™ HTX
Multi-Mode. Para cada pH foi realizada uma triplicata ¢ um ensaio branco sem adi¢do de

enzima.

3.6.3 Efeito da variacdo de temperatura sobre a atividade enzimdtica

A atividade enzimatica para a determinagdo da temperatura 6tima foi realizada
como descrito no item 3.6 com variacdo de incubagdo entre 20 °C e¢ 90 °C. O ensaio
colorimétrico também seguiu os mesmos pardmetros descritos no topico 3.6. A leitura de
absorbancia a 436 nm foi realizada em leitor de microplacas Synergy™ HTX Multi-Mode.
Para cada temperatura testada foi realizada uma triplicata € um ensaio branco sem adi¢ao de

enzima.

3.7 Ensaio de atividade glutaminasica

No ensaio de atividade glutamindsica foram testadas as L-asparaginases tipo II (B
e Z), com o objetivo de verificar a possivel influéncia e a contribuicdo dessa atividade nos
testes de citotoxicidade. Foram realizados os mesmos parametros descritos no topico 3.6
acerca da atividade enzimatica, com exce¢do da mudanca do substrato, que nesta ocasido foi a

L-glutamina (189 mM).
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3.8 Ensaio cinético

O ensaio de cinética enzimatica envolveu novamente o ensaio colorimétrico de
atividade enzimatica por reagente de Nessler. O substrato L-asparagina foi adicionado em
diferentes volumes a partir de um estoque de 10,5 mM, como mostrado na tabela 4, estando

sob diferentes concentragdes nas reagoes.

Tabela 4 — Teste cinético realizado para as L-ASNases tipo Il recombinantes.

Quantidade do Qt:i?tg‘l)agﬁ g € Quantidade de
Concentracao do substrato II)-I 74 enzima Volume total da
substrato (mM) adicionado na P adicionada na reacao (uL)
~ adicionado na ~
reagao (pL) e (L) reacao (uL)
0,0625 1,07 168,93 10 180
0,125 2,14 167,86 10 180
0,250 4,29 165,71 10 180
0,500 8,57 161,43 10 180
1,00 17,14 152,86 10 180
2,00 34,29 135,71 10 180
4,00 68,57 101,43 10 180
6,00 102,86 67,14 10 180
8,00 137,14 32,86 10 180
9,91 170 0 10 180

Fonte: Elaborado pelo autor.

As reacdes foram realizadas em tubos de 0,2 mL em triplicata, e ensaio branco
para cada uma das concentragdes testadas que também foi realizado em triplicata, sem a
adi¢do de enzima. Foram incubadas a 37 °C durante 30 min em termociclador ESCO® Swift
MaxPro. Encerrado o periodo de incubagdo, foram adicionados 10 pL de TCA 1,5 M em cada
reacdo. O ensaio colorimétrico seguiu os mesmos parametros descritos no topico 3.6. A leitura
de absorbancia a 436 nm foi realizada em leitor de microplacas Synergy™ HTX Multi-Mode.
Os parametros cinéticos foram calculados utilizando o programa SigrafW segundo Leone et
al. (2005), responsavel por utilizar um modelo de equacdo de Hill simplificado para ajustar os

dados cinéticos de ambas enzimas alostérias ou Michaelianas.
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3.9 Ensaio de citotoxicidade

3.9.1 Linhagens tumorais e culturas de células

O ensaio inicial de citotoxicidade foi realizado em linhagens tumorais Raji
(linfoma de Burkitt) e HL-60 (leucemia mieloide aguda) sendo utilizadas como screening para
definir uma linhagem modelo para os futuros ensaios de toxicidade, através da avaliagdo do
potencial citotoxico das L-asparaginases recombinantes. As células foram cultivadas em meio
RPMI 1640, suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos (penicilina
100 U/mL, estreptomicina 100 pg/mL), mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5%
de CO..

3.9.2 Avaliagdo da citotoxicidade

A avaliacao da citotoxicidade das enzimas recombinantes em células tumorais
humanas foi feita pelo teste do MTT apos 72h de incubagdo. O teste do MTT ¢ um ensaio
colorimétrico quantitativo in vitro baseado na reducao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-
difenil-brometo de tetraz6lio (MTT) — de cor amarelada — para formazan — de cor parpura —,
sendo essa conversdo realizada pela enzima succinil-desidrogenase, presente no Ciclo de
Krebs, e consequentemente, em mitocondrias de células viaveis (MOSMANN, 1983). Logo,
essa metodologia permite estimar a viabilidade celular e o estado metabolico da célula.

As L-asparaginases B e Z foram as amostras selecionadas para as analises
citotoxicas devido a atividade antitumoral reportada anteriormente em testes preliminares
realizados pelo nosso grupo. Inicialmente, elas foram testadas e incubadas junto das células
em concentragdes Unicas de 40 pg/mL (20 pL de enzima/80 puL. de RPMI) e 100 pg/mL (50
pL de enzima/50 pL de RPMI) para a avaliagdo do potencial citotoxico, segundo a

metodologia descrita na tabela 5.
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Tabela 5 — Condicdes dos testes de citotoxicidade.

Quantidade de meio no
Amostra Quantidade da amostra no poco
poco

C20/80 20ul de PBS 80 uL de RPMI completo
C50/50 50ul de PBS 50 uL de RPMI completo
L-ASNase B 20/80 20 uL de L-ASNase B 80 uL de RPMI completo
L-ASNase B 50/50 50 uL de L-ASNase B 50 uL de RPMI completo
L-ASNase Z 20/80 20 pL de L-ASNase Z 80 uL de RPMI completo
L-ASNase Z 50/50 50 uL de L-ASNase Z 50 uL de RPMI completo

Fonte: Elaborado pelo autor.

As células foram distribuidas em placas de 96 pocos, em cada pogo sendo
adicionados 100 pL de células, numa densidade de 0,3 x 10° células/mL para as linhagens HL-
60 e Raji, respectivamente. Os controles negativos foram as proporc¢des de 20/80 e 50/50 de
tampao PBS/meio de cultura RPMI.

Apo6s 72h de incubagdo, cada pogo recebeu 200 puL da solucao de MTT e a placa
foi reincubada durante 3 horas em estufa a 37 °C e a 5% de CO,. Ap0s esse periodo, ela foi
centrifugada (3000 rpm/10 min/20 °C), o sobrenadante foi descartado, e o precipitado foi
ressuspendido em 200 L DMSO para a quantificacao do sal reduzido nas c€lulas vivas. Logo
depois, a placa foi colocada em agitador durante 20 minutos para homogeneizacao da solucao.
As absorbancias foram lidas com o auxilio do espectrofotometro de placa BeckmanCoulter®
Multimode Detector DTX 880, no comprimento de onda de 595 nm. Os dados de todas as
repeticdes foram normalizados e submetidos a regressdo ndo linear utilizando o programa
GraphPad Prism Software versdo 5.0 para obten¢do do potencial de inibi¢do e de viabilidade
celular.

Depois de realizado o screening inicial para definir a linhagem celular a ser
utilizada em ensaios posteriores, foram realizadas dilui¢cdes seriadas a partir da concentracao
unica de 40 pg/mL (20 puL de enzima/80 pL de RPMI), em triplicata. Foi feita a determinagao
da Clso (concentragdo inibitéria média capaz de provocar 50% do efeito maximo) e seus
respectivos intervalos de confianca (IC 95%) a partir de regressdao ndo linear, realizado pelo

programa GraphPad Prism Software versdo 5.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Purificacio e concentracao das L-asparaginases recombinantes

A eluicdo das proteinas aderidas na coluna foi feita com alta concentracdo de
imidazol (300 mM) e aproximadamente 30 mL das fracdes proteicas foram coletadas, uma
vez que a absorbancia a 280 nm foi sendo monitorada por espectrofotometria e variou de
0,600 a 0,007, indicando a presenga de proteina em solugdo.

Os géis SDS-PAGE 12,5% mostrados nas figuras 8 e 9 apresentaram bandas
referentes as enzimas recombinantes purificadas, com massa molecular aparente entre 35 kDa
e 50 kDa. A purificagdo de todas as L-asparaginases ocorreu desde a fracdo solivel apos a
sonica¢do, nas fragdes de lavagem de diferentes concentragdes de imidazol de 30 e 60 mM, e

nas aliquotas de elui¢do contendo 300 mM de imidazol.

Figura 8 — SDS-PAGE 12,5% da purificagdo de L-ASNases B e Z.

MM 306 60@ 300(+) @ 300 () 30 60@ 300(H) g 300() MM

Fonte: Elaborado pelo autor. Purificagdo L-ASNase B = 30 (g lavagem com 30 mM de imidazol; 60 ()
lavagem com 60 mM de imidazol; 300 (+) (): eluido da fragdo mais concentrada de 300 mM de imidazol; 300 (-
) ): eluido da fragdo mais diluida de 300 mM de imidazol. Purificagdo L-ASNase Z = 30 (;: lavagem com 30
mM de imidazol; 60 (z): lavagem com 60 mM de imidazol; 300 (+) (z): eluido da fragdo mais concentrada de 300
mM de imidazol; 300 (-) z): eluido da fragdo mais diluida de 300 mM de imidazol: MM: marcadores molecular
Broad Range Protein (Promega®).
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Figura 9 — SDS-PAGE 12,5% da purificacao da L-ASNase A.

MM 300 () 300(+) 60 30

—

50kDa 2> W
35 kDa > po—

Fonte: Elaborado pelo autor. MM: marcador molecular Broad Range Protein (Promega®); 300 (-): eluido da
fragdo mais diluida de 300 mM de imidazol; 300 (+): eluido da fragdo mais concentrada de 300 mM de imidazol;
60: lavagem com 60 mM de imidazol; 30: lavagem com 30 mM de imidazol.

Apos a cromatografia de afinidade para a purificacdo das asparaginases e posterior
concentracdo, as amostras foram submetidas novamente a SDS-PAGE para a andlise dos
resultados da pds-concentragdo de amostras, podendo-se observar que as bandas
correspondentes estdo entre 35 kDa e 45 kDa, tamanho esperado para cada asparaginase
(FIGURA 10). Vale destacar a presenca da sequéncia rica em histidina (His-tag) adicionada
nas L-asparaginases, devido ao vetor pET28a, que possui cerca de 2,5 kDa, entdo cada enzima

apresentara uma massa molecular aparente final diferente.

O tamanho esperado da L-asparaginase A, B e Z, incluindo a porc¢do His-tag, ¢
cerca de, respectivamente, 38,8 kDa, 39,2 kDa e 42,4 kDa. Yano et al. (2008) caracterizou e
purificou uma L-asparaginase tipo I de B. subtilis e apds analise de SDS-PAGE foi verificado
uma massa molecular de cerca de 39 kDa, corroborando com o tamanho aproximado da L-
ASNase A obtida na figura 10. Vidya et al. (2011) isolou o gene ansB e o clonou no vetor
pET20b para expressar uma L-asparaginase tipo Il em células de E. coli DE3, e ao concluir
todo o processo confirmou a obten¢do de uma enzima de massa molecular de cerca de 37

kDa, correlacionando com o valor obtido pela L-ASNase B sem a cauda de histidina.
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Figura 10 — SDS-PAGE 12,5% de L-ASNases A, B e Z concentradas.

—— W ¢ 45kDa
—— —-—

W € 35kDa

-

L

Fonte: Elaborado pelo autor. Z: L-ASNase tipo II de Bacillus s.; B: L-ASNase tipo 1l de E.coli; A: L-ASNase
tipo I de Bacillus s.; MM: marcador molecular colorido TrueColor High Range Protein Marker (Sinapse®).

Em contrapartida, ocorreu uma pequena diferenga da L-ASNase Z com o resultado
obtido por Jia et al. (2013), pois no referido trabalho buscou-se clonar o gene ansZ e
expressar uma L-asparaginase Il advinda da cepa ndo patogénica B. subtilis B11-06, obtendo
no final do processo uma proteina de massa molecular de 38 kDa, essa divergéncia ¢
provavelmente explicada pelo uso diferente do vetor, que nesse caso foi testado o vetor
pMAS, além de ser uma cepa produtora distinta.

Além disso, a metodologia de purificagdo e concentracdo possuiu um resultado
satisfatorio para a necessidade do trabalho, uma vez que € possivel separar as enzimas
recombinantes de grande parte das proteinas da cepa de expressdo E. coli Rosetta, mas foi
possivel observar algumas contaminagdes, que com uma segunda etapa de purificagdo por
meio de outro método, como o de gel filtragdo, poderia aumentar o grau de pureza. Como
demonstrado, as L-ASNases foram expressas, em sua maioria, em fracdo soluvel, podendo ser
visualizado a partir das bandas robustas apresentadas no gel, indicando que a bactéria
consegue expressar satisfatoriamente. O rendimento proteico obtido, apds quantificacdo em
Qubit®, apresentou rendimento de 400 pg/mL para as L-ASNases B e Z visando serem

utilizadas nos ensaios de citotoxicidade.
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4.2 Caracterizacao bioquimica

A determinacdo da influéncia de pH e temperatura na atividade enzimatica possui
grande importancia para a caracterizacdo bioquimica da enzima. Tendo em vista uma possivel
aplicagdo, como no caso da L-asparaginase, esses parametros sdo essenciais para determinar a
viabilidade do uso dessa enzima para a aplicagao biotecnoldgica almejada.

Trabalhos anteriores do grupo caracterizaram preliminarmente a influéncia do pH
e da temperatura nas L-ASNases B e Z. Logo, o presente estudo buscou reproduzir as
experimentacdes para a confirmacdo dos resultados e certificagdo das melhores condig¢des

reacionais para atividade enzimatica, como apresentado na tabela 6.

Tabela 6 — Pardmetros bioquimicos das L-ASNases B e Z.

Condicoes Reacionais L-ASNase B L-ASNase Z
pH o6timo 8,5 7,0
Temperatura 6tima 60 °C 50 °C

Fonte: Adaptado de TORRES, A. L. S., 2018

Para o resultado de pH da L-asparaginase II de E. coli (L-ASNase B), o pH 6timo
de atividade foi de 8,5, divergindo de alguns trabalhos relatados na literatura, como os
descritos por Vidya et al. (2011) e Khushoo et al. (2004), que obtiveram pHs 6timos de 6,0 e
7,2, respectivamente. Ademais, a temperatura Otima obtida foi de 60 °C, também
apresentando-se diferente dos resultados encontrados por Vidya et al. (2011) e Khushoo et al.
(2004), onde ambos relataram temperatura 6tima de 37 °C. Essas discordancias de resultados
podem ser explicadas devido aos parametros de expressao, purificagdo, atividade enzimatica
serem diferentes dos utilizados nos diversos trabalhos da literatura. Além da utilizacdo de
diferentes variagdes de cepas de E. coli.

J& para o resultado de pH da L-asparaginase II de B. subtilis (L-ASNase Z), o
melhor pH de atividade enzimatica foi 7,0, assemelhando-se com os dados relatados por
Moorthy et al. (2010) e Jia et al. (2013) que obtiveram como pH 6timo de atividade, 7,0 € 7,5,
respectivamente. Nessa perspectiva, o resultado de temperatura 6tima obtido foi de 50 °C,
corroborando com o resultado de Onishi er al. (2011), e se aproximando dos valores de Jia et

al. (2013), que obteve valor de 40 °C, e Moorthy et al. (2010), que obteve 37 °C.
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Na determina¢do do pH o6timo da L-asparaginase tipo I de B. subtilis (L-ASNase
A), o pH com atividade maxima foi 7 com o tampao citrato-fosfato. No entanto, verificou-se
uma pequena inibi¢do de atividade ao tampao Tris no pH 7 ¢ uma faixa de pH com atividade
crescente, entre os pHs 8 ¢ 9 (GRAFICO 1), indicando a influéncia do referido tampdo na
decaimento atividade da enzima, o que corrobora com os resultados obtidos por Yano et al.

(2008).

Grafico 1 — Perfil de atividade enzimatica da L-ASNase A em diferentes pHs.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Curva de atividade enzimatica realizada frente a variagdo 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. CF: tamp3o citrato-fosfato; T: tampao Tris.

Yano et al. (2008) ao testar o tampao Tris para os pHs 8 ¢ 9 verificou uma
diminui¢cdo de cerca de 70% na atividade relativa enzimatica, no entanto ao utilizar outros
tampdes na mesma faixa de pH citada obteve-se uma atividade maxima da enzima. Entdo, a
provavel hipdtese levantada para esse decaimento da atividade seja devido ao fato dos
grupamentos amina ou hidroxila do tampdo estarem interferindo no sitio catalitico enzimatico
acarretando na inibi¢ao de atividade.

A L-ASNase A exibiu maxima atividade na temperatura de 40 °C como indicado
no grafico 2, mas mantendo uma atividade relativa de cerca de 80% entre as temperaturas de
50 °C e 60 °C, antes do decaimento de atividade mais brusco nas Ultimas temperaturas

analisadas devido a provavel desnaturacdo enzimatica. O resultado obtido ¢ similar ao de

Yano et al. (2008), que obteve temperatura 6tima de 50 °C.
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Griafico 2 — Perfil de atividade enzimatica da L-ASNase A em diferentes temperaturas.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Curva de atividade enzimatica realizada frente a variagdo de temperatura (20 a 80
°C). 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 em pH 7 tampao citrato-fosfato.

4.3 Atividade asparaginasica e glutaminasica

O teste de atividade glutaminasica foi realizado com as L-asparaginases B € Z com
o intuito de observar a possivel atividade glutamindsica presentes nas amostras. L-ASNase B
possuia concentragdo proteica de 351,5 pg/mL e a L-ASNase Z possuia 358 pg/mL.
Inicialmente, foi realizado o ensaio de atividade asparaginasica a titulo de comparag¢ao com a
posterior atividade glutaminasica, logo a L-ASNase B apresentou 183,47 U/mg contra 110,50
U/mg da L-ASNase Z (GRAFICO 3). Pode-se inferir que as L-ASNases B e Z possuem uma

alta afinidade ao substrato L-asparagina devido a elevada atividade especifica apresentada

(NGUYEN et al., 2016).
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Griafico 3 — Atividade asparaginasica das L-asparaginases B ¢ Z.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Grafico de barras evidenciando a atividade enzimatica das L-asparaginases B e Z
com o substrato L-asparagina em fungido do valor em U/mg de proteina obtido a partir das rea¢des. Todo o
teste foi realizado com triplicatas de cada amostra enzimatica (n=3, Média + DP).

Os resultados de atividade glutaminédsica indicaram que a L-asparaginase B
apresentou maior atividade glutaminasica (7,14 U/mg) em relacdo a L-asparaginase Z (1,48
U/mg) (GRAFICO 4). Acredita-se que isso explique o motivo da L-ASNase B ter maior
atividade hidrolitica em comparacao a L-ASNase Z, pois segundo Nguyen et al. (2016) ao
possuir atividade asparagindsica, € uma consideravel atividade glutaminésica, ocorreria a
hidrolise concomitante dos dois aminoacidos L-Asn e L-GIn. Mahajan et al. (2014) purificou e
caracterizou uma L-asparaginase de Bacillus licheniformis, obtendo uma atividade especifica
para L-asparagina de 140 U/mg e de 0,71 U/mg para L-glutamina, assemelhando-se aos

resultados obtidos para a L-ASNase Z.
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Griafico 4 — Atividade glutaminasica das L-asparaginases B ¢ Z.

Atividade especifica (U/mg)

Fonte: Elaborado pelo autor. Grafico de barras evidenciando a atividade enzimatica das L-asparaginases B ¢ Z
com o substrato L-glutamina em funcdo do valor em U/mg de proteina obtido a partir das reagdes. Todo o teste
foi realizado com triplicatas de cada amostra enzimatica (n=3, Média = DP).

Ademais, o presente resultado ¢ corroborado por Narta et al. (2007) que afirma
que a atividade glutaminésica representa cerca de 2-10% da atividade total da L-asparaginase,
no caso para a L-ASNase B, essa atividade representou cerca de 3,9% estando o valor dentro
da faixa citada, nesse caso, ela poderia ser uma forte candidata para o uso de ferramentas de
bioinformatica que visem diminuir a possivel imunogenicidade. Para a L-ASNase Z essa
atividade representou apenas cerca de 1,3%, entdo abordagens de mutagénese sitio-dirigida,
com o auxilio de ferramentas de bioinformatica para determinar hotspots de aminoacidos da
enzima que podem ser mutados, ou até estratégias de evolug¢do dirigida para gerar mutantes
aleatorios com caracteristicas mais robustas, seriam de grande interesse para aumentar a sua
eficiéncia catalitica, ou seja, aumentar a afinidade por L-asparagina, e possivelmente ser um

potencial biofdrmaco mais seguro para os tratamentos quimioterapicos.

4.4 Cinética enzimatica

Os resultados dos ensaios cinéticos indicam até o qudo da concentragdo de
substrato que a enzima suporta hidrolisar até que seus sitios cataliticos estejam
completamente saturados, sob a influéncia de outras variaveis experimentais como pH e
temperatura. Os dados obtidos foram aplicados no programa SigrafW de acordo com Leone et

al. (2005) para determinacdo dos parametros cinéticos enzimaticos.
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O K, de um substrato ¢ a concentragdo do substrato na qual a velocidade inicial
de reacdo equivale a metade da velocidade maxima (LEHNINGER et al, 2014). Ele também ¢
muito utilizado para se comparar a eficiéncia catalitica entre enzimas, em que quanto maior
valor de K,,, menor a afinidade do substrato pela enzima e vice-versa (SEGEL, 1979).

No ensaio cinético, foram adicionados 10 pL das L-ASNases B ¢ Z, ambas com
concentragdo proteica de 400 pg/mL, para um volume reacional final de 180 pL para cada
reacdo. Nos resultados apresentados, € possivel observar que para L-asparaginase B consegue-
se perceber um inicio de platd a partir da concentragdo de 8 mM de L-asparagina, o que
representaria a saturacao dos sitios ativos enzimaticos, ou seja, ndo ha enzima livre para ligar-

se ao substrato (GRAFICO 5).

Grafico 5 — Influéncia da concentragdo do substrato L-asparagina na velocidade de reacdo da

formacao de amoénia a 37 °C e pH 7,4 para a L-ASNase B.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Curva de atividade avaliada frente a variagdo de concentragdo do substrato (0,0625

a 9,91 mM) em funcao do valor em U/mg obtido a partir das reagdes. O ensaio foi realizado em triplicata, em pH
7,4 a 37 °C durante 30 min.

Para a L-asparaginase Z ¢ possivel observar um pico também na concentragdo de
8 mM de L-asparagina, e tornando-se homogénea na concentragdo seguinte, indicando que os
sitios cataliticos enziméticos estdo configurando uma saturagao (GRAFICO 6).

Foram determinados os parametros cinéticos da enzima L-ASNase B, de modo
que o valor de K,, foi de 3 mM e 0 V4 foi de 168,2 pmol/min/mg. E para a L-ASNase Z os

valores foram de 1,43 mM e 90,0 pmol/min/mg para K, € V4, respectivamente. O valor de
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K., obtido para a L-ASNase Z, menor do que a da L-ASNase B, foi diferenciado, uma vez que
a literatura mostra que a L-asparaginase B de E. coli possui um dos menores K,, entre as L-
asparaginases ja caracterizadas (DERST et al., 2000) e, caso confirmado por outras
metodologias, esse dado indica uma consideravel afinidade pela L-asparagina e reforga o

potencial uso terapéutico ou biotecnologico da enzima de B. subtilis.

Grafico 6 — Influéncia da concentragdo do substrato L-asparagina na velocidade de reacao da

formacao de amoénia a 37 °C e pH 7,4 para a L-ASNase Z.

120+
100+
80+
60+

40-

Atividade especifica (U/mg)

[L-asn] (mM)

Fonte: Elaborado pelo autor. Curva de atividade avaliada frente a variagdo de concentragdo do substrato (0,0625
a 9,91 mM) em funcdo do valor em U/mg obtido a partir das reacdes. O ensaio foi realizado em triplicata, em pH
7,4 a 37 °C durante 30 min.

Vale ressaltar que o valor de K, da L-ASNase Z obtido no trabalho apresentou-se
similar com alguns obtidos na literatura como os de Onishi ef al. (2011) e de Jia et al. (2013),
em que ambos caracterizaram uma L-ASNase II de B. subtilis, obtendo um K, de 2,06 mM e
de 0,43 mM, respectivamente.

Na literatura, os valores de K,, € V4 sdo bem varidveis, pois mudancas nas
condigdes de reagdo, como pH ou temperatura, podem ter influéncia nos valores de cinética
enzimatica (COPELAND, 2000), além da metodologia e os reagentes usados para a
determinagdo da atividade enzimatica. Com o objetivo de confirmar os parametros cinéticos
obtidos, os experimentos estdo sendo repetidos nas mesmas condigdes, além de buscar novas

metodologias para a determinagdo da atividade enzimatica, especialmente aquelas em que a
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hidrolise ¢ monitorada em tempo real.

4.5 Citotoxicidade das L-asparaginases

Das substancias testadas, tanto a L-ASNase B quanto a L-ASNase Z apresentaram
atividade de inibicdo celular superior a 75%, em ambas condigdes testadas 50/50 ou 20/80
(amostra/meio RPMI completo), para a linhagem HL-60, exceto a L-ASNase Z na propor¢ao
de 20/80 para a linhagem Raji. Logo, a L-ASNase B foi a substancia que apresentou melhor %
de inibicdo para as linhagens testadas, com valores em torno ou maiores que 80%, em ambas
condicdes estabelecidas. Os resultados de percentual de inibicdo das amostras testadas estdo

apresentados na tabela 7 e, representados graficamente no grafico 7.

Tabela 7 — Valores de % de inibicao nas duas linhagens celulares testadas.

Amostra HL-60 RAJI
. ~ Porcentagem de inibicao Porcentagem de inibicao
GG LT + desgvio padrao : + de;gvio padrao :

C20/80 7,48 £3,50 23,46 +73

C50/50 7,75 £ 4,04 17,07 £ 11
L-ASNase B 20/80 95,72 £ 0,94 79,79 £ 2,11
L-ASNase B 50/50 97,16 £ 0,27 82,45+ 1,25
L-ASNase Z 20/80 86,80 + 2,25 61,53 + 3,80
L-ASNase Z 50/50 94,72 £ 1,16 76,53 + 3,65

Fonte: Elaborado pelo autor. Valores de percentagem de inibicdo com desvio padrio obtido por regressdo ndo
linear de dois experimentos independentes, realizados em triplicatas. C20/80: controle 20 puL de PBS e 80 pL de
meio RPMI; C50/50: controle 50 pL de PBS e 50 pL de meio RPMI; L-ASNase B 20/80: 20 pL de L-ASNase B
e 80 pL de meio RPMI; L-ASNase B 50/50: 50 puL de L-ASNase B e 50 uL de meio RPMI; L-ASNase Z 20/80:
20 uL de L-ASNase Z e 80 uL de meio RPMI; L-ASNase Z 50/50: 50 uL de L-ASNase Z e 50 pL de meio RPMI.

Nesse sentido, Li er al. (2014) buscou explicar a resisténcia das linhagens
tumorais frente a L-asparaginase, por meio da andlise dos niveis de expressdo génica da
enzima asparagina sintetase (ASNS), utilizando a metodologia de PCR em tempo real, em
diferentes linhagens de linfoma, e concluiu que as linhagens leucocitarias Jurkat, Hut-78 e
Karpas 299, que eram naturalmente resistentes 8 PEG-asparaginase, possuiam elevados niveis
de expressdo da ASNS, e consequentemente eram mais resistentes ao tratamento. A linhagem
Raji, utilizada no presente trabalho, foi também avaliada por Li ef al. (2014) e demonstrou
possuir um considerdvel nivel de expressio de ASNS, logo necessitou de doses mais
concentradas da enzima para obter a Clsy, esclarecendo, entdo, a menor taxa de inibicdo

obtida em células Raji ao comparar com as de HL-60.



50

Grafico 7 — Representagdo grafica do percentual de inibicdo das substancias testadas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os resultados de maior efeito citotoxico nas células HL-60 corroboraram com o
trabalho de Husain er al. (2016), que ao testar a L-asparaginase produzida pelo organismo
Enterobacter cloacae diante de diferentes linhagens de cancer, como MOLT-4, T47D, MB-
231 e HL-60, na ultima citada foi observada uma citotoxicidade elevada, com uma Clso de 3,1
U/mL. Vale destacar que segundo Parmentier er al. (2015), as células de HL-60 eram
dependentes da atividade glutamindsica para obter uma citotoxicidade efetiva, isso talvez
explique o motivo da L-ASNase B apresentar um percentual de inibicdo mais acentuado que a

L-ASNase Z.
4.5.1 Determinagdo de Cl s

Na analise de citotoxicidade, as amostras de L-ASNases B e Z obtiveram um
percentual de inibicdo de crescimento celular elevado contra a linhagem leucémica HL-60,
logo ela foi a selecionada como modelo para determinagdo da Clsy das enzimas. As células
foram incubadas com concentragdes que variaram entre 0,15 a 40 pg/mL, a fim de determinar

a Clsg. Os valores de Clsy apds 72 horas de tratamento estdo apresentados na tabela 8.
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Tabela 8 — Avaliagdo da atividade citotoxica das L-ASNases B e Z frente a linhagem tumoral

HL-60 por meio do ensaio de MTT ap6s 72 horas de incubagao.

Clso (ng/mL)

Intervalo de confianga de 95%

Substancias HL-60
0,83 pg/mL

L-ASNase B (0,77-0,88)
1,53 pg/mL

L-ASNase Z (1,26-1,87)

Fonte: Elaborado pelo autor. A tabela apresenta os valores de Cls, representados em pg/mL e foram calculados
utilizando o GraphPad Software versdo 5.0. Os intervalos de confianca (IC 95%) foram obtidos por regressao
ndo linear a partir de um experimento realizado em triplicata, sendo mostrados entre parénteses.

Nas primeiras concentracdes testadas, em ambas as amostras, ja foram possiveis
observar a queda significante na percentagem de células viaveis, inferindo que elas se
apresentam toxicas mesmo em baixas concentracdes. As amostras sao consideradas toxicas
quando apresentam a curva de viabilidade celular abaixo da linha do Clsy ou quando cruzam
esta linha. Neste ensaio foi observado que as amostras apresentaram Cls, distintos para cada,
0,83 pg/mL para a L-ASNase B e 1,53 ug/mL para a L-ASNase Z, entdo esses valores
representam que foi necessaria uma menor concentracado da L-ASNase B para inibir metade
da populagdo celular, inferindo que ela possui maior atividade citotoxica (GRAFICO 8).

Os valores de concentragdao inibitoria média obtidos no presente trabalho
mostraram-se bem promissores para uma possivel aplicagdo como biofarmaco, pois ao
comparar com outros estudos de L-asparaginases, como o de Elshafei et al. (2012) e o de
Sayed et al. (2011), que apresentaram valores de Clsg elevados na faixa de 43,3 — 76,4 pg/mL
para o primeiro trabalho citado e de 4,67 — 10 pg/mL para o segundo, logo isso indicou que

foram necessarias maiores concentragdes de enzima para obter a Clsy nesses estudos.
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Grafico 8 — Viabilidade celular da HL-60 contra as L-ASNases B e Z.
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Fonte: Elaborado pelo autor. O grafico representa o perfil de viabilidade celular da HL-60 com diferentes
concentragdoes das enzimas e foi plotado utilizando o GraphPad Software versdo 5.0. A linha pontilhada
representa a concentragio inibitoria média (Clsy).
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5. CONCLUSAO

Com os resultados expostos, foi possivel expressar as enzimas recombinantes com
sucesso e realizar a caracterizagdo bioquimica por meio da avaliacdo do pH e da temperatura,
que corroboraram com alguns resultados expostos na literatura. E necessaria uma melhor
avaliagdo na cinética enzimatica apresentada com o objetivo de otimizar o teste para futuras
experimentacdes. Por fim, foi possivel destacar o efeito inibitorio das L-ASNases B e Z contra
a proliferacdo das células HL-60, sendo as enzimas consideradas promissoras para o
tratamento oncoterapico, especialmente a L-ASNase B devido ao menor valor de Clsy,
apresentando, consequentemente, maior potencial citotoxico.

Como perspectivas, busca-se realizar estratégias modernas de bioinformatica e de
mutagénese sitio-dirigida para aperfeicoar e aprimorar as propriedades terapéuticas das L-
ASNases obtidas, visando contornar as possiveis limitacdes que possam ocorrer € permitir a

sua futura aplicag¢do no sistema de satde.
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ANEXO A — CURVA PADRAO DE SULFATO DE AMONIO
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Fonte: Elaborado pelo autor. Eixo x: pmol de sulfato de amonia; Eixo y: absorbancia a 436 nm.

Diluigoes seriadas de sulfato de amonio ((NH4),SO4) foram feitas e reveladas pelo
reagente de Nessler, utilizando os mesmos pardmetros utilizados para o teste de atividade
enzimatica. Sabendo que o valor do coeficiente de determinacdo da regressio (R?) expressa
numericamente a variacdo total do sinal analitico (x), representado por p mol de sulfato de
amoOnia, e pela variagdo da concentracdo do analito (y), correspondente a absorbancia a
436nm, o valor R? atribuido a reta obtida nesta curva padrio foi consideravelmente

satisfatorio para baseamento dos dados de atividade enzimatica futuros.
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