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Resumen

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es una neoplasia comun en pediatria.
En el Pert se reportan alrededor de 400 casos nuevos al afio en infantes. Los
esquemas terapéuticos para tratar la LLA incluyen la enzima L-asparaginasa,
de origen bacteriano, como biofdrmaco de primera linea. Sin embargo, la
L-asparaginasa posee limitaciones que afectan su uso terapéutico y que son
producto de su origen procaridtico. En ese sentido, se realizé una busqueda
de articulos electrénicos usando bases de datos como Scopus, Web of Science,
PubMed, Google Académico y SciELO. Se seleccionaron articulos originales
y revisiones relacionadas con biodiversidad microbiana como fuente de
enzima L-asparaginasa con caracteristicas novedosas, como altos valores de
tiempo de vida media, velocidad enzimatica y afinidad por el sustrato; y su
potencial aplicacion en la terapéutica por el bajo riesgo de producir alergia y
actividad eficiente en el cuerpo humano. Los hallazgos mostraron una amplia
variedad de ambientes naturales con condiciones de proveer organismos
nuevos o poco estudiados con capacidad de producir L-asparaginasas. Se
concluye que la investigaciéon en biodiversidad microbiana es una gran
oportunidad de descubrir innumerables alternativas de L-asparaginasa con
gran valor comercial que podrian superar las limitaciones encontradas en las
formulaciones actuales.
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Abstract

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is an aggressive type of blood cancer and
the most common neoplasm in pediatrics. In Peru, around 400 new cases are
reported per year in infants. The therapeutic schemes to treat ALL include the
bacterial-derived L-asparaginase enzyme as a first-line biopharmaceutical.
However, L-asparaginase has limitations that affected its therapeutic use due
to its prokaryotic origin. Thus, a search of electronic articles was carried out
using databases such as Scopus, Web of Science, PubMed, Google Scholar,
and SciELO. We selected original articles and reviews related to microbial
biodiversity as a source of L-asparaginase enzyme with novel characteristics
and its potential application in therapeutics.. The findings showed a
wide variety of natural environments with conditions to provide new or
poorly studied organisms with the ability to produce L-asparaginases. It is
concluded that research in microbial biodiversity is a great opportunity to
discover innumerable alternatives of L-asparaginase with characteristics of
great commercial value that could exceed the limitations found in current
formulations.
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INTRODUCCION

L-asparaginasa (L-asparagina amido hidrolasa
E.C. 3.5.1.1) cataliza la hidrélisis de L-asparagina
en L-acido aspartico y amonio (*?). Es una enzima
usada principalmente como agente quimioterapico
para el manejo de la leucemia linfoblastica aguda
(LLA) y linfomas no Hodgkin, aunque también se
usa en el tratamiento de carcinoma pancreatico,
leucemia aguda mielomonocitica, leucemia aguda
mielocitica, leucemia cronica linfocitica, reticulo
sarcoma, linfosarcoma y melanoma sarcoma (°).
Ha contribuido con éxito a aumentar las tasas de
supervivencia hasta el 90% (*°), por lo cual se ha
configurado como un medicamento indispensable
en la terapéutica oncologica (7).

En 1978, fue aprobado por la Food and Drug
Administration (FDA) el primer biofarmaco
de L-asparaginasa para el tratamiento de LLA
(®) y, actualmente, se encuentra en la Lista de
Medicamentos Esenciales de la Organizacion
Mundial de la Salud (”?) y en el Petitorio Nacional
Unico de Medicamentos Esenciales del Pert. Se
estima que su demanda en el mercado terapéutico
alcance los 420 millones de doélares en 2025 (1),
ya que su demanda mundial representa el 40% del
total de enzimas y la tercera parte de los agentes
antileucémicos (''). Por otra parte, su uso también
ha destacado en la industria alimentaria para
prevenir la formacion de acrilamida (neurotoxina
potencialmente carcinogénica) durante el proce-
samiento de alimentos a altas temperaturas (> '2).

A pesar de ello, el tratamiento de LLA con
L-asparaginasa se asocia con el desarrollo de
efectos adversos y neutralizacién del biofairmaco
por el sistema inmune del paciente bajo diversos
mecanismos que reducen su eficiencia (¥). Las
caracteristicas ideales de la L-asparaginasa como
biofarmaco exitoso incluyen una alta eficiencia,
asi como ausencia de efectos colaterales y alto
tiempo de vida media que permita reducir las
frecuencias de administracion (°). En ese sentido,
la busqueda de nuevas fuentes de L-asparaginasa
abre la posibilidad de incrementar el ndmero
de candidatos potenciales, lo que a largo plazo
garantizariala oferta del biofarmaco en el mercadoy
su disponibilidad ante posibles sucesos inesperados
de desabastecimiento en los paises importadores.
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Esta revision narrativa tiene como objetivo abordar
la relevancia de la biodiversidad microbiana como
una fuente interminable de organismos productores
de L-asparaginasas novedosas y con caracteristicas
que permitiran superar las limitaciones presentadas
por las formulaciones actuales.

MATERIALES Y METODOS

En esta investigacién se realizd la busqueda
bibliografica de articulos electrénicos de revistas
indexadas en los buscadores de Scopus, Web of
Science, PubMed, Google Académico y SciELO,
hasta el afo 2022. Se seleccionaron articulos
originales, revisiones sistemdticas y revisiones
narrativas. Los criterios de inclusién se basaron en
larelacion directa con el objetivo de la investigacion,
es decir, la biodiversidad microbiana como fuente
de enzima L-asparaginasa con caracteristicas
novedosas para su aplicacion en la terapéutica. Los
criterios de exclusion fueron cartas al editor, tesis,
periddicos, conferencias, noticias, comentarios
y editoriales. Se identificaron 200 trabajos, de
los cuales solo 47 cumplian con los criterios de
inclusién y fueron analizados sin restriccién de
idioma.

Mecanismo de accién y formas comerciales
terapéuticas

El mecanismo de reaccion de L-asparaginasa
involucra la formacién de un intermediario B-acil
con la enzima y la simultanea liberacién de amonio;
la posterior incorporacion de una molécula de agua
lleva a la liberacién de L-aspartato y enzima libre
regenerada (fig. 1). La actividad antineopldsica
se consigue gracias a la hidrdlisis de las reservas
del aminoacido L-asparagina en la sangre hasta
concentraciones pequefias de 3 uM (®). En vista
que el aminoacido es crucial para la sintesis de
ADN, ARN vy proteinas, su agotamiento provoca el
arresto del ciclo celular en la fase G1 y la posterior
muerte de las células leucémicas susceptibles
(apoptosis dependiente p53) (* ¢ '?). Las células
sanas no requieren L-asparagina externa gracias a
la actividad de la enzima L-asparagina sintetasa (EC
6.3.5.4) y su capacidad para sintetizar el aminoacido
(*%); por lo tanto, el mecanismo antitumoral de la
L-asparaginasa es altamente selectivo para células
tumorales ().
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Figura 1. Resumen de los avances en investigacién y uso de L-asparaginasa (ASNasa) en el tratamiento de leucemia
linfobldstica aguda (LLA). FDA: USA Food and Drug. Administration. EMA: European Medicines Agency. Adaptado de Torres

et al. (*9).
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Figura 2. Mecanismo de reaccién de la enzima L-asparaginasa (ASNasa).

Actualmente, las formas comerciales de la enzima
son de origen bacteriano, tanto de Escherichia
coli y Erwinia chrysanthemi (renombrada Dickeya
chrysanthemi en 2005 por el Laboratorio de Evolu-
cion Gendmica de la Universidad de Wisconsin)
(*>'7). Sin embargo, las L-asparaginasas bacterianas
suelen ser dianas de anticuerpos y proteasas (').
Una vez administrada en el cuerpo humano, los
linfoblastosleucémicos puedendegradarlamediante
proteasas lisosomales (catepsina B y asparagina
endopeptidasa), lo que potencia el procesamiento
de antigenos y desencadena hipersensibilidad (*).
Los sintomas mas comunes incluyen anafilaxia,
dolor, edema de Quincke, urticaria, eritema, rash
y prurito, por lo cual son la causa principal para
interrumpir el tratamiento (*'®). L-asparaginasa
nativa de E. coli provoca respuesta inmunitaria en

los pacientes, principalmente por su gran tamafo
y origen procariota (*), por lo que alcanza altas
tasas de hipersensibilidad (30-75%) y de desarrollo
de anticuerpos anti-EcAIl (70%) (" '¥). Aunque
la producciéon de anticuerpos no siempre esta
asociada con hipersensibilidad, si puede provocar
la rapida inactivacion del biofarmaco y acortar su
vida media, lo que genera resistencia al tratamiento,
reduce su actividad y desencadena la “inactivacion
silenciosa” en aproximadamente el 30% de los
pacientes (*®).

Por otra parte, L-asparaginasa también puede
presentar actividad dual para hidrdlisis de
L-asparagina y L-glutamina, debido a la similitud
estructural entre ambos aminoacidos (> ).
Algunos reportes que indican que la actividad
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L-glutaminasa es necesaria o indispensable para
potenciar el efecto antitumoral, principalmente
asociada con células que expresan la enzima
L-asparagina sintetasa (*). Sin embargo, dicha
actividad no es necesaria frente a células cancerosas
negativas de L-asparagina sintetasa, por lo que
se ha intentado descubrir L-asparaginasa libre
de actividad L-glutaminasa (*® '*). Los efectos
secundarios recurrentes, como disfuncién hepatica,
hiperglucemia,  broncoespasmo,  pancreatitis,
leucopenia, convulsiones neuroldgicas y anomalias
de la coagulacién que conducen a trombosis o
hemorragia intracraneal, estdn relacionados con
la actividad L-glutaminasa presente en las enzimas
comercializadas actualmente (+77).

Existen tres principales tipos de L-asparaginasa
aprobadas por la FDA y manufacturadas para uso
terapéutico (tabla 1): a) forma nativa de E. coli,
considerada como el gold estandar en el tratamiento
y cuya vida media es de 30 horas; b) forma nativa
de E. coli bioconjugada con polietilenglicol
(pegilada), modificacién que incrementa la vida
media hasta 6 dias, con reducciéon de los efectos
adversos e inmunogenicidad; y c¢) forma nativa
aislada de Erwinia chrysanthemi, cuya vida media
es de 14 horas, posee un costo elevado y se usa en
casos de reacciéon inmunoldgica producida por
L-asparaginasa de E. coli (>'>'*). La forma nativa de
E. coli fuela primera enzima antileucémica utilizada

Tabla 1. Tipos de L-asparaginasa comercializadas para
uso terapéutico (' #)

Marca comercial
¢ Kidrolase® - EUSA Pharma

Tipo de enzima

Nativa de E. coli

* Elspar® - Ovation Pharmaceuticals

* Crasnitin® - Bayer AG

¢ Leunase® - Sanofi-Aventis

¢ Paronal® - Christiaens, Breda

* Asparaginase Medac® - Kyowa Hakko

Nativa de E. coli pegilada  * Oncaspar® - Enzon Pharmaceuticals Inc
(pegaspargasa)
Nativa de Erwinia
chrysanthemi
(crisantaspasa)

* Erwinase® - EUSA Pharma

Forma recombinante * Spectrila® - Wacker Biotech

producida en E. coli*

* Forma recombinante aprobada en Europa (EMA - European Medicine
Agency)

Observacién: Algunas de estas formulaciones ya no estén disponibles en el
mercado y ahora solo son citadas en la literatura.
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Tabla 2. Biodiversidad microbiana con capacidad de
producir L-asparaginasa

Microorganismo Especie Referencia
Bacterias Acinetobacter calcoaceticus, A. ") ) 4
glutaminasificans,
Anoxybacillus flavithermus (")
Azotobacter vinelandii M
Aerobacter sp. ®)
(

Bacillus antitudinis, B. aryabhattai, B.
brevis, B. cereus, B. circulans, B. firmus,
B. licheniformis, B. megaterium, B.
sonorensis, B. weihenstephanensis

Corynebacterium glutamicum,

Cyclobacterium sp.

Enterobacter cloacae, E. hormaechei

Erwinia carotovora

Erythrobacter sp.

Gracilibacillus sp.

Halomonas elongate

Helicobacter pylori

Lactobacillus salivarius, L. casei

Paenibacillus barengoltzii

Pectobacterium carotovorum

Photobacterium sp.

Proteus vulgaris.

Pseudomonas aeruginosa, P ofitidis, P
stutzeri, P fluorescens,

Marinomonas sp.

Mesoflavibacter zeaxanthinifaciens,

()

Micrococcus sp.

Mycobacterium tuberculosis

Nocardiopsis alba

Oceanimonas sp.

Ochrobactrum anthropi

Rhizobium etli,

Salinicoccus albus, S. alkaliphilus, S.
iranensis, S. roseus, S. salsiraiae,

Serratia marcescens,

Shewanella sp.

Staphylococcus sp., S. capitis, S. roseus,

Stenotrophomonas maltophilia

Thermus thermophilus,

Vibrio succinogenes

Wolinella succinogenes,

Xanthomonas sp.,

Yersinia pseudotuberculosis.

Arqueas Pyrobaculum calidifontis, ™M

Pyrococcus yayanosii, P furiosus, P
horikoshii,

Thermococcus gammatolerans, T.
kodakaraensis, T kodaka, T. zlligii




Biodiversidad microbiana en la produccion del biofirmaco L-asparaginasa: una revision sobre su potencial terapéutico

Pillaca-Pullo O

Levaduras

Candida bombicola, C. gulliermondii, C. utilis, (**)

[ssatchenkia orientalis,

Leucosporidium scoftii, L. muscorum,

Pichia polymorpha,

Rhodosporidium toruloides,

Rhodotorula glutinis, R. rubra,

Saccharomyces cerevisiae,

Sarocladium sp.,

Yarrowia lipolytica

Hongos

Aspergillus alliaceus, A. aculeatus, A.
nidulans, A. niger, A. oryzae, A. tamarii, A.
terreus, A. tubingensis,

Basidiomycetes sp.,

Bipolaris sp.,

Cladosporium sp.,

Colletotrichum sp.,

Dothiodeomycetes sp.,

Eupenicillium sp.,

Flammulina velutipes,

Fusarium sp., . culmorum, F. equiseti, £
oxysporum

Helminthosporium sp.,

Macrophoma sp.,

Mucor hiemalis,

Nigrospora sp.,

Paecilomyces sp.,

Penicillium brevicompactum, P crustosum,
P digitatum, P simplicissimum

Phaeotrichoconis sp.,

Phoma sp.,

Pithomyces sp.,

Rhizomucor miehei,

Sarocladium strictum,

Taxomyces andrenae,

Talaromyces pinophilus,

Trichoderma viride,

Trichosporon asahii

(3,10,]2,25)

Algas Alternaria sp.

Chaetomium sp.

Chlamydomonas sp.

Chlorella vulgaris

Cladosporium sp.

Colletotrichum sp.

Curvularia sp.

(3,12,25)
Nigrospora sp.

Paecilomyces sp.

Phaeotrichoconis sp.

Phoma sp.

Pithomyces sp.

Spirulina méxima

Vaucheria uncinata

Actinobacterias

Micromonospora sp.,

Nocardiopsis sp.,

Rhodococcus sp., R. erythropoli,

Streptomyces albidoflavus, S. alkaliphilus,
S. aurantiacus, S. ansochromogenes, S.
brollosae, S. colinus, S. enissocaesilis,

S. fradiae, S. ginsengisoli, S. griseus,

S. gulbargensis, S. karnatakensis, S.
labedae, S. longsporusflavus, S. noursei.
S. parvulus, S. rochei, S. thermoluteus, S.
venezuelae,

Thermoactinomyces vulgaris

(3,11,12,25)

clinicamente (') y forma parte del principal
esquema de tratamiento en el Peru, mientras que
la version pegilada no fue aprobada por el Instituto
de Evaluacion de Tecnologias Sanitarias (IETSI)
debido a la ausencia de fundamentos suficientes
que justifiquen la seguridad de su aplicacion (*).

Importancia de la biodiversidad microbiana en
la bioprospeccion de L-asparaginasa

Los microorganismos juegan un papel fundamental
en la evolucion de las formas de vida superiores
(*"). Sin embargo, su biodiversidad e importancia
cientifica han sido poco exploradas histéricamente,
por lo que, incluso hasta el dia de hoy, ignoramos
el comportamiento de sus dindmicas y diversidad
poblacionales (). La biodiversidad microbiana
esta compuesta por eubacterias, arqueas, protistas,
hongos unicelulares y virus de todas las formas
(bacteridfagos, arquedfagos y virus de eucariotas),
ademas que posee una amplia distribucién y
capacidad de desarrollarse en casi todas las regiones
de la tierra (*» **). Sin embargo, la biodiversidad
microbiana no es igual en todas partes, por lo
que siempre existe la posibilidad de encontrar un
nimero nuevo de aplicaciones industriales tan
grande como la variedad de entornos a los que
se enfrentan los microorganismos, los cuales son
consecuencia de unaserie de procesos de adaptacion
a los diversos ambientes (*"2*2%), Por esta razon, la
bioprospeccion (busqueda sistematica de fuentes
novedosas de biomoléculas) se ha convertido en la
principal estrategia de obtenciéon de enzimas con
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nuevos perfiles cataliticos que puedan satisfacer
la demanda farmacéutica u otras (~?*). Ademas,
constituye una oportunidad para realizar el
descubrimiento de nuevos microorganismos y
biomoléculas (?>%4).

En ese sentido, microorganismos productores
de L-asparaginasa han sido descubiertos en
condiciones ambientales normales y extremas;
aislados de suelo, agua, rios, sedimentos del
fondo marino e, incluso, en huesos de ballena
(* 7 %). Si bien los organismos terrestres han
sido las principales fuentes de enzimas, nuevos
entornos deben ser explorados a fin de descubrir
fuentes novedosas. Tres diferentes entornos cuya
biodiversidad microbiana amerita ser considerada
en la investigaciéon son: a) El ambiente marino,
aun poco caracterizado, que es uno de los habitats
mas ricos y extensos del planeta (representa el 70%
de la superficie), lo que proporcionando un gran
espacio con diferentes entornos que posibilitan
el desarrollo de infinidad de microorganismos
productores de enzimas con estructuras novedosas,
pesos moleculares mas bajos y alta especificidad
por el sustrato (°); b) El continente antarctico, que
presenta ccondiciones altamente rigurosas como
limitacion de nutrientes, valores de pH extremos,
bajas temperaturas y altas concentraciones de sal,
lo cual expone a los microorganismos a un estrés
constante, por lo que la supervivencia depende de
la adaptacion fisiologica a nivel enzimatico (”%*); y
c) Los ambientes hipersalinos, que son ambientes
extremos que contienen concentraciones de sal
superiores a las del agua de mar (3,5 % de sales
disueltas totales), pero son ecosistemas con una alta
densidad microbiana (procariotas y eucariotas),
con capacidad interna para equilibrar la presion
osmotica del medio ambiente y resistir los efectos
desnaturalizantes de sales (*”). Las bacterias halofilas
y halotolerantes han demostrado gran potencial
en la produccién de enzimas con caracteristicas
novedosas, al modificar su estructura para tolerar
el alto contenido de sales y la baja actividad de agua;
ademds, podrian contener L-asparaginasas con
nuevas propiedades inmunolodgicas para pacientes
hipersensibles, aunque hay pocos estudios acerca
de la produccion de enzimas farmacéuticas (*-2%).

Con base en lo mencionado, estos ambientes
presentan altas posibilidades de generar enzimas
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con amplias caracteristicas: estabilidad térmica,
adaptabilidad a temperaturas, pH y salinidad
extremos, ademas de nuevas propiedades quimicas/
estereoquimicas y de afinidad por L-asparagina.
Los estudios de bioprospecciéon deben sustentarse
adecuadamente con las tecnologias disponibles
en la actualidad, con el fin de ser altamente
efectivos. Los enfoques filogenéticos moleculares,
en combinaciéon con métodos clasicos de cultivo,
aislamiento y analisis fenotipico, estan estimulando
el descubrimiento de multitud de nuevos
microorganismos (*'). Sin embargo, atn falta
mejorar nuestra comprension de la importancia
de la biodiversidad microbiana y las formas en que
podemos manipular o gestionar esta diversidad
(). En ese sentido, el desarrollo de herramientas
moleculares permite caracterizar la diversidad
de microorganismos no cultivables presentes en
ambientes naturales (*»*). La metagenomica, la
secuenciacion de proxima generacion y los andlisis
in-silico son poderosas herramientas para acceder
la abundante biodiversidad de muestras de los
ecosistemas nativos, que sumados a la bioinforma-
tica y los analisis estadisticos nos permiten manejar
la gran cantidad de datos obtenidos, lo que permite
el descubrimiento de nuevas enzimas (**%).

L-asparaginasas de fuentes microbianas

L-asparaginasa ha sido aislada de fuentes
animales, vegetales y microbianas ('7), aunque
los microrganismos (bacterias, arqueas, hongos,
levaduras, actinomicetos, algas) representan la fuen-
te mas interesante por las diversas caracteristicas
enzimaticas que puedan presentar (>'>*). Se pueden
distinguir dos tipos de L-asparaginasa microbiana,
de acuerdo con su ubicacion celular: tipo I, que
son citosolicas, expresadas constitutivamente
y con baja afinidad por la L-asparagina; y tipo
II, que se localizan en el espacio periplasmatico
(espacio entre membrana celular y pared celular),
con expresion inducida durante la anaerobiosis y
alta afinidad por la L-asparagina (*'7). Segun su
fuente de origen, puede presentarse en estructuras
proteicas terciarias o cuaternarias en forma mono,
di, tetra y hexamérica (>'*%).

Como se mencion6 anteriormente, las enzimas de
origen bacteriano poseen limitaciones en cuanto
a efectos adversos y actividad L-glutaminasa que
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afectan su rendimiento en el tratamiento, por
lo que el descubrimiento de fuentes novedosas
de L-asparaginasa parte de la busqueda de
microorganismos de diferentes ambientes (°). La
L-asparaginasa de microorganismos eucariotas
(levaduras y hongos) deberia presentar menos
efectos adversos que los producidos por las enzimas
de origen bacteriano (»'>'?). Su cercania evolutiva
con los humanos, principalmente en términos de
modificaciones postraduccionales permite esperar
que las enzimas posean menor probabilidad de
producir hipersensibilidad (**'>?!). En ese sentido,
laslevaduras despiertan gran interés debido a su me-
jor compatibilidad y estabilidad en el suero, ademas
de poseer un pH 6ptimo cercano al fisiolégico (3>
3%). Por lo tanto, las enzimas destacan notablemente
como potenciales biofdrmacos gracias a sus
caracteristicas bioquimicas (menor probabilidad de
reacciones adversas y diferentes niveles de actividad
de L-glutaminasa) (*°). Por ejemplo, levaduras
como Leucosporidium scottii (** *) y L. muscorum
(°) producen L-asparaginasas libres de actividad
L-glutaminasa, lo cual las convierte en candidatas
potenciales para el tratamiento de ALL (°).

La ventaja en el uso de microorganismos para
la producciéon de L-asparaginasa se relaciona
con su viabilidad a gran escala, realizada tanto
en cultivos en sustrato sélido como por cultivos
sumergidos (), aunque la produccién se realiza
preferentemente en cultivos sumergidos (*>'2). Los
rendimientos productivos de L-asparaginasa varian
significativamente segtin el microorganismo usado,
el tamafno de in6culo y la composiciéon del medio
de cultivo (fuentes de carbono y nitrégeno), y
son influidos por los parametros de cultivo, como
temperatura, pH del medio, tiempo de cultivo,
agitacion y tasa de transferencia de oxigeno (>'"#).
En vista que cada microorganismo posee su propias
condiciones de maxima produccion, laoptimizacion
del proceso amerita ser desarrollada para alcanzar
rendimientos  productivos ~ econdémicamente
rentables de la enzima (%),

Por otra parte, para determinar las propiedades
cinéticas y termodinamicas, la conformacién
estructural, la actividad fisiolégica y la estabilidad,
se requiere una enzima purificada y concentrada
(%). Sin embargo, la mayoria de L-asparaginasas
microbianas, salvo contadas excepciones, son
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comunmente intracelulares (>'>'%16), 1o que supone
el reto de implementar mas etapas de purificacion
dela enzima, y vuelve el proceso de produccion mas
complejo y costoso (*»#°). Por tanto, la busqueda de
nuevas fuentes de L-asparaginasa debe considerar
la capacidad de secrecion al medio extracelular, ya
que asi es mas probable alcanzar concentraciones
altas de la enzima con baja o nula presencia de
endotoxina en el medio de cultivo, y consigue
que la purificacién sea mds simple y econdémica (*
). Por ejemplo, las bacterias grampositivas, por
carecer de espacio periplasmatico, son capaces de
secretar enzimas siendo mas ventajosas que las
gramnegativas en términos de purificaciéon (). Por
tanto, los criterios a considerar en la seleccién de
microorganismos candidatos para la produccién de
L-asparaginasa se relacionan tanto con la eficiencia
de produccién como conlalocalizaciéon delaenzima
y su facilidad de recuperacién o purificacion.

Innovacion en el desarrollo de L-asparaginasa

La biotecnologia estd permitiendo a los cientificos
cambiar y manipular microorganismos (**). Una
variedad de L-asparaginasas recombinantes que
exhiben alta funcionalidad y eficiencia también
fue producida gracias a la ingenieria de proteinas y
tecnologia de ADN recombinante ('*%). Este tipo de
estrategias se puede justificar por diversas razones:
a) cuando los requerimientos nutricionales del
microorganismo nativo son complejos y costosos;
b) la enzima posee caracteristicas bioquimicas
interesantes, pero es expresada en concentraciones
muy bajas; o c) la purificacion de la enzima requiere
muchas etapas, por lo que resulta muy costosa y,
ademas, los rendimientos finales obtenidos son
bajos.

Hospederos procariotas, como E. coli, y eucariotas,
como Pichia pastoris, han sido utilizados en
la expresion de L-asparaginasas de diferentes
organismos. Por ejemplo, E. coli ha expresado
L-asparaginasas de Erwinia carotovora y E.
chrysanthemi (** *) y de otros microrganismos,
como bacterias grampositivas, hongos y plantas,
con lo que alcanza elevados rendimientos (***%). Si
bien el sistema de expresion de E. coli posee altas
tasas de crecimiento, genoma altamente conocido
y bajos costos de produccidn, sus desventajas son la
acumulacion de lipopolisacarido en su membrana
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externa, lo cual aumenta su inmunogenicidad y
acumulacién citoplasmatica o periplasmatica (*);
aunque la suplementacion del medio de cultivo con
glicina y n-dodecano ha demostrado ser una buena
estrategia para permeabilizar la membrana externa
de E. coli, y consigue altos niveles de secrecién
(~89%) de la L-asparaginasa desde el espacio
periplasmatico (**). Otro sistema de expresion
bacteriano emergente es Bacillus subtilis, una
bacteria grampositiva, no patdgena, libre de endo
y exotoxinas, que se ha utilizado en la produccién
extracelular de L-asparaginasa de Pectobacterium
carotovorum (*). Sin embargo, su genoma
(totalmente secuenciado) y los vectores especificos
aun requieren ser estudiados a profundidad para
maximizar el uso de B. subtilis como sistema de
expresion ().

Por su parte, el sistema de expresién de origen
eucariota, como P. pastoris, se ha utilizado con
éxito para la producciéon de mas de 500 proteinas
recombinantes de diversos origenes (*'), y presentala
posibilidad de modificaciones postraduccionales en
las proteinas y capacidad de secrecion extracelular,
lo que facilita considerablemente la purificaciéon de
L-asparaginasa (*). Ha permitido la produccion
de L-asparaginasas de Saccharomyces cerevisiae
(*- %), Ademads, el desarrollo de herramientas de
glicoingenieria ha permitido crear oportunidades
para productos farmacéuticos innovadores (*).
Actualmente, existen versiones disponibles P
pastoris tipo Glycoswitch® que son capaces de
producir glicosilacién homogénea y humanizada
en las proteinas recombinantes, lo que es ventajoso
para enmascarar epitopos inmunogénicos propios
de las proteinas bacterianas funcionando de
manera similar la pegilacion (*>*?). Este representa
un sistema 6ptimo y beneficioso para la produccion
de biofarmacos aplicados a la salud humana (*»
). De hecho, el sistema ha sido reportado en la
produccién exitosa L-asparaginasa extracelular y
glicosilada de E. chrysanthemi (*>*).

Las L-asparaginasas nativas, incluso muchas
recombinantes,  pueden  presentar  varias
limitaciones como menor actividad enzimatica
y rango estrecho de los parametros cinéticos
(especificidad por el sustrato, estabilidad térmica
y vida media en condiciones fisiolégicas) (). La
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efectividad terapéutica y la vida media dependen de
la formacion de anticuerpos, proteasas plasmaticas,
actividad de la asparagina sintetasa y la fuente
microbiana (). Sin embargo, estas limitaciones
propias de los tratamientos convencionales pueden
ser superadas mediantelainnovacion enlos sistemas
de administracién como conjugados poliméricos,
encapsulados en liposomas o nanoparticulas
(**). Las modificaciones como la conjugacion
con polietilenglicol (pegilacién) o fragmento de
anticuerpo de region variable (ScFv), encapsulacion
dentro eritrocitos y atrapamiento en liposomas o
nanoparticulas da lugar a la L-asparaginasas con
propiedadesbioquimicayfarmacolégicamejoradas,
como reduccion drastica de la inmunogenicidad,
incremento de la estabilidad (pH y temperatura) y
delavida media, gracias ala mejora en la resistencia
a la protedlisis y formulaciones de liberacion
controlada (*!>%), En ese sentido, el desarrollo de
formulaciones de L-asparaginasa pegilada es una
aplicacion clinica exitosa (>'*). Por ejemplo, se han
reportado pegilaciones exitosas de L-asparaginasa
de E. chrysanthemi (*) y E. coli (*). Ademas,
nuevas enzimas producidas por microorganismos
de ambientes frios con cinéticas, interesantes
desde el punto de vista clinico, podrian mejorar su
termoestabilidad a través de la pegilacion (°).

CONCLUSIONES

Con base en la informacién disponible, la
biodiversidad microbiana ha mostrado ser
trascendental en la busqueda de L-asparaginasa
con caracteristicas nuevas que permitan superar las
limitaciones presentadasporlasformastradicionales
disponibles en el mercado farmacéutico. En ese
sentido, es importante llevar a cabo nuevos y mas
completos estudios sobre biodiversidad microbiana
en ambientes naturales poco explorados, muchos
de los cuales se encuentran en el Perd. Asimismo,
se deben intensificar los estudios de bioprospeccion
en combinaciéon con las tecnologias de biologia
molecular, con la finalidad de incrementar la
eficiencia del proceso de busqueda. Incluso,
ciertas limitaciones de L-asparaginasas con alto
potencial pueden ser superadas mediante la
aplicacion de herramientas de ingenieria genética
o nanotecnologia.
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