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RESUMO

A L-asparaginase II tem grande importancia, devido a sua atividade antitumoral. Ela ¢ utilizada,
principalmente no tratamento da Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA), possuindo alto indice de
cura. Porém, ha fatores limitantes para sua utilizagdo, como a imunogenicidade e a atividade
glutaminase, que podem causar efeitos adversos e reduzir o efeito do medicamento. O principal
objetivo do presente trabalho ¢ o estudo da viabilidade de mutacdes sitio-dirigidas. Através de
mutagdes pontuais em locais estratégicos, procura-se aumentar a atividade enzimatica e reduzir a
imunogenicidade da L-asparaginase Il de Escherichia coli. Sdo sugeridas duas mutacdes para o
aumento da atividade enzimatica (R116S e R116T) e quatro mutagdes para a diminuicdo da
imunogenicidade (N219G, N219A, D204R e D204N). Para a reducdo da constante de Michaelis,
sugerimos uma muta¢cdo em uma alca localizada proximo ao sitio ativo, onde o aminoécido a ser
substituido possui um grande volume estérico, devido a sua cadeia lateral longa. Para a redugdo da
imunogenicidade, as sugestdes de substitui¢do foram feitas em residuos ja identificados como
epitopos, com o objetivo de fazer com que o anticorpo ndo os reconheca. Portanto, os residuos
selecionados para substituicdo apresentam caracteristicas moleculares e fisico-quimicas diferentes
do aminoacido presente na enzima selvagem. A andlise das mudancas na estabilidade
termodinamica causadas pelas mutagdes foram feitas utilizando o servidor web PoPMuSIC, que
calcula a energia de desenovelamento da proteina (AAG) com base na estrutura da proteina do tipo
selvagem e um conjunto de fungdes de energia. Para valores de AAG negativos a mutacao tende a
ser estabilizadora e quanto maior for esse valor mais desestabilizadora ¢ essa mutacdo. Ao obter os
valores de AAG, ¢ possivel observar que duas mutagdes tém maiores chances de serem
desestabilizadoras, sdo elas R116S e N219G, isso se deve a caracteristicas especificas desses
aminoacidos e a caracteristica do residuo presente na proteina selvagem. Para a avaliacdo da
atividade catalitica dos mutantes planejados, ¢ sugerida a quantificagdo da atividade enzimadtica
através da utilizacao do acido L-aspartil-B-hidroxamico (AHA). Para analise da imunogenicidade,
recomenda-se a utilizagdo do método de Western-Blot. Portanto, temos que os mutantes R116T,
N219A, D204R e D204N tendem a apresentar propriedades cataliticas e/ou imunogénicas
otimizadas em relacdo a enzima selvagem. Portanto, esses mutantes sdo potenciais biofarmacos

candidatos a agentes quimioterapicos.

Palavras-chave: L-asparaginase. Mutagao sitio-dirigida. Leucemia Linféide Aguda. Biofarmaco.



1 INTRODUCAO

1.1  HISTORIA E APLICACAO

A L-asparaginase ¢ uma enzima utilizada como importante agente quimioterapico,
principalmente no tratamento da Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA). Este tipo de cancer tem
como principal caracteristica o acimulo de células tumorais na medula 6ssea, que acabam
substituindo as células sanguineas normais, como hemécias e linfocitos. O Instituto Nacional de
Cancer (INCA) estima que sejam diagnosticados no Brasil cerca de 10.810 novos casos de LLA a
cada ano, sendo 5.920 em homens e 4.890 em mulheres
(https://www.inca.gov.br/tipos-de-cancer/leucemia)

Em células normais, a L-asparagina atua como aminoacido ndo essencial, sendo possivel
sintetizd-lo através da asparagina sintetase. Em contrapartida, as células tumorais ndo sdo capazes
de sintetiza-la e, portanto, necessitam da asparagina presentes no soro sanguineo. Durante o
tratamento quimioterapico, quando administrada a L-asparaginase, a asparagina circulante ¢
transformada em acido aspartico e amoénia, o que elimina seletivamente as células leucémicas e
impede sua proliferacao.

Essa enzima foi descoberta em 1922, quando Clementi observou que havia presenca de
atividade asparagindsica no soro de porquinhos-da-india (Cavia porcellus) (KRISHNAPURA;
BELUR; SUBRAMANYA,2016). Em 1953, foi observada, pela primeira vez, a atividade
antitumoral da L-asparaginase, quando Kidd administrou em ratos com linfoma o soro de
porquinho-da-india, resultando em regressdao da doenca (KIDD,1953). Mas somente em 1963,
Broome demonstrou que a atividade antitumoral estava relacionada a presenca de L-asparaginase no
soro do porquinho-da-india (BROOME,1963).

A L-asparaginase estd presente em bactérias, fungos, plantas e mamiferos, sendo sua fungdo
principal a formacdo de aspartato, que pode ser transaminado em oxaloacetato, integrante do ciclo
do 4cido carboxilico, ou ainda, convertido em fumarato, durante o ciclo da uréia (YUN,2007).

Atualmente, como biofarmaco, as formulacdes disponiveis de L-asparaginase sao derivadas
de E. coli e E. chrysanthemi. Diversos estudos sobre a L-asparaginase advinda de outros

micro-organismos foram feitos (MEENA, 2015; SUDHIR, 2014; RAMYA, 2011; REINERT, 2006;



FREIRE,2021) Mas, observa-se que a utilizacdo dessas enzimas no combate ao cancer sofre a
influéncia de diversos fatores, dentre eles:
1) Bioquimicos (menor Ky, sobre Asn da enzima, atividade reduzida de glutaminase, dentre
outros);
2) Farmacolégicos (depuragdo sérica da enzima, desenvolvimento de resisténcia a ASNase,

etc.) (AVRAMIS, 2012; LANVERS-KAMINSKY, 2017).

Nao obstante, a L-asparaginase vem sendo usada hd mais de 30 anos no tratamento do
cancer, com comprovado indice de cura, estimado em torno de 80%. Porém, existem outros
aspectos que podem limitar a eficiéncia do uso desta enzima no tratamento, entre eles destaca-se as
propriedades imunogénicas da enzima. Por ser responsavel pela defesa do corpo, o sistema imune ¢é
capaz de reconhecer e interagir com biomoléculas detectadas como estranhas ao organismo. Desta
forma, a imunogenicidade ¢ a propriedade de uma substancia de gerar resposta imune.

As proteinas terapéuticas sdo macromoléculas com caracteristicas naturalmente
imunogénicas. Verifica-se que a producdo de anticorpos anti asparaginase ocorre em uma
frequéncia de 70% em adultos (FERNANDEZ,2014). Essa producao de anticorpos esta relacionada
a inativagdo da asparaginase, reduzindo sua capacidade de hidrolisar a asparagina do soro, o que
pode acontecer sem sinais de hipersensibilidade.

Outro fator que pode limitar o uso dessa enzima no tratamento contra o cancer ¢ a sua
atividade glutaminase, realizada em menor grau quando comparada a atividade asparaginase. A
glutamina € responsavel por diversos efeitos adversos como, imunossupressdo, pancreatites, danos
hepaticos, hiperglicemia, anormalidades na coagulagdo sanguinea e neurotoxicidade.

Além dos aspectos cientificos, € importante ressaltar que o Brasil ndo produz L-asparaginase
e, portanto, depende de sua importagdo. Em 2013, a empresa responsavel pela importacdo do
medicamento interrompeu a fabricacao, trazendo riscos de esgotamento dos estoques. Em razao
dessa crise, definiu-se pela importacdo do medicamento chinés Leuginase, o que, na época, foi
objeto de inumeras agdes judiciais, devido a falta de confiabilidade na eficacia do produto chinés.
Em 2017, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (Anvisa) concedeu o registro ao Oncaspar,
fabricado pela empresa Exelead Inc., possibilitando a importagao do produto pelo Ministério da
Saude.

Neste cenario, vemos a importancia do registro de outros medicamentos pela Anvisa e do

desenvolvimento da producdo nacional de L-asparaginase, a fim de estabelecer a autossuficiéncia



na produgdo e distribui¢do do medicamento e consequente diminui¢do dos riscos de interrup¢ao do

tratamento.

1.2 ESTRUTURA E ATIVIDADE DA L-ASPARAGINASE

As bactérias produzem dois tipos de enzima, as quais apresentam diferengas estruturais, de
expressdo e caracteristicas bioquimicas distintas. Nas sequéncias de aminodcidos, a regido mais
conservada ¢ a do sitio ativo e as regides mais distintas sdo as de algas e da superficie da enzima. A
L-asparaginase do tipo I é encontrada no citoplasma e a L-asparaginase do tipo II de origem
periplasmdtica. Porém, apenas a L-asparaginase II tem atividade anticancerigena, uma vez que
possui maior afinidade para a asparagina, presente em baixa concentragdo no soro humano.

A estrutura da L-asparaginase tipo II de E. coli foi determinada por cristalografia de raios-X
com uma resolucdo de 2.3 A (SWAIN, 1993), sendo sua massa molecular entre 140 — 160 kDa.
L-asparaginase tipo II ¢ um tetrdmero, composto por subunidades idénticas de 34 kDa e
denominadas A, B, C e D (Figura 1). O tetrAmetro ¢ na realidade um “dimero de dimeros”, ja que as
subunidades AC e BD, chamados de dimeros “intimos”, possuem maior nimero de interacdes de

Van der Waals e pontes de hidrogénio, do que as interfaces AB e BC.

Figura 1: Estrutura L-asparaginase Il de E. coli (PDB: 3ECA)



Cada monomero possui um sitio ativo, localizado na interface dos dimeros “intimos”. Cada
sitio ativo € composto pelos residuos do dominio N-terminal em contato com o dominio C-terminal
da subunidade intimamente ligada e, portanto, somente o tetramero possui atividade catalitica.

O mecanismo de reagdo da L-asparaginase II de E. coli envolve duas triades cataliticas:
Thr12-Tyr25-Glu283* (o asterisco denota mondmero distinto) e Thr89-Asp90-Lys162, como o

mostrado na Figura 2 .
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Figura 2: Sitio ativo L-asparaginase Il (PDB:3ECA). O substrato estd indicado em vermelho.

O mecanismo de reagdo da L- asparaginase esta representado na Figura 3. Na Figura 3- hd a
formagdo da triade catalitica Thr12-Tyr25-Glu283*, onde hd a formagdo de uma liga¢do de
hidrogénio entre a Thr12 e a Tyr25, uma vez que o hidrogénio do grupo OH da cadeia lateral ¢

doado ao O da cadeia lateral do residuo de Glu283*.
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Figura 3: Mecanismo de agdo da L-asparaginase (SCHULTZ, 2019)

Simultaneamente, a posi¢do da Thr89 no sitio ativo permite a interagdo com o substrato. Na
Figura 3-II, vemos que a Thr89 estabiliza o oxianion formado no intermedidrio tetraédrico. Através
da regeneracdo do grupo carbonila (CO) do substrato, temos a formacao do complexo
enzima-B-aspartil, onde ha a liberagdo de amdnia (NH;) intermediada por uma molécula de H,O e
pela Tyr25, como vemos na Figura 3-III. Na Figura 3-IV, ha o ataque nucleofilico de uma molécula
de H,O ao carbono do grupo CO do intermediario B-aspartil-enzima. Por fim, a Figura 3-V
representa a eliminagdo do substrato, pela regeneracao da ligagao dupla do atomo de O do grupo
carbonila, regenerando a enzima (SCHULTZ, 2019).

Analises estruturais da enzima indicam que, além da importancia dos residuos cataliticos no
mecanismo de a¢do, a flexibilidade da alga formada pelos residuos 14 a 33 também afeta a atividade

enzimatica (OFFMAN, 2011).

1.3 ENGENHARIA DE PROTEINAS

No desenvolvimento de uma proteina terap€utica, os principais desafios a serem superados
sdo a instabilidade e a imunogenicidade, visto que ambas reduzem a eficicia no uso do
medicamento. A instabilidade pode gerar a necessidade de administracdo constante do
medicamento, resultando no aumento de custos de produ¢do. Ademais, devemos considerar o prazo

de validade do medicamento que ¢ menor quanto mais instaveis sdo 0s seus componentes.



Por outro lado, a imunogenicidade gera a produ¢do de anticorpos que irdo neutralizar a
proteina administrada, reduzindo a eficiéncia do medicamento no combate a doenga, além da
ocorréncia de reacdes adversas importantes nos pacientes.

Ante as dificuldades na producdo de novos medicamentos, surge a engenharia de proteinas
que estuda e busca tornar possivel o uso de novas proteinas terapéuticas, com melhoria do
desempenho e a redugdo de efeitos colaterais em pacientes submetidos ao tratamento.

A mutagdo sitio-dirigida € uma técnica da engenharia de proteinas que permite a insercao,
delecdo ou a substituicdo de aminoacidos especificos que estejam envolvidos nas propriedades que
se pretende otimizar. Essa técnica exige o conhecimento da estrutura da proteina, gerada a partir de
métodos experimentais como a cristalografia de raios-X, ressonancia magnética nuclear e
criomicroscopia eletronica.

Diversos estudos, utilizando engenharia de proteinas, j& demonstraram que determinadas
alteracdes sdo eficientes para a melhora da atividade e da imunogenicidade da L-asparaginase II.
(OFFMAN, 2011; VIDYA; USHASREE; PANDEY, 2014; CHAN, 2014; JIANHUA, 2006;
MEHTA, 2014; VERMA, 2014).

Em 2014, foi realizado estudo, em que foi utilizada a mutagénese sitio-dirigida (VIDYA;
USHASREE; PANDEY, 2014). Neste trabalho, foram alterados dois residuos carregados
positivamente (Lys139 e Lys207) nas al¢as de superficie por residuos que apresentavam cargas
neutras e reversas. As substituicdes por residuos com carga neutra (K139A e K207A) apresentaram
maior termoestabilidade, seguidas pelas substituicdes com residuos de carga negativa (K139D e
K207D) em comparagdo com a enzima selvagem.

Em outro estudo, verificou-se que a alteracdo do residuo Asn24 por um residuo Ala ou Thr
combinado com a substituicio de aminoicidos volumosos (Argl95 e Tyr250), localizados na
interface dos mondmeros da L-asparaginase, por residuos com menor volume estérico (Ser e Leu,
respectivamente) alterava a atividade da enzima. Assim, foi obtido um duplo mutante
(N24A/R1958), que teve uma redugdo de 50% na atividade de glutaminase, com manutencao de sua

atividade de asparaginase (OFFMAN,2011).

2 OBJETIVOS

Avaliar a viabilidade da realizagdo de mutagdes sitio-dirigidas na enzima L-asparaginase 11

de E. coli para a redugdo na imunogenicidade e aumento da atividade catalitica.



3 JUSTIFICATIVA

Este projeto teve inicio na disciplina de Modelagem e Engenharia de Proteinas, onde a
proposta foi a criacdo de uma proteina modificada, utilizando-se de uma das técnicas aprendidas.
Consequentemente, surgiu a ideia da criacdo de uma empresa start-up voltada a produg@o nacional
desta proteina, considerando o cenério brasileiro.

O Brasil ndo produz a L-asparaginase e, portanto, ¢ dependente do mercado externo, o que
acarreta gastos expressivos para o sistema de saide e aumenta os riscos de possiveis
desabastecimentos, como o ocorrido em 2013.

O mercado de biofarmacos representa cerca de 20% do total da industria farmacéutica e vem
crescendo consistentemente nos ultimos anos. Ainda existe uma preferéncia mundial pelo
investimento do capital de risco na Oncologia, representando 29% de todos os investimentos de
risco no setor, segundo relatorio da Biotechnology Industry Organization. Em 2019, por exemplo, o
mercado de medicamentos bioldgicos faturou, aproximadamente, R$ 22 bilhdes (Anuario
Estatistico do Mercado Financeiro 2019/20). Portanto, a producdo de uma enzima como biofarmaco
100 % nacional promoveria a independéncia do Brasil neste nicho de mercado e estimularia o

desenvolvimento de novas competéncias na area estratégica de biotecnologia e farmacos.

4 METODOLOGIA

Primeiramente, selecionamos residuos estratégicos para otimizar as fungdes desejadas, nesse
caso, a melhora da atividade enzimatica e a diminuigdo da imunogenicidade. Em seguida,
utilizamos o software PoPMuSIC para avaliar a viabilidade dessas mutacdes. O PoPMuSIC é um
servidor web que prevé as mudangas de estabilidade termodinamica causadas por mutagdes em um
unico sitio em proteinas, usando uma combinagao linear de potenciais estatisticos cujos coeficientes
dependem da acessibilidade do solvente do residuo substituido. (DEHOUCK, 2011).

Para avaliar as mutagdes sugeridas, ¢ importante analisar o nivel de energia livre de
desenovelamento (AAG). A energia livre de desenovelamento de uma proteina ¢ a diferenca entre a
energia livre da enzima selvagem e a mutante. A energia livre de desenovelamento de proteinas ¢
uma caracteristica considerada extremamente importante, sendo diretamente relacionada com a

estabilidade da molécula (HORTON et al., 2008). Uma mutagdo que acrescenta energia (AAG > 0)



tendera a desestabilizar a estrutura, enquanto uma mutacdo que reduza a energia (AAG < 0)

estabiliza o sistema.

4.1 ATIVIDADE ENZIMATICA

O aumento na atividade enzimatica consiste em maior afinidade com o seu substrato e a
consequente reducdo no valor de K\;. Com o objetivo de aumentar esta atividade, foi escolhido um
residuo localizado na alg¢a proxima ao sitio ativo da enzima (Figura 4). O residuo escolhido est4

representado em laranja e, em vermelho, temos a asparagina como ligante no sitio ativo.

Figura 4 : Localizagdo do residuo a ser mutado (em laranja). Em vermelho, esta a

asparagina como ligante no sitio ativo (PDB: 3ECA).

O residuo selecionado para o estudo da mutagdo ¢ a Argl16. A Arginina possui uma longa
cadeia lateral com um grupo guanidinico, o qual pode ser carregado positivamente em pH
fisioloégico. As caracteristicas moleculares da cadeia lateral (e.g., alta polaridade) faz com que a
arginina apresente o menor indice de hidropatia (-4,5) entre os vinte aminoacidos comuns. Por outro
lado, sua longa cadeia alquilica determina um grande volume estérico capaz de influenciar na

afinidade com o substrato em razdo de sua proximidade ao sitio ativo (Figura 5). Portanto, com o
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objetivo de aumentar a atividade catalitica, propomos a substitui¢do do residuo Argl16 por um

aminoacido com menor volume estérico.

Tyr2s
Arg116
Thri2
Gluzaa
V Thrg9
Asp30 Lys162

Figura 5: Destaque para o sitio ativo e o residuo alvo da mutagdo (laranja) (PDB: 3ECA)

Com o objetivo de se evitar alteragdes muito significativas na polaridade, os residuos
selecionados para substituir a Arg foram residuos polares, porém, com menor volume estérico.
Dessa forma, os residuos escolhidos foram a Serina e a Treonina, obtendo-se assim dois possiveis

mutantes: R116S e R116T. Os modelos da estruturas de L-asparaginase mutantes estdo indicados

na Figura 6.

Ser116

Thr12 <
Glu2l3
Thrég
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R1 16T Tyr2s ~<g
Tyr2s ?2 Thr116
GIu2|3
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Figura 6 : Modelos dos mutantes R116S e R116T feitas utilizando Pymol (PDB: 3ECA)

Para essas mutacoes, obtivemos os seguintes valores:
1) para o mutante R116S o valor de energia de desenovelamento foi de 1,54 kcal/mol e;

2) para o mutante R116T o valor de energia de desenovelamento foi de 0,78 kcal/mol.
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Isso significa que a substituicdo do residuo de arginina por treonina tende a ser mais
estabilizadora do que pela serina. Isto pode se dever ao fato que o residuo de treonina ¢ mais
volumoso e, portanto, ndo altera a compactacdo da enzima. Mesmo substituindo aminoacidos com
polaridades proximas, a arginina € carregada positivamente e os aminoacidos que irdo substitui-la
ndo sdo carregados. Essa troca pode fazer com que haja uma possivel desestabilizacdo na carga da
proteina. O valor obtido da energia de desenovelamento para o mutante R116S, torna-o inviavel,

pois ha uma grande probabilidade da desestabilizacgao.

4.2 IMUNOGENICIDADE

O organismo de um paciente que faz tratamento quimioterdpico com o uso da
L-asparaginase detecta a enzima como uma biomolécula estranha, entdo, hd a producdo de
anticorpos que irdo inativa-la. Para essa inativacdo acontecer, o anticorpo precisa reconhecer os
epitopos da proteina. O epitopo € o sitio de ligacao reconhecido por um anticorpo, ou seja, regioes
especificas na estrutura da proteina contra as quais as respostas imunes sdo direcionadas. Essas
regides sdo geralmente localizadas na superficie da molécula. J4 foram identificados diversos
epitopos na superficie da L-asparaginase II de E.coli. Em 2014, um estudo que analisou o alelo,
associado aos maiores indices de hipersensibilidade e producao de anticorpos anti-L-asparaginase,
utilizou ferramentas de identificagdo de ligag¢do de epitopos e identificou uma regido que poderia ser
a mais imunogénica da proteina. Essa regido ¢ compreendida entre a Prolina 212 a Alanina 231
(*PKVGIVYNYANASDLPAKA>?) (FERNANDEZ, 2014). Essa regido esta identificada na cor

azul na Figura 7.
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Figura 7 : Tetramero de L-asparaginase II com destaque para a regido identificada como imunogénica (azul) (PDB: 3ECA)

Outro estudo conduzido por Werner, R6hm, e Miiller utilizou phage display e o método
SPOTs para a determinagio de epitopos clinicamente relevantes (WERNER; ROHM; MULLER,
2005). Dentre os epitopos identificados, destacam-se a Asn55, Asp204, Asn2019, Asp255, Lys229

e Lys288, indicados em azul na Figura 8.

Lys288

Asp255

Lys229
Asp204

Asnds

Figura 8: TetrAmero de L-asparaginase Il com destaque para os epitopos identificados (azul) (WERNER; ROHM;
MULLER, 2005) (PDB: 3ECA)
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Com base nestes estudos, escolhemos os residuos Asn219 e Asp204 para avaliar a possivel
aplicacdo de mutagdo sitio-dirigida. Esses dois residuos estdo localizados na alga que conecta os
segmentos de hélices alfa e folhas beta, assim, ndo ha alteragdes em sua estrutura.

A asparagina ¢ um aminoacido polar e ndo carregado e possui em sua cadeia lateral um
grupo carboxamida. O aspartato € um aminoacido também polar, porém possui grupo carboxilico na
cadeia lateral que se encontra desprotonado em pH fisioldgico, conferindo carga negativa e acidez a
molécula.

Para a escolha dos aminoécidos que irdo substituir os residuos mencionados foi considerada
a hipdtese de que o anticorpo ndo reconhega mais aquela regido. Por isso, as caracteristicas dos
aminodcidos mutantes sdo diferentes dos aminoacidos observados na enzima selvagem.

Para o residuo Asn219, optamos pela Glicina e a Alanina que consistem em dois
aminoacidos apolares. A diferenca entre esses dois aminodcidos ¢ que a Glicina tem caracteristica
mais flexivel, j4 a Alanina possui uma maior tendéncia de manter a estrutura. Para o residuo
Asp204, trocaremos um residuo carregado negativamente, por um ndo carregado ¢ um carregado
positivamente, sendo eles, respectivamente, a Asparagina ¢ a Arginina. Esses quatro mutantes

foram submetidos aos célculos de energia livre no PoOPMuSIC (Tabela 1):

Mutante AAG (kcal/mol)
N219G 1,40
N219A 0,45
D204R 0,83
D204N 0,19

Tabela 1 : Valores de energia livre de desenovelamento obtidos para os mutantes de L-asparaginase 11 planejados.

Com relacdo a posicdo 219, observamos que a mutagdo N219A tende a ser menos
desestabilizadora que a mutagdo N219G, isso possivelmente se deve ao fato da Alanina manter a
estrutura e nao ser flexivel como a Glicina. Um valor de AAG > 1 torna o mutante inviavel, tendo
uma grande chance de desestabilizar a proteina. Na posicao 204, temos valores aceitaveis de AAG ,
sendo viavel os dois mutantes propostos. Podemos observar que o valor de AAG para D204R ¢
maior que o de D204N, possivelmente, em virtude da substituicdo de um residuo de aminoacido
carregado negativamente por um residuo carregado positivamente ser mais desestabilizadora que a

substitui¢do por um residuo ndo carregado.
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5 RESULTADOS ESPERADOS E PARAMETROS DA AVALIACAO
5.1 ATIVIDADE ENZIMATICA

Estudos anteriores mostraram que a L-asparaginase selvagem apresenta valor de

K v 10 — 15 pM (YUN,2007). Se uma enzima apresenta um baixo valor de KM ela atinge sua
velocidade maxima (Vmax) em baixas concentragdes de substrato.

A quantificagdo da atividade da L-asparaginase ¢ realizada utilizando o método do éacido
L-aspartil-B-hidroxdmico (AHA), que mede a quantidade total de [-hidroxamato do acido
L-aspartico liberado no meio de reagdo ou pelo reagente de Nessler, que mede a quantidade total de
amonia liberada. Uma Unidade Internacional (U) de L-ASNase foi definida como a quantidade de
enzima capaz de hidrolisar 1 pmol do aminoacido asparagina em aspartato e amonia por minuto a
37 °C. Para o método AHA, as amostras devem ser incubadas a 37°C durante 30 min com 10 mM
de 1 -Asparagina, 100 mM de hidroxilamina, 100 mM de NaOH e 15 mM de Tris-HCI, pH 8,6. A
reacdo ¢ interrompida com 50 pL de uma solugdo contendo 5% TCA, 10% FeCl 3e HCI 0,66 M e
os resultados medidos espectrofotometricamente a A = 500 nm. Concentra¢des conhecidas de
B-hidroxamato de acido 1 -aspartico sdo usadas como padrido para construir uma curva de
calibragdo. Para o método de Nessler, as amostras devem incubadas a 37°C durante 10 min com
asparagina 8,6 mM e Tris-HCI 19,5 mM, pH 8,6. A reacao ¢ interrompida com 10 uL de uma
solucdo contendo 5% de TCA e diluida 4,5 vezes em 4dgua. Adicionouadiciona-se 25 uL de reagente
de Nessler e os resultados sdo medidos espectrofotometricamente a A = 436 nm. Concentragdes

conhecidas de sulfato de amonio sdo usadas como padrao para construir a curva de calibragdao

(LIMA,2020).
52 IMUNOGENICIDADE

Para a comparacdo da imunogenicidade das proteinas mutantes com a proteina do tipo
selvagem serd utilizado o método Western-Blot. Amostras de diferentes preparacdes sdo carregadas
em gel SDS-PAGE a 12%. Apos a separagdo, as proteinas do gel sdo transferidas para a membrana
de PVDF através de eletroforese horizontal a 95 V por 50 min em tampao de transferéncia (25 mM

Tris, 192 mM Glicina e 2% Metanol). Apds a transferéncia eletroforética, a membrana ¢ incubada
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por 3 h em solucdo de bloqueio (leite desnatado a 5% e tampao TBS-T) e entdo sondada com
anticorpo policlonal de coelho anti-l-asparaginase (1:2000). A membrana ¢ lavada trés vezes com
tampao TBS-T (20 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl e 0,05% Tween® 20, pH 7,5), com 5 min de
incubagdo para cada vez. A solucdo de anticorpo secundario conjugado com fosfato alcalino
anti-coelho ¢ entdo aplicada @ membrana por 1 h. Em seguida, a membrana ¢ lavada novamente trés
vezes e a revelagdo realizada usando solugdo de substrato NBT BCIP (100 mM Tris HCI, 100 mM
NaCl, 5 mM MgCl,, 0,4 mM NBT e 0,4 mM BCIP, pH 9,5) até a deteccao cromogénica de bandas
(LIMA, 2020).

Ao analisar o resultado do Western-Blot, esperamos que as proteinas recombinantes ndo se
liguem ao anticorpo e, portanto, a banda referente aos mutantes seja mais clara que a banda

referente a proteina selvagem. Um exemplo do resultado esperado estd apresentado na Figura 9.

MW
(kDa)
:  IBRE
- -
»
LS

Controle Enzima
selvagem

“Nzo obtiveram uma melhora na imunogenicidade

@ - Velhor imunogenicidade

Figura 9: Exemplo de western-blot para a avaliagdo de imunogenicidade.

6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

Conclui-se que os mutantes planejados R116T, N219A, D204R e D204N podem melhorar o
desempenho da atividade enzimatica e a imunogenicidade da L-asparagina II, ja que estdo
localizadas em locais estratégicos, com baixa tendéncia que culminem na desestabilizagdo da
proteina.

Como perspectivas futuras, temos a realizagdo dos ensaios cinéticos e de Western-Blot para
avaliagdo da otimizagdo das propriedades cataliticas e imunogénicas da enzima. Para o

financiamento dos ensaios experimentais, temos como perspectiva elaborar um plano de negocios
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que fara parte da proposta de pesquisa para apresentacdo ao programa PIPE-FAPESP, sendo,
portanto, o primeiro passo para a criagao de uma nova empresa start-up voltada a produ¢do nacional

de L-asparaginase recombinante para o tratamento do cancer.
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