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Resumo

A leucemia linfocitica aguda acomete principalmente criancas. O tratamento
é feito, entre outros, com a enzima L-asparaginase (L-ASNase) de bactérias.
A L-ASNase cliva a L-asparagina (Asn) sanguinea, necessaria as células
cancerosas. O tratamento pode levar ao surgimento de reacbes de
hipersensibilidade e toxicidade, devido a contaminagdo com L-glutaminase
(L-GLNase) e urease. Portanto, € interessante a busca por microrganismos
produtores de L-ASNase sem atividade contaminante. Neste estudo, uma
colecdo de bactérias e de fungos foi utilizada para a bioprospeccédo da
producdo de L-ASNase sem concomitante producéo de L-GLNase e urease.
Para isso, 0os microrganismos foram cultivados em meios solidos com
indicador de pH com Ans, L-glutamina ou ureia como fonte de nitrogénio. A
alcalinizacdo do meio indicou a quebra dos aminoacidos ou da ureia. A
producdo quantitativa de L-ASNase foi avaliada em cultura liquida pelos
microrganismos selecionados. Os fungos Beauveria sp. e Phomopsis sp. e
as bactérias Enterobacter cloacae e Pseudomonas putida produziram a
enzima L-ASNase em meio solido e liquido, sendo os maiores produtores o
fungo Beauveria sp. e a bactéria P. putida.

Introducao

A Leucemia Linfocitica Aguda (LLA) é a doenca maligna mais comum
na infancia. Na LLA, as células cancerigenas perdem a capacidade de
sintese do aminoacido L-asparagina (Asn). A administracdo de L-
asparaginase (L-ASNase) intravenosa degrada a Asn do sangue e faz com
que as células cancerigenas morram. A maioria da L-ASNase utilizada como
medicamento € obtida das bactérias Erwinia chrysanthemi e Escherichia coli.
Efeitos hepatotoxicos e de hipersensibiliade ocorrem porque a L-ASNase de
bactérias tem atividade secundéaria significativa de L-glutaminase (L-
GLNase) e urease (LOPES et al., 2017). Deste modo, ha um interesse na
bioprospeccdo de organismos capazes de sintetizar a L-ASNase sem
contaminagdes em escala industrial. Para isso, 0S microrganismos se
destacam, devido ao seu rapido crescimento em substratos baratos, seu alto
nivel de producéo enzimatica e sua facil manipulacéo genética.
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Materiais e métodos

Os microrganismos utilizados, listados nas Tabelas 1 e 2, tém sido
mantidos no Laboratorio de Bioquimica Molecular do Departamento de
Bioquimica da Universidade Estadual de Maringd. Inicialmente, as bactérias
foram repicadas em agar nutriente e os fungos em agar batata dextrose
(BDA). A andlise da producao de L-ASNase em meio solido foi feita em agar
M9 com vermelho de fenol, para bactérias, e em agar MCD com azul de
bromotimol, para fungos, ambos contendo Ans como Unica fonte de
nitrogénio (GULATI et al., 1997). As placas com meio M9 (00 =10 cm) foram
inoculadas com picadas de palitos de madeira com bactérias das culturas
recentes (8 isolados por placa) e foram incubadas a 37 °C por 24-72 h. As
placas com meio MCD (O =5 cm) foram inoculadas da mesma maneira ou
com transferéncia de um pequeno pedaco (3 mm?) das culturas recentes
(um isolado por placa) e foram incubadas a 25 °C, com fotoperiodo de 12 h,
por 3 a 7 dias. A producdo de L-GLNase ou urease foi excluida pela
substituicio da Asn do meio de cultura por L-glutamina ou ureia. A
alcalinizacdo do meio pela liberagdo da amoénia evidenciou a producao das
enzimas. A alcalinizacdo metabolica do meio foi testada pela substituicdo da
Asn por NaNOs;. Para a avaliagdo quantitativa da producédo de L-ASNase
pelos microrganismos selecionados, foi feito um cultivo em Erlenmeyer de
125 mL contendo 25 mL do meio M9 liquido sem o indicador de pH para
bactérias ou 25 mL de meio Czapek Dox para fungos. Para bactérias, o
in6culo consistiu de 1 mL de uma pré-cultura agitada (100 rpm) de 24 h, no
meio M9 (5 mL em tubos), a 37 °C. Para fungos, o in6culo consistiu de 1 mL
de um homogeneizado por passagem por malha de inox e agulha (16G) de
uma pré-cultura estacionaria de 5 dias, no meio Czapek Dox (25 ml),
inoculada com um pedaco (1 cm®) da cultura em BDA, a 25 °C (fotoperiodo
de 12 h). Apds o indculo, as bactérias foram cultivadas por 72 h a 37 °C sob
agitacdo de 100 rpm e os fungos foram cultivados da mesma forma, mas a
25 °C. As culturas das bactérias foram centrifugadas (12.000g, 3 min) e as
dos fungos foram filtradas em papel de filtro. O filtrado ou sobrenadante das
culturas foi utilizado para o ensaio enzimatico pelo método de Nessler. Uma
unidade de L-ASNase foi definida como a quantidade de enzima que libera 1
UM de amoénia/mL.min, a 37 °C, com Asn como substrato.

Resultados e Discussao

Os resultados da producgdo das enzimas em meio solido sdo mostrados nas
Tabelas 1 e 2 e exemplos de resultados da producdo das enzimas nos
meios solidos sdo mostrados na Figura 1. Os resultados da producao
quantitativa de L-ASNase em meio liquido sdo mostrados na Figura 2. Os
fungos Beauveria sp. e Phomopsis sp. e as bactérias E. cloacae e P. putida
produziram a enzima L-ASNase em meio solido e liquido, sendo os maiores
produtores o fungo Beauveria sp. e a bactéria P. putida. A producéo de L-
ASNase por alguns destes microrganismos ou de espécies do mesmo
género ja foi descrita na literatura.
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Tabela 1. Producdo de atividades de L-ASNase, L-GLNase e urease pelos isolados de
bactérias.

Género/Espécie ou Familia | Isolado A| G| U] Isolado A| G| U | Isolado A|lG|U
CTI 13 -| - |+ FEI353 +|-|+ | FEI589 + | - |+
CTI 15 -1 - | +| MVA26 - | -1+ | FEI5127 - -+
Klebsiella variicola CTI 40 -|-|+| MVA35 - | -]+ | FEI5145 -l -t
CTI 49 -|-|+]| FEI43 + - -
CTI 79 -|-|+]|FES58 + -] -
CTlI 14 - | -] -|CTI47 -|-]-|CTI83 - - -
Klebsiella oxytoca CTI 16 -|-|-| FEI5117 -1 - -1]CTI92 -l -t
CT1 37 -1 -]-]CTI63 -l -1 -] CTI9% N| - |+
Enterobacter cloacae CTI 38 +|-|-| FEI5124 + -]+
Pseudomonas putida FEI3 33 +|-]-| FEI340 +| -] -
FEI3 62 +| - | N| FEI4 49 N| N| N | FEI4 108 N|NJ|N
Stenotrophomonas FEI4 6 N| N| N[ FEI492 | N| N|+
maltophilia FEI4 13 N|N| N| FEI4107 | N| N| N
Ochrobactrum sp. FEI4 16 N| N| N| FEI5 146 - | N| +
Pantoea dispersa FEI4 65 N|N| N
Enterobacteriaceae FEI5 57 +1 -] -

As fontes de nitrogénio do meio de cultura séo indicadas: A — Asn. G — GIn. U — Ureia. (+) Alcalinizacédo do
meio. (-) N&o alcalinizacdo do meio. N — N&o cresceu. Todos os isolados de bactéria ndo alcalinizaram o
meio contendo NaNOs. Os isolados produtores somente de L-ASNase estdo em vermelho.

Tabela 2. Producgéo de atividades de L-ASNase, L-GLNase e urease pelos isolados de fungos.

Género/Espécie Isolado Al G| U| NO; | Género/Espécie Isolado Al G| U] NO;
Alternaria sp. UnB 1625 + + - Fusarium solani UnB 622 -]+
A. alternata UnB 555 + -+ - F. solani f. sp. UnB 883 - Nl +| +
Ascochyta pisi UnB 617 +| - 4] + piperis

Aspergillus flavus NRRL 5490 | +| +| +| + F. sporotrichioides UEL M1-1 +| +| +| o+
A. fumigatus LEPAC +| 4+ 4+ O+ F. sulphureum UnB 298 +| 4|+ -
A. nidulans uT448 + o+ ]+ F. tricinctum UnB 1273 + A+ |+
A. westerdijkiae UEM MGAG6 | +| +| -| + F. verticillioides CML 767 +| +| +| +
A. parasiticus UEM 443 + 4+ -] o+ Gibberella fugikuroi | NRRL 2278 | +| +| +| +
A. wentii UEMPG18 | +| +| -| - Monilia fructicola UEPG 62 N| -| N| -
Beauveria sp. UEPG 43 Ho-1- - Penicillium CMI + o+ ] -
Cochliobolus sp. UnB 580 - -] - - brevicompactum

Colletrotrichum UEPG 14 N I N P. chrysogenum CMI 37767 | - | +| +
truncatum P. citrinum CMI +| 4|+ -
Eurotium sp. UnB 15 +| 4| 4+ + P. cyclopium CMI +| 4|+ -
Fusarium avenaceum | UnB 1271 | +| +| -| + | P.digitatum UnB 1162 | - | +| -| +
F. decemcellulare UnB 459 +| +| +| + | _P.expansum CMI Ho -] -
F. decemcellulare UnB 133 +| +| +| + | Pestalotia sp. UnB 754 H - -]+
F. graminearum NRRL 2903 | +| +| - | + Phoma sp. UnB 614 + -+ +
F. moniliforme AHV 9054 + o+ -] 4+ Phomopsis sp. UnB 602 +| - -
F. subglutinans UnB 335a + o+ H] O+ Pyrenophora tritici- UEPG 57 N

F. subglutinans UnB 202 + +| H] O+ repentis

F. subglutinans UnB 820 L B B Rhizopus arrhizus CMI 83711 | +| +| +| -
F. oxysporum f. sp. UnB 636 + +| +| O+ Sclerotinia

lycopersici sclerotiorum UEPG T
F. oxysporum f. sp. UnB 199 +| +| -| + | Sordaria sp. UnB 37 Nl N[ N| N
tracheiphilum Verticillium sp. UnB 1157 + -]+

As fontes de nitrogénio do meio de cultura sdo indicadas: A — Asn. G — GIn. U — Ureia. NO3z — NaNOg. (+)
Alcalinizacdo do meio. (-) N&o alcalinizagdo do meio. N — N&o cresceu. Os isolados produtores somente de
L-ASNase estdo em vermelho.

Conclusodes

Isolados de fungos e bactérias produtores de L-ASNase foram obtidos
e futuros estudos de identificacdo ao nivel de espécie dos fungos
identificados e de otimizagcdo da producédo poderdo ser realizados, assim
como de clonagem de genes e expressao recombinante da proteina.
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Figura 1 — Exemplos da producao das atividades enzimaticas em meio sélido. A) Bactérias
em meio M9 cultivadas a 37 °C por um periodo de 72 h, a ndo ser que indicado diferente. B)
Fungos em meio MCD cultivados por um periodo de 5 a 7 dias.
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Figura 2 — Avaliacdo quantitativa da producéo de L-ASNase. A) Bactérias. B) Fungos. Os
dados sédo a média e o desvio padréo dos resultados obtidos em 3 frascos de cultura.
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