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APRESENTACAO

Atecnologia esta ganhando cada dia mais espaco na vida das pessoas e em tudo
que as cerca. Compreende-se por tecnologia todo o conhecimento técnico e cientifico
e sua aplicacao utilizando ferramentas, processos e materiais que foram criados e
podem ser utilizados a partir deste conhecimento. Quando, para o desenvolvimento
da tecnologia estédo envolvidos sistemas biol6gicos, seres vivos ou seus metabdlitos,
passa-se a trabalhar em uma area fundamental da ciéncia, a Biotecnologia.

Toda produgéo de conhecimento em Biotecnologia envolve areas como Biologia,
Quimica, Engenharia, Bioquimica, Biologia Molecular, Engenharia Bioquimica,
Quimica Industrial, entre outras, impactando diretamente no desenvolvimento das
Ciéncias Biologicas e da Saude. A aplicagéo dos resultados obtidos nos estudos em
Biotecnologia esta permitindo um aumento gradativo nos avancgos relacionados a
qualidade de vida da populacéo, preservacéo da saude e bem estar.

Neste ebook & possivel identificar varios destes aspectos, onde a produgao
cientifica realizada por pesquisadores das grandes academias possuem a proposta
de aplicagdes que podem contribuir para um melhor aproveitamento dos recursos
que a natureza nos oferece, bem como encontrar novas solugcdées para problemas
relacionados a manutencéo da vida em equilibrio.

No volume 2 sao apresentados artigos relacionados a Bioquimica, Tecnologia em
Saude e as Engenharias. Inicialmente é discutida a producéo e acao de biocompostos
tais como acido hialurénico, enzimas fungicas, asparaginase, lipase, biossurfactantes,
xilanase e eritritol. Em seguida sdo apresentados aspectos relacionados a anélise
do mobiliario hospitalar, uso de oxigenoterpia hospitalar, engenharia clinica, e
novos equipamentos utilizados para diagnéstico. Também sdo apresentados artigos
que trabalham com a tecnologia da informacdo no desenvolvimento de sistemas e
equipamentos para o tratamento dos pacientes.

No volume 3 estao apresentados estudos relacionados a Biologia Molecular
envolvendo a leptospirose e diabetes melitus. Também foram investigados alguns
impactos da tecnologia no estudo da microcefalia, agregacéo plaquetéaria, bem como
melhorias no atendimento nas clinicas e farmacias da atencao basica em saude.

Em seguida discute-se a respeito da utilizagcdo de extratos vegetais e fungicos
na farmacologia e preservagcdo do meio ambiente. Finalmente sdo questionados
conceitos envolvendo Educacdo em Saude, onde sao propostos novos materiais
didaticos para o ensino de Bioquimica, Biologia, polinizagao de plantas, prevencédo em
saude e educacgao continuada.

Christiane Trevisan Slivinski
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CAPITULO 3
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RESUMO: L- asparaginase € uma enzima
usada no tratamento da leucemia linfoblastica
aguda. Ela é capaz de hidrolisar a L- asparagina
em 4cido aspartico e amobnia. Alguns
microrganismos s&o capazes de sintetizar essa
substancia, dentre eles, as actinobactérias.
Este estudo avaliou as condi¢des ideais para
a producéo de L- asparaginase a partir do
microrganismo Streptomyces parvulus UFPEDA
3408, pertencente a Colecdo de Cultura de
Federal

realizado um ensaio

Microrganismos da Universidade
de Pernambuco. Foi
qualitativo pela adicdo do ino6culo padronizado
em meio agar M9 e CZ adicionando vermelho
de fenol e L-asparagina. As condi¢des ideais de
crescimento foram avaliadas pela producéo da
enzima em diferentes fontes de carbono (caldo
M9 e TGY), tempo de fermentacéo (24 a 120
horas), o pH (5-9) e temperatura (25 °C a 50
°C). A determinacao foi feita pela quantidade de
amodnia formada pela nesslerizac&o. A analise

qualitativa mostrou a producé&o da enzima por
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meio de um halo cor de rosa em torno das col6nias. O ensaio quantitativo evidenciou
que o meio M9 foi o mais adequado para a producdo da L-asparaginase, em um
periodo de 96 horas, na temperatura de 35 °C e no pH 6. A definicdo das condi¢des
ideais de producdo da enzima sao fatores de grande importéncia para a producéo
de L-asparaginase. As actinobactérias isoladas de solo e a raizes das plantas da
Caatinga, tem demonstrado uma grande capacidade de produzir diversas enzimas. O
estudo destes micro-organismos oriundos do bioma Caatinga é importante devido ao
seu alto potencial biotecnologico e possivel aplicagcdo dos seus compostos na industria
farmacéutica.

PALAVRAS- CHAVE: Actinobacteria; L-asparaginase; Producao.

ABSTRACT: L-asparaginase is an enzyme used in the treatment of Acute
Lymphoblastic Leukemia. It is capable of hydrolyzing L-asparagine into aspartic acid
and ammonia. Some microorganisms are able to synthesize this substance, among
them the actinobacteria. This study evaluated the ideal conditions for the production
of L-asparaginase from the microorganism Streptomyces parvulus UFPEDA 3408,
belonging to the Collection of Culture of Microorganisms of the Federal University
of Pernambuco. A qualitative assay was performed by addition of the standardized
inoculum in M9 and CZ agar medium adding phenol red and L-asparagine. The ideal
growth conditions were evaluated by the production of the enzyme in different carbon
sources (M9 and TGY broth), fermentation time (24 to 120 hours), pH (5-9) and
temperature (25 ° C to 50 °C). The determination was made by the amount of ammonia
formed by nesslerization. The qualitative analysis showed the production of the enzyme
by means of a pink halo around the colonies. The quantitative assay showed that the
M9 medium was the most suitable for the production of L-asparaginase over a period
of 96 hours at a temperature of 35 ° C and pH 6. The definition of the optimal conditions
of enzyme production are factors of importance for the production of L-asparaginase.
Actinobacteria isolated from soil and roots of Caatinga plants have demonstrated a
great capacity to produce several enzymes. The study of these microorganisms from
the Caatinga biome is important due to its high biotechnological potential and possible
application of its compounds in the pharmaceutical industry.

KEYWORDS: Actinobacteria; L-asparaginase; Production.

INTRODUCAO

AL-asparaginase (E.C.3.5.1.1) € uma enzima responsavel pela catélise da reacéo
de hidrélise do aminoacido L-asparagina resultando em acido aspartico e aménia,
bastante utilizada no tratamento de Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) (NARTA et al,
2007). Escherichia coli e Erwinia (E. chrysanthemi e E. carotovora) sao considerados
0s principais produtores de L-asparaginase disponivel comercialmente, porém outras
asparaginases bacterianas do género Erwinia ja foram caracterizadas pela expresséao
heteréloga da enzima em células de E. coli. Os mecanismos de agéo e toxicidade séo
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idénticos nas duas drogas, no entanto, as propriedades farmacocinéticas diferem uma
da outra (KRASOTKINA et al, 2004; KOTZIA e LABROU, 2005).

Além das bactérias, a L-asparaginase pode ser isolada de outras diversas
fontes como fungos filamentosos e leveduriformes, actinobactérias, vegetais, entre
outros. Diversas pesquisas citam que alguns géneros de fungos como Aspergillus,
Fusarium e Penicillium, podem ser excelentes produtores de L-asparaginase (DUTTA
et al, 2015; TIPPANI e SIVADEVUNI, 2012; SHAFEI et al, 2015). Durante os ultimos
anos, o estudo de actinobactérias produtoras de L-asparaginase aumentou bastante,
principalmente devido a grande busca de micro-organismos que produzam uma
enzima com menos efeitos adversos. As actinobactérias representam uma potencial
fonte para a producéo de L-asparaginase. A producdo desta enzima tem sido relatada
em Streptomyces acrimycini, Streptomyces ginsengisoli, S. olivaceus, S. griseus
(SELVAM e VISHNUPRIYA, 2013; DESHPANDE et al, 2014; EL-NAGGAR et al, 2015;
MEENA et a 2015a), e Nocardiopisis alba (MEENA et al., 2015b).

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 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 sao responsaveis pela produgéao
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 sao proteinas biocatalisadoras de um enorme repertorio de
reacOes quimicas, que s&o essenciais para a quebra de moléculas relacionadas com
o crescimento e, consequentemente, com a vida de todos os organismos (HOLLIDAY;
MITCHELL; THORNTON, 2009)

A LLA é uma neoplasia maligna de linfécitos, caracterizada pelo acumulo de
células imaturas na medula éssea, sangue periférico e 6rgaos 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 o segundo e o0 quinto anos
de vida, regredindo nas faixas etarias maiores (PUI, C. H.; RELLING; DOWNING,
2004).

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

Existem diversos micro-organismos produtores de L-Asparaginase e isso gera
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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 padronizacéo das condi¢des de cultivo e
producao desta enzima por S. parvulus UFPEDA 3408, 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 biotecnologico do
género Streptomyces, a importante aplicabilidade dos compostos por ele produzidos, 0
pouco conhecimento sobre a bioprospecc¢ao dos micro-organismos do bioma Caatinga,
sao fatores que motivaram este estudo. Alémdisso, é de extrema importancia considerar
que as condicbes ambientais extremas desta regidao representam um ambiente
favoravel a producéao de novas moléculas bioativas, como a enzima L-asparaginase.

OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo determinar os principais parametros de produgéao
da enzima L-asparaginase produzido pelo microrganismo Streptomyces parvulus
UFPEDA 3408, visando a grande importancia biotecnologica e econémica da enzima
gue possui um amplo uso clinico.

MATERIAIS E METODOS

Linhagem Streptomyces e condi¢coes de cultivo

Streptomyces parvulus UFPEDA 3408 pertence a Colecdo de Cultura de
Microrganismos do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPEDA - 3408). A linhagem se encontrava preservada em 6leo 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
obtencéo de culturas frescas para realizacéo dos experimentos.

Ensaio Qualitativo da L-asparaginase

S. parvulus UFPEDA 3408 foi inoculado em placas de Petri contendo 20 mL dos
meios de cultura M9 e TGY (GULATI et al., 1997) e, em seguida, foi incubado por 120
horas. Apds o periodo de cultivo foi observada a presenca de uma zona rosa ao redor

da colbnia, que implica na presenca da producdo da L-asparaginase, configurando
dessa forma o ensaio qualitativo.

Producao da L-asparaginase

S. parvulus UFPEDA 3408 foi cultivado em meio M9 liquido [Na,HPO,.2H,0, 6 g/L;
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KH,PO,, 3 g/L; NaCl, 0,5 g/L; L-asparagina, 5 g/L; MgSO,.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 apds 120 horas de fermentacado. Ap6s a determinacéo do meio
de cultivo que permitiu melhor producéo 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) (figura
1,a). Todos os experimentos foram realizados em ftriplicata e os valores médios com
desvio padrao (SD) foram calculados.

Quantificacao da L-asparaginase

Durante cada etapa de fermentacao, aliquotas do fermentado foram retiradas e
centrifugadas por 20 minutos a 6.160 g, para separacao da biomassa do sobrenadante.
Em seguida, a atividade da L-asparaginase foi determinada pela quantidade de aménia
formada por Nesslerizacéo (IMADA et al, 1973). Uma mistura de 0,5 mL de extrato de
enzima (sobrenadante livre de célula), 0,5 mL de Tampéao Tris-HCI 0,05 M (pH 8,0)
contendo L-asparagina a 16 mM foi incubada por 30 min a 37 °C. Areacao foi paralisada
pela adicao de 0,5 mL de acido 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 agua destilada e adicionado 0,25 mL
do Reagente de Nessler. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro no comprimento
de onda de 450 nm. Uma solucéo de sulfato de aménio foi utilizada para a preparagéao
da reta padrdo. Uma unidade internacional (Ul) de L-asparaginase foi definida como
a quantidade de enzima requerida para liberar 1 yM de ambnia por minuto a 37 °C
(figura 1, b).

A Dosagem de B

L-asparaginase

500 pL do sobrenadante + 500 pL de
tampé&o Tris-HCL 0,05 M e L-
asparagina 16 mM

| PARAMETROS |

37°C = 30 min
Interromper a reagdo com 500 pL de | i
TCA1S5 M  — pH: Tlrnzp;z::tuu:
24 h 5 20 °C
48 h i
500 pL do sobrenadante tratado + 72h 7 EEE
250 pLde agua milli-Q + 250 plL do 96 h 8 459G
reagente de Nessler 120h 9 50 °C.
l Leitura a 450 nm | I |
L
Resultado ATIVIDADE
ENZIMATICA

Figura 1: a) Determinagéo da atividade da L-asparaginase por Nesslerizacéo (Imada et al,
1973) e b) e Determinacao dos paradmetros de otimizagcéo da producédo de L-asparaginase por
Streptomyces parvulus UFPEDA 3408
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Analises Estatisticas

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

RESULTADOS E DISCUSSAO

Determinacao das condicoes ideais para producao da enzima

No ensaio qualitativo foi possivel observar que Streptomyces parvulus UFPEDA
3408 ¢ produtor da enzima L-asparaginase, devido a presenca de uma zona rosa ao
redor da colénia. De acordo com Gulati et al. (1997), a producao de L asparaginase
€ seguida de um aumento no pH das culturas evidenciando mudancga de coloragéo
confirmando positividade para producéo desta enzima através da degradacéo da
L-asparagina e liberacdo de aménia. Por esse motivo, o Vermelho de Fenol presente
no meio de cultura é utilizado como indicador de pH, e permite uma melhor visualizagcéo
da producéo da enzima L-asparaginase em meios suplementado com L-asparagina.
Esse indicador em meio acido apresenta uma coloracdao amarelada, jA em meio
alcalino apresenta uma coloragao rosa, justificando a mudanca da coloracéo do meio
de cultura a partir do cultivo de linhagens que apresentem a producéo desta enzima.

Estudos realizados por Narayana et al (2008), constataram que inUmeras
linhagens de Streptomyces spp. sao bons produtores de L-asparaginase com obtencéo
de uma producéo significativa desta enzima. Apds a realizacdao deste ensaio, foram
feitos os testes para definir as melhores condicbes de producéo da enzima.

Com a finalidade de determinar as melhores condi¢des para producao da enzima
L-asparaginase, alguns parametros como meio de cultura, tempo, temperatura e pH
foram testados. Foi possivel determinar que S. parvulus UFPEDA 3408 apresentou
melhor atividade enzimatica de 101,90 U/mL quando cultivado no meio M-9 e
comparado com a atividade enziméatica da L-asparaginase no meio TGY (27,11 U/mL).
O meio M9 apresentou melhor atividade, provavelmente porque ele possui fontes de
carbono em numero reduzido, dessa forma confere produ¢cado do metabdlito bioativo.
E comprovado que a pouca disponibilidade de nutrientes em um meio favorece uma
maior producdo de metabdlitos secundarios, entretanto causa uma condicdo de
estresse para o micro-organismo. O meio TGY disponibiliza o dobro da concentragcao
de glicose, propiciando apenas o crescimento do micro-organismo, em contrapartida,
exibe uma menor producao do metabdlito. (SILVA-LACERDA et al., 2016).

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 o0 que
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mais se destacou como a melhor condicéo para a producéo da enzima, com atividade
enzimatica de 937,18 U/mL.
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Figura 2: Parametros avaliados para determinacéo das melhores condi¢des de produgcéo da
enzima L-asparaginase por Streptomyces parvulus UFPEDA 3408. (a) tempo de fermentacao,
(b) temperatura de incubacéao e (c) pH.

De acordo com os resultados demonstrados no grafico em relagao as temperaturas
testadas (25 °C a 50 °C), é possivel observar uma melhor atividade na temperatura
de 35 °C mostrando um pico de atividade que chegou a 273,82 U/mL (figura 2, b). A
enzima se mostrou efetiva nesta temperatura (35 °C), pois se aproximou da temperatura
corporal. Foi observado que com o aumento da temperatura a produgcdo enzimatica
decaiu, entretanto, ainda sim foi possivel perceber producédo enzimatica. Narayana
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et al. (2008) e Meena et al. (2015) apresentaram resultados semelhantes utilizando
linhagens de Streptomyces evidenciando producdo maxima de asparaginase entre
30-35 °C.

No presente estudo foi também verificado que a atividade maxima da
L-asparaginase produzida pelo S. parvulus UFPEDA 3408 foi de 937,18 U/mL nas
condicOes ideais ajustadas (figura 2, c). Este valor foi consideravelmente superior do
qgue 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 comparacao, a actinobactéria S.
parvulus se sobressaiu para producéo da enzima quanto ao fungo. A condi¢des ideais
de producao da enzima pelo A. oryzae foi melhor com 72h de fermentacao e pH (8,0).
No entanto, neste mesmo tempo de fermentacéao, 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 condi¢cdes semelhantes, inclusive 0 mesmo meio de cultura.
Estudos realizados por Narayana et al (2008), constataram que inUmeras linhagens
de Streptomyces spp. séo bons produtores de L-asparaginase com obtencdo de uma
producéo significativa desta enzima.

A otimizacdo dos parametros nutricionais e metabdlicos para cultivo de micro-
organismos é uma importante estratégia para a produ¢do nao apenas de enzimas,
mas de uma gama de metabdlitos 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 composicao do meio deve ser considerada com muito cuidado no que diz
respeito a producao de metabdlitos (BARKA et al., 2016).

CONCLUSAO

No presente estudo, o micro-organismo foi avaliado em condi¢des diferentes
onde foi possivel determinar os principais parametros da producdo 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 producédo da enzima. A adequagao dos parametros de
producéo da enzima representa um processo viavel e de grande importancia para
obtencéo de compostos altamente bioativos e com aplicabilidade clinica. Para que esta
aplicabilidade seja possivel, estudos complementares com L-asparaginase produzida
por S. parvulus UFPEDA 3408 seréao iniciados apds a purificacdo da enzima.
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