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Resumen de la tesis que presenta Ricardo Rodriguez Vargas como requisito parcial para la obtencién
del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida.

Expresion y caracterizacion de una L-asparaginasa sin actividad secundaria de glutaminasa de
Streptomyces scabrisporus.

Resumen aprobado por:

Dr. Alejandro Huerta Saquero
Director de tesis

La leucemia linfocitica aguda (LLA) es parte de un grupo de canceres hematoldgicos que se distinguen
por la proliferacién descontrolada de tipo monoclonal u oligoclonal de células precursoras de linfocitos
B dentro de la médula ésea. Dentro de los sintomas asociados al padecimiento se encuentra el
agrandamiento de drganos linfoides como el bazo y los ganglios linfaticos, ademas de fiebre. El uso de
la L-asparaginasa se ha convertido en un tratamiento estandar en los casos infantiles con LLA, debido
a que reduce los niveles de asparagina en el torrente sanguineo del cual son dependientes las células
leucémicas al no poder sintetizarlo por su cuenta. La reduccién de asparagina lleva al arresto celulary
muerte por apoptosis. No obstante, el uso de la L-asparaginasa presenta diversos obstaculos debido a
reacciones inmunogénicas por su origen bacteriano (Escherichia coli), y la actividad cruzada de
glutaminasa que presenta la enzima, que provoca la acumulacidon de amonio y por ende, toxicidad en
diferentes drganos y tejidos. Es por ello que se buscan enzimas con menor perfil inmunogénico que
preserven su afinidad por el sustrato (asparagina), y que no tengan actividad de glutaminasa, como la
L-asparaginasa de Streptomyces scabrisporus. En este trabajo se purificé la L-asparaginasa de S.
scabrisporus, se caracterizé y se determinaron los parametros cinéticos de la enzima en condiciones
fisioldgicas, para evaluar su viabilidad como un potencial tratamiento quimioterapéutico contra la LLA.

Palabras clave: Streptomyces scabrisporus, L-asparaginasa, leucemia linfocitica aguda.



Abstract of the thesis presented by Ricardo Rodriguez Vargas as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Life Sciences.

Expression and characterization of a L-asparaginase without secondary glutaminase activity from
Streptomyces scabrisporus

Abstract approved by:

Dr. Alejandro Huerta Saquero
Thesis Director

Acute lymphocytic leukaemia (ALL) is a group of haematological cancers characterized by the
uncontrolled monoclonal or oligoclonal proliferation of B lymphocyte precursor cells within the bone
marrow. Among the symptoms of this condition are the enlargement of lymphoid organs, such as the
spleen and lymph nodes, and fever. L-asparaginase has become a standard treatment in childhood
cases with ALL because it reduces the levels of asparagine in the bloodstream on which leukemic cells
are dependent, as they cannot synthesize it on their own. The reduction of asparagine leads to cell
arrest and death by apoptosis. However, the use of L-asparaginase presents various obstacles due to
immunogenic reactions ascribed to its bacterial origin (Escherichia coli) and the cross-glutaminase
activity that the enzyme presents, which causes the accumulation of ammonium and, therefore,
toxicity in different organs and tissues. Enzymes with a lower immunogenic profile that preserve their
affinity for the substrate (asparagine) and that do not have glutaminase activity are needed, such as L-
asparaginase from Streptomyces scabrisporus. In this work, the L-asparaginase from S. scabrisporus
was purified and characterized, and the kinetic parameters of the enzyme were determined under
physiological conditions to evaluate its viability as a potential chemotherapeutic treatment against
ALL.

Keywords: Streptomyces scabrisporus, L-asparaginase, acute lymphoblastic leukemia.
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Capitulo 1. Introduccidn

La leucemia linfocitica aguda (LLA), es el tipo de cancer con mayor prevalencia en nifios de sociedades
desarrolladas alrededor del mundo. El estudio de la LLA ha permitido la clasificacién de este padecimiento
de acuerdo con el linaje celular por el cual fue originada (células B o T), el estado de la diferenciacion
celular o por diferentes grupos de loci que son precursores de este cancer (Greaves, 2018). Una de las
principales caracteristicas presentes en la LLA es la proliferaciéon de tipo monoclonal u oligoclonal de
células precursoras hematopoyéticas dentro de la médula dsea (Figura 1) (Mejia-Aranguré, 2011). La
sintomatologia clinica descrita incluye fiebre, agrandamiento del higado, bazo y ganglios linfaticos
(Stanulla & Schrappe, 2009). Entre los trastornos asociados al tejido linfoide se encuentra la anemia,

trombocitopenia y granulocitopenia (Stanulla & Schrappe, 2009).

Anatomia del hueso

i Vasos sanguineos

Hueso esponjoso de la médula 6sea

(contiene médula roja)

Célula madre
sanguinea

Glébulos rojos

Glébulos blancos

A Hueso compacto

Plaquetas
.

Figura 1. Sitio de proliferacidon de células precursoras hematopoyéticas durante la LLA (National Cancer Institute,
2011).

El uso de proteinas de origen bacteriano, como la L-asparaginasa, se ha convertido en un tratamiento
estandar en los casos infantiles con LLA; no obstante, en el caso de los adultos con este padecimiento, el
uso de L-asparaginasa tiene un incremento en la mortalidad por intoxicacion debido a reacciones
inmunogénicas por el origen bacteriano (Escherichia coli) de esta proteina (Terwilliger & Abdul-Hay, 2017).
Nuevas propuestas para el suministro de farmacos con potencial quimioterapéutico han sido
desarrolladas. Un ejemplo son las particulas tipo virus para encapsidar proteinas. El objetivo es formar

nanoreactores con actividad catalitica por sustratos especificos como la asparagina, como tratamiento de
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la LLA (Diaz-Barriga, 2018). Por otro lado, actualmente se tiene conocimiento de numerosas
actinobacterias que son productoras de diversos farmacos, antibiéticos o compuestos de interés médico.
Entre dichos compuestos se encuentra la L-asparaginasa, la cual es producida por diversas especies del
género Streptomyces, ademas de la convencional de E. coli (Saxena et al., 2015; Velho-Pereira & Kamat,
2013). La busqueda de secuencias homologas a la asparaginasa tipo Il de E. coli y Streptomyces coelicolor
en diversas especies de actinobacterias dio como resultado el descubrimiento de una proteina con
posibles sitios de union a la asparagina, la cual tedricamente no utiliza glutamina como sustrato y presenta
un bajo perfil inmunogénico. Esta enzima corresponde a la L-asparaginasa de Streptomyces scabrisporus
(Gonzalez-Torres, 2018). El uso de nuevas proteinas con perfiles de inmunogenicidad menores y con sitios
de unidn a asparagina (sustrato) similares a las actuales enzimas comerciales, sin actividad cruzada de
glutaminasa, representan una alternativa para el tratamiento de la LLA. En el presente trabajo se plantea
el uso de la enzima recombinante L-asparaginasa obtenida de S. scabrisporus, la cual serad expresada en E.
coli y se comparara su perfil cinético en condiciones fisioldgicas. El uso de esta enzima se propone como
un agente quimioterapéutico de baja reaccién inmunogénica, para su uso potencial en el tratamiento de

la LLA.

1.1 Antecedentes

1.1.1 Leucemia linfocitica aguda

La LLA se caracteriza por la proliferaciéon incontrolada de tipo monoclonal u oligoclonal de células
precursoras hematopoyéticas dentro de la médula désea. Este tipo de leucemia es el cdncer mds comun en
nifios alrededor del mundo. Se estima que cerca del 80% de los casos registrados corresponden a un
subtipo de cancer denominado leucemia linfocitica aguda (LLA). En México se tiene uno de los mayores
niveles de incidencia del padecimiento a nivel mundial, ademas de una alta tasa de mortalidad asociada
(Bekker-Méndez, et al., 2014). Estos descubrimientos en las poblaciones de nifios de México han permitido
analizar multiples arreglos genéticos de pacientes con este cancer. Los resultados arrojan una gran
prevalencia del arreglo TCF3-PBX1, el cual esta asociado a un bajo prondstico de sobrevivencia (Bekker-
Méndez, et al., 2014). La prevalencia de los arreglos genéticos es muy heterogénea, lo cual puede deberse
a factores como la etnicidad o el ambiente (Bekker-Méndez, et al., 2014). El estudio de los arreglos
genéticos y translocaciones de cromosomas permitirdn analizar la aplicaciéon de terapias dirigidas a

padecimientos mas agresivos o con prondsticos de supervivencia poco favorables (Bhojwani, 2015).
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En el estudio elaborado por Dong, et al., (2020) se analizaron las tendencias de la incidencia de diferentes
tipos de leucemia, en el cual se incluye la leucemia linfocitica aguda (LLA), se analizaron datos de 1990 a
2017 de 195 paises. Entre los hallazgos realizados se puede destacar que la prevalencia de leucemia
linfocitica aguda (LLA) presenta diferencias significativas entre niflos y adultos a lo largo de los afios. En
términos globales, la LLA es mas comun en nifos y jovenes, especialmente en las regiones de paises en
desarrollo. En 1990, el nUmero de casos de LLA en niflos menores de 5 afios era de 54.4 mil, con una tasa
de incidencia ajustada por edad (ASIR) de 8.44 por 100,000 personas. Para 2017, el niUmero de casos en
este grupo de edad se redujo a 52.9 mil, con una ASIR de 7.78 por 100,000 personas. En el caso de los

adultos se encontré que la incidencia de LLA es menor comparada con los nifos.

En el grupo de edad de 15 a 49 afiios, la ASIR en 1990 era de 3.74 por 100,000 personas y en el 2017 se
redujo a 3.15 por cada 100,000 personas. Ademads, se menciona que la incidencia de LLA ha aumentado
en varias regiones de América Latina, incluyendo México. En 2017, México se encontraba entre los paises
con la mayor incidencia de LLA, justo después de Honduras y Dominica. La incidencia en América Latina

Central era superior al 30% de los casos totales de leucemia tanto en 1990 como en 2017.

1.1.2 Uso de L-asparaginasa como tratamiento

El uso de la L-asparaginasa se ha convertido parte fundamental del tratamiento de la LLA, desde la mitad
del siglo XX que se hicieron pruebas con el suero extraido de Cavia porcellus. A partir de esta investigacion,
se hipotetizd que la habilidad de suprimir el crecimiento de carcinomas se debia a algin compuesto
enzimatico el cual fue la L-asparaginasa obtenida en el suero (Kidd, 1953). Actualmente esta ampliamente
descrito el mecanismo de accidn de la L-asparaginasa en el tratamiento de la LLA, la enzima realiza una
hidrdlisis del aminoacido asparagina convirtiéndolo en acido aspartico y amonio (Chand, et al., 2020). Esto
permite reducir los niveles de asparagina que se encuentran en el torrente sanguineo y debido a que las
células leucémicas no son capaces de sintetizar asparagina por su cuenta, estas entran en un estado de
estrés nutricional prolongado que lleva al arresto proliferativo y posteriormente a la apoptosis de las

células leucémicas (Chiu, et al., 2020).

Por lo cual, el uso de L-asparaginasa aislada de microorganismos se ha convertido en una enzima clave en
los tratamientos de este cancer. No obstante, desde que se logro aislar parcialmente la L-asparaginasa de
E. coli, se ha continuado la busqueda de enzimas con actividad catalitica de asparaginasa como farmacos

guimioterapéuticos. La actividad anti-asparagina se ha observado en diversos microorganismos a través
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de diversos grupos como los hongos, bacterias y levaduras. Sin embargo, se ha observado que la actividad
de asparaginasas se encuentra asociada estrechamente a la actividad de glutaminasas en la mayoria de

los organismos examinados (Imada, et al., 1973).

1.1.3 Propiedades de |la L-asparaginasa para uso terapéutico

Existen diversas propiedades que se buscan en las asparaginasas para ser consideradas como potenciales
farmacos terapéuticos para poder sustituir a los que se distribuyen comercialmente (Erwinia chrysanthemi
[ErA] y Escherichia coli [EcA]). Estas incluyen: (i) la afinidad de la enzima por el sustrato es un punto
esencial, la cual puede ser determinada por la constante de Michaelis-Menten. El objetivo es buscar que
la afinidad por el sustrato (asparagina) sea alta para que aun cuando las concentraciones en suero sean
bajas, ésta pueda degradar el sustrato sin incrementar la dosis del farmaco; (ii) baja o nula actividad de
glutaminasa, esto debido a que la glutamina es un componente esencial en el suero, ya que esta
involucrada en la sintesis de proteinas, en la respuesta inmune y en el transporte de nitréogeno (Beckett &

Gervais, 2019).

La mayoria de los padecimientos como pancreatitis, trombosis, cistitis hemorragica, dolor abdominal e
hiperglicemia han sido atribuidos en gran medida a una actividad alta de glutaminasas (Beckett & Gervais,
2019). Otro de los problemas que se ha asociado al uso de la L-asparaginasa es la respuesta inmune
especifica asociada a la hipersensibilidad (Walenciak, et al., 2019). Esta puede manifestarse desde
reacciones puntuales, hasta casos mas severos, en donde se produce una reaccidn sistémica (Walenciak,
etal., 2019). Esta clase de afectaciones suelen presentarse principalmente en pacientes que son expuestos
nuevamente a la asparaginasa durante los protocolos de tratamiento (Walenciak, et al., 2019). Los
pacientes que muestran mayor nivel de reacciones alérgicas tienen mayor presencia de anticuerpos de

tipo 1gG (Walenciak, et al., 2019).

No obstante, los mecanismos bajo los cuales se relacionan los anticuerpos y la respuesta inmune anti-L-
asparaginasa aun no estan claros, por lo cual resulta importante monitorear la respuesta inmune en los
tratamientos con asparaginasa y buscar formulaciones nuevas que tengan menor respuesta inmune
(Walenciak, et al., 2019). Parte de las estrategias desarrolladas en la actualidad para atenuar la respuesta
inmune anti-L-asparaginasa es la formulacidon conjugada con polietilenglicol (Heo, et al.,, 2019). Esta
formulacion PEGilada de la asparaginasa no presenta una disminucién en el perfil farmacocinético de la

enzima, pero si un decremento en la inmunogenicidad (Heo, et al., 2019). Ademas, se ha mostrado que el
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uso de esta formulacién aumenta el tiempo medio de actividad en suero respecto a la L-asparaginasa

convencional de E. coli (Heo, et al., 2019).

1.1.4 Busqueda de nuevas fuentes de L-asparaginasa

La bacteria Streptomyces scabrisporus es una actinobacteria con un estilo de vida endéfito. En la actualidad
se han secuenciado y analizado numerosos genomas de otras especies de Streptomyces, sin embargo, en
el caso especifico de S. scabrisporus la secuenciacién de su genoma ha sido un acontecimiento reciente.
Esto se debe al crecimiento lento en el laboratorio, y a que su genoma estd compuesto por 199 contigs.
Dentro del andlisis de su genoma se han encontrado numerosos compuestos con actividad antimicrobiana
y antitumoral. En el andlisis metabdlico de S. scabrisporus, se encontré que no requiere de fuentes
externas de aminodcidos para su crecimiento; sin embargo, en algunas cepas de la misma especie se
reportan diversas fuentes de nitrégeno para su crecimiento como la peptona, extracto de levadura, nitrato
de amonio, sulfato de amonio y L-asparagina (Ceapa, et al.,, 2018). Esta y otras especies del género
Streptomyces spp. fueron analizadas en busca de L-asparaginasas, encontrando dos familias de proteinas

(Figura 2; Gonzalez-Torres, et al., 2020).
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Figura 2 Arbol filogenético de las familias de proteinas PF00710.11 (A) y PF06089.11 (B). En el analisis filogenético
se tomaron como grupo control (indicado en rojo) la secuencia de la asparaginasa de tipo 1 de E. coli (EcAl) y la de
tipo 2 Rhizobium etli (ReAll) ademas se incluyeron secuencias referencia de otras asparaginasas conocidas (indicado
en azul) como la asparaginasa de tipo 2 de E. coli (ECAIl) y la de tipo 2 de Streptomyces coelicolor (ScAll). Gonzalez-
Torres, et al., 2020.

En este estudio se realizaron predicciones de la antigenicidad de las enzimas al igual que el nimero de
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“hits” o reacciones producidas por los epitopos de las enzimas. Esta seleccién de parametros permitié la
identificacion de la enzima de S. scabrisporus la cual mostrd tener un bajo nimero de epitopos de células
T, bajo perfil de antigenicidad y baja cobertura de alelos en la poblacién, valor que esta estrechamente
vinculado a la poblacién que desarrolla una respuesta inmune a la enzima. La enzima de S. scabrisporus se
encuentra en la familia de proteinas PF06089.11 (Figura 2B) en la cual también se puede encontrar a la L-
asparaginasa de R. etli (Gonzdlez-Torres, et al., 2020) esta enzima ha sido reportada como una
metaloproteina con afinidad por el zinc que tiene un papel fundamental en la organizacién de los residuos

cercanos al sitio activo de la enzima (Loch, et al., 2021).

1.2 Justificacion

Las formulaciones comerciales de L-asparaginasa aisladas de E. coli y E. chrysanthemi han demostrado
generar reacciones inmunogénicas y presentan actividad cruzada de glutaminasa, lo que ocasiona efectos
adversos asociados al tratamiento. La necesidad de buscar nuevas fuentes de L-asparaginasa que
presenten menor perfil inmunogénico como la enzima de S. scabrisporus representan una alternativa
potencial para la aplicaciéon de la enzima en tratamiento contra la LLA. Ademas, la asparaginasa de S.
scabrisporus, no presenta actividad secundaria de glutaminasa y cuenta con caracteristicas cinéticas

competitivas para su uso terapéutico.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Evaluar la actividad de la L-asparaginasa de Streptomyces scabrisporus en comparacién con la L-

asparaginasa de Rhizobium etli, para establecer su potencial aplicacién en el tratamiento de la LLA.

1.3.2 Objetivos especificos

1. Establecer un protocolo de purificacidén para la L-asparaginasa de S. scabrisporus expresada de forma

recombinante en E. coli.



2. Caracterizar los pardmetros cinéticos de la enzima.
3. Evaluar la estabilidad de la enzima bajo diferentes condiciones de almacenamiento.

4. Comparacion cinética de la L-asparaginasa de S. scabrisporus y R. etli en condiciones fisioldgicas.



Capitulo 2. Metodologia

2.1 Clonacidn del gen que codifica para la L-asparaginasa y expresion de la

proteina recombinante de S. scabrisporus en E. coli

El gen que codifica la L-asparaginasa de S. scabrisporus (ENA, OPC79493.1) fue sintetizado con
optimizacion de uso de codones para su expresion en E. coli. La clonacién del gen se realizé utilizando el
vector pJET (Thermo Fisher) con extremos truncos y cortado con las enzimas de restriccién EcoRl y Ndel
para posteriormente ser subclonado en el pldasmido pET28a (+) para obtener la construccién pET28a-
AnsSs. El proceso de transformacion fue realizado mediante la técnica de choque térmico utilizando células
guimicamente competentes BL21 (DE3) de E. coli. La cepa transformante BL21/pET28a-AnsSs fue
sembrada en placa de agar LB suplementado con kanamicina (35 pg/mL) y se seleccionaron las colonias
positivas (Figura 3). Para el pre-inoculo del cultivo se utilizaron 200 ml de medio LB suplementado con
kanamicina 35 pg/mL y se incubaron por 20 h a 379C en agitacién constante a 180 rpm. A partir de este
cultivo se inocularon 2 L de medio LB + kanamicina 35 pg/mL, cloruro de zinc (ZnCl;) 1 mM y se incubd a
37°C en agitacién constante a 180 rpm. La densidad dptica fue monitoreada a 600 nm utilizando el
espectrofotémetro Thermo Scientific™ Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer y una vez
alcanzada una densidad dptica de 0.5-0.7 se indujeron los cultivos con 200 uM IPTG (Isopropil B-D-1-

tiogalactopirandsido). El cultivo se incubd a 302C y 180 rpm durante 20 h.

\ |
-_—
. . . 3) Almacenar en
1) Tomar colonia E. coli 2) Cultivo LB + Kan, 4 = ; S A o
BL21DE3 (Agar LB + Kan, 37°C glicerol 40% 4) Cultivo LB + Kan, 37° C, induccion

37° C) con IPTG a una OD600 0.5-0.7

7) Centrifugar el
lisado a 7,500rpm
durante 1 hora.

6) Lisis celular (Buffer de lisis, lisozima,

5) Centrifugar el cultivo a PMSF) y sonicado 15 min. pulsos de 10s.

3000 rpm x 30 min.

Figura 3. Cultivo bacteriano para obtener la L-asparaginasa recombinante de S. scabrisporus



9
Los cultivos inducidos se cosecharon por centrifugacién en la centrifuga Avanti Jxn-26 con el rotor JA-14
de dngulo fijo a 3,000 rpm por 30 minutos; las pastillas celulares fueron resuspendidas en 60 ml de buffer
de lisis-unién (50 mM Na;HPOs-NaH,PO,4 pH 7.4, 150 mM NaCl, 2 mM B-mercaptoetanol y 10% glicerol)
con 100 pl de lisozima (20 pg/ul) y 300 pl de PMSF (200 mM), se incubaron por 1 hora a 372C y se lisaron
por sonicacion durante 15 min en pulsos de 10 segundos con 5 de reposo. La suspensidén sonicada se
centrifugd con el rotor JA2550 a 7,500 rpm por 1 hora. El sobrenadante fue inyectado en una columna
HisTrap (Cytiva) previamente equilibrada con buffer de lisis-unién. Posteriormente la columna fue
sometida a un paso de lavado con 50 ml de imidazol 20 mM. Las proteinas unidas fueron eluidas con buffer
de elucion (50 mM Na;HPO4-NaH,PO4 pH 7.4, 150 mM NaCl, 2 mM B-mercaptoetanol y 10% glicerol)
utilizando un gradiente de concentraciones de imidazol de 100, 300 y 500 mM. La presencia de la enzima
fue analizada en todas las fracciones mediante electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida al

12%.

Posteriormente se realizé una dialisis de las fracciones de 300 y 500 mM de imidazol utilizando una
membrana de didlisis de 12-14 kDa en 1L de buffer de didlisis (20 mM Na;HPOs-NaH,PO4 pH 7.4, 50 mM
NaCl y 5% glicerol), la didlisis fue realizada a 4°C en mezcla constante utilizando un agitador magnético.

Las fracciones dializadas fueron evaluadas en gel desnaturalizante de poliacrilamida al 12% (Figura 4).

——

Analizar los sobrenadantes y

Dializar durante toda la noche Centrifugar 10 min. a 13,000 parte insoluble de la dialisis en
las fracciones de 300 y 500 mM rpm. SDS-Page al 12%
de imidazol

Figura 4 Proceso de dialisis de las fracciones de proteina soluble.

2.2 Caracterizacion enzimatica de la L-asparaginasa de S. scabrisporus

Para caracterizar la enzima purificada de S. scabrisporus se realizd un ensayo con el extracto celular donde

la actividad asparaginasa se evalud espectrofotométricamente con un ensayo colorimétrico utilizando el
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reactivo de Nessler. El reactivo de Nessler es una mezcla de quimicos que incluye Yoduro de potasio (KI),
Yoduro de mercurio (Il) (Hgl,), Hidréxido de potasio (KOH). En presencia de amonio y medio alcalino por
el KOH, el amonio (NH4*) se convierte en amoniaco (NHs). Posteriormente, el amoniaco reacciona con el
complejo de yoduro de mercurio (Il) formando un complejo coloreado de amido yodo mercurioso
([Hg2N]I-H,0), el cual proporciona el color amarillo a marrén de la solucidn (Nichols & Willits, 1934). Este
complejo formado presenta una longitud de onda de maxima absorbancia en el intervalo de 400-450 nm,
lo cual nos permite determinar mediante espectrofotometria la cantidad de amonio presente en la

reaccion enzimatica.

Para el ensayo estandar se establecié un curso temporal de 0, 1, 3, 5, 7 y 10 minutos en el cual se

cuantificard la cantidad de amonio producido por la asparaginasa en 500 pl de reaccién.

Las condiciones para realizar la reaccién enzimatica de la L-asparaginasa (500 ul) son: Buffer de fosfatos
(0.1 M Na;HPO4-NaH,P0O,4, pH 7.4) con 10 mM de sustrato (L-asparagina) y 0.08 pug/ml de la enzima
purificada. La reaccién se llevé a cabo a 37°C. La reaccién se detuvo en los tiempos especificados
afadiendo 25 pl de 4cido tricloroacético 1.5 M. La cuantificacién del amonio liberado se realizé midiendo
la absorbancia a 420 nm en microplacas de 96 pocillos utilizando 25 ul de los productos de la reaccion
enzimatica en 175 ul de agua. A la mezcla se le agregaron 25 pl de reactivo de Nessler, y se dejaron incubar

10 minutos antes de medir la absorbancia a 420 nm (Figura 5).

r— —> (&) Il U_,.;

1) Curso temporal de reaccion enzimatica

a 37°C (Buffer pH 511, 0.1 M + Asn ) se

agrega la enzima y se detiene la reaccion
con TCA1AM

Figura 5 Proceso de medicion de actividad enzimatica mediante espectrofotometria.

2) Centrifugar reaccion a 3) Afadir el reactivo de Nessler
13,000 rpm x 10 min. a la reaccion y medir
absorbancia a 420 nm

Adicionalmente se realizaron ensayos para determinar el pH dptimo y estabilidad de la enzima a
temperatura de 37°Cy 4°C. Para determinar el pH dptimo de la enzima se realizaron ensayos de actividad
enzimatica en los siguientes buffers: Acetatos (pH 3-5), Fosfatos de sodio (pH 6-8) y carbonato de sodio

(pH 9-11), todos a una concentracion de 0.1 M. Para evaluar la estabilidad de la enzima, se incubé durante
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17,24y 48 horas a 37°Cy se evalud la actividad enzimatica. También se almacend la enzima a 4°C durante

6 semanas y posteriormente se midié la actividad enzimatica.

2.3 Comparacion de actividad enzimatica de las asparaginasas de S. scabrisporus

Y R. etli en condiciones fisioldgicas

Para realizar la comparacion entre las actividades enzimaticas de las asparaginasas, se realizé la clonacién
del gen que codifica para la L-asparaginasa tipo Il de Rhizobium etli (Q2K0Z2) al cual se le agregé los sitios
de restriccion Ndel-Ncol en el extremo 5’ y Pstl-stop-EcoRl en el extremo 3’, respectivamente.
Posteriormente, se obtuvo el plasmido pET28a-AnsRe, con el que se transformaron células BL21 (DE3),
para obtener las clonas BL21/pET28a-AnsRe. Se llevd a cabo la induccion para la expresion de la
asparaginasa de R. etliy se utilizé el mismo protocolo de purificacion descrito para la L-asparaginasa de S.
scabrisporus. Una vez obtenidas ambas enzimas purificadas, se realizaron las cinéticas enzimaticas de
manera simultanea, acorde a lo descrito en la seccidn 2.2 utilizando 10 mM de L-asparagina como sustrato

en buffer de fosfatos (0.1 M Na,HPO4-NaH,PO4, pH 7.4).

2.4 Caracterizacion cinética de las asparaginasas

Para determiner los pardmetros cinéticos de las enzimas, se llevaron a cabo reacciones en cursos
temporales de 0, 1, 3, 5, 7 y 10 minutos por triplicado; las concentraciones de sustrato evaluadas fueron
de 0.5 mM a 20 mM. Para el andlisis de los datos se emplearon el modelo no lineal de Michaelis-Menten

y los programas Origin y Graphpad.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Purificacion de la L-asparaginasa de S. scabrisporus

Mediante el andlisis electroforético de las fracciones purificadas en la columna HisTrap (Cytiva) se logré
identificar la banda correspondiente a la L-asparaginasa recombinante de S. scabrisporus (Figura 6) la cual
tiene un peso molecular estimado de 34 kDa. En el gel de electroforesis se logré apreciar en los carriles 9

y 10 las fracciones solubles recuperadas obteniendo un rendimiento de aproximadamente 2 mg/L de

proteina.
200 kDa—
36 kbDa— «— L-asparaginasa
=34 kDa
29 kDa—
24 kDa—

Carril 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 6 Electroforesis de los pasos de produccion y purificacion de la L-asparaginasa. Gel desnaturalizante de
poliacrilamida al 12%. Carril PM: marcador de peso molecular, Sl: cultivo sin inducir, I-IPTG: cultivo inducido con IPTG,
F-INS: fraccion insoluble del lisado celular, SN: sobrenadante del lisado celular, PC-HisTrap: paso por columna HisTrap,
I-20: lavado con imidazol 20 mM, 1-100, 300 y 500 mM: elucién de la L-asparaginasa con concentraciones ascendentes
de imidazol.

Posteriormente se realizd la dialisis de las fracciones eluidas con 300 y 500 mM de imidazol, con la cual se
logrd obtener L-asparaginasa con alto grado de pureza (Figura 7) y se removieron componentes de bajo

peso molecular como el imidazol el cual intervenia con los ensayos de cinética enzimatica.
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200 kDa —

36 kDa —> e L-asparaginasa
=34 kDa

29 kDa—

Carril 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 7 Electroforesis de las fracciones dializadas. Gel desnaturalizante de poliacrilamida al 12%. Carril PM:
marcador de peso molecular, 1-300, 500 mM: elucién de la L-asparaginasa sin dializar, INS-300, 500: fraccidn insoluble
de la L-asparaginasa precipitada en la didlisis, D-300,500: sobrenadante recuperado de la L-asparaginasa tras ser
dializada.

3.2 Caracterizacion cinética de la enzima

La caracterizacién cinética y enzimdtica de la L-asparaginasa consistido en determinar su pH éptimo de
actividad, la determinacidn de los parametros cinéticos, la determinacién de la posible actividad cruzada

de glutaminasa y de su estabilidad bajo diferentes condiciones de almacenamiento.

Para la determinacion del pH 6ptimo de actividad enzimatica (Figura 8), se realizaron cinéticas de 30
minutos utilizando distintos buffers (acetatos pH 3-5, Fosfato de sodio pH 6-8, carbonatos 9-11). En un pH
de 10 se presentd mayor actividad enzimdtica respecto a las otras condiciones evaluadas. No se
observaron diferencias significativas en el resto de las condiciones evaluadas. Los valores del pH 6ptimo
son similares a los reportados para otras asparaginasas de la misma familia como la de R. etli (Loch, et al.,

2021).

Para la determinaciéon de los parametros cinéticos de la enzima, se realizaron cinéticas enzimaticas con
tiempos de reaccion de 0-10 minutos para determinar la velocidad inicial de reaccion y realizar una

aproximacion de la constante de Michaelis-Menten (Figura 9).
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Figura 8 Evaluacion de actividad enzimatica de la L-asparaginasa de S. scabrisporus en un gradiente de pH. Se

determind que el pH con mayor actividad enzimatica corresponde al valor de 10.
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Figura 9 Determinacion de parametros cinéticos de la L-asparaginasa de S. scabrisporus. La cinética enzimatica se
ajusta al modelo de Michaelis-Menten. Se determiné una Vmax (Umol/s) de 6.08 £ 0.645, Km (mM) de 7.361 £ 1.78 y

una ket (S) de 40.832 + 2 con una R% de 0.968

Para ello se evaluaron distintas concentraciones de sustrato desde 0.5 a 20 mM de asparagina. Se

determind una constante de Michaelis-Menten (K,) de 7.361 mM la cual presentd una velocidad méaxima

de reaccién (Ve de 6.08 umol/s? mientras que la constante de catalisis (kcar) fue de 40.832 s-!
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Posteriormente se evalud la actividad de glutaminasa de la enzima. La evaluaciéon de la actividad
secundaria de glutaminasa (Figura 10) se realizé mediante una cinética enzimatica de 0 a 60 minutos de
reaccién, en reacciones individuales conteniendo 10 mM de asparagina como sustrato o 10 mM de
glutamina. Los resultados mostraron que la asparaginasa de S. scabrisporus no presenta actividad

secundaria de glutaminasa.

] Actividad enzimatica L-asparaginasa
8- .
6 1
S ] |
~C-; 4 - . —ua— Glutamina 10 mM
= ®— Asparagina 10 mM
(o) J
£
<, -
0 = .__—.——. ] n
T T T T T T T T T T T T T '
0 10 20 30 40 50 60

Tiempo (min)

Figura 10 Evaluacion de actividad secundaria de glutaminasa. Curso temporal de 1 hora utilizando L-glutamina y L-
asparagina como fuente de sustrato para la L-asparaginasa de S. scsbrisporus. No se detectd amonio, producto de la
hidrdlisis en las reacciones que se utilizé glutamina.

3.3 Evaluacion de la estabilidad de la enzima bajo distintas condiciones de

almacenamiento

Para la evaluacion de la estabilidad de la enzima se realizaron cinéticas de actividad enzimatica tras incubar
la enzima a 37 °C durante 17, 24 y 48 horas, al igual que tras almacenar la enzima por 6 semanas a 4°C
(Figura 11). Mediante un andlisis de la regresion lineal de las pendientes de actividad enzimatica de las
diferentes condiciones evaluadas se logré determinar que las pendientes difieren entre si. Los resultados
obtenidos fueron los siguientes: F = 36.27. DFn = 4, DFd = 10 P<0.0001 (F= estadistica F del analisis de la

varianza 6 ANOVA, DFn= grados de libertad del numerador el cual esta representado por el nimero de
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variables independientes, DFd= grados de libertad del denominador el cual esta representado por el total
de observaciones menos el nUmero de parametros estimados) esto nos indicé que si hay un efecto en el

cambio de actividad enzimatica respecto a las condiciones bajo las cuales fue almacenada la enzima.

Estabilidad enzimatica

3- Sin incubar
m = 0.2168

4°C 6 semanas

s -#- m=0.08868
E
17 h 37°C
(@)
= " m=01672
o
£ 24 h 37°C
m =0.1701
48 h 37°C
m = 0.09090

Tiempo (min)

Figura 11 Evaluacidn de la estabilidad enzimatica. El grafico de muestra la diferencia entre las pendientes bajo las
diferentes condiciones evaluadas.

Tabla 1 Estabilidad enzimatica en distintas condiciones de almacenamiento.

Sin incubar 4°C (6 37°C (17 h) 37°C (24 h) 37°C (48 h)
semanas)
Pendiente 0.2168 0.08868 0.1672 0.1701 0.0909
Error std. 0.001804 0.002016 0.0007868 0.001667 0.002296
Porcentaje de actividad 100% 40% 77% 78% 41%

relativa

La informacion obtenida de la comparacion de las pendientes (Tabla 1) mostré que el almacenar la enzima

por un periodo de 6 semanas a 4°C presenta una reduccion del 60% de la actividad relativa de la enzima
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respecto a la enzima sin incubar, por otra parte, la enzima incubada a 37°C durante las primeras 24 horas

presenta una reduccion del 22% en la actividad, mientras que a las 48 h se reduce su actividad en 59%.

3.4 Comparacion cinética de las L-asparaginasas de S. scabrisporus y Rhizobium

etli en condiciones fisiologicas.

Durante el desarrollo de este proyecto, se logré clonar el gen que codifica para la L-asparaginasa de R. etli
en el vector de expresion pET28a (+), mismo vector utilizado para la sobre-expresidn de la L-asparaginasa
de S. scabrisporus. Tomando ventaja de la experiencia de la purificacién de la enzima de S. scabrisporus,
aunado a la importancia de la asparaginasa de R. etli, por sus cualidades y su potencial como alternativa
para el tratamiento de la LLA, llevamos a cabo la purifcacidn y caracterizacion parcial de esta enzima, a fin
de comparar sus parametros cinéticos a los obtenidos para la L-asparaginasa de S. scabrisporus. Se llevo a
cabo la purificacién de la L-asparaginasa de R. etli siguiendo el mismo procedimiento descrito

anteriomente para la purificacion de la enzima de S. scabrisporus.

180 kDa —

70 kDa —

40 kDa—>
L-asparaginasa
=38kDa

25 kDa—

Carril 10

Figura 12 Electroforesis de los pasos de expresion y purificacidon de la L-asparaginasa de R. etli. Gel desnaturalizante
de poliacrilamida al 12%. Carril PM: marcador de peso molecular, Sl: cultivo sin inducir, I-IPTG: cultivo inducido con
IPTG, F-INS: fraccion insoluble del lisado celular, SN: sobrenadante del lisado celular, PC-HisTrap: paso por columna
HisTrap, 1-20: lavado con imidazol 20 mM, 1-100, 300 y 500 mM: elucién de la L-asparaginasa con concentraciones
ascendentes de imidazol.
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Se realizé un analisis electroforético (Figura 12) de los pasos de expresién y purificacién como se realizé
con la asparaginasa de S. scabrisporus. Esta enzima presenta un peso molecular de estimado de 38 kDa.
en el gel de electroforesis se logré apreciar en los carriles 9 y 10 las fracciones solubles recuperadas
obteniendo un rendimiento de aproximadamente 3 mg/L de proteina. Para la comparacion de los
pardmetros cinéticos de ambas enzimas, se llevaron a cabo cinéticas enzimaticas con tiempos de
incubacién de 0-10 minutos y se ajustaron los resultados con el modelo de Michaelis-Menten. Se utilizaron

condiciones de pH y temperatura fisiolégica para emular las condiciones presentes en el cuerpo humano.

Se probaron distintas concentraciones de sustrato desde 0.5 a 20 y 0.5 a 60 mM de asparagina. En el caso
de la enzima purificada de S. scabrisporus (Figura 13) se encontré que se redujo la actividad de la enzima
al cambiar el pH, lo que se puede ver reflejado en el cambio de los parametros cinéticos como la K, la cual
en condiciones de pH O6ptimo era de 7.361 + 1.78 mM y en condiciones fisioldgicas aumentd
aproximadamente 8 veces dando como resultado una K, de 60.49 * 10.53 mM indicando pérdida de

afinidad por el sustrato.

Michaelis-Menten

0.5- S. scabrisporus
0.4 Km = 60.49 + 10.53 mM
— @ Vmax= 11.75+1.24 ymol/S™
\ _ -1
L 534 ° Kcat= 78.912+4S
o
S
\c-; 0.2 Goodness of Fit
Degrees of Freedom] 28
> R s?}uared 0.9852
O, 1 - ° Sum of Squares 0.005550
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Figura 13 Cinética enzimatica de S. scabrisporus en condiciones fisioldgicas. Se determiné una Vmax (Umol/s) de
11.75 + 1.24, Km (mM) de 60.49 + 10.53 y una keat (s) de 78.912 + 4 con una R% de 0.956.

Por otra parte, las cinéticas realizadas con la enzima de R. etli en condiciones fisioldgicas (Figura 14)
mostraron que ocurre un incremento en la K, de 3 veces en condiciones fisioldgicas respecto a su pH de

actividad optimo, lo cual ya habia sido anteriormente reportada. (Loch, et al., 2021).
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Tabla 2 Comparacion de los parametros cinéticos obtenidos entre asparaginasas

L-asparaginasa Cinética en pH 6ptimo Cinética en pH fisioldgico
Vmax (p.mol/s) 6.08 £ 0.645 Vimax (umol/s) 11.75+1.24
S. scabrisporus Km (mM) 7.361 +1.78 Km (mM) 60.49 + 10.53
keat (s1) de 40.832 + 2 keat (s2) 78.912 + 4

Vimax (umol/s) 20.9 + 3.312
K (mM) 15.97 + 4.76
keat (s1) 140.362 + 7.01

*Km (mMM) 4.2 £0.3

R. etli keot (s) 438 + 32

*Valores obtenidos del trabajo de Loch, et al., (2021)

Michaelis-Menten

R. etli
0.8
06 Km =15.97 £+ 476 mM
S Vmax = 20.9 + 3.312 pmol/S™
L Kcat= 140.362 + 7.01 S™
o
g 0.4+
3
\g Goodness of Fit
> Degrees of Freedom| 19
0.2- R squared 0.9806
o Sum of Squares 0.02046
0.0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Asn (mM)

Figura 14 Cinética enzimatica de R. etli en condiciones fisiolégicas. Se determiné una Vmax (umol/s) de 20.9 + 3.312,
Km (MM) de 15.97 + 4.76 y una keat (s) de 140.362 + 7.01 con una R? de 0.980.

Para poder hacer una aproximacion de los residuos que componen el sitio activo de la L-asparaginasa de
S. scabrisporus se realizé un alineamiento del modelo obtenido de AlphaFold AOA1T3NRES8 (Jumper, et al.,
2021; Varadi, et al., 2022) con el modelo obtenido a partir de la estructura cristalogréfica de la
asparaginasa de R. etli (Loch, et al., 2021). El alineamiento fue realizado utilizando el servidor DALI (Holm,
et al., 2023) y se visualizd la superposicién de ambos modelos de la proteina utilizando PyMOL (Figura 15).
Los parametros obtenidos por el servidor indican significancia estructural (Z-score de 40.2) junto con un
RMSD aceptable (2.1 A) y una longitud de alineamiento extensa (318 residuos de 369) lo cual nos indica

que las dos proteinas tienen una estructura tridimensional muy similar.
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Figura 15 Alineamiento de proteinas utilizando PyMOL. El alineamiento de ambos modelos mostré que existe
similitud estructural entre ambas enzimas. L-asparaginasa de S. scabrisporus (verde) y R. etli (morado).
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Capitulo 4. Discusion

Como se menciond previamente al inicio de este trabajo, la busqueda de nuevas fuentes de L-asparaginasa
resulta ser una labor imperativa para hacerle frente a los efectos adversos ocasionados por la actividad
secundaria de glutaminasa, la cual puede llegar a causar hiperamonemia debido a la acumulacién excesiva
de amonio en el cuerpo producto de la hidrdlisis de la glutamina (van Trimpont, et al., 2022). Este tipo de
problemas ha sido reportado en asparaginasas como la de E. coli y E. chrysanthemi. Otra problematica
observada asociada a las asparaginasas empleadas actualmente como tratamiento, incluyen los efectos
ocasionados por reacciones inmunogénicas que pueden ir desde una reaccién alérgica leve hasta un
choque anafilactico (Fonseca, et al., 2021). Por lo cual, encontrar variantes de L-asparaginasa con alta
especificidad hacia el sustrato y nula actividad secundaria de glutaminasa es un objetivo fundamental.
Estas variantes no solo mejorarian la seguridad del tratamiento, sino que también podrian incrementar su
eficacia al reducir las dosis necesarias y los efectos adversos asociados (Fonseca, et al.,, 2021).
Investigaciones recientes han identificado posibles nuevas fuentes con estas caracteristicas como la L-
asparaginasa de R. etli (Moreno-Enriquez, et al.,, 2012) y la descrita en este trabajo obtenida de S.

scabrisporus.

4.1 El protocolo de purificacion de la L-asparaginasa de S. scabrisporus es muy

eficiente, pero requiere de optimizacidon para mejorar su rendimiento.

El protocolo de purificacién realizado dio como resultado la obtencion de la L-asparaginasa con alta pureza
de S. scabrisporus. Como se puede observar en el gel de electroforesis (Figura 1) la banda en el cuarto
carril que corresponde a una fraccion insoluble de la lisis indica que un porcentaje de la proteina se
encuentra en cuerpos de inclusién. Sin embargo, el rendimiento de proteina soluble obtenido fue de 2
mg/L el cual fue una cantidad suficiente para realizar los ensayos de cinética enzimatica y caracterizacion
de la enzima. En los carriles 7-10 se observa la elucidn de la proteina con las concentraciones ascendentes
de imidazol (20-500 mM), en las fracciones no se observa presencia de una cantidad considerable de
proteinas inespecificas al tamafio de la L-asparaginasa (34~kDa) por lo cual se considera que la proteina
tiene un alto porcentaje de pureza. Para las consideraciones futuras de la optimizacién del proceso de
purificacién es necesario intentar reducir la formacidn de los cuerpos de inclusidn. Para ello en la
actualidad se han explorado distintos enfoques que ayudan a la reduccién de la formacién de cuerpos de

inclusién entre los cuales hay métodos asociados a las condiciones de cultivo (Bhatwa, et al., 2021), entre
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los cuales destacan el realizar la induccién de la proteina a una temperatura menor, el promover la
formacién de proteinas chaperonas mediante la realizacidon de un periodo breve de choque térmico (47°C
por 20 a 30 minutos). Otro de los enfoques que se ha estudiado es el uso de promotores de expresién que
sean termo labiles como el sistema ApL/pR-cl857, este sistema es ampliamente utilizado para la expresidn
de proteinas recombinantes de uso terapéutico y permite la purificacion de los cuerpos de inclusion

formados (Valdez-Cruz, et al., 2023).

Durante el proceso de dializado de la enzima (Figura 2) se observd la precipitacidon de proteina no soluble
en las membranas de dialisis (Figura 2, carriles 3 y 6) este fendmeno tipicamente puede estar asociado a
la concentracion de sales que alteran la fuerza idnica de la solucién y cambian las propiedades hidrofdbicas
de la proteina, esto puede solucionarse cambiando el buffer de almacenamiento para la proteina a uno
con menor concentracién de sales, ademds es importante considerar la cantidad de surfactante como
glicerol ya que altas concentraciones de esta sustancia propician la precipitacion de las proteinas

(Pesarradona, et al., 2015).

4.2 Caracterizacion de los parametros cinéticos de la enzima.

El proceso de caracterizacidn de la enzima incluyé la evaluacién de la actividad residual a 37°C tomando
como referencia la temperatura del cuerpo humano, ya que la enzima tiene la finalidad de utilizarse como

un potencial agente quimioterapéutico.

En el proceso de determinacién del pH dptimo en el cual la enzima realizaba la hidrdlisis del aminoacido
asparagina, se encontrd que el pH ideal para la enzima se encuentra en un rango alcalino siendo el pH
Optimo de 10. Esto es contrastante con el pH del suelo del cual la bacteria Streptomyces scabrisporus fue
aislada, ya que se reporta que esta especie es una bacteria endéfita del suelo de la planta Amphipterygium
adstringens (Ceap3, et al., 2018) la cual crece en suelos acidos a ligeramente alcalinos que oscilan entre

6.30-7.67 en la escala de pH (Ortega-Baranda, et al., 2023).

En la actualidad se han reportado distintos intervalos de pH y temperatura éptima en la cual las especies
del género Streptomyces producen sus asparaginasas, por lo cual se realizd una busqueda bibliografica de
especies que comparten un porcentaje de identidad superior al 60% con la secuencia de S. scabrisporus
(Gonzalez-Torres, et al., 2020) (Tabla 3) lo cual permite hacer inferencia en el pH de actividad éptimo que

pudiera tener otras enzimas dentro de este grupo.
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Tabla 3 Reportes de pH y temperatura 6ptima para la expresion de L-asparaginasa en especies del género
Streptomyces

Especie pH Temperatura (°C) Referencia
S. albidoflavus 7.5 35°C Narayana, et al., (2008).
S. griseus 8 35°C Meena, B., et al., (2015).
S. phaeochromogenes 8.5 35°C M. K., et al., (1998).
S. fradiae 8.5 40°C El-Naggar, et al., (2016).

Por otra parte, el resultado obtenido del pH éptimo para esta L-asparaginasa presenta una limitante para
su potencial uso terapéutico, ya que el pH fisioldgico en el cual se requiere utilizar esta enzima se

encuentra en un intervalo de 7.35-7.45.

No obstante, en la actualidad se han reportado distintos enfoques que permiten solucionar esta
problematica mediante la inmovilizacion de la L-asparaginasa libre en nanoparticulas magnéticas de éxido
férrico (Fes04) puede mejorar la estabilidad de la enzima en un rango mas amplio de pH. Sin embargo, es
importante destacar que otros pardmetros cinéticos como la K, y Vmexpueden resultar alterados respecto
a los valores obtenidos en condiciones dptimas (Dik, et al., 2023; Ates, et al., 2018; Orhan, et al., 2020).
Los pardmetros cinéticos observados para la L-asparaginasa de Streptomyces scabrisporus mostraron que
la enzima en condiciones de pH dptimo presenta una K, de 7.361 mM, Vo, de 6.08 umol/s y una kerde
40.832 s, La comparacion de los pardmetros cinéticos con otras asparaginasas caracterizadas

actualmente se presenta en la Tabla 4.

Una caracteristica importante que destacar de la caracterizacion cinética de la enzima, es que en este
trabajo se logré corroborar de manera experimental lo planteado en el analisis bioinformatico realizado
por Gonzales-Torres, et al.,, (2020) respecto a la nula actividad secundaria de glutaminasa en la L-
asparaginasa de S. scabrisporus (Figura 10) lo cual representa una ventaja respecto a las asparaginasas

utilizadas como tratamiento en la actualidad.

Otro de los pardmetros evaluados fue la estabilidad enzimatica, este parametro resulta particularmente
importante en el ambito de aplicacidn clinica, debido a que en la actualidad algunas de las formulaciones
de L-asparaginasa requieren de la pegilacion con polietilenglicol (PEG) para mejorar la estabilidad de la

enzima y prolongar su vida media (Tripathy, et al., 2024).
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Tabla 4 Parametros cinéticos de distintas L-asparaginasas (modificado de Beckett & Gervais, 2019)

Especie Km (mM) keat (s7%) Actividad Referencia
secundaria de
glutaminasa
E. coli 0.02 £0.03 440 Presente (Beckett &

Gervais, 2019)

E. chrysanthemi 0.05 207 + 358 Presente (Beckett &
Gervais, 2019)

R. etli 4.2 +£0.03 438 + 32 Ausente (Loch, et al.,
2021)
S. scabrisporus 7.361+1.78 40.832+2 Ausente (este trabajo)

En el caso de la L-asparaginasa de E. chrysanthemi una vez reconstituida de su forma liofilizada, esta
presenta un tiempo de utilidad de 8 horas, mientras que, al almacenarse en temperaturas de 4°C, se puede
prolongar su tiempo de utilidad por hasta 120 horas reteniendo el 98% de su actividad inicial (Vifia-
Romero, et al., 2020). En el caso de E. coli, se ha reportado que en condiciones no optimizadas para su
almacenamiento a una temperatura de entre 4-8°C puede retener su actividad en un 92% cuando es
almacenada durante 168 horas (Mihooliya, et al., 2023). Estos resultados son contrastantes con lo
observado para la asparaginasa de S. scabrisporus, la cual preserva cerca del 40% de su actividad al
almacenarse por 1008 horas a 4°C. Esto es un elemento importante para tener en consideracién, ya que
el régimen de uso de estas enzimas requiere de multiples aplicaciones en los pacientes para poder
disminuir los niveles de asparagina en sangre. En la actualidad no hay reportes de la estabilidad de la
asparaginasa de R. etli en condiciones de almacenamiento a 4°C ni después de incubarse en periodos

prolongados a 37°C.

4.3 Los cambios en el pH del medio pueden alterar el perfil cinético.

Una vez que se purificaron las asparaginasas de R. etliy S. scabrisporus se procedio a evaluar la cinética de
ambas enzimas en condiciones de pH y temperatura fisioldgica. En el caso de R. etli se obtuvo una Vg de
20.9 + 3.312 umol/s, K, de 15.97 + 4.76 mM y una ket de 140.362 + 7.01 s, estos parametros son
coincidentes con lo descrito por Loch, et al., (2021) y se explica que los cambios en el incremento de la K,
y reduccién de la k.: estdn asociados con el estado de protonacion de los aminodacidos del sitio catalitico.

Particularmente se hace mencidn que los residuos Lys51 y Lys263 (Figura 16) se encuentran protonados a
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pH inferior a 9 y para que se lleve de forma adecuada la activacion del sitio activo se requiere la
deprotonacion del residuo Lys51, para ello es necesario que la enzima se encuentre en un pH alcalino, esto
es coincidente con las observaciones realizadas en estudios previos como el de Moreno-Enriquez, et al.,

(2012) en el cual se determinaron las condiciones de pH éptimo de la enzima en valores de pH 9-9.5.

En el caso de la asparaginasa de S. scabrisporus se observaron cambios en los pardmetros cinéticos entre
los cuales se puede destacar el incremento en la K, el cual fue de cerca de 8 veces dando como resultado
una K, de 60.49 + 10.53 mM, este resultado era algo de esperarse debido a que el pH 6ptimo de la enzima
se encuentra en un intervalo alcalino. No obstante, uno de los cambios interesantes observados fue un
incremento en la ke la cual se duplica dando un un valor de 78.912 + 4 s, Este tipo de cambios en la
cinética de una enzima son poco habituales y han sido descritos anteriormente como un fenémeno poco

comun que puede deberse a una mutacién en la secuencia de la enzima (Bauer, et al., 2001).

Como se menciond previamente en el articulo elaborado por Gonzales-Torres, et al., (2020) tanto la L-
asparaginasa de S. scbrisporus como la de R. etli se encuentran dentro de la misma familia de proteinas
PF06089.11. Los resultados obtenidos en el analisis In silico mostraron que a pesar de que la identidad de
secuencia es del 30%, la alta similitud estructural observada en el alineamiento de dos mondmeros de la
enzima (Figura 15) y que ambas pertenecen a la misma familia de proteinas nos permite realizar algunas
inferencias sobre la ubicacion del sitio activo y los posibles residuos que lo conforman en la asparaginasa

de S. scabrisporus.

En el trabajo elaborado por Gonzdles-Torres, et al., (2020) los posibles sitios de unién para el sustrato
difieren tanto en posicion como en el tipo de residuo presente respecto a la estructura de R. etli. No
obstante, en el momento que fue realizada dicha comparaciéon alin no se contaba con la estructura
realizada por cristalografia con la descripcidn precisa del sitio activo, por lo cual es de esperarse que haya

algunas inconsistencias entre lo esperado y lo observado de forma experimental.

En el alineamiento realizado se puede apreciar que los residuos del sitio activo de R. etli se encuentran
conservados en la estructura de la asparaginasa de S. scabrisporus al igual que los residuos que se

coordinan con el ion de zinc para mantener la conformacion tridimensional de la enzima (Figura 16).
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Figura 16 Alineamiento de los residuos del sitio activo de las asparaginasas. L-asparaginasa de S. scabrisporus (color
cian) y de R. etli (verde), ion de Zinc (esfera gris).



27

Capitulo 5. Conclusiones

La L-asparaginasa de S. scabrisporus pudo expresarse de forma recombinante en E. coli y purificarse,
obteniendo un rendimiento suficiente para realizar la caracterizacion cinética de la enzima. Aunque esta
nueva fuente de L-asparaginasa presenta baja afinidad por el sustrato (Kn») y esta pudiera ser insuficiente
para emplearse como un tratamiento de primera linea contra la LLA, presenta otras ventajas respecto a
las formulaciones actualmente empleadas como tratamiento, entre estas propiedades se encuentra su
nula actividad secundaria de glutaminasa y la estabilidad de la enzima en condiciones de almacenamiento

por periodos prolongados de tiempo.

Por otra parte, se logrd purificar de forma exitosa la asparaginasa de R. etli y evaluar sus parametros
cinéticos en pH fisioldgico. Esta asparaginasa se ha mostrado como una potencial alternativa para el
tratamiento de la LLA, debido a que presenta propiedades cinéticas competitivas respecto a otras
asparaginasas que se estudian en la actualidad, esta enzima al igual que la de S. scabrisporus, carece de
actividad secundaria de glutaminasa lo cual le confiere una ventaja respecto a las formulaciones derivadas
de E. coli y E. chrysanthemi las cuales pueden presentar efectos adversos derivado de la hidrélisis de la

glutamina.

El presente trabajo permitié caracterizar dos L-asparaginasas perteneciente a una familia de proteinas
poco explorada (PF06089.11), las cuales presentan propiedades prometedoras para utilizarse como un
potencial tratamiento contra la LLA. Aunque los resultados obtenidos en el desempeiio de la enzima en
condiciones fisiolégicas no son del todo favorables, este trabajo da un antecedente para poder explorar

alternativas que permitan mejorar las propiedades cinéticas de la enzima.

5.1 Perspectivas

1.- Realizar la caracterizacion estructural de la L-asparaginasa de S. scabrisporus por cristalografia y

determinar los residuos que conforman el sitio activo.

2.- Evaluar el efecto citotodxico de la enzima en lineas celulares leucémicas sensibles a asparaginasa (Molt-

4) y en lineas celulares tolerantes a asparaginasa (Reh).

3.- Funcionalizacién de la enzima de S. scabrisporus con nanoparticulas u otros nanomateriales que puedan
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mejorar el perfil cinético de la enzima en condiciones de pH fisioldgico.

4.- Realizar estudios de inmunogenicidad de la enzima en modelos in vitro e in vivo para validar los analisis
inmunoinformaticos que se realizaron en trabajos previos y corroborar si la L-asparaginasa de S.

scabrisporus induce una respuesta inmune menor a la de E. coli.
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