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Introducdo: Asparaginases bacterianas oriundas de Escherichia coli e Erwinia
chrysanthemi s&o utilizadas como medicamentos para tratamento de leucemia linfocitica
aguda e linfomas ndo Hodgkin. Apesar das propriedades terapéuticas destas enzimas,
reacOes adversas tém sido relatadas: por vezes tdo severas que impossibilitam a utilizacdo
destes medicamentos por alguns pacientes. Além disso, o inico medicamento que o Brasil
importava parou de ser produzido. Tendo em vista esses dois aspectos, propds-se a

producdo de asparaginase de fonte ndo bacteriana.

Objetivo: Purificar e caracterizar a asparaginase Il de Saccharomyces cerevisiae clonada

e expressa em Pichia pastoris visando a producdo de um farmaco antileucémico.

Metodologia: A metodologia estabelecida para a purificagdo da asparaginase
recombinante envolveu trés etapas: ultrafiltracdo em membrana Amicon de 50 kDa,
cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superdex200 e cromatografia de troca
anidnica em coluna Mono-Q. A homogeneidade foi confirmada através de SDS-PAGE
em condicOes redutoras e por espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF/TOF; a
atividade enzimatica foi determinada pela reacdo de hidroxilaminolise. O ponto
isoelétrico foi estimado por eletroforese bidimensional e a massa molecular foi
determinada utilizando SDS-PAGE 12% e cromatografia de exclusdo molecular. A
porc¢éo glicidica da asparaginase recombinante em sua forma homogénea foi analisada
através de SDS-PAGE 12% em condicGes redutoras, seguido de coloracdo pela técnica
de acido periddico/reagente de Schiff. Além disso, realizamos a clivagem enzimatica dos

glicidios N-ligados com PNGase F a 37 °C por 3 horas, seguido de anéalise por SDS-
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PAGE. Caracterizou-se 0 pH e a temperatura Otima da enzima por reacdo de

hidroxiaminolise em diferentes valores de pH e temperatura.

Resultados: A fracdo homogénea oriunda da troca anidnica apresentou atividade
especifica de 204 Ul mg™?, representando um grau de purificacdo de 10,9 vezes e uma
recuperacdo de atividade de 51,3 % em relacdo ao extrato bruto. Apds eletroforese,
observamos a presenca de duas bandas, com massa molecular estimada em 48 e 46 kDa
respectivamente. Apo6s andlise por espectrometria de massas, verificamos que estas
bandas correspondem & enzima asparaginase Il de S. cerevisiae. As duas bandas
apresentaram coloracéo positiva para glicosilacdo. A massa molecular da enzima nativa
foi estimada em 136 kDa, sugerindo que a enzima € um oligdmero. No entanto, foram
observados dois valores de pH étimo em 7,2 e 9,0. Apds clivagem enzimatica dos
glicidios por PNGase F, as duas bandas migraram como uma Unica banda em SDS-
PAGE, indicando que a principal diferenca entre elas é o grau de glicosilacdo. O ponto
isoelétrico foi estimado em aproximadamente 4,55 utilizando o programa de analise de

imagens ImageMaster (GE Healthcare).

Concluséo: Os resultados obtidos dao suporte a continuacdo da pesquisa visando 0 uso
da asparaginase de levedura recombinante como medicamento antileucémico, ja tendo

sido iniciados os estudos pré-clinicos in vitro.
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