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RESUMO

A L-Asparaginase é considerada uma enzima importante para tratamento da leucemia
linfoblastica aguda. Esta enzima é capaz de lisar a L-Asparagina em acido aspartico e aménia.
Alguns microrganismos sdo capazes de sintetizar essa substancia, como fungos filamentosos,
leveduras, bactérias e actinobactérias. O presente estudo refere-se a avaliacdo das condi¢des
ideais para a produgdo de L-Asparaginase a partir do microrganismo Streptomyces parvulus
C1.129, que é uma actinobactéria pertencente & Cole¢do de Cultura de Microrganismos da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPEDA - 3408). Inicialmente foi realizado um ensaio
qualitativo onde foi adicionado o in6culo padronizado em meio agar M9 e CZ adicionando
vermelho de fenol como um indicador e L-asparagina como substrato. O microrganismo foi
submetido a fermentac@es, a fim de quantificar a L-Asparaginase, onde foram avaliados varios
parametros, tais como fontes de carbono (caldo M9 e TGY), tempo de fermentacdo (24 a 120
horas), o pH (5-9) e temperatura (25 °C a 50 °C). Os parametros do ensaio quantitativo foi
avaliado medindo a quantidade de amoénia formada pela nesslerizagdo, em que 1 U de
L-Asparaginase foi igual a quantidade de enzima que liberou 1 pM de ambnia por minuto a
37 °C. A analise qualitativa mostrou a producdo da enzima por meio de um halo cor de rosa em
torno das colbnias. O ensaio quantitativo evidenciou que o meio M9 foi o mais adequado para a
producdo da L-asparaginase, com 101,9 U/mL de enzima, um valor de 3,75 vezes maior
comparado ao meio TGY. As cinéticas de producdo de enzima mostrou um pico num periodo de
96 horas, com quantidade de enzima que atingiu 189,9 U/mL. A temperatura de 35 °C foi
considerada ideal para a produgéo da enzima, chegando a 273,83 U/mL entre as temperaturas
testadas. O pH 6 foi considerado o melhor para a producdo de L-asparaginase, em compara¢ao
com os outros valores de pH, tendo uma quantidade de 937,18 U/mL. A definicdo das condicGes
ideais de producdo da enzima sdo fatores de grande importdncia para a producdo de
L-Asparaginase em larga escala. As actinobactérias isoladas de solo e a raizes das plantas da
Caatinga, tem demonstrado uma grande capacidade de produzir diversas enzimas. Dessa forma,
0 estudo destes micro-organismos oriundos do bioma Caatinga é importante devido ao seu alto
potencial biotecnol6gico e possivel aplicagdo dos seus compostos na industria farmacéutica.
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INTRODUCAO

As actinobactérias pertencem a um grupo de bactérias Gram-positivas que esta
amplamente distribuido na natureza e representam um elemento de grande importancia para a
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populacdo de micro-organismos do solo, pois produzem metabdlitos secundarios de forte
interesse para a biotecnologia (SILVA-LACERDA et al., 2016).

Estudos afirmam que as actinobactérias também sdo responsaveis pela producdo de
varias enzimas extracelulares tais como: celulases, quitinases, proteases e amilases. Estes micro-
organismos apresentam saida atraente, podendo ser cultivados em grandes quantidades e em um
periodo de tempo relativamente curto (SILVA et al., 2012). As enzimas sdo proteinas
biocatalisadoras de um enorme repertdrio de reagdes quimicas, que sdo essenciais para a quebra
de moléculas relacionadas com o crescimento e, consequentemente, com a vida de todos 0s
organismos (HOLLIDAY et al., 2009).

A L-Asparaginase € uma enzima que pode ser produzida pelas actinobactérias e é
considerada de grande importancia para o tratamento de individuos com Leucemia Linfoblastica
Aguda (LLA). A LLA é uma neoplasia maligna de linfécitos, caracterizada pelo acimulo de
células imaturas na medula dssea, sangue periférico e 6rgdos linféides (NEHMY et al., 2011). A
Leucemia Linfoblastica Aguda é o tipo mais comum de leucemia encontrada na fase infantil,
apresentando um pico de incidéncia entre 0 segundo e o quinto anos de vida, regredindo nas
faixas etarias maiores (PUI et al., 2004).

Assim que a enzima L-Asparaginase é injetada na corrente sanguinea do individuo que
apresenta a doenga, as reservas de L-Asparagina, fonte de energia das células cancerosas, sdo
totalmente convertidas em acido aspartico e amonia. Sem o aminoacido para metabolizar, ocorre
a lise das células tumorais, pois devido a um silenciamento génico estas células ndo séo capazes
de sintetizar o aminoéacido por si mesmas. Por outro lado, células normais ndo sdo afetadas pela
acdo da enzima, pois, ao contrario das células cancerosas, sdo capazes de sintetizar o
aminodcido para seu desenvolvimento e sobrevivéncia (NARTA et al., 2007).

Existem diversos micro-organismos produtores de L-Asparaginase e isso gera uma
grande vantagem para a aquisicdo de enzimas que possam ser de utilidade clinica. Porém, nem
todas as L-asparaginases podem ser utilizadas no tratamento da LLA devido a sua elevada
citotoxicidade. A padronizacdo das condicGes de cultivo e produgdo desta enzima por S.
parvulus C1.129, representa o primeiro passo para um estudo mais aprofundado sobre aplicacdo
deste composto na medicina. Este micro-organismo ja tem sido relatado como potencial
produtor de compostos antimicrobianos (SILVA-LACERDA et al., 2016). O grande potencial
biotecnol6gico do género Streptomyces, a importante aplicabilidade dos compostos por ele
produzidos, o pouco conhecimento sobre a bioprospec¢do dos micro-organismos do bioma
Caatinga, s@o fatores que motivaram este estudo. Além disso, é de extrema importancia
considerar que as condi¢cbes ambientais extremas desta regido representam um ambiente
favoravel a producdo de novas moléculas bioativas, como a enzima L-asparaginase.

OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo determinar os principais parametros de producao da
enzima L-asparaginase produzido pelo microrganismo Streptomyces parvulus C1.129, visando a
grande importancia biotecnoldgica e econémica da enzima que possui um amplo uso clinico.

MATERIAIS E METODOS

Linhagem Streptomyces e condicdes de cultivo

Streptomyces parvulus C1.129 pertence a Colegdo de Cultura de Microrganismos do
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPEDA-3408). A
linhagem se encontrava preservada em Oleo mineral e foi reativada em caldo ISP-2
(International Streptomyces Project) (SHIRLING e GOTTLIEB 1966) a 37 °C, durante 48
horas. Em seguida, a cultura de Streptomyces foi transferida para placas com meio ISP-4 4gar e
incubadas a 37 °C por 48 a 120 h, para obtencdo de culturas frescas para realizagdo dos
experimentos.
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Producéo da L-asparaginase

S. parvulus C1.129 foi cultivado em meio M9 liquido [Na,HPO,.2H,0, 6 g/L; KH,PO,,
3 g/L; NaCl, 0,5 g/L; L-asparagina, 5 g/L; MgSQ,.7H,0, 0,5 g/L; CaCl,.2H,0, 0,014 g/L;
Glicose, 2 g/L; H,O Destilada, 1 L] e no meio TGY [Glicose, 100 g/L; Tiptona, 5 g/L; Extrato
de Levedura, 5 g/L; L-asparagina, 4 g/L; H,O Destilada, 1 L] e a atividade enzimatica foi
medida ap6s 120 horas de fermentacdo. Apds a determinacdo do meio de cultivo que permitiu
melhor producdo da L-asparaginase, iniciou-se os estudos da influéncia do tempo (24 a 120
horas), temperatura (25 °C a 50 °C) e pH (5 a 9). Todos os experimentos foram realizados em
triplicata e os valores médios com desvio padréo (SD) foram calculados.

Quantificacdo da L-Asparaginase

Durante cada etapa de fermentacdo, aliquotas do fermentado foram retiradas e
centrifugadas por 20 minutos a 6.160 g, para separacdo da biomassa do sobrenadante. Em
seguida, a atividade da L-asparaginase foi determinada pela quantidade de aménia formada por
Nesslerizacdo (IMADA et al, 1973). Uma mistura de 0,5 mL de extrato de enzima
(sobrenadante livre de célula), 0,5 mL de Tampdo Tris-HCI 0,05 M (pH 8,0) contendo
L-Asparagina a 16 mM foi incubada por 30 min a 37 °C. A reacdo foi paralisada pela adi¢do de
0,5mL de é&cido tricloroacético 1,5 M, centrifugada a 6.160 g por 3 min e 0,5 mL do
sobrenadante foi diluido em 2,25 mL de &gua destilada e adicionado 0,25 mL do Reagente de
Nessler. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 450 nm. Uma
solucdo de sulfato de amonio foi utilizada para a preparacdo da reta padrdo. Uma unidade
internacional (Ul) de L-asparaginase foi definida como a quantidade de enzima requerida para
liberar 1 uM de amonia por minuto a 37 °C.

Analises Estatisticas
As andlises estatisticas do experimento foram realizadas utilizando o programa
Excel®2010 (Microsoft®).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Determinacao das condigdes ideais para producdo da enzima

Com a finalidade de determinar as melhores condi¢fes para producdo da enzima
L-Asparaginase, alguns parametros como meio de cultura, tempo, temperatura e pH foram
testados. Foi possivel determinar que S. parvulus C1.129 apresentou melhor atividade
enzimatica de 101,90 U/mL quando cultivado no meio M-9 e comparado com a atividade
enzimatica da L-asparaginase no meio TGY (27,11 U/mL). O tempo ideal foi de 96 h de
fermentacéo, apresentando um pico de 189,91 U/mL. Dentre as temperaturas que foram testadas
(25 °C a 50 °C), a temperatura de 35 °C apresentou melhor atividade com resultados que
chegaram a 273,82 U/mL. O ultimo parametro a ser testado foi o pH que variou entre 5 e 9,
sendo o pH 6 o que mais se destacou como a melhor condicdo para a produgédo da enzima, com
atividade enzimatica de 937,18 U/mL.
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Figura 1. Pardmetros avaliados para determinacdo das melhores condi¢bes de producdo da
enzima L-asparaginase por Streptomyces parvulus C1.129. (a) tempo de fermentacdo, (b)
temperatura de incubagéo e (c) pH.

No presente estudo foi verificado que a atividade méxima da L-asparaginase produzida
pelo S. parvulus foi de 937,18 U/mL nas condicOes ideais ajustadas. Este valor foi
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consideravelmente superior do que o relatado por Dias et al. (2016) no estudo usando A. oryzae
como produtor da enzima, onde foi obtido um valor de 67.49 U/mL. Em comparacdo, a
actinobactéria S. parvulus se sobressaiu para produgdo da enzima quanto ao fungo. A condigdes
ideais de producéo da enzima pelo A. oryzae foi melhor com 72h de fermentacédo e pH (8,0). No
entanto, neste mesmo tempo de fermentacdo, S. parvulus ja apresentava-se capaz de produzir
186,05 U/mL de L-Asparaginase.

O microrganismo S. parvulus também apresentou destaque na producdo de
L-Asparaginase quando comparada com bactérias produtoras, como a Pseudomonas aeruginosa
relatada por Badoei-Dalfard (2015), que também obteve 6timos resultados, chegando a um pico
de 785 U/mL. E importante ressaltar que ambos os estudos foram realizados utilizando
condicdes semelhantes, inclusive 0 mesmo meio de cultura.

A otimizagdo dos pardmetros nutricionais e metabdlicos para cultivo de microrganismos
€ uma importante estratégia para a producdo ndo apenas de enzimas, mas de uma gama de
metabolitos secundarios (KHALILZADEH et al, 2004). Os fatores ambientais, tais como o pH,
e fontes de carbono e de hidrogénio, tempo e temperatura, podem ter efeitos profundos sobre o
inicio de desenvolvimento dos micro-organismos, e assim, a composi¢cdo do meio deve ser
considerada com muito cuidado no que diz respeito a producéo de metabdlitos (BARKA et al.,
2016).

CONCLUSAO

No presente estudo, o micro-organismo foi avaliado em condic6es diferentes onde foi
possivel determinar os principais parametros da producéo da enzima L- asparaginase. Apés ser
cultivado em diferentes meios de cultura, temperatura, pH e tempo, foi visto que o micro-
organismo apresenta um grande potencial biotecnoldgico, pois apresenta uma eleva da producéo
da enzima. A adequacdo dos parametros de producdo da enzima representa um processo viavel e
de grande importancia para obtencdo de compostos altamente bioativos e com aplicabilidade
clinica. Para que esta aplicabilidade seja possivel, estudos complementares com L-Asparaginase
produzida por S. parvulus C1.129 serdo iniciados apos a purificagdo da enzima.
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