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RESUMO

COSTA, M. N. Avaliagdo do potencial anticancer da L-lisina a-oxidase recombinante de
Trichoderma harzianum. 2020. 76p. Tese de Doutorado — Faculdade de Medicina de Ribeirao
Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2020.

A L-lisina a-oxidase (LO) de Trichoderma harzianum ¢ uma enzima da familia das L-
aminoacido oxidases (LAAOs), flavoproteinas que sdo alvo de grande interesse médico devido
a sua alta toxicidade sobre diversos patogenos e linhagens de células tumorais. A LO ¢ de
grande interesse biotecnologico, porque assim com outras LAAOs, pode promover a deplecao
de aminoacidos do ambiente tumoral, afetando reagdes metabolicas essenciais para o
crescimento das células do cancer. Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial
anticancer da LO recombinante (rLO) de T. harzianum, bem como caracterizar o tipo de morte
induzido e as vias de sinaliza¢do envolvidas. Inicialmente, foram determinadas as condi¢des de
estocagem para melhorar a estabilidade de rLO e nossos resultados mostraram que rLO ¢ mais
estavel quando armazenada em solucdo de glicerol 50%. Determinou-se que a cauda de GST a
qual rLO estd fusionada ¢ importante para a estabilidade da enzima e por isso foi mantida.
Porém, a proteina GST sozinha ndo foi toxica para as células, indicando que o efeito observado
¢ atribuido a rLO. Em seguida, a toxicidade foi testada em células Jurkat por citometria de fluxo
e observou-se que concentragdes maiores que 1 mU/mL de rLO reduziram significativamente
a viabilidade de Jurkat, apresentando um efeito dose-dependente. Além disso, os marcadores
Anexina V-FITC e PI foram utilizados para rastrear eventos de apoptose e apoptose tardia, que
foi confirmado por citometria de fluxo. Também foi feita uma anélise de microscopia time-
lapse que mostrou que as células estimuladas com rLO entram em apoptose depois de cerca de
8 horas do tratamento. A toxicidade de rLO também foi testada em células ndo tumorais da
linhagem HEK 293T que ndo teve a viabilidade afetada por rLO, bem como nio induziu
apoptose nesse tipo celular. Por fim, estudou-se, através do uso de inibidores, as possiveis vias
de sinalizacdo envolvidas na inducdo de morte das células Jurkat tratadas com rLO. As vias que
responderamm ao estimulo de rLO foram ERK, JNK e p38. Conclui-se, portanto, que LO ¢
capaz de reduzir a viabilidade e promover apoptose em cé¢lulas da linhagem Jurkat através da
ativacdo de MAPKs que regulam diversas atividades celulares relacionadas ao
desenvolvimento do cancer, incluindo proliferacdo, diferenciagdo, apoptose, autofagia e

inflamacgao.

Palavras-chave: L-lisina a-oxidase. Trichoderma harzianum. Anticancer.



ABSTRACT

COSTA, M. N. Evaluation of anticancer potencial of recombinant L-lysine a-oxidase from
Trichoderma harzianum. 2020. 76p. Tese de Doutorado — Faculdade de Medicina de Ribeirao
Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2020.

L-lysine a-oxidase (LO) from Trichoderma harzinaum is an enzyme of the L-amino acid
oxidase’s (LAAOs) family. LAAOs are flavoproteins that are the subject of great medical
interest because of its high cytotoxicity on various pathogens and tumor cell lines. Like others
LAAOs, LO can promote amino acid depletion of the tumor environment, affecting metabolic
reactions essential for tumor cell growth. Thus, this work proposes to evaluate the anticancer
potential of recombinant LO from 7. harzianum, as well as to characterize the type of induced
death and the signaling pathways applied. Initially, storage conditions were defined to improve
the stability of LO and our results show that LO is more stable when stored in 50% glycerol
solution. We determined the GST tag which LO is fused is important for enzyme stability so it
was maintained. However, a GST protein alone was not toxic to cells, indicating that the effect
observed is attributed to LO. Next, the LO’s toxicity was tested on Jurkat cells by flow
cytometry and we observed that doses higher than 1 mU/mL of LO reduced Jurkat viability,
exhibiting a dose-dependent effect. In addition, Annexin V-FITC and PI markers were used to
track apoptosis and late apoptosis events, which were confirmed by flow cytometry. A time
lapse microscopy analysis was performed which showed that cells stimulated with LO go in
apoptosis after 8 hours of treatment. The toxicity of rfLO was also tested in HEK 293T cells
line, a non-tumor cell type. The rLO did not affect the cell viability and didn’t induce apoptosis
in this cells. Finally, we used some inhibitors to determine the signaling pathway that is
involved in LO mechanism in Jurkat cells. The p38, JNK and ERK reacted to LO’s stimulus.
We concluded that LO is able to reduce viability and promote apoptosis in Jurkat cell line by
activating MAPKSs that regulate various physiological activities related to cancer development

including proliferation, differentiation, apoptosis, autophagy and inflammation.

Keywords: L-lysine a-oxidase (LO). Trichoderma harzianum. Anticancer.
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1. INTRODUCAO

Biofarmaco ¢ a designagao dada a medicamentos originados a partir de processos
biotecnoldgicos nos quais o principio ativo do medicamento € obtido através do emprego
industrial de microrganismos ou células modificadas geneticamente. Essa denominacao
engloba as proteinas terapéuticas (hormonios, enzimas e anticorpos monoclonais), 0s
soros, as vacinas, e outros produtos de alta tecnologia, como os medicamentos de terapia
génica e celular (KESIK-BRODACKA, 2018).

A produgdo de biofarmacos ¢ de alta complexidade. Sdo moléculas grandes (de
5000 a 25000 atomos) cujo processo de produgdo e purificacdo traz grandes desafios
operacionais e tecnoldgicos. Muitos sdo produzidos via tecnologia do DNA recombinante
e, devido ao seu carater biolodgico, muitas etapas de validagdo precisam ser realizadas até
que se obtenha um produto ativo e estavel. Apesar de toda essa complexidade, esses
produtos sdo os que mais avangam no mercado farmacéutico, uma vez que tem alta
eficacia, especificidade, e relativa seguranga, principalmente nos casos até entdo nao
trataveis (SALERNO; MATSUMOTO; FERRAZ, 2018).

O desenvolvimento desse tipo de medicamento predomina nos Estados Unidos,
onde tradicionalmente o investimento em P&D dentro desse setor industrial € alto (cerca
de 20% do faturamento anual - US$ 50 bilhdes/ano). Por essa razao, o pais foi responsavel
por mais de 50% das novas moléculas langadas no mundo na ultima década (SALERNO;
MATSUMOTO; FERRAZ, 2018).

O Brasil produz hoje, via transferéncia de tecnologia, apenas 25 biofarmacos para
doencas como hemofilia, esclerose multipla, artrite reumatoide, leucemia e diabetes.
Segundo o 2° Censo da Industria Farmoquimica Nacional, essa desigualdade reflete uma
fragilidade na area relacionada principalmente a capacitagdo tecnoldgica e produtiva e
tem alto impacto nos cofres publicos, uma vez que, os produtos biolodgicos representam
cerca de 60% dos gastos publicos de medicamentos, consumindo 43% dos recursos do
Ministério da Saude para importacdo, o que corresponde a cerca de R$4 bilhdes/ano
(TURCHI; MORALIS, 2017; FINEP, 2017).

Essa dependéncia do mercado externo coloca o Brasil em situagdes dificeis, como
em 2015 quando os fornecedores da droga L-asparaginase anunciaram a interrup¢ao da
sua produgdo. Até entdo, os hospitais adquiriam o medicamento do Laboratorio Bago,

que detinha o registro no Brasil da L-Asparaginase com o nome comercial Elspar®,
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Tutroducio

fabricada por industrias americanas e alemaes. Quando a empresa brasileira que o
distribuia informou ao governo federal que o produtor estrangeiro havia interrompido a
fabricagdo, o Ministério da Satide anunciou um novo pregao que resultou na compra da
asparaginase chinesa LeugiNase®, uma droga que ndo apresentava estudos clinicos e,
portanto, ndo tinha eficdcia comprovada. Essa situa¢do colocou em risco o tratamento de
mais de 4000 pacientes e se prolongou por quase um ano até que o Ministério da Satde
adquirisse uma versdo confiavel da droga (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Esse medicamento ¢ utilizado no Brasil desde a década de 70 para tratamento de
leucemia linfoide aguda, um tipo de cancer que afeta principalmente criangas e
adolescentes. Tal enzima possui acdo similar a da L-lisina oxidase (LO), objeto de estudo
dessa tese, atuando na deple¢do de aminoacidos importantes para o crescimento tumoral.
Sendo que alguns estudos apontam que LO apresenta um espectro diferente e mais amplo
de atuacdo quando comparado a asparaginase. Além disso, nesse mesmo estudo, LO teve
acao antiproliferativa mais eficiente, com doses terapéuticas mais baixas. (EDAKOVA;
IRSOVA, 2000).

E importante informar que a enzima lisina oxidase foi produzida no nosso
laboratorio, em um trabalho que teve pedido de registro de patente aprovado. Ela foi
produzida de forma recombinante, no extrato soltivel, com atividade enzimatica ¢ bom
rendimento. Além disso, testes prévios mostraram que a LO recombinante (rLO)
produzida por noés, apresentou importante atividade citotdxica e antiproliferativa em
células leucémicas (PROCESSO n° BR 10 2016 020994-3).

E nesse contexto que a L-lisina oxidase revela-se candidata promissora a um
biofarmaco anticancer, fazendo-se necessario prosseguir com os testes de avaliacdo in
vitro € in vivo para a obtencdo de dados farmacoldgicos importantes, tal como a

elucidacao de seu mecanismo de a¢ao no ambiente tumoral.

18






2 134 z-%a.’ ’vg.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Fungos do género Trichoderma: producio de enzimas e suas aplicacdes

biotecnologicas

Os fungos do género Trichoderma (Ascomycetes, Hypocreales) foram descritos
por Persoon em 1794, catalogados por Rifai em 1969 e retine espécies anamorficas que
sdo comumente encontradas no solo e em matéria organica em decomposi¢do. Espécies
de Trichoderma sdo amplamente distribuidas, podendo ser encontrados em diferentes
ecossistemas que variam desde a tundra até o tropical (SAMUELS, 1996). Esses fungos
possuem dois estagios morfoldgicos que sdo fisiologicamente diferentes. O estagio sexual
(teleomérico) possui o nome genérico de Hypocrea, enquanto que o estagio assexual
(anamorfico) ¢ denominado Trichoderma. Dentre as principais caracteristicas dos
isolados de Trichoderma estao: a capacidade metabolica diversificada, colonias de rapido
crescimento em cultura, a producgdo de conidios (esporos) de coloracdao verde e micélio
aéreo (DRUZHININA et al., 2011).

Trichoderma spp. possuem inumeros mecanismos de sobrevivéncia e
proliferag¢do, dentre os quais se destacam, o ataque fisico a outros fungos e a degradacgdo
e utilizacdo de carboidratos complexos (HARMAN et al., 2004). Devido a essas
caracteristicas, esses fungos sdo de grande interesse econdmico e biotecnologico e sdao
amplamente utilizados em aplicagdes comerciais. Trichoderma reesei, por exemplo, €
muito estudado quanto a sua alta capacidade de producdo de enzimas celuloliticas e
hemiceluloliticas, utilizadas na producao de bioetanol de segunda geracdo a partir de
residuos agricolas ricos em celulose (KUBICEK et al., 2001). Na agricultura, as espécies
Trichoderma harzianum, Trichoderma viride e Trichoderma virens sao muito estudadas
por seu papel como agente de biocontrole de doencas e vetores virais (CHET; INBAR;
HADAR, 1997). Tais fungos sdo naturalmente agressivos contra fitopatogenos como
Botrytis, Rhizoctonia e Fusarium, agentes responsaveis por perdas substanciais de
diferentes culturas agricolas. A atividade micoparasitica de algumas espécies de
Trichoderma envolve, além do contato fisico, a sintese de enzimas hidroliticas e também
a produgdo de compostos toxicos com agdo antibactericida (BENITEZ et al., 2004).

Dentre as enzimas sintetizadas por 7Trichoderma spp. estdo as L-aminoacido

oxidases (LAAOs), proteinas hidroliticas naturalmente secretadas pelos fungos. Essas
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enzimas foram primeiramente identificadas em uma analise protedmica do extrato de 7.
harzianum em resposta a Rhizoctonia solani (TSENG et al., 2008), um fungo patdégeno
em plantas, que causa podridao das raizes de diversas raizes como feijdo, soja e batata
(CHET; HARMAN; BAKER, 1981). Yang e colaborares avaliaram o feito da LAAO de
T. harzianum em R. solani. Eles observaram que a enzima nao s6 promoveu a lise das
hifas, como também a inibi¢do do seu crescimento. Quando observados ao microscopio
optico, eles observaram varias disfungdes morfoldgicos das hifas como, inchago,
vacuolizac¢do e malformac¢ao. Quando testaram o efeito da enzima contra 7. harzianum o
efeito foi oposto ao de R. solani. Tanto a densidade da hifa quanto a esporulagao do fungo
aumentaram na presenca de Th-LAAO, indicando que 7. harizanum utiliza algum
mecanismo de reconhecimento que ndo sé impede a toxicidade como estimula a
prolifera¢do. Acredita-se, portanto que as LAAOs tém um envolvimento no mecanismo
de micoparasitismo de 7. harzianum atuando na degradagdo da parede celular do fungo
parasitado (YANG et al., 2011).

Com relagao ao mecanismo, inicialmente, acreditava-se que apenas o peroxido de
hidrogénio produzido na reagdo catalisada pelas LAAOs seria o responsavel pela
toxicidade atribuida a elas (TSENG et al., 2008). Entretanto, a aplicagdo exdgena de
perdxido de hidrogénio ndo promoveu o efeito de inibigdo do crescimento observado.
Logo, foi proposto que essas enzimas estariam promovendo a hidrolise dos aminoacidos
das proteinas que compunham a parede celular do fungo parasitado e o perdxido seria

responsavel por induz a apoptose (YANG et al., 2011).

2.2.L-aminoacido oxidases: caracteristicas e aplicacdo comercial

As L-aminodcido oxidases (LAAO EC 1.4.3.2) sdo flavoenzimas que foram
descritas pela primeira em 1944 por Zeller e Maritz. Essas enzimas contém uma molécula
de flavina adenina dinuclotideo (FAD) como grupo prostético e catalisam uma reagdo de
desaminagao de determinados aminoacidos produzindo a-cetodcido e amonia (Figura 1).
Nesse processo o cofator ¢ reduzido a FADH:2 que na presenga de Oz ¢ regenerado

produzindo perdxido de hidrogénio (POLLEGIONI; MOTTA; MOLLA, 2013).
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Figura 1. Esquema da reacio catalisada por uma LAAQO. O L-aminoacido ¢ reduzido a
iminoacido que, por sua vez, converte-se espontaneamente em um a-cetoacido. O cofator FAD ¢
reduzido e o processo de reoxidacdo leva a formagao do perdxido de hidrogénio. Fonte: Adaptado
de POLLEGIONI; MOTA; MOLA, 2013.

As LAAOs sdao amplamente distribuidas na natureza podendo ser encontradas em
diferentes organismos como ofidios, mamiferos, insetos, moluscos, peixes, algas e
microorganismos como bactérias, leveduras e fungos (LUKASHEVA; BEREZOV,
2002); YU; QIAO, 2012) e sua fungdo geralmente estd envolvida na prote¢do contra
parasitas (YANG et al., 2011). Do ponto de vista bioquimico, as LAAOs de diferentes
origens apresentam diferencas quanto a massa molecular, ao substrato de preferéncia e as
modificagdes pos-traducionais. Adicionalmente, essas enzimas também diferem quanto
ao ambiente 6timo de atividade.

As LAAOs de serpentes sao os membros mais bem estudados dessa familia de
enzimas (DU; CLEMETSON, 2002), sendo que as mesmas estdo entre os componentes
mais toxicos da pegonha desses animais (IZIDORO et al., 2014). Os eventos apos o
envenenamento que levam a agregacdo plaquetaria, apoptose e hemorragia, em geral,
estdo associados a atividade das LAAOs (ANDE et al., 2006). O primeiro trabalho de
identificacdo de LAAO em ofidios foi realizado em 1944, quando Zeller e Maritz
analisaram a peconha de Vipera aspis, uma serpente responsavel por graves acidentes em
alguns paises europeus. Desde entdo, enzimas de diferentes espécies de serpentes foram
caracterizadas e estudadas quanto a sua aplicagdo farmacoldgica como bactericidas,

antivirais e antitumorais (COSTA TORRES et al., 2010); (CISCOTTO et al., 2009).
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As LAAOs de serpentes possuem um amplo espectro de substratos, reagindo com
diferentes aminoacidos, enquanto que as L-aminodcido oxidases de microorganismos
possuem maior especificidade quanto ao substrato de preferéncia, por exemplo, L-
glutamato oxidase de Streptomyces endus (BOHMER et al., 1989), L-fenilalanina oxidase
de Pseudomonas (KOYAMA, 1982) e L-lisina a-oxidase de Trichoderma
(LUKASHEVA; BEREZOV, 2002) oxidam principalmente os aminodcidos que lhe dao
0 nome ¢ apresentam baixa afinidade por outros (HOSSAIN et al., 2014).

As LAAOs podem ser intracelulares, extracelulares e algumas se encontram
ligadas a membrana e sua localiza¢ao depende de sua origem e fun¢do. Aquelas cuja agdo
esteja ligada a protecdo contra ameacas externas, incluindo a L-lisina a-oxidase de
Trichoderma, sao excretadas para o meio extracelular durante o crescimento do
microorganismo (HOSSAIN et al., 2014).

O potencial biotecnologico das LAAOs se aplica a diversas areas. Uma das mais
estudas ¢ a aplicacdo dessas enzimas como componentes de biossensores (MUTAGUCHI
et al., 2011; CHAUHAN et al., 2013). O desenvolvimento de métodos rapidos e baratos
de determinacdo de concentragdo de aminoacidos pode ser util em vérias areas como nas
analises clinicas e de diagndstico (HUANG et al., 1998), no controle e otimizacdao de
bioprocessos fermentativos (VARADI et al., 1999), na producio de ragio animal
(CHAUHAN et al., 2013), entre outros.

Além disso, as LAAOs sdo alvo de grande interesse biotecnologico devido a sua
alta toxicidade sobre diversos patdogenos como virus, bactérias (LEE et al., 2011),
protozoarios (TEMPONE et al., 2001) e, principalmente sobre linhagens de células
tumorais; (DU; CLEMETSON, 2002). Abordagens bioquimicas baseadas na
especificidade do metabolismo de células cancerosas t€ém conduzido a elaboragdo de
diversos métodos originais de diagndstico e terapia.

De fato, alguns tumores sdo seletivamente sensiveis a diminui¢do do nivel de
certos metabolitos como os aminoacidos essenciais. Neste sentido, cientistas de todo o
mundo tém investido esfor¢os na investigagdo e caracterizacdo dessas enzimas capazes
de quebrar aminodcidos uma vez que elas apresentam uma promissora aplicagao nas areas
biomédicas (FUNG; CHAN, 2017); FERNANDES et al., 2017).

Virios estudos investigam os efeitos farmacoldgicos das LAAOs, sendo que
alguns trabalhos ja descreveram amplos efeitos bioldgicos como a indugdo de apoptose

(SUN et al.,, 2003), inibicdo de agregagdo plaquetaria (SAKURAI et al., 2001),

23



2 134 z-%a.’ ’vg.

hemorragia, hemolise e edema (SUN et al., 2003; STILES; SEXTON; WEINSTEIN,
1991). Esses eventos biologicos ocorrem ndo sé em consequéncia da hidrolise de
aminoacidos mas também devido ao efeito secundario do peroxido de hidrogénio

produzido durante a reagao enzimatica (COSTA TORRES et al., 2010).
2.3.A L-lisina a-oxidase ¢ uma enzima com potencial anticancerigeno

As LAAOs isoladas de peixes e outros organismos marinhos assim como as
provenientes de fungos, oxidam preferencialmente a L-lisina. A L-lisina a-oxidase (LO
EC 1.4.3.14) ou L-lisil a-oxidase, possui o nome sistematico de L-lisina: O2 2-
oxidoredutase e ¢ um homodimero cujas subunidades sdo idénticas com peso molecular
de 60 kDa e contém FAD como cofator. Durante a reagao enzimatica da LO, a L-Lisina
na presenca de oxigénio ¢ convertida em acido 2-ceto-6-aminocaproico que pode ser
transformado espontaneamente no derivado ciclico acido A!-piperidina-2 carboxilico. A
reacdo também gera os subprodutos amonia e perdxido de hidrogénio. O H>O; pode
promover a oxidagdo do acido 2-ceto-6-aminocaproico convertendo-o em &acido 5-

aminovalérico (Figura 2) (LUKASHEVA; BEREZOV, 2002; GOMEZ et al., 2006).

Acido Al-piperidina-2-

carboxilico
Acido 2-ceto-6-aminocaproico +calalase 3
o N OOH

a NH, H0
HO id
N ) oxid.
L-Lisina cv-ax’dje/r o] ,'\\HOYWNHQ

A e 2 CO, 0O Acido5-aminovalérico
Jﬁ/\/\/NH? \. [NH3 + HzOz]"
HO' 0.
2

L-Lisina NHz

Figura 2. Produtos da reacido de desaminacio catalitica de L-lisina pela enzima LO. Fonte:
Adaptado de GOMEZ et al., 2006.

A LO foi primeiramente isolada de Trichoderma viride Y244-2 (KUSAKABE et

al.,, 1980) e posteriomente, em 1984 de Trichoderma harzianum. A investigacdo da

24



2 134 z-za.’ ’vg.

especificidade por substratos mostrou que a LO de 7. harzianum catalisa
preferencialmente a deaminacdo oxidativa de L-lisina € com menor rendimento os
aminoacidos L-arginina, L-fenilanina e L-ornitina (LUKASHEVA; BEREZOV, 2002).
Da mesma forma que outras L-aminoacido oxidases, LO exibe uma alta
estereoespecificidade, sendo absolutamente inerte em relagdo aos aminoacidos D-
isdmeros.

Do ponto de vista biotecnoldgico, uma caracteristica importante de LO ¢ sua
estabilidade em uma ampla faixa de pHs e temperaturas (LUKASHEVA; BEREZOV,
2002), que permite seu uso como ferramenta analitica na quantificagdo de L-lisina em
alimentos e em processos de fermentacdo. Alguns estudos, inclusive, buscam desenvolver
sensores de aminodcidos através da imobilizagcdo dessa enzima (CHAUHAN et al., 2013).

Existem poucos estudos que mostram a aplicacdo de LO na medicina do cancer.
Entretanto, até o momento sabe-se que essa enzima exibe efeito citotdxico elevado em
diversas linhagens tumorais como hepatoma, adenocarcinoma mamario ¢ melanoma.
Além disso, estudos com camundongos leucémicos mostram que LO apresenta efeito
superior a L-asparaginase, enzima isolada de E. coli e Erwinia chrysanthemi e principal
droga utilizada atualmente no tratamento de leucemia linfoide aguda (EDAKOVA;
IRSOVA, 2000).

O uso de isotopos radioativos em estudos in vitro demonstrou que LO ¢ capaz de
suprimir a sintese de DNA, de RNA e de proteinas em células de leucemia da linhagem
L5178Y. Além disso, observou-se um aumento de 34 a 45% na sobrevida camundongos
doentes tratados com LO (KUSAKABE et al., 1980). Pokrovsky e colaboradores (2013)
descreveram que LO de T. aureoviride ¢ citotoxica para uma grande variedade de células
tumorais, incluindo cancer de prostata, de ovario e leucemia eritromieloblastéide. O
mesmo estudo mostrou que a administragdo de altas doses de LO em camundongos que
ndo eram doentes foi bem tolerado, ndo afetando os niveis do aminoacido essencial L-
lisina nos animais sadios (POKROVSKY et al; 2013).

O efeito de LO pode ser atribuido a deplecdo de L-lisina e ao perdxido de
hidrogénio produzido. Porém, estudos mostram que a hidrdlise de aminoacidos ¢ a
principal razdo de LO reduzir o crescimento tumoral, uma vez que o efeito, embora

reduzido, foi observado mesmo na presenca de catalase. (KHADUEV KH. et al., 1991).
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2.4.Privacdo de aminoiacido como estratégia para terapia anticincer e

mecanismos moleculares envolvidos

A sobrevivéncia de qualquer organismo ¢ dependente de processos de
multiplicagdo, diferenciacdo e morte celular. Fatores internos e externos das células
influenciam esses processos contribuindo para a homeostase e manuten¢ao da populacio
celular dentro dos limites fisioldgicos. Quando esse equilibrio € perturbado, podem
ocorrer alteracdes nos mecanismos reguladores de crescimento e morte celular resultando
em proliferagdo e/ou diferenciagdo anormal do tecido, tendo como consequéncia o
desenvolvimento do cancer (HANAHAN; WEINBERG, 2000)

Cancer, nome comum para a neoplasia maligna, ¢ um conjunto de mais de 100
doengas caracterizadas pelo crescimento desordenado de uma populacao de células que
invadem e destroem tecidos adjacentes e que podem migrar para tecidos distantes através
de um processo chamado metastase. Hanahan e Weinberg sugerem oito principais
alteracdes na fisiologia celular que, coletivamente, promovem o crescimento maligno das
células: autossuficiéncia de sinais de crescimento, resisténcia a sinais antiproliferativos,
evasdo do sistema imune, imortalidade replicativa, inflamagao, capacidade de invasdo e
metastase, angiogénese sustentada, instabilidade genética e mutagao, resisténcia a morte

celular, e desregulacao do metabolismo (Figura 3) (HANAHAN; WEINBERG, 2011a).
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Figura 3. Principais caracteristicas que diferenciam as células cancerigenas. Fonte: Adaptado
de HANAHAN; WEINBERG, 2011.

A desregulacdo do metabolismo ¢ uma das alteracdes da fisiologia celular
responsaveis pelo crescimento maligno dessas células. O metabolismo glicolitico de
células tumorais, por exemplo, ¢ favorecido mesmo na auséncia de oxigénio. Isso ocorre
em resposta a demanda energética elevada, levando a um estado denominado glicdlise
aerobia ou efeito Warburg (HSU; SABATINI, 2008; WARBURG, 1956). Nessas
condig¢des a producao de ATP ¢ relativamente baixa, porém os produtos intermedidrios
da glicolise sdo utilizados na biossintese de nucleotideos, aminodcidos e macromoléculas.
Nas condigdes de glicolise aerdbia o metabolismo de aminoacidos esta aumentado, de
modo que as células tumorais frequentemente apresentam maior expressao de
transportadores de glicose e aminoacidos na membrana celular, a fim de obter mais
nutrientes da circulagdo sanguinea (FUNG; CHAN, 2017).

Por diferenciar a célula tumoral da célula saudavel, esse aspecto metabdlico tem
sido explorado por muitos cientistas no desenvolvimento de drogas anticancer. Os
chamados “anti-metabolitos” sdo drogas capazes de impedir a sintese ou esgotar o
suprimento de moléculas essenciais para a proliferagdo celular como as bases

nitrogenadas, os nucleotideos e os aminodcidos (VANDER HEIDEN, 2011).

27



2 184 %-%a-’ ’v;-

Na pratica clinica, o uso dos anti-metabolitos ¢ mais comum no tratamento de
canceres hematoldgicos, como as leucemias e linfomas, porque esses tipos celulares
neoplasicos sdo, frequentemente, auxotroficos a aminodcidos especificos, o que os torna
vulneraveis a esses tratamentos (FUNG; CHAN, 2017). Alguns tipos de cancer, como a
leucemia linfoide aguda (LLA), possui um defeito na producdo da asparagina sintetase,
enzima responsavel por sintetizar a asparagina intracelular. Esses linfocitos sdo, portanto,
dependentes de fonte externa de asparagina para se desenvolver. E nessa suscetibilidade
que atua a L-asparaginase, enzima usada ha mais de 40 anos no tratamento de LLA. A L-
asparaginase promove a deplecdo da L-asparagina do meio extracelular impedindo a
progressdo do cancer e induzindo a apoptose (KAWEDIA; RYTTING, 2014).

Outro exemplo ¢ a glutamina, o aminodcido ndo-essencial mais abundante no
plasma sanguineo. A glutaminoélise (quebra de glutamina) ¢ especialmente aumentada em
células tumorais, um indicativo da importancia desse aminoacido para essas células.
Nesse sentido que o metabolismo de glutamina tem sido explorado, especialmente o
desenvolvimento de uma droga inibidora da glutaminase (FUNG; CHAN, 2017). Outros
exemplos de sucesso incluem o tratamento de melanomas metastaticos com a enzima
argininase, € o usa da metioninase no tratamento de canceres do sistema nervoso central
(FERNANDES et al., 2017).

Os estudos sobre o efeito da lisina no crescimento tumoral remontam o inicio do
século XX quando em 1915 Kocher realizou uma andlise quantitativa do contetdo de
aminoacidos de diferentes tipos de tumores. Ele observou que a produgdo de lisina,
arginina e histidina era consideravelmente maior nos tecidos tumorais do que em tecidos
saudaveis (WILLIAMS, 1915; KOCHER, 1944). Além disso, a L-lisina e a L-arginina
sdo aminodacidos especialmente requeridos para o rapido crescimento tumoral, uma vez
que compdem boa parte das proteinas que organizam a cromatina no nucleo das células
(NELSON; COX, 2011).

Além da fun¢ao nutricional, os aminoacidos possuem uma fungao reguladora na
proliferacdo das células tumorais através de sinaliza¢do direta e integrada do estado
energético e de fatores de crescimento (HANAHAN; WEINBERG, 2011b). Sendo assim,
a privacao de aminoacidos desencadeia uma resposta homeostatica nas células que a
experimentam. Essa resposta envolve dois mecanismos principais. O primeiro ¢ o
aumento da expressdo de transportadores de membrana, hormoénios de crescimento e

enzimas metabolicas com o objetivo de aumentar a captagdo e a sintese de aminoacidos.
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O segundo ¢ a produgdo de aminoacidos através da reciclagem de proteinas e organelas
por autofagia (CHEN et al., 2014; ONODERA; OHSUMI, 2005). Além disso, os tecidos
tumorais podem reverter o quadro de starvation aumentando a angiogénese (WANG et
al., 2013).

Quando esses mecanismos ndo sdo suficientes para suprir a falta de aminoacidos,
as células passam a inibir a sintese de proteinas, reduzir a taxa de crescimento e por fim
submetem-se a morte celular programada. Sendo assim, alguns estudos tém mostrado que
0s principais mecanismos envolvidos na morte de células submetidas a privagao de
aminoacidos sdo a autofagia e a apoptose (MARTINET et al., 2005; SADASIVAN et al.,
2006).

Tendo em vista tudo que foi apresentado até entdao e o potencial de aplicabilidade
de LO na industria farmacéutica que esse trabalho tem como objetivo principal avaliar o

potencial anticancer da L-lisina a-oxidase recombinante de Trichoderma harzianum.
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3. OBJETIVOS

3.1.0bjetivo geral

Caracterizar os efeitos da enzima L-lisina o-oxidase recombinante de
Trichoderma harzianum sobre células de leucemia linfoide Jurkat e investigar os

possiveis mecanismos responsaveis por tais efeitos.

3.2.0bjetivos especificos

e Testar condi¢des de estocagem de LO para aumento da estabilidade
enzimatica;

e Avaliar a toxicidade de rLO em células Jurkat;

e Avaliar a importancia da cauda de GST no efeito de rLO células Jurkat;

e Avaliar a toxicidade de rLO em células Hek;

e Avaliar o efeito dose-resposta de rLO na viabilidade de células Jurkat;

e Analisar o efeito temporal de rLO por microscopia time-lapse

e Determinar o mecanismo de acao de rLO através do uso de inibidores de

vias de sinalizagao de MAPK.
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Waterniacs e métodos

4. MATERIAIS E METODOS

4.1.Producio e purificacdo de L-lisina a-oxidase

O protocolo a seguir se refere a produgdo de rLLO, o qual foi desenvolvido durante
o projeto de mestrado.

A enzima rLO foi produzida por expressao heterdloga através da transformagao
do vetor clonado pGEX-4T1-LO (Figura 4) em bactéria Escherichia coli da linhagem
BL21. O vetor foi construido a partir da clonagem fragmento de LO, amplificado a partir

do cDNA de Trichoderma harzianum, ao vetor pGEX-4T1 (GE Healthcare).

lac operator]

Figura 4. Mapa do vetor pGEX-4T1-LO. O vetor bacteriano pGEX-4T1 é usado para
expressao de proteinas fusionadas a GST. O vetor possui regido de multipla clonagem que
contém varios sitios de restri¢ao dentro dos quais foi a adicionado a regido correspondente a LO.
Entre o dominio de GST e os sitios de clonagem ha um sitio de reconhecimento para Trombina
que permite a remog¢do da cauda. Possui também um promotor /ac para indugdo com IPTG e
regido que atribui resisténcia a ampicilina.

Bactérias E. coli da linhagem BL21 termocompetentes foram transformadas com
o vetor pGEX-4T1-LO através de choque térmico. As bactérias foram crescidas
exponencialmente a 37°C em meio Luria-Bertani (LB) acrescido de Ampicilina 1pug/puLL
até atingir a densidade otica de 0,6 no comprimento de onda de 600 nm. O in6culo foi
resfriado a 4 °C e a expressao foi induzida com IPTG 0,5 mM. Além disso, acrescentou-
se ao meio de cultura FAD 50 uM. O in6culo foi mantido sob agitagdo em shaker a 16 °C

e 200 rpm por 18 horas.
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Passado esse tempo o cultivo foi centrifugado (10000 xg por 20 minutos a 4 °C)
e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi solubilizado em 30 mL de tampao PBS
acrescido de lisozima (10 U), fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 1% e Triton X-100
20 %. A solucao foi mantida a 4 °C por 20 minutos e entdo sonicada para rompimento das
células. O extrato resultante da /ise foi novamente centrifugado (10000 xg por 20 minutos
a4°C).

O sobrenadante resultante da centrifugagdo foi filtrado (filtro de 0,22 pm,
Millipore) e inserido em sistema de cromatografia FPLC em coluna empacotada com a
resina Glutathione Sepharose 4 Fast Flow (GE Healthcare) que possui afinidade pela
cauda de GST fusionada a LO. O sistema foi equilibrado com o tampao PBS pH 7,4 ¢ as
proteinas foram eluidas com o mesmo tampao acrescido de glutationa reduzida 0,1 M em
um fluxo de 0,5 mL/min. As aliquotas coletadas foram armazenadas a -20°C em solu¢do
de glicerol 50%.

Quando oportuno, a cauda de GST foi removida através de reacdo de digestdo
enzimdtica com a enzima Protease Trombina (Novagen) na proporc¢ao de 1 U para cada
0,5 mg de proteina total. A reacdo ocorreu a 23 °C, overnight em agitador orbital e apds
esse periodo adicionou-se PMSF 0,3 mM para parar a reacdo de digestdo.

Alternativamente, a remog¢do da cauda foi realizada sem que a proteina fosse
eluida da coluna cromatografica. A coluna foi desmontada e a resina foi incubada
diretamente com a Trombina para a digestao.

As enzimas fusionadas ou nao a GST foram mantidas a -20°C em solucao de

glicerol 50%. (PATENTE n° BR 10 2016 020994-3).

4.2.Reacio de formacio de pontes dissulfeto intramoleculares por ferricianeto

de potassio

Considerando que a LO se encontra naturalmente como um homodimero,
procuramos promover a interagdo entre os mondmeros a fim de aumentar a estabilidade
da proteina. O protocolo utilizado ¢ baseado na oxidagdo dos residuos de cisteina que
formam as pontes dissulfeto (ANDREU et al., 1994). O agente oxidante utilizado foi o
ferrocianeto de potassio [K3Fe(CN)g] na concentragdo de 0,01M. A solucao de rLO em
tampao PBS foi titulada com o ferricianeto de potassio até que a cor levemente amarelada

da solugdo persistisse. A quantidade do oxidante usado foi de aproximadamente 20% do
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volume total da solugdo. O pH foi ajustado para 5 com uma solugdo de acido acético. A
solugdo final foi entdo filtrada em tubo de centrifuga¢do VivaSpin 10kDa MWCO (GE

Healthcare) a qual permitiu remogao total da solugdo e troca para o tampao PBS.

4.3.Ensaio de atividade enzimatica

A atividade enzimatica de rLO foi avaliada através do método determinado por
Kusakabe (1980) adaptado para microplaca. O principio da reagdo baseia-se na dosagem
do alfa-cetoacido derivado da oxidacdo da L-lisina. Os componentes da reacdao sdo:
tampao fosfato de potassio (0,2M pH 8,0), catalase (1U/mL) e L-lisina (0,1M). A enzima
rLO ¢ adicionada a mistura (10 pL) e o sistema ¢ incubado a 37°C por 20 minutos. Apos
esse tempo uma solugdo de 4cido tricloroacético (TCA) (12,5%) ¢ adicionado para parar
a reacdo. O tubo ¢ centrifugado a 6000xg por 5 minutos a fim de remover as proteinas
que precipitaram. O sobrenadante ¢ transferido para microplaca térmica juntamente com
uma solu¢do de 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona (MBTH) (0,1% m/v) e tampao
acetato de sodio 1M pH 5,0. A placa ¢ mantida a 50°C por 30 minutos e resfriada até a
temperatura ambiente. As amostras sdo transferidas para microplaca de fundo
transparente e a leitura feita no comprimento de onda de 317 nm em espectrofotometro
(xMarkTM Microplate Absorbance Spectrophotometer, Bio-Rad). Uma unidade
enzimatica corresponde a quantidade de enzima capaz de catalisar a formagao de 1 pmol

de 4cido 6-amino-2-oxohexanodico a partir da L-lisina por minuto a 37 °C e pH 8§,0.

4.4.Padronizacio das condicoes de estocagem de rLLO

O objetivo desse ensaio foi avaliar a estabilidade de rLO quando exposta a
diferentes agentes de preservacdo. Os agentes estabilizantes testados foram: glicerol,
manitol e polietilenoglicol em diferentes concentragdes. Aliquotas de 100 pL da enzima
em tampao PBS e na presenca dos diferentes agentes foram conservadas a 4°C e a -20°C.
A atividade enzimatica das enzimas estocadas nas diferentes condicoes foi determinada

apo6s 30 dias.
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4.5.Manutenc¢ao das células

As células foram obtidas no Laboratorio de Glicobiologia sob responsabilidade da
Prof*. Dr*. Maria Cristina Roque Barreira (FMRP/USP). As linhagens utilizadas foram:
Jurkat (linfocito T - leucemia linfoide aguda) e Hek 293T (hepatdcito). As células foram
mantidas sob repiques peridodicos em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640)
ou Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) acrescidos de soro fetal bovino (SFB)
10% e agentes antibacteriano e antimicotico (penicilina 100 pg/mL, estreptomicinal00
ng/mL e anfotericina B 250 pg/mL), em estufa imida a 37 °C com 5% de CO». Os meios
de cultura, o SFB, ¢ os agentes antibacteriano e antimicético foram adquiridos da Gibco®,
Invitrogen Corporation, Brasil.

As células foram semeadas a uma densidade de 1x10° células/garrafa e repicadas
a cada 48h em fluxo laminar. No inicio de cada experimento, a suspensdo celular foi
centrifugada a 200 x g, por 10 minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento celular foi ressuspendido em 1 ml de meio de cultura. O numero
de células viaveis foi avaliado pelo método de exclusdo do corante Azul de Trypan (0,5%)
em camara de Neubauer e foram utilizadas para os experimentos somente as amostras

com viabilidade celular superior a 95%.

4.6.Avaliacao toxicidade de rLO por MTT

O MTT ¢ um sal de tetrazolium solivel em 4gua, que € convertido em um
formazam purpura apos clivagem do anel de tetrazolio por desidrogenases mitocondriais
(GERLIER; THOMASSET, 1986). O ensaio colorimétrico funciona como um indicador
da fun¢do mitocondrial e, por conseguinte, da viabilidade celular.

Sendo assim, células Jurkat na concentracdo de 1x10° células/mL foram semeadas
em placas de 96 pocos contendo meio de cultura RPMI 1640 completo e concentracdes
crescentes de rLO (1 a 10 mU/mL). Apds 24 e 48 horas de incubagdo, as placas foram
centrifugadas, o sobrenadante removido e adicionou-se ao meio de cultura 10 % (v/v) de
solucdo de MTT (5 mg/ml em PBS). A placa foi mantida em estufa umida a 37°C
contendo 5% de CO- por 3 horas. Decorrido esse tempo, o meio de cultura foi removido
e os cristais de formazam produzidos foram dissolvidos em 100 pL de dimetilsulféxido

(DMSO). A leitura da absorbancia foi feita em espectrofotometro no comprimento de
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onda de 540 nm. A atividade mitocondrial foi expressa como absorbancia, sendo que a
densidade optica do grupo controle (células sem tratamento) foi considerada como 100%

de células viaveis.

4.7.Avaliacao da toxicidade de rLO por citometria de fluxo

O principio deste ensaio baseia-se na ligacdo da Anexina V a proteina de
membrana fosfatidilserina, normalmente encontrada na parte interna da membrana
plasmatica. Durante o estagio inicial de apoptose ocorre a perda da assimetria da
membrana citoplasmatica com a consequente externalizacdo dos residuos de
fosfatidilserina. A Anexina V se liga especificamente a estes residuos e, quando
conjugada ao FITC, permite identificar as células em apoptose por citometria de fluxo
(VAN ENGELAND et al., 1998). O lodeto de Propidio, por sua vez, é utilizado como
indicador de morte celular. Trata-se de uma molécula que se intercala a0 DNA, porém ¢
impermeéavel a membrana plasmatica das células. Desse modo, ele apenas se ligard ao
DNA das células mortas, cujo material genético esteja exposto.

Através dessa metodologia ¢ possivel identificar a presenca de eventos de
apoptose, bem como de necrose ¢ viabilidade celular. Esse método foi utilizado nessa tese
para avaliar a toxicidade de rLO em células Jurkat e Hek, bem como para caracterizar o
efeito dose-resposta, tempo-resposta e também para avaliar o efeito de inibidores em
células tratadas com LO.

Sendo assim, as células Jurkat ou Hek na concentracdo de 110’ células/mL foram
semeadas em placas de 96 pocos contendo meio de cultura RPMI 1640 completo. A seguir
as células foram tratadas com rLO e mantidas em estufa imida a 37°C contendo 5% de
COz por 24 horas. Depois de 24 horas foi adicionado a cada pogo 1,5 uL de Anexina V-
FITC (BD Pharmigen™) e a placa incubada por mais 30 minutos. O Iodeto de Propidio
(1 pL/pogo) (Sigma-Aldrich) foi adicionado 5 minutos antes da andlise. A concentracao
e porcentagem de células marcadas com cada flur6foro foi determinada por citometria de

fluxo (Guava EasyCyte™ Mini System).
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4.8.Avaliacao do efeito de rLO (GST+) e rLO (GST-) em células Jurkat

Como mencionado anteriormente, a L-lisina oxidase recombinante foi produzida
fusionada a uma molécula de GST. Essa tag pode ser removida em reagao uma enzimatica
com a enzima Trombina. O efeito das duas formulagdes (com e sem GST) foi avaliado
em células Jurkat, uma vez que testes anteriores mostraram que a remog¢do de GST
promove queda na atividade enzimatica de rLO. Para isso, células Jurkat foram semeadas
em placa de 96 pogos na concentracio de 1x10° cel/mL e tratada com as enzimas (3
mU/mL). A placa foi mantida em estufa a 37 °C e atmosfera imida com 5% de CO> por
24 horas. A concentragdo ¢ porcentagem de células marcadas com cada fluréforo foi
determinada por citometria de fluxo conforme protocolo descrito no item 4.7 (Guava
EasyCyte™ Mini System). A afim de facilitar a compreensdo dos resultados as
formulagdes foram denominadas rLO(GST+) para rLO fusionada a GST e rLO(GST-)
para rLO sem GST.

4.9.Avaliaclo cinética da viabilidade de células Jurkat tratadas com rLO

Esse ensaio foi realizado a fim de verificar o tempo que rLO leva para induzir
efeito antiproliferativo nas células Jurkat. Além disso, concentracdes mais baixas das
testadas até entdo foram avaliadas. As células Jurkat foram tratadas com diferentes doses
de rLO (0,25, 0,5, 1, 2 ¢ 4 mU/mL) e incubadas em estufa a 37°C. A viabilidade das
c€lulas tratadas foi determinada por citometria de fluxo apds os tempos de 6, 10 e 24
horas. No momento das leituras iodeto de propidio foi adicionado a fim de determinar a
porcentagem de células viaveis por concentragdo de rLO e por tempo de tratamento.
Células sem tratamento correspondiam ao controle negativo e aquela tratadas com

trioxido de arsénio, o controle positivo.

4.10. Microscopia time-lapse

A microscopia de time-lapse permite observar um objeto microscopico ao longo
do tempo. As sequéncias de imagens do microscopio sdo fotografadas e depois
visualizadas em uma velocidade maior para fornecer uma visdo acelerada do processo

microscopico. Através dessa técnica podemos observar o efeito temporal de rLO nas
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células tratadas. Para isso, células Jurkat na concentracio de 1x10° células/mL foram
tratadas com 1 mU/mL de rLO em meio RPMI completo acrescido de 7 pL de Anexina
V-FITC (BD Biosciences) e 2 uL de PI 1 ug/mL (Sigma-Aldrich). A cultura foi
transferida para uma placa oOptica com fundo de vidro (MatTek Corporation) e
encaminhada para andlise. O microscopio ¢ equipado com uma camara incubadora que
permite manter a temperatura a 37°C e a concentragdo de CO2 a 5% (BioStation IMq,
Nikon). A captagdo das imagens se iniciou ap6s um periodo de 1 hora, necessario para
estabilizacdo da cultura e ajuste do foco. Oito campos diferentes foram selecionados e
uma foto foi tirada a cada 3 minutos. Os filtros utilizados foram os de 480nm (corresponde
a luz verde - FITC), 600 nm (correspondente a luz vermelha — PI) e o campo claro. Apos
um periodo de 18 horas de gravacao, as fotos foram reunidas para produciao de um video
que permite observar a incorporagdo dos marcadores Anexina e PI pelas células ao longo
do tempo. O mesmo experimento foi realizado para células ndo tratadas com rLO. As
imagens foram editadas e video obtido através do software Fiji Image]J (SCHINDELIN
etal., 2012)

4.11. Ensaio de inibicao de moléculas sinalizadores em células Jurkat estimuladas

com LO

As células Jurkat (1x10° cél/mL) foram distribuidas em microplacas de 96 pogos
e mantidas em estufa a 37°C por 1 hora para que as células se depositassem no fundo da
placa. Apds esse tempo, as células foram pré-tratadas com os seguintes inibidores:
PD98059 (inibidor de ERK), genisteina (inibidor de PTK), SB202190 (inibidor de p38),
SP600125 (inibidor de JNK) e H-7 (inibidor de PKC), todos na concentragdo de 20 pM.
Depois de 3 horas, rLO 1 mU/mL foi adicionada a cultura de células. Apds um periodo
de 24 horas as cé€lulas foram analisadas por citometria de fluxo em relagdo a ligacao do
marcador Anexina V-FITC e a incorporacao do iodeto de propidio. Células ndo tratadas

foram utilizadas como controle negativo.

4.12. Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + desvio padrao da média. Todos

os dados foram analisados usando o software GraphPad Prism 8. A diferenga estatistica
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entre os grupos estudados foi determinada pela analise de variancia (1-way ANOVA)
seguido do teste de multipla comparacdo de Bonferroni. As diferencas que forneceram

um p<0,05 foram consideradas estatisticamente significantes.
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5. RESULTADOS

5.1.Producéo e purificacdo de L-lisina a-oxidase

A proteina LO recombinante foi produzida a partir do in6culo de uma col6nia de
bactéria transformada com o vetor pGEX-LO. As bactérias cresceram em meio LB
liquido com ampicilina a 37 °C e 200 rpm até alcangar a densidade optica de 0.6. Apods
esse periodo, a inducdo da expressdo da proteina foi feita com IPTG 0,5 mM e FAD 0,5
mM a 16 °C. Apos 18 horas nessas condigdes, as células bacterianas foram rompidas e o
extrato soluvel submetido a cromatografia de afinidade em coluna com a resina
Gluthatione Sepharose. A figura 5 mostra o perfil proteico das fracdes de lavagem e
eluicdo da cromatografia. Nas fracdes de elui¢do (E) pode se notar uma banda forte entre
66 ¢ 116 kDa referente a proteina recombinante em fusdo com a cauda de GST. Além
disso, observa-se também uma proteina menor, de aproximadamente 26 kDa
correspondente a GST.

As fracdes coletadas foram reunidas e dialisadas contra o tampao 6timo da enzima
de restricdo Trombina Protease. Apos a didlise, a amostra foi incubada com a trombina e
20uL da resina para clivagem e remogao da cauda de GST do meio. A amostra resultante
continha a enzima LO nao-fusionada, como se pode ver no gel SDS-PAGE representado
na figura 6. Na coluna 1 observa-se a amostra antes da digestdo, com as duas bandas:
GST de 26 kDa e LO fusionada a GST, de aproximadamente 92 kDa. A proteina pura
estd na coluna 2 do gel, que mostra uma banda unica de aproximadamente 60 kDa. (Dados

publicados - PATENTE n° BR 10 2016 020994-3)
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Figura 5. Expressao e purificacdo de rLO. A enzima recombinante foi expressa em E. coli,
intracelularmente, porém solivel. A purificagdo foi feita por afinidade a resina Glutationa
Sepharose na figura: gel SDS-PAGE das fragoes coletas. M: marcador de peso molecu lar. EB:
extrato bruto. L (lavagem): fracdo eluida apoés lavagem. E (eluicdo): fracdes coletadas apods
lavagem da coluna com tampao de eluigao.
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Figura 6. Expressido e purificacio de LO. A enzima recombinante foi expressa em E. coli,
intracelularmente, porém solavel. A purificagdo foi feita por afinidade a coluna Glutathione
Sepharose 4FF. A proteina teve a cauda de GST removida através de reacdo de digestdo com
trombina. M: marcador de peso molecular. Coluna 1: Proteina LO fusionada a GST. Coluna 2:
Proteina LO apds remogdo da cauda de GST.

Abaixo, a tabela 1 mostra os dados de atividade enzimatica e concentracao de
proteinas em cada etapa de produgdo de rLO. Apds a cromatografia de afinidade o
rendimento total ¢ de 37,39% com valores de 12,2 U/mL de atividade e 8,1 U/mg de
atividade especifica. A atividade cai consideravelmente depois de alguns dias de
congelamento que passa a ser de 2,2 U/mL. Além disso, a remogao de GST também

prejudica a funcao enzimatica de rLO, que cai para 0,6 U/mL.
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Tabela 1 Resumo das etapas de purificacio de LO produzida em 200 mL de meio LB.

Proteina Volume Atividade Atividade Atividade Rendimento

Etapa total (mL) (U/mL)  total (U) especifica (%)
(mg) (U/mg)
Extrato bruto 27 30 43,5 195,75 7,25 100
Cromatografia 9 6 12,2 73,2 8,1 37,39
de afinidade

5.2.Efeito do agente oxidante Ki[Fe(CN)s] na atividade enzimatica de rLO

Os dados da literatura indicam que LO nativa de 7. harizanum apresenta-se na
forma homodimérica, cuja estrutura tridimensional ¢ importante para a sua funcdo
enzimatica. O sistema de expressao bacteriano ndo € capaz de realizar a dimerizagdo de
proteinas heterdlogas, portanto esse procedimento deve ser realizado posteriormente a
sua purificacdo. Para isso, a enzima rLO nas versdes fusionada [rLO(GST+)] e ndo
fusionada a GST [(rLO(GST-)] foram submetidas a titulagdo com o reagente oxidante
ferrocianeto de potassio em um protocolo que facilita a formagdo de pontes dissulfeto
intermoleculares. Na tabela 2 abaixo, tem-se os dados de atividade enzimatica antes e
depois da reagdo de oxidagdo. Como pode-se observar, a reagdo promoveu um aumento
de na atividade de rLO(GST+) de 2,2, para 4,6 U/mL, correspondendo a mais de 200%.
A versdo ndo fusionada, rLO(GST-), também reagiu com um aumento de 0,6 para 1,0

U/mL.

Tabela 2. Atividade enzimatica de LO antes e depois da reagao de oxida¢ao com ferrocianeto
de potassio.

Enzima Atividade enzimatica (U/mL)
Antes da reacio Depois da reaciao
rLO(GST-) 0,6 1,0
rLO(GST+) 2,2 4,6

5.3.Efeito de agentes estabilizantes na atividade enzimatica de rLO

A estabilidade da L-lisina oxidase foi testada com diferentes estabilizantes, os

quais PEG 3350, 6000 e 8000, sorbitol, glicerol e manitol todos na concentragcdo de 1M
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e glicerol 20 e 50% v/v. As amostras foram mantidas em geladeira (4°C) ou freezer (-
20°C) e a atividade enzimatica foi testada depois de 30 dias de estocagem.

A tabela 3 apresenta os dados de atividade relativa de cada condicao. A atividade
¢ dada em porcentagem em relacdo a amostra sem estabilizantes. Todas as amostram
foram diluidas em tampao fosfato salino PBS (pH 7,4). Como pode-se observar, a
atividade tende a se perder com o tempo, sendo o efeito mais pronunciado naquelas
armazenadas na geladeira. O glicerol 50% e o PEG 8000 foram os agentes estabilizantes
mais eficientes, sendo que o primeiro promoveu inclusive aumento na atividade
enzimatica quando comparado ao controle. A partir desses dados a armazenagem de LO

em glicerol 50% e freezer foi eleita a condi¢ao padrio de estocagem.

Tabela 3. Atividade de LO frente a diferentes agentes estabilizantes.

Estabilizante Atividade relativa (%)
Geladeira (4°C) Freezer (-20°C)
Sem estabilizante 100 100
PEG 3350 0,01M 12 46
PEG 6000 0,01M 15 51
PEG 8000 0,01M 42 98
Sorbitol 1M 18 22
Glicerol IM 33 39
Manitol 1M 20 25
Glicerol 20% (v/v) 37 50
Glicerol 50% (v/v) 76 217

Outra possibilidade testada foi a liofilizagdo de LO. Para isso, 3 mg de proteina
recém purificada foi dialisada contra o tampao bicarbonato de amonio 0,02 M. A amostra
foi entdo congelada em nitrogénio liquido e liofilizada. Para os testes de atividade a
proteina foi ressuspendida em tampao PBS. A tabela 4 mostra os dados de atividade da
enzima durante o processo. Observa-se uma queda brusca na atividade de LO depois da

dialise que ndo € recuperada posteriormente.

Tabela 4. Atividade enzimatica de LO nas etapas de liofilizacao.

Etapa Atividade enzimatica (U/mL)
Antes da dialise 4,2 U/mL
Depois da dialise 0,6 U/mL
Depois de liofilizar 0,6 U/mL
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5.4.Avaliacio da toxicidade de rLO por MTT

A viabilidade celular foi avaliada pela redu¢do do MTT (brometo de 3-[4,5-
dimetiltiazol- 2-il]-2,5-difeniltetraz6lio). O MTT ¢é um sal solivel em agua, que ¢
convertido em um formazam purpura apés clivagem do anel de tetrazolio por
desidrogenases mitocondriais (MOSMANN, 1983). Nesse experimento as células da
linhagem Jurkat (foram tratadas com diferentes concentragdes de rLO e incubadas a 37°C
em atmosfera com 5% de COz. Apds o periodo de incubagdo de 24 horas, o meio de
cultura removido e adicionado novo meio contendo MTT 0,5 mg/ml por 2 horas a 37°C
e o formazam reduzido foi solubilizado pela adi¢do de dimetilsulféxido (DMSO). A
avaliacdo da viabilidade celular foi medida em um leitor de Elisa (540 nm). Como
observado na figura 7 ndo foi possivel determinar um comportamento dose-resposta com
as concentracdes testadas, embora seja possivel verificar que a maioria das concentragdes
testadas tenha promovido um efeito de redugdo da viabilidade das células. Outros testes
foram realizados, os quais indicaram falta de reprodutibilidade no teste de MTT. Talvez
isso aconteca porque as células Jurkat sdo suspensas (ndo-aderentes) e a manipulagdo do
meio para a realizacdo do teste pode inviabilizar/remover algumas células, causando
variabilidade nos resultados finais. Portanto, testamos outra metodologia a fim de melhor

avaliar o efeito de rLO sobre as células.
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Figura 7. Avalia¢do da viabilidade celular por MTT em células Jurkat. Células Jurkat foram
tratadas com diferentes doses de rLO (1 a 10 mU/mL).
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5.5.Avaliacao da toxicidade de rLO por citometria de fluxo

Os experimentos a seguir foram realizados utilizando a enzima fusionada a GST
a qual, para simplificar, foi denominada rLO.

5.5.1. Efeito da concentragdo de rLO na viabilidade de células Jurkat

A influéncia de rLO na viabilidade de células Jurkat foi avaliada por citometria
de fluxo através da analise da incorporacdo do iodeto de propidio (PI). O PI ¢ incorporado
as células necroéticas, cujo conteudo genético esteja exposto. Sendo assim, as células
viaveis correspondem a populacdo de células que ndo foram marcadas com PI. A figura
8 mostra a concentracdo de células viaveis (PI-negativas) depois de 24 horas de
tratamento com diferentes doses de LO e tridoxido de arsénio (ATO). A diminui¢do da
concentragdo de células viaveis foi progressiva em relagdo ao aumento da concentragdo
de rLO. Houve uma reducdo de cerca de 58% da viabilidade das células tratadas com
ImU/mL de LO. Ja a dose de 10mU/mL promoveu uma reducdo de 98% na viabilidade
das células. Esses resultados indicam que LO diminui a viabilidade das células Jurkat de
modo dose-dependente, apresentando eficiéncia superior ao do controle positivo (ATO).

Além disso, pode-se inferir que rLO tem efeito antiproliferativo nessa linhagem celular.
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Figura 8. Concentracdo de células viaveis apos tratamento com rLO. As células da
linhagemJurkat foram tratadas com doses de 1 a 10 mU/mL de LO e apds 24 horas analisadas por
citometria de fluxo. A viabilidade foi determinada pela comparagdo do ntimero de células PI-
negativas entre o controle negativo (meio) e os tratamentos testados. Controle positivo: ATO.
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5.5.2. Efeito de rLO na indugdo de apoptose em células Jurkat

Além do efeito na viabilidade, também foi avaliado se rLO induzia apoptose nas
células Jurkat. Para isso, foi utilizado a Anexina V marcado com FITC, um ligante de
fosfatilserina, que por sua vez, ¢ um sinalizador de apoptose. A figura 9 apresenta dois
graficos, o primeiro (grafico A) mostra a porcentagem de células positivas para Anexina
V apds 24 horas tratamento com LO. O grafico B apresenta a porcentagem de células
marcadas tanto com Anexina V quanto com PI. Como pode-se observar no grafico A, a
porcentagem de células marcadas somente com Anexina V nas condicdes testadas foi
baixa (maximo de 11%). Ou seja, apresentou baixa significdncia em comparagdo as
células sem tratamento (6% de células positivas) enquanto que cerca de 43% das células
tratadas com ATO apresentavam marcagao para apoptose. Por outro lado, no grafico B, a
porcentagem de células duplamente marcadas apds estimulo com LO ¢ alto. Quando
comparada ao meio (20%), a porcentagem ¢ aproximadamente 2 vezes maior (41%) para
a concentragdo mais baixa (ImU/mL) e 4 vezes maior para as concentracdes mais altas
(de 3 a 10mU/mL). Esses dados indicam que LO induz apoptose nas células Jurkat, porém
como em 24 horas essa marcacao veio acompanhada da incorporacao do PI, da-se a esse
evento o nome de apoptose tardia, uma vez que as células ja se encontram mortas. Sendo
assim, concluimos que nas condigdes testadas, LO foi capaz de induzir apoptose nas

células Jurkat em menos de 24 horas de tratamento.
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Figura 9. Porcentagem de células Jurkat em apoptose e apoptose tardia apdés tratamento
com diferentes doses de LO. Grafico A: C¢lulas positivas para Anexina V (apoptose). Grafico
B: Células positivas para PI e Anexina V (apoptose tardia). Controle negativo (meio): células sem
tratamento. Controle positivo: ATO.
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5.6.Analise comparativa da toxicidade de rLO antes e depois da remociao da

cauda de GST

A afim de facilitar a compreensdo dos resultados as formulagdes foram
denominadas rLO(GST+) para a enzima fusionada a GST e rLO(GST-) para a enzima

ndo fusionada.

A enzima L-lisina oxidase foi produzida em E. coli através da transformagao do
vetor pGEX 4T1 clonado a com sequencia genomica de LO. A proteina é expressa
fusionada a GST, uma proteina de 26 kDa que tem alta afinidade por glutationa, o que
permite a purificagdo por cromatografia de afinidade em coluna Glutationa Sefarose. A
GST pode ser separada de LO através de uma reagdo com a enzima Trombina, uma vez
que ha um sitio de restri¢do para essa enzima localizado entre a LO e a tag. Entretanto,
os testes de estabilidade apresentados no item 5.1., mostraram que a atividade enzimatica
de rLO cai significativamente depois da remog¢do de GST. Sendo assim, foi realizada uma
analise comparativa das duas enzimas (com e sem GST) com relacdo a toxicidade de
ambas em células Jurkat. Além disso, uma LO comercial de 7. viride foi testada nas
mesmas condigdes. Todas as enzimas foram testadas na concentragdao de 3 mU/mL. Os
marcadores PI e Anexina V permitiriam determinar a viabilidade bem como eventos de
apoptose e apoptose tardia das células tratadas com cada uma dessas enzimas.

A Figura 10 mostra a concentragdo de células Jurkat vidveis apds 24 horas de
tratamento com as diferentes enzimas. Como pode-se observar, ndo houve diferenca
significativa na viabilidade das células tratadas com rLO sem GST [rLO(GST-)]. Por
outro lado, rLO(GST+) apresentou alta toxicidade com uma reducao de 90% no nimero
de células viaveis. A LO comercial foi ainda mais toxica, apresentando menos de 1% de
células vidveis.

A Figura 11A mostra que apds 24 horas, cerca de 41% das células tratadas com
rLO(GST+) estavam em estagio inicial de apoptose. O efeito de rLO(GST-) foi menos
pronunciado com cerca de 12% de células marcadas com Anexina V. LO comercial
apresentou 4%, enquanto que o meio (células sem tratamento) tinha cerca de 6% de
células positivas.

A dupla marcacdo com Anexina V e PI indica a porcentagem da populagdo de

células que tiveram morte celular em decorréncia de estimulo apoptotico. Essa variavel
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esta representada na Figura 11B, que mostra que apenas rLO(GST+) e LO-comercial
apresentaram diferenca significativa quando comparada ao controle, com valores de 44%
e 94% respectivamente. Por outro lado, o controle (meio) apresentou 7% e LO 4% de

células em apoptose tardia.
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Figura 10. Comparaciao do efeito de rLO(GST+), rLO(GST-) e de LO comercial de 7. viride.
A viabilidade das células Jurkat foi determinada por analise de exclusdo de PI via citometria de
fluxo. Controle negativo (meio): células sem tratamento. Controle positivo: ATO
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Figura 11. Efeito de diferentes enzimas na promocio de morte celular em Jurkat. Grafico
A: Porcentagem de células positivas para Anexina V. Grafico B: porcentagem de células positivas
para PI + Anexina V. Controle negativo (meio): células sem tratamento. Controle positivo: ATO.
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5.7.Avaliacao da toxicidade da proteina Glutationa S-tranferase (GST)

Tendo em vista os resultados do acima foi questionado se o efeito de LO-GST
poderia ser atribuido unicamente a GST. Sendo assim, foi realizada uma analise
comparativa entre rLO (que contém a cauda de GST) e a proteina GST sozinha, com
relacdo aos mesmos parametros avaliados anteriormente. O que se observou foi que ndo
houve diferenca significativa na viabilidade das células tratadas com GST (Figura 12),
enquanto que rLO reduziu em 52% a viabilidade dessas células. O mesmo
comportamento foi observado na analise de células positivamente marcadas para Anexina
V e PI+Anexina V (Figura 13 A e B). Esses dados indicam que a toxicidade de rLO pode
ser atribuida a a¢do da enzima LO e ndo a presenca da cauda de GST que provavelmente

contribui para a estabiliza¢ao de rLO.
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Figura 12. Avaliacio do efeito da proteina GST na viabilidade de células Jurkat. As células
Jurkat foram tratadas com GST. A concentragdo de células viaveis foi determinada por citometria
de fluxo em ensaio de exclusdo de iodeto de propidio. Controle negativo (meio): células sem
tratamento. Controle positivo: rLO.
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Figura 13, Avaliacdo de morte de células Jurkat apés tratamento com GST. A capacidade de
GST em promover apoptose ¢ apoptose tardia foi avaliada por marcagdo de Anexina V ¢ PI em
citometria de fluxo. Grafico A: Porcentagem de células positivas para Anexina V. Grafico B:
porcentagem de células positivas para PI + Anexina V. Controle negativo (meio): células sem
tratamento. Controle positivo: rLO.
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5.8.Avaliacao da toxicidade de rLO em células Hek

A toxicidade de rLO foi testada em células de linhagem ndo cancerosa Hek 293T
(hepatocito) por citometria de fluxo. A viabilidade foi determinada por exclusao de iodeto
de propidio e a apoptose por marcacdo com Anexina V. A figura 14 apresenta a
concentragdo de células Hek vidveis depois de 24 horas do tratamento com rLO e ATO.
Como pode-se observar, LO ndo afetou a viabilidade e ndo inibiu o crescimento das
células. Além disso, ndo houve diferenca na porcentagem de células em apoptose e

apoptose tardia entre o controle (meio) e as células tratadas com LO (figura 15).
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Figura 14. Concentraciio de células Hek vidveis apds tratamento com rLO. As células da
linhagem Hek 293T foram tratadas com a dose de 3 mU/mL de rLO e apds 24 horas foram
analisadas por citometria de fluxo. A viabilidade foi determinada pela comparagdo do niimero de
célula PI-negativas entre o controle negativo (meio) e os tratamentos testados. Controle positivo:
ATO.
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Figura 15. Porcentagem de células Hek em apoptose e apoptose tardia apds tratamento com
rLO. Gréafico A: Células positivas para Anexina V (apoptose). Grafico B: Células positivas para
PI e Anexina V (apoptose tardia). Controle negativo (meio): células sem tratamento. Controle
positivo: ATO.

5.9.Analise cinética do efeito de rLO em células Jurkat

Considerando a alta taxa de morte celular promovida nas condigdes testadas no
item 5.5, um novo experimento foi realizado, dessa vez com concentragdes de 0,25, 0,5,
1,2 e 4 mU/mL de rLO. Além disso, o experimento foi realizado de modo a se obter uma
analise cinética da morte celular induzida por rLO. Para isso, a viabilidade das células
tratadas foi examinada ap6s os tempos de 6, 10 e 18 horas de tratamento. O parametro
utilizado para determinar a viabilidade foi, novamente, a incorporagdo do iodeto de
propidio.

A figura 16 apresenta o HeatMap que compara a concentragao de células vidveis
nos diferentes tempos e tratamentos. A analise estatistica indicou que nao houve diferenca
significativa na viabilidade entre os tratamentos e o meio no periodo de 6 horas, exceto
para o controle positivo, ATO. E possivel verificar o efeito de rLO no tempo de 10 ¢ 18
horas nas concentragdes de 1, 2 e 4mU/mL apresentando, inclusive, efeito superior ao de
ATO. As concentragdes de 0,25 e 0,5mU/mL promoveram uma discreta diminui¢do da
viabilidade (13 e 22%, respectivamente) no tempo de 18 horas, porém, esses valores nao
foram considerados significativos. Observa-se também que, de modo geral o numero de

células aumenta no tempo de 18 horas em relagdo aos tempos anteriores (exceto para a
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condi¢do de 4 mU/mL). Provavelmente, isso acontece porque as células que ndo foram

afetadas continuam a proliferar se sobrepondo ao efeito da droga.
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Figura 16. Analise comparativa por HeatMap da viabilidade de células Jurkat tratadas com
LO apos diferentes tempos de estimulo. Células da linhagem Jurkat foram tratadas com as doses
de 0,25, 0,5, 1, 2 e 4mU/mL de rLO. Apo6s os tempos de 6, 10 e 18 horas foi adicionado iodeto de
propidio as amostras e a viabilidade foi determinada por analise da incorporagdo de PI por
citometria de fluxo. Controle negativo (meio): células sem tratamento. Controle positivo: ATO.

5.10. Microscopia time-lapse

A microscopia time-lapse € interessante porque permite observar os eventos
microscopicos durante determinado tempo. O experimento foi realizado no microscopio
de fluorescéncia BioStation IMq (Nikon) que ¢ equipado com uma camara incubadora
que permite manter a temperatura a 37°C e a concentragdo de CO2 a 5%. Com o uso dos
fluoréforos Anexina V-FITC e PI foi possivel observar o efeito de rLO (1 mU/mL) em
Jurkat por um periodo de 18 horas, sendo que a incorporacdo dos fluoréforos foi medida
a cada 3 minutos. O video produzido permite observar o momento em que as células
sinalizam apoptose e passam a morrer. A figura 17 mostra as fotos tiradas nos tempos de
0,2, 8, 12 e 18 horas. Os recortes foram feitos nesses tempos para mostrar o aumento da
intensidade e fluorescéncia em diferentes etapas, que se inicia no tempo de 8h tanto no

verde quanto no vermelho. A marcagao para apoptose continua aumentando até o tempo

54



Resaltados

de 18 horas, quando as células transacionam mais pronunciadamente para a cor vermelha,
indicando que estdo de fato mortas. Logo abaixo encontram-se os graficos da

quantificagdo da fluorescéncia total corrigida (FTC) para os 3 campos fluorescentes.

CAMPO CLARO ANEXINA V-FITC PI SOBREPOSICAO

T=12h

T=18h

Tempo (horas) Tempo (horas) H Tempo (horas)

Figura 17. Microscopia time-lapse de células Jurkat tratadas com rLO. As fotografias eram
tiradas a cada 3 minutos por um periodo de 22 horas. Na figura as fotos correspondem aos frames
1, 40, 160, 340 e 360 que correspondem aos tempos de 0, 2, 8, 12 e 18 horas depois do estimulo
com rLO 1 mU/mL. Na primeira coluna as fotos do campo claro, na segunda coluna as células
marcadas com Anexina V-FITC, na terceira coluna as células marcadas com PI e na quarta coluna
a sobreposicao dos campos fluorescentes.

A figura 18 diz respeito ao controle negativo, no qual foi observado os mesmos
parametros em cé€lulas Jurkat ndo tratadas, apenas em meio de cultura. Eventos isolados

de apoptose e necrose foram observados até o tempo de 18 horas, quando a intensidade
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de marcag¢do comeca a aumentar, provavelmente devido a falta de nutrientes do meio de
cultura que ¢ limitado, ou mesmo as condi¢des do equipamento que ndo sdo ideais para
cultura de células. Logo abaixo encontram-se os graficos da quantificacdo da

fluorescéncia total corrigida (FTC) para os 3 campos fluorescentes.

CAMPO CLARO ANEXINA V-FITC PI SOBREPOSICAO
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Figura 18. Microscopia time-lapse de células Jurkat sem tratamento (controle). As
fotografias eram tiradas a cada 3 minutos por um periodo de 22 horas. Na figura as fotos
correspondem aos frames 1, 40, 160, 340 e 360 que correspondem aos tempos de 0, 2, 8, 12 ¢ 18
horas. Na primeira coluna as fotos do campo claro, na segunda coluna as células marcadas com
Anexina V-FITC, na terceira coluna as células marcadas com PI e na quarta coluna a sobreposi¢do
dos campos fluorescentes.
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5.11. Avaliacio das vias de sinalizaciao ativadas por rLO

A fim de avaliar possiveis mecanismo de agao de LO na morte de células Jurkat,
foram utilizados inibidores de moléculas-chave em diferentes vias de sinalizacdo. Para
iss0, as células Jurkat foram pré-incubadas com os inibidores SB20, PD48§, H7, genisteina
e SP60. Apds um periodo de 3 horas de incubacao, as células forma tratadas com rLO 1
mU/mL. O efeito na viabilidade e apoptose foi avaliado depois de 18 horas por citometria
de fluxo. Os diferentes tratamentos foram comparados tanto com o controle negativo
(meio) quanto com células estimuladas apenas com rLO (sem inibidores). Caso o efeito
de rLO tenha sido minimizado ou mesmo inexistente na presenga do inibidor, ¢ um
indicativo de que aquela via ¢ importante para a atuagdo da droga.

A figura 19A mostra o efeito dos diferentes tratamentos testados na viabilidade de
Jurkat. Pode-se observar que as condig¢des: rLO, rLO+H7 e rLO+G, apresentaram redugao
na viabilidade comparada ao meio. Isso indica que as vias de sinaliza¢ao de PKC ¢ PTK
provavelmente ndo sdo ativadas por rLO, uma vez que a inibicdo das mesmas ndo foi
suficiente para bloquear o efeito da enzima. J4 as vias ativadas por p38 MAPK e JNK, as
quais foram inibidas por SB20 e SP60, respectivamente, apresentaram comportamento
oposto. Ou seja, a inibigdo dessas moléculas bloqueou o efeito de rLO, de modo que nao
houve diferenca significativa dessas condi¢des com as células sem tratamento.

O mesmo comportamento pode ser observado no grafico B, que mostra a
porcentagem de células marcadas com Anexina V. Os inibidores H7 ¢ G ndo inibem o
efeito de rLO. Ja SB20 e SP60 bloqueiam seu efeito, apresentando um comportamento
mais parecido com o do controle negativo. Além disso, nesse grafico, € possivel inferir
que a via de JNK, inibida por PD48, também pode ser ativada por rLO, pois apresentou
diferenca significativa quando comparada a rLO.

O grafico C mostra as porcentagens da populacao de células duplamente marcadas
com Anexina V e PI. O que se observa ¢ uma tendéncia em manter o comportamento
observado nos graficos anteriores, embora ndo tenha se observado diferenga significativa
em nenhuma das condicdes testadas. Isso se deve, provavelmente, ao alto desvio padrio
observado nas amostras. Outra explicagcdo seria que na concentracdo testada e/ou no
tempo de 18 horas, as células ainda nao estejam de fato mortas, ou seja, o conteudo

citoplasmatico ainda esteja intacto.
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Figura 19. Efeito de rLO em células Jurkat pré-incubadas com inibidores de diferentes vias
de sinalizac¢fo. Grafico A: concentragdo de células vidveis. Grafico B: Porcentagem de células
marcadas com Anexina V. Grafico C: Porcentagem de células duplamente marcadas com Anexina
V e PL. Controle negativo (meio): células sem tratamento.
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6. DISCUSSAO

A L-lisina a-oxidase de Trichoderma harzianum ¢ uma flavoproteina pertencente
a familia das L-aminoacido oxidases, enzimas estudadas em diferentes contextos na
medicina devido a sua toxicidade contra patégenos e células tumorais. A LO foi
produzida de forma heteréloga através da tecnologia do DNA recombinante em nosso
laboratdrio, a qual rendeu um registro de patente. A enzima foi produzida na forma ativa,
na fracdo soluvel, com alto rendimento e baixos custos, tendo em vista o processo de
purificacdo simplificado. Isso se mostra evidente principalmente ao comparar com a
producdo de LO recombinante de Scomber janponicus a qual foi produzida em Pichia
pastoris. Nesse estudo, foram necessérias trés etapas de cromatografia para obter a
proteina, o que gerou um rendimento de 4,5% na produgdo de rLO, valor abaixo do
apresentado por noés que foi de 37,4% (TANI et al., 2015).

Nossos dados mostram que rLO apresenta alta atividade enzimatica logo apos a
purificacdo que, lamentavelmente, se perde rapidamente em questio de dias. A
desnaturagdo proteica pode ser causada pelo desdobramento erroneo da estrutura terciaria
da enzima em um polipeptidio desordenado no qual os residuos envolvidos no
reconhecimento do substrato ficam desalinhados, comprometendo a funcionalidade da
proteina. Uma vez que a influéncia desnaturante seja removida, esse comprometimento
pode ser revertido. Nossos esfor¢os foram ineficientes na identificacdo da causa dessa
perda, logo, nos concentramos em técnicas de recuperacao da atividade (GIANFREDA;
SCARFI, 1991; SILVA et al., 2018).

Existem diversas técnicas de reenovelamento proteico, dentre os quais 0 processo
de dimerizacdo de mondmeros em proteinas que sejam naturalmente diméricas. Essa
técnica envolve a oxidacao dos residuos de cisteina, favorecendo a formagao de pontes
dissulfeto entre as unidades. Nesse trabalho, foi utilizado o reagente ferrocianeto de
potassio como agente oxidante (ANDREU et al., 1994). Nossos resultados mostram
aumento significativo da atividade enzimadtica de rLO submetida a esse procedimento,
especialmente a enzima fusionada a GST.

Além disso, foi necessario avaliar as melhores condigdes de estocagem e definir

a formulagdo de rLO. Nos testamos a atividade enzimatica de rLO submetidas a acdo de
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diferentes agentes estabilizantes, como agucares e polimeros e também a enzima
liofilizada.

A obtencdo de enzimas estaveis e ativas geralmente ¢ um trabalho desafiador,
porque elas ndo evoluiram naturalmente para serem usadas fora do ambiente fisioldgico.
Entretanto, sua integridade pode ser mantida na presenga de altas concentragdes de
excipientes cuja influéncia auxiliem as forgas de interagdo como liga¢des de hidrogénio,
forcas de solvatacao, eletrostatica, forcas de Van der Waals, entre outras. A adi¢cao de
polidis e agucares a solugdes aquosas de proteinas promove o fortalecimento das
interagdes hidrofobicas entre residuos de aminoacidos ndo polares, levando a das
proteinas e melhorando a termoestabilidade (SILVA et al., 2018).

Algumas teorias afirmam que os agucares tem esse efeito protetor pois substitui
as moléculas de agua que sdo removidas das conchas de hidratagdo das proteinas. Isso
acontece porque a interagdo agua-agucar ¢ mais forte que a interagao dgua-proteina. Desse
modo, a dgua ¢ direcionada para a regido mais externa da proteina formando um escudo
protetor para essas moléculas (BALCAOQ; VILA, 2015). De fato, a adicdo de acucares foi
a estratégia de estabilizagdo mais bem-sucedida nesse trabalho, uma vez que houve
retengdo da atividade enzimatica na presenca de manitol e glicerol. O uso dos polimeros
de PEG nao foi tao efetivo, visto que houve perda significativa de atividade com o tempo.
Além disso, nossa tentativa de liofilizacao foi frustrada em parte porque o passo anterior
de dialise causa uma queda brusca na atividade de rLO. Essa etapa ¢ importante para
remover o sal da amostra que precipitaria junto com a proteina durante a liofilizacdo,
porém provavelmente promove a perda do cofator enzimatico FAD. Porém, tendo em
vista o sucesso desse procedimento em formulagdes enzimaticas de uso médico, que
pretendemos reavaliar outras formas de testar esse método, inclusive utilizando o glicerol
como estabilizante.

Ainda discutindo sobre a estabilidade de rLO, ¢ importante analisar a influéncia
de GST sobre rLO. Uma vez que remoc¢ao da cauda de GST leva uma queda brusca na
atividade enzimatica, avaliamos qual seria o efeito de rLO fusionado ou nao nas células
Jurkat. Como esperado, a remocdo da cauda de GST reduziu significativamente o efeito
de rLO sob as células, de modo que prosseguimos no trabalho utilizando a versao
fusionada da enzima.

Acreditamos que a presenca da fag de GST ¢ essencial para a estabilidade de rLO

da mesma forma que foi importante para o sucesso obtido na expressdo de rLO. O sistema
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glutationa-S-transferase, o qual pertence o vetor pGEX, foi descrito primeiramente por
Smith e Johnson em 1988, inclui uma série de vetores de expressao nos quais o cDNA ¢
expresso e facilmente purificado usando condigdes nao-desnaturantes. A principal
vantagem do sistema GST ¢ que a maioria das proteinas fusionadas permanece soluvel,
sendo que a GST funcionaria como ancora, ou seja, um veiculo facilitador, estabilizando
a estrutura dos peptideos a ela ligados. Devido a essa carateristica que esse sistema de
expressao ¢ muito usado, por exemplo, na obtenc¢do de cristais para estudos estruturais de
proteinas (KURSULA; HEAPE; KURSULA, 2005).

Além disso, como as condigdes desnaturantes ndo sdo necessarias em nenhum
passo da purificagdo, as proteinas expressas tém maior chance de manter sua estrutura e
fungdo, e, na maioria das vezes a presenca de GST nado influéncia na atividade e
antigenicidade da proteina de interesse (ROSENBERG, 2005; BUTOROV, 2015). Um
exemplo disso ¢ o trabalho de Belviso e colaboradores (2017) expressaram uma
asparaginase fusionada a GST e testaram a toxicidade da enzima em células leucémicas
das linhagens K562, NALM-6 ¢ MOLT-4. Eles verificaram que a enzima fusionada
apresentou alta toxicidade, enquanto que o controle, representado por GST sozinho, ndo
teve efeito sobre as células (BELVISO et al., 2017). Resultado similar ao obtido nesse
trabalho, quando testamos o efeito de LO-GST e GST nas células Jurkat. Nossos
resultados mostraram que GST ndo teve efeito significativo na viabilidade das células,
nem na promogado de eventos apoptdticos, de modo que a toxicidade de rLO pode ser
atribuida a agdo da enzima Lisina oxidase.

No que diz respeito a toxicidade de rLO, nesse trabalho avaliamos o efeito
promovido por rLO em células de leucemia linfoide da linhagem Jurkat. Inicialmente,
utilizamos o ensaio do MTT, de atividade mitocondrial para avaliar a toxicidade de rLO.
Porém, depois de varios testes ndo obtivemos reprodutibilidade. Partimos entdo para uma
analise mais rebuscada, por citometria de fluxo, que permitiu verificar a viabilidade das
células tratadas com rLO e também a ocorréncia de eventos de apoptose, necrose €
apoptose tardia.

Nos observamos um comportamento dose-reposta de rLO em células Jurkat, uma
vez que quanto maior a dose, menor a viabilidade das células depois de 24 horas de
tratamento. rLO foi toxica em todas as concentragodes testadas (1 a 10 mU/mL), sendo
que a andlise por citometria de fluxo indicou aumento na porcentagem de células em

apoptose tardia no tratamento de 24 horas. Quando avaliamos a toxicidade relativa ao
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tempo, observamos a presencga de eventos apoptoticos ja no tempo de 10h, indicando que
depois de 24 horas as células sob efeito de rLLO, ja tinham avangado para o um quadro de
rompimento da membrana celular, indicado pelo aumento de eventos de apoptose tardia
nesse tempo. Tais eventos foram, inclusive, mais significativos, do que os observados nas
células tratadas com o ATO. A analise de microscopia mostrou que a marcacdo para
apoptose se inicia com 2 horas de tratamento, ficando bem evidente com 8 horas. Esse
experimento permitiu observar a transicao das células de apoptose para apoptose tardia,
que ¢ quando as células perdem a viabilidade, caracterizada pelo aumento da
fluorescéncia para a coloragdo vermelha. Esses dados nos permitem afirmar que as células
Jurkat estimuladas com rLLO morrem em decorréncia de apoptose.

Nesse estudo, avaliamos também as vias de sinaliza¢ao envolvidas na indugao de
morte em células Jurkat tratadas com rLO. As vias testadas foram as das MAPK: JNK,
ERK, p38, PKC e PKC. Através desse experimento constatamos que as vias JNK, ERK
e p38 estdo envolvidas na morte celular promovida por rLO, uma vez que os inibidores
dessas vias foram capazes de prevenir a morte das células tratadas.

Todas essas moléculas sio MAPK (proteinas quinases ativadas por mitdgenos),
uma familia de quinases serina/treonina e tirosina que regulam diversas atividades
celulares relacionadas ao desenvolvimento do cancer, incluindo proliferagdo,
diferenciagdo, apoptose, autofagia e inflamacao (KIM; CHOI, 2015). Em particular, JNK
(quinase c-Jun N-terminal), ERK (quinase regulada por sinal extracelular) e p38 sdo os
principais subgrupos envolvidos na carcinogénese. A via ERK ¢ ativada principalmente
por fatores de crescimento, como o fator de crescimento epidérmico, enquanto que a
sinaliza¢do JNK e p38 sdo ativadas por varios estimulos de estresse, incluindo radiagdo
ultravioleta, espécies reativas de oxigénio (ROS) e citocinas inflamatdrias como o fator

de necrose tumoral (TNF-a) e interleucina (IL-1p) (Figura 20) (PELUSO et al., 2019).
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Figura 20. Via das MAPK envolvidas no mecanismo de aciio de rLO. As vias ERK1/2, INK
e p38 estdo envolvidas na indugdo de morte celular promovida por rLO. Na figura a indicagdo das

moléculas sinalizadoras e dos inibidores utilizados nesse trabalho. Fonte: Adaptado de
trermofisher.com (20/01/2020).

Embora existam diversos estudos mostrando o papel das LAAOs na indugao
apoptose, necrose e autofagia (ANDE et al., 2006), pouco se sabe sobre as vias de
sinaliza¢do e mecanismo de ag¢ao dessas enzimas. Um dos poucos trabalhos nesse campo,
¢ o de Pontes e colaborares (2016) que descreve a ativagao da via p38 MAPK e PI3K na
inducdo de morte em neutrofilos pela LAAO de Calloselasma rhodosthoma. Além disso,
eles viram que Cr-LAAO induziu fagocitose e foi capaz de estimular os neutréfilos a
liberar mediadores pro-inflamatorios como IL-8 e TNF-a, bem como de NETs, mostrando
que o Cr-LAAO desencadeia eventos pro-inflamatdrios relevantes nessas células

(PONTES et al., 2014).
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Talvez o exemplo mais proximo de rLO seja a L-asparaginase, que, embora nao
seja uma L-aminoacido oxidase, tem fun¢do similar na deplecdo de aminoacidos. Essa
enzima ¢ usada a mais de 40 anos no tratamento de LLA, logo seu mecanismo de agao ja
esta bem caracterizado. Dados da literatura informam que as vias de sinalizagao de ERK
e Akt/mTOR sdo as principais vias envolvidas na apoptose e autofagia induzida por
asparaginase (SONG et al., 2015). De fato, a priva¢do de aminoacidos desencadeia uma
resposta apoptdtica e autofagica nas células que a experimentam. Inicialmente, o estado
de starvation promove um aumento na expressao de transportadores de membrana,
hormdnios de crescimento e enzimas metabolicas com o objetivo de aumentar a captagao
e a sintese de aminoacidos. Posteriormente, ¢ ativado um mecanismo de producio de
aminoacidos através da reciclagem de proteinas e organelas por autofagia. Por fim,
quando esses mecanismo falham, as células passam a inibir a sintese de proteinas, reduzir
a taxa de crescimento e por fim submetem-se a morte celular por apoptose (CHEN et al.,
2014; ONODERA; OHSUMI, 2005).

Além do que esta apresentado nessa tese, a rLO produzida no nosso laboratorio
apresentou capacidade antiproliferativa contra células Jurkat e K562. Nossos dados
mostraram que doses superiores a 0,5 mU/mL promoveram redugdo significativa no
crescimento das cé€lulas tratadas (Patente n°® BR 10 2016 020994-3). Esses resultados
corroboram com um estudo desenvolvido por Zhukova e colaboradores (1985), que
analisaram de forma mais detalhada o efeito de LO no ciclo proliferativo de células de
linfoma de Burkitt. Nesse trabalho, os pesquisadores mostraram que a enzima na
concentracdo de 1 mU/mL impediu a transicao das células da fase S para a fase G2/M,
que € quando ocorre a duplicagdo do DNA no nucleo celular. Com isso, sugere-se que
LO também ¢ capaz de inibir o crescimento das células tumorais através da ativagdo de
mecanismos de atuagdo no ciclo celular (ZHUKOVA et al., 1985).

Experimentos em células leucémicas L5178Y mostraram também que, além da
clivagem da L-lisina, o crescimento celular também foi inibido pela presenca do peroxido
de hidrogénio formado durante a reagdo enzimatica (KUSAKABE, 1980). No entanto, ha
dados que indicam que mesmo na presenga de catalase, a qual decompde o perdxido de
hidrogénio, LO suprime o crescimento de células do tipo MMI1, o que sugere que a
diminuic¢do na concentragdo de L-lisina do meio € a principal razdo para o efeito anti-

invasivo de LO in vitro (KHADUEYV et al., 1991).
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Estudos in vivo comparam a citotoxicidade de LO em relacdo a L-asparaginase.
Além de apresentar efeito antimetéstico, LO exibe efeito antileucémico em doses menores
que as empregadas no tratamento com L-asparaginase (KHADUEV et al., 1989).
Edakova e colaboradores (2000) avaliaram a capacidade de LO em inibir o crescimento
de tumores so6lidos e asciticos de diferentes linhagens em camundongos e ratos. Eles
observaram que LO teve comportamento superior a L-asparaginase frente a diferentes
tumores. Os melhores resultados foram obtidos usando LO em camundongos que tinham
hepatoma ascitico; o tratamento com LO promoveu além do aumento de sobrevida dos
animais, em alguns casos levou o animal a completa remissdo (EDAKOVA; IRSOVA,
2000).

Tendo em vista tudo que foi apresentado, nossas perspectivas para continuagao
desse trabalho incluem a producdo de rLO em biorreator, simulando condigdes mais
proximas da escala industrial. A modificagdo da molécula para formulagdes como a
peguilagdo, uma técnica que se mostrou eficaz para a L-asparaginase, por aumentar a
estabilidade da enzima, reduzir a imunogenicidade e aumentar o tempo de vida na
circulagdo dos pacientes tratados. Pretendemos também caracterizar o mecanismo de agao
de rLO quanto a autofagia e producao de ROS e, por fim, testa a toxicidade de rLO em

camundongos para avaliar o comportamento da enzima in vivo.
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7. CONCLUSOES

e A enzima rLO ¢ altamente instavel visto que foi produzida com alta atividade
enzimatica que se perde bruscamente com o tempo de estocagem;

e A reacdo de oxidagdo com ferrocianeto de potassio promove aumento da
atividade enzimatica de rLO, provavelmente por promover a dimerizacdo das
unidades de rLO;

¢ A manuten¢do de rLO em solucdo de glicerol 50% aumenta a estabilidade da
enzima em mais 200%;

e A tag de GST ¢ importante para a estabilidade de rLO, porém a proteina GST
sozinha nao ¢ toxica para as células Jurkat;

e 1LO reduz a viabilidade de células Jurkat de forma dose-dependente,
apresentando toxicidade em doses maiores que 1 mU/mL;

e rLO induz apoptose em células Jurkat, sendo que esses eventos sao observaveis
depois de 8 horas de tratamento com LO;

e Asvias de sinaliza¢do de ERK, JNK e p38 estdo envolvidas na indu¢do de morte

em células Jurkat estimuladas com rLO.
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