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RESUMO

O cancer de colo do utero provocado pelo papilomavirus humano (HPV) é
diagnosticado em mulheres por todo o planeta, principalmente em paises em
desenvolvimento, observando-se que problemas como escassez ou mesmo falta de
servicos de saude e educacao informativa e preventiva, acabam contribuindo para o
avanco desse tipo de cancer. Diversas pesquisas sdo constantemente realizadas para
a criagdo de produtos farmacéuticos que reduzam a proliferagdo de células
cancerigenas, e nesse estudo viu-se a enzima L-asparaginase como promissora,
tendo em vista sua capacidade anticarcinogénica contra diferentes alteragdes
oncongénicas, dentre elas, as linfoproliferativas, como é o caso da leucemia
linfoblastica aguda (LLA). O fungo Aspergillus niger foi escolhido para este estudo por
ser uma fonte com potencial capacidade de producdo de L-asparaginase, sendo
amplamente distribuido na natureza. O objetivo deste trabalho foi obter a L-
asparaginase produzida por A. niger suplementados com a farinha da semente de
Euterpe oleracea Mart, analisando a atividade antitumoral in vitro da enzima em
linhagens de células RAW, GM, Hela e SiHa. Foi realizada a obtenc¢ao da farinha da
semente de E. oleracea Mart e posterior analise dos compostos fendlicos, flavonoides
e atividade biolégica in vitro do substrato da farinha semente; bioprospecgédo da
enzima em diferentes tipos de fungos; verificagdo da produgéo de L-asparaginase em
fermentacao Semi-sélida e Submersa; identificacdo molecular do A. niger por meio da
Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR); purificagdo da L-asparaginase;
caracterizagao bioquimica (pH e temperatura 6timos, cinética enzimatica, influéncia
de ions e surfactantes e estabilidade em solventes organicos); analise da
citotoxicidade enzimatica em linhagens celulares RAW, GM, Hela e SiHa; viabilidade
morfolégica em células Hela e ensaio de migragao celular em células HelLa e SiHa.
Os resultados encontrados mostraram que A. niger apresenta maior atividade
enzimatica e concentragao de proteina na fermentagao semissélida, utilizando farinha
de semente de E. oleracea Mart como fonte de nutrientes. A enzima apresentou pH
otimo de 9,0 e temperatura 6tima de 50°C, resisténcia a diversos ions e surfactantes
e reducdo da atividade proliferativa das células HelLa, mostrando que a L-
asparaginase de A. niger pode ser uma alternativa futura para o tratamento do cancer
de colo do utero provocado pelo HPV 18.

Palavras-chave: Aspergillus niger, L-asparaginase, Euterpe oleracea Mart, células
Hela, células SiHa.
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ABSTRACT

Cervical cancer caused by the human papillomavirus (HPV) is diagnosed in women all
over the planet, mainly in developing countries, and problems such as scarcity or even
lack of health services and informative and preventive education end up contributing
for the advancement of this type of cancer. Several researches are constantly carried
out to create pharmaceutical products that reduce the proliferation of cancer cells, and
in this study the enzyme L-asparaginase was seen as promising, given its
anticarcinogenic capacity against different oncongenic alterations, among them,
lymphoproliferative, as is the case with acute lymphoblastic leukemia (ALL). The
fungus Aspergillus niger was chosen for this study because it is a source with potential
capacity for L-asparaginase production, being widely distributed in nature. The
objective of this work was to obtain L-asparaginase produced by A. niger
supplemented with Euterpe oleracea Mart seed flour, analyzing the in vitro antitumor
activity of the enzyme in RAW, GM, HelLa and SiHa cell lines. E. oleracea Mart seed
flour was obtained and subsequent analysis of phenolic compounds, flavonoids and in
vitro biological activity of the seed flour substrate; bioprospecting of the enzyme in
different types of fungi; verification of L-asparaginase production in semi-solid and
submerged fermentation; molecular identification of A. niger using the Polymerase
Chain Reaction (PCR); purification of L-asparaginase; biochemical characterization
(optimum pH and temperature, enzyme kinetics, influence of ions and surfactants and
stability in organic solvents); analysis of enzymatic cytotoxicity in RAW, GM, HelLa and
SiHa cell lines; morphological viability in HeLa cells and cell migration assay in HelLa
and SiHa cells. The results found showed that A. niger presents greater enzymatic
activity and protein concentration in semisolid fermentation, using E. oleracea Mart
seed flour as a source of nutrients. The enzyme presented an optimum pH of 9.0 and
an optimum temperature of 50°C, resistance to various ions and surfactants and a
reduction in the proliferative activity of HelLa cells, showing that L-asparaginase from
A. niger may be a future alternative for treatment. of cervical cancer caused by HPV
18.

Keywords: Aspergillus niger, L-asparaginase, Euterpe oleracea Mart, HelLa cells,
SiHa cells.
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1. INTRODUCAO

A cada ano, grandes mudangas no cotidiano dos individuos afetam de
maneira significativa seu organismo e, consequentemente, geram diversas doengas
agravantes, causando 6bitos (DA SILVA et al., 2022). Segundo a Organizagao Pan-
Americana da Saude (OPAS), o cancer é uma das principais causas de morte nas
Américas (OPAS, 2020) e o cancer de colo do utero € o terceiro mais encontrado,
onde mais de 56 mil mulheres na América Latina recebem o diagnéstico, e
infelizmente, mais de 28 mil delas ndo sobrevivem a essa doenca. Esses numeros
aumentam para 72 mil diagndsticos e 34 mil obitos, se considerarmos os Estados
Unidos e o Canada (OPAS, 2019), tornando-se de fato uma estatistica expressiva e
que necessita de atencéo.

Sabe-se que o cancer de colo do utero é causado por uma infec¢ao
persistente e de alto grau, que pode ser provocada pelos virus do Human Papiloma
Virus (HPV) que, ao entrarem nas células, alteram sua fisiologia e geram graves
lesbes (DUARTE et al., 2019). Os tipos mais comuns em todo o mundo sao
provocados pelos HPV’s 16 e 18, que sao os principais tipos ligados a carcinogénese
(OLIVEIRA et al., 2022). Tanto o HPV 16 quanto o HPV 18 s&o evitaveis, pois existe
vacinacgéao disponivel (OLESEN et al., 2019), todavia ainda ndo existem tratamentos
medicamentosos que provoquem a cura ou remissao total das lesbes provocadas
pelos HPV’s (EL-SALEM et al., 2019).

Os produtos naturais e a propria matéria-prima destes, s&o objetos de varios
estudos a respeito de formulagdes para produ¢cao de medicamentos e testes que nao
sejam tao agressivos ao corpo humano (FIGUEIREDO et al., 2023). No caso do
cancer do colo do utero, estudos sobre a criagcdo de novas tecnologias para facilitar o
tratamento precoce tanto de lesdes intraepiteliais quanto do cancer ja instalado, sao
conduzidos para a criacdo de produtos farmacéuticos que reduzam a incidéncia de
lesbes em células, como exemplo, a L-asparaginase, enzima amplamente estudada
no combate a células oncogénicas (EL-GENDY et al., 2021).

A industria farmacéutica sintetiza essa enzima a fim de utiliza-la em
medicamentos para leucemia linfoblastica aguda (LLA), todavia diversos efeitos
colaterais sdo provocados em decorréncia de sua principal via de producao, que sao
as bactérias gram-negativas Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi, gerando a

necessidade de pesquisas de outras fontes de L-asparaginase, destacando a
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liberacdo de metabdlitos secundarios por microrganismos eucariéticos e procarioticos,
gque em suma sao capazes de produzir uma enzima de alta eficiéncia, natural e
consequentemente causando menos efeitos adversos que um produto sintético
(GOMES, 2021).

Para obtencdo da L-asparaginase muito se pesquisou a respeito da espécie
de fungo Aspergillus spp., que sao amplamente distribuidos na natureza e tem a
capacidade de desenvolver diversos metabdlitos, com destaque para a L-
asparaginase (DIAS et al., 2019). Nesse sentido, estudos que comprovem a eficacia
desta enzima contra o HPV, podem significar um avango nos estudos de remissao ou
cura de casos de Leséo Intraepitelial de Baixo Grau (LSIL), Les&o Intraepitelial de Alto
Grau (HSIL) e carcinoma in situ, em mulheres com tal diagnéstico, diminuindo assim
a incidéncia de casos de cancer de colo do utero provocados por HPV.

A escolha da farinha da semente de Euterpe oleracea Mart como substrato
para o Aspergillus niger, se justifica pelo fato dela possuir excelente fonte nutricional,
tornando-o um potencial produtor de L-asparaginase (SANTOS et al., 2023), além
disso o bagacgo dos frutos de E. oleracea sdo uma fonte geradora de residuos
agroindustriais, tendo a oportunidade de aproveitamento, passam a ser fonte geradora
de substancias promissoras para o uso terapéutico, alimenticio, entre outros, pela
industria (COELHO, 2021).

Esta pesquisa tem como objetivo a produgéo natural da enzima L-asparaginase
pelo fungo Aspergillus niger, suplementado com a semente de Euterpe oleracea Mart
(acai), para desenvolvimento de alternativas de tratamento do cancer de colo do utero,
provocado pelos sorotipos de HPV 16 e 18, criando desta forma, metodologias
biotecnoldgicas com produtos naturais, promovendo beneficios que agregam
significativamente ao tratamento de mulheres acometidas por HPV, além de ser um
trabalho que muito tem a contribuir para o desenvolvimento sustentavel.

Este estudo € o primeiro de seu tipo a relatar a atividade antineoplasica in vitro
da L-asparaginase produzida por Aspergillus niger suplementados com a semente de
Euterpe oleracea Mart.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
e Obter L-asparaginase de Aspergillus niger suplementados com a farinha da

semente de Euterpe oleracea Mart e analisar sua atividade antitumoral in vitro.

2.2 Objetivos Especificos

e Obter farinha da semente de Euterpe oleracea Mart (agai) para suplementacéo
de Aspergillus niger;

e Analisar os compostos fendlicos e flavonoides e atividade biologica in vitro do
substrato da farinha da semente de Euterpe oleracea Mart;

e Rastrear fungos através dos tipos de fermentagdo para producdo de L-
asparaginase;

e Identificar por meio de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) as
caracteristicas genéticas do A. niger;

e Purificar os extratos brutos de L-asparaginase;

e Determinar e caracterizar a atividade enzimatica da L-asparaginase;

e Verificar o potencial citotéxico da L-asparaginase de A. niger em células RAW,
GM, Hela e SiHa;

e Avaliar a viabilidade morfolégica das linhagens de células HeLa e migragéo
celular em células Hela e SiHa apds tratamento com L-asparaginase.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Euterpe oleracea Mart

A Euterpe oleracea Mart (agai), conhecida como agai, € uma palmeira de porte
médio (OLIVEIRA, 2022), que pode atingir a altura de até 25 m, com caule de 15 a 25
cm de didmetro, geralmente possuem perfilhos com varios caules estipes em
diferentes estagios de desenvolvimento, com caracteristicas cilindricas, lisas, de cor
acinzentada, manchas de liquens, com cicatrizes deixadas pelas folhas que nascem
em sua extensdo. Sua altura e didmetro chegam entre 3 e 20 m e 7 a 18 cm
respectivamente, possuindo em sua por¢ao terminal um conjunto de 8 a 14 folhas

(CALBO et al., 2000), conforme demonstrado na figura 1:

Figura 1. Palmeira da Euterpe oleracea Mart

F 'y N — =

Fonte: Acervo pessoal

A palmeira de Euterpe oleracea Mart € muito frequente na regido amazonica,
principalmente na regido Norte e em alguns locais pantanosos da regido Nordeste. E
uma oleaginosa que possui sua polpa consumida em larga escala tanto pela
populagao brasileira como internacional (OLIVEIRA, 2022). Os frutos (Figura 2) sao
coletados em todas as estagbes do ano (PAULA, 1975), fazendo com que sejam
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geradas e consumidas grandes quantidades de residuos agroflorestais, o que
potencializa estudos para solugbes viaveis, econdmica, social e ambiental dessas
matérias primas (AUGUSTI et al., 2022).

Figura 2. Fruto de Euterpe oleracea Mart

Fonte: acervo pessoal

Dando destaque para a semente a E. oleracea Mart. (Figura 3) sua estrutura
corresponde a um carogo desprovido de epicarpo e mesocarpo, com eixo embrionario
diminuto e abundante tecido endospérmico, de formato esférico e representando mais
de 70% da massa do fruto completo (NASCIMENTO et al., 2010).

Figura 3. Semente de Euterpe oleracea Mart

Fonte: Acervo pessoal
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A semente de E. oleracea Mart, € um composto orgénico, rico em fibras,
lipidios, proteinas, carboidratos e gorduras, sendo de grande relevancia extrativista
na regido amazénica do Brasil (ZAVARISE, 2020), sabendo que através da semente
ocorre a produgao de oleos, que atualmente sao utilizados para o desenvolvimento de
cosméticos, medicamentos pela industria farmacéutica e nutracéutica, além de seu
uso na industria de biomateriais e alimenticia, que tem explorado com éxito a
capacidade deste produto. (LIRA et al., 2021; SERRAO et al., 2021).

Entretanto, as sementes de Euterpe oleracea Mart., ainda podem ser tratadas
como residuos de polpa, sendo encontradas pelas ruas (figura 4), gerando acumulos
nos lixdes, e pouco se estudava sobre sua importancia para a ciéncia e possibilidades
industriais, todavia, no decorrer dos anos foram ganhando papel de destaque em
pesquisas cientificas, e potencial valor econdmico agregado (OLIVEIRA, 2022).

Figura 4. Carocgos da Euterpe oleracea Mart

Fonte: Acervo pessoal
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3.2 Atividade antitumoral da enzima L-asparaginase

A enzima L -asparaginase nos ultimos 40 anos que tem sido estudada através
de sua purificagdo e caracterizagao (LUBKOWSKI & WLODAWER, 2020), na busca
de utilizar e avaliar sua capacidade anticarcinogénica contra diferentes alteragdes
linfoproliferativas, que é o caso da leucemia linfoblastica aguda (LLA) e linfoma de
Hodgkin (MUNEER et al., 2020), e no caso da LLA infantil, a L-asparaginase tem
conseguido aumentar a taxa de sobrevida da crianga para 90% (FONSECA et al.,
2021).

O tratamento da LLA nao afeta as células saudaveis, pois estas ainda
conseguem sintetizar asparagina endogenamente usando a asparagina sintetase
(ASSN), uma enzima que catalisa a conversdo do aspartato em asparagina usando a
glutamina como fonte (FONSECA et al., 2021). Muneer et al. (2020), em seu trabalho,
fala da capacidade da enzima de converter a L-asparagina em acido aspartico
(aminoacido essencial) e ambnia (composto quimico), conforme demonstrado na
Figura 5, justificando sua atividade antineoplasica, ja que tanto o aminoacido quanto
a amodnia estdo envolvidos em diversas atividades bioldgicas de regulagdo do corpo

humano.

Figura 5. Representacao esquematica da agao de L-asparaginase apds tratamento

do cancer
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Fonte: EINSFELDT, (2014) adaptado
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Outra questdo, € que a L-asparaginase faz parte do grupo de compostos
antileucémicos, devido a quantidade de asparagina sintetizada endogenamente pelas
células blasticas leucémicas ser insuficiente, fazendo com que esta dependa de um
suprimento externo para crescimento (FONSECA et al., 2021).

Sabe-se que proteinas medicinais sao potentes indutores de producido de
anticorpos antidrogas (AAD), sendo chamados também de anticorpos neutralizantes
(Figura 6) ou n&o neutralizantes. Ocorre que anticorpos neutralizantes podem se ligar
ao sitio ativo da proteina terapéutica, inibindo seu mecanismo de agao e reduzindo
sua eficacia, direcionando o tratamento para uso de doses maiores ou mais
frequentes, caso contrario, podera nao ocorrer o efeito terapéutico em sua totalidade
(BAKER et al., 2010), isso acontece porque é natural que bioprodutos terapéuticos
compartilhem semelhangas estruturais com proteinas naturais do organismo receptor
(KHANEGHAH & FAKHRI, 2019).

Figura 6. Respostas imunoldgicas adaptativas a microrganismos extracelulares

Reconhecimento de Producdo de Os anticorpos neutralizantes ligam-se ao sitio
proteinas medicinais anticorpos ativo das proteinas, impedindo a sua ligagao
pelas células B neutrallzan_tes ou nao aos receptores celulares, reduzindo a sua

neutralizantes eficacia
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Proteinas medicinais podem ser reconhecidas por linfécitos B e induzir a produgdo de anticorpos
antidrogas (AAD). Os anticorpos (AC) podem ser classificados em neutralizantes ou ndo neutralizantes.
Os nao neutralizantes (em verde) se ligam a molécula alvo sem comprometer suas fungdes. Os AC
neutralizantes (em azul) por sua vez, se ligam aos sitios ativos da molécula, comprometendo suas
fungdes e/ou seu reconhecemos por receptores celulares. A producdo de AADs neutralizantes podem
comprometer o uso de proteinas medicinais, exigindo doses maiores ou mais frequentes que podem
comprometer o tratamento. Fonte: Autor — Criado com BioRender.com
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Sobre os anticorpos ndo neutralizantes, embora ndo se liguem ao sitio ativo,
estes podem acelerar o processo de depuracdo do farmaco, formando
imunocomplexos juntamente com os bioterapéuticos, sendo capazes de remové-los
da circulagdo sanguinea através do sistema reticuloendotelial (FONSECA et al.,
2021).

A L-asparaginase embora seja uma enzima de grande potencial terapéutico, se
destaca pela sua alta capacidade de provocar respostas imunes em pacientes, por
conta do seu tamanho molecular avantajado e muitas vezes por ser de origem
bacteriana (FONSECA et al., 2021). No momento em que a L-asparaginase entra em
contato com o corpo humano, tanto os linfoblastos normais quantos os leucémicos
poderao fragmenta-las através das proteases lisossdbmicas catepsina B e asparagina
endopeptidase (FUNG et al., 2017), intensificando o processamento antigénico e
proporcionando uma resposta imune notavel (BATOOL et al., 2016; VERMA et al.,
2007).

Muitos tratamentos com a L-asparaginase obtida principalmente de bactérias
gram-negativas (Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi), sdo interrompidos devido a
efeitos colaterais como anafilaxia, urticaria, coceira, erupg¢ao cutanea, edema, eritema,
doenca do soro e broncoespasmo (PIETERS et al., 2011). Bowman et al. (2011),
apresentaram em sua pesquisa que efeitos indesejados como esses, foram
observados desde a década de 70, entretanto, cerca de 30 a 75% dos usuarios de L-
asparaginase apresentam algum tipo de hipersensibilidade, onde até 70% desses
pacientes desenvolvem AAD.

Por outro lado, ndo se tem medido esforgos para producéao e sintetizagao da L-
asparaginase por diversas fontes naturais, utilizando outras espécies de
microrganismos, como é o caso do estudo de Vala et al. (2018), que utilizou o
Aspergillus niger de origem marinha para sintetizar a L-asparaginase e percebeu que
a enzima purificada (resultado do produto), apresentou atividade antiproliferativa
contra varias linhagens celulares de cancer.

Além disso, a L-asparaginase € amplamente utilizada como fonte terapéutica,
e na industria de alimentos, com o objetivo de combater a acrilamida, um potente
carcinogeno humano presente em alimentos industrializados como batata frita,
cereais, biscoitos, entre outros (VALA et al., 2018), existindo uma extensa variedade

de organismos, incluindo microrganismos, como bactérias, fungos, algas e plantas
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que produzem L-asparaginase (MUNEER et al., 2020), o que justifica a escolha dessa

enzima associada ao fungo Aspergillus niger, para o presente estudo.
3.2.1 Uso biotecnolégico das atividades biolégicas do Aspergillus niger

O género Aspergillus sp. € um fungo cujos conidios sao encontrados no ar, seu
taxon possui mais de 200 espécies distribuidas na natureza. O género Aspergillus
niger, apresenta fases assexuada ou mitética de ascomicetos da ordem Eurotiales,
subgénero Circumdati, classe dos hyfomicetes, se¢ao niger (BENICIO et al., 2003). O
Aspergillus niger € um fungo ascomiceto filamentoso (Figura 7) (BAKER, 2006),
microrganismo de elevada importancia biotecnoldgica, que € amplamente estudado
ha mais de 50 anos, ainda mais por produzir enzimas extracelulares (SCHUSTER et
al., 2002).

Figura 7. Aspergillus niger via microscopia de 6tica infinita

Fonte: Acervo pessoal

Para a produgdo de enzimas em larga escala através de microrganismos, se
faz necessario avaliar o aspecto custo-eficacia, pois o aproveitamento de residuos

naturais e industriais como substrato para a produgdo de enzimas gera fatores
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econOmicos e favoraveis ao meio ambiente (ANDRADE et al., 2022). Rodriguez-
zuniga et al. (2011) demonstrou em seu trabalho que a fermentagdo em estado sdlido
de diferentes substratos (bagago de cana-de-agucar, farelo de soja e farelo de trigo),
que seriam desprezados no meio ambiente, resultou no aumento da produgao
enzimatica de celulases por A. niger, pois sao residuos que seriam desprezados, no
entanto, foram aproveitados como substratos fungicos.

Contudo, vinculada a ampla distribuicdo do A. niger na natureza e sua alta
capacidade de produgéo enzimatica, justifica-se a sua utilizagao frequente associada
a residuos agroindustriais, ja que ele demonstra afinidade com esses produtos para
produzir enzimas de amplo uso industrial como lipase, L-asparaginase e celulose,
(COELHO et al., 2001).

3.3 Cancer de colo do utero e suas prospecgoes de tratamento com produtos

naturais

O céncer do colo de utero é diagnosticado em mulheres por todo o planeta,
principalmente em mulheres de paises em desenvolvimento, como alguns paises
latino-americanos, notando-se que problemas como escassez ou mesmo a falta de
servigos de saude, educacédo informativa e preventiva, agbes geradas por programas
de saude que intervenham e controlem os dados epidemioldgicos, além de acesso a
exames preventivos como o teste de Papanicolau, acabam contribuindo para o avancgo
do céncer cervical (SIMOES et al., 2019).

A infecgcao por HPV é considerada o principal fator de risco para o cancer de
colo do utero, e atrelado a fatores socioeconémicos, ambientais e estilo de vida (inicio
precoce da vida sexual, alcoolismo, tabagismo, multiplos parceiros sexuais, pouca
higiene genital e uso prolongado de contraceptivos orais), o aparecimento dos
sintomas se tornam ainda mais acelerados. Existem mais de 200 tipos de HPV
catalogados, entretanto somente 13 destes estdo relacionados a carcinogénese
cervical uterina (INCA, 2019), e os sorotipos 16 e 18 estdo envolvidos em 70% dos
casos de lesdo intraepitelial cervical (SIMOES et al., 2019).

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), apenas no ano de 2020, 6.627
mulheres no Brasil foram a ébito, provocado por cancer de colo do utero, sendo que
2058 desses casos, ocorreram na Regiao Nordeste, perdendo apenas para a Regiédo
Sudeste do pais, onde foram registrados 2198 casos (INCA, 2023).



29

Em uma analise regional realizada pelo INCA (2019), o cancer do colo do utero
€ o primeiro mais incidente na regido Norte (26,24/100 mil) e o segundo nas regides
Nordeste (16,10/100 mil) e Centro-Oeste (12,35/100 mil). Ja na regido Sul (12,60/100
mil) ocupa a quarta posigao e, na regiao Sudeste (8,61/100 mil), a quinta posi¢cao
(figura 8), demonstrando a necessidade de concentrar esfor¢os para descobertas de

novos tratamentos capazes de diminuir esses indicadores.

Figura 8. Representacdo espacial das taxas estimadas de incidéncia por neoplasia

maligna do colo do utero, ajustadas por idade pela populagdo mundial, por 100 ml
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Fonte: INCA, 2019 (adaptado)

Behaker (2021), em seu estudo mostrou que os inibidores de Histona
Desacetilase (HDACI) foram capazes de promover a parada do ciclo celular, causando
apoptose pela via intrinseca, diminuindo os niveis das proteinas do RNA mensageiro
dos oncogenes EG6 e E7, reduzindo a atividades do virus do HPV.

Na pesquisa de FATIMA et al. (2019), foi utilizada a enzima L-asparaginase
produzida da bactéria P. aeruginosa (fonte natural), para inibir o crescimento de
células de cancer cervical humano in vitro, obtendo resultados promissores,
fortalecendo ainda mais a prospeccéo do uso de enzimas extraidas de fontes naturais

para tratamentos de cancer.
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Os extratos Euterpe oleracea Mart e Geissospermum vellosii foram aplicados
nas células SiHa e Hel.a, para verificacdo de sua atividade antitumoral, na pesquisa
de Pinto et al. (2023), e constatou-se que os efeitos de citotoxicidade sobre as duas
linhagens estudadas, forem promissores com o uso do extrato alcoodlico de
Geissospermum vellosii, mostrando que séo validos e necessarios os esforgos para

descobertas de tratamentos extraidos de produtos presentes na natureza.
4. MATERIAL E METODOS
4.1 Preparacgao da farinha da semente de Euterpe oleracea Mart (acai)

Os frutos de Euterpe oleracea Mart sédo provenientes do Parque do Jugara (Av.
Principal - Maracana, Sao Luis - Maranhao, Brasil, 65000-000), e foram manipulados
no Nucleo de Imunologia Basica e Aplicada (NIBA) da Universidade Federal do
Maranhdo (UFMA). Os frutos foram selecionados e higienizados em solu¢do de
hipoclorito a 10% v/v, logo em seguida foram despolpados, a parte fibrosa foi removida
e as sementes limpas. A secagem das sementes foi realizada em estufa de circulagéo
de ar (SL-100 de 27 a 150 litros) em 60 °C durante 24h. Apos a secagem as sementes
foram trituradas em moinho e peneiradas em peneira de 12 mesh, para a obtencao da
farinha utilizada na suplementagdo dos fungos utilizados neste estudo (Figura 9)
(SILVA et al., 2016).

Figura 9. Etapas da preparacéo da farinha semente de Euterpe oleracea Mart (agai)
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Passo a passo das etapas de preparacdo da farinha da semente de E. oleracea Mart. Fonte: Autor —
Criado com BioRender.com
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4.2 Determinacgao quantitativa de compostos fenélicos e flavonoides totais do

substrato da farinha da semente de Euterpe oleracea Mart

A determinacdo de fendlicos totais do substrato da semente de Euterpe
oleracea Mart, foi realizada através do método colorimétrico quantitativo de Folin-
Ciocalteu (Waterhouse, 2002). Com curva padrao expressa em acido galico (5 a 100
ug acido galico mL"). Em que o teste foi realizado com 2,0 mL da solugdo de Folin-
Ciocalteu 10% (v/v), e 2,0 mL de solugao de carbonato de sodio 4% (m/v) e 100uL da
concentragdo 500 ug mL"' da amostra (substrato da semente de Euterpe oleracea
Mart), apés homogeneizagao e abrigo de luz por 30 min., foi realizada a leitura da
absorbancia em espectrofotometro UV-Vis (Quimis, Mod.Q-898U2M5) a 760nm. Os
ensaios foram realizados em triplicata. O teor de fendlicos totais foi calculado
utilizando a equagao de regresséo obtida a partir da curva de acido galico.

A determinacgao dos teores de flavondides totais foi realizada segundo o método
descrito por Woisky e Salatino (1998) com adaptagdes. Para o estudo utilizou-se
aliquotas de 3,0 mL das amostras em estudo na concentragdo de 500 ug mL"' com a
adicdo de 300 pL de solugdo etandlica de Cloreto de aluminio 5% (AICl3), foi
homogeneizada e colocada sob abrigo de luz por 30 min. Para posterior leitura de
absorbancia em espectrofotdmetro UV-Vis (Quimis, Mod.Q-898U2M5) a 420 nm. O
conteudo de flavonoides totais foi determinado usando uma curva padréao de
quercetina (5 a 40 pg/mL). A partir da equacgao da reta obtida, realizou-se o calculo do
teor de flavonoides totais, sendo os resultados expressos em mg de quercetina por

grama da amostra.

4.3 Atividade bioldgica in vitro do substrato da farinha da semente de Euterpe
oleracea Mart

4.3.1 Avaliagcao da atividade antioxidante pelo método DPPH e ABTS

A avaliagdo da atividade antioxidante do substrato da semente de Euterpe
oleracea Mart., foi conduzida utilizando as técnicas de DPPH com base na
metodologia de Brand-Williams & Berset (1995) e ABTS conforme proposto por Re et
al. (1999) com adaptacgdes de Teles et al. (2021).
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Inicialmente, as amostras foram medidas em triplicata, com concentracdes
variando de 500 a 125 pg/mL para ambas as técnicas (DPPH e ABTS). Para realizar
as medicoes, 200 yL de cada solugao foram transferidos para tubos de ensaio,
seguidos pela adigdo de 3000 pL da solugéo do respectivo radical a ser testado, foram
homogeneizados, e mantido em ambiente escuro por 6 minutos para a técnica ABTS
e por 30 minutos para a técnica DPPH. O etanol foi utilizado como controle (branco).
Apds o abrigo de luz as absorbancias foram lidas para o DPPH (517nm) e ABTS
(734nm), foi possivel construir a curva "concentragdo vs. absorbancia" para cada

amostra.

4.4. Rastreamento de Fungos para Producao de L-asparaginase utilizando como
substrato da farinha da semente de Euterpe oleracea Mart (acgai)

Com o objetivo de obter possiveis fontes de producéo de L-asparaginase com
alta atividade enzimatica quando utilizado como substrato a farinha da semente de
Euterpe oleracea Mart, foram verificadas as atividades enzimaticas dos extratos
brutos produzidos pelos Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Curvularia, Fusarium
solani, Fusarium oxysporum, Penicillium decumbens e Rhizopus sp. Todos os
microrganismos do estudo foram obtidos da micoteca (isolados do ar e ambiente
marinho) da Universidade Federal do Maranhao, S&o Luis, Brasil.

4.4.1 Influéncia do tipo de fermentacao para producao de L-asparaginase

Os extratos brutos foram obtidos de dois tipos de fermentacéo: Fermentagao
semi-solida (FSS) e Fermentagdo Submersa (FSBm) e produzidos pelos Aspergillus
niger, Aspergillus flavus, Curvularia, Fusarium solani, Fusarium oxysporum,

Penicillium decumbens e Rhizopus sp.

4.4.1.1 Fermentagao Semi - solida (FSS)

Os fungos foram submetidos a fermentagdo FSS para producédo de L-
asparaginase segundo a metodologia de Dias et al., (2015) adaptada, 50g de farinha
da semente de agai e 20mL de solugio L-asparagina 100 mMol/L™", foram adicionados

5 fragmentos do meio de cultura, aproximadamente 5mm? de cultivo, foram mantidos
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por 120h em temperatura de 30°C. Apds o periodo de fermentagao, os cultivos foram
adicionados de 50 mL de tamp3o tris — HCI 50 mMol/L"' pH 8,0 sob agitagdo a 190
rom em temperatura de 25°C, por 60 min. Apos a agitagao, os cultivos foram filtrados
e centrifugados a 14.000 rpm a 4°C e o sobrenadante foi considerado como extrato
bruto de FSS.

4.4.1.2 Fermentagao Submersa (FSBm)

No estudo conduzido por FSBm, foi seguido abordagem metodoldgica
adaptada de Mahajan et al. (2013). Com objetivo de avaliar o potencial da farinha da
semente de Euterpe oleracea Mart. Para isso, foram utilizados diferentes caldos
nutrientes comerciais (Caldo Czapek®, Peptona de Carne Bacteriolégica®, Khanna®,
Vogel®, Meio SR®) como referéncia e comparagao dos resultados. Os frascos com
caldos nutrientes comerciais e o frasco com a farinha da semente de Euterpe oleracea
Mart, continha o meio tampao tris — HCI 50 mMol/L-* pH 8,0, NH4sNO3 (2 g/L), KH2PO4
(1,52 g/L), KCI (0,52 g/L), MgSO4 (0,52 g/L), CuSO4 (0,001 g/L), ZnSO4 (0,001 g/L),
FeSO4 (0,001 g/L) e L-asparagina (10 g/L), adicionados 5 fragmentos do meio de
cultura, aproximadamente 5mm? de cultivo. Os meios liquidos foram mantidos sob
agitacao orbital a 190 rpm em temperatura de 30°C durante 7 dias, amostras foram
coletadas a cada 24 horas, com o objetivo de verificar o tempo de maior atividade
enzimatica. As amostras coletadas foram filtradas, centrifugadas em 10.000 rpm a 4°C
em 25 minutos e o sobrenadante foi considerado como extrato bruto de FSBm.

4.5 Fungo que apresentou melhor producao de L-asparaginase suplementado
com a farinha da semente de Euterpe oleracea Mart

4.5.1 Identificagcao microscépica do Fungo

O Fungo obtido da coleg¢ao de fungos da Universidade Federal do Maranhao,
isolados do ar do ambiente marinho da cidade universitaria da UFMA, foram
analisados via microscopia de 6ptica infinita, em objetiva de 40x. Sendo colocada uma
gota do reagente Azul de Amann, sobre uma lamina perfeitamente limpa, para colorir
0s esporos e outras estruturas do fungo. Com o estilete limpo e flambado, foram
removidas pequenas porgdes de material a ser examinado e depositado sobre a gota.
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A lamina foi comprimida com batidas suaves e rapidas, executadas com o cabo do

estilete, depois coberta com laminula.

4.5.2 Identificagao molecular do Fungo

4.5.2.1 Cultura e Isolamento fungico

A amostra ambiental do fungo filamentoso identificado previamente como
pertencente a espécie A. niger da colegdo da micoteca (isolados do ar e ambiente
marinho) da Universidade Federal do Maranh&o, S&o Luis, Brasil. foi utilizado para
essas analises. O cultivo dos fungos foi realizado em placas de Petri de meio cultura
Sabouraud Dextrose 4% (MERCK) e incubados em estufa bacteriologica (SOLAB SL-
101) a 37 °C por 5 dias. Todos os procedimentos de cultivo e repicagem ocorreram

em capela de fluxo laminar proximo ao bico de Bunsen.

4.5.2.2 Extragao de DNA

A extragao de DNA foi realizada segundo a metodologia de Valenzuela-Lopez
et al (2017). As cepas foram colocadas em tubos de Falcon contendo esférulas de
vidro e dissolvidas em lysis fungal solution (LFS) 1%. Foram agitadas 2.000 rpm por
5 minutos e colocadas em banho-maria a 65°C por 1 hora. Foram adicionados 500 ul
de tampéao de lise e novamente agitadas em vortex por 40 segundos. As amostras
foram centrifugadas por 2 minutos a 13.000 rpm. Foram adicionados 275 ul de acetato
de amoénio (pH 7) e as amostras foram incubadas por 5 minutos em banho-maria a
65°C. Apds esse procedimento, foram incubadas em gelo por 5 minutos.

Foram adicionados 500 ul de fenol cloroférmio e as amostras centrifugadas
por 3 minutos a 13.000 rom. 600 pl do sobrenadante foram transferidos para um novo
microtubo de 2mL e adicionou-se 1 ml de alcool isopropilico. Apds agitagcéo de 2.000
rpm por 5 minutos o sobrenadante foi descartado. Foram adicionados 400 ul de etanol
70% e posterior centrifugagao por 5 min a 14.000 rpm. O sobrenadante foi descartado
por decantacao sobre um papel de filtro. Apos 24 horas as amostras foram dissolvidas
em 50 ul de H2O ultrapura e incubadas por 20 minutos a 37°C. As amostras foram
armazenadas a -20°C. Posteriormente, as amostras foram quantificadas. A pureza e
a concentracdo do DNA foram determinadas por meio do espectofotdbmetro Nano
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Drop2000/2000c UV-Vis. Quando as relagcdes entre as densidades Opticas,

A260/A280, foi igual ou maior que 1.7, o material foi considerado puro.

4.5.2.3 Reacao da cadeia em polimerase (PCR) da regiao ITS

Para analise molecular foram utilizados primers espécie especificos
(Thermofisher- Scientific) da regido do espagador interno transcrito (ITS) e fragmentos
ITS1-5.8S-ITS2 (White et al., 1990). As sequéncias de nucleotideos utilizados foram
ITS 1(5'- GCTCATTAAATCAGTTATCG-3) e ITS 2 (5-
GTTATTATGATTCACCAAGG-3' -3’) de acordo com Alabdalall et al., (2020).

Reacdo da cadeia em polimerase (PCR) das regides tiveram volume final de
25ul, com a utilizagdo de Conjunto para PCR MasterMix (Ludwig Biotecnologia)
contendo Tris-KClI, pH 8,4; 2,0 mM de MgCI2; 0,2 mM DNTP mix e 2,5 U de Taq DNA
polymerase; 12,5 yl de Pré-Mix; 6,5 pl de agua ultrapura; 2,5 yl dos primers ITS1-
5.8S-ITS2 (Termofisher Invitrogen 10 pmol mL-1) 1,0 yl DNA (5 ng mL-1) e seguindo
as seguintes condi¢des de termociclagem no equipamento Termocicladores Biocycler
MJ96G.

A descricado dos ciclos de PCR realizados para amostras de A. niger foi de
95°C por 8 min, 34 ciclos 94° C por 1 min, 57° C por 1 min e 72 C por 1 min e depois
72 C por 7 min para extensao e finalizando em 4 °C. Os amplicons foram submetidos
a eletroforese em gel agarose a 1,5 % a 90 V por 120 minutos em TBE 1X (Ludwig
Biotecnologia) e marcador molecular (Ladder 100 pb - 0,1 pg/pl-Ludwig
Biotecnologia). Os produtos foram avaliados quanto a qualidade em transluminador
(Loccus L-PIX TOUCH) (Vilber Lourmat ECX-F20.M).

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese para verificar se houve
amplificagdo. Em seguida, foi realizada a eletroforese de gel de agarose acordo com
Sambrook & Russel (2001), uma quantidade de 1g de agarose foi pesada e,
simultaneamente, 40 mL de solug&o tamp&o contendo Tris, Borato e EDTA (TBE) 1X
foram medidos em uma proveta. A agarose foi entdo dissolvida na solugédo de TBE
1X, cuja saida estava vedada com filme plastico. A mistura foi levada ao micro-ondas
por 1 minuto e 30 segundos. Apds o periodo de aquecimento, a solugao foi agitada
vagarosamente até que a agarose estivesse completamente dissolvida e foi

acrescentado 3 ul de brometo de etidio a solugdo de agarose.
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ApOs essas etapas, foram misturados 4 pul de cada produto de PCR e 3,5 ul
do corante DNA Loading Buffer (6X) (Ludwig Biotec). Em seguida, foram pipetados
7,5 ul dos volumes de cada uma das amostras nos pogos do gel e 3 ul de marcador
Ladder separadamente. As amostras serdo entdo submetidas a eletroforese em gel
agarose a 1% a 90 V por 40 minutos em TBE 1X. Os produtos foram avaliados em
transluminador quanto a sua quantidade e qualidade.

4.6 Purificacao dos extratos brutos de L-asparaginase

Os extratos brutos das FSBm e FSS obtidos foram precipitados segundo a
metodologia de Vala et al. (2018) adaptada, em diferentes fragdes da L- asparaginase:
(0 -40%) e (40 - 80%) de etanol, isopropanol e sulfato de amdnio, com o objetivo de
evitar perdas significativas de proteinas e verificar quais métodos de precipitagdo sé&o
mais adequados para L-asparaginase, otimizando a sua extragdo. Os precipitantes
foram adicionados nos extratos brutos de L-asparaginase e mantidos a 4 °C por 24
horas em agitagcdo branda, sendo depois centrifugada a 14.000 rpm por 25 min a 4
°C.

O precipitado foi ressuspendido em um volume na propor¢ao 2 do volume
total do extrato centrifugado com tampéo tris - HCI 50 mMol/L™' pH 7.0. Em seguida,
foi realizado o processo de dialise, a suspenséao foi dialisada em 5 litros contra o
mesmo tampao utilizado para preparagao dos extratos brutos a 4 °C por 6h, com duas
trocas a cada 3 horas e a ultima troca foi mantida em “overnight”.

Apos a dialise, os precipitados foram centrifugados a 10.000 rpm por 25
minutos a 4°C e foram ressuspendidos com o mesmo tampao utilizado para
preparagao dos extratos e armazenados a - 34°C para os estudos seguintes
classificados como: L-asparaginase F1 (Fragdo 0 —40%) e L-asparaginase F2 (Frac&o
40 — 80%). As purificagbes das fragdes foram realizadas através de cromatografia de
troca idnica utilizando a coluna dietilaminoetil celulose (DEAE celulose).

4.7 Concentracao de proteina
A concentragdo de proteinas foi estimada pelo método de Warburg & Christian

(1941) em espectrofotdmetro nas absorbancias de 260 nm e 280 nm, utilizando a

seguinte férmula:
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[concentracdo de Proteina] mg/mL = A260nm X 1,55 — A280nm X 0,75

4.8 Determinagao da atividade de L-asparaginase

A atividade da L-asparaginase foi avaliada pela formagéo de B-hidroxamato
aspartico a partir de asparagina e hidroxilamina, de acordo com DRAINAS et al.
(1977). A mistura de reagéo foi constituida de 300 pL de tampao Tris-HCI 20 mmol L-
1, pH 8,0; 100 pL de L-asparagina 100 mmol L-1; 100 pyL de hidroxilamina 1M e 500
ML da amostra enzimatica. A mistura foi incubada em banho-maria a 37°C, por 15 min,
sendo a reacao interrompida com adigao de 250 yL de solucdo constituida de HCI
(2,4%), cloreto férrico (10%) e TCA (5%).

A reacao enzimatica entre o hidroxamato aspartico e cloreto férrico produz
uma coloragéo avermelhada, cuja absorbéancia foi medida em espectrofotometro a 500
nm. A curva analitica foi feita utilizando-se uma solucédo de B-hidroxamato aspartico
(0,1 ymol/mL a 3 ymol/mL). Uma unidade de atividade de L-asparaginase (U) foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para formar um umol de (-
hidroxamato aspartico por minuto, nas condigdes de ensaio. A atividade especifica da
L-asparaginase foi expressa como umol de B-hidroxamato aspartico formado por

minuto por miligramas de proteina.

4.9 Caracterizagcdao bioquimica de L-asparaginase purificada do Extrato de
Fungo

4.9.1 pH 6timo e estabilidade

Foram testados diferentes faixas de pH com varia¢des de pH 3,0 a 9,0 das
solugbes de tampéo acetato 0,1M, tris — HCI 0,1M e citrato fosfato 0,1M. Para
estabilidade, a reagao de cada faixa de pH foi mantida por 1 h a 37°C, os testes foram
feitos em triplicata nas condi¢des reacionais descritas no item 4.8.

4.9.2 Temperatura 6tima e estabilidade

Para determinagcdo da temperatura 6tima, a solugdo de L-asparaginase 100
mmol L-1 foi mantida durante 30 minutos em temperaturas de 10 a 90 °C e para
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estabilidade a enzima foi mantida por 1h nas mesmas faixas de temperaturas. Os

testes foram feitos em triplicata nas condicdes reacionais descritas no item 4.8.

4.9.3 Efeito de agentes surfactantes e ions metalicos presentes nos sais

Para avaliar a estabilidade frente a diferentes surfactantes e ions, foi utilizado
a metodologia de VALA et al. (2018) adaptada, a L - asparaginase foi incubada durante
1 h em diferentes proporgdes 0,01%, 0,10% e 0,50% (p/v) dos seguintes surfactantes:
Triton X-100, Tween-20 e Tween-80 (ndo-ibnicos) e dodecil sulfato de sddio SDS
(i6nico). O efeito dos ions metalicos na atividade enzimatica, foram realizados através
da pré-incubagao L-asparaginase em tampéo Tris-HCI de 50 mM (pH 8.0) com 0,01
mM de CoSO4, FeCls, CaCOs, NaCl, MgClz2, MnSQO4, ZnSO4 a 35 °C por 1h. Os testes
foram feitos em triplicata e atividade residual foi medida segundo item 4.8.

4.9.4 Estabilidade em solventes organicos

Para determinar a estabilidade da L-asparaginase F2 de A. niger em acetona,
etanol, metanol e isopropanol utilizou a metodologia de Oliveira et al. (2020) adaptada
para L-asparaginase, a enzima foi incubada por 1 h a 37°C em diferentes
concentragdes de solventes (25, 50, 80 e 100%, v/v). Apos a incubacgéo, a atividade
residual foi medida segundo item 4.8.

4.9.5 Determinagao dos parametros cinéticos

Os parémetros cinéticos foram testados pela Constante de Michaelis (Km),
velocidade maxima (Vmax) e da L-asparaginase purificada foram determinados
segundo a metodologia de Vala et al. (2018) usando substrato L-asparagina na faixa
de concentragdo de 0,1 a 6 mMol/L-! por 30 min a 35°C e sua atividade residual foi
determinada segundo o item 4.8.
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4.9.6 Tempo de armazenamento

Com o objetivo de determinar o tempo de armazenamento da L-asparaginase
de A. niger em temperatura de 34°C, foi verificada a atividade enzimatica a cada 15
dias para determinar a sua atividade residual.

4.10 Atividade citotoxica da L-asparaginase em células RAW, GM, HelLa e SiHa

A citotoxicidade da enzima foi verificada utilizando a metodologia El-Gendy et
al. (2018) e Mosman (1983) com adaptagdo, as células humanas derivadas de
fibroblasto humano (Células GM) e macr6fagos murinos (RAW 264.7) como controle
em células saudaveis, carcinoma epitelial cervical (HelLa) e células de cancer uterino
(SiHa) foram cultivadas em meio DMEM - Low Glucose suplementada a 10% de Soro
Fetal Bovino e 1% de antibiético incubadas em estufa a 5 % de CO2 a 37 °C. Apds o
periodo de cultivo, as células foram tripsinizadas, centrifugadas a 1.200 RPM por 10
minutos, contadas em camara de Neubauer e posteriormente aliquotadas em uma

densidade de inoculagdo de 1x104 células/ml, utilizando placas de 96 pocos e tratadas

nas concentragdes de L - asparaginase de A. niger 100 a 6,25 pg/mL-" no periodo de

24, 48 e 72h. A viabilidade celular foi estimada usando 3-(4, 5-dimethythiazol-2-yl)-2,
5-difenil tetrazolium brometo (MTT) como:

[(amostra - em branco) / (controle - em branco) x 100%]

A quantidade de enzima que inibiu 50% da viabilidade (IC50) foi calculada. A
viabilidade celular na presenca de DMSO em vez de enzima foi medida como um

controle.

4.11 Viabilidade morfolégica em células HelLa via Microscopia de Luz Invertida

A morfologia celular foi analisada por microscopia de luz invertida (Optika
Microscope, Eco, Estados Unidos da América), apos tratamento com L-asparaginase
na concentragdo de 100 ug/mL. A analise de imagens foi realizada utilizando o
software Axiovision Release 4.8.1 (Carl Zeiss Inc., Jena, Alemanha). As células foram
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cultivadas em placas de 12 pogos na presenga e auséncia de L-asparaginase por 24,

48 e 72 horas e depois observadas ao microscopio.

4.12 Ensaio de Migragao celular em células HelLa e SiHa

O ensaio de migragao celular foi realizado segundo a técnica de migragao
Transwell, nas células HelLa e SiHa, que foram cultivadas em placas de 24 pogos a
1,5 x 10° células/pogo suplementadas com 10% de soro fetal bovino e mantidas em
estufa a 37°C com atmosfera de 5% de COa, por 24 horas, para permitir que as células
se fixassem e formassem uma monocamada. Os riscos retos foram feitos na
monocamada celular usando ponta de pipeta de 200 pl.

O meio de cultura foi removido e as células lavadas com PBS 1X para remover
os residuos celulares. Em seguida, as células foram tratadas com 1,731 pyg/mL (1C50)
na Linhagem HelLa e 74,498 ug/mL (IC50) na linhagem SiHa de L-asparaaginase de
A. niger e mantidas por 72 horas, as células tratadas com meio de cultura sem L-
asparaginase foram utilizadas como controle negativo. As lacunas das fendas foram
fotografadas nos intervalos de 0 e 72 horas, usando um microscépio invertido Axiovert
200M (Zeiss; Alemanha) e medidas utilizando o software ImagedJ (NIH, Bethesda, MD)
nas imagens tiradas dos pogos com os testes controle e com a enzima no meio de

cultura. A area da lesdo foi determinada em milimetros (mm).
4.13 Analise estatistica

Os resultados deste estudo foram analisados através de uma analise com
ANOVA e Tukey (p < 0.05) pelo software GraphPad Prism 8.0.1. Os resultados foram
reportados como média + desvio padrao (DP) das determinacgdes triplicadas.
5. RESULTADOS
5.1 Farinha da semente de Euterpe oleracea Marte (acai)

Ap0s trituragdo em moinho e peneiradas em peneira de 12 mesh, as sementes

da E. oleracea Mart foram transformadas em farinha (Figura 10), que foi utilizada na
suplementagao dos fungos empregados neste estudo.
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Figura 10 Resultado da farinha da semente de Euterpe oleracea Mart (agai)

A: Sementes apo6s a coleta; B: Sementes apds a higienizagao; C: Farinha produzida com a semente

5.2 Quantificacado Quimica de Fendis e Flavonoides totais do substrato da

farinha da semente de Euterpe oleracea Mart

O teor de compostos fendlicos totais encontrados para substrato da semente
de Euterpe oleracea Mart, como observado na (Tabela 1), calculados através da
equacao de regressdo y = 0,0009x - 0,0681, com R? de (0,9961). O teor de Flavonoide
totais foi calculado através da equagéo de regressdo y = 0,028x - 0,0625, com R? de
(0,9938).

Tabela 1. Teores de compostos fendlicos e flavonoides totais do substrato da semente

de Euterpe oleracea Mart.

Quantificagdo Quimica

Amostra Analisada fenolicos totais flavonoides totais
(mg EAG g™)* (mg EQ g')*
Substrato da farinha da 56,75 + 0,353 27,74 + 0,8046

semente de agai

*EAG = equivalente em acido galico. *EQ = equivalente em quercetina. Valores das médias das
triplicatas + desvio padrao.
Fonte: autores, (2023).

A analise quimica realizada no substrato da farinha da semente de Euterpe
oleracea Mart, revelou conteudos significativos de compostos fendlicos totais e
flavonoides totais. Os fendlicos totais foram quantificados em aproximadamente 56,75
miligramas de equivalente de acido galico por grama (mg EAG g-1), com uma margem
de erro de + 0,353. Esses compostos sdo reconhecidos por suas propriedades
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antioxidantes e tém sido associados a beneficios para a saude, devido a capacidade
de combater o estresse oxidativo no organismo.

Além disso, os flavonoides totais foram medidos em cerca de 27,74 miligramas
de equivalente de quercetina por grama (mg EQ g-1), com uma margem de erro de +
0,8046. Os flavonoides sdo conhecidos por suas propriedades antioxidantes e sao
relacionados a diversos potenciais beneficios a saude, incluindo a redugao do risco
de doencgas crdnicas.

Esses resultados sugerem que o substrato da farinha semente de Euterpe
oleracea Mart, possui uma concentragao significativa desses compostos benéficos. A
presenca desses fendlicos e flavonoides na amostra pode indicar potenciais efeitos
positivos para a saude humana, principalmente devido as propriedades antioxidantes,
que podem contribuir para a protecao celular e redugao do risco de certas condi¢coes
patolégicas. A margem de erro associada as medi¢des ressalta a precisdo desses
resultados, garantindo uma compreensdo mais completa da quantificagcdo desses

compostos na amostra analisada.

5.3 Atividades biolégicas do substrato da farinha da semente de Euterpe
oleracea Mart

5.3.1 Atividade antioxidante pela técnica DPPH e ABTS

Os resultados da atividade antioxidante do substrato da farinha da semente de
Euterpe oleracea Mart, determinado pelo teste DPPH e ABTS comparando com o
antioxidante sintético (trolox) estudadas sdo demonstrados na tabela 2:

Tabela 2. Atividade antioxidante do substrato da farinha da semente de Euterpe
oleracea Mart pelo método do DPPH e ABTS equivalente ao Trolox

. Atividade antioxidante (uM ET /g)*
Amostras Analisadas DPPH ABTS

Substrato da farinha da 1112 + 4,211 3358 + 12,72
semente de agai

*ET = equivalente do Trolox. Valores das médias das triplicatas + desvio padrdao/ Médias seguidas de
letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste t de Student para
amostras pareadas.

Fonte: autores, (2023).
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A analise da atividade antioxidante no substrato da farinha da semente de
Euterpe oleracea Mart, revelou dados expressivos, indicando sua notavel capacidade
antioxidante.

No método DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), a atividade antioxidante foi
determinada em aproximadamente 1112 yM ET/g, denotando a quantidade de Trolox
necessaria para atingir o mesmo efeito antioxidante observado na amostra da farinha
da semente de Euterpe oleracea Mart. Este resultado sinaliza uma consideravel
capacidade da amostra em neutralizar radicais livres, correlacionada a presencga de
compostos antioxidantes.

Por outro lado, no método ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico)), a atividade antioxidante foi ainda mais proeminente, alcangcando cerca de
3358 uM ET/g. Essa quantificagdo denota uma capacidade antioxidante ainda mais
substancial, indicando uma presenca expressiva de compostos capazes de neutralizar
os radicais livres na amostra analisada.

Essa relacdo direta entre a quantidade de equivalentes de Trolox e a atividade
antioxidante evidencia que valores mais elevados indicam uma maior capacidade
antioxidante na amostra analisada, corroborando a sua eficacia na neutralizacdo de
radicais livres e, por conseguinte, na protegcédo contra danos oxidativos celulares.

Na Tabela 3, apresentam-se os resultados da atividade antioxidante expressa
como a concentragao efetiva de 50% (EC50) do substrato da semente de Euterpe
oleracea Mart, utilizando os métodos do DPPH e ABTS, com comparagéo ao Trolox

como antioxidante de referéncia.

Tabela 3. Atividade antioxidante da concentragéo efetiva de 50% (EC50) substrato da
farinha da semente de Euterpe oleracea Mart pelo método do DPPH e ABTS.

EC50 (ug/mL)

Amostras Analisadas DPPH ABTS
Substrato da farinha da 5052 + 6. 697 417,72 + 1,407

semente de agai
Trolox 10,50° £ 0,1922 4,683"+ 0,1657

Valores das médias das friplicatas + desvio padrao/ Médias seguidas de letras diferentes na mesma
linha diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste t de Student para amostras pareadas.

Fonte: autores, (2023).
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Os resultados da analise da atividade antioxidante das amostras de substrato
da semente de Euterpe oleracea Mart, expressos como EC50 (concentragéo efetiva
em 50%), foram obtidos através dos métodos DPPH e ABTS. A EC50 ¢é a
concentragdo necessaria de um agente antioxidante para reduzir em 50% a atividade
do radical livre ou do composto reativo em ensaios de atividade antioxidante.

A EC50 encontrada no substrato da farinha da semente de Euterpe oleracea
Mart, foi de aproximadamente 505 microgramas por mililitro (ug/mL), com uma
margem de erro de + 6,697. Isso significa que essa concentragao foi necessaria para
reduzir a atividade do radical DPPH em 50%. Comparativamente, a EC50 do Trolox,
um padrao antioxidante, foi de 10,50 ug/mL. Portanto, quanto menor o valor de EC50,
maior € a atividade antioxidante, indicando que o Trolox € mais eficaz na neutralizagao
do radical DPPH do que o substrato da semente de Euterpe oleracea Mart.

A EC50 do substrato da farinha semente de Euterpe oleracea Mart, para o
método ABTS foi de cerca de 417,7 ug/mL, com uma margem de erro de + 1,407. O
Trolox, neste caso, mostrou uma EC50 de 4,683 pg/mL. Novamente, menores valores
de ECS50 indicam uma maior capacidade antioxidante. Nesse contexto, o Trolox
demonstrou ser mais eficiente do que o substrato da semente de Euterpe oleracea

Mart na neutralizag&o do radical ABTS.

5.4 Rastreamento e otimizagdo de producao de L-asparaginase por Fungos
utilizando como substrato a farinha da semente de Euterpe oleracea Mart

Verificou-se o potencial de produgdo de L-asparaginase, dos fungos da
micoteca da Universidade Federal do Maranhdo, com o objetivo de se tornar uma
fonte nacional e internacional de produgdo dessa enzima. Os fungos selecionados
para o rastreamento da produgdo de L-asparaginase apresentaram maior atividade
enzimatica na FSS, em comparagdo com a FSBm, e o fungo que se destacou foi o
Aspergillus niger, onde apresentou maior atividade e concentragao dessa proteina em
comparagao com os fungos Fusarium solani, Aspergillus flavus, Penicillium

decumbens, Curvularia sp, Fusarium oxysporum e Rhizopus sp. (Figura 11).
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Figura 11. Atividade de L-asparaginase de produzida por diferentes fungos
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Os resultados sdo apresentados como atividade relativa + desvio padrdo foram realizados em cada
amostra, a atividade enzimatica realizada utilizando asparagina como substrato a 37 °C por 15 min.
Testes em triplicata.

5.4.1 Influéncia do tipo de fermentagao de L-asparaginase de Aspergillus

niger

Para obter alta atividade enzimatica e concentracdo de L-asparaginase, foi
analisada a produgédo de L-asparaginase em dois tipos de fermentagdo, onde a
fermentacdo FSS apresentou maior atividade enzimatica, em comparagdo com a
FSBm. Todavia, durante o processo de FSBm, foi notado que a farinha da semente
de Euterpe oleracea Mart exibiu atividade enzimatica de L-asparaginase superior a
dos caldos nutrientes disponiveis comercialmente (Figura 12).
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Figura 12. Resultados do FSBm com os caldos nutrientes comerciais em comparagao

com a farinha da semente de Euterpe olereacea Mart.
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Os resultados sdo apresentados como atividade relativa + desvio padrdo foram realizados em cada
amostra, a atividade enzimatica realizada utilizando asparagina como substrato a 37 °C por 15 min.
Testes em triplicata.

Essa descoberta ressalta a notavel capacidade da farinha da semente de
Euterpe oleracea Mart., como uma alternativa promissora para a produg¢ao de L-
asparaginase ou para outras enzimas, tanto no contexto do processo de FSS quanto
de FSBm. Essa superioridade na atividade enzimatica sugere um potencial
significativo da farinha de Euterpe oleracea Mart para aplicacbes biomédicas e
industriais, destacando-a como uma opg¢éo viavel e eficaz nesse campo.

A FSS, apresentou em todas as etapas de purificacdo total, maior atividade
de L-asparaginase, quando comparadas com a fermentagdo FSBm, nas etapas de
Fracdo (0 — 40%) e (40 — 80%), demonstrando atividade especifica (187,19 U/mg)
respectivamente com rendimento (52,25%) e purificagdo de 17,08 na fragcdo (40 —
80%) em comparagao com as fragées da FSBm (Tabela 4).

Com esses resultados, a FSS do A. niger foi escolhida para as etapas
seguintes do estudo.
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Tabela 4. Resultados da purificagdo parcial da L-asparaginase de A. niger da fermentagdo submersa (FSBm) e semi-sélida (FSS)

Tioo de fermentacio Etapa de Atividade total Proteina Total Atividade Rendimento Purificacio
P ¢ purificagio (U/mL) (mg) Especifica (U/mg) (%) ¢

Extrato bruto 3711,50 480,00 7,73 100 1

Submersa Fracao 40% 363,96 18,95 19,21 9,81 2,48
Fragao 80% 767,20 44,93 17,07 20,67 2,21
Extrato bruto 5261 480 10,96 100,00 1,00

Semi-sdlida Fragao 40% 888,58 84,63 10,50 16,89 0,96

Fragao 80% 2748,9 14,685 187,19 52,25 17,08

Proteina total e as atividades enzimaticas foram estabelecidas, respectivamente de acordo com Warburg & Christian (1941) e DRAINAS et al. (1977) utilizando L -

asparagina como substrato. Extrato bruto, fragéo 1 (F1 (0-40%)), fragéo 2 (F2 (0-80%)) da fermentagéo submersa (FSBm) e fermentagédo semi-sélida (FSS).
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5.5 Identificacao do Aspergillus niger

5.5.1 Identificagao microscoépica do Aspergillus niger

O Aspergillus niger da cole¢cdo de fungos da Universidade Federal do
Maranhdo, isolados do ar do ambiente marinho da cidade universitaria da UFMA,
apresentaram caracteristicas basicas morfologicas semelhantes as outras
demais espécies de Aspergillus em meio de cultura agar batata. Com cobertura
de conidios pretos com textura cremosa com reverso incolor (Figura 13 — A),
(Figura 13 — B), hifas hialinas e com septos muito préximos, microconidios com
crescimento rapido entre 4 e 7 dias.

Figura 13. Morfologia das colbnias e estruturas de reprodugdo assexual de A.

niger

A

A: Morfologia macroscopica da coldnia; B: Morfologia microscépica presente no microcultivo

5.5.2 Identificagao molecular de A. niger

Apoés extracdo de DNA as amostras foram quantificadas e obteve-se a
quantidade 138 ng/ul para A. niger. Com a amplificagdo houve a identificagéo
molecular da espécie. A amplificagao da regido ITS1-5.8S-ITS2 do DNAr para os
isolados de Aspergillus spp, utilizando os primers universais ITS1 e ITS4 (White
et al., 1990) originou um fragmento de aproximadamente 295 pb. Identificando
como Aspergillus niger.
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5.6 Influéncia de meio de precipitacao de L-asparaginase

Ja que a FSS apresentou maior atividade especifica de L-asparaginase e
maior concentragao de proteina por mL de extrato produzido pelo A. niger, foi
realizado a purificagcado e a otimizacdo do método de precipitacdo através dos
tipos de precipitantes, para verificar qual dos tipos de precipitante aumenta a
taxa de concentragéo da L-asparaginase. Os resultados obtidos mostraram que
o etanol quando utilizado como precipitante de proteina para obtenc&do L-
asparaginase produzida pelo A. niger, obtém maior concentragdo de L-
asparaginase na fragdo de 40 - 80%, maior atividade especifica de 34,35 U/mg
em comparagao isopropanol utilizado como precipitante 12,33 U/mg e sulfato de
amoénio 6,39 U/mg (Tabela 5). Mostrando que o etanol € o precipitante ideal para

aplicacao da purificagdo da L-asparaginase de A. niger.



Tabela 5. Influéncia de tipo de meios de precipitacdo na fermentacdo semi-sélida de A.

50

niger
Tipo de L Atividade total  Proteina Total Atividade Rendimento L
L Etapa de purificagao . Purificagao
precipitagao (U/mL) (mg) Especifica (U/mg) (%)
Extrato bruto 5520,50 3367,5 1,64 100,00 1,00
Fragcdo 1 (0 - 40%) 1205,68 84,63 14,25 21,84 8,69
Etanol Fracdo 2 (40 - 80%) 2671,90 114,18 23,40 48,40 14,27
DEAE coluna celulose 1092,30 31,8 34,35 19,79 20,95
Fragcdo 1 (0 - 40%) 182,16 57,09 3,19 3,30 1,95
Sulfato de
. Fracdo 2 (40 - 80%) 826,20 152,01 5,44 14,97 3,32
amoénio
DEAE coluna celulose 265,00 21,5 12,33 4,80 7,52
Fracdo 1 (0 - 40%) 113,40 64,35 1,76 2,05 1,07
Isopropanol Fracao 2 (40 - 80%) 306,60 143,955 2,13 5,55 1,30
DEAE coluna celulose 104,10 16,3 6,39 1,89 3,90

Proteina total e as atividades enzimaticas foram estabelecidas, respectivamente de acordo com Warburg & Christian (1941) e DRAINAS et al. (1977) utilizando L -
asparagina como substrato. Extrato bruto, fragéo 1 (0-40%), fragédo 2 (0-80%) 2 e DEAE coluna celulose da fermentagao semi-solida (FSS).
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5.7 Caracterizacao bioquimica de L-asparaginase de A. niger

5.7.1 pH étimo e estabilidade

Uma vez que o pH da solucéo afeta a geragédo de radicais hidroxila e
influencia a carga de superficie e as propriedades potenciais de interface do
catalisador, € um dos fatores importantes. Cada enzima tem um pH étimo no
qual sua atividade é maxima. (POURKHANALI et al. 2022). Assim, foi verificada
a atividade enzimatica de L-asparaginase produzida pelo A. niger sobre o pH 3,0
a 9,0 para determinar o pH 6timo dessa enzima, os resultados encontrados
mostram que o pH 6timo da L - asparaginase € o pH 9,0 (Figura 14 A). AL -
asparaginase produzida por A. niger mostrou atividade acima de 80% na faixa
de pH 5,5 a 8,5 em comparagédo com pH 6timo. A estabilidade de pH (Figura 14
B), da L-asparaginase produzida por A. niger apresentou atividade maxima no
pH 9,0 semelhantes ao seu pH 6timo.

Figura 14. pH 6timo (A) e estabilidade (B) da L-asparaginase de A. niger
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Os resultados sido apresentados como atividade relativa + desvio padrao foram realizados em
cada amostra, a atividade enzimatica realizada utilizando asparagina como substrato a 37 °C por
15 minutos para a determinagao do pH 6timo e 1h para determinagcédo da estabilidade. Testes
realizados em ftriplicata.

5.7.2 Temperatura 6tima e estabilidade

A Temperatura otima da L-asparaginase produzida pelo A. niger,
mostrou atividade maxima na temperatura de 50°C e resisténcia a outras
temperaturas de 30 a 45°C (Figura 15 A), ja na estabilidade da temperatura, a L-

asparaginase de A. niger mostrou atividade maxima de 50°C, semelhante a
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temperatura 6tima, em seguida, houve um declinio e perda completa da atividade

enzimatica (Figura 15 B).

Figura 15. Temperatura 6tima (A) e estabilidade (B) da L-asparaginase de A.
niger
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Os resultados sao apresentados como atividade relativa + desvio padrdo. Foram realizados em
cada amostra, a atividade enzimatica, utilizando asparagina como substrato a 37 °C por 15 min
para a determinacido da temperatura 6tima e 1h para determinacéo da estabilidade. Testes em
triplicata.

5.7.3 Efeito de agentes surfactantes e ions metalicos presentes nos

sais

A atividade relativa de L-asparaginase produzida por A. niger sobre
diferentes surfactantes mostrou aumento significativo de atividade enzimatica
sobre o Tween 20, onde apresentou aumento de 16,41% na concentracéo 0,10%
e 8,15% de aumento de atividade enzimatica na concentragdo de 0,50% (tabela
6).

Tabela 6. Efeito de agentes surfactantes sobre a atividade da L-asparaginase
F2 de A. niger

Atv relativa (%) £

Tipo Concentragoes U/mL SD
Controle 47,48 100 £ 0,014
0,01% 44,98 94,73 £ 0,035
Tween 20
0,10% 55,27 116,41+ 0,084
0,50% 51,35 108,15 £ 0,028
Triton — X -100

0,01% 45,91 96,69 + 0,013
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Tween 80

SDS

E.D.T.A

0,10%
0,50%

0,01%
0,10%
0,50%

0,01%
0,10%
0,50%

0,01%
0,10%
0,50%

36,56
33,92

41,61
42,45
38,01

35,02
24,13
24,43

31,1
22,12
19,13

77,00 £0,018
71,44 £ 0,020

87,64 £ 0,011
89,41+ 0,006
80,05 £ 0,027

73,76 £ 0,012
50,82 + 0,009
51,45 £ 0,025

65,50 + 0,005
46,59 £ 0,004
40,29 £ 0,003

Os valores percentuais correspondem a quantidade de surfactante em tampao fosfato de 50
mMol pH 7,0. Testes em triplicata. As amostras de L - asparaginase foram misturadas com
surfactantes (0,01%, 0,10% e 0,50% p/v) e incubadas por 1 hora a 37 °C antes de determinar a
atividade residual. Os resultados séo apresentados como atividade enzimatica + desvio padrao.

Os resultados encontrados mostram aumento significativo na atividade da

enzima na presenca dos ions Co?* Mg*2e Na* (Tabela 7), com destaque para o

Co?*, que apresentou um aumento de 53,94% em comparagdo com o controle.

Tabela 7. Influéncia dos ions sobre a atividade de L-asparaginase de A. niger

Tipo U/mL Atv relativa (%) £ SD
Controle 31,31 100 + 0,04
Mg*? 46,4 148,20 + 0,02
Co?* 16,89 153,94 £ 0,01
S04+ 15,05 48,07 + 0,03
Zn*? 16,21 51,77 £ 0,01
Ca? 46,13 47,33 £ 0,01
Fed* 27,63 88,25 £ 0,01
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Na* 28,47 90,93 + 0,02

As L - asparaginases foram incubadas com ions (1mM) em tris — HCI 50mMol pH 7,0 e incubadas
por 1 hora a 37°C antes de determinar a atividade residual. Testes em triplicata. Os resultados
séo apresentados como atividade residual + desvio padréo.

Alguns ions metalicos podem atuar como inibidores, alterando a
orientagdo do grupo funcional associado ao sitio ativo da molécula da enzima
(CASTRO, 2019), no caso do ion Ca?*, a atividade funcional da enzima diminuiu
mais de 50% em contato com o ion, indicando que este pode ser classificado

como um inibidor da L-asparaginase.

5.7.4 Estabilidade em solventes orgénicos

Segundo Grodowska & Parczewski (2010) o solvente tem forte influéncia
na estabilizacdo da estrutura proteica. Além disso, os solventes solubilizam
substratos hidrofébicos, facilitando a hidrélise enzimatica (DACHURI et al. 2016).
Por este motivo, foi verificada a influéncia dos solventes organicos sobre a

atividade enzimatica de L-asparaginase produzida por A. niger (tabela 8).

Tabela 8. Efeito de solventes organicos sobre a L-Asparaginase de A. niger

Atv relativa (%)

Tipo Concentragoes U/mL +SD
Controle 32,48 100 £ 0,014
25 16,79 51,69 + 0,05
Acetona 50 14,53 4474 + 0,02
80 5,76 17,73 £ 0,03
100 2,49 7,67 £0,04
25 24,15 74,35+ 0,04
Etanol 50 15,02 46,24 + 0,01
80 9,54 29,37 £ 0,02
100 6,28 19,33 £ 0,02
Isopropanol 25 13,45 41,41 £ 0,03

50 10,26 31,59 + 0,01
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80 6,75 20,78 £ 0,03
100 4,14 12,75 + 0,01
25 8,55 26,32 + 0,09
Metanol 50 7,82 24,08 £ 0,03
80 5,19 15,98 + 0,02
100 2,34 7,20 £ 0,07

Os valores percentuais que acompanham os solventes organicos polares correspondem a
quantidade de solvente em tampé&o fosfato de 50 mMol/L pH 7,0. Testes triplicadas. As amostras
de L-asparaginase foram misturadas com solventes organicos (25%, 50%, 80 e 100% v/v) e
incubadas por 1 hora a 37 °C antes de determinar a atividade residual. Os resultados s&o
apresentados como atividade enzimatica + desvio padréao.

Os resultados encontrados mostraram aumento na atividade da L-
asparaginase, principalmente no solvente metanol e etanol, onde as
concentracdes de 80 e 100% apresentaram altas atividades enzimaticas em
comparagao com o controle. Ja os resultados das concentragdes utilizando
acetona, a enzima teve perda de atividade mostrando que este solvente pode
ser classificado como um inibidor da L-asparaginase produzida por A. niger.

5.7.5 Determinacao dos parametros cinéticos

Quanto menor o Ky, maior a afinidade da enzima pelo seu substrato e
Vmax € a velocidade maxima da reagao da enzima, formando produtos, quanto
maior for o seu valor maior € a afinidade da enzima pelo seu substrato. Valores
baixos de Km e altos Vmax de enzimas encontram utilidade nas industrias
farmacéuticas (MOTTA, 2011). Os valores de Kn e Vmax encontrados utilizando
a L-asparaginase de A. niger, apresentou Km de 2,61 valor significativamente
baixo em comparagdo com L-asparaginases e Vmax de 5,50, resultado
significativamente superior em comparagéao as L — asparaginases produzidas por
outros microrganismos (Tabela 9), mostrando o potencial uso da L- asparaginase
de A. niger para aplicagao farmacéutica.
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Tabela 9. Parametros cinéticos de L-asparaginase de A. niger em comparagao
com L-asparaginase de outros microrganismos

Parametros
Km Vimax pH Temperatura

Y o Referéncias
(¢}
(Mm) (Mmol) 6timo Otima (°C)

Microrganismo

A.niger 2,61 5,50 9,0 50 Este trabalho
E. coll 3,79 0.12 - Alam et al. (2021)
.. Moguel et al.
Leucosporidium scottii 74 0,376 7,5 55
(2023)
Streptomyces fradie 10,07 95,08 - - Dias et al. (2016)

Os valores de Km e Vmax foram determinados pela constante de Michaelis-Menten em diferentes
concentragdes de asparagina (0,1 — 6 mMol/L™") e incubadas por 15 min a 37°C.

5.7.6 Tempo de armazenamento

Com o objetivo de verificar o tempo maximo de atividade da L-
asparaginase produzida por A. niger para fins de caracterizacdo de uso
farmacéutico, foi verificada a atividade da enzima a cada 15 dias, para
determinar seu tempo de armazenamento em freezer a -34°C. A enzima mostrou
resisténcia com durabilidade de atividade maxima por 120 dias (Figura 16) e
perda da sua atividade a partir de 140 dias, tendo a perda de 6% da sua atividade

em comparacao da atividade do dia 0.

Figura 16. Tempo de armazenamento da L-asparaginase de A.niger
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A L-asparaginase foi incubada com o substrato asparagina por 15min a 37°C, antes de

determinar a atividade residual. Testes em ftriplicata. Os resultados sdo apresentados como
atividade residual £ desvio padrao.
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5.8 Atividade citotéxica da L-asparaginase de A. niger em células RAW, GM,
Hela e SiHa

As células RAW, GM, HelLa e SiHa, foram avaliadas em diferentes
concentragdes (figura 17): 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 ug/mL, com a L-asparaginase
liofilizada, em 24, 48 e 72h, logo a L-asparaginase nas células RAW e GM
apresentaram uma leve atividade citotoxica em 24 e 48h apenas nas
concentragbes maximas de 100 e 50 ug/mL, entretanto em 72 horas as células
RAW e GM testadas se recuperaram, e voltaram a se proliferar. Nas células
Hela, nas primeiras 24h a L-asparaginase ndo apresentou atividade citotoxica
significativa, entretanto a partir de 48h, observou-se citotoxidade da L-
asparaginase nas concentragdes até 12,5 ug/mL, e em 72h a citotoxicidade se
manteve nas concentragdes de 100 e 50 ug/mL. Ja nas células SiHa, ndo houve
atividade citotoxica significativa.
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Concentragées (ug/mL)

Teste de MTT analisando a viabilidade das células RAW (A), GM (B), SiHa (C) e HeLa (D) apos
o tratamento com o L-asparaginase de A. niger (E) Imagem representativa do ensaio de MTT.
Diferengas significativas (p < 0,05) feito por One-way analysis of variance (ANOVA). Testes em
triplicata. C- (Controle negativo) sem tratamento com L-asparaginase e C+ (Controle positivo)
morte celular causada por 10% de DMSO.

5.8.1 Comparativo de Dose-resposta e concentragao inibitoria média
de L-asparaginase de A. niger em células Hela e SiHa

Na dose-resposta e concentragao inibitoria média de L-asparaginase de
A. niger (tabela 10) nas células HelLa precisou-se da concentracdo minima de
23,625 ug/mL de L-asparaginase nas primeiras 24h, para atingir 50% deste
grupo de células, com 48h foram utilizadas 2,158 ug/mL e com 72h utilizou-se
1,731 ug/mL de L-asparagiase, ou seja, concentragdes minimas.

Ja nas células SiHa precisou-se da concentracdo minima de 93,004
ug/mL de L-asparaginase nas primeiras 24h para tal feito, sendo que com 48h
ainda foi necessario de 94,514 ug/mL e com 72h foram necessarias 74,498
ug/mL de L-asparaginase para se obter atividade inibitéria significativa,
diferente das células HelLa, que em baixa concentragéo (1,731 ug/mL) atingiu-
se 50% das células.
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Tabela 10. IC50 da concentracédo de L-asparaginase de A. niger nas linhagens

HelLa e SiHa
IC50
Linhagem celular
24h 48h 72h
HelLa 23,625 ug/mL 2,158 ug/mL 1,731ug/mL
SiHa 93,004 pg/mL 94,514 ug/mL 74,498 ug/mL

Os valores da concentragéo inibitoria de 50% da viabilidade celular (IC50) foram obtidos a partir
de uma regressao nao linear usando o programa GraphPad Prism 8.0.1 (Tabela 7) onde mostra
a média mais a concentragéo linear.

5.9 Viabilidade morfolégica da linhagem de células HeLa sob tratamento

com L-asparaginase

A morfologia da linhagem celular HelLa tratadas com a enzima L-
asparaginase na concentracdo de 100 upg/mL apos 72h de tratamento foi
analisada utilizando um microscépio invertido e analisado utilizando o software
Imaged (NIH, Bethesda, MD) a area de superficie e perimetro. A células Hela
controle (Figura 18 — A), apresentam sua morfologia tipica com estrutura
alongadas, com crescimento formando uma monocamada e aderéncia umas as
outras.

Ja as células tratadas com a enzima (Figura 18 — B), apresentaram
alteragdes morfologicas em comparagdo com as células controle, exibindo
formacoes circulares e reducdo de tamanho, aumento da area sem a presenca
de células, aparéncia aspera na sua superficie, que pode indicar a perda do seu
material citoplasmatico, indicando que a enzima afeta sua estrutura morfolégica

pelo tempo de exposi¢ao e as caracteristicas da enzima com as células.
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Figura 18. Linhagem celular de HelLa controle (A) e apds o tratamento de com

L-asparaginase de A. niger em 72h (B)

Linhagem celular de Hel a tratada com 100ug/mL em meio DMEM low glucose com 10% de Soro
fetal bovino e 1% de antibiotico.

5.10 Ensaio de Migragao celular em células HelLa e SiHa

Para o teste de migragao celular, foi realizada a medigéo da distancia
média da largura da fenda entre suas bordas das linhagens celulares com os
tratamentos com a L-asparaginase na concentracao de IC50 (1,731ug/mL) na
linhagem HelLa e IC50 (74,498 ug/mL) na linhagem SiHa dos tempos Zero e 72h.

Apo6s 72h do inicio do ensaio de migragao, os controles das células HelLa
e SiHa que nao continham a L-asparaginase, tiveram mais de 90% do
fechamento da fenda. Com a concentragao de IC50 da L-asparaginase, a célula
HelLa nao houve o fechamento da fenda (Figura 19 — D) mostrando o potencial
uso da enzima na redugao da proliferagéo da célula. Ja na linhagem SiHa, nao
foi obtido resultado semelhante, as células tiveram proliferagdo na fenda
reduzindo o seu tamanho em 85,34% (Figura 20 — D) mostrando que a enzima
tem atividade antiproliferativa apenas na linhagem HelLa.
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Figura 19. Ensaio de Migracao celular teste controle tempo zero (A) 72h (B) sem tratamento e com tratamento da L-asparaginase em
tempo zero (C) 72h (D) em HelLa
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Imagens representativas do ensaio de migragao na linhagem celular HeLa (A e B) controle sem o tratamento com a L — asparaginase e com tratamento (C e D)
com IC50 na concentragao de 1,731ug/mL. (E) comparagéo da area preenchida no teste controle (p>0,001) e (F) comparagéo da area preenchida no ensaio com

L-asparaginase (p>0,001).
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Figura 20. Ensaio de Migracao celular teste controle tempo zero (A) 72h (B) sem tratamento e com tratamento da L-asparaginase em
tempo zero (C) 72h (D) em SiHa
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Imagens representativas do ensaio de migragéo na linhagem celular SiHa (A e B) controle sem o tratamento com a L — asparaginase e com tratamento (C e D) com
IC50 na concentragéo de 74,498 ug/mL. (E) comparagéo da area preenchida no teste controle (p>0,001) e (F) comparagao da area preenchida no ensaio com L-
asparaginase (p>0,001).
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho demonstrou a capacidade fungo A. niger
suplementado com a farinha da semente de E. oleracea Mart., em produzir a
enzima L-asparaginase, para analise de sua atividade antitumoral in vitro.

Trata-se de um trabalho relevante, considerando perspectivas do uso
farmacoldgico de uma enzima fungica extraida de fontes naturais, produzida por
uma espécie de fungo de amplo espectro na natureza e suplementado com um
substrato que frequentemente é descartado no meio ambiente.

Nas analises do substrato da farinha da semente de E. oleracea Mart os
resultados da analise de EC50 indicam que o Trolox, um composto antioxidante
sintético usado como padrdao de referéncia, demonstrou valores
significativamente inferiores em comparagdo com o substrato da semente de
Euterpe oleracea Mart, nos testes DPPH e ABTS. Essa discrepancia aponta para
a superioridade do Trolox na capacidade de neutralizagdo dos radicais livres,
sugerindo uma eficacia antioxidante mais pronunciada do Trolox em relagao ao
substrato da farinha da semente de E. oleracea Mart.

O Trolox, por ser uma substancia isolada e pura, conhecida por sua
atividade antioxidante em condi¢des controladas de laboratoério, apresenta uma
eficacia notavel na neutralizacao de radicais livres devido a sua estrutura quimica
estavel e concentragdo conhecida.

Por outro lado, o substrato da farinha da semente de E. oleracea Mart é
uma matriz complexa e natural, composta por uma variedade de compostos
bioativos, tais como flavonoides, fendlicos e outros antioxidantes naturais.
Embora os valores de EC50 para o substrato do estudo, tenham sido superiores
em comparagdo com o Trolox, isso nao implica necessariamente uma
inferioridade em termos de atividade antioxidante. A complexidade desse
substrato pode resultar em interagdes sinérgicas entre os varios compostos
presentes, o que poderia conferir uma protecdo antioxidante mais ampla,
abrangendo uma gama mais diversificada de radicais livres.

Portanto, apesar de os valores de EC50 indicarem uma menor eficacia
antioxidante do substrato da farinha da semente de E. oleracea Mart, em relacéo
ao Trolox, é crucial considerar que a amostra natural pode oferecer beneficios

mais abrangentes para a saude devido a presenga de varios compostos
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antioxidantes em interacao, além da capacidade antioxidante isolada de um
unico composto, como observado no Trolox.

As L-asparaginases fungicas s&o consideradas seguras pelo Joint
FAO/WHO Expert Commitee on Food Additives (JECFA) desde 2007, sendo
usadas inclusive como como aditivos alimentares (XU et al., 2016), e o A. niger,
€ um fungo de destaque como produtor de L-asparaginase (DA CUNHA et al.,
2018).

A L-asparaginase € uma enzima proteolitica considerada um biofarmaco
pela industria farmacéutica, por possuir capacidade farmacologica amplamente
utilizada no tratamento de doencas leucémicas, e no caso de sua produgao por
fungos, acredita-se que esta, provoque menos reacdes adversas ao ser utilizada
como medicamento, isso porque apresenta maior compatibilidade com o
organismo humano (PARIZOTTO et al., 2023), uma das justificativas da escolha
do Aspergillus niger para este estudo, se da ao fato de o mesmo ter produzido
quantidade significativa de L-asparaginase ao ser suplementado com farinha da
semente de E. oleracea Mart, fato ainda n&o encontrado em literatura.

Além disso, o A. niger ja havia mostrado potencial de produc¢do da L-
asparaginase nos estudos de Vala et al. (2018), Da Cunha et al. (2018) e Babu
et al. (2010) onde mostrou alta atividade, resisténcia a diferentes pH e
temperaturas. Com atividade enzimatica 46,4 U/mL utilizando o método da
fermentacao semi-sélida, o A. niger apresentou atividade enzimatica superior a
outras espécies de fungo como Enterobacter aerogenes que teve atividade de
19,129 U/mL (KARANAM & MEDICHERLA, 2010).

No processo fermentativo utilizando E. oleracea Mart, estudos tem
explorado o potencial dessa espécie para influenciar a producéo de enzimas com
capacidade antioxidante quando consumida (Barbosa et al., 2016).
Recentemente, Cordeiro et al. (2019) empregaram sementes de E. oleracea
Mart, por meio de hidrdlise enzimatica visando a produgao de etanol, revelando
que as sementes nao apenas facilitam a producdo de etanol, mas também
aumentam a atividade das enzimas da levedura Saccharomyces cerevisiae,
fundamentais nesse processo.

Com base nessa descoberta promissora, surgiu a iniciativa de explorar
a farinha da semente de E. oleracea Mart., como um potencial suplemento no

processo de fermentagdo para a producdo de L-asparaginase fungica. Este
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composto é de grande interesse em diversas aplicagdes biotecnologicas,
incluindo a area médica e de producdo de alimentos. A escolha da farinha da
semente como nutriente se deu pela sua rigueza em compostos bioativos e
nutrientes essenciais, que podem beneficiar o desenvolvimento e a atividade de
microrganismos envolvidos na fermentacéo (IGREJA, 2020).

Os resultados preliminares desse estudo revelaram que a farinha da
semente de E. oleracea Mart. apresenta um potencial significativo como fonte de
nutrientes para processos fermentativos. Foi observado que a farinha da
semente supera os caldos nutrientes tradicionalmente utilizados, que s&o
comercialmente disponiveis, tanto em termos de eficiéncia quanto de qualidade
final do produto obtido.

Essa descoberta ndo apenas destaca o potencial econbémico e
tecnologico da farinha das sementes de E. oleracea Mart., mas também oferece
uma solugcdo sustentavel para o aproveitamento de um subproduto que
geralmente é descartado no meio ambiente (OLIVEIRA, 2022). Além disso, abre
caminho para o desenvolvimento de novas estratégias de utilizagdo de recursos
naturais, contribuindo para a promog¢ado da sustentabilidade na industria de
fermentacado e biotecnologia. Portanto, o estudo aponta n&o apenas para uma
inovacéo no processo de fermentagcédo, mas também para uma abordagem mais
consciente e sustentavel no aproveitamento de recursos naturais, alinhada com
os principios da economia circular e da bioeconomia.

Neste estudo, foram testadas diferentes faixas de pH de L-asparaginase
de A. niger, verificando a resisténcia da enzima, que suportou diferentes faixas
de pH, todavia o pH 9 se mostrou o ideal. Resultados semelhantes foram
encontrados com Vala et al. (2018), onde o pH 6timo da L-asparaginase
purificada de Aspergillus niger AKV-MKBU obtida em amostras de agua marinha
obteve pH étimo de pH 9,0, o pH 6timo de 8,0 e 9,0 encontrado pelo Escherichia
coli (LIBOSHI et al. 1999) mas diferente dos resultados encontrados neste
trabalho, a L-asparaginase nao teve resisténcia a diferentes faixas de pH. Na
estabilidade de pH, a L-asparaginase produzida por A. niger apresentou
atividade maxima no pH 9,0 semelhantes ao seu pH 6timo.

Ja, sob condigbes de temperatura e estabilidade, a L-asparaginase
produzida por Brevibacillus borstelensis ML12 no trabalho de Mukherjee et al.

(2022), apresentou estabilidade na temperatura igual a do A. niger estudado
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neste trabalho, que foi de 50°C e resisténcia a outras temperaturas de 30 a 45°C,
apresentando estabilidade da temperatura na atividade maxima de 50°C,
semelhante a temperatura 6tima, em seguida, houve um declinio e perda
completa da atividade enzimatica. Estes resultados sé demonstram o diferencial
da L-asparaginase produzida A. niger, que apresentou maior resisténcia a
diferentes temperaturas em comparagdo as L-asparaginases produzidas por
outros microrganismos, indicando que a L-asparaginase produzida por A. niger
tem capacidade de ser uma nova fonte alternativa de obtengédo dessa enzima.

Com o objetivo de conhecer a L-asparaginase produzida por A. niger e
verificar quais compostos que podem causar alguma taxa de diminuicdo da
atividade enzimatica em diferentes tipos de surfactantes e ions metalicos que
pode afetar sua capacidade na aplicagdo em compostos farmacéuticos e sua
aplicagao biotecnoldgica, este trabalho mostrou que a atividade relativa de L-
asparaginase produzida por A. niger sobre diferentes surfactantes exibiu
aumento significativo de atividade enzimatica sobre o Tween 20 onde
apresentou aumento de 16,41% na concentracéo 0,10% e 8,15% de aumento de
atividade enzimatica na concentracdo de 0,50%. Um estudo com a L-
asparaginase produzida Brevibacillus borstelensis ML12 relatou um aumento
significativo na atividade da enzima com o Tween 20, onde afirma que
provavelmente isso se deve a uma maior exposi¢ao do sitio ativo da enzima
devido a diminuigdo da tensao superficial (MUKHERJEE, 2022). Outro estudo
relatou aumento da atividade da L-asparaginase de Fusarium culmorum por
Meghavarnam & Janakiraman (2015).

Ja o SDS apresentou diminuigdo da atividade da enzima. O SDS exibe
um efeito retardador na atividade enzimatica progressivamente a medida que a
concentracdo € aumentada para 20 mM, conforme sustentado por Krishnapura
& Belur (2016). O etanol e o metanol sdo comumente utilizados na precipitagéo
da L-asparaginase (TUNDISI et al., 2017). No estudo de Mohan Kumar &
Manonmani (2013) mostra-se que o metanol foi o melhor solvente para a
precipitacdo da L-asparaginase produzida por Cladosporium sp.

Nas analises da influéncia dos ions sobre a atividade da L- asparaginase
de A. niger, para realizar o processo de catalise, é necessaria uma ligagdo com
ions metalicos que sé&o classificados como cofatores. Esses cofatores podem se

ligar covalentemente aos aminoacidos da enzima e participarem definitivamente



68

da reacao de atividade enzimatica ou, em outros casos, se juntam a enzima no
momento da catalise, sem que seja estabelecida uma ligacdo covalente
(ANDRADE, 2022).

Em alguns casos, os ions podem se ligar a enzima e alterar sua estrutura
causando sua inibicdo, e o seu efeito sobre a enzima é bastante variavel
dependendo de qual tipo, origem e mecanismo de atuagdo no processo
bioquimico (VASCONCELQOS et al. 2022) Assim, foi realizada a analise da
atividade de L-asparaginase produzida de A. niger em diferentes ions metalicos,
no caso do ion Ca?*, a atividade da enzima diminuiu mais de 50% em contato
com o ion, indicando que este pode ser classificado como um inibidor da L-
asparaginase. Ja o Zn?* ndo pode produzir nenhum aumento acentuado na
atividade da L -Asparaginase, conforme relatado por Phetsri et al. (2019), mas
outros ions mostraram diminuicdo de atividade da L-asparaginase produzida por
A. niger, entretanto ndo perceptivel. Os ions metalicos podem servir como
cofatores importantes para a estrutura molecular da enzima, podendo afetar sua
atividade.

Os solventes orgéanicos tém grande influéncia na estabilizagcdo da
estrutura proteica (GRODOWSKA & PARCZEWSKI 2010), além disso, s&o
capazes de solubilizar substratos hidrofdbicos, facilitando a hidrélise enzimatica
(DACHURI et al., 2016). Uma das principais barreiras a larga produgédo de
biofarmacos pela industria farmacéutica se relaciona com as modificagdes
estruturais que podem ocorrer nas proteinas utilizadas como agentes
terapéuticos (CHIN, 2013). Neste caso, além da viabilidade e qualidade do
produto, deve-se levar em conta os solventes utilizados durante o
processamento do biofarmaco, uma vez que exibem alta influéncia na
estabilizagcdo do produto ao longo do processo produtivo, uma vez que exibem
alta influéncia no custo e qualidade do produto final (DUNN, 2012).

Por este motivo, foi verificada a influéncia dos solventes organicos sobre
a atividade enzimatica de L-asparaginase produzida por A. niger, e percebeu-se
aumento na atividade da enzima, principalmente no solvente metanol e etanol,
onde as concentragdes de 80 e 100% apresentaram altas atividades enzimaticas
em comparagéo com o controle. Segundo Tundisi et al. (2017) o etanol e metanol
sdo comumente utilizados na precipitacdo da L-asparaginase, por ndo causarem

inibicho na atividade enzimatica. Mohan Kumar & Manonmani (2013)
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constataram que o metanol foi o melhor solvente para a precipitagdo da L-
asparaginase produzida por Cladosporium sp., ja os resultados das
concentragdes utilizando acetona, a enzima teve perda de atividade mostrando
que este solvente pode ser classificado como um inibidor da L-asparaginase
produzida por A. niger, semelhante ao estudo de Amatto & Guimaraes (2019)
com a L-asparaginase de Aspergillus niveus, onde apresentou diminuigdo de
22% de atividade enzimatica.

Ha também relevancia em se testar a cinética enzimatica, que tem como
objetivo estudar a velocidade das reagdes catalisadas pelas enzimas e verificar
como ela varia em funcdo de condigdes experimentais e sdo de extrema
importancia nos estudos de reagao enzimatica (MAISINCHO et al., 2022). Logo,
neste estudo os valores de Km e Vmax encontrados utilizando a L-asparaginase
de A. niger, apresentaram Km de 2,61, valor significativamente baixo em
comparagao com L-asparaginases e Vmax de 5,50, resultado significativamente
superior em comparagdo as L-asparaginases produzidas por outros
microrganismos como de E. coli (ALAM et al., 2021), Leucosporidium scottii
(MOGUEL et al., 2020) e Streptomyces fradie (DIAS et al., 2016). O efeito
antitumoral da asparaginase pode estar associado a sua afinidade pela
asparagina que pode ser determinada através dos estudos de cinética
enzimatica, ou seja, a determinagcédo da constante de Michaelis Menten (Km), a
velocidade maxima (Vmax). A asparaginase catalisa a hidrdlise da asparagina
produzindo aspartato e amdnio e como consequéncia, atuara de forma que
indisponibilizara a asparagina do meio extracelular para a célula leucémica,
levando-a a sua morte (KUMAR et al., 2013).

A estabilidade da enzima analisada, possibilita efetivamente a aplicagéo
desse derivado, caso o armazenamento seja absolutamente necessario para a
comercializagado (DATTA et al., 2013). Neste trabalho foi verificada a atividade
da enzima a cada 15 dias para determinar seu tempo de armazenamento em
freezer a 32°C, onde esta mostrou resisténcia com durabilidade de atividade
maxima por 120 dias e perda da sua atividade a partir de 140 dias, tendo a perda
de 6% da sua atividade em comparacao da atividade do dia 0.

A atividade citotoxica de L-asparaginase de A. niger foi testada neste
trabalho em células RAW, GM, Hela e SiHa. A L-asparaginase produzida por

microrganismos e plantas, demonstrou potencial citotoxico in vitro contra varios
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tipos de células, conforme apresenta o estudo de Asthana et al. (2003). Na
pesquisa de Rani et al. (2012), a L-asparaginase produzida pelo Asperqgillus
flavus em uma concentragdo de 131,25 pg/ml, inibiu cerca de 50% do
crescimento de células Hela, e em outro estudo posterior, a atividade
oncogénica dose-dependente de L-asparaginase produzida por Aspergillus
oryzae ocorreu até a concentracdo de 2 pg/mL em células HeLa (SUDARKQODI
& SUNDAR, 2018).

A L-asparaginase produzida a partir de células microbianas, é capaz de
atingir células Hela, segundo Fatima et al. (2019), que apresentou em sua
pesquisa que a L-asparaginase isolada de P. aeruginosa (P31, P32 e P34) nas
concentragbes 86,7, 40,3 e 57,6 pg/mL respectivamente, tiveram IC50 em
células HelLa, com citotoxicidade aumentada nas concentragdes enzimaticas de
5,10, 25, 50, 75 e 100 pg/mL, com viabilidade maxima de 46,08% e viabilidade
minima de 28,33%.

No estudo atual, foram avaliadas com a L-asparaginase liofilizada, as
células RAW, GM, HelLa e SiHa, nas concentra¢des: 100, 50, 25, 12,5 e 6,25
ug/mL, logo a L-asparaginase nas células RAW e GM apresentou uma leve
atividade citotdéxica em 24 e 48h apenas nas concentracbées maximas de 100 e
50 ug/mL, entretanto em 72 horas as células RAW e GM se recuperaram. Nas
células Hela, nas primeiras 24h a L-asparaginase nao apresentou atividade
citotoxica significativa, entretanto a partir de 48h, observou-se citotoxidade da L-
asparaginase nas concentragdes até 12,5 ug/mL, e em 72h a citotoxicidade se
manteve nas concentragdes de 100 e 50 ug/mL. Ja nas células SiHa, ndo houve
atividade citotoxica significativa.

A L-asparaginase de A. niger foi capaz de inibir de forma efetiva o
crescimento de células de cancer cervical humano in vitro da origem Hela, que
futuramente podera formar um agente terapéutico capaz de tratar o cancer
cervical provocado pelo HPV 18.

A enzima objeto desse estudo, também demonstrou resultados
significativos no que diz respeito a sua atividade oncogénica nas células Hela,
que apresentaram, depois do uso de 100ug/mL de L-asparaginase, por 72h,
alteragdes morfologicas importantes em comparagdo com as células controle.
ApoGs o experimento, pelo tempo de exposigdo a enzima, as células Hela

exibiram formagdes circulares com expressiva reducdo de tamanho e aparéncia
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aspera em sua superficie, indicando perda de material citoplasmatico e
degeneragéao relevante de corpos celulares, sendo possivel ver espagos vazios
nos campos analisados. Resultados semelhantes foram encontrados no estudo
de Fatima et al. (2019), com a L-asparaginase isolada de P. aeruginosa,
demonstrando que a enzima podera ser usada como um agente terapéutico
eficaz no tratamento do céncer cervical, sendo necessarios estudos in vivo
adicionais.

Nas condi¢cdes experimentais deste estudo, concluiu-se que a L-
asparaginase foi capaz de inibir a proliferagdo e migragdo das células tumorais
da linhagem Hela, cujas membranas apresentaram alteragbes estruturais
baseadas na concentracéo aplicada de enzima. Esses resultados sugerem que
a L-asparaginase pode ser um agente promissor para tratamento do céncer
provocado pelo HPV 18. Ja nas células tumorais da linhagem SiHa ndo houve

resultados significativos.
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7. CONCLUSAO

Estes resultados destacam a farinha da semente de E. oleracea Mart.,
como um substrato promissor na suplementagao fungica.

Foi demonstrada a capacidade do A. niger em produzir a enzima L-
asparaginase, tendo como vantagem seu baixo custo de produgao, devido a
facilidade de obtengdo desse microrganismo no ambiente.

Os resultados encontrados mostraram que A. niger apresenta maior
atividade enzimatica e concentracdo de proteina na fermentagdo semissolida,
utilizando farinha de semente de E. oleracea Mart como fonte de nutrientes.

Com técnicas simples de purificagdo enzimatica parcial e total, foi obtida
a L-asparaginase desse estudo com resultados satisfatorios de pureza e alta
concentracao proteica.

Esta enzima demostrou resisténcia e estabilidade a diferentes faixas de
pH, temperatura, diferentes agentes surfactantes e ions metalicos, bem como
em solventes orgénicos. Além disso, a enzima apresentou parametros cinéticos
relevantes em relacdo a enzima de outros microrganismos comparados em
literatura, e tempo de armazenamento a -34°C com resisténcia e durabilidade
por aproximadamente 120 dias, demonstrando que a L-asparaginase pode ser
uma alternativa para aplicagdes em processos farmacéuticos.

Observou-se que a L-asparaginase tem a capacidade de inibir a
proliferagdo das células HelLa de forma significativa, mesmo em um curto periodo
de reagao enzimatica.

Esses achados indicam que o A. niger representa uma nova e valiosa
fonte de produgdo de L-asparaginase. No entanto, é importante ressaltar que
estudos adicionais e ensaios in vivo sdo necessarios para determinar a eficacia

terapéutica da L-asparaginase obtida a partir do A. niger.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

O A. niger demonstrou boa capacidade de produg¢ao de L-asparaginase
e sua enzima apresentou resisténcia a diversas faixas de pH e temperaturas, a
diferentes ions metalicos e surfactantes, podendo ser uma alternativa para uso
farmacéutico de baixo custo em comparagdo com outras enzimas comerciais.
Estudos mais aprofundados, poderdo viabilizar o uso dessa enzima
economicamente atrativa, com o objetivo de reduzir o custo de produtos através
do uso da L-asparaginase obtida nacionalmente, atendendo as necessidades da
populagao e da industria nacional e internacional.

As proximas etapas que estao sendo realizadas neste trabalho envolvem

estudos in vivo, com o objetivo de avaliar sua eficacia terapéutica.
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Abstract: Cervical cancer is caused by a persistent and high-grade infection. It is caused by the Human
Papillomavirus (HPV), which, when entering cervical cells, alters their physiology and generates
serious lesions. HPV 18 is among those most involved in carcinogenesis in this region, but there are
still no drug treatments that cause cure or total remission of lesions caused by HPV. It is known that
L-asparaginase is an amidohydrolase, which plays a significant role in the pharmaceutical industry,
particularly in the treatment of specific cancers. Due to its antitumor properties, some studies have
demonstrated its cytotoxic effect against cervical cancer cells. However, the commercial version of
this enzyme has side effects, such as hy persensitivity, allergic reactions, and silent inactivation due to
the formation of antibodies To mitigate these adverse effects, several alternatives have been explored,
including the use of L-asparaginase from other microbiological sources, which is the case with
the use of the fungus Aspergillus niger, a high producer of L-asparaginase. The study investigated
the influence of the type of fermentation, precipitant, purification, characterization, and in vitro
cytotoxicity of L-asparaginase. The results revealed that semisolid fermentation produced higher
enzymatic activity and protein concentration of A. niger. The characterized enzyme showed excellent
stability at pH 9.0, temperature of 50 °C, resistance to surfactants and metallic ions, and an increase in
enzymatic activity with the organic solvent ethanol. Furthermore, it exhibited low cytotoxicity in GM
and RAW cells and significant cytotoxicity in HelLa cells. These findings indicate that L-asparaginase
derived from A. niger may be a promising alternative for pharmaceutical production. Its attributes,
including stability, activity, and low toxicity in healthy cells, suggest that this modified enzy me could
overcome challenges associated with antitumor therapy.

Keywords: cervical cancer; L-asparaginase; Aspergillus niger

1. Introduction

Cervical cancer is caused by a persistent and high-grade infection, which can be
caused by the Human Papillomavirus (HPV), which, upon entering cervical cells, alters
their physiology and generates serious lesions [1]. It is worth mentioning that, to date,
there are no drug treatments that cause cure or total remission of lesions caused by HPV [2].
HPV 18 is among those most involved in carcinogenesis in this region, which is why the use
of HeLa cells in this study is justified since they are cervical carcinoma cells transformed by
HPV 18[3].
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