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RESUMO

SILVA PINHEIRO, Adriana Michelli. Avaliacdo das Propriedades Bioquimicas e
Fisico-Quimicas da enzima Asparaginase produzida por Pichia pastoris
Recombinante. 2015. 121f. Dissertacdo Mestrado Profissional em Gestéo,
Pesquisa e Desenvolvimento na Industria Farmacéutica — Fundacdo Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiro, 2015.

A asparaginase de origem bacteriana € o principal medicamento para o
tratamento da leucemia linfoblastica aguda, um cancer que afeta principalmente
as criancas. Apesar de efetivo, o medicamento causa sérias reacles
imunoldgicas por ser produzido por um procarioto. Atualmente, o medicamento
existente no mercado brasileiro € importado, o que acarreta dependéncia
tecnologica, alto custo na obtencdo do medicamento e dificuldade de
abastecimento. As asparaginase Il de Saccharomyces cerevisiae codificada pelo
gene ASP3 apresenta, por suas caracteristicas, potencial para uso como
medicamento antileucémico. Em trabalhos anteriores, este gene foi clonado e
expresso em altos niveis na levedura Pichia pastoris. O presente trabalho teve
como objetivo caracterizar as propriedades fisico-quimicas e bioquimicas da
asparaginase periplasmica recombinante produzida por P. pastoris, tendo sido
avaliados as melhores condicdes de estocagem da enzima apos ressuspensao, o
efeito de alguns ions e de alguns compostos na atividade asparaginasica, a
afinidade da asparaginase pelos substratos D e L-asparagina e L-glutamina e os
seus parametros cinéticos. Observou-se que a ressuspensao da asparaginase de
levedura em agua destilada e mantida a 4 °C reteve em torno de 98% da
atividade original apos 96 horas, na presenca de sorbitol 0,1 M, mostrando ser
esta a melhor condicdo de estocagem. Os valores do Km e da Vméax foram
determinados, obtendo-se 2,461 + 0,170mM e 0,090 + 0,0017mM min%,
respectivamente. A asparaginase de P.pastoris recombinante apresentou maior
afinidade pela D-asparagina, de forma semelhante a asparaginase nativa de S.
cerevisiae; e baixa atividade glutaminasica, o que favorece a sua utilizacdo como
medicamento pelo menor risco de efeitos toxicos. O EDTA nédo apresentou efeito
negativo sobre a asparaginase de levedura, indicando ndo ser a mesma uma
metaloenzima. A influéncia negativa de agentes redutores sobre a atividade
enzimatica indica a presenca de pontes de enxofre na estrutura proteica. Os
resultados obtidos sdo de extrema importancia para a continuidade dos estudos
da utilizacdo da asparaginase de Pichia pastoris recombinante como agente
antileucémico.

Palavras-chave: Asparaginase. Pichia pastoris. Céncer. Leucemia Linfoblastica
Aguda. Cinética enzimatica.
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE PHYSICOCHEMICAL AND BIOCHEMICAL
PROPERTIES OF THE RECOMBINANT ASPARAGINASE PRODUCED BY

Pichia pastoris

Adriana Michelli Silva Pinheiro

Bacterial asparaginase is the main medicament for the treatment of acute
lymphoblastic leukemia, a cancer that primarily affects children. Although
effective, the medicine causes serious immunological reactions due to its
prokaryotic origin. Currently, the existing drug in the Brazilian market is imported,
which carries a technological dependence, high cost and supply difficulties. The
asparaginase Il of Saccharomyces cerevisiae encoded by the ASP3 gene, given
its characteristics, has potential to be used as an antileukemic drug. In previous
work, this gene was cloned and expressed at high levels in the yeast Pichia
pastoris. The present work aimed to characterize the physicochemical and
biochemical properties of the recombinant periplasmic asparaginase produced by
P. pastoris, having been assessed the best enzyme storage conditions after
resuspension, the effect of some ions and some compounds in asparaginasic
activity, asparaginase affinity for yhe substrates D- and L-asparagine and L-
glutamine and its kinetic parameters. It was observed that the yeast asparaginase
resuspension in distilled water and kept at 4 °C retained about 98% of the original
activity after 96 hours in the presence of 0.1 M sorbitol, showing this to be the
best storage condition. The values of Km and Vmax were determined to be 2,461
+ 0,170mM e 0,090 * 0,0017mM min?, respectively. The recombinant
asparaginase showed higher affinity for D-asparagine, similarly to the native S.
cerevisiae asparaginase; and low glutaminasic activity, which favors its use as a
medicine due to the lower risk of toxic effects. EDTA showed no negative effect
on the yeast asparaginase, indicating that it is not a metalloenzyme. The negative
influence of reducing agents on the enzymatic activity indicates the presence of
sulfur bridges in the protein structure. These results are extremely important for
the further studies on the use of the recombinant Pichia pastoris asparaginase as
antileukemic agent.

Keywords: Asparaginase. Pichia pastoris. Cancer. Acute lymphoblastic leukemia.
Enzyme Kinetics.
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INTRODUCAO

A utilizacdo de enzimas na terapia medicamentosa tem sido
amplamente empregada, devido as suas caracteristicas bioquimicas
especificas, como alta especificidade por determinado substrato e capacidade
catalitica. Atualmente, existem varios medicamentos disponiveis no mercado
contendo enzimas em sua formulacdo e que sao utilizados, muita das vezes,
como a Unica opgdo em determinados protocolos de tratamento. Dentre esses
medicamentos, a asparaginase é um biofarmaco utilizado como principal
medicamento no tratamento da leucemia linfoblastica aguda (LLA) e também
para outros tipos de doencas hematopoéticas. O seu uso é preconizado com
base em um defeito metabdlico na sintese da asparagina de algumas células
malignas, que sdo dependentes de fontes exdgenas de asparagina para a sua
proliferacdo, ao contrario das células normais que sdo capazes de sintetizar
esse aminoacido. A presenca do biofarmaco, que esgota a asparagina da
corrente sanguinea, provoca a morte seletiva das células tumorais.

Os medicamentos a base de asparaginase, atualmente empregados, séo
preparados a partir de enzimas bacterianas produzidas por Escherichia coli e
Erwinia chrysanthemi. Apesar de ser considerado um medicamento de primeira
escolha no tratamento da LLA, a asparaginase apresenta limitacOes
relacionadas a sua origem bacteriana, podendo provocar sérias reacles
imunologicas e diversos efeitos colaterais, entre os quais pancreatite, reacdes
anafilaticas, agravamento de disfuncbes hepéaticas e até mesmo o
desenvolvimento de resisténcia ao medicamento.

Além dos problemas de hipersensibilidade encontrados, um fator que tem
dificultado o uso de asparaginase na terapéutica € a sua meia-vida muito
curta, causando a necessidade de administracoes sucessivas do medicamento,
0 que tem cooperado para o alto custo do tratamento.

No Brasil, a asparaginase € classificada como enzima terapéutica
antineoplasica, constando na Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais do
Ministério da Saude — RENAME. Atualmente, o medicamento existente no
mercado brasileiro é importado, acarretando uma dependéncia tecnol6gica, um
alto custo na obtencdo do medicamento e dificuldade de abastecimento do

produto.
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Portanto, ha a necessidade de desenvolver, no pais, tecnologia para a
producdo dessa enzima terapéutica, através do fomento a pesquisa de micro-
organismos que sejam novas fontes produtoras de asparaginases.

Diversas fontes produtoras de asparaginases podem ser encontradas na
natureza. Entre elas, esta a levedura Saccharomyces cerevisiae, que produz a
asparaginase |Il, codificada pelo gene designado ASP3 e que apresenta
potencial para uso terapéutico per se e para pacientes que desenvolveram
hipersensibilidade a enzima bacteriana.

Apesar do seu potencial terapéutico, a asparaginase produzida por S.
cerevisae é expressa em baixas quantidades, o que sugeriu a utilizacdo de um
outro micro-organismo geneticamente modificado que pudesse expressar a
enzima com maior produtividade. Neste contexto, iniciou-se o desenvolvimento
de um farmaco antileucémico a partir de asparaginase de levedura, tendo sido
ja concluidas as seguintes etapas: clonagem e expressdo do gene ASP3 na
levedura Pichia pastoris sob o controle do promotor AOX1 (Ferrara e col., 2006)
processo para producdo da enzima em biorreator de 2 L compreendendo cultivo
multiestagio em batelada alimentada com altas densidades celulares (Ferrara e
col., 2006); processo para extracdo da enzima periplasmatica (Ferrara e col.,
2010); protocolo para  purificacdo da enzima em escala  analitica
caracterizacdo parcial da enzima (Girdo e col.; 2012). Em testes preliminares
realizados in vitro a asparaginase de levedura apresentou atividade sobre a
proliferacdo de linhagem de célula leucémica, apontando para a viabilidade de
seu uso como medicamento. Os esfor¢cos subsequentes tém como foco finalizar
a caracterizacdo fisico-quimica e bioquimica da enzima; estudos estruturais;
desenvolvimento de processo de purificacdo escalonavel; realizacdo de ensaios
pre-clinicos; e desenvolvimento de formulagéo.

Neste contexto, o presente trabalho tem como proposta a caracterizagcéo
e a avaliacdo das propriedades bioquimicas e fisico-quimicas da asparaginase
recombinante produzida por P. pastoris. Os resultados encontrados sao
fundamentais para dar seguimento a pesquisa da proposta de utilizacdo da

asparaginase de P. pastoris recombinante como medicamento antileucémico.
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1-REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Leucemia Linfoblastica Aguda

A leucemia € um céancer do sistema hematopoiético que possui origem
desconhecida, entretanto, diversos estudo (Muller e Boos; 1998) mostram
fatores de risco que podem contribuir para o desenvolvimento desta doenca.
Um dos fatores em potencial sdo as mutagbes genéticas que podem estar
associadas a exposicoes a radiacBes ionizantes, exposicbes quimicas,
tratamento por certos medicamentos, anormalidades cromossdémicas e alguns
tipos de infec¢Bes. A leucemia pode se apresentar de diversas formas e é
classificada de acordo com os tipos de células tumorais envolvidas, linféides e
mielbides, e o progresso de manifestacdo da doenca, agudas e crbnicas, que
pode primariamente envolver a medula 6éssea e em seguida atingir outros
orgaos do organismo. A leucemia linfoblastica aguda (LLA) é uma doenca que
se caracteriza pela ocorréncia de uma proliferacdo desregulada de células
imaturas e precursoras dos linfocitos e o seu acumulo na medula 6ssea, e
posteriormente no sistema sanguineo (Inaba e col.,, 2013; Viele, 2003;
Harrison, 2001; Moscardé e col., 2013). A LLA pode atingir criancas e adultos,
mas, geralmente, ocorre uma maior incidéncia em criangas na faixa de 2 a 5
anos de idade, apesar de ter um pior prognéstico em adultos, que pode estar
associado ao estagio de maturacdo da célula leucémica, pois nessa faixa
etaria, as células progenitoras de linfécitos B estdo amplamente se
proliferando. A LLA pode ser dividida em subtipos (Tabela 1), o subtipo L1 é
observado com maior frequéncia em criancas, cerca de 76 a 89%; o subtipo L2
€ observado mais frequentemente em adultos, 49 a 60%; e o subtipo L3 € mais
raro, mas pode ser observado em adultos com um pouco mais de frequéncia
do que em criancas (Viele, 2003). Ha evidéncias de alta incidéncia de LLA em
criangcas com defeitos em sua constituicdo genética. Os sintomas clinicos da
leucemia aguda podem ser divididos em duas categorias: manifestacdes
primérias e secundarias. A manifestacdes primarias sdo aquelas que envolvem

a medula 6ssea como anemias, hiperplasias, hipoplasias e trombocitopenias e
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as secundarias sédo aquelas que envolvem todos os outros sistemas do corpo,
como febre, fraquezas, fadigas, sangramentos, infeccbes e etc. (Muller e
B00s,1998). A LLA considerada o cancer mais frequente na infancia, pode
ser tratada através de algumas drogas quimioterapicas, sendo a L-
asparaginase uma das utilizadas nos protocolos de tratamento, juntamente com
uma série de agentes quimioterapicos. A terapia para o tratamento da LLA é
dividida em fases cujo objetivo € a remisséo total da doenca e se inicia pela
fase de inducéo da remissado seguida da fase de terapia de manutencéo (Muller
e B00s,1998)

Tabela 1. Classificacdo da Leucemia Linfoblastica Aguda

Categorias Caracteristicas

L1 Populacdo de células relativamente homogénea com 75% ou
mais células com citoplasma escasso, cromatina finamente
dispersa, forma nuclear regular; nucléolos sdo imperceptiveis
em mais de 75% das células.

L2 Populacdo celular heterogénea em relacdo ao padrdo de
cromatina e forma nuclear; as células sao geralmente grandes,
com o citoplasma ocupando 20% ou mais da superficie da area
celular. Nucléolos sédo grandes em 25% ou mais das células

L3 Populacdo de células grandes e relativamente homogénea com
nucleos regulares e padrdo de cromatina fina; nucléolos séo
proeminentes; citoplasma é moderadamente abundante com
vacuolizacdo e basofilia profunda; linfoblastos se assemelham
aos do linfoma de Burkitt.

Fonte: C. S Viele, 2003

1.2. Asparaginase para tratamento da LLA

Uma das dificuldades apresentadas pelos quimioterapicos

convencionais no tratamento do cancer é que as doses utilizadas para destruir
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as células cancerigenas podem apresentar toxicidade para as células normais,
portanto o desenvolvimento de medicamentos mais seletivos se faz
necesséario. Uma das bases para essa seletividade é o fato de que as células
tumorais apresentam alteracbes no seu metabolismo como a deficiéncia na
sintese de alguns aminoacidos, necessitando de uma fonte externa de
obtencdo dos mesmos para a sua sintese proteica. A utlizacdo de
medicamentos que diminuem a disponibilidade sistémica destes aminoacidos
provoca a morte das células malignas com um menor efeito sobre as células

normais. Dentre esses medicamentos se encontra a L-asparaginase.

A L-asparaginase foi descoberta e desenvolvida a partir de estudos nos
quais se observou a regressao de linfomas transplantados em ratos e
camundongos submetidos ao tratamento com o soro de cobaias e a sua
posterior identificacdo no soro como responsavel pelo efeito antitumoral
(Muller e Boos, 1998) As células tumorais da LLA, por serem imaturas,
possuem uma deficiéncia da enzima asparagina sintetase, enzima ATP-
dependente que catalisa a conversdo de L-aspartato em L-asparagina,
portanto, as células malignas necessitam da asparagina do meio extracelular
para realizar a sua sintese proteica (Balasubramanian e col., 2013; Jha e col.,
2012; Bon e col.,1997).

O efeito antitumoral da asparaginase pode estar associado a sua
afinidade pela asparagina que pode ser determinada através dos estudos
de cinética enzimatica, ou seja, a determinacdo da constante de Michaelis-
Menten (Km), a velocidade maxima (Vmax) e a constante catalitica (Kcat). A
asparaginase catalisa a hidrélise da asparagina produzindo aspartato e
ambénio e como consequéncia, atuara de forma que indisponibilizara a
asparagina do meio extracelular para a célula leucémica, levando-a a sua
morte (Labrou e col., 2010; Stern e col., 1976; Cappelletti e col., 2008; Kumar
e col., 2013).
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Figura 1. Esquema ilustrado do mecanismo de reacdo da L-asparaginase

A asparaginase é uma enzima encontrada em diversos organismos,
mas, somente as de origem bacterianas, atualmente, sdo as utilizadas como
medicamentos para o tratamento da LLA e para alguns subtipos de linfomas
nao-Hodgkin. E dentre as asparaginases somente a do tipo Il tem atividade
anticancer. Isto acontece pelo fato da L-asparaginase do tipo Il ter maior
afinidade pela asparagina quando comparada a do tipo |. Os dois tipos de
enzima possuem diferentes atividades cataliticas, estruturas, sequéncias de
aminoacidos e localizacdo nas células (Gervais e col., 2103). A enzima do
tipo 1l esta localizada no espaco periplasmico, enquanto a enzima do tipo |
esté localizada no citoplasma.

A asparaginase de origem bacteriana revela toxicidade e efeitos
adversos associados a reacdes de hipersensibilidade e a formacdo de
anticorpos, contribuindo para um efeito de resisténcia ao medicamento que
causara a diminuicdo na atividade enzimatica e consequentemente diminuindo
a sua eficicia. Sabe-se que a imunogenicidade de proteinas estranhas esta
associada ao aumento da massa molecular e a maior complexidade da
estrutura e de proteinas constituidas com uma massa molecular maior do que
10.000 Da. A molécula de asparaginase consiste em quatro subunidades

idénticas e tem massa molecular de cerca de 140.000 Da, justificando, assim,
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seu carater imunogénico. Adicionalmente, a deplecdo da L-asparagina esta
associada também a uma menor sintese de outras proteinas como a
albumina, insulina e outras que interferem nos processos de coagulacao e
fibrindlise, originando trombose, pancreatite e hiperglicemia somados a rapida
eliminacdo da circulacdo sanguinea e limitada distribuicdo farmacocinética
resultantes da sua formulacdo e de curta meia vida (Moscardé e col., 2013).

Estudos (Pokrovskaya e col. 2012, Kumar e col., 2011; Miller e Balis,
1969; Abe e col., 1972) mostram ainda que a asparaginase bacteriana realiza
a hidrdlise da L- glutamina produzindo um excesso de L-glutamato que pode
induzir a manifestacdo dos efeitos téxicos.

Existem trés formula¢cdes medicamentosas disponiveis de asparaginase:
asparaginase de E. coli, asparaginase peguilada de E. coli e asparaginase de
Erwinia chrysanthemi, diferindo elas em suas propriedades farmacodinamicas
e farmacocinéticas (Moscardé e col., 2013; Fernandes e Gregoria, 1997,
Gervais e col., 2013; Lanvers e col., 2002, Avramis e col.,, 2005). A
asparaginase isolada de E. coli apresenta uma massa molecular de 138000 a
141000 Da, consistindo em 4 subunidades idénticas com um centro ativo em
cada uma. A asparaginase de Erwinia apresenta uma massa molecular de
138000 Da. As enzimas provenientes de ambas as bactérias se mostram com
alta atividade e estabilidade, apresentando constante de Michaelis-Menten em
torno de 6 a 15 pM. (Tabela 2.)

Tabela 2. Propriedades quimicas e farmacologicas das diferentes preparacdes

de asparaginase

Fonte Massa Km Ponto Meia vida
molecular (UMm) isoelétrico aparente

(Da) (pH) (dias)
E. chrysanthemi 138000 12 8.7 0,65+0,13
E. coli 141000 10 5.0 1,24+0,17
PEG-E. coli 145000 10 5.0 5,731£3,24

Fonte: H.J Muller e col, 1998
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A enzima peguilada € utilizada em substituicdo a forma nativa nos
casos em que ocorrem reacoes de hipersensibilidade, pois a sua formulagéo
mediante a conjugacdo com unidades de monometoxipolietilenoglicol (PEG)
diminui seus efeitos adversos. Além disso, a ligacdo do PEG a asparaginase
promove 0 aumento da meia-vida da enzima, permitindo a diminuicdo da
frequéncia da administracdo (Labrou e col., 2010), o numero, a quantidade e a
frequéncia de doses preconizadas para o tratamento sdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3- Equivaléncia de doses da asparaginase de acordo com a sua origem

e formulacéo

Origem- Doses Frequéncia  Numero de doses
formulacéo
E. coli nativa 5.000-10.000 Ul/m? 48-72h 4x5.000 Ul/m?
Erwinia nativa  10.000-20.000 Ul/m? 48h 6x10.000 Ul/m?
E. coli peguilada 1.000-1.250 Ul/m? Semana 1x2.500 Ul/m?
2.250 Ul/m? 1a2
semanas

Fonte: Moscardo e col., 2013.

As vias intramuscular e intravenosa séo as formas de administracao
das formulacdes, e as suas diferencas se baseiam na biodisponibilidade e nos
efeitos adversos. A maioria das pesquisas realizadas das analises das curvas
de concentracdo plasmatica mostra uma meia vida da enzima em torno de 4-
15h sendo, de acordo com alguns estudos, eliminada através do sistema
reticulo endotelial. Estudos comparativos das duas formas de administracao

ndo mostraram diferengas significativas na eficacia clinica, mas a via
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intramuscular tem sido a mais utilizada, para evitar reacdes alérgicas. Nos
protocolos de tratamento geralmente a asparaginase € combinada com
agentes corticoides como a prednisona para evitar possiveis reacoes alérgicas
e outros antineopldsicos como a vincristina, (Moscardd e col., 2013) mas a

monoterapia tem sido relatada com sucesso.

1.3 Asparaginase no Brasil

A asparaginase que abastece o sistema de saude do pais € importada na
sua totalidade, gerando uma situacdo de dependéncia tecnoldgica, além da
dificuldade de abastecimento devido ao alto valor do medicamento que possui
sua cotacdo em dolar. De acordo com dados do Sistema Unico de Saude
(SUS), o Brasil gasta cerca de R$ 4 bilhdes na importacdo de biofarmacos por
ano, representando 32% dos gastos com medicamentos.

(http://www.inovacaotecnologica.com.br/19/09/2013). Dentro do contexto

mundial, o0 mercado de biofarmacos movimentou US$ 199,7 bilhdes em 2013
com a perspectiva de atingir um crescimento anual de 13,5%; o mercado de
medicamentos formulados a base de enzimas movimentou cerca de US$
1bilhdo em 2009 (Freedonia, 2009). O mercado externo brasileiro de enzimas
especiais, foi de 180 milhdes de dolares nesse mesmo ano, aumentando para
cerca de 220 milhdes de dolares em 2011, de acordo com dados do MDIC,

disponivel no site http://aliceweb2.mdic.gov.br. Importante ressaltar que desse

mercado, 98% correspondem a importacdes, mostrando o atraso tecnolégico
do Brasil em referéncia ao mercado mundial em termos de producdo,
disponibilidade e uso destes biofarmacos. Até o ano de 2012, quando foi
suspensa a sua fabricacdo, somente o medicamento Elspar, fabricado
originalmente pela Merck Sharp & Dome e, posteriormente, pela Lundbeck,
ambas empresas americanas, estava disponivel no Brasil. Atualmente, o Brasil

tem utilizado o medicamento Aginasa, fabricado por Kyowa Hakko Kirin Co.,


http://www.inovacaotecnologica.com.br/19/09/2013
http://aliceweb2.mdic.gov.br/
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Ltd., Japdo, em substituicdo ao medicamento Elspar, de forma a suprir as
necessidades do mercado brasileiro pelo periodo de dois anos. Estdo também
em fase de implantacdo duas PDPs (Parcerias para o Desenvolvimento
Produtivo), envolvendo Farmanguinhos/FIOCRUZ (laboratério publico) e as
empresas NT Pharma e United Biotec (parceiros privados). A instabilidade de
fornecimento da asparaginase, fato recorrente, torna o pais e a saude de
muitas criangas reféns de uma situacédo de absoluta dependéncia externa deste
medicamento e também dos interesses econbmicos que permeiam estas
situacoes.

A Figura 2 apresenta os valores de importacdo desta enzima no periodo
de 2001 a 2013 de acordo com dados do Ministério do Desenvolvimento,
Indastria e  Comércio Exterior  (MDIC), disponivel no  site

http://aliceweb2.mdic.gov.br. As importacbes em 2013 totalizaram US$ 2,2

milhdes.
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Figura 2. Importagdo brasileira de asparaginase. Fonte: Ministério do

Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior (http://aliceweb2.mdic.qgov.br).
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1.4 Asparaginase de levedura

A levedura Saccharomyces cerevisiae apresenta a enzima constitutiva
asparaginase | e a periplasmica asparaginase Il codificada pelo gene ASPS3.
Considerando algumas propriedades bioquimicas e fisico-quimicas das duas
isoformas de asparaginase produzidas por S. cerevisiae, a asparaginase Il
representa uma alternativa para tratamento de LLA, especialmente para
pacientes que desenvolveram forte resposta imunolégica a enzima bacteriana.
Contudo, os niveis de producéo desta enzima sdo bastante baixos. A utilizacao
de um hospedeiro eucariotico que pudesse expressar 0 gene ASP3 com
elevados niveis tem se revelado como uma proposta para a producdo desta
enzima (Bon e col., 1997; Oliveira e col., 1999; Oliveira e col., 2003; Ferrara e
col.,2004).

Pichia pastoris, uma levedura metilotréfica, vem sendo empregada com
sucesso para a expressao de proteinas heterélogas, tendo sido ja expressas
centenas de proteinas nesta levedura. O sucesso do sistema de expresséo
heter6loga de Pichia pastoris é atribuido ao fato da levedura alcancar altos
niveis de densidade celular em meios de cultura simples e por ter a inducdo da
producdo da enzima por metanol. Diversos produtos farmacéuticos produzidos
por P. pastoris ja estdo no mercado ou em fase de teste, incluindo insulina,
albumina sérica humana, antigeno da hepatite B, EGF (fator de crescimento
epidermal) e anticoagulante hirudina. Além de P. pastoris ser um organismo
GRAS (“generally recognised as safe”), apresenta um padrdo de glicosilacao
proteica mais semelhante ao de mamiferos, do que o de S. cerevisiae, 0
que sugere para a molécula menor antigenicidade em humanos, aspecto este
relevante para a producdo de proteinas terapéuticas (Cereghino e col., 2002;
Gellissen e col.,2005) (figura 3).
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Figura 3. Padrdo de glicosilacdo protéica de S. cerevisiae, P. pastoris e

mamiferos superiores.

Desde o inicio do ano 2000, estabeleceu-se uma cooperag¢do entre o
Laboratério de Tecnologia Enzimatica do IQ/UFRJ e o Instituto de Tecnologia
em Farmacos - Farmanguinhos/FIOCRUZ objetivando o desenvolvimento de
processo para a producédo da asparaginase de levedura visando sua utilizacéo
como medicamento.

Como resultado dos trabalhos desenvolvidos até o momento, o gene
ASP3, que codifica para a asparaginase Il de S. cerevisiae, foi clonado na
levedura metilotréfica P. pastoris, com grandes ganhos em termos de niveis de
atividade enzimatica. A atividade especifica obtida foi de 800 U g* de célula,

representando um aumento de sete vezes em relacdo aos valores alcancados

para S. cerevisiae (115 U g'l) (Ferrara e col., 2003).

O Dbioprocesso de producdo de asparaginase pela linhagem

recombinante de P. pastoris, que compreende um cultivo multiestadgio em



27

batelada alimentada no qual sdo atingidas altas densidades celulares (da
ordem de 100 g L) foi desenvolvido em biorreator de 2 e de 5 L. O processo
foi otimizado com relagdo a composicdo do meio de cultivo e forma e vazéo
de alimentacdo de nutrientes (glicerol e metanol), chegando-se a producéo de
85.600 U L*e 1.083 U Lt h't (Ferrara e col., 2003.) (Figura 4).

Foram desenvolvidos também dois processos para a extracdo da
enzima periplasmica produzida pela linhagem de P. pastoris recombinante:
tratamento da biomassa com 6 ciclos de congelamento / descongelamento
seguido de extracdo com tampéo fosfato, com recuperacdo de asparaginase
em torno de 85%; extracao alcalina em presenca de cisteina, com valores de
recuperacgéo de atividade de 100 % em 2 horas de tratamento. O extrato bruto
da asparaginase produzida por P. pastoris recombinante mostrou-se estavel a

estocagem por dez meses em congelador (Ferrara e col., 2010)

A etapa de purificacdo estd em desenvolvimento em colaboracdo com
o IOC/FIOCRUZ. O extrato bruto enzimatico obtido por tratamento das
células com cisteina em pH alcalino, apds filtracdo centrifuga em membrana,
foi aplicado em uma coluna de exclusdo molecular Superdex G-200 e a seguir
em uma coluna de troca ibnica Mono-Q. A fragcdo com atividade enziméatica
apresentou uma atividade especifica de 204 U mg, representando um grau
de purificacdo de 10,9 vezes e uma recuperacao de atividade de 51,3% em
relacdo ao extrato bruto. Ressalta-se que a atividade especifica do
medicamento Elspar é de 225 U mg?t. O SDS-PAGE 12,5% foi revelado por
impregnacao por prata, apresentando apenas duas bandas em 42 e 44 kDa,
correspondentes a asparaginase, conforme identificado por espectrometria de
massas utilizando o banco de dados NCBInr com a ferramenta Mascot,
indicando uma purificacéo eficiente (Girdo e col., 2012; Girdo, 2012).

Quanto a caracterizacdo da enzima produzida por P. pastoris
recombinante, a massa molecular foi estimada por filtragdo em gel,
apresentando 118 kDa, o0 que sugere que a enzima possui mais de um
mondmero. Testes com reagente de Schiff evidenciaram que a enzima é
glicosilada, o que estd de acordo com as propriedades intrinsecas da
levedura P. pastoris de glicosilar proteinas extracelulares (Giréo e col., 2012).
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O ponto isoelétrico estimado para a asparaginase recombinante foi
de 4,33, préximo ao tedrico de 4,55. Foram observados dois valores de pH
6timo, um em pH 7,2 e outro em pH 9,0, 0 que indica a presenca de duas
isoformas. A temperatura 6tima, medida em ambos os valores de pH, foi de
46°C; entretanto, a atividade enzimatica medida na temperatura fisiolégica
(37°C) em pH 7,2 correspondeu a aproximadamente 92% do maximo, o que é
uma importante caracteristica considerando o uso potencial da enzima como
um biofarmaco.

Testes preliminares in vitro para a avaliacdo da atividade da
asparaginase recombinante contra células K562, de leucemia miel6ide aguda
mostraram que a asparaginase produzida por P. pastoris apresenta atividade
sobre a proliferacdo desta linhagem, apontando para a viabilidade de seu uso

terapéutico.
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Figura 4. Produtividades volumétricas em asparaginase obtidas por S.
cerevisiae e por P. pastoris recombinante em diversas condicbes de cultivo
(Fonte: Ferrara et al., 2006.)

(1) S. cerevisiae - frascos agitados;

(2) P. pastoris — frascos agitados

(3) P. pastoris - biorreator alta densidade celular

(4) P. pastoris - biorreator alta densidade celular; condicbes de cultivo

otimizadas
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2.0BJETIVOS

2.1. Objetivo geral:

Determinacdo das propriedades fisico-quimicas e bioquimicas da

asparaginase produzida por Pichia pastoris recombinante.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a estabilidade da enzima a estocagem em temperatura ambiente
(25° C); em geladeira (4° C) e em congelador (-4°C);

e Avaliar a atividade catalitica da enzima sobre substratos L-asparagina, D-
asparagina e L-glutamina;

e Avaliar a influéncia de ions metalicos sobre a atividade enzimatica;

e Comparar as propriedades bioquimicas e fisico-quimicas da asparaginase
de levedura (P. pastoris recombinante) com as da asparaginase bacteriana

(medicamento Aginasa);

e Determinar os parametros cinéticos (constante de Michaelis-Menten- Km
e velocidade maxima -Vmax) para a asparaginase de levedura (Pichia

pastoris recombinante)
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3.MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Enzimas

Asparaginase produzida por P. pastoris recombinante contendo o gene
ASP3, de S. cerevisiae. A enzima foi extraida do espaco periplasmico da
levedura de acordo com Ferrara e col., (2010), purificada e liofilizada
de acordo com Gir&o e col., (2012). A enzima foi recebida em tubos Eppendorf
de 2 mL contendo aproximadamente 164 ug de proteina, correspondendo a
300 pL de suspenséo enzimatica em sorbitol 0,1M.

Asparaginase bacteriana: medicamento Aginasa, fabricado por Kyowa
Hakko Kirin Co., Ltd., Japao, embalado por Medac GmbH, Wedel, Alemanha e
distribuido pelo Laboratério Bagé do Brasil S.A., Rio de Janeiro. Cada frasco
ampola do medicamento contém o equivalente a 10.000 U de L-asparaginase
de E. coli e, de acordo com instru¢cdes da bula, para dissolucdo deve-se
utilizar 4 mL de agua para injecdo (agua esterilizada).

3.1.2 Reagentes

L-Asparagina e L-glutamina foram obtidas da Merck; D-asparagina foi

obtida da Sigma.

Todos o0s demais reagentes néo listados utilizados sdo de grau analitico.
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3.2 Métodos

3.2.1. Determinacgdo da atividade asparaginasica

A atividade aparaginasica foi determinada com base na reacdo de

hidrolise da asparagina formando aspartato e amonio.

Reacdo: asparaginase + asparagina - aspartato +amaonio

A dosagem de amadnio foi efetuada utilizando um método adaptado do
kit enzimatico de analise de ureia (Urea 500) do fabricante Doles. Na
presenca de salicilato, nitroprussiato de sédio e hipoclorito, os ions aménio
reagem dando origem a um composto cromdgeno azul esverdeado que é
analisado espectrofotometricamente, a 600 nm.

Uma unidade de atividade asparaginasica € definida como a
quantidade de enzima envolvida na reagdo suficiente para liberar 1 pmol de

amonio por min a37°C.

3.2.1.1 Ensaio de determinacao da atividade enzimatica

Para o ensaio de andlise da atividade enzimética, reagiram-se 50
ML de L-asparagina 0,1 M com 50 pyL de solugdo contendo a asparaginase,
incubando-se por 30 minutos a 37 °C. Imediatamente apds, uma aliquota de
40 pyL do meio reacional foi transferida para um tubo falcon contendo 40 uL
de solucdo de TCA 1,5 M para interromper a reacdo. Em seguida, foram

adicionados 2 mL do reagente 1 (salicilato de sddio 9,61 g; nitroprussiato de
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sédio 1,01 g; EDTA 0,50 g) e, ap0s agitacdo em vortex, foram adicionados 2
ml do reagente 2 (hipoclorito de sédio 4-6% 8,9 mL; hidroxido de sodio 6,01
g). Apés nova agitacdo em vortex, a solugdo foi incubada por 5 min a 37 °C. O
produto da reacado foi quantificado apos leitura em espectrofotometro a 600
nm, contra um branco (40 yL de tampéao fosfato Na*/ K* 20 mM + 40
ML de TCA 1,5 M + 2 mL do reagente 1 + 2 mL do reagente 2). Todos 0s

ensaios foram realizados em triplicata.

Os seguintes controles foram realizados para validacdo dos resultados:
misturas reacionais nas quais a enzima foi substituida por tampao; e misturas
reacionais nas quais a asparagina foi substituida por tampao.

O célculo foi realizado de acordo com a seguinte equacéo: UI/L =

(AAbs600nm X 2x diluicdo amostra)/ (FC curva padréo X treagédo)

3.2.1.2. Curva padrédo de analise de aménio

Determinou-se o fator de correcdo dos reagentes utilizados no
método adaptado salicilato/hipoclorito através de uma curva de calibracdo
para a quantificacdo de amoénio em diferentes concentracdes de sulfato de
amoénio (NH4)2S0Oa.

3.2.2 Ensaios de estabilidade da enzima

Foram realizados testes de estabilidade térmica da asparaginase
produzida por P. pastoris recombinante e da asparaginase bacteriana
(medicamento Aginasa) na temperatura de 25 °C (temperatura ambiente),
4 °C (geladeira) e -4 °C (congelador). Para a realizac&do dos testes a enzima de
levedura liofilizada foi ressuspensa em 300 pL das seguintes solu¢des: tampéo
fosfato 20 mM, agua esterilizada e soro fisiologico; enquanto que o

medicamento foi ressuspenso de acordo com as instru¢des da bula, isto €, em
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4 mL de agua esterilizada. As solucbes enzimaticas foram submetidas as
condi¢cbes de estocagem descritas acima, retirando-se aliquotas em intervalos
de 24 h para determinagdo da atividade enzimética. Na estocagem do
medicamento a temperatura ambiente, retirou-se também uma aliquota no

tempo de 6 h. Os ensaios foram realizados em triplicata.

3.2.3. Efeito de diferentes ions metalicos e compostos organicos na atividade

enzimatica da asparaginase de levedura e bacteriana

Foram testados os efeitos de diferentes ions metélicos e
compostos orgéanicos, na concentracdo de 20 mM, sobre a atividade
enzimatica da asparaginase. Para isto, a enzima produzida por P. pastoris
recombinante foi ressuspensa em 300 uL de tampao fosfato 20 mM e a
bacteriana em 4 mL de 4gua estéril. As suspensdes foram incubadas durante 2
horas na presenca dos compostos em temperatura ambiente e em seguida, a
atividade enzimética foi determinada. Os compostos analisados foram: NaCl,
KCI, CaClz, NiClz, CoCl2, BaClz, CuCl2, AgCl, EDTA, iodoacetamida, 2-

mercaptoetanol e glutationa. A andlise foi realizada em triplicata

3.2.4 Ensaio de avaliacdo catalitica da enzima sobre diferentes substratos

Realizou-se a andlise da atividade enzimatica da asparaginase
produzida por P. pastoris recombinante utilizando-se como substratos L-
asparagina, D-asparagina e L-glutamina. Os ensaios foram conduzidos
conforme descrito no item 3.2.1, substituindo-se a L-asparagina por D-

asparagina ou L-glutamina quando foi o caso.
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3.2.5 Determinacdo dos parametros cinéticos da asparaginase de

levedura

Preparou-se o substrato L-asparagina em concentracdes de 5,0 g/,
2,59/1; 1,25 g/l; 1,0 g/l; 0,75 g/l; 0,5 g/l e 0,25 g/l. Ressuspendeu-se a enzima
em 300 pL de tampédo fosfato de sodio 20 mM e, apds a devida diluicéo,
submeteu-se a reacdo com a L-asparagina nas concentracfes descritas

acima.

O amonio liberado foi quantificado conforme descrito no item 3.2.1 e a
velocidade da reacdo foi calculada para cada concentracdo de substrato
utilizada, plotando-se os resultados em um grafico velocidade da reacéo
contra concentracdo de substrato. Para a determinacdo da constante de
Michaelis-Menten (Km) e da velocidade maxima (Vmax) realizou-se a
regressdo nado linear da curva utlizando-se o programa de computador
denominado GraphPad Prisma versédo 6.0. As analises foram realizadas em

triplicata.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estabilidade da asparaginase de levedura liofilizada, apos

ressuspensdo em agua destilada, tampdao fosfato e soro fisiolégico

A asparaginase produzida por P. pastoris recombinante foi recebida de
forma liofilizada em frascos contendo o equivalente a 300 pL de suspensao
enzimatica em sorbitol 0.1 M. A primeira etapa deste estudo constituiu em
avaliar o melhor meio para ressuspender a enzima (agua destilada, tampéao
fosfato 20 mM ou soro fisiolégico) e a estabilidade da enzima reconstituida a

estocagem em temperatura ambiente, em geladeira e em congelador.

4.1.1 Estabilidade da asparaginase ressuspensa em agua destilada

Os resultados dos ensaios de estabilidade da asparaginase purificada
ressuspensa em agua destilada realizados sdo mostrados na Fig. 5.
Observa-se que a 25 °C a preparacdo da enzima reteve 77,9% da
atividade original ap6s 24 horas, mantendo-se a seguir estavel ao longo do

tempo de estocagem nessas condi¢des.
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Figura 5. Estabilidade da asparaginase produzida por P. pastoris recombinante

ressuspensa em agua destilada

Observa-se gue a enzima ressuspensa em agua, quando mantida a

4°C, reteve 98% da sua atividade enzimatica original com 96 horas, indicando

ser esta uma condicdo adequada para estocagem. Ja quando mantida na

temperatura de -4°C, observa-se que ocorreu uma perda de cerca de 18% da

atividade original da enzima nas primeiras 48 horas, estabilizando a seguir.

4.1.2 Estabilidade da asparaginase ressuspensa em tampao fosfato 20 mM pH

7,1

Os resultados dos

ensaios

de estabilidade da asparaginase

purificada ressuspensa em tampao fosfato pH 7,1 sdo mostrados na Fig.

6. Observa-se que a preparacdo da enzima reteve apenas 69,4% da

atividade original apos 24 horas de estocagem a 25°C, caindo para 9,6%

apos 48 horas de estocagem, indicando que a enzima nao apresenta

estabilidade nas condi¢cOes ensaiadas.
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Figura 6. Estabilidade da asparaginase produzida por P. pastoris recombinante

ressuspensa em tampéo fosfato 20 mM pH 7,1.

Na temperatura de 4 °C, a preparacdo da enzima ressuspensa em
tampéao fosfato 20 mM, manteve 86,3% da atividade original apds 24 horas
de estocagem; 80,5% apOs 48 horas e 68,7% apdés 96 horas. Quando
mantida na temperatura de -4 °C, observa-se que a preparacdo da enzima
ressuspensa em tampao fosfato manteve 56,4% da atividade original apés
24 horas de estocagem estabilizando-se a seguir.

Esses resultados sugerem que o congelamento da enzima poderia
causar alteracdes na estrutura enovelada da proteina com consequente
perda da atividade (Cleland e col., 2000).

4.1.3 Estabilidade da asparaginase ressuspensa em soro fisiolégico (NacCl
0,9%)

Os dados obtidos nos ensaios de estabilidade da asparaginase purificada
ressuspensa em soro fisioldgico sdo mostrados na Fig. 7. Quando mantida a

25°C, observa-se uma queda acentuada na atividade enzimatica da enzima nas
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primeiras 24 h, com manutencdo de apenas 18,8% de sua atividade original,

continuando a cair até perder toda sua atividade no periodo de 72 h.
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Figura 7. Estabilidade da asparaginase produzida por P. pastoris recombinante

ressuspensa em soro fisiolégico

Na temperatura de 4 °C, observa-se que a retencdo da atividade ap6s 24
h foi de 90% da atividade original, mantendo-se a seguir na faixa de 87% até
96 h de estocagem.

Para a temperatura de -4 °C (congelador), observa-se uma perda de 7%
da atividade enziméatica original com 24 h e de 21% com 48 h, estabilizando-se
a sequir.

Comparando-se os resultados de estabilidade da asparaginase de

levedura recombinante ressuspendida em agua, em tampao fosfato de Na*/K*
20 mM pH 7,1 e em soro fisiolégico, observa-se que a estabilidade da enzima foi
muito maior quando ressuspendida em agua. A temperatura de estocagem mais
adequada foi de 4 °C (geladeira). Nessas condi¢cbes, a enzima manteve-se
estavel, sem perda significativa de atividade, por até 4 dias. De acordo com

Girdo (2012), esta condicdo de estocagem foi também indicada como a mais
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adequada para o extrato bruto da asparaginase de P. pastoris. Deve-se salientar
gue a enzima foi liofilizada na presenca de sorbitol 0,1 M.

A perda de atividade enzimatica na presenca de tampéao fosfato de
Na*/K* e de soro fisioldgico poderia ser atribuida a uma possivel interferéncia

dos ions Na* e/ou K na atividade da enzima.

4.2 Estabilidade da asparaginase bacteriana, medicamento Aginasa, apos

ressuspensdo em agua esterilizada

A asparaginase bacteriana foi recebida de forma liofilizada em frasco-
ampola contendo o equivalente a 10.000 U de L-asparaginase de E. coli e, de
acordo com instrucdes da bula, foi ressuspensa em 4mL de 4gua para injecao.
O objetivo desse estudo constituiu em avaliar a estabilidade da enzima
reconstituida a estocagem em temperatura ambiente, em geladeira e em
congelador e comparar os resultados com os da asparaginase de levedura.

Os resultados dos ensaios de estabilidade da asparaginase bacteriana
ressuspensa em agua para injecao sao mostrados na Fig. 8.

Observa-se que a preparacdo do medicamento reteve 96,2% da sua
atividade enzimatica original apds 6 h de estocagem a 25°C e manteve-se na
faixa de 90%, com 96 horas, indicando certa estabilidade nessa condicao de
estocagem.
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Figura 8. Estabilidade da asparaginase bacteriana ressuspensa em agua
esterilizada

Na temperatura de 4°C, observa-se que a enzima perdeu cerca de
10,5% da atividade original nas primeiras 48 h, estabilizando a seguir. Ja a 4°C,
observa-se que a enzima reteve 90 % da sua atividade original apés 24h,
caindo para 84% ap0s 48h, estabilizando a seguir.

A tabela 4 resume os resultados obtidos nos ensaios de estabilidade da
asparaginase de levedura e bacteriana ressuspendidas em agua destilada.
Observa-se que na temperatura ambiente (25°C), a asparaginase bacteriana
reteve maior porcentagem de atividade enzimatica ao longo do tempo (90%
com 96 h), indicando ser mais estavel do que a asparaginase de levedura
nessa condi¢cdo. J& em condi¢Bes de estocagem em geladeira (4°C), a enzima
de levedura apresentou maior estabilidade permanecendo com atividade em
torno de 98% da original ao longo de 96 h. Nas condi¢cdes de estocagem em
congelador (-4°C), a manutencao da atividade enzimatica situou-se na faixa de
82 a 85% para ambas as enzimas indicando a mesma estabilidade dentro

dessa condicao.
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Tabela 4. Comparacdo dos resultados de estabilidade das asparaginases

produzida por P. pastoris recombinante e bacteriana

Condicao de Estocagem Asparaginase de P. pastoris
(Ressuspensédo em agua destilada recombinante X
e esterilizada) Asparaginase bacteriana

(Medicamento Aginasa)

Temperatura de 25°C Asparaginase bacteriana reteve

Ambiente maior porcentagem de atividade
enzimatica ao longo do tempo (90%
com 96 h), indicando ser mais estavel
do que a asparaginase de levedura
nessa condicao.

Temperatura de 4°C A enzima de levedura apresentou

Geladeira maior estabilidade permanecendo
com atividade em torno de 98% da
original ao longo de 96 h.

Temperatura de -4°C A manutencao da atividade

Congelador enzimatica situou-se na faixa de 82 a
85% para ambas as enzimas
indicando a mesma estabilidade
dentro dessa condicao.

4.3 Efeitos de diferentes sais metalicos e compostos organicos na
atividade enzimatica de asparaginase de Pichia pastoris e do

medicamento Aginasa

De acordo com Goncgalves e col. (2013) os estudos dos efeitos
inibidores ou ativadores de ions metéalicos e de determinados compostos
sobre a atividade da enzima sédo de suma importancia para a avaliagdo de
sua estabilidade em diversas condicbes ambientais e para a caracterizagao
de sua estrutura quimica. A exposicao da enzima a alguns agentes quelantes
como o EDTA pode indicar a presenca de ions metalicos em sua estrutura e a
sua utilizagdo como cofatores para diminuir a energia de ativacdo da quebra

de ligacbes quimicas caracterizando-a como uma metaloenzima. Bem como,
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a exposicdo a agentes redutores pode indicar a presenca de pontes
dissulfeto que vao participar da atividade catalitica da enzima.

A Figura 9 apresentam os resultados dos ensaios dos efeitos dos ions
metalicos sobre a atividade da asparaginase purificada e liofilizada de Pichia
pastoris. Observa-se que cada preparagdo da enzima purificada em

presenca de tampao fosfato de Na' /K" 20mM, pH 7,1, e ap6s adicdo dos
compostos e incubacdo por 2 horas manteve respectivamente: Na* 79,8%;
K* 83,2%; Ca*? 70,8 %; Ba* 67,4%; Co*? 94,5 % Ni*? 103,5%; Cu*?> 102,9%
e Ag* 84,1% da atividade original.

Analisando os resultados obtidos, observa-se que os ions Na*, K%,
Ca*?, Ba*?, Co*? e Ag* testados na concentracdo de 20 mM influenciaram

negativamente na atividade enzimatica da asparaginase, enquanto que 0s

ions Ni+2 e Cu+2potencializaram o efeito da atividade enzimatica. Kumar e col.
(2013), observaram o0s mesmos resultados para a asparaginase de
Cladosporium sp, diferindo apenas quanto aos efeitos do ion Cu*2. J4 nos
relatos de Singh e col. (2013), h4 um aumento na atividade enzimatica da
asparaginase de Bacillus aryabhattai na presenca dos ions Na* e K*, mas
para os restante do ions observa-se uma perda significativa na atividade da
enzima. A influéncia negativa dos ions Na* e K* na atividade enzimética da
asparaginase de levedura explica a baixa estabilidade observada para a
enzima ressuspendida em tampao fosfato de Na*/K* e em soro fisiolégico
(tens 4.1.2 € 4.1.3).
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Figura 9- Efeito de ions metélicos sobre a atividade enzimética da
asparaginase produzida por P. pastoris recombinante.

A Figura 10 apresenta os resultados dos ensaios dos efeitos de
diversos compostos organicos sobre a atividade da asparaginase de
levedura purificada e liofilizada. Observa-se que cada preparagdo da
enzima purificada em presenca de tampédo fosfato de Na*/K* 20 mM, pH
7,1, e ap6s adicdo dos compostos e incubacdo por 2 horas a 25°C,
manteve respectivamente: EDTA 102,76%; lodoacetamida 91,%; Glutationa
121,38 %; 2-Mercaptoetanol 97,93% da atividade original.

Através da andlise dos resultados obtidos, observa-se que a
iodoacetamida e o 2-mercaptoetanol na concentragédo de 20 mM infuenciaram
negativamente na atividade enzimatica da asparaginase, enquanto que o
EDTA e glutationa potencializaram o efeito da atividade
enziméatica. A diminuicdo da atividade na presenca de agentes redutores
indica a presenca de pontes de enxofre (S-S). O aumento da atividade
enzimatica na presenca de um agente quelante como o EDTA indica que a
asparaginase nao é uma metaloenzima. Este dado estd de acordo com os
resultados relatados na literatura (Shing e col., 2013) para a enzima produzida
por Bacillus aryabhattai. Os efeitos da glutationa e iodoacetamida sdo os

mesmos relatados por Elshafei e col. (2012) para a asparaginase de
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Penicillium brevicompactum NRC 829, mas diferem em relacdo a influéncia do
2-mercaptoetanol e EDTA.

Efeitos de compostos organicos sobre a atividade
enzimatica
140
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Figura 10- Efeito de determinados compostos organicos sobre a atividade

enzimatica da asparaginase produzida por P. pastoris recombinante.

A Figura 11. apresenta os resultados dos ensaios dos efeitos dos ions
metélicos sobre a atividade da asparaginase bacteriana, medicamento
Aginasa.

Observa-se que a preparagdo da enzima ressuspensa em agua
esterilizada e ap6s adicdo dos compostos e incubacgdo por 2 horas a 25°C,
manteve respectivamente: Na* 126,4%; K* 143,8%; Ba*? 116,7%; Ca*?
131,1%; Cu*? 147,8%; Ni*? 234,8%; Co*? 82,9% e Ag* 93,6% da atividade
original. Analisando os resultados obtidos, observa-se que os ions Na*, K*,
Ca*?, Ba*?, Cu* e Ni*? potencializaram o efeito da atividade enzimatica,
enguanto que os ions Co*? e Ag® influenciaram negativamente sobre a

atividade enziméatica.
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Efeitos dos ions Metalicos sobre a atividade de
Asparaginase (medicamento Aginasa)
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Figura 11. Efeito de ions metélicos sobre a atividade enzimatica da

asparaginase bacteriana (medicamento Aginasa).

Os dados obtidos dos ensaios dos efeitos de diversos compostos
organicos sobre a atividade da asparaginase bacteriana ressuspensa em
agua esterilizada, sdo mostrados na Fig. 20. Observa-se que apés preparacéo
da enzima, adicdo dos compostos e incubacgao por 2 horas a 25°C manteve-
se respectivamente: glutationa 86,8%; iodoacetamida 122,3%; 2-
mercaptoetanol 137,35% e EDTA 99,6% da atividade original. Analisando os
resultados obtidos, observa-se que somente a glutationa influenciou

negativamente na atividade enzimatica.
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Efeitos de Compostos organicos sobre a atividade
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Figura 12. Efeito de determinados compostos organicos sobre a atividade

enzimatica da asparaginase bacteriana. (medicamento Aginasa).

Ao analisar e comparar os efeitos de determinados compostos
organicos e ions metalicos sobre a asparaginase bacteriana e a de levedura,
observa-se gque alguns ions metélicos influenciam de forma divergente sobre
as enzimas, em especial os ions Na* e K*, que potencializam a atividade
enzimatica da asparaginase bacteriana ao contrario da asparaginase de
levedura; assim como 0s compostos organicos, indicando que os resultados
em relacdo a influéncia desses compostos podem diferir, dependendo do

micro-organismo produtor da asparaginase.



4.4 Avaliacao da atividade glutaminasica

O resultado obtido para a analise da atividade glutaminasica foi de 0,46
Ul/ml mostrando que a asparaginase de Pichia pastoris recombinante possui
baixo poder catalitico sobre o substrato L-glutamina e consequentemente baixa
atividade glutaminasica. Esta pode ser considerada uma caracteristica bastante
interessante da asparaginase de levedura, uma vez que, de acordo com Mdller
e Boos (1998) a atividade glutaminasica pode induzir a manifestacdo de
efeitos toxicos.

De acordo com Miller e Balis (1969) as asparaginases de E. coli e de E.
chrysanthemi apresentam atividade glutaminasica, ao contrario da
asparaginase de Penicillium brevicompactum (Elshafei e col., 2012), que n&o

apresentou poder catalitico sobre ambos substratos L-glutamina e D-glutamina.

4.5 Ensaios de afinidade pelo substrato

A tabela 5 mostra os resultados obtidos na andlise de atividade da
asparaginase produzida por P. pastoris recombinante utilizando como
substratos a L-asparagina e a D-asparagina. Observa-se que a atividade
da enzima contra D-asparagina foi cerca de 1,30 vezes maior do que a
atividade contra L-asparagina. Estes resultados estdo de acordo com os
obtidos por Dunlop et al. 1978 que observaram valores semelhantes
guando compararam a atividade de hidrélise da asparaginase |l de S.
cerevisiae contra D- e L- asparagina. As asparaginases bacterianas

apresentam atividade somente contra L-asparagina (Muller e Boos, 1998).
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Tabela 5- Medida da atividade enzimética da asparaginase produzida por P.

pastoris recombinante sobre os substratos L-asparagina e D-asparagina

48

Substrato Atividade enziméatica
L-Asparagina 63,25 Ul/ml
D-asparagina 82,29 Ul/ml

4.6 Determinacdo dos parametros cinéticos (constante de Michaelis-
Menten- Km e velocidade maxima -Vmax) para a asparaginase de levedura

(Pichia pastoris recombinante)

Os parametros cinéticos das catdlises enzimaticas tém sido
determinados tradicionalmente pelo uso da velocidade inicial (Vo), quando
diferentes concentracbes de um substrato sdo usadas. A determinacdo dos
valores de Vmax e Km é importante numa reacdo enzimatica. O valor de Km
indica a afinidade da enzima pelo substrato. Quanto menor o Km, maior a
afinidade da enzima pelo substrato; logo, a velocidade da reacédo também sera
maior. O valor de Vmax indica a maior taxa de reacdo que o sistema pode
alcancar em condi¢cfes de saturacdo da enzima pelo substrato. Segundo Naqui
e Chance (1984), a cinética da maioria das reacfes catalisadas por enzimas
obedece a equacdo de Michaelis-Menten. A partir dos valores de velocidade da
reacao (V) e da concentracdo do substrato L-asparagina [S], os coeficientes
cinéticos, a velocidade maxima (Vmax) e a constante (Km) de Michaelis-
Menten foram calculados.

Os resultados das atividade da enzima em diferentes concentracdes
do substrato estdo apresentados na figura 21, observa-se que a atividade da
enzima aumentou com o0 aumento da concentracdo de substrato até se

estabilizar devido a saturacdo da enzima.
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Figura 13. Influéncia da concentracdo de substrato na velocidade da reacao
enziméatica catalisada pela asparaginase produzida por P. pastoris

recombinante.

Os valores de Km e Vmax sdo mostrados na tabela 6, e foram
calculados utilizando-se o programa de computador denominado GraphPad

Prisma versao 6.0.

Tabela 6. Valores calculados de Vmax e Km da asparaginase de P. pastoris

recombinante em relacdo ao substrato L-asparagina.
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Parametros cinéticos Valores calculados
Vmax (mM min 1) 0,090 + 0,0017
Km (mM) 2,461 + 0,170

Dunlop e col. (1978), determinaram Vmax e Km para a asparaginase de

Saccharomyces cerevisae, utilizando o substrato L-asparagina e encontraram



os valores de 57,8 umol/min/mg e 0,35 mM, respectivamente. Ao se comparar
os valores dos parametros cinéticos das asparaginases provenientes das duas
leveduras, observa-se que o Km da enzima expressa em Pichia pastoris é
cerca de 7 vezes maior do que o da enzima nativa de S. cerevisiae. As
asparaginases obtidas de E.coli e de E. chrysanthemi apresentam Km na faixa
de 0,017 mM e 0,058 mM, respectivamente (Derst e col., 2000) (Elshafei e col.,
2012) De acordo com relatos de Kumar e col. (2010), a asparaginase de
Pectobacterium carotovorum apresenta valores de Km e Vmax de 0,657 mM e
4,45 Ul ug* respectivamente. Ja o valor de Km da asparaginase de Penicilium
brevicompactum, é de 1,05 mM, de acordo com Elshafei e col. (2012). Apos
andlise e comparacao dos valores dos parametros cinéticos encontrados para
a asparaginase de expressa em P. pastoris, observa-se que a afinidade pelo
substrato L-asparagina em termos de Km € menor se comparado aos valores
relatados das asparaginases dos micro-organimos descritos anteriormente
(tabela 7). Deve-se ressaltar que o Km € um parametro indicativo da afinidade
da enzima pelo substrato nas condicbes do ensaio, que diferem
significativamente das condi¢cdes ambientais do plasma sanguineo, ndo sendo
possivel, desta forma, inferir a atividade antileucémica do medicamento a partir
deste parametro. Para isto, deverdo ser realizados ensaios pré-clinicos in vitro
(contra células leucémicas) e in vivo comparando a enzima de levedura com o

medicamento Aginasa.

Tabela 7. Par@metros cinéticos de asparaginases de outros micro-organismos.

Micro-organismo Vmax Km (mM)
Escherichia coli N&o informado 0,017
Erwinia chysanthemi N&o informado 0,058
Bacillus aryabhattai 1,537 Ul pg? 0,257
Pectobacterium carotovorum 4,45 Ul pg? 0,657
Saccharomyces cerevisae 57,8 mM min‘t 0,35
Pichia pastoris 0,090 + 0,0017 mM min-t 2,461 £ 0,170
recombinante
Penicilium brevicompactum N&o informado 1,05
Cladosporium sp. 4,5 mM min-?t 132
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5. CONCLUSOES

A asparaginase de levedura apresentou maior estabilidade do que a enzima
bacteriana em condicbes de estocagem em geladeira (4°C), permanecendo
com atividade em torno de 98% da original ao longo de 96 h. Ja a
asparaginase bacteriana apresentou maior estabilidade durante a estocagem a
25°C, com retencdo de 90% da atividade com 96 h de estocagem. Nas
condicbes de estocagem em congelador (-4°C), a manutencao da atividade

enzimatica situou-se na faixa de 82 a 85% para ambas as enzimas.

A atividade da asparaginase de levedura pode ser influenciada negativamente
na presenca dos ions Na* e K* o que justifica a baixa estabilidade para a enzima

qguando ressuspendida em tampao fosfato Na*/K* e em soro fisiolégico.

De acordo com a analise dos efeitos de ions e de determinados compostos
sobre a atividade asparaginasica, conclui-se que a asparaginase de P. pastoris
ndo € uma metaloenzima e que possue pontes de enxofre em sua estrutura

proteica.

A influéncia de determinados ions metalicos e compostos organicos sobre a
atividade enzimética da asparaginase diferem dependendo da origem da

asparaginase.

A asparaginase de P. pastoris recombinante possui baixa atividade
glutaminasica o que favorece a sua utilizacdo como medicamento pelo menor

risco de efeitos toxicos.

A asparaginase de P. pastoris mostrou maior afinidade pelo substrato D-

asparagina se comparado a L-asparagina.

A asparaginase de P. pastoris recombinante apresenta maior Km se comparado
aos da asparaginase bacteriana, o que pode indicar uma menor afinidade pelo
substrato.

o1



O conjunto de resultados obtidos dao suporte a continuacdo da pesquisa
visando o uso da asparaginase de levedura recombinante como medicamento

antileucémico.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Determinacgao da estrutura da asparaginase por cristalografia;

e Desenvolvimento de processo em larga escala para a purificacdo da

enzima;
¢ Realizacéo de ensaios contra células de leucemia;
e Realizagéo de ensaios de imunogenicidade;
¢ Realizacao de ensaios pré-clinicos;

e Desenvolvimento de formulacéo e avaliacdo da atividade antileucémica in

vivo das formulacoes;

e Ampliacédo de escala do bioprocesso de producéo da enzima.
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