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RESUMO

ALMEIDA, Renata Paula Coppini de Almeida. Avaliacdo da producéo de L-
Asparaginase por fungos isolados do bioma Cerrado. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Farmacéuticas) - Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de
Brasilia, Brasilia 2015.

A leucemia linféide aguda (LLA) é uma neoplasia maligna de linfécitos, caracterizada
pelo acumulo de células sanguineas imaturas na medula 6Ossea. Um dos
medicamentos utilizados no tratamento da LLA é a enzima L-Asparaginase. Algumas
linhagens de células tumorais ndo sdo capazes de produzir asparagina, assim, a
reducdo dos niveis plasméticos do aminoacido implica na inibicdo da sintese de
proteinas das células leucémicas. Atualmente, estdo disponiveis apenas enzimas de
origem bacteriana para serem utilizadas na clinica, o que reflete na grande taxa de
efeitos adversos relacionados ao tratamento. Neste sentido, a busca por novas
fontes de L-Asparaginase torna-se imprescindivel. O presente trabalho teve como
objetivo principal avaliar a producdo de L-Asparaginase por fungos filamentosos
isolados do bioma Cerrado brasileiro. Inicialmente, foi realizada a padronizacdo do
preparo da amostra e da metodologia para determinacdo da atividade enzimética,
onde foram utilizadas a enzima padrao (Sigma-Aldrich) e a cepa de um conhecido
produtor de L-Asparaginase, o Aspergillus terreus. Posteriormente, foram isolados
42 cepas fangicas a partir do bioma Cerrado brasileiro. Das 42 cepas isoladas, 22
apresentaram halo vermelho, o que pode indicar a producdo de L-Asparaginase.
Essas 22 espécies foram cultivadas em meio liquido e apenas 10 apresentaram
resultados positivos para producdo enzimatica. Em seguida, as 3 melhores cepas
produtoras foram cultivadas em diferentes condi¢cdes de cultivo a fim de melhorar a
producdo de L-Asparaginase. Com relacdo as fontes de carbono, a utilizacdo de
glicose foi essencial para a produgédo enzimatica. A L-Prolina parece ser a fonte de
nitrogénio mais eficaz para que a producdo de L-Asparaginase ocorra. Foram
encontrados ainda, diferentes valores de pH 6timos de cultivo pelas diferentes cepas

fungicas.

Palavras chaves: Asparaginase, Cerrado, fungos filamentosos, leucemia.



ABSTRACT

ALMEIDA, Renata Paula Coppini de Almeida. Evaluation of L-asparaginase
production by isolated fungi of the savanna biome. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Farmacéuticas) - Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de
Brasilia, Brasilia 2015.

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is a malignant neoplasm of lymphocytes,
characterized by the accumulation of immature blood cells in the bone marrow. One
of the drugs used in the treatment of ALL is L-Asparaginase enzyme. Some tumor
cell lines are not capable of producing asparagine thus the reduction of plasma levels
of amino acids involves the inhibition of protein synthesis of leukemic cells. Currently,
the only enzymes available for use in the clinic are of bacterial origin, which reflects
the high rate of adverse effects related to treatment. In this way, the search for new
sources of L-Asparaginase becomes indispensable. This study is aimed at evaluating
the production of L-Asparaginase by isolated filamentous fungi of the brazilian
savanna biome. Initially, the standardization of sample preparation was performed as
well as the methodology for determining the enzymatic activity where the standard
enzyme (Sigma-Aldrich) and the Aspergillus terreus, which is a known L-
Asparaginase strain producer, were used. Subsequently, 42 fungal strains from the
brazilian savanna were isolated and a screening to assess the ability of the same for
the production of L-Asparaginase was performed through the halo test. Out of the 42
isolated stains, 22 species showed red halo, which may indicate the production of L-
Asparaginase. These 22 species were cultivated in the liguid medium under
controlled agitation and temperature and only 10 were positive for enzyme
production. Then, the top 3 producing strains were grown in different culture
conditions to improve the production of L-Asparaginase. Regarding the carbon
sources, glucose utilization was essential for enzyme production. L-Proline seems to
be the most effective source of nitrogen for producing L-Asparaginase. In addition,

were found different optimum pH values of the different fungal strains cultivation.

Key words: Asparaginase, Brazilian Savanna, filamentous fungi, leukemia.
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1 INTRODUCAO

A leucemia linféide aguda (LLA) é uma neoplasia maligna de linfécitos,
caracterizada pelo acumulo de células imaturas na medula 6ssea, sangue periférico
e orgaos linféides (NEHMY et al., 2011). A LLA é o tipo mais comum de leucemia na
infancia, apresentando um pico de incidéncia entre o segundo e 0 quinto anos de
vida, regredindo nas faixas etarias maiores. Ocorre ainda uma variacao de género e
etnia, indicando maior incidéncia em criancas do sexo masculino, em relacdo as do
sexo feminino, além de acometer, mais frequentemente, criancas caucasianas (PUI,
C. H.; RELLING;DOWNING, 2004; ADELMAN et al, 2007; BELSON;
KINGSLEY;HOLMES, 2007; ONCIU, 2009).

O evento patogénico que leva ao desenvolvimento dessa patologia ainda é
desconhecido, entretanto, € improvavel que seja resultado de apenas um Uunico
evento. As interacdes entre possiveis alteracdes genéticas, fatores ambientais e
infecciosos parecem ser a causa mais provavel para o surgimento da LLA
(GREAVES;WIEMELS, 2003; KEBRIAEI; ANASTAS;LARSON, 2003). A
sintomatologia da doenca é muito variavel, dependendo de alteracdes das séries
vermelhas, branca e megacariocitica. A ocorréncia de palidez, apatia, taquicardia,
febre e infeccdes recorrentes sdo frequentes. Além disso, o paciente pode
apresentar episédios hemorragicos e sintomas associados ao acometimento do
sistema nervoso central (KEBRIAEI; ANASTAS;LARSON, 2003; PUI, CH ;THIEL,
2009).

O tratamento da LLA preconiza a combinacdo de drogas com diferentes
mecanismos de acao, resultando, atualmente, em altos indices de sobrevida. De
maneira geral, o tratamento de criangcas com LLA segue trés fases terapéuticas
principais: indugao, consolidagédo e manutencao (PUI, C. H.;EVANS, 2006). Dentro
dessas fases, uma enzima é de suma importancia para o sucesso da terapia, a L-
Asparaginase, que € utilizada durante o tratamento e também na inducdo da
remissao da doenca, em protocolos pediatricos e adultos (PIETERS et al., 2011).

As enzimas sao proteinas biocatalisadoras de um enorme repertorio de
reacoes quimicas, sendo essenciais para a quebra de moléculas relacionadas com o
crescimento e, consequentemente, com a vida de todos os organismos (HOLLIDAY;
MITCHELL;THORNTON, 2009; ZIMMER et al., 2009). Além disso, possuem papel



fundamental na degradacdo da matéria organica, na infeccdo do hospedeiro e na
deterioracdo dos alimentos. Visto que sdo moléculas que apresentam alta
especificidade e seletividade de atuacdo sobre substratos, as enzimas vém sendo
muito utilizadas nos setores biotecnolégicos e em processos industriais nas areas de
segmento téxtil, producdo de farmacos, cosméticos, alimentos e bebidas,
apresentando assim, grande participacdo no comércio mundial (ORLANDELLI et al.,
2012).

O mercado mundial de enzimas esta dividido em dois setores: o das enzimas
industriais, que correspondem a 60% do mercado industrial e aquele das enzimas
especiais, tais como, as enzimas terapéuticas e aquelas destinadas para
diagnésticos e pesquisas. A grande eficiéncia das enzimas, aliada a sua alta
especificidade, tornam-nas agentes de grande potencial para uso terapéutico
(ZIMMER et al., 2009). A L-Asparaginase é uma dessas enzimas e atua na hidrélise
do aminoacido asparagina, gerando acido aspartico e aménia e, por isso, € uma das
drogas mais utilizadas no tratamento da LLA (NOMME et al., 2012; MOHAN
KUMAR;MANONMANI, 2013). A L-Asparaginase € um produto natural importante
que possui um amplo espectro de atividade antitumoral. Além da leucemia linféide, a
enzima tem sido aplicada no tratamento de muitas outras doencas, como a doenca
de Hodgkin's, leucemia mielocitica aguda, leucemia mielomonocitica aguda,
leucemia linfocitica crénica, linfossarcoma, reticulossarcoma e melanossarcoma
(DUVAL et al., 2002; WINK, 2009; KAVITHA;VIJAYALAKSHMI, 2012).

A existéncia de varios micro-organismos produtores de L-Asparaginase é uma
grande vantagem para a obtencdo de enzimas que possam ser utilizadas
clinicamente. Esses micro-organismos representam alternativa atraente, uma vez
que podem ser cultivados em grandes quantidades e em um periodo de tempo
relativamente curto (SARQUIS et al., 2004). Existem trés formas da L-Asparaginase
utilizadas atualmente na clinica, entretanto, todas sao de origem bacteriana e podem
causar indugdo da resposta imune, produzindo anticorpos anti-asparaginase e,
consequentemente, reduzindo sua acdo terapéutica (SARQUIS et al., 2004,
RIZZARI et al., 2013).

Diante dessa problematica, uma alternativa promissora para o0
desenvolvimento de um produto com menos efeitos adversos, € a utilizacdo de
micro-organismos eucariotos. Algumas leveduras e fungos filamentosos ja foram

citados como potenciais produtores de L-Asparaginase. Géneros como Aspergillus,



Penicillium e Fusarium séo, frequentemente, relatados na literatura cientifica como
produtores da enzima (PALLEM; NAGARJUN;SRIKANTH, 2011; KUMAR et al.,
2013; NIHARIKA YADAV;SARKAR, 2014; IMADA et al., 1973; SARQUIS et al.,
2004).

Nos dias atuais, ha um movimento mundial no sentido de prospectar novos
meios de producdo de principios ativos farmacéuticos obtidos por processos
biotecnolégicos. O Brasil, no entanto, ndo acompanha essa tendéncia, revelando
reduzida participacdo em pesquisa e producéao industrial farmacéutica em relacéo ao
cenario mundial. Além disso, fornecedores internacionais de biofarmacos para o pais
estdo perdendo o interesse no mercado e descontinuando a producéo de diversos
desses, principalmente os relacionados ao tratamento onco-hematolégico, o que
agrava ainda mais essa situacao (ABIFINA; WINK, 2009).

Assim, revela-se importante o estudo de novos micro-organismos capazes de
produzir L-Asparaginase extracelularmente, com potencial aplicagdo farmacéutica.
Neste contexto, encaixa-se o0 estudo de fungos filamentosos presentes no solo e em
espécies vegetais do bioma Cerrado brasileiro, localizado na regido Centro-Oeste,
levando em consideracao caracteristicas como a baixa umidade do solo desta regiéo

e as altas temperaturas, presentes durante a maior parte do ano.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 LEUCEMIAS

As leucemias constituem um grupo de doencas neoplasicas provenientes da
expansdo clonal de células imaturas (blastos) que dardo origem as células
sanguineas na medula 6ssea. As células-tronco hematopoiéticas possuem a
capacidade de se diferenciarem, primeiramente, em dois tipos celulares, a linhagem
linféide e a linhagem mieléide (SCHOCH et al., 2001). Na leucemia, essas células
progenitoras sdo incapazes de se diferenciar em células maduras, impedindo a
formacao de células sanguineas normais e levando ao acumulo das mesmas na
medula 6ssea e no sangue periférico (CIMINO et al., 1993; GREAVES;WIEMELS,
2003).

A classificacdo das leucemias se da a partir de dois fatores principais, a
depender do precursor celular que sofreu malignizagdo e pela rapidez do
desenvolvimento e progressédo da doenca (FOON;TODD, 1986; WANG;DICK, 2005).
No primeiro caso, a doenca ocorre devido a modificacdo do progenitor celular, este
que pode ser da linhagem linféide ou mieldide. A classificacdo correta das leucemias
é fundamental para aplicacao da terapéutica adequada e pode ser realizada a partir
de técnicas morfolégicas, citoquimicas e imunofenotipicas (DIGIUSEPPE, 2007). Em
alguns pacientes, ndo se revela uma linhagem bem definida durante o diagndstico,
apresentando antigenos das linhagens mieldide e linféide. Nestes casos, diferentes
denominagbes para a doenga podem ser utilizadas, como leucemia de células
mistas, leucemia hibrida ou leucemia bifenotipica (MORAVEJI et al., 2014; YUE et
al., 2015).

As leucemias podem ser classificadas ainda, conforme a fisiopatologia da
doenca, em agudas e cronicas. Na forma aguda da leucemia, células imaturas estéo
presentes no sangue e na medula 6ssea, como consequéncia da perda da
capacidade de maturacdo por parte das células que originam o clone neoplasico
(HARRIS et al., 1999; PUI, CH; CAMPANA;EVANS, 2001; NEHMY et al., 2011).
Possui um curso clinico mais rapido e, se ndo tratada rapidamente, leva ao 6bito em
poucas semanas ou meses. Enquanto que, na forma crbnica da doenca, as células

malignas se desenvolvem em estagios de maturacdo mais tardios e,



consequentemente, caracteriza-se pela hiperplasia macica desses elementos
maduros (KERSEY, 1997). As leucemias cronicas possuem progressao mais lenta,
com histéria natural chegando a durar até alguns anos (WANG;DICK, 2005).

Embora de rara incidéncia global, a leucemia é o tipo mais comum de cancer
infantil. A neoplasia € responsavel por cerca de 30% de todos 0s canceres
diagnosticados em criancas menores de 15 anos. Dentro dessa populacgdo, a LLA é
cerca de cinco vezes mais frequente do que leucemia mieldide aguda (LMA) e
representa cerca de 75% de todos os diagndsticos de leucemia na infancia
(BELSON; KINGSLEY;HOLMES, 2007; ONCIU, 2009). No Brasil, as leucemias
agudas sao as neoplasias mais frequentes na infancia, variando de 15 a 45% de
todas as doencas malignas diagnosticadas nesta faixa etaria (CAMARGO et al.,
2010), enquanto que as leucemias crénicas sdo mais raras (CHEOK;

LUGTHART;EVANS, 2006).

2.1.1 Leucemia Linféide Aguda

A LLA é uma neoplasia maligna de linfécitos, caracterizada pelo acumulo de
células sanguineas imaturas da medula éssea. O mecanismo que leva ao
desenvolvimento dessa patologia ainda é desconhecido, entretanto, é improvavel
qgue seja resultado de um udnico evento (KEBRIAEI; ANASTAS;LARSON, 2003).
Sabe-se que alteracbes nos genes que controlam a homeostase da célula linféide
sdo responsaveis pela expansao clonal desregulada de células progenitoras
imaturas, originando células leucémicas chamadas de linfoblastos (BEKKER-
MENDEZ et al., 2014; PAN et al., 2014; HAGAG;NOSAIR, 2015)

Apesar da alteracdo genética ser um fator importante no desenvolvimento da
LLA, acredita-se que o acumulo de varios outros processos envolvendo interacdes
complexas entre a susceptibilidade do hospedeiro, sucessivas alteracbes
cromossOmicas e, possivelmente, a incorporacdo de informacdes genéticas virais
transmitidas as células progenitoras susceptiveis possam estar envolvidos na
leucemogénese (GREAVES;WIEMELS, 2003; KEBRIAEI; ANASTAS;LARSON,
2003; CANALLE et al., 2004; BELSON; KINGSLEY;HOLMES, 2007). Anormalidades
genéticas hereditarias, tais como Sindrome de Down e Ataxia-telangectasia, além de

alguns polimorfismos do gene MTHFR, relacionados ao metabolismo do folato,



parecem predispor a LLA (KEBRIAEI; ANASTAS;LARSON, 2003; ZANROSSO et al.,
2006; LEITE et al., 2007).

Alguns fatores de risco ambientais também parecem estar associados a uma
maior susceptibilidade a LLA. Varios estudos tém contribuido para a teoria de que
algum agente transmissivel possa estar envolvido no processo oncogénico da
leucemia na infancia. Isso por que o pico de incidéncia de leucemia infantil, assim
como da ocorréncia de infeccbes, ocorre entre criancas de dois a cinco anos de
idade, quando o sistema imunologico ainda ndo é tdo desenvolvido (BELSON;
KINGSLEY;HOLMES, 2007).

Diferentes agentes infecciosos, a exemplo dos virus Epstein Barr e HTLV-I A,
foram e estdo sendo estudados como possiveis fatores associados ao
desenvolvimento da LLA em criancas, porém nenhum foi comprovado até o
momento (GREAVES;WIEMELS, 2003; MCNALLY;EDEN, 2004).

A radiagdo ionizante é um dos fatores ambientais relacionados a ocorréncia
de leucemia, principalmente quando a exposicdo ocorre durante a vida intra-uterina
ou durante a primeira infancia. A magnitude do risco depende de alguns fatores
como a dose de radiacao recebida, duracédo dessa exposicao e a idade do individuo
(NOSHCHENKO et al.,, 2001; BELSON; KINGSLEY;HOLMES, 2007). Alguns
produtos quimicos também parecem estar relacionados com a leucemia infantil,
como hidrocarbonetos e pesticidas. O hidrocarboneto mais amplamente conhecido &
0 benzeno e, em estudo realizado por Glass e colaboradores (2003), um excesso de
risco de leucemia foi associado com a exposi¢cao a este hidrocarboneto (GLASS et
al., 2003). Alguns estudos tém sugerido uma ligacdo entre a exposi¢do a pesticidas
e ocorréncia de leucemias na infancia, no entanto, a maioria destes estudos sdo
limitados devido as informacfes inespecificas de exposicdo e ao pequeno numero
de criangas expostas (DANIELS; OLSHAN;SAVITZ, 1997; MENEGAUX et al., 2006;
BELSON; KINGSLEY;HOLMES, 2007).

A sintomatologia da doenca é bastante variavel e esta relacionada com o0s
graus de anemia, neutropenia e trombocitopenia, alteracbes laboratoriais comuns
dos pacientes com LLA, além da presenca de infiltragcdo leucémica extra-medular
(KEBRIAEI; ANASTAS;LARSON, 2003; LEITE et al., 2007). Os principais sinais e
sintomas da LLA s&o atribuidos a substituicdo das células hematopoiéticas normais

pelas células leucémicas (blastos), assim como pelo crescimento descontrolado



destas células no tecido linféide e em sitios extramedulares (ONCIU, 2009; NEHMY
et al., 2011).

Os sintomas mais frequentes estdo correlacionados a anemia apresentada
pelo paciente, como astenia, mal-estar, reducéo da tolerancia ao exercicio e palidez.
Em seguida, aparecem o0s sinais e sintomas relacionados a presenca de
trombocitopenia, sendo petéquias, equimoses, epistaxe e sangramento nas fezes ou
na urina (KEBRIAEI; ANASTAS;LARSON, 2003; PUI, CH ;THIEL, 2009). Outras
manifestacbes clinicas da LLA sdo secundarias a proliferacdo de blastos e
aparecem devido a infiltracdo destes em diferentes tecidos do organismo como as
amigdalas, linfonodos, pele, baco, rins e outros (NEHMY et al., 2011). Episédios de
febre, perda de peso, suores noturnos e envolvimento do sistema nervoso central
também sdo frequentes, além dos relatos de dor nos membros, atribuidos a
concentragdo dos clones leucémicos no interior da medula 6ssea (KEBRIAEI,
ANASTAS;LARSON, 2003). Diversas outras doencas de menor gravidade podem
apresentar manifestacdes semelhantes e, assim, um diagndéstico rapido e preciso é
fundamental (NEHMY et al., 2011).

Além da presenca dos sinais e sintomas citados no paragrafo anterior, que
levam a suspeita do diagnostico de leucemia, a realizacdo de um hemograma é
importante pois fornece informacdes que podem reforcar essa suspeita, como a
observacdo de anemia, plaquetopenia, leucopenia ou leucocitose e presenca de
blastos (NEHMY et al., 2011). Entretanto, a confirmag¢do do diagndstico se dara
apenas ap6s a realizacdo do mielograma, com a andalise morfolégica
complementada pelos exames de imunofenotipagem, citogenética e biologia
molecular, estes ultimos fundamentais para a escolha do esquema terapéutico
(CIUDAD et al., 1998; BOROWITZ et al.,, 2005; DIGIUSEPPE, 2007; COUSTAN-
SMITH et al., 2011).

A LLA é uma neoplasia hematopoiética que apresenta maior incidéncia na
faixa etaria pediatrica ou seja, em menores de 15 anos, com pico entre dois e cinco
anos de idade, constituindo cerca de um terco de todas as neoplasias malignas da
crianga. Acomete mais frequentemente o sexo masculino, além de ocorrer uma
variacdo étnica indicando maior incidéncia em criancas brancas em relacdo as
criangas negras. A LLA apresenta ainda, maior incidéncia em portadores de outras

afec¢bes, como disturbios genéticos ou com sindromes de imunodeficiéncia (PUI, C.



H.; RELLING;DOWNING, 2004; CHEOK; LUGTHART;EVANS, 2006; ADELMAN et
al., 2007; LEITE et al., 2007; ONCIU, 2009).

Ha algumas décadas, as leucemias agudas eram praticamente incuraveis,
engquanto hoje, as taxas de cura giram em torno de 80% para LLA e 45% para LMA
(CHEOK; LUGTHART;EVANS, 2006). A partir da década de 1940, uma sequéncia
de descobertas marcantes contribuiu de forma decisiva para a melhor evolugcéao e
sobrevida das pacientes como a descoberta da quimioterapia, utilizacdo de
guimioterapia combinada, de manutencdo, além dos tratamentos adaptados a
grupos de riscos (PUI, C. H.; RELLING;DOWNING, 2004; PUI, C. H.;EVANS, 2006).

Os avancgos na remissao e sobrevida dos pacientes estdo relacionados a
diagnésticos mais precisos e constantes aperfeicoamentos em protocolos
terapéuticos. O tratamento da LLA melhorou muito ao longo dos ultimos anos,
devido ao desenvolvimento de novos medicamentos e protocolos terapéuticos bem
desenhados e estabelecidos. Esse progresso pode ser representado a partir do
aumento das taxas de sobrevida em pacientes infantis que, em 1960, era de 10% e
nos dias atuais, gira em torno de 75 a 80% (CHEOK;EVANS, 2006; PUI, C.
H.;EVANS, 2006; LEITE et al., 2007; HENZE, 2008; PIETERS et al., 2011).

O regime de tratamento da LLA utilizado atualmente preconiza a combinacao
de drogas com diferentes mecanismos de acdo e se divide em trés fases
importantes: inducdo, consolidacdo e manutencdo. A fase da inducéo, que busca o
retorno a hematopoiese normal, tem por objetivo levar os pacientes a remissdo da
doenca. E realizada através da utilizagdo de uma combinacdo de quatro agentes
antineoplasicos, entre eles, a L-Asparaginase. A duracdo dessa fase inicial do
tratamento € de, aproximadamente, quatro semanas e as taxas de remissao
atingidas giram em torno de noventa e cinco por cento (PUI, C. H.;EVANS, 2006;
ANDRADE; BORGES;SILVEIRA, 2014; QUINTANILLA-FLORES et al., 2014).

Posteriormente, durante a segunda fase de tratamento, a busca por manter a
remissdo, além de prevenir infiltracdes no Sistema Nervoso Central (SNC), sdo os
principais objetivos a serem alcancados. Esta fase tem durac&o que pode variar de 2
a 8 meses de tratamento e ocorre a administracéo de altas doses de metrotexato.
Na terceira fase do tratamento, a terapia de manutencédo é realizada. Com duracao
de, pelo menos, dois anos para o devido controle da doenca, faz-se a utilizacéo de
doses baixas de metrotexato combinado, na grande maioria dos esguemas, com
mercaptopurina (JEHA;PUI, 2009).



O transplante com células hematopoiéticas pode ser realizado naqueles
pacientes que ndo respondem bem ao tratamento quimioterapico. Esse
procedimento consiste em um transplante de células extraidas da medula 6ssea, do
sangue periférico ou do corddo umbilical de um doador compativel (JEHA;PUI,
2009).

Um dos maiores desafios durante o tratamento de neoplasias malignas esta
relacionado com o fato de que a dose da quimioterapia necessaria para destruir as
células malignas, muitas vezes tém toxicidade alta para as células normais. Este fato
acarreta no aumento da procura de tratamentos mais especificos. Sabe-se que
algumas linhagens de células tumorais ndo sdo capazes de produzir aminoacidos,
dependendo daqueles presente no plasma para a sintese proteica. Esta é a base de
uma modalidade de tratamento antitumoral considerada mais seletiva, que consiste
na reducdo dos niveis plasmaticos de aminoacidos, para induzir a apoptose de
células tumorais, com menor comprometimento das células saudaveis
(FERNANDEZ et al., 2013; GUILLEME et al., 2013).

Dentro deste grupo, a enzima L-Asparaginase é capaz de transformar o
aminoacido L-Asparagina em acido aspartico (SHRIVASTAVA et al., 2015). As
células tumorais, mais especificamente os linfocitos, requerem uma enorme
quantidade de asparagina para acompanhar seu rapido crescimento. Isto significa
gue estas células neoplasicas necessitam usar, além daquela que é sintetizada pela
prépria célula (que é limitada), também a Asparagina presente no soro sanguineo
(proveniente da dieta) para satisfazer sua grande demanda (NARTA,;
KANWAR;AZMI, 2007). O esgotamento extracelular de L-Asparagina, ocasionado
pela acdo da L-Asparaginase, inibe a sintese proteica em linfoblastos e induz a
apoptose da populacdo de células neoplasicas (FERNANDEZ et al.,, 2013;
GUILLEME et al., 2013).

Entre as drogas indicadas para o tratamento da LLA, a enzima L-
Asparaginase € uma das mais utilizadas (LOUREIRO, 2010; PIETERS et al., 2011,
SAISON et al., 2014). Atualmente, existem trés formas da enzima terapeuticamente
utilizadas, todas obtidas a partir de cepas bacterianas. Porém, embora este
citostatico tenha sido uma das maiores contribuicdes para o tratamento da LLA nos
altimos anos, seu uso € ainda limitado devido aos importantes efeitos colaterais
(GUILLEME et al., 2013; TONG et al., 2014; NARTA; KANWAR;AZMI, 2007), além
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de que sua formulacdo e dosagem ideais continuam sendo muito discutidas
(PIETERS et al., 2011).

2.2 ASPARAGINASE

A L-Asparaginase (L-Asparagina amino hidrolase) é a enzima responsavel
pela catalise da reacdo de hidrélise do aminoacido L-Asparagina, resultando em
acido aspartico e amobnia, conforme esquematizado na Figura 1
(GURUNATHAN;SAHADEVAN, 2012; NOMME et al., 2012). Detalhando essa
reacdo, a enzima catalisa a hidrélise do nitrogénio do grupo amida da cadeia lateral
do aminoacido, convertendo-o em acido (LOUREIRO, 2010).

H,N o
oH HxO L-Asparaginase OH
* > +  NH*
o) NH,

0 NH,

l-asparagina aspartato

Figura 1 - Reacao catalisada pela enzima L-Asparaginase (NARTA; KANWAR;AZMI, 2007).

A reacdo enzimatica de hidrélise realizada pela L-Asparaginase exaure
rapidamente os niveis celulares de asparagina presentes no corpo. Diante do fato de
que algumas células tumorais séo incapazes de garantir seu proprio fornecimento de
asparagina, a resposta ao tratamento com a L-Asparaginase € positiva, visto que as
células dependem de uma oferta extracelular do aminoacido (MULLER;BOSS, 1998;
BUSHMAN et al.,, 2000; DHALE;MOHAN-KUMARI, 2014). A deficiéncia de
asparagina interfere na sintese de proteinas, ocasionando inibicdo na producéo de
DNA e RNA, com consequente deterioragcdo da funcdo celular e apoptose da
populacdo de células neoplasicas (GRAHAM, 2003; FERNANDEZ et al., 2013;
GUILLEME et al., 2013).

A descoberta e desenvolvimento de Asparaginase como uma droga
antineoplasica teve inicio em 1922, quando Clementi, durante pesquisas utilizando
soro de mamiferos, observou que o soro de porquinhos-da-india apresentava
atividade da enzima (NARTA; KANWAR;AZMI, 2007). Anos mais tarde, Kidd (1953)
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relatou a regressao de linfomas transplantados em camundongos pela administragao
do soro dessas cobaias (KIDD, 1953) e, a0 mesmo tempo, varias outras
observacdes foram feitas. Entre essas observacdes, pode-se destacar o fato de que
a inibicdo do crescimento celular ocorreu apenas a partir da utilizacdo do soro de
porquinhos-da-india, sendo que soros obtidos a partir de outras espécies animais
ndo apresentaram este efeito e, além disso, apenas certos tipos de tumores foram
suscetiveis ao mesmo (EL-NAGAR; EL-EWASY;EL-SHWEIHY, 2014).

Broome (1961), apés correlacionar os resultados de Kidd e de Clementi,
percebeu que a regresséo dos linfomas transplantados em camundongos ocorreu
devido a dependéncia nutricional das células malignas em asparagina exdgena e,
assim, chegou a conclusdo de que a atividade antitumoral era consequéncia da
atividade enzimética da L-Asparaginase (EL-NAGAR; EL-EWASY;EL-SHWEIHY,
2014; BROOME, 1961). Investigacdes posteriores realizadas pelo mesmo autor
confirmaram o potencial terapéutico da enzima (BROMME, 1963a, 1963b). Em 1966,
um estudo realizado por Yellin e Wriston obteve a purificacdo parcial de duas
isoformas da L-Asparaginase a partir do soro de porquinhos-da-india, entretanto,
apenas uma isoforma exibiu atividade anti-tumoral in vivo (YELLIN;WRISTON JR,
1966).

Devido ao fato de que a extracdo da L-Asparaginase a partir do soro das
cobaias era dificil e a quantidade extraida era insuficiente, a continuidade das
pesquisas tornou-se cada vez mais restrita. Assim, 0s pesquisadores iniciaram
investigagOes voltadas para a busca de outras fontes enzimaticas, especialmente de
origem microbiana (LOUREIRO, 2010; NARTA; KANWAR;AZMI, 2007). Trabalhos
publicados por Mashburn e Wriston (1964) e por Campbell e Mashburn, cinco anos
mais tarde, relataram a purificacdo da enzima L-Asparaginase a partir de cepas de
Escherichia coli e, além disso, demonstraram que sua atividade anti-tumoral foi
semelhante aquela encontrada no soro dos porquinhos-da-india. Esses resultados
foram importantissimos e deram inicio a produ¢do enzimatica em escalas maiores,
possibilitando a obtencdo de quantidades adequadas para a realizagdo de ensaios
clinicos (ASSELIN et al., 1993; NARTA; KANWAR;AZMI, 2007).
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2.2.1 Farmacologia e toxicologia

A sintese de proteinas, nas células humanas, necessita de um suprimento
regular do aminoacido Asparagina. Visto que a obtencdo desse aminoacido se da a
partir da utilizacdo da enzima asparagina sintetase, a maioria das células humanas
podem produzir seus préprios suprimentos de L-Asparagina, ndo necessitando obté-
los da dieta (MULLER;BOSS, 1998). Entretanto, diferentemente das células normais,
as células de alguns tipos de tumores possuem poucos niveis de asparagina
sintetase e ndo conseguem regular positivamente o gene desta enzima durante as
condicdes de deplecdo de asparagina, sintetizando este aminoacido lentamente
(MOOLA et al., 1994; WINK, 2009).

Algumas células neoplasicas requerem, ainda, grandes quantidades de L-
Asparagina para seu rapido crescimento e, a fim de satisfazer essa demanda, o
aminoacido € obtido do meio extracelular. Haja visto que, ao ser injetada ou chegar
a corrente sanguinea, a enzima L-Asparaginase ocasiona a deplecdo das reservas
de L-Asparagina presentes no plasma, as células tumorais serdo impedidas de obter
o aminoacido extracelular, o que, consequentemente, leva a destruicdo das células
tumorais por tornarem-se incapazes de completar a sintese protéica e, assim,
sintetizar suas proprias proteinas (TALLURI et al., 2014; NARTA; KANWAR;AZMI,
2007).

A L-Asparaginase € um bioproduto muito importante pois possui um amplo
espectro de atividade antitumoral. O seu mecanismo antileucémico conta com a
conversdo da L-Asparagina em aspartato a partir da hidrolise do aminoacido
(MOOLA et al., 1994; RICHARDS;KILBERG, 2006). Tem sido amplamente utilizada
no tratamento de diferentes neoplasias além da LLA, como a doenca de Hodgkin’s,
a LMA, leucemia mielomonocitica aguda, leucemia linfocitica crénica, linfossarcoma,
reticulossarcoma e melanossarcoma (DUVAL et al, 2002; WINK, 2009;
KAVITHA;VIJAYALAKSHMI, 2012).

Atualmente, trés formas de L-Asparaginase estdo disponiveis
comercialmente: a L-Asparaginase nativa; a L-Asparaginase peguilada (PEG-
asparaginase), que possui ligacdo covalente com um grupo polietilenoglicol, ambas
obtidas de E. colii e a L-Asparaginase obtida de Erwinia chrysanthemi
(Crisantaspase). Os trés tipos possuem 0 mesmo mecanismo de acéo, mas diferem
nas suas propriedades farmacocinéticas (WINK, 2009; CORTIJO-CASCAJARES;
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JIMENEZ-CEREZO;TEJADA, 2012; KAWEDIA;RYTTING, 2014; RIZZARI et al.,
2013). Isso significa que as trés formulacbes ndo séo intercambidveis na mesma
dose e frequéncia de administragéo (ASSELIN et al., 1993; PIETERS et al., 2011).

A utilizacdo de terapia parenteral com L-Asparaginase em seres humanos
apresenta dois padrdes importantes de toxicidade. O primeiro esta relacionado a
ocorréncia de reacdes de hipersensibilidade, devido ao fato de se introduzir uma
proteina estranha ao organismo; ja o segundo, apresenta sinais de toxicidade
provocados pela inibicdo de sintese proteica, consequéncia da diminuicdo dos niveis
de L-Asparagina disponiveis na circulagdo e também devido a liberacdo de produtos
a partir da hidrélise enziméatica (GRAHAM, 2003; LOUREIRO, 2010; RIZZARI et al.,
2013).

As reacbes de hipersensibilidade sdo os eventos adversos mais frequentes
quando se faz a utilizacdo de L-Asparaginase, com uma incidéncia que pode variar
de 6 a 43%, podendo ocorrer anafilaxia grave em 10% dos casos (CORTIJO-
CASCAJARES; JIMENEZ-CEREZO;TEJADA, 2012). Kurtzberg e colaboradores
(2011) citam ainda que, logo apos a administragdo da enzima derivada de E. coli, a
incidéncia de reacdes de hipersensibilidade fica em torno de 4% durante a fase de
inducdo do tratamento, porém, pode chegar a 80% naqueles pacientes que forem
expostos a doses adicionais (KURTZBERG et al., 2011). As reacbes de
hipersensibilidade sdo acompanhadas da producdo de anticorpos anti-L-
Asparaginase, principal causa de resisténcia ao medicamento, essa que pode ser
sintomética, com sinais de hipersensibilidade clinica, ou assintomatica, sem
quaisquer sinais (PANOSYAN et al., 2004; PIETERS et al., 2011; TONG et al., 2014;
RIZZARI et al.,, 2013). Ambas resultam na reducdo da atividade enzimatica e,
consequentemente, a efetiva deplecdo de L-Asparagina no plasma nao ira ocorrer
(AVRAMIS et al., 2002) e, em alguns casos, a atividade enzimatica pode ser
indetectavel (PANOSYAN et al., 2004; KAWEDIA;RYTTING, 2014).

Entre os sintomas que podem aparecer a partir da inducéo de resposta imune
pela L-Asparaginase, incluem-se: urticaria, edema, febre, erup¢des na pele, prurido,
hipotensdo, bronco espasmos e ocasionalmente choque anafilatico (raros casos)
(BRUNTON; LAZO;PARKER, 2010; CORTIJO-CASCAJARES; JIMENEZ-
CEREZO;TEJADA, 2012; NARTA; KANWAR;AZMI, 2007). Enquanto a urticaria pode
ser tratada com a utilizagdo de anti-histaminicos, 0s outros sintomas sO

desaparecem com a substituicAo do medicamento ou interrupcdo do tratamento
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(GRAHAM, 2003). O uso de corticoides e anti-histaminicos, como medidas
profilaticas, ndo é aconselhavel, pois podem mascarar os sintomas de inativacao da
enzima (NARAZAKI et al., 2012). Outros efeitos adversos relatados sédo: disfuncao
hepatica, alteracbes na coagulacdo sanguinea, vomitos, diarréia, pancreatite,
supressao da medula 6ssea, hiperglicemia e baixos niveis séricos de antitrombina IlI
e fibrinogénio (AVRAMIS et al., 2002; PIETERS et al., 2011; NARAZAKI et al., 2012;
QUINTANILLA-FLORES et al., 2014).

Naqueles pacientes que, ao utilizarem a L-Asparaginase nativa obtida de E.
coli, apresentam reacdes de hipersensibilidade mais graves, a forma peguilada da
enzima (conjugada com polietilenoglicol) pode representar uma alternativa mais
segura, afinal apresenta imunogenicidade menor (PIETERS et al.,, 2011; NARTA;
KANWAR;AZMI, 2007), além de possuir a vantagem de ter um periodo de meia-vida
biolégico maior (ASSELIN et al., 1993; AVRAMIS et al., 2002). Alternativa que pode
ser utilizada é aquela obtida de Erwinia (BRUNTON; LAZO;PARKER, 2010;
CORTIJO-CASCAJARES; JIMENEZ-CEREZO;TEJADA, 2012).

A amonia liberada no sangue a partir da hidrélise da L-Asparagina, catalisada
pela L-Asparaginase, parece estar relacionada com a ocorréncia de encefalopatia e
hepatotoxicidade observadas durante o tratamento (BRUNTON; LAZO;PARKER,
2010; LOUREIRO, 2010). A L-Asparaginase de origem bacteriana pode hidrolisar
além de L-Asparagina, o aminoacido glutamina, porém com uma afinidade bem
menor (ASSELIN et al., 1993; GRAHAM, 2003; VAN DER SLUIS et al., 2013). Os
produtos da hidrélise da glutamina e da L-Asparagina, o glutamato e o aspartato,
respectivamente, parecem estar diretamente relacionados com a neurotoxicidade
gue ocorre em cerca de 25% dos pacientes gque realizam tratamento com a enzima.
Os sintomas de neurotoxicidade incluem depresséo, fadiga, sonoléncia, confusao,
irritabilidade, agitacéo, tontura e suas ocorréncias sao mais frequentes em paciente
adultos (LOUREIRO, 2010).

Devido a reducdo dos niveis séricos da L-Asparagina nos pacientes que
fazem uso da L-Asparaginase, varios efeitos adversos podem ocorrer, como a
diminuicdo da sintese proteica em tecidos normais como o figado e o pancreas
(KURTZBERG et al.,, 2011; NARTA; KANWAR;AZMI, 2007). No pancreas, pode
ocorrer pancreatite, além da reducdo da secrecdo de insulina e de enzimas que
atuam na digestdo (QUINTANILLA-FLORES et al., 2014). Quanto ao figado, os

efeitos que podem ser observados sao a diminuigdo dos niveis séricos de albumina
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e de lipoproteinas (PIETERS et al, 2011; SAISON et al, 2014; NARTA;
KANWAR;AZMI, 2007).

Outro sinal de toxicidade que pode ocorrer esta relacionado a anormalidades
de coagulacéo, devido a deficiéncia de fatores de coagulacdo. Diante disso, vale
ressaltar que os problemas de coagulagcdo podem assumir a forma de trombose
espontanea relacionada com a deficiéncia dos fatores S, C ou de antitrombina Il ou,
com menor frequéncia, de episodios hemorragicos (BRUNTON; LAZO;PARKER,
2010; SHRIVASTAVA et al., 2015).

No Brasil, o uso da L-Asparaginase para a maioria das aplica¢des clinicas
ainda depende da sua importacao e, por isso, 0 preco da droga é extremamente
elevado, 0 que ocasiona uma grande limitacdo no uso terapéutico por parte dos
pacientes (WINK, 2009). Além disso, noticias em meios de divulgacdo populares e
cientificos, em meados do ano de 2013, relatam que a producdo de L-Asparaginase
foi suspensa pelo fabricante estrangeiro que fornece o medicamento para o Brasil,
causando assim, a interrupcdo do fornecimento do medicamento e grande
preocupacao por parte das sociedades médicas e 6rgdos do Ministério da Saude
(MS) (SOBOPE, 2013).

2.3 FUNGOS FILAMENTOSOS PRODUTORES DE ASPARAGINASE

Fungos filamentosos sdo organismos metabolicamente ativos e, por isso, sdo
explorados comercialmente como fontes celulares para a producdo de uma grande
variedade de enzimas e de outros metabdlitos. Diversas espécies, fontes de
compostos bioativos, sdo conhecidas e as pesquisas que visam o isolamento desses
produtos sdo muito expressivas em todo o mundo (SUN et al., 2011). Entre os
exemplos de origem fangica estdo o antibidtico penicilina, o imunossupressor
ciclosporina e 0 agente hipocolesterolemiante lovastatina
(BRAKHAGE;SCHROECKH, 2011). Alguns exemplos de fungos filamentosos e sua

producdo de metabdlitos ativos estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Metabdlitos de importancia para a Industria Farmacéutica produzidos por

fungos filamentosos.

Composto Fungos filamentosos Principal aplicacéo
Tratamento da
Alcaléides do Ergot Claviceps purpurea
enxaqueca
Cefalosporina Acremonium chrysogenum Antibidtico
Ciclosporina Tolypocladium nivenum Imunossupressor
Griseofulvina Penicillium griseofulvum Agente antifingico

Monascus ruber,
Lovastatina Hipocolesterolemiante
Aspergillus terreus

Penicilina Penicillium chrysogenum Antibidtico

Fonte: (BENNETT, 1998; MEYER, 2008).

Alguns produtos naturais de origem fdngica tem se mostrado farmacos
revoluciondrios contra diversos processos patologicos e também tem servido como
inspiracdo para farmacos inovadores. Neste contexto, pode-se citar a enzima L-
Asparaginase que, ao longo das ultimas décadas, tem surgido como um excelente
agente anti-neoplasico, especialmente utilizado no tratamento da LLA
(SINGH;SRIVASTAYV, 2013). A enzima pode ser produzida a partir de uma variada
gama de organismos vivos, incluindo plantas, animais e micro-organismos. Apesar
disso, séo as fontes bacterianas as mais utilizadas para a producdo desta enzima
(MISHRA, 2006; RAMYA et al., 2012).

Atualmente, a L-Asparaginase de origem bacteriana € produzida em escala
industrial, disponivel comercialmente e utilizada na clinica (CORTIJO-
CASCAJARES; JIMENEZ-CEREZO;TEJADA, 2012; RIZZARI et al., 2013),
entretanto, esta frequentemente associada a ocorréncia de reacdes adversas
(SHRIVASTAVA et al., 2012). Além disso, outro problema envolvido com a enzima
bacteriana, € a producdo intracelular da mesma. Esse fato torna o processo de
extracdo e purificacdo da enzima muito dificil e bastante oneroso (MAHAJAN et al.,
2013). Diante disso, a busca por outras fontes de L-Asparaginase tem sido alvo de

muitas pesquisas, com o0 objetivo de se obter a producéo de enzimas extracelulares
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pelos micro-organismos, com altos rendimentos, além de apresentar menos efeitos
adversos (SARQUIS et al., 2004).

Varias espécies de fungos filamentosos sdo conhecidas por produzir a enzima
L-Asparaginase e, entre elas, pode-se destacar as espécies dos géneros
Aspergillus, Penicillium, Fusarium e Cladosporium (NAKAHAMA et al.,, 1973;
SHRIVASTAVA et al., 2012; MOHAN KUMAR;MANONMANI, 2013; PATRO et al.,
2014). No entanto, alguns desses géneros podem produzir micotoxinas, entre as
quais destacam-se a aflatoxina, ocratoxina, zearalenona, entre outras. As
micotoxinas sdo metabdlitos secundarios, de baixo peso molecular, que apresentam
efeitos extremamente toxicos para 0 homem e outros animais. Os fungos produzem
muitos metabolitos e, diante disso, para que uma substancia seja caracterizada
como micotoxina, ela deve satisfazer alguns critérios como ser causadora de
doencas em homens ou animais, ocorrer na natureza, ser produzida por fungo e
apresentar toxicidade aguda ou crénica (ESPOSITO;AZEVEDO, 2010;
MAZIERO;BERSOT, 2010).

Foram descritas muitas espécies de fungos produtoras de L-Asparaginase,
tais como as de Aspergillus acolumnaris, A. alliaceus, A. amstelodami, A. awamori,
A. flavus, A. japonicus, A. nidulans, A. niger, A. niveus, A. oryzae, A. penicilliformis,
A. puniceus, A. striatus, A. sunderbanii, A. tamarii, A. terreus, A. wentii,
Cladosporium sp., Fusarium anguioides, F. caucasicum, F. culmorum, F.
moniliforme, F. oxysporum, F. roseum, F. semitectum, F. solani, F. tricinctum,
Penicillium aculeatum, P. chrysogenum, P. citrinum, P. claviforme, P. crustosum, P.
digitatum, P. expansum, P. granulatum, P. nelicum, P. nigricans, P. urticae and also
Tilachlidium humicola e Verticilium malthoasei (SCHEETZ; WHELAN;WRISTON,
1971; NAKAHAMA et al, 1973; GULATI; SAXENA;GUPTA, 1997; RANI,
SUNDARAM;VASANTHA, 2012; TIPPANI;SIVADEVUNI, 2012; MOHAN
KUMAR;MANONMANI, 2013; IMADA et al., 1973).

Muitos fatores nutricionais e condi¢des de cultivo podem ser utilizados para a
producdo enzimatica a partir de micro-organismos. A producdo de L-Asparaginase,
por exemplo, € muito influenciada pela composi¢cdo do meio de cultivo e depende
também dos diferentes fatores que envolvem as condi¢cdes do processo fermentativo
como a temperatura do incubador, o pH do meio de cultivo, o tamanho do indculo
utilizado, a taxa de agitacdo do processo, além do tempo de incubacdo (WEI;LIU,
1998; HYMAVATHI et al., 2009; GURUNATHAN;SAHADEVAN, 2012).
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Shrivastava e colaboradores (2012) produziram L-Asparaginase a partir da
espécie Penicillium digitatum, utilizando o meio Czapek Dox modificado (CDM)
composto por glicose 2 g/L, L-Asparagina 10 g/L, KH,PO4 1,52 g/L, KCI 0,52 gL,
MgS0,4.7H20 0,52 g/L, tragos de CuNO3.3H20, ZnSO,47H20, FeS0O,4.7H20 e pH
6,2 (SHRIVASTAVA et al.,, 2012). Meio de cultura muito semelhante foi utilizado,
com resultados positivos, para a producdo de L-Asparaginase a partir da espécie
Aspergillus terreus. Esses estudos realizaram a otimizacdo da producdo enzimética
a partir de parametros como temperatura, agitacdo e tempo de incubacéo, tamanho
do inéculo, além da relagdo C:N e do valor de pH na composi¢cdo do meio de cultivo
(GURUNATHAN;SAHADEVAN, 2011, 2012). Sarquis e colaboradores (2004)
também utilizaram o meio CDM, variando as fontes de nitrogénio (L-Asparagina, L-
Prolina, uréia e glutamina), para a producdo da enzima a partir das espécies A.
terreus e A. tamarri. (SARQUIS et al., 2004).

Zia e colaboradores (2013) utilizaram subprodutos de residuos agroindustrias
para a producdo de L-Asparaginase a partir da espécie A. niger (ZIA et al., 2013).
Patro e colaboradores (2014) obtiveram valores positivos de producdo de L-
Asparaginase a partir de uma cepa de A. flavus. Neste trabalho, os autores testaram
diferentes condi¢cdes de cultivo como o tempo de incubacao, pH do meio e diferentes
fontes de carbono e nitrogénio (PATRO et al., 2014). Akilandeswari e colaboradores
(2012) utilizaram isolados fungicos de amostras de agua para produzir asparaginase
e obtiveram resultados positivos a partir de uma cepa de A. niger. Além disso, 0s
efeitos do pH e temperatura foram investigadas na producdo enzimatica
(AKILANDESWARI; KAVITHA;VIJAYALAKSHMI, 2012).

Em estudo realizado por Nakahama e colaboradores (1973), varias espécies
de Fusarium foram produtoras de L-Asparaginase e apenas trés das cinquenta
cepas testadas ndo produziram a enzima em niveis superiores a 0,1 Ul/mL
(NAKAHAMA et al., 1973). Imada e colaboradores (1973) também obtiveram
producdo de L-Asparaginase a partir de espécies do género Fusarium, assim como
do género Penicillium (IMADA et al., 1973). Fatores nutricionais relacionados com a
producdo de L-Asparaginase pelas espécies F. semitectum, F. oxysporum e F.
moniliforme  foram estudados por Tippani e colaboradores (2012)
(TIPPANI;SIVADEVUNI, 2012).

Apesar de a fermentacdo submersa ser a técnica mais utilizada para a

producdo de enzimas, fermentacdes em estado sélido também foram utilizadas para
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produzir L-Asparaginase a partir de fungos filamentosos (ORLANDELLI et al., 2012).
Mishra e colaboradores (2006) realizaram um estudo a partir de uma cepa da
espécie A. niger, onde obtiveram a producdo de L-Asparaginase em fermentacdo em
estado sodlido, utilizando residuos agroindustriais. Rani e colaboradores (2012)
conseguiram produzir L-Asparaginase a partir de uma espécie de Aspergillus. Foi
utilizada a técnica de fermentacdo em estado solido usando diferentes substratos.
Entre os vinte substratos testados, foi com a casca de laranja que foram obtidos os
maiores niveis de producdo enzimatica (RANI; SUNDARAM;VASANTHA, 2012).
Alguns trabalhos tem demonstrado que a utilizacdo de farelo de trigo como substrato
em fermentagcbes em estado solido resulta em valores de producdo de L-
Asparaginase positivos, quando utilizadas as espécies Aspergillus terreus, Fusarium
oxysporum e Cladosporium sp (PALLEM; NAGARJUN;SRIKANTH, 2011; MOHAN
KUMAR;MANONMANI, 2013; NAIR et al., 2013).

A existéncia de varios organismos produtores de L-Asparaginase é uma
grande vantagem para a obtencdo de enzimas que possam ser utilizadas
clinicamente, entretanto, alguns pontos sado cruciais para a obtencdo de um produto
final eficaz. Broome (1968) relatou em seu trabalho que, para que esta enzima seja
utilizada clinicamente como um medicamento antineoplasico, é necessario que ela
seja facilmente isolada, estavel e ativa em pH e temperatura fisiolégicos e que
apresente um baixo valor de Km, ou seja, uma alta afinidade da enzima pelo
substrato (BROOME, 1968). Além disso, a selecdo de fungos produtores deve levar
em consideracdo o fato de a espécie ndo produzir micotoxinas nas condicbes de
cultivo em questdo, ndo ser patogénica ao homem e ser de facil manipulacéo
genética (RAJASEKARAN; CHANDRASEKARAN;MUTHUSELVAM, 2008).

2.4 O CERRADO BRASILEIRO

O modelo vigente de producdo e consumo na sociedade moderna ocasionou
muitos avancos tecnoldgicos, bem como modificacbes no comportamento das
pessoas, N0 meio ambiente e nas relagcdes socio culturais. No entanto, igualmente,
ensejou uma profunda degradacdo ambiental, afetando a biodiversidade, e, por

consequéncia, a saude humana. Assim, revela-se de grande importancia a
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manutencao da diversidade bioldgica e a sustentabilidade dos ecossistemas (SILVA,
2013).

A preocupacao ambiental decorre do fato de que o modo de producéao,
fundado no uso desenfreado dos recursos naturais, produziu danos irreparaveis ao
meio ambiente, ensejando o reconhecimento da necessidade de uma mudanca de
paradigma. Assim, faz-se importante dar preponderancia aos métodos fundados no
desenvolvimento sustentavel, de modo a combinar os interesses econémicos com a
protecdo a natureza (SILVA, 2013).

O Brasil é reconhecido, mundialmente, como um dos paises que possui maior
riqueza e exuberancia natural, com uma ampla diversidade biolégica dispersa ao
longo dos varios ecossistemas. Estima-se que 10% de toda a biota terrestre
encontra-se no pais (MACHADO et al., 2004; SILVA, 2013). Embora, na literatura,
sejam encontradas diferentes estimativas de riqueza, a enorme quantidade de
espécies encontradas no territério brasileiro, além da sua dimensé&o continental, do
isolamento geografico observado no passado remoto e da grande variacdo de
ecossistemas, sdo algumas das razdes que explicam sua grande importancia como
fornecedor de bioprodutos industriais e farmacéuticos (MACHADO et al., 2004;
FUNARI;FERRO, 2005).

O Cerrado € o segundo maior bioma do Brasil, sendo sua éarea original
superada apenas pela Floresta Amazonica (KLINK;MACHADO, 2005; QUEIROZ,
2009). Possuindo cerca de 203 milhdes de hectares, segundo IBGE (2004) o que
corresponde a aproximadamente dois milhdes de km? ou 25% de todo territorio
brasileiro, a regido do Cerrado comporta uma extensa dimensdo fisica,
compreendendo parte dos Estados de Goias, Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso
do Sul, Bahia, Minas Gerais, Sdo Paulo, Maranh&o, Piaui, Parand e Rondonia, além
do Distrito Federal (QUEIROZ, 2009; BRASIL, 2011).

O termo Cerrado € comumente utilizado para designar o conjunto de
ecossistemas (savanas, matas, campos e matas de galeria) que ocorrem no Brasil
Central. O clima da regido é citado como estacional, caracterizado por um periodo
de chuva que ocorre nos meses de outubro a marco, seguido um periodo seco, que
compreende os meses de abril a setembro. As temperaturas médias anuais giram
em torno de 22°C a 27°C e a precipitagdo meédia anual é de 1.500mm
(KLINK;MACHADO, 2005).
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A biodiversidade do Cerrado é bastante expressiva e muito associada com a
composicdo vegetal e variacdo dos ecossistemas (MACHADO et al., 2004;
KLINK;MACHADO, 2005). A regido abriga, aproximadamente, um terco da biota
brasileira e sua rigueza minima é estimada em 320 mil espécies (FERRO;DINIZ,
2007). Estima-se que existam 7.000 espécies de plantas, 199 de mamiferos, 837 de
aves, 150 de anfibios, 180 de répteis, 1.200 espécies de peixes e cerca de 90 mil
espécies de insetos (FERRO;DINIZ, 2007; SIQUEIRA, 2010).

A microbiota fungica também é bem elevada no bioma Cerrado brasileiro. A
riqueza floristica da regido, com alto nivel de endemismo, contribui para a
biodiversidade de espécies de fungos encontradas neste bioma. Os fungos do solo
sao cruciais para a manutencdo desse ecossistema, pois desempenham funcdes
essenciais como a decomposicdo e ciclagem de nutrientes, além das diversas
interacdes com outros organismos (SIQUEIRA, 2010). Fungos endofiticos, aqueles
que sdo caracterizados por colonizar os tecidos das plantas de forma simbiética,
sendo assim responsaveis pela grande quantidade de metabdlitos secundarios
produzidos, também j& foram isolados de espécies vegetais caracteristicas do
Cerrado brasileiro (SOUZA et al., 2004, MESQUITA, 2011; CHAPLA;
BIASETTO;ARAUJO, 2013).

As crescentes transformacdes de degradacgao ocorridas no Cerrado brasileiro,
iniciada desde que a capital brasileira foi transferida para a regido, ocasionaram um
estado de deplecédo devido aos impactos humanos de proporcdo sem precedentes,
como construgcdes, desmatamento e queimadas descontroladas, aléem das praticas
de agricultura e pecuaria, muito realizadas na regiao (KLINK;MACHADO, 2005;
VILELA et al., 2012). A situagéo de vulnerabilidade deste bioma pode causar graves
consequéncias ambientais como a extincdo da biodiversidade, erosdo dos solos,
poluicdo de aquiferos, fragmentacdo de habitat, degradacdo de ecossistemas,
desequilibrios no ciclo de carbono e modificacées climaticas na regidao (SIQUEIRA,
2010).

Por possuir uma elevada biodiversidade e que, devido a atual situacdo de
degradacdo e fragmentacdo, torna-se ameacada, muitos trabalhos levaram o
Cerrado a ser classificado como um hotspot, isto €, como um dos vinte e cinco
biomas terrestres (Figura 2) em situacdo mais critica em termos de endemismo e
ameaca a suas espécies (MITTERMEIER et al.,, 1998, MEYERS et al., 2000;
KLINK;MACHADO, 2005; QUEIROZ, 2009; VILELA et al., 2012).
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Figura 2 - Os 25 hotspots. As extensdes de hotspot compreendem de 3 a 30% das areas vermelhas
(MEYERS et al., 2000).

Em relatério técnico elaborado no ano de 2010, que utilizou 121 imagens do
satélite LANDSAT, datadas de 2009, os autores concluiram que 48,54% do bioma
Cerrado ja havia sido desmatado ou transformado pela acdo do homem. No periodo
de 2009-2010, a taxa anual de desmatamento foi de 0,3%, a maior taxa dentre os
seis biomas brasileiros (BRASIL, 2011).

Uma reduzida parcela do bioma Cerrado brasileiro se submete a protecao por
meio de sua qualificacdo como unidades de conservacéo federais, estaduais e
municipais, sendo que essa area representa 7,44% da area total do bioma. Dessa
parcela, 2,91% se qualifica como unidade de conservacdo de protecéo integral, de

que sao exemplos os Parques Nacionais (BRASIL, 2011).
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3 OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo avaliar a producao extracelular da enzima L-

Asparaginase por diferentes espécies de fungos filamentosos isolados do bioma

Cerrado, da regido Centro-Oeste brasileira.

Para que o objetivo proposto fosse alcancado, 0s seguintes objetivos

especificos foram estabelecidos:

Padronizar a metodologia para a determinacao da atividade enzimatica;

Isolar e identificar fungos filamentosos do solo e endofiticos do bioma
Cerrado, da regido Centro-Oeste brasileira,

Identificar, em meio sélido (triagem inicial), os fungos com capacidade de
producdo de L-Asparaginase;

Realizar a producao de L-Asparaginase em meio liquido;

Avaliar a melhor condi¢cédo de cultivo para a produgéo de L-Asparaginase em
shaker, a partir da variacdo de alguns parametros como pH, concentracao de

indculo e relagdo Carbono:Nitrogénio.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PADRONIZACAO DA METODOLOGIA PARA A DETERMINACAO DA
ATIVIDADE ENZIMATICA

Para a padronizacdo da metodologia a ser utilizada neste trabalho, trés
diferentes protocolos foram avaliados e comparados quanto a quantificacdo da
atividade enzimatica de L-Asparaginase. Os trés métodos utilizam a técnica de
Nesslerizagdo e expressam seus resultados em Ul/mL. No entanto, o volume e
concentracdo dos reagentes, tempo de incubacdo e preparo da amostra séo
diferentes para cada protocolo. A padronizacéo foi realizada a partir da utilizacdo da
enzima L-Asparaginase padrdo (Sigma-Aldrich) e também de uma cepa conhecida
como produtora de L-Asparaginase: Aspergillus terreus (PC-1.7.A). Foram
construidas curvas padrbes com diferentes concentracfes de sulfato de amaénio,
para cada uma das metodologias, separadamente.

Uma unidade da atividade de L-asparaginase (Ul) foi definida como a

guantidade de enzima necessaria para formar um umol de amonia por minuto.

4.1.1 Protocolo Sigma para determinacao da atividade enzimética

A reacdo se deu em duas etapas. Na primeira, a mistura da reacdo foi
constituida de 1,0 mL de tampédo Tris-HCI (0,05 M), pH 8,6; 0,9 mL de &gua
purificada; 0,1 mL de amostra; e 0,1 mL de L-Asparagina (189 mM). A mistura foi
incubada a 37 °C por 30 minutos sem agitacdo e a reacao foi interrompida com a
adicao de 0,1 mL de acido tricloroacético (TCA) (1,5 M). Foi preparado o branco da
amostra, que se diferencia do tubo teste pela adicdo da amostra apenas apés a
adicdo do TCA. Apos os 30 minutos de reacédo e adicdo do TCA, todas as amostras
foram centrifugadas durante 2 minutos para clarificagéo.

Na segunda etapa do teste, a mistura da reacéo foi constituida por 200 uL da
mistura resultante da primeira etapa; 4,3 mL de agua purificada e 0,5 mL do
reagente de Nessler (Merck). A reacdo entre a amonia formada na 12 etapa do teste
e o reagente de Nessler produz coloracdo amarelada, cuja absorbancia foi medida

em espectrofotometro a 436 nm.
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(umol de NH3 liberado) X (2,2)
(0,2) x (30) x (0,1)

Ul/mL enzima =

2,2 = volume total da primeira etapa do ensaio (mL).
0,2 = volume da primeira etapa (mL) utilizado na segunda etapa do ensaio.
30 = tempo do ensaio em minutos.

0,1 = volume da amostra (mL) utilizado no ensaio.

4.1.2 Protocolo Imada para determinacédo da atividade enzimatica

Neste protocolo, a reacdo também ocorre em duas etapas. A mistura da
primeira etapa da reacdo contém 0,1 mL de tampdo Tris-HCI (0,05 M), pH 7,2;
0,1 mL de agua purificada; 0,2 mL de L-Asparagina (0,04 M) e 0,1 mL de amostra. A
incubacédo foi realizada a 37 °C durante 60 min. A reacdo foi interrompida pela
adicdo de 0,1 mL de TCA (1,5 M). Foram preparados tubos para o branco da
amostra e o branco do substrato. No branco da amostra, o contetdo de substrato foi
substituido por tampéo Tris-HCI 0,05 M. Ja para o branco do substrato, a quantidade
de 0,1 mL de amostra que foi trocada por tampé&o Tris-HCI.

Para a segunda etapa do teste foram adicionados, em um novo tubo, 0,75 mL
de agua purificada, 0,1 mL da mistura obtida na primeira etapa e 0,15 mL de
reagente de Nessler (Merck). Depois de manter essa mistura a 20 °C durante 20

minutos, a absorbancia foi medida a 450 nm, em espectrofotdmetro.

(umol de NH3 liberado) x (0,6)
(0,1) x (60) x (0,1)

Ul/mL enzima =

0,6 = volume total da primeira etapa do ensaio (mL).
0,1 = volume da primeira etapa (mL) utilizado na segunda etapa do ensaio.
60 = tempo do ensaio em minutos.

0,1 = volume da amostra (mL) utilizado no ensaio.
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4.1.3 Protocolo Microplaca para determinacéo da atividade enzimatica

A reacgdo se deu em duas etapas, ambas realizadas em microplaca e ndo em
cubetas, como nos dois protocolos descritos acima. Na primeira etapa, a mistura da
reacao foi constituida de 0,05 mL de tampéao Tris-HCI (0,05 M), pH 7,2; 0,2 mL de L-
Asparagina (0,04 M); 0,05 mL de amostra. A mistura foi incubada em estufa a 37 °C
por 60 minutos e a reacgao foi interrompida com a adicdo de 0,05 mL de TCA (1,5 M).
Foram preparados tubos para o branco da amostra e o branco do substrato. No
branco da amostra, o conteido de substrato foi substituido por tampao Tris-HCI
0,05 M. J4, para o branco do substrato, a quantidade de amostra que foi trocada por
tampao Tris-HCI.

Na segunda etapa do teste, a mistura da reacao foi constituida por 187,5 uL
de agua purificada, 25 uL da mistura resultante da primeira etapa e 37,5 uL do
reagente de Nessler (Merck). Essa mistura foi incubada a temperatura ambiente,
durante 20 minutos. A absorbancia resultante da reacao entre o reagente de Nessler

e a amoOnia formada foi medida em leitora de microplaca, a 450 nm.

(umol de NH3 liberado) x (0,35)
(0,025) x (60) x (0,05)

Ul/mL enzima =

0,35 = volume total da primeira etapa do ensaio (mL).
0,025 = volume da primeira etapa (mL) utilizado na segunda etapa do ensaio.
60 = tempo do ensaio em minutos.

0,05 = volume da amostra (mL) utilizado no ensaio.

4.1.4 Preparo dos reagentes e solucdes utilizadas

4.1.4.1 Tampao Tris-HCI 0,05 M

O preparo do Tampao Tris-HCI 0,05 M foi realizado através da solubilizacdo
de 3,03 g de Tris em 400 mL de agua purificada. O pH do tampé&o foi ajustado com

solucéo de HCI 1,0 M e, ap0s o ajuste, adicionou-se agua purificada até completar o
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volume para 500 mL. Foram preparadas solu¢des tamp&o em dois valores de pH,
7,2 e 8,6. O tampéo foi armazenado sob refrigeracéo.

4.1.4.2 Solucao de L-Asparagina 0,04 M

A solucao de L-Asparagina foi preparada a partir da dissolucéo de 0,132 g de
L-Asparagina em Tampao Tris-HCI 0,05M, de pH7,2 ou 8,6. A solugdo foi
preparada momentos antes da realizacdo do experimento e armazenada sob

refrigeracao.

4.1.4.3 Solucao de L-Asparagina 0,189 M

A solucdo de L-Asparagina foi preparada a partir da dissolucéo de 0,624 g de
L-Asparagina em Tampao Tris-HCI 0,05M, de pH7,2 ou 8,6. A solugdo foi
preparada momentos antes da realizagdo do experimento e armazenada sob

refrigeracao.

4.1.4.4 Solucéo de acido tricloroacético (TCA) 1,5M

A solucao foi preparada a partir da dissolugéo de 6,12 g de TCA em Tampéo
Tris-HCI 0,05 M, de pH 7,2 ou 8,6. A solucao foi preparada momentos antes da

realizacdo do experimento e armazenada sob refrigeracao.

4.1.5 Processo de ultrafiltracao

Para o processo de ultrafiltracdo das amostras, foram utilizados 10 mL do
caldo filtrado proveniente do processo fermentativo. Foi utilizada membrana de
3,0 kDa (Vivaspin GE) para a realizagdo da ultrafiltragdo sob as seguintes
condi¢cdes: 8000 rpm, 25 minutos, 4°C. Ao térmico do processo de
ultracentrifugacdo, os volumes da amostra concentrada e da ultrafiltrada foram

aferidos.
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4.1.6 Processo de didlise

A didlise das amostras obtidas a partir dos cultivos de micro-organismos em
meio liquido foi realizada durante 24 horas, em camara fria, com tampao Tris-HCI
0,001 M (pH 7,2) e membrana de celulose (Sigma-Aldrich). Durante as 24 horas,
foram realizadas trés trocas de tampéo e, apos esse periodo, a didlise foi finalizada
e a amostra armazenada sob refrigeracao. O fator de diluig&o foi calculado.

4.1.6.1 Preparo do Tampéao Tris-HCI 0,001 M

O preparo do Tampao Tris-HCI 0,001 M foi realizado a partir da utilizagdo de
80 mL do Tampé&o Tris-HCI 0,05 M, previamente preparado. Aos 80 mL foi
adicionada agua purificada até completar o volume para 4000 mL. A solucédo tampéo

foi preparada no dia anterior a realizacao da dialise e mantida sob refrigeracao.

4.1.7 Avaliacao de diferentes condi¢cOes de centrifugacdo da amostra

ApoOs a obtencdo do extrato bruto, a partir do processo de filtracdo utilizando
papel Whatman n° 1, que visa a separacao do caldo e do micélio, foram realizados
diferentes processos de centrifugacdo com o extrato fungico. Os parametros
utilizados variaram entre a ndo centrifugacdo da amostra, até a rotacdo maxima de
4000 g, durante 5 minutos. Apds estes processos, as amostras foram dialisadas e a

atividade enzimatica foi determinada.

4.1.8 Avaliacdo de diferentes tempos de incubacdo durante a reacdo de
determinacéo da atividade enzimatica

Apés a obtencdo da amostra filtrada e dialisada, a atividade enzimética foi
determinada a cada 10 minutos de reacédo, até o tempo maximo de 60 minutos. O
melhor tempo de incubacdo foi determinado a partir do maior valor de atividade

encontrado.
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4.1.9 Avaliacao de diferentes concentracOes de substrato na determinacao da
atividade enzimética

Apoés a obtencdo da amostra filtrada e dialisada, a atividade enzimética foi
avaliada frente a diferentes concentracdes de substratos utilizados durante a reacéao.

As concentracfes de substratos testadas variaram de 0,02 M até 0,16 M.

4.2 TEOR DE PROTEINAS TOTAIS

O teor de proteinas totais foi determinado como descrito por Bradford (1976).
A reacao foi iniciada pela adi¢do de 0,1 mL de amostra a 1,0 mL do reagente. Apos
cinco minutos, foi feita a leitura a 595 nm. Para os calculos da concentracédo de
proteina, foi preparada uma curva padrado utilizando albumina de soro bovino (BSA),

em concentracdes que variaram de 5,0 até 200 pg/mL (BRADFORD, 1976).

4.2.1 Preparo do Reagente de Bradford

O preparo do reagente de Bradford foi realizado através da dissolugéo de
100 mg de Azul de Comassie G-250 (BIORAD) em uma solugdo que continha a
seguinte mistura: 50 mL de metanol a 95% e 100 mL de acido fosférico a 85%. Apos
a completa dissolucdo do corante, adicionou-se agua até completar o volume para

1,0 litro. Essa solucéo foi filtrada e estocada em frasco ambar, sob refrigeracao.

4.3 MEDIDA DA BIOMASSA FUNGICA

Para a determinacdo do crescimento fungico, a medida da biomassa foi
analisada a partir de um método direto denominado peso seco. E um dos métodos
mais utilizados para medir o crescimento dos fungos desenvolvidos em meios néao
soélidos. Consiste em separar a biomassa do caldo de cultura, por filtracéo, e secar a
biomassa obtida em estufa, aproximadamente a 105 °C, até alcangar peso constante
(ESPOSITO;AZEVEDO, 2010).
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4.4 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DOS FUNGOS FILAMENTOSOS

4.4.1 Isolamento dos fungos do solo

Os fungos filamentosos isolados do bioma Cerrado da regido Centro-Oeste
brasileira foram identificados fenotipicamente pelo professor Dr. Luis Roberto
Batista, do Laboratério de Microbiologia de Alimentos, da Universidade Federal de
Lavras (UFLA). As diferentes espécies isoladas e identificadas encontram-se
depositadas na Micoteca do Laboratério de Enzimologia, do Instituto de Ciéncias
Biolégicas, da Universidade de Brasilia (UnB), dentro do ambito da rede SisBiota
Brasil (Sistema Nacional de Pesquisa em Biodiversidade - CNPq) de fungos
filamentosos. A autorizacdo de acesso e de remessa de amostras de componente
do patrimbnio genético possui numero 010770/2013-5 e apresenta-se sob
supervisao do Professor Dr. Edivaldo Ximenes. O procedimento de isolamento dos
fungos filamentosos foi realizado a partir do método de plagueamento direto e
diluicdo seriada em placas de petri e a Figura 3 representa, de forma simplificada,

€SSe Processo.

Cerrado - Brasil
Solo e troncos em Amostras de solo

decomposigéo coletadas em salina
esterelizada

Isolamento por %?Q‘g.. 3‘“&. X B

% Ll u&"

plagueamento direto
e diluicao seriada.
Meio + Antibiotico
Diluicéo seriada
em salina estéril

Figura 3 - Esquema simplificado do isolamento de fungos filamentosos do solo do bioma Cerrado da
regido Centro-Oeste brasileira (BARROS, 2014).
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4.4.2 Isolamento dos fungos endofiticos

O isolamento dos fungos endofiticos de espécies importantes e
caracteristicas do bioma Cerrado da regido Centro-Oeste brasileira foi realizado a
partir da obtencdo de folhas das espécies vegetais. Inicialmente, as folhas foram
lavadas em &gua corrente e com a utilizacdo de detergente liquido neutro. Apos
esssa etapa, foi realizada a descontaminacdo da superficie da folha, por imersao,
com etanol e hipoclorito de sédio (com teor de cloro ativo de 2%). Depois, as folhas
foram lavadas em trés recipientes distintos contendo agua destilada previamente
autoclavada. Apés a descontaminacdo e lavagem, foram obtidos pequenos
fragmentos das folhas, com o auxilio de pincas e tesouras previamente
autoclavadas, que foram aplicados na superficie de placas de petri contendo 20 mL
de meio de cultura dextrose Sabouraud. Foram preparadas duas placas para os
controles negativos de crescimento microbiano. A primeira utilizou uma amostra da
dltima agua de lavagem e a segunda foi realizada a partir da impresséao da superficie
da folha, apos a descontaminacdo (MESQUITA, 2011).

Todas as placas foram incubadas a 28 °C, até o crescimento das diferentes
colbnias fangicas. Repiques sucessivos foram realizados, até o completo isolamento

de apenas uma espécie por placa (MESQUITA, 2011).

4.5 PREPARACAO DO INOCULO

Todos os isolados de fungos, previamente armazenados em glicerol a - 80 °C
foram reativados em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA), a 28 °C, durante
cerca de sete dias ou até seu completo crescimento. Discos de cinco mm de micélio
foram utilizados nos testes para a selecdo de fungos produtores em meio sélido
(Teste do Halo), enquanto que, nos testes para a producdo da enzima em meio
liquido, 1,0 mL de uma solucgéo contendo cerca de 1x10’ esporos/mL foi utilizada
como inéculo. Essa solucdo era composta por solugéo salina 0,9% e tween 1% na

proporcao de 49:1 e a contagem de esporos foi realizada em Camara de Neubauer.
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4.6 SELECAO DE FUNGOS QUANTO A PRODUCAO DE L-ASPARAGINASE EM
MEIO SOLIDO

Todos os isolados de fungos foram cultivados em meio de cultura batata-
dextrose-agar (BDA) durante sete dias ou até seu completo crescimento. Discos de
cinco mm de micélio foram transferidos para placas de Petri contendo o meio agar
CDM. O ensaio em placa de &gar foi utilizado para selecionar possiveis fungos
produtores de L-Asparaginase. O meio foi composto por glicose (2,0 g/L), L-
Asparagina (10,0 g/L), KH,PO,4 (1,52 g/L), KCI (0,52 g/L), MgS0O,4.7H,O (0,52 g/L),
CuNO3.3 H,0 (0,001 g/L), ZnS0O,4.7H,0 (0,001 g/L), FeSO4.7H,0 (0,001 g/L), pH 6,2
e suplementado com vermelho de fenol (0,009% concentracdo final) (GULATI,
SAXENA;GUPTA, 1997), que foi utilizado como indicador de possivel producao de
L-Asparaginase. Placas sem L-Asparagina foram utilizadas como controle. Todas as
placas foram incubadas a 30 °C, durante cinco dias. A zona avermelhada formada
indica uma possivel producéo de L-Asparaginase pelo fungo.

4.7 SELECAO DE FUNGOS QUANTO A PRODUCAO DE L-ASPARAGINASE EM
MEIO LIQUIDO

As condi¢des de cultivo em meio liquido foram realizadas em duas etapas:

12) Etapa Pré-fermentativa:

O objetivo desta primeira etapa foi a obtencéo de massa micelial. Um mililitro
contendo cerca de 1x10’ esporos foi inoculado em erlenmeyers de 250 mL contendo
50 mL do meio. O meio de cultura foi composto de: Sabouraud 3% e extrato de
levedura 1%; e o pH foi ajustado para 8,5 com hidroxido de potassio (KOH) 1,0 M. A
cultura foi mantida sob agitacdo constante (120 rpm) por 72 horas a 30°C
(LOUREIRO, 2010).

2%) Etapa Fermentativa:

Em seguida na 22 etapa, fermentativa, cujo objetivo foi a produgéo de L-
Asparaginase, o micélio foi filtrado e reincubado em erlenmeyers de 250 mL
contendo 50 mL de meio CDM, composto por glicose (2,0 g/L), L-Prolina (20,0 g/L),
KH,PO, (1,52 g/L), KCI (0,52 g/L), MgS0O,.7H,0 (0,52 g/L), ZnS0O,4.7H,0O (0,01 g/L),
FeS0O,.7H,O (0,01 g/L) e Cu.S0O4.5H,0 (0,0087%) e pH ajustado para 8,5. As
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condi¢cbes da 12 etapa foram mantidas na 22 etapa, exceto pelo tempo de incubagao
que foi de cinco dias. Por ultimo, o fluido da cultura foi separado do micélio por
filtracdo utilizando papel de filtro Whatman n®1 e armazenado em refrigerador
(LOUREIRO, 2010).

4.8 PRESERVACAO DOS FUNGOS PRODUTORES DE L-ASPARAGINASE

Os fungos selecionados foram mantidos (depositados) na colecédo de culturas
microbianas do Instituto de Biologia da UnB e foram preservados pelo método do
congelamento a -80°C (NAKASONE; PETERSON;JONG, 2004). A solucéo
contendo glicerol e tween 80, utilizada no armazenamento fangico, foi preparada a
partir da dissolucdo de 0,9 g de cloreto de sodio (NaCl) em 50 mL de &agua
purificada. Apdés a completa dissolugcéo, foram acrescentados a mistura salina 50 mL
de glicerol e 0,2 mL de tween 80. A solugao foi fracionada em criotubos (1,0 mL) e
autoclavada durante 20 minutos a 120 °C.

4.9 AVALIACAO DA MELHOR CONDICAO DE CULTIVO PARA A PRODUCAO
ENZIMATICA EM SHAKER

Foram testados diferentes parametros de cultivo a fim de avaliar a melhor
condicdo de producdo enzimatica de L-Asparaginase em shaker. A partir da
utilizacdo do meio liquido CDM (conforme descrito no item 4.7), variaram-se as
fontes de nitrogénio e carbono utilizadas, além da realizacdo, ou ndo, da etapa pré-
fermentativa (também descrita no item 4.7). Diferentes valores de pH inicial do meio
de cultivo também foram testados, variando de 4,5 até 8,5. A Tabela 2 apresenta as

fontes de nitrogénio e carbono utilizadas no experimento.
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Tabela 2 - Fontes de nitrogénio e de carbono utilizadas na composi¢cdo do meio de
cultivo CDM.

Fonte Substéncias e concentracdes utilizadas

L-Asparagina (2%)
Nitrogénio L-Prolina (2%)
L-Prolina (2%) + Acido glutamico (0,5%)

Glicose (0,2%)
Amido (0,2%)

Carbono

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados apresentados representam a média dos experimentos, +
desvio padrao de, no minimo, trés ensaios diferentes. As analises estatisticas foram
obtidas utilizando GraphPad Prism versdo 5.01 e, quando necessario, 0s valores
encontrados foram comparados a partir do teste one-way ANOVA, seguido pelo

teste de analise de Tukey.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PADRONIZACAO DA METODOLOGIA DE DETERMINACAO DA ATIVIDADE
ENZIMATICA

Diferentes métodos podem ser utilizados para a quantificacdo da producédo de
L-Asparaginase em amostras biologicas. O método condutimétrico, descrito por
Drainas e Drainas, baseado no aumento da condutividade que ocorre devido a
producdo de amoniaco e/ou aspartato, € um destes (DRAINAS, D.;DRAINAS, 1985).
Outra forma de identificacdo da enzima L-Asparaginase foi proposta por Padjak e
Padjak (1974, 1972), em um método baseado na formacdo de um complexo branco
insolivel a partir da reagdo do tetrafenilborato de sbédio com o ion aménio
[NaB(CgHs)* — NH4*]. A amostra contendo a enzima e outras proteinas é submetida a
eletroforese ndo desnaturante e, apds a separacdo das proteinas, o gel é entéo
colocado em contato com tetrafenilborato, formando um halo branco em torno da
banda correspondente a L-Asparaginase (PADJAK;PADJAK, 1972, 1974). Drainas e
colaboradores (1977) descreveram um método fundamentado na formacao de fB-
hidroximato aspartico a partir de asparagina e hidroxilamina (DRAINAS, C.;
KINGHORN;PATEMAN, 1977).

Apesar da existéncia de diferentes metodologias, as mais empregadas para
determinacdo da atividade de L-Asparaginase sao agquelas baseadas na
determinacdo da amoénia liberada pela L-Asparagina, como resultado da acdo da
enzima, utilizando-se o reagente de Nessler, onde se pode verificar a formacao de
coloracdo amarelo-alaranjada. S&o métodos espectrofotométricos descritos como de
boa reprodutibilidade, mas que requerem atencéo (GULATI; SAXENA;GUPTA, 1997,
WINK, 2009; IMADA et al., 1973).

Embora a utilizacdo de ensaios espectrofotométricos de Nesslerizagdo esteja
bem estabelecida, s&o utilizadas as mais variadas concentracdes e volumes de
tampdao, substrato e amostra durante a reacdo. Além disso, apdés a separacdo da
biomassa microbiana e do caldo fermentado, a amostra € processada de diversas
maneiras (GULATI; SAXENA;GUPTA, 1997; LOUREIRO, 2010; RANI;
SUNDARAM;VASANTHA, 2012; SHRIVASTAVA et al., 2012). Assim, a

padronizacdo de um método seguro e eficaz frente ao preparo da amostra e a
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determinacao da atividade da enzima L-Asparaginase foi de grande importancia para
que ensaios de cinética fossem confiaveis, tanto para enzimas purificadas quanto
para extratos brutos obtidos a partir de fermentacdes microbianas.

No presente estudo, foi realizada a analise de trés diferentes metodologias
utilizando o principio de Nesslerizacdo e, além disso, diferentes parametros durante
0 preparo da amostra também foram testados e avaliados. As amostras utilizadas
nos testes foram a enzima L-Asparaginase purificada, obtida a partir de Escherichia
coli (Sigma-Aldrich) e a enzima de origem fungica, obtida a partir de culturas da cepa
de Aspergillus terreus (PC-1.7.A), anteriormente descrita como produtora
(LOUREIRO, 2010).

Os primeiros testes realizados utilizaram a enzima purificada. Foram
preparadas duas concentracfes conhecidas da enzima e as trés metodologias,
descritas anteriormente no item 4.1, testadas e avaliadas. Conforme demonstrado
na Tabela 3, os valores de atividade enzimatica encontrados, a partir da utilizacéo
da solucdo de concentracdo enzimatica de 1,0 Ul/mL, foram diferentes quando as

trés metodologias foram comparadas.

Tabela 3 - Valores de atividade enzimatica obtidos a partir da utilizacdo de uma
solucédo de concentragéo conhecida da enzima L-Asparaginase (1,0 Ul/mL).

Metodologia Atividade enzimatica (Ul/mL)
Imada N&o foi possivel medir*

Microplaca 1,195 1,189 1,138
Sigma 0,820 0,854 0,779

*A amostra precipitou, o que impossibilitou a leitura.

Os resultados demonstram que o protocolo Imada (modificado) obteve
resultados que impossibilitaram a leitura em espectrofotdmetro, com formacao de
precipitado nesta concentracdo enzimatica. As outras duas metodologias
apresentaram resultados proximos ao valor real de concentracdo da solugéo
enzimatica. O mesmo teste foi realizado ainda com solucdo enzimatica de
concentracdo maior, 2,0 Ul/mL (Tabela 4). E os resultados demonstram que, apesar
dos valores serem muito semelhantes entre os dois testes, o teste da Microplaca foi

mais exato, atingindo valores mais préximos da concentracao real.
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Tabela 4 - Valores de atividade enzimética obtidos a partir de uma solugéo de
concentracéo conhecida da enzima L-Asparaginase (2,0 Ul/mL), encontrados a partir

da realizacéo de duas diferentes metodologias.

Metodologia Atividade enzimatica (Ul/mL)
Microplaca 1,969 1,953 1,882

Os valores encontrados demonstram que o protocolo da Sigma, em ambas
concentracbes da enzima purificada, apresentou valores proximos ao real,
entretanto, quando comparado ao protocolo realizado em microplaca, teve resultado
inferior.

As trés metodologias foram testadas também a partir da utilizacdo da enzima
fungica, produzida a partir de um cultivo de A. terreus. Apos a obtencéo do caldo
fermentado, a atividade enzimatica foi quantificada. Foi possivel perceber que as
metodologias descritas por Imada e a da Microplaca ndo puderam ser utilizadas na
guantificacdo, pois, ap6s a adicdo do regente de Nessler a reacdo, ocorreu a
formacdo de um precipitado, impossibilitando a leitura em espectrofotdmetro.
Quando se adiciona o reagente de Nessler [solucdo alcalina de tetraiodomercurato
(I) de potassio] a uma solucdo que contém amoénia livre, a mesma reage com o
reagente de forma répida, porém ndo instantaneamente, e forma um composto
castanho alaranjado que, depois de um longo periodo, fica em solucdo coloidal e
flocula. Essa reagao pode ser representada por: 2K; [Hgls] + 2NH3 = NHzHg2ls + 4KI
+ NH4l (VOGEL, 1981).

A formacdo do precipitado durante a realizacdo das metodologias Imada e
Microplaca ndo se deve a um longo periodo de tempo entre a reacao e leitura em
espectrofotdmetro, visto que ocorreu muito rapidamente apos a adicdo do reagente
de Nessler a amostra. Uma possivel explicagdo para a ocorréncia do fato pode ser
entendida a partir da grande quantidade de amonia livre que pode estar presente no
caldo fermentado de origem fungica. Sabendo que a leitura colorimétrica deve ser
realizada antes da floculacéo/precipitacdo (VOGEL, 1981), esta ndo pbde ser
realizada durante a execugdo dos protocolos Imada e Microplaca testados nesta

etapa do trabalho.
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A reacao de precipitacdo ndo ocorreu durante a execucédo do protocolo da
Sigma, entretanto, um outro problema foi encontrado nas trés metodologias
avaliadas. A absorbancia encontrada para o tubo branco do teste e para os tubos
testes foram muito semelhantes, o que reforca a suposicdo de que ocorre a
formacdo de uma quantidade muito superior de amoénia durante o processo
fermentativo, quando comparada aquela formada apenas durante o tempo de
incubacdo do teste. A producdo de amodnia durante a fermentacdo pode ser
explicada devido ao fato de que a Unica fonte de nitrogénio presente no meio de
cultivo fermentativo sdo os aminoacidos. Todo amino&cido, ao sofrer desaminacao
oxidativa, ira produzir aménia (NH3z) (NELSON;COX, 2002).

Diante do fato de que a quantidade de amodnia nas amostras de culturas
fungicas foram bem mais elevadas do que aquelas obtidas durante a reacdo
enzimatica, tornou-se imprescindivel a retirada deste interferente. Assim, duas
técnicas foram testadas: a primeira, foi a utillizacdo de uma membrana de
ultrafiltracdo de 3,0 kDa (Vivaspin - GE); a segunda técnica avaliada foi a realizacao
do processo de dialise, utilizando membrana de celulose (Sigma-Aldrich), durante 24

horas. Os resultados obtidos podem ser observados na Figura 4.

(A) (B) ©) (D)

Figura 4 - Amostras do caldo fermentado, apos a realizacao de diferentes técnicas, a fim de eliminar a
amonia formada durante o processo fermentativo em meio liquido. (A) Extrato bruto; (B) Amostra
dialisada; (C) Amostra concentrada em membrana de ultrafiltracéo - 3,0 kDa; (D) Amostra ultrafiltrada
em membrana de ultrafiltracéo - 3,0 kDa.
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De acordo com Faedo e colaboradores (2013), a operagédo de separacdo por
membranas € baseada em mecanismos fisicos e ndo envolve processos quimicos,
biolégicos ou trocas térmicas. Refere-se apenas a separacdo dos diferentes
componentes de uma mistura pela rejeicdo daqueles que possuem ou nao tamanho
para atravessar 0s poros da membrana. Diferentes processos de separacao
utilizando as mais variadas membranas podem ser executados. Muitos principios ou
mecanismos de separacdo podem ser aplicados visando o fracionamento de
diferentes compostos quimicos presentes em uma mistura (FAEDO et al., 2013).

A partir da visualizacdo da Figura 4, pode-se observar que a amostra
dialisada (Figura 4B) foi a Unica que apresentou resultado positivo para a eliminacéao
da aménia proveniente do processo fermentativo. Apds a adicdo do reagente de
Nessler nas respectivas amostras, foi a Unica que ndo precipitou e nem ocorreu
alteracdo de coloracdo. Além disso, verifica-se, a partir da Tabela 5, que ndo foram
encontrados valores positivos de absorbancia para as amostras dialisadas. Na
referida tabela, pode-se visualizar apenas os resultados obtidos com a realizacéo do
protocolo Sigma, isso por que, durante a realizacdo das outras duas metodologias
(Imada e Microplaca), ocorreu a formacéo de precipitados e, por isso, as amostras
nao-dialisadas nédo puderam ser lidas em espectrofotdmetro, o que impossibilitou a
comparacao com os resultados encontrados apés a dialise.

Tabela 5 - Valores de absorbancia encontrados antes e apds a realizacdo do

processo de dialise.

A. terreus A .
(PC-1.7.A) Absorbéancia 436 nm (Sigma)
Amostra N&o- 0,292 0,301 0,289
dialisada
Amostra Dialisada 0,000 0,000 0,000

A forgca motriz que rege 0 movimento entre as membranas em um processo
de separagdo depende das caracteristicas da membrana e, em geral, sdo aplicados
gradientes de pressao ou concentracdo. A ultrafiltracdo € um exemplo de processo
que utiliza o gradiente de pressao como forca motriz, enquanto que, na dialise, o
processo de transporte de constituintes ocorre a partir da utilizacdo de uma

membrana semipermedvel em que a forca motriz resultante € a diferenca de

concentracdo. A passagem de ions e substancias de baixos pesos moleculares
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ocorre a0 mesmo tempo em que se preservam aquelas com pesos mais altos
(FAEDO et al., 2013).

Metodologia semelhante foi relatada em estudos anteriores. Loureiro (2010),
em trabalho que avaliou a producdo de L-Asparaginase por A. terreus (cepa PC-
1.7.A), realizou o processo de didlise ap6s a obtencdo do fluido da cultura
(LOUREIRO, 2010). Patro e colaboradores (2014), em estudo que estabeleceu um
novo meio de cultura para a producdo de L-Asparaginase fungica, também
realizaram o processo de dialise antes da realizacdo do ensaio enzimatico (PATRO
et al., 2014).

Novas quantificagbes de atividade enzimatica foram realizadas, com a
amostra dialisada, a partir das diferentes metodologias propostas. Os resultados
obtidos podem ser obervados na Tabela 6 e demonstram a deteccéo, a partir da
utilizagc&o do protocolo da Sigma, de valores de atividade muito mais baixos, quando
comparados aos valores obtidos a partir da utilizacdo das outras duas metodologias

testadas neste estudo (Imada e Microplaca).

Tabela 6 - Valores de atividade enzimatica obtidos a partir de uma amostra
dialisada, de um unico cultivo de A. terreus, utilizando as diferentes metodologias

propostas neste trabalho.

Metodologia Atividade enziméatica (Ul/mL)
Imada 0,182 0,189 0,197
Microplaca 0,130 0,126 0,124
Sigma 0,063 0,035 0,057

Esse fato poderia ser explicado devido a grande diluicdo realizada durante a
execucgao do protocolo da Sigma, o que pode ter causado perda de sensibilidade do
método. Diante desse resultado, foi realizado um experimento utilizando diferentes
concentracbes da enzima pura, a fim de demonstrar a preciséo e exatidao dos trés
meétodos avaliados neste trabalho. Segundo legislacdo oficial, devem ser realizadas
no minimo cinco replicatas em, pelo menos, cinco concentragbes (BRASIL, 2012).
Foram realizadas cinco repeticbes deste ensaio, utilizando seis concentracdes

enzimaticas diferentes, e os resultados podem ser visualizados na Tabela 7.
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Tabela 7 - Valores (média das cinco repeticdes) de atividade enzimatica obtidos a
partir da realizagdo das trés metodologias, utilizando solu¢gdes com diferentes

concentracfes da enzima L-Asparaginase purificada (Sigma-Aldrich).

Metodologia Concentracdes da enzima L-Asparaginase purificada

1Ul/mL 0O5UlI/mL 0,3Ul/mL 0,2Ul/mL 0,2Ul/mL 0,05 Ul/mL

Imada * 0,595 0,361 0,326 0,189 0,082
Microplaca 1,256 0,569 0,313 0,206 0,124 0,051
Sigma 0,791 0,361 0,139 0,036 0,019 0,018

* Nao foi possivel medir. A amostra precipitou, o que impossibilitou a leitura em espectrofotdmetro.

ApOGs analise estatistica dos resultados obtidos nas cinco replicatas, foram
encontrados valores de precisdo e exatiddo adequados a partir da utilizacdo do
protocolo da Microplaca (Tabela 8). O protocolo Imada, apesar de possuir uma
precisdo muito parecida com o da Microplaca, obteve exatiddo muito fora dos
padrbes aceitaveis, detectando, em todas as leituras, valores muito acima dos reais.
O protocolo Sigma apresentou resultados ainda menos precisos e exatos, o que
pode ser explicado pela falta de sensibilidade a partir da utilizacdo de concentracdes

baixas da enzima.

Tabela 8 - Valores (média das seis concentracdes testadas) de precisdo e exatidado

obtidos para as trés metodologias testadas.

Metodologia Coeficie}nte de Variagéo (%) I;xatidéq (%)
Média experimental Média experimental
Imada 11,26 151,38
Microplaca 10,69 112,35
Sigma 50,99 45,24

A precisdo de um método bioanalitico representa a proximidade dos
resultados obtidos por repetidas afericdes de multiplas aliquotas. Considerando que
a precisao, expressa como desvio padrao relativo (DPR) ou coeficiente de variacao
(CV%), ndo deve admitir valores superiores a 15% (BRASIL, 2012), os resultados

encontrados para cada concentragdo analisada, durante a execucao do protocolo da
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Microplaca, mostraram que a metodologia desenvolvida pode ser considerada

precisa (Tabela 9).

Tabela 9 - Valores obtidos para a precisdo do protocolo da Microplaca, a partir da

utilizacéo de seis concentragdes diferentes.

Valor real Valor encontrado Desvio Coeficiente de
(Ul/mL) (Ul/mL) padréo variacao (%)
1,0 1,256 0,070 5,604
0,5 0,569 0,081 14,194
0,3 0,313 0,029 9,169
0,2 0,206 0,025 12,023
0,1 0,124 0,012 9,805
0,05 0,051 0,006 13,380

A exatiddo é definida como a concordancia entre o resultado de um ensaio e
um valor de referéncia (BRASIL, 2012). E calculada como porcentagem de
recuperacdo da quantidade conhecida do analito adicionado a amostra, ou como a
diferenca porcentual entre as médias e o valor verdadeiro aceito, acrescida dos
intervalos de confianca (FARINELLI, 2008). Para a obtencdo da exatiddo do método
que apresentou a melhor precisdo (Microplaca), pode-se analisar os resultados

encontrados na Tabela 10.
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Tabela 10 - Valores de exatiddo obtidos a partir da execugcdo da metodologia da

Microplaca.
Valor real Valor encontrado Exatidao
(Ul/mL) (Ul/mL) (%)
1,0 1,256 125,58
0,5 0,569 113,96
0,3 0,313 104,40
0,2 0,206 103,00
0,1 0,124 124,40
0,05 0,051 102,8

Um método bioanalitico € considerado exato quando os valores obtidos
experimentalmente tenham uma flutuagdo maxima de 15% em relacdo a média
tedrica, ou seja, de 85 a 115% (BRASIL, 2012). Os resultados obtidos com a
metodologia da Microplaca apresentaram apenas dois pontos, dentre 0s seis
testados, que ndo estdo de acordo com a literatura oficial, uma vez que para
1,0 Ul/mL o valor de exatiddo foi superior ao valor teérico em 25,58% e na
concentracdo de 0,1 Ul/mL, em 24,40% (Tabela 10).

Os resultados obtidos com a utilizacdo das metodologias Imada e Sigma nao
foram suficientemente adequados, apresentando valores de precisdo e exatidédo
muito superiores aos limites preconizados pela Resolucdo de Diretoria Colegiada
(RDC) n°27, de 17 de maio de 2012, publicada pela ANVISA. O protocolo da
Microplaca, entretanto, mostrou-se uma op¢ado mais segura a ser utilizada,
apresentando valores médios de precisao e exatiddo dentro dos limites oficiais.

Diante dos resultados positivos obtidos a partir do metodologia da Microplaca,
a linearidade do método também foi determinada, utilizando-se o coeficiente de
regressdo linear da curva analitica das solucdes de diferentes concentracdes
enzimaticas, preparadas a partir da enzima pura. O valor do coeficiente de
regressao linear € considerado o indicador de linearidade do método, visto que, as
concentracdes analisadas devem corresponder, proporcionalmente, as absorbancias

encontradas (FARINELLI, 2008). Como resultado, o coeficiente de regresséo linear
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obtido na curva analitica apresentada na Figura 5 apresentou o valor de 0,9961, o

que garante a linearidade do método.

0,9

y=0,7474x + 0,0364
R*=0,9961

Valores de absorbancia (450 nm)
o o o o o o o
N w Y (6] (o)} ~ (0]

o
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0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Concentragdo enzimatica (Ul/mL)

Figura 5 - Curva analitica de L-Asparaginase (Sigma-Aldrich)

Dentre os trés protocolos estudados, o da Microplaca apresentou os melhores
resultados de precisdo e exatiddo. O protocolo Imada parece superestimar o0s
valores de atividade enzimatica, apresentando uma precisdo de 11,26%, o que é
considerado adequado, porém, o valor de exatiddo foi superior ao valor teérico em
51,38%. Ja o protocolo da Sigma, subestima os valores de L-Asparaginase,
apresentando precisao de 50,99% e exatidao inferior ao valor tedrico em 54,76%.

Melhores resultados poderiam ter sido encontrados no protocolo da
Microplaca, entretanto, a falta de precisdo e exatiddo da prépria técnica de
Nesslerizacdo, podem ser considerados fatores cruciais que resultaram em valores
fora dos limites estabelecidos, em algumas das analises individuais. O fato de que a
reacdo, apos a adicao do reagente de Nessler, ndo apresenta um ponto final e que,
a formacdo de um composto castanho alaranjado apos a reacao do reagente com a
amonia livre, depois de um longo periodo, pode apresentar-se em solugéo coloidal e
flocular, aumentam as chances de erros analiticos. Somam-se a isso, a formagéo de

um complexo instavel durante a reacdo da amonia livre com o reagente de Nessler,
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além de possiveis erros referentes a falta de experiéncia do operador (VOGEL,
1981).

Outro ponto a ser destacado € referente a sensibilidade do protocolo da
Sigma. Pode-se perceber que, quando obtem-se concentracbes pequenas da
enzima, o teste da Sigma, por apresentar uma diluicho maior da amostra, perde
sensibilidade. Além disso, pode-se sugerir que os valores abaixos do ideal,
encontrados a partir da utilizacdo do teste Sigma, podem estar relacionados com o
tempo de reacdo. O protocolo Sigma descreve um tempo de reacdo de 30 minutos,
enquanto o padronizado para as outras duas metodologias, foi de 60 minutos.

De acordo com a literatura, o tempo de incuba¢do da reacdo enzimatica para
a determinacéo da atividade de L-Asparaginase € um parametro que varia bastante
entre os autores. Foram reportados tempos de reacdo enzimatica de 10 minutos
(USHA et al.,, 2011; TIPPANI;SIVADEVUNI, 2012), 15 minutos (NARAYANA;
KUMAR;VIJAYALAKSHMI, 2008; SHRIVASTAVA et al., 2012), 30 minutos (RANI;
SUNDARAM;VASANTHA, 2012; PRADHAN; DASH;SAHOO, 2013; ZIA et al., 2013)
e 60 minutos (THEANTANA; HYDE;LUMYONG, 2007). Diante desses dados, foi
realizado um experimento de cinética enzimética a fim de avaliar o tempo de reacéo

ideal para a determinagéo da atividade da L-Asparaginase (Figuras 6 e 7).
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Figura 6 - Cinética enzimatica utilizando como amostra uma solugao com concentracdo de 2UI/mL da
enzima purificada (Sigma-Aldrich).
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Figura 7 - Cinética enzimatica utilizando como amostra a enzima de origem flngica (filtrado da cultura
dialisado), da cepa A. terreus (PC-1.7.A).

Os resultados revelaram que o melhor tempo de reacdo, dentre os tempos
testados, foi de 60 minutos (Figura 6 e 7). Tanto no experimento realizado com a
enzima pura (2 Ul/mL), como naquele que utilizou a amostra que continha a enzima
de origem fungica (A. terreus), a quantidade de substrato liberado (NH3) foi
crescente, atingindo o maior valor no tempo de 60 minutos.

Outra vantagem de grande importancia, relacionada ao protocolo realizado
em microplaca, é a utilizacdo de pequenas quantidades de reagente, principalmente
guando destacamos o0 emprego do reagente de Nessler, produzido pela reacao entre
Kl e Hgl, em solucdo de KOH, que apresenta toxicidade importante tanto para o
pesquisador como para o meio ambiente. O risco ambiental decorrente da geragao
de residuos tem aumentado bastante com o progresso tecnologico e, em face disso,
ha grandes preocupacdes com o0s riscos potenciais decorrentes da rotina de
industrias quimico-farmacéuticas, bem como de laboratérios de ensino e pesquisa
associados (GIL et al., 2007).

O Brasil ja conta com uma legislacdo de controle e descarte de residuos
vigente e rigorosa, porém a falta de fiscalizacdo torna-a, muitas vezes, inexequivel.
As industrias estdo situadas dentro de um setor mais preocupado com a questéo
ambiental, devido a grande quantidade de residuos gerados. Por outro lado, os
laboratorios de pesquisas das Universidades brasileiras ndo sao efetivamente
fiscalizados e, em grande parte deles, o descarte ainda ocorre de maneira
inadequada (GERBASE et al., 2005).
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A determinacdo da atividade enzimatica de L-Asparaginase, em amostras
biologicas obtidas a partir de micro-organismos apresenta 0s mais variados
protocolos descritos. Uma diferenca importante, ainda no preparo da amostra, sao
as condicbes de centrifugacédo utilizadas apés a obtencdo do fluido da cultura.
Nakahama e colaboradores (1973), em estudo que avaliou a producdo de L-
Asparaginase em diferentes espécies do género Fusarium, realizaram o processo de
centrifugacéo utilizando os parametros de 8000 g, durante 10 minutos (NAKAHAMA
et al., 1973). Outros estudos citam a realizagdo de centrifugagdes utilizando forcas
de 6000 g e 9000 g, durante 10 minutos, a temperatura de 4 °C (KUMAR et al.,
2013; ZIA et al., 2013). Akilandeswari e colaboradores (2012) citam parametros
ainda mais variados: 2000 - 3000 rpm, durante 15 minutos (AKILANDESWARI;
KAVITHA;VIJAYALAKSHMI, 2012). Diante desses dados, diferentes metodologias
de centrifugacao foram realizadas antes da quantificacdo da atividade enzimatica.
Amostras de um segundo cultivo de A. terreus (PC-1.7.A) foram preparadas e a

atividade enzimatica foi quantificada (Figura 8).
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Figura 8 - Valores de atividade enzimatica obtidos a partir de amostras dialisadas, de um dnico cultivo
de A. terreus (PC-1.7.A), expostas a diferentes parametros de centrifugacéo. Todas as centrifugacdes
foram realizadas durante 5 minutos.

Os resultados obtidos corroboram com a maioria dos trabalhos encontrados,
sugerindo que este processo € inadequado para a preservacdo da atividade
enzimatica da L-Asparaginase. Trabalhos realizados por diversos autores nao

utilizam deste processo para a obtencdo da enzima microbiana, sendo relatado
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apenas a realizacdo da fitracGo a vacuo (LOUREIRO, 2010;
GURUNATHAN;SAHADEVAN, 2012; SHRIVASTAVA et al., 2012; SARQUIS et al.,
2004). Gulati e colaboradores (1997), utilizaram da técnica de centrifugacdo apenas
para as culturas bacterianas, nas condicdes de 6000 rpm, durante 15 minutos
(GULATI; SAXENA;GUPTA, 1997).

Outro parametro importante na determinagdo da atividade enzimatica € a
qguantidade de substrato utilizado durante a reacéo. Diferentes concentracdes de L-
Asparagina sdo utilizadas em protocolos de determinacdo da atividade de L-
Asparaginase, variando de 0,003 M (TIPPANI;SIVADEVUNI, 2012) até 0,02 M
(THEANTANA; HYDE;LUMYONG, 2007). Assim, foram preparadas solugbes
contendo L-Asparagina em diferentes concentracfes e a determinacéo da atividade
enzimatica foi avaliada em solucdo de concentracdo conhecida (1 Ul/mL) da enzima
purificada (Sigma-Aldrich), assim como em amostras do caldo de cultura filtrado e
dialisado de A. terreus (PC-1.7.A). Esse experimento foi conduzido a partir da
utilizacao do protocolo da Microplaca.

Nos resultados obtidos com a enzima pura, a concentracdo de 0,16 M de
substrato pareceu exercer uma pequena inibicdo frente a atividade enzimatica
(Figura 9). Quando foram utilizadas as amostras obtidas a partir de cultivos fungicos,
a melhor concentracao de substrato a ser utilizada na reagéo parece ser a de 0,04 M
(concentracdo final na reacdo de 0,026 M), entretanto, ndo houve diferenca

significativa entre os valores de atividade enzimatica encontrados (Figura 10).
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Figura 9 - Valores de atividade enzimatica obtidos a partir de solugédo de concentragdo conhecida da
enzima L-Asparaginase purificada (Sigma-Aldrich), utilizando diferentes concentracdes de substrato
durante a reacgdo. * nivel de significancia igual a 95%.
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Figura 10 - Valores de atividade enzimatica, de amostra de cultivo de A. terreus (PC-1.7.A), utilizando
diferentes concentracdes de substrato durante a reacao.

A diminuicdo dos valores de atividade enzimatica, observada durante a
utilizacdo da maior concentracdo de substrato testada (Figura 9), pode ser explicada
como uma possivel inibicdo da atividade da L-Asparaginase ocasionada a partir da
utilizacdo de uma concentracado maior de L-Asparagina durante a reagao.

Os valores de linearidade, precisdo e exatiddo encontrados para a

metodologia da Microplaca encontram-se dentro dos limites oficiais. Aléem disso, o
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teste utiliza pouca quantidade de reagente quando comparado a outros testes
encontrados na literatura, ponto importante para o controle de residuos produzidos
dentro de laboratorios de pesquisa e de industrias farmacéuticas. A retirada do
interferente (amodnia proveniente do processo fermentativo) das amostras s6 foi
eficiente a partir da realizagcdo da didlise, que se mostrou indispensavel para a
correta quantificacdo da producao enzimética.

5.2 PADRONIZACAO DO PROCESSO DE PRODUCAO DE L-ASPARAGINASE EM
MEIO LIQUIDO

A padronizagdo do processo de producdo de L-Asparaginase foi realizada
com o objetivo de predizer quais serdo as condi¢cdes de producdo a serem utilizadas
nas diferentes espécies que apresentaram halo positivo no cultivo em meio solido.
Vale ressaltar que, as condicbes adotadas aqui serdo utilizadas apenas com o
objetivo de triagem inicial de produtores em meio liquido. A producédo da enzima L-
Asparaginase naqueles fungos que apresentarem maiores valores de atividade foi
otimizada no ultimo capitulo deste trabalho.

A maioria dos trabalhos utilizam o aminoacido L-Asparagina na composi¢ao
dos meios liquidos de cultivo para a producdo de L-Asparaginase (RANI;
SUNDARAM;VASANTHA, 2012; SHRIVASTAVA et al.,, 2012; ZIA et al.,, 2013).
Entretanto, muitos vem substituindo esse aminoacido pela L-Prolina e estdo obtendo
bons resultados  (AKILANDESWARI;  KAVITHA;VIJAYALAKSHMI,  2012;
TIPPANI;SIVADEVUNI, 2012; PATRO et al., 2014; SARQUIS et al., 2004). Assim,
foram avaliados alguns parametros frente a dois cultivos diferentes da cepa A.
terreus (PC-1.7.A), um utilizando L-Asparagina e outro L-Prolina, como componentes
do meio liquido de cultivo.

Foram realizadas curvas de crescimento de sete dias, a partir dos dois
cultivos de A. terreus (PC-1.7.A) e, ao final de cada dia de cultivo, as amostras foram
separadas do micélio através de filtracdo com papel filtro Whatman n° 1. O caldo
filtrado foi dialisado durante vinte e quatro horas e armazenado sob refrigeracéo
para analises posteriores. O miceélio fungico retido foi utilizado para as analises de
crescimento fungico (medida de biomassa). Alguns parametros como medidas de

biomassa, proteina total, pH final do meio e atividade enzimatica foram avaliados.
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5.2.1 Medidas de biomassa

O resultado obtido a partir das medidas de biomassa encontradas demonstra
gque houve melhor crescimento no meio que continha a L-Prolina em sua
composicao. Além disso, os dois cultivos parecem possuir o mesmo padréo, ou seja,
crescimento fungico crescente até o quinto dia e queda brusca no sexto dia (Figura
11).
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Figura 11 - Crescimento da cepa fungica durante sete dias, em dois meios liquidos de cultivo. A linha
vermelha representa o crescimento em meio composto por glicose, L-Prolina e sais, enquanto a linha
azul representa um meio que utilizou L-Asparagina, em substituicdo a L-Prolina, mais glicose e sais.

5.2.2 Valores de pH final dos meios de cultivo

Segundo Colen (2006), o metabolismo do fungo, durante o crescimento, altera
o pH do meio de cultivo, seja pela absorcdo de anions ou cations ou pela producao
de &cidos organicos ou amobnia (COLEN, 2006). Avaliando estas possiveis
alteracOes de pH ocasionadas durante o processo fermentativo, a Figura 12 reporta
os resultados encontrados ao final de cada dia de cultivo. Vale ressaltar que essa
verificacdo foi realizada apés a filtracdo para separacdo do micélio e do caldo
fermentado e antes da realizacao do processo de dialise.
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Figura 12 - Valores de pH final dos meios de cultivo, obtidos durante os sete dias da curva de
crescimento. A linha vermelha representa o cultivo em meio composto por glicose, L-Prolina e sais,
enquanto a linha azul representa um meio que utilizou L-Asparagina em substituicdo a L-Prolina.

Os resultados obtidos nos dois meios de cultivo séo muito semelhantes e,
apesar de discreto, os valores de pH apresentaram-se aumentados, quando
comparados ao pH inicial do meio (8,5). Os maiores valores obtidos foram de 9,12 e
9,18 para os cultivos contendo, respectivamente, L-Prolina (quinto dia) e L-
Asparagina (quarto dia). Uma vez que, a L-Asparaginase, uma amino hidrolase,
catalisa a hidrélise do aminoéacido L-Asparagina, formando &cido aspartico e aménia
(DHARMSTHITIL,LUECHAI, 2011; EBRAHIMINEZHAD; RASOUL-AMINI;GHASEMI,
2011; NOMME et al.,, 2012), o aumento do pH do meio de cultura pode estar
relacionado com a liberacdo de amdnia (GULATI; SAXENA;GUPTA, 1997,
DHALE;MOHAN-KUMARI, 2014).

Em estudo realizado por De Jong (1972), foi destacada uma possivel
correlagcdo do aumento do pH final do meio de cultivo, com a producédo enzimatica
de L-Asparaginase, o que pode ser constatado também por Gulati e colaboradores
(1997), em trabalho que descreveu uma metodologia para a realizacdo de triagem
de micro-organismos produtores de L-Asparaginase (DEJONG, 1972; GULATI;
SAXENA;GUPTA, 1997).
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5.2.3 Proteina total

Os resultados encontrados foram favoraveis a utilizacdo do meio com L-
Prolina, quando comparado aquele que apresenta L-Asparagina na sua cComposicao.
Pode-se perceber, a partir da Figura 13, que os valores de proteinas totais obtidos a
partir do cultivo com L-Prolina foram bem superiores, quando comparados ao cultivo

com L-Asparagina, a partir do quinto dia de cultivo.
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Figura 13 - Valores de proteina total produzida durante os sete dias de cultivo. A linha vermelha
representa o cultivo em meio composto por glicose, L-Prolina e sais, enquanto a linha azul representa
um meio que utilizou L-Asparagina em substituicdo a L-Prolina.

5.2.4 Atividade enzimética

Os resultados apontam que a utilizacgdo do aminoacido L-Prolina na
composi¢cdo dos meios liquidos de cultivo, quando comparado a L-Asparagina, €
mais favoravel a producdo enzimatica. Os valores maximos de atividade foram
encontrados em dias diferentes quando se comparam os dois meios utilizados. O
meio que continha L-Prolina em sua composicdo apresentou valor maximo de
atividade enzimatica no quinto dia de cultivo (0,0974 Ul/mL), enquanto que, para o
meio que leva L-Asparagina, o valor maximo ocorreu no quarto dia (0,0488 Ul/mL)
(Figura 14).
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Figura 14 - Valores de atividade enzimética de L-asparaginase, durante os sete dias de cultivo. A
linha vermelha representa o cultivo em meio composto por glicose, L-Prolina e sais, enquanto a linha
azul representa um meio que utilizou L-Asparagina em substituicdo a L-Prolina.

De acordo com a literatura, diferentes tempos de incubacdo séao utilizados
para a producdo de L-Asparaginase por fungos. A grande maioria dos trabalhos
utiliza e também demonstra que, em 96 horas de incubacao foram encontrados os
melhores valores de atividade enzimética (RANI; SUNDARAM;VASANTHA, 2012;
SHRIVASTAVA et al.,, 2012; ZIA et al.,, 2013). Por outro lado, alguns estudos
demonstram outros tempos 6timos para a producao desta enzima.

Dados que divergem dos encontrados neste estudo foram relatados em dois
trabalhos que utilizaram cepas de A. terreus, onde 0s niveis mais altos de producéo
enzimatica foram encontrados em 48 e 58 horas de cultivo
(GURUNATHAN;SAHADEVAN, 2012; SARQUIS et al, 2004). Tippani e
colaboradores (2012), em trabalho que avaliou o efeito de fatores nutricionais na
producdo de L-Asparaginase por diferentes espécies de Fusarium, utilizaram um
periodo de incubacdo de 16 dias, em meio de cultura liquido
(TIPPANI;SIVADEVUNI, 2012). Diferentemente dos trabalhos acima citados, é
relevante destacar a existéncia de estudo que, embora ndo descreva qual foi a
metodologia utilizada para a determinacéo da atividade da L-Asparaginase, utilizou a
cepa Aspergillus flavus e demonstrou que o periodo com maior producdo enzimatica

permaneceu em torno do 10° e 12° dia de incubacéo (PATRO et al., 2014).



55

Diante de todos os resultados obtidos a partir da comparacdo de cultivos
utilizando, em sua composic¢ao, L-Asparagina ou L-Prolina, verificou-se um maior
crescimento fangico, maior producdo de proteinas totais e maior atividade
enzimatica de L-Asparaginase no meio contendo o aminoacido L-Prolina. Frente a
estes dados, optou-se por adotar a L-Prolina, ao invés da L-Asparagina, na
composicdo do meio de cultivo padrédo a ser utilizado com todas as cepas que
apresentarem halo positivo no teste de triagem.

O teste que avaliou as medidas de pH final dos dois meios de cultivo
apresentou valores bem similares, porém, quando relacionados com os valores de
atividade de L-Asparaginase, € possivel concluir que o aumento do pH do meio pode
nao estar relacionado apenas a producdo de amoénia pela acdo da L-Asparaginase.
Nos ultimos anos, um grande progresso foi feito na descoberta de diferentes rotas
metabdlicas e vias de sinalizacdo que relacionam o desenvolvimento dos fungos
com a biossintese de muitos produtos naturais. No entanto, ainda ha muito a ser
compreendido. A complexidade destas redes reguladoras, com varios locais-alvo e
interligacfes com outros mecanismos de regulacdo, torna a sua completa elucidagéo
uma tarefa desafiadora (CALVO et al., 2002).

Quanto ao periodo de incubacgdo, corroborando com a grande maioria dos
trabalhos disponiveis, os maiores niveis de atividade enzimética foram encontrados
entre 0 4° e 0 6° dias de cultivo. Assim, optou-se pela utilizacdo de periodos de 5
dias de incubacdo, durante os cultivos em meio liquido, para todas as cepas

testadas.

5.3 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DOS FUNGOS FILAMENTOSOS

5.3.1 Fungos endofiticos

Folhas de cinco espécies vegetais caracteristicas do bioma Cerrado da regiao
Centro-Oeste brasileira foram utilizadas para o isolamento de espécies fungicas
endofiticas. A Tabela 11 e a Figura 15 destacam as cinco espécies utilizadas,
incluindo imagens das mesmas, além da quantidade de isolados obtidos de cada

uma delas.
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(D) E)E

Figura 15 - Imagens das espécies vegetais utilizadas para o isolamento de fungos endofiticos. (A)
Calophyllum brasiliensis; (B) Eriotheca pubescens; (C) Sapindus saponaria; (D) Eugenia dysenterica;
(E) Erythroxylum daphnites (NERY, 2006; BARBOSA, 2008; GRISI, 2010; SILVA, 2013).

Tabela 11 - Espécies vegetais utilizadas para o isolamento de fungos endofiticos.

_ N° total de
Espécie vegetal .
isolados
Calophyllum brasiliensis 2
Eugenia dysenterica 5
Erythroxylum daphnites 3
Eriotheca pubescens 4
Sapindus saponaria 3

Foram isolados um total de dezessete fungos endofiticos e todos foram
encaminhados para identificagdo. A Figura 16 ilustra, resumidamente, algumas
etapas no isolamento de uma cepa fangica a partir da espécie vegetal Erythroxylum
daphnites.
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(A) (B) (©

Figura 16 - Etapas do isolamento de fungos endofiticos. (A) Folhas da espécie vegetal Erythroxylum
daphnites; (B) Material vegetal aplicado em placas de petri contendo o meio de cultura dextrose
Sabouraud, onde ja é possivel a visualizagdo de crescimento flngico; (C) O fungo endofitico isolado.

5.3.2 Fungos isolados do solo

O isolamento de cepas fungicas a partir de amostras de solo do bioma
Cerrado da regiao Centro-Oeste brasileira foi realizado pela equipe de pesquisa do
Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia, coordenada pelo Professor
Edivaldo Ximenes Ferreira Filho, responsavel pelo Laboratdrio de Enzimologia e
colaborador desse projeto. Um total de vinte e cinco cepas, de diferentes espécies,

foram gentilmente cedidas para este estudo (Tabela 12).

Tabela 12 - Fungos filamentosos isolados de diferentes regides do solo do bioma

Cerrado da regido Centro-Oeste brasileira, utilizados neste trabalho.

Espécies

Aspergillus flavus Penicillium crustosum

Aspergillus foetidus Penicillium decumbens

Aspergillus sydowii
Aspergillus terreus
Aspergillus versicolor
Fusarium sp.
Fusarium oxysporum
Fusarium semitectum
Fusarium solani

Mucor sp.

Penicillium aurantiogriseum

Penicillium citrino

Penicillium corylophilum

Penicillium felutanum
Penicillium funiculosum
Penicillium glandicola
Penicillium restrictum
Penicillium rugulosum
Penicilium roqueforti
Penicillium variabile
Phaecilomyces lilacinus
Phaecilomyces variotti

Trichoderma sp.
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5.4 SELECAO DE FUNGOS QUANTO A PRODUGAO DE L-ASPARAGINASE EM
MEIO SOLIDO

O screening realizado a partir do teste do halo, em agar CDM, acrescido de
vermelho de fenol, revelou que das quarenta e duas cepas isoladas, vinte e duas
apresentaram halo vermelho ao redor da coldnia (Tabela 13). O surgimento do halo
ocorre devido a presenca do vermelho de fenol na composicdo do meio soélido
utilizado no teste. O vermelho de fenol € um indicador de pH que muda de uma
coloracdo amarela em condicbes acidas, para vermelha em condi¢cdes
bésicas/alcalinas (Figura 17). A zona avermelhada que surge ao redor da colbénia
fungica indica alteracdo do pH, que pode ter sido ocasionada a partir do acimulo de
ambénia no meio (GULATI; SAXENA;GUPTA, 1997; THEANTANA,;
HYDE;LUMYONG, 2007).

(A)

)" o) -

Figura 17 - Formacgdo de halo vermelho ao redor da colénia indicando a possivel produgédo de L-
Asparaginase pela espécie fungica. Todas as figuras apresentam uma placa controle (esquerda) e
uma placa teste (direita). (A) 24 horas de incubacédo; (B) 48 horas de incubacéo; (C) 72 horas de
incubacéo; (D) 96 horas de incubacéo.

Neste teste, foram preparadas e semeadas placas controle que né&o
continham em sua formulacdo o aminoacido L-Asparagina. Desta maneira, pode-se
sugerir que o aparecimento do halo apenas na placa teste, € um forte indicio de que
o aumento do pH do meio é devido a quebra da L-Asparagina pela enzima L-
Asparaginase (GULATI; SAXENA;GUPTA, 1997; HOLKER; HOFER;LENZ, 2004;
THEANTANA; HYDE;LUMYONG, 2007).
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Tabela 13 - Vinte e dois isolados fangicos que exibiram zona avermelhada em torno
de colonias.

Formacéao do halo

Identificacéo Espécie

ao redor da colénia*

RCFS 14 Aspergillus flavus ++
DCFS 9 Aspergillus sydowii +++
2DCSS6 Aspergillus terreus +++
DCFS 1 Aspergillus versicolor ++
DCFS 10 Fusarium sp. ++
2DSST1 Fusarium oxysporum ++
ACFS 16 Fusarium semitectum +++
FEC2 Guignardia mangiferae +++
DCFT P7 Mucor sp. +
2DSST10 Penicillium aurantiogriseum ++
RCFS 24 Penicillium citrinum +++
2DMGSE?2 Penicillium corylophilum ++
DCFF 2 Penicillium crustosum ++
DCFS 6 Penicillium decumbens +++
RCFS 6 Penicillium felutanum +++
2DSSSE1 Penicillium funiculosum +++
DCFF 4 Penicillium glandicola ++
RCFT 14 Penicillium restrictum ++
2RCSS1 Penicillium variable ++
RCFS 16 Phaecilomyces lilacinus ++
RCFS 21 Trichoderma sp. ++
FB2 NI** ++

*halo pequeno (+); médio (++); grande (+++).
**N&o identificado.

Gulati e colaboradores (1997), Rani e colaboradores (2012) e
Thirunavukkarasu e colaboradores (2011), durante a realizacdo do teste do halo,
utilizando o indicador de pH vermelho de fenol, também verificaram a ocorréncia de
halo vermelho ao redor da colonia de diferentes espécies de Aspergillus, Penicillium
e Fusarium (GULATI; SAXENA;GUPTA, 1997; THIRUNAVUKKARASU et al., 2011;
RANI; SUNDARAM;VASANTHA, 2012). Em outro trabalho, diversas espécies de
fungos endofiticos também exibiram grandes diametros de zona vermelha, quando
comparados ao diametro da colénia (THEANTANA; HYDE;LUMYONG, 2007).

Das cepas fangicas que apresentaram halo vermelho ao redor da colbdnia,
foram encontrados genes descritos para a producdo da enzima L-Asparaginase

apenas para as espécies Aspergillus terreus e Aspergillus flavus. Essa informacédo
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foi obtida apds pesquisa realizada no banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI). Vale ressaltar que, ndo foram obtidas
informacdes sobre o genoma de nove dentre as espécies pesquisadas.

A formacdo do halo avermelhado esta, provavelmente, relacionada ao
aumento do pH do meio devido a degradacdo do substrato L-Asparagina e
consequente liberacdo de amobnia. No entanto, ndo é possivel afirmar que este
aumento do pH do meio tenha ocorrido devido a producao de L-Asparaginase pelos
fungos inoculados. Outros metobdlitos fangicos podem ser responsaveis pela
elevacédo do pH do meio e, consequentemente, pelo aparecimento do halo vermelho
ao redor da coldnia.

5.5 SELECAO DE FUNGOS QUANTO A PRODUCAO DE L-ASPARAGINASE EM
MEIO LIQUIDO

A partir do resultado do screnning, as vinte e duas cepas fungicas que
apresentaram formacao de halo vermelho ao redor da colénia foram submetidas a
um cultivo em meio liquido. O periodo de incubacao foi de trés dias no pré-inéculo e
mais cinco dias no meio fermentativo, totalizando oito dias de incubacdo. No oitavo
dia, o extrato bruto foi separado do micélio fungico através de filtracdo e, em
seguida, dialisado durante vinte e quatro horas a 4°C

ApoOs a didlise, as amostras foram submetidas a andalise da atividade
enzimatica pelo método da Microplaca e, como resultado, dez fungos foram capazes
de produzir a enzima L-Asparaginase. As atividades enzimaticas encontradas
variaram entre 0,019 e 0,610 Ul/mL (Tabela 14). Os isolados FEC2, DCFS9, FB2
foram os que exibiram maiores niveis de atividade: 0,610, 0,131 e 0,0982 Ul/mL,
respectivamente. Alguns autores relatam producdo de L-Asparaginase fungica com
niveis muito semelhantes aos encontrados neste trabalho (THEANTANA,;
HYDE;LUMYONG, 2007; IMADA et al., 1973; SARQUIS et al., 2004).
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Tabela 14 - Producdo enzimatica de L-Asparaginase, em meio liquido, encontrada
em dez dos vinte e dois isolados fungicos testados.

Atividade
ldentificagéo Especie Origem enzimatica
(Ul/mL)
FEC2 Guignardia mangiferae Eugenia dysenterica 0,610
DCFS 9 Aspergillus sydowii Amostra solo 0,131
FB2 NI* Eugenia dysenterica 0,098
DCFF 2 Penicillium crustosum Amostra solo 0,094
2DCSS6 Aspergillus terreus Amostra solo 0,089
DCFS 6 Penicillium decumbens Amostra solo 0,079
DCFF 4 Penicillium glandicola Amostra solo 0,073
DCFS 1 Aspergillus versicolor Amostra solo 0,054
2DSST10 Penicillium aurantiogriseum Amostra solo 0,040
DCFS 10 Fusarium sp. Amostra solo 0,019

* Nao identificado

Theantana e colaboradores (2007) analisaram diferentes cepas fungicas
endofiticas e o0s niveis de producdo da enzima L-Asparaginase variaram entre 0,014
e 1,530 Ul/mL (THEANTANA; HYDE;LUMYONG, 2007). Os resultados deste
trabalho foram semelhantes aqueles relatados por Sarquis e colaboradores (2004),
onde a cepa de A. terreus apresentou valores de atividade de L-Asparaginase, em
meio liquido, de 58,8 UI/L (SARQUIS et al., 2004). Loureiro (2010) também utilizou
uma cepa da espécie A. terreus para produzir L-Asparaginase e obteve um resultado
de 0,254 Ul/mL, entretanto, vale ressaltar que, a metodologia para determinacdo da
atividade enzimética, neste estudo, nao utilizou a técnica de Nesslerizacdo
(LOUREIRO, 2010).

Nakahama e colaboradores (1973) demonstraram que varias espécies de
Fusarium foram capazes de produzir L-Asparaginase. Apenas trés, das cinquenta
estirpes de Fusarium testadas ndo produziram L-Asparaginase com niveis maiores
que 0,1Ul/mL (NAKAHAMA et al., 1973). Estudo publicado por Imada e
colaboradores (1973) testaram diferentes espécies de Fusarium e Penicillium
visando a producdo de L-Asparaginase e, como resultado, os niveis de producao
variaram entre 0,10 Ul/mL com F. roseum a 1,32 Ul/mL com Penicillium urticae. Para
as espécies P. expansum e P. grabulatum, os valores foram de 0,83 Ul/ml e
0,44 Ul/mL, respectivamente. Quanto as espécies de Fusarium, todas apresentaram

valores positivos de producgéo (IMADA et al., 1973).
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Alguns trabalhos relatam valores acima dos encontrados neste trabalho.
Igarasi e colaboradores (1974) relatam atividade da L-Asparaginase obtida a partir
da espécie Fusarium oxysporum, com valores de 2,5 Ul/mL (IGARASI et al., 1974).
Zia e colaboradores (2013) reportaram producdo de L-Asparaginase a partir de
Aspergillus niger, com valores maximos de 5,40 Ul/mL (ZIA et al., 2013). Outros
estudos recentes também revelaram produgBes enzimatica acima daquelas
encontradas neste trabalho, a partir das espécies Penicillium digitatum e Aspergillus
flavus (SHRIVASTAVA et al., 2012; PATRO et al., 2014). O trabalho que utilizou a
cepa de A. flavus, inclusive, ndo descreve a metodologia utilizada para a
determinacao da atividade da enzima (PATRO et al., 2014).

Os resultados encontrados por Patro e colaboradores (2014) sdo dados que
divergem dos que foram encontrados neste estudo. A atividade enzimatica de
Aspergillus flavus chegou ao valor maximo de 42,3 Ul/mg de proteina (PATRO et al.,
2014). Gurunathan e colaboradores (2012) utilizaram a espécie Aspergillus terreus
para a producdo de L-Asparaginase e obtiveram o valor de 40,97 Ul/ml como
atividade maxima da enzima (GURUNATHAN;SAHADEVAN, 2012). Diferencas na
producdo de metabdlitos a partir de fungos de uma mesma espécie podem estar
relacionadas as adaptacdes que ocorrem entre 0 micro-organismo e seu habitat
(ESPOSITO;AZEVEDO, 2010).

Ao estudar o habitat dos fungos, é importante considerar que diferentes
fatores ambientais como temperatura, pH, disponibilidade de dgua e oxigénio podem
afetar diretamente o seu metabolismo (ESPOSITO;AZEVEDO, 2010). A producéo de
metabdlitos primarios e secundarios promove adaptacfes evolutivas que, muitas
vezes, servem de protecdo para determinada espécie. O pigmento fungico melanina
€ um exemplo de metabdlito que contribui para a sobrevivéncia do esporo,
protegendo-o contra a luz UV (CALVO et al., 2002).

Quando a concordancia entre o ensaio em meio solido e o método
espectrofotométrico foi examinada, doze isolados apresentaram resultado negativo
para a producdo de L-Asparaginase em meio liquido, apesar da presenca de
significativos raios de zona avermelhada. Esse resultado foi semelhante ao
encontrado por Lee e colaboradores (2005) e Theantana e colaboradores (2007) e ja
foi discutido em trabalho de Holker e colaboradores (2004), onde foi sugerido que a

capacidade de algumas espécies fungicas em produzir enzimas e outros produtos
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parece ser diferente em condi¢cdes de estado sélido e de estado liquido (HOLKER,;
HOFER;LENZ, 2004; LEE et al., 2005; THEANTANA; HYDE;LUMYONG, 2007).

Outro fator que pode estar relacionado a essa discrepancia entre a producao
em meio solido e em meio liquido € que, no meio solido, o aumento de pH pode néo
estar relacionado a producéo de L-Asparaginase. Outros metobdlitos envolvidos em
processos bioquimicos de crescimento dos micro-organismos podem estar
relacionados com o aumento do pH do meio e, consequentemente, 0 aparecimento
do halo vermelho ao redor da colénia (CALVO et al., 2002; ESPOSITO;AZEVEDO,
2010).

5.6 MELHORAMENTO DA PRODUCAO DE L-ASPARAGINASE EM SHAKER

Diferentes condicfes de cultivo foram avaliadas com o objetivo de melhorar a
producdo de L-Asparaginase em meio liquido. Neste capitulo, foram utilizadas as
trés cepas fangicas, isoladas do bioma Cerrado, que apresentaram 0sS maiores
niveis de atividade enzimatica em meio liquido (Tabela 15 e Figura 18). A cepa de A.
terreus (PC-1.7.A), utilizada nos testes de padronizagcéo (metodologia e producgéo),

também foi avaliada neste capitulo.
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Figura 18 - Organograma geral dos fungos isolados do bioma Cerrado utilizados nesse trabalho.

Um estudo realizado por Rani e colaboradores (2012), que avaliou a producgéo
de L-Asparaginase a partir de cepas fungicas isoladas do solo, de diferentes regides
da India, indicou que os solos podem ser considerados ricas fontes de fungos
produtores enzimaticos (RANI; SUNDARAM;VASANTHA, 2012). Theantana e

colaboradores (2007) relataram a obtencdo de cento e dezessete cepas fangicas
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endofiticas a partir de apenas cinco espécies de plantas medicinais. O resultado
encontrado pelos autores demonstra que quarenta e uma espécies produziram a
enzima L-Asparaginase em meio sélido e, dessas, vinte e trés apresentaram
producdo em meio liquido (THEANTANA; HYDE;LUMYONG, 2007).

Tabela 15 - Valores de atividade enzimatica e origem das trés cepas de fungos
filamentosos, isoladas do bioma Cerrado da regido Centro-Oeste brasileira, que

apresentaram melhores niveis de atividade de L-Asparaginase.

Atividade
Origem Identificacé&o Espécie enzimatica
(Ul/mL)
Cepa endofitica FEC2 Guignardia mangiferae 0,610
(Eugenia dysenterica)
Cepa isolada solo DCFS 9 Aspergillus sydowii 0,131
Cepa endofitica FB2 NI* 0,098

(Eugenia dysenterica)
* N&o identificado

Hymavathi e colaboradores (2009), em estudo que avaliou a producédo da L-
Asparaginase utilizando Bacillus circulans, em fermentacdo em estado solido,
sugerem que a concentragdo de biomassa inicial de inéculo utilizada € um dos
fatores mais importantes, necessitando de uma regulagcéo muito fina para que ocorra
uma producéo efetiva da enzima (HYMAVATHI et al., 2009). Em outro trabalho,
utilizando uma cepa de A. terreus (MTCC 1782), a otimizagdo das condi¢cdes de
cultivo por fermentacdo submersa foi estudada objetivando a producdo de L-
Asparaginase. Neste trabalho, os autores avaliaram, além de outros parametros, o
tamanho do in6culo utilizado. A melhor producdo enzimética ocorreu quando utilizou-
se um pré-indculo, preparado em meio de cultura CDM, utilizando 1% (v/v) de
inbculo  de  esporos, com  contagem de  2x10’- 10° esporos/mL
(GURUNATHAN;SAHADEVAN, 2012). Loureiro (2010), que em seu trabalho
também utilizou a espécie A. terreus, relatou a utilizagcdo de um pré-inéculo para a
producéo de L-Asparaginase (LOUREIRO, 2010).

Diante dos trabalhos acima descritos, o primeiro parametro avaliado neste

capitulo, frente a uma melhor producdo enzimatica, foi a realizagéo de cultivos com
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e sem a utilizagdo de pré-inéculo. Os resultados reforcam o que foi encontrado por
Gurunathan e colaboradores (2012), demonstrando a importancia da utilizacdo do
pré-indculo durante o cultivo, elevando assim os niveis de producdo enzimatica
(Figura 19).
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()
E B Com pré-indculo
S 0,05 -
=
<

0 1 T -

A. terreus FEC2 FB2 DCFS9
(PC-1.7.A)

Cepas

Figura 19 - Cultivos realizados a fim de avaliar a producdo enzimatica frente a utilizacdo ou ndo de
pré-inéculo.

Os resultados sugerem que a utilizacdo de uma maior biomassa inicial do
fungo parece ser efetiva para uma melhor producéo de L-Asparaginase. Além disso,
frente aos resultados encontrados, pode-se destacar ainda que, para duas cepas
testadas (FEC2 e DCFS9), a utilizacdo do pré-inéculo foi essencial para que a
producao ocorresse.

O pH do meio de cultivo também parece influenciar a produgéo enzimatica de
L-Asparaginase em diferentes micro-organismos. Patro e colaboradores (2014)
relatam que os valores maximos de atividade enzimética foram obtidos quando a
espécie Aspergillus flavus foi cultivada em meio com pH 4,5 (PATRO et al., 2014).
Estudos realizados com isolados da espécie Aspergillus niger divergem quanto ao
pH 6timo de producdo, variando de 6,5 até 8,0 (MISHRA, 2006; AKILANDESWARYI,
KAVITHA;VIJAYALAKSHMI, 2012; ZIA et al.,, 2013). Dados semelhantes foram
encontrados a partir da utilizagdo de Pseudomonas aeruginosa (EL-BESSOUMY;
SARHAN;MANSOUR, 2004; PRADHAN; DASH;SAHOO, 2013). Pallem e
colaboradores (2011), em estudo que avaliou a producdo de L-Asparaginase a partir

de Fusarium oxysporum, constataram que o pH 7,0 induziu melhores niveis de



67

produgdo (PALLEM; NAGARJUN;SRIKANTH, 2011). Narayana e colaboradores
(2008) relatam valores de pH entre 7,5 e 8,0 para as melhores producdes de L-
Asparaginase utilizando Stretomyces albidoflavus (NARAYANA,
KUMAR;VIJAYALAKSHMI, 2008), enquanto para Streptomyces gulbargensis, outros
trabalhos relatam o pH 85 como pH o6timo de producdo (AMENA;
VISHALAKSHI;PRABHAKAR, 2011).

Diante desses dados, fica claro que a alteracdo do pH inicial do meio de
cultivo exerce grande influéncia na secrecdo de enzima. Assim, a producdo de L-
Asparaginase sob diferentes valores de pH foi avaliada e os resultados estéo
mostrados na Figura 20.
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Figura 20 - Valores de atividade enzimética de quatro cepas fungicas, em cultivos realizados em
meios liquidos com diferentes valores iniciais de pH.

Os resultados demonstram diferentes valores de pH 6timos de cultivo. Para a
cepa de A. terreus (PC-1.7.A), o pH o6timo de cultivo, entre os trés valores testados,

foi na faixa acida. Por outro lado, o pH 8,5 demonstra apresentar efeitos negativos
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sobre a producédo. A cepa DCFS 9 apresentou melhor produgdo enzimatica no meio
de pH 8,5. As cepas endofiticas FEC2 e FB2 também apresentaram valores distintos
de pH o6timo para a producdo de L-Asparaginase. Enquanto a cepa FEC2
apresentou valores bem mais altos de producdo no meio de pH 8,5, o isolado FB2
apresentou valores de producdo enzimatica muito proximos quando comparados 0s
meios de pH 6,5 e 8,5.

A producdo de L-Asparaginase também foi avaliada frente a diferentes
composi¢des quimicas dos meios de cultivo. Os macroelementos sao essenciais na
composicdo de meios de cultivo e compreendem aqueles elementos dos quais sao
necessarias maiores concentracdes no meio, por exemplo, o carbono e o nitrogénio
qgue, juntos com o hidrogénio, o oxigénio e em menor propor¢cdo o fosforo e o
enxofre, participam da composi¢cdo elementar da biomassa de todo ser vivo. Uma
relacdo adequada de Carbono:Nitrogénio nos meios de cultivo é essencial para a
area da tecnologia das fermentacdes (ESPOSITO;AZEVEDO, 2010).

A participacdo do carbono em alta porcentagem na composicao da biomassa
fungica faz deste macroelemento o mais gquantitativamente importante em um meio
de cultivo (ESPOSITO;AZEVEDO, 2010). Assim, foram testadas duas fontes de
carbono frente a producédo de L-Asparaginase, a glicose e o amido. A utilizacao de
amido em substituicdo a glicose parece exercer efeitos negativos durante a
producdo enzimatica, nas quatro cepas testadas. Nenhuma das cepas apresentou
atividade quando o amido foi utilizado, dados que divergem dos que foram relatados
em estudos que utilizaram cepas de outras espécies do género Aspergillus, onde os
valores maximos de atividade de L-Asparaginase foram encontrados em cultivos que
continham essa fonte de carbono (AKILANDESWARI; KAVITHA;VIJAYALAKSHMI,
2012; PATRO et al., 2014).

Corroborando com os resultados encontrados neste trabalho, em estudo que
utilizou A. terreus (MTCC 1782) para a producdo enzimatica de L-Asparaginase em
estado sélido, foram relatados valores méaximos de producéo utilizando glicose como
fonte de carbono (VARALAKSHMI;JAYA RAJU, 2013). Gurunathan e Sahadevan
(2011), relataram que a glicose foi a melhor fonte de carbono para a producao
maxima de L-Asparaginase em fermentagdes submersas, a partir de cultivos com a
mesma cepa (GURUNATHAN;SAHADEVAN, 2011). Chankya Pallem e

colaboradores (2011), relataram que a espécie Fusarium oxysporum também exibiu
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maxima producdo de L-Asparaginase a partir da utilizacdo de glicose como fonte de
carbono (PALLEM; NAGARJUN;SRIKANTH, 2011).

Na composicdo elementar de uma célula fungica, o macroelemento
nitrogénio, juntamente com o carbono, € um dos elementos mais importantes
(ESPOSITO;AZEVEDO, 2010). A fonte de nitrogénio presente no meio liquido de
cultivo também parece exercer influéncia durante a producéo de L-Asparaginase. As
cepas FEC2, FB2 e DCFS 9 foram avaliadas quanto a producéo de L-Asparaginase
em meio que utilizou L-Asparagina em substituicdo a L-Prolina. Os resultados
(Figura 21) relatam, assim como para A. terreus (PC-1.7.A), uma melhor producao
durante a utilizacdo de L-Prolina em cultivos com a cepa DCFS9. Enquanto isso,
para as cepas endofiticas FEC2 e FB2, os valores de atividade enzimatica foram
muito semelhantes nos cultivos com L-Asparagina e L-Prolina, ndo apresentando
diferenca significativa entre eles.

Patro e colaboradores (2014) demonstraram que, durante a utilizacdo de
acido glutamico na composicdo do meio de cultivo, os valores de atividade
aumentaram (PATRO et al., 2014). Assim, foram avaliadas produgdes a partir da
incorporacao deste ao meio contendo L-Prolina. Entretanto, os resultados relatam
uma inibicdo da producéo nas 4 cepas testadas (Figura 21).
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Figura 21 - Valores de atividade enzimatica obtidos durante o cultivo em meio liquido, utilizando trés
fontes diferentes de nitrogénio.

A fonte de nitrogénio € um fator limitante em qualquer processo de
fermentacao e a producdo enzimatica de L-Asparaginase parece ser influenciada por
este fator (PALLEM; NAGARJUN;SRIKANTH, 2011). Corroborando com os
resultados encontrados neste estudo, muitos autores citam a L-Prolina como a
melhor fonte de nitrogénio para a producdo de L-Asparaginase a partir de diferentes
espécies de fungos (AKILANDESWARI; KAVITHA;VIJAYALAKSHMI, 2012;
TIPPANI;SIVADEVUNI, 2012; SARQUIS et al.,, 2004). Alguns estudos relatam a
utilizacdo de sulfato de aménio como positiva na producdo de L-Asparaginase
(GAFFAR;SHETHNA, 1977; VARALAKSHMI;JAYA RAJU, 2013) entretanto, este

fator nao foi estudado neste trabalho.
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6 CONCLUSOES

Os resultados encontrados neste trabalho permitem as seguintes conclusodes:

- A utilizacdo da metodologia da Microplaca para determinacdo da atividade
enzimatica apresentou resultados de linearidade, precisédo e exatiddo dentro
dos limites estabelecidos pela literatura oficial.

- O processo da dialise, utilizando membrana de celulose, mostrou-se
adequado para a retirada de todo o interferente da amostra, proveniente do

processo fermentativo.

- O bioma do Cerrado da regido Centro-Oeste brasileira, demonstrou ser uma
fonte rica de micro-organismos, tornando possivel a obtencdo de quarenta e
duas cepas diferentes de fungos filamentosos, isoladas de diferentes regides,
incluindo dezessete espécies endofiticas, obtidas a partir de cinco espécies

vegetais.

- Das quarenta e duas diferentes espécies de fungos filamentosos isolados do
bioma Cerrado, vinte e duas indicaram a producdo de L-Asparaginase em
meio sélido e, dessas, dez produziram a enzima em meio liquido. Diante
disso, pode-se concluir que a capacidade de algumas espécies fangicas em
produzir enzimas e outros produtos parece ser diferente em condi¢cdes de

estado sdlido e de estado liquido.

- As diferentes fontes de carbono e nitrogénio utilizadas nos cultivos em meio
liguido parecem ser determinantes para que se obtenham maiores niveis de
producdo de L-Asparaginase. Com relagdo as fontes de carbono, a utilizagéo
de glicose foi essencial para a produgdo enzimatica, enquanto o amido
parece exercer efeitos negativos. A L-Prolina parece ser a fonte de nitrogénio
mais eficaz para que a producdo enzimatica ocorra em duas, das quatro
cepas testadas. J4, a utilizagdo do acido glutdmico parece ocasionar efeitos

contrarios.
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Faz-se necessario dar continuidade a este estudo, com a obtengcédo de novos
isolados fangicos e com a utilizacdo de novas condi¢des de cultivo para que
se possam obter novas cepas produtoras, que apresentem melhores e mais

constantes niveis de atividade enzimatica.

A utlizacdo de outras metodologias para determinacdo da atividade
enzimatica de L-Asparaginase também se faz necesséaria, devido a falta de
precisdo e exatiddo da propria técnica de Nesslerizacdo. O fato de que a
reacdo, apos a adicdo do reagente de Nessler, ndo apresenta um ponto final
e que, a formacdo de um composto castanho alaranjado apods a reacao do
reagente com a amonia livre pode se apresentar em solucdo coloidal e
flocular, aumentam as chances de erros analiticos. Somam-se a isso, a
formacdo de um complexo instavel durante a reacdo da amoénia livre com o
reagente de Nessler, além de possiveis erros referentes a falta de experiéncia

do operador.
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