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RESUMO

A enzima L-asparaginase (L-ASNase) foi a primeira enzima terapéutica descoberta e
é utilizada no tratamento de leucemia Linfoblastica aguda (LLA). Seu mecanismo de
acao consiste em catalisar a hidrdlise da L-asparagina em L-acido aspartico e amonia.
Apesar de ser a primeira linha de tratamento para a LLA, ainda nao existe producao
de L-ASNase no Brasil. Além disso, todos as formulagdes de L-ASNase aprovadas e
disponiveis no mercado sdo de origem bacteriana (de Escherichia coli nativa e
peguilada, e de Dickeya dadantii), entretanto estas formulagbes podem causar
toxicidade e hipersensibilidade em alguns pacientes. Visando a produg¢do de uma L-
ASNase com efeitos adversos menores e maior rendimento, este trabalho tem como
objetivo a investigagdo da L-ASNase do fungo Penicillium sizovae, isolado a partir do
solo do cerrado. Duas abordagens foram avaliadas neste trabalho: a enzima nativa e
a enzima heterologa, expressa em sistema E. coli BL21(DE3). A producdo da enzima
nativa foi avaliada considerando condi¢des de baixo custo e menor impacto ambiental,
com uso de sistemas aquosos bifasicos (SABs) para a purificagdo. O SAB escolhido
foi composto por PEG-2000/tampéao fosfato, com fator de purificagdo (FP) de 1,63,
dentre as condigbes avaliadas. Posteriormente, a cromatografia de troca i6nica foi
empregada, com rendimento de até 33,66% e FP de até 8,49. Em relagdo a enzima
recombinante, sua clonagem e expressao em E. coli BL21(DE3) foram confirmadas
por PCR, SDS-PAGE e Western Blot, ensaios que também confirmaram a presenca
enzima majoritariamente nas fragdes insoluveis, sugerindo a formagao de corpos de
inclusao (Cl). As condigdes de cultivo, incluindo concentragéo de indutor, tempo pos-
inducao e temperatura de indugdo foram otimizadas. Ensaios de solubilizagdo com
hidrocloreto de guanidina (GdnHCI) foram conduzidos, sendo a condi¢ao de cultivo de
0,1 mM de IPTG, 2 h, 37 °C e 3 M de GdnHCI se destacou quanto a concentracédo de
proteina e tamanho da banda correspondente a L-ASNase em SDS-PAGE. Matrizes
experimentais com a finalidade de encontrar aditivos adequados para o redobramento
foram realizadas, obtendo-se a enzima em tetramero apds a adicdo de cations
divalentes, entretanto, sem atividade catalitica. Avaliagcbes da construgdo do
plasmideo, do vetor, da linhagem celular e da expressdo devem ser realizadas para
gue a enzima apresente atividade enzimatica.

Palavras chave: L-asparaginase; fungo filamentoso; expressao heteréloga;
leucemia linfoblastica aguda; sistema aquoso bifasico.



ABSTRACT

The enzyme L-asparaginase (L-ASNase) was the first therapeutic enzyme discovered
and is used in the treatment of acute lymphoblastic leukemia (ALL). Its mechanism of
action involves catalyzing the hydrolysis of L-asparagine into L-aspartic acid and
ammonia. Despite being the first-line treatment for ALL, there is still no production of
L-ASNase in Brazil. Additionally, all approved and available L-ASNase formulations on
the market are of bacterial origin (from native and pegylated Escherichia coli, and
Dickeya dadantii); however, these formulations may cause toxicity and hypersensitivity
in some patients. Aiming to produce an L-ASNase with fewer adverse effects and
higher yield, this work focuses on investigating the L-ASNase from the fungus
Penicillium sizovae, isolated from Cerrado soil. Two approaches were evaluated in this
study: the native enzyme and the heterologous enzyme expressed in the E. coli
BL21(DE3) system. The production of the native enzyme was assessed under low-
cost and environmentally friendly conditions, using aqueous two-phase systems
(ATPS) for purification. The chosen ATPS was composed of PEG-2000/phosphate
buffer, yielding a purification factor (PF) of 1.63 among the conditions evaluated.
Subsequently, ion-exchange chromatography was employed, achieving up to 33.66%
yield and a PF of up to 8.49. For the recombinant enzyme, its cloning and expression
in E. coli BL21(DE3) were confirmed by PCR, SDS-PAGE, and Western Blot, which
also showed the enzyme's presence predominantly in the insoluble fractions,
suggesting the formation of inclusion bodies (IBs). The cultivation conditions, including
inducer concentration, post-induction time, and induction temperature, were optimized.
Solubilization assays with guanidine hydrochloride (GdnHCI) were conducted, with the
cultivation condition of 0.1 mM IPTG, 2 h, 37 °C, and 3 M GdnHCI standing out in terms
of protein concentration and the corresponding L-ASNase band size in SDS-PAGE.
Experimental matrices were developed to identify suitable additives for refolding,
obtaining the enzyme in tetramer form after the addition of divalent cations; however,
it lacked catalytic activity. Further assessments of plasmid construction, vector
selection, cell strain, and expression conditions are necessary to achieve enzymatic
activity.

Keywords: L-asparaginase; filamentous fungi; heterologous expression; acute
lymphoid leucemia; aqueous biphasic system.



10

LISTA DE ILUSTRAGOES

Figura 1. Hidrdlise da L-asparagina em L-acido aspartico e aménia pela acédo da L-
=] 0= [ = To 11 F= ] T PP PPPPPP P 29
Figura 2. Mecanismo de acdo da L-asparaginase na leucemia linfoblastica aguda.. 30
Figura 3. Estrutura cristalografica do tetramero (A) e de um monémero (B) da L-
ASNase comercial Elspar®. Protein data bank: 3ECA. ..., 31
Figura 4. Aplicagbes de enzimas fungicas nos setores industrial, do meio ambiente e
o] ] .4 1=To [T TR PR 47
Figura 5. Mecanismo da formagéo da acrilamida e da sua mitigagdo pela L-ASNase.
(A): Formagao da acrilamida a partir de um agucar redutor e da L-asparagina. (B):
Mitigacdo da acrilamida em alimentos através da conversdo da L-asparagina em L-
acido aspartico pela L-ASNASE........ooeeiiiiieee e e e e e e eeeeaeees 49
Figura 6. Componentes da parede celular fungica. ...........ccccooiiiiiiiiiiiiiiieeeee 52
Figura 7. Curva binodal (ou diagrama de fase) de um sistema polimero-sal. Composto
da fase do fundo esta plotada na abscissa, e 0 composto da fase topo esta plotado na
(o] o =1 g =T - PP 57
Figura 8. Classificagdo geral de sistemas aquosos bifasicos e suas principais
[oz= = Lo (=1 153 1] 7= < TR 58
Figura 9. Fluxograma contendo as etapas para a obtengdo da L-ASNase purificada
por sistemas aquosos bifasicos polimero-sal do fungo P. sizovae a partir de um cultivo
com um meio Czapek-Dox modifiCado. ........cccoueerieieiiiiie e 62
Figura 10. Curva padrdo de albumina versus a absorbéncia a 562 nm. ................... 67
Figura 11. Reagao da quantificacado da atividade de L-ASNase pelo método de AHA.

................................................................................................................................... 68
Figura 12. Curva padrao de concentragédo 3-hidroxamato (umol) versus absorbancia
b= 1 101 o T 1S EPPPR 69

Figura 13. Biomassa (g/L) e atividade especifica de L-ASNase (U/gcs.) dos cultivos
dos 3 diferentes meios de cultivo de P. sizovae durante 5 dias a 32 °C e 120 rpm..74
Figura 14. Extracédo de proteina (ug/mL) em ciclos nos diferentes sistemas ternarios
Etanol:Acetato de etila:Agua e solventes eutéticos profundos do meio de cultura 1 (A)

€ do Meio de CURUIA 2 (B)...uuueeiiiiiieeeeiiieee e 76



11

Figura 15. Atividade enzimatica especifica de L-asparaginase (U/mgproteina) €m
extratos (0,2 gce/mL) obtidos a partir de sistemas ternarios Etanol/Acetato de
Etila/Agua e solventes eutéticos profundos. .............ceeveveueereveeeueeeeeeeeeeeeee e 77
Figura 16. Gel desnaturante de poliacrilamida (12%) dos extratos (0,2 g/mL) obtidos a
partir dos sistemas ternarios Etanol/Acetato de etila/Agua e solventes eutéticos
[0 {1 T [0 1= PR 78
Figura 17. Concentrac&o de proteina (ug/mL) dos métodos de rompimento celular em
extratos (0,2 g/mL) obtidos a partir da extracdo de Tampao Tris, EtOH 66%, EtOH

33%, [Ch]CI:Lac 1:1, [Ch]Cl:Lac 1:2, [Ch]CI:But 1:1 e [Ch]CI:But 1:2. ........c.ceenne. 81
Figura 18. Atividade especifica em U/mgproteina de extratos obtidos com tampao Tris-
HCI 50 mM, pH 8,6 nas concentragdes de 0,2 g/mL, 0,3 g/mL e 0,4 g/mL. .............. 83

Figura 19. Eficiéncia de extragao (%) e fator de purificagao (FP) das fases ricas em L-
ASNase dos SABS polimero-sal. ........cccooee i 84
Figura 20. Balango de Massa (%) e atividade relativa (%) das fases ricas em L-ASNase
dos sistemas aquOSO0S POIIMErO-Sal............uuiiiiie i 87
Figura 21. Gel desnaturante de poliacrilamida (12%) corado com azul de Coomassie
contendo as amostras: extrato bruto (EB), fase topo, fase fundo, interface (I),
concentrado apds ultrafiltragéo (C), e filtrado (FT) de um sistema aquoso bifasico PEG-
1200074 o 13 =1 (o P PPP 88
Figura 22. Cromatograma da eluicdo com Tris-HCI 50 mM pH 8,6, de 5 mL da fase
topo concentrada (30 kDa) no Akta Pure, com uma coluna HiTrap DEAE FF, fluxo 0,5
mL/min, e tampéao de elui¢do Tris-HCI 50 mM NaCl 500 mM pH 8,6 (A). SDS-PAGE
(12%) corado com nitrato de prata. Fragcbes 5 a 8 obtidas a partir da corrida
cromatografica descrita €M A. ... ..o 89
Figura 23. Mapa do plasmideo pET28a contendo o gene L-ASNasePS................. 105
Figura 24. Curva de calibragdo da densidade 6ptica (600 nm) versus peso seco.. 111
Figura 25. Curva padrao de albumina versus absorbancia de (595 nm)................ 116
Figura 26. Sequéncia predita de aminoacidos do gene da L-asparaginase nativa de
P. SIZOVAE. ...t e e e e e e e e e eeeeaennaa 118
Figura 27. Gel de agarose 0,8% (m/v) da amplificagdo dos genes dos 10 clones
selecionados aleatoriamente. ..........ooooiiniiiiiii e 119
Figura 28. Analise da expressao do gene L-ASNasePS em E. coli BL21(DE3) com
0,5 mM de IPTG e 19 h de expressdo em gel desnaturante de poliacrilamida a 12%



12

(m/v) com corante azul de Coomassie. C: controle negativo (E. coli BL21(DE3)
contendo o plasmideo pet28a vazio); (s): fracdo soluvel; (i) fragdo insoluvel; 1-10:
(o3 o] o =SSR 120
Figura 29. Analise da expressdo do gene L-ASNasePS em E. coli BL21(DE3) por
Western-Blot com o uso de anticorpo anti His-tag. (s): fragado soluvel; (i): fragédo
insoluvel; C: controle negativo; 2, 6 e 9: clones 2, 6 e 9, respectivamente. ............ 121
Figura 30. Area das bandas detectadas pelo anticorpo anti-his tag por Western Blot

calculadas pelo software ImageJd®. ... 121
Figura 31. Curva de crescimento da E. coli BL21(DE3) com o gene L-ASNasePS a 37
° em tempo (h) versus densidade optica (600 NM). .........uviiiiiiiiiiiiiiiiii e 122

Figura 32. Curva logaritmica em In(DO) do crescimento de E. coli BL21(DE3) com o
gene L-ASNasePS a 37 ° versus tempo (N). ...ooooooiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 123
Figura 33. SDS-PAGE 12% (m/v) corado com azul de Coomassie referente aos
diferentes métodos de sonicacéao testados. A: fracdo soluvel; B: fracado insoluvel. 1: 7
ciclos, 30 seg ON e 45 seg OFF, amp 30%; 2: 10 ciclos, 1 min ON e 1 min OFF, amp
30%; 3: 20 ciclos, 1 min ON e 1 min OFF, amp 30%; 4: 10 ciclos. 1 ciclo: 1 segundo
ON e 1 segundo OFF, seguido de 1 minuto de espera, amp 30%; 5: 15 ciclos, 1 seg
ON € 1569 OFF, @mpP 3090, oo eeeeieieeeeeeeee e e e e e e e e e e eeeeeeennees 126
Figura 34. Area das bandas préximas a 45 kDa das fragdes insoltveis dos testes de
sonicacgao. 1: ciclos, 30 seg ON e 45 seg OFF, amp 30%; 2: 10 ciclos, 1 min ON e 1
min OFF, amp 30%; 3: 20 ciclos, 1 min ON e 1 min OFF, amp 30%; 4: 10 ciclos. 1
ciclo: 1 segundo ON e 1 segundo OFF, seguido de 1 minuto de espera, amp 30%; 5:
15 ciclos, 1 seg ON e 1 seg OFF, amp 30%....cceeeeeeieeeiiiiieeee e 127
Figura 35. SDS-PAGE 12% (m/v) corado com azul de Coomassie do tempo zero da
triagem a 37 °C. (s): fragbes soluveis; (i): fragdes insoluveis. ..........ccccceeeiiiiiiinnnne 128
Figura 36. SDS-PAGE 12% (m/v) corado com azul de Coomassie das fragdes soluveis
CUILIVAAAS @ 37 OC . ..o e e e e e e et e e et e e e e e e e e eeeeeeeeeeennnnnes 129
Figura 37. SDS-PAGE 12% (m/v) corado com azul de Coomassie das fragbes
insoluveis dos cultivos da triagem @ 37 °C. .......oeiiiiiiiiiiii 130
Figura 38. Area das bandas (cm?) proximas a 45 kDa das fragdes insollveis das
diferentes condi¢des de cultivo a 37 °C calculadas pelo software ImageJ®. .......... 131
Figura 39. Concentragdo de proteina (ug/mL) das fragdes insoluveis da triagem a 37
R OO SOPRPP 131



13

Figura 40. Calculo da razdo entre a area da banda sobre a concentragéo de proteina
das fragdes insoluveis dos Cultivos @ 37°C. ......ccoo i 132
Figura 41. SDS-PAGE 12% (m/v) corado com azul de Coomassie das fragdes soluveis
das diferentes condi¢des de cultivo a 20 °C. A: 0,1 mM de IPTG; B: 0,5 mM de IPTG;
CoTI MM AE IPTG. ittt e e e e e e e e e e e e e e e ab e aeeeeeeas 133
Figura 42. Area das bandas préximas a 45 kDa das frages soluveis das diferentes
condicdes de cultivo a 20 °C calculadas pelo software ImageJ®........................... 134

Figura 43. Concentragao de proteina (ug/mL) das fragdes soluveis da triagem a 20 °C.

Figura 44. SDS-PAGE 12% (m/v) corado com azul de Coomassie das fragbes
insoluveis das diferentes condi¢des de cultivo a 20 °C. A: 0,1 mM de IPTG; B: 0,5 mM
de IPTG; C: 1 MM AE IPTG. ...t e e 136
Figura 45. Area das bandas préximas a 45 kDa das fragdes insoluveis das diferentes
condicdes de cultivo a 20 °C calculadas pelo software ImageJd®..................c........ 137
Figura 46. Concentracdo de proteina (ug/mL) das fragdes insoluveis da triagem a 20
R OO SOPRPP 137
Figura 47. Calculo da area da banda sobre a concentragédo de proteina das fragbes
insoluveis dos cultivos @ 20 °C. ... 138
Figura 48. Atividade enzimatica de L-ASNase (U/mL) calculada pelo método AHA das
fracdes soluveis dos cultivos selecionados a 20 °C. .........ccooviiiiiiiiiiiicee e, 139
Figura 49. Atividade especifica de L-ASNase (U/mgproteina) calculada pelo método AHA
das fragcdes soluveis dos cultivos selecionados a 20 °C.........c.coovveeiiiieiiiieeeeeeeeneen, 140
Figura 50. Concentragao de proteina (ug/mL) dos pellets resultantes da solubilizagao
com diferentes concentragdes de GdnHCI (1 - 4 M). CP: controle positivo (SDS a 2%);
CN: controle negativo (corpos de inclusdo purificados). A: 0,5 mM de IPTG, 24 h, 20
°C; B: 0,1 mM de IPTG, 2 h, 37 °C; C: 1 mM de IPTG, 4 h, 37 °C; D: 0,5 mM de IPTG,
T Y A OO PETRUPPRPRPPR 142
Figura 51. SDS-PAGE 12% (m/v) corado com azul de Coomassie dos pellets obtidos
a partir da solubilizagdo dos corpos de inclusdo com diferentes molaridades de
GdnHCI (1 - 4 M). CN: controle negativo (corpos de inclusao purificados). CP: controle
positivo (SDS a 2%); A: 0,5 mM de IPTG, 24 h, 20 °C; B: 0,1 mM de IPTG, 2 h, 37 °C;
C:1mMdelIPTG, 4 h,37°C; D:0,5mMde IPTG, 24 h,37°C. ..cc.ooveeeeeiiriieeeeens 143



14

Figura 52. Concentracdo de proteina (ug/mL) dos sobrenadantes resultantes da
solubilizagdo com diferentes concentragbes de GdnHCI (1 - 4 M). CP: controle positivo
(SDS a 2%); CN: controle negativo (corpos de incluséo purificados). A: 0,5 mM de
IPTG, 24 h, 20 °C; B: 0,1 mM de IPTG, 2 h, 37 °C; C: 1 mM de IPTG, 4 h, 37 °C; D:
0,5 MM de IPTG, 24 h, 37 OC. ...ttt a e e e e e 144
Figura 53. SDS-PAGE 12% (m/v) corado com azul de Coomassie dos sobrenadantes
obtidos a partir da solubilizacdo dos corpos de inclusdo com diferentes molaridades
de GdnHCI (1 - 4 M). CN: controle negativo (corpos de inclusdo purificados). CP:
controle positivo (SDS a 2%); A: 0,5 mM de IPTG, 24 h, 20 °C; B: 0,1 mM de IPTG, 2
h, 37 °C; C: 1 mM de IPTG, 4 h, 37 °C; D: 0,5 mM de IPTG, 24 h, 37 °C. .............. 145
Figura 54. Gel de desnaturante de poliacrilamida (12%) referente aos testes de 1 a 9
(o F= 0 0 F= LA o] 410 0 =T 5 = TSRS 148
Figura 55. Gel desnaturante de poliacrilamida dos ensaios da matriz secundaria.. 150
Figura 56. Native-PAGE (corado com nitrato de prata) dos testes da matriz terciaria
(A) e de amostras ultrafiltradas (30 kDa cut-off) da matriz terciaria (B). Marcador
molecular: albumina (132 KDa). ......coooiiiie e 153
Figura 57. Native-PAGE das amostras dialisadas apds triagem por matriz
experimental. Marcador: L-asparaginase. ..........cooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 153



15

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Lista de medicamentos utilizados no tratamento quimioterapico da LLA..28
Tabela 2. Lista de formulagdes de L-asparaginase disponiveis no mercado
AtUAIMENTE. .. e e e e e e e e e aeannnee 35
Tabela 3. Todas as formulagdes de L-ASNase aprovadas para uso no Brasil pela
ANV IS A ettt e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ——aa e e e e e e nnarrraaans 37
Tabela 4. Relagao das proporcdes dos solventes ternarios utilizados para a obtencao

de extratos enzimaticos a partir das células de P. sizovae. ...........cccccoovvvvviiieeennnnnnn. 65
Tabela 5. Construcao das solugdes padrao utilizadas na curva de calibragao. ........ 69
Tabela 6. Composicéo dos sistemas aquosos bifasicos polimero-sal....................... 71

Tabela 7. Composigao, pH, densidade, umidade de sistemas polimero sal PEG +
tampéo fosfato @ PPG + [Ch]ClI.........ueieee e 85
Tabela 8. Parametros de particdo (K e EE[%], atividade relativa (%) Atividade de L-
ASNase (U/mL, U/mgproteina € U/gcel.), concentracdo de proteina (mg/mL), fator de
purificacdo e balango de massa (%) dos SABs polimero-sal. .........ccccceeeeieiiiiiiennnnns 86
Tabela 9. Atividade total de L-ASNase (U/mL), concentracdo de proteina (mg/mL),
atividade especifica (U/mgproteina), fator de purificagéo e recuperagao das etapas de
purificac@o da L-ASNASEPS. ... 90
Tabela 10. Sistemas de express&o heterologa de L-ASNase com genes de origem
fUNGOS fIlAMENTOSOS. ... 97
Tabela 11. Métodos de sonicagao testados para lise celular. ...............ccccooeeei. 111
Tabela 12. Matrix primaria para selecado de tampao de redobramento, bem como
=] 0] 01T a1 (= Yo [0 ) PRSP 115
Tabela 13. Planejamento experimental da triagem, considerando diferentes
concentragdes de indutor (IPTG) e tempos pds-indugdo na DO a 600 nm.............. 124
Tabela 14. Matrix primaria para selecado de tampao de redobramento, bem como
=] 0] 01T a1 (=3 Yo [0 ) RPURRR 146
Tabela 15. Concentragcdo de proteinas (ug/mL) de proteinas e recuperagao (%) da
[ F= YA o] [ =T = T 147
Tabela 16. Matriz secundaria realizada com os tampdes base de redobramento 7 e 8,

e a razao PEG/proteina como quarto fator de redobramento..............cccccccooooon. 149



16

Tabela 17. Matriz terciaria realizada com os tampdes base de redobramento 7 € 8, e
a cations divalentes (CaClz e MgClz2) como quarto fator de redobramento. ............ 151
Tabela 18. Concentragédo de proteina (ug/mL) e rendimento dos ensaios da matriz
LE=] e = - TSP 152
Tabela 19. Estratégias biotecnolégicas para a producédo heterdloga de proteinas

eucaridticas ativas em Sistemas A€ E. COl. ..o, 155



[Ch]CI
[CP]
AE
AHA
Arg
ANOVA
ANVISA
BDA
BLAST
BM
BSA
But

Cl

CP

CTI
DDT
DO
EcAl
EcAll
EcAlll
EDTA
EE
ErAll
EtOAc
EtOH
EwAII
FDA

FP
GdnHCI
GLNase

gor

LISTA DE ABREVIATURAS

Cloreto de colina

Concentragao de proteina

Atividade especifica
L-aspartil-B-hidroxamato

L-arginina

Analise de variancia

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Batata Dextrose Agar

Basic Local Alignment Search Tool
Balang¢o de massa

Albumina de soro bovino

Acido butirico

Corpos de inclusao

Concentracgao de proteina

Cromatografia de Troca l6nica

Ditiotreitol

Densidade optica

L-asparaginase de E. coli tipo 1
L-asparaginase de E. coli tipo 2
L-asparaginase de E. coli obtida a partir do gene ybiK
Acido etilenodiamino tetra-acético
Eficiéncia de extragao

L-asparaginase de Dickeya dadantii tipo 2
Acetato de etila

Etanol

L-asparaginase de Erwinia carotovora tipo 2
Food and Drug Administration

Fator de purificacéo

Hidrocloreto de guanidina

Glutaminase

Glutationa redutase

17



GRAS
GSH
GSSG
HpAIl

INCA
IPTG

Ka

Kb
L-ASNase

L-ASNasePS

Lac
LB
LI
LLA
LLC
LMA
LMC
MC
MS
NaPa
OMS
PCR
PDI
p/
PEG
PfAl
PMSF
PPG
PSA
RENAME
SAB
SDS

Generally Recognized As Safe

Glutationa reduzida

Glutationa oxidada

L-asparaginase de Helicobacter pylori tipo 2
Indutor de crescimento

Instituto Nacional do Céancer

Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosida
Coeficiente de particdo da atividade enzimatica de L-ASNase
Coeficiente de particdo da concentragéo de proteinas
L-asparaginase

L-asparaginase de Penicillium sizovae
Acido lactico

Luria Bertani

Liquido i6énico

Leucemia linfoblastica aguda

Leucemia linfoblastica cronica

Leucemia mieloide aguda

Leucemia mieloide crénica

Meio de cultura

Ministério da Saude

Poliacrilato de sodio

Organizagdo Mundial da Saude
Polymerase Chain Reaction

Proteina dissulfeto isomerase

Ponto isoelétrico

Polietileno glico

L-asparaginase de Pyrococus furiosus tipo 1
Fluoreto de fenilmetilsulfonil

Polipropileno glicol

Perssulfato de aménio

Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais
Sistema aquoso bifasico

Dodecil sulfato de sodio

18



SDS-Page
SEP
SisGen

SUS
TCA
TEMED
Tris
trxB

n

19

Eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida

Solvente eutético profundo

Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado

Sistema Unico de Saude

Acido tricoloacético

N,N,N,N-tetrametil-etilenodiamina
2-Amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol

Tioredoxina redutase

Rendimento



20

SUMARIO
(0N 2 1 1] 1K 8 TR 23
g I 11 200 0 11T 0. o 1 24
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA.........coooeeeeeeeciets e eeteseseesssseeessseseeseassesesasasenssnns 26
21 LEUCEMIAS ...t e e e e e e e e e e 26
2.1.1 Leucemia Linfoblastica AQUAa ..............coeiiiiiiiiiiiiiiiie e 26
2.2 L-ASPARAGINASE ...ttt 29
2.2.1 L-Asparaginase N0 Brasil ...........ccccuuiiiiiiiiii e 37
2.2.2 L-Asparaginase de fungos filamentosos do cerrado...............ccevveeeeeeen. 39
(0N 2 1 1] 1K | TR 43
g I 11 200 011 T 0. o 2 44
2 REVISAO BIBLIOGAFICA ...t eetesesesesssse e esssssesssassesesasassessnnas 46
2.1 FUNGOS FILAMENTOSOS COMO FONTES DE BIOMOLECULAS .......... 46
2.1.1 L-Asparaginase fungica na industria.........cccccccceeiiiiiiiiiiiiiiieeeee 48
2.2 PRODUGAO E PURIFICACAO DE L-ASPARAGINASE FUNGICA ............ 50
2.2.1 Upstream € dOWNSIr@aM ............ccceeeiieeeeeieeeeeee e 50
S OBUETIVOS ... s s e e mmnn e 61
3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....oouieeeeeeeeeeteeeeeeeeeeeeee e 61
4 MATERIAIS E METODOS ......ccoieieteeeceessaeseesssesesssssssessssessssssesssssssssssssssseesan 62
4.1 MANUTENCAO DO MICROORGANISMO ......covivieeieeeeeeeeeeeeee e 62
4.2 MEIOS DE CULTIVO.... ittt 63
O I o =TT TR = o o R 64
4.3 EXTRACAO SOLIDO-LIQUIDO ..o 64
4.3.3 SiStemMaAs tEIrNAIIOS ......cooviiiiiiiii et 64
4.3.4 Solventes eutéticos profundos ............eeiiiiiiiiei i 65
4.3.5 Lise celular por SONICAGAOD.........cceeiieiiiiiiaaae e 65
4.4 QUANTIFICACAO DE PROTEINA .....ooieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 66
4.5 QUANTIFICACAO DE L-ASPARAGINASE ........c.coooveeeeeeeeeeeeeeee e 67

4.6 ELETROFORESE EM GEL DE ACRILAMIDA (SDS-PAGE).........occcvieeeee. 70



21

4.7 SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS ...t 71
4.7.1 Ensaios fiSiCO-QUIMICOS .....ccoiiiieiiiiiiiiiee e 72

4.8 ULTRAFILTRACAO ...ttt 72
4.9 PURIFICACAO POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA................... 73
4,10 ANALISE ESTATISTICA ..o 73

5 RESULTADOS E DISCUSSAOD.......c.coceiirirrerersesnsessessessessssssssssesssssssssssssssssssens 74
5.1 MEIOS DE CULTIVO ....uiiiitieiiiee ettt e e e e e e e e e e e e e ns 74
5.2 EXTRACAO POR SISTEMAS TERNARIOS ETANOL:ACETATO DE
ETILAGAGUA DESTILADA ...ttt 75
5.3 EXTRACAOD ...ttt ettt n e 80
5.3.1 Concentragdo dos eXtratos ..........cooeeiiiiiiiiiiiiiiieee e 82

5.4 SEPARACAO POR SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS POLIMERO-SAL 83
5.5 PURIFICACAO POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA................... 88

6 CONGCLUSAD ..o sesas e ssesasssesss e s e ssessessessssssssassnsssssssssssssnens 92
(oY 2 111 11X o 20 [ U 93
1 INTRODUGAO ......ceeieeirrcneereeessessessesssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessessnns 94
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA........ccooeeretreeeseenssessssesssssssssssessssesssssssssssssssssaees 95
2.1 EXPRESSAO HETEROLOGA E PROTEINAS RECOMBINANTES............. 95
2.2 L-ASNASE GENETICAMENTE MODIFICADA ... 96
2.3 CORPOS DE INCLUSAO ..ottt 99

B OBUETIVOS .......cseseemmrrrrrr s s s s s s s s s s s s s s smmmnn s e s e e e e e e e e e e s s nnnnnnnnnnnnn 103
3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt e, 103

4 MATERIAIS E METODOS .......ccoieircnieenseese s ssssessssessssssssssssssssssssssnees 104
4.1 ORIGEM E ISOLAMENTO DA L-ASPARAGINASE FUNGICA.................. 104
4.2 CLONAGEM ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e s eeeees 104
4.2.1 Preparo de células competentes............uuuiiiiiiieiiieeeeeeeeeeee 104
4.2.2 Clonagem em PET28a ..o 105

4.3 CONFIRMACAO DA INSERCAO DO PLASMIDEO........cccooovieeieeeienn 106
4.3.1 DeSeNnNO dOS PrIMEIS ....ccccoeee et 107

4.4 TRIAGEM ENTRE 10 CLONES SELECIONADOS ALEATORIAMENTE .. 107
4.4.1 Concentragdo de proteina..........oooeeiieiiiiiiiiiieee e 107

4.4.2 Quantificagdo enzimatica de L-asparaginase ............cccceevveeievienncnnnn. 107



22

4.4.3 Precipitacdo de proteinas .........ooooiiiiiiiiiiiiiiiiaeee e 108
4.4 .4 Eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE)
...................................................................................................................... 108
4.4.5 Western-Blot ... 109

4.5 TRIAGEM DAS CONDICOES DE CULTIVO......ccooieeeeieececeeeeeeee e 110
4.5.1 Medidas de cresCimento .........ooooviiiiiiiiiiiiie e 110
4.5.2 Métodos de lise Celular ..o 111
4.5.2 Otimizagao das condigdes de CUltiVO .........ccoeieeeieiieeiiii, 112

4.6 ISOLAMENTO DOS CORPOS DE INCLUSAO ......ccoeoveveieeceeeeeeeee 113
4.7 TRIAGEM DA SOLUBILIZACAO DOS CORPOS DE INCLUSAO.............. 113
4.8 REDOBRAMENTO ... .ttt e e e 114
4.8.1 Quantificacdo de proteina pelo método de Bradford ........................... 115
4.8.1 Eletroforese em gel nativo de poliacrilamida (8%).........ccccccoviiiiiinnnns 116

4.9 ANALISE ESTATISTICA ..ottt 117

5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ.......c.coeirirreerernesnsesessessessssssssssesssssssssssssssssens 118
5.1 CONFIRMACAO DA CLONAGEM E TRIAGEM DOS CLONES................ 118
5.2 MEDIDAS DE CRESCIMENTO E PARAMETROS PARA A TRIAGEM DAS
CONDICOES DE CULTIVO ...ttt 122
5.2.1 Métodos de SONICAGAD .....cceeeeeeeeeeieeeieeeeeeiee e 125

5.3 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE CULTIVO.......cceeveeveeieeeeeeeeeee, 127
5.3.1 CUItIVOS @ 37 OC ..ottt e e 127
5.3.2 CUltivos @ 20 OC ..o 132

5.4 PARAMETROS SELECIONADOS ........oooiiiiieeeeeeeeeeeee e, 138
5.4.1 Atividade de L-ASNase pelo métodode AHA..........oooiriiiiieen. 138
5.4.2 Solubilizagao de corpos de inclusdo purificados............ccccoeveiiiieeeeenes 140
5.4.3 RedODramento .........uuueuiiiiiiee e 146

6 CONCLUSAD ...t sse s e ssessesse s s s saesaesaesae s s e ssesaesaesnennsnssseens 158
7 PRODUGAO CIENTIFICA ...t sssesssenssesss s s sas s sssnssssnnans 160

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........cccovururreecrereresesassasesesesesesssasasseaens 164



CAPITULO |

L-asparaginase e leucemia linfoblastica aguda: revisao bibliografica

23



24

1 INTRODUGAO

A L-asparaginase (L-asparagina amido hidrolase, EC 3.5.1.1) é uma enzima
capaz de catalisar a hidrélise da L-asparagina em L-acido aspartico e aménia. Foi a
primeira enzima terapéutica a ser descoberta e € atualmente a principal linha de
tratamento para a leucemia linfoblastica aguda (LLA) (BATOOL et al., 2016).

O desenvolvimento da LLA ocorre através de mutagcdes genéticas em
linfoblastos n&o ocorrendo sua maturacdo completa. Desta forma, as células mutadas
apresentam auséncia ou pouca produgdo da enzima L-asparagina sintetase pelas
células neoplasicas, impedindo desta forma que células neoplasicas produzam L-
asparagina em niveis satisfatérios, ao contrario do que ocorre em células saudaveis.
Tanto as células saudaveis quanto as leucémicas necessitam do aminoacido L-
asparagina para seu funcionamento metabdlico, portanto, as células leucémicas
necessitam de uma fonte exdgena para sua sobrevivéncia. Desta forma, a agéo
quimioterapica da L-ASNase consiste na redugdo de L-asparagina na corrente
sanguinea, que é necessaria para a sintese proteica, consequentemente induzindo a
apoptose das células neoplasicas (BRUMANO et al., 2019; KRALL et al., 2016).

A incidéncia da LLA é maior em criancas até 5 anos de idade e apds essa idade
o risco declina lentamente até a faixa dos 20 anos, comegando a aumentar apos os
50 anos. Cerca de 75% dos casos de LLA ocorrem em criangas e adolescentes, e
representa 25% dos diagnosticos de leucemia nesta faixa etaria, porém a maior taxa
de mortalidade é em adultos. A maior incidéncia em criancas e adolescentes se deve
ao fato de o sistema imunoldgico ainda estar em desenvolvimento, aumentando a
vulnerabilidade a alteragbes genéticas, além do crescimento celular acelerado das
células sanguineas. Ja a taxa de mortalidade é maior em adultos devido a uma menor
tolerancia farmacologica ao tratamento, devido aos efeitos adversos relacionados ao
tratamento, a presenga de comorbidades, uma baixa resposta ao tratamento, além de
diagndsticos em estagios mais avancados da doencga (INCA, 2020; NATIONAL
CANCER INSTITUTE, 2018). Desde 1978, medicamentos a base de L-ASNase,
juntamente com vincristina e dexametasona ou prednisona, ja eram aprovados para o
tratamento de LLA pela Food and Drug Administration (FDA), bem como pelo
Ministério da Saude, e este protocolo de tratamento tem proporcionado taxas de
sobrevivéncia de até 90% em pacientes pediatricos, e 50% em pacientes adultos
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(INABA; PUI, 2021; MINISTERIO DA SAUDE, 2013; QUINTANILLA-FLORES et al.,
2014).

As formulagdes de L-ASNase disponiveis atualmente sdo de origem bacteriana,
de Escherichia coli e Dickeya dadantii (sin. Erwinia chrysanthemi pv. zeae), sendo a
proveniente de E. coli (tanto nativa, quanto recombinante) considerada o tratamento
de primeira linha, e de D. dadantii administrada em pacientes que apresentaram
reacdes de hipersensibilidade (COSTA-SILVA et al., 2020; LIMA et al., 2020). Uma
abordagem sendo explorada atualmente com a finalidade de reduzir as reagdes de
hipersensibilidade é a produgcdo de L-ASNase a partir de organismos eucariotos,
baseado no fato de que células eucaridticas possuem maior similaridade com células
humanas (SARQUIS et al., 2004). Ja foram reportados na literatura L-ASNase fungica
dos géneros Aspergillus (GURUNATHAN; SAHADEVAN, 2012), Penicillium
(FREITAS et al, 2022; SHRIVASTAVA et al., 2012), Fusarium (TIPPANI;
SIVADEVUNI, 2014), Cladosporidium (MOHAN KUMAR; RAMASAMY;
MANONMANI, 2013), Flammulina (EISELE et al., 2011) e Saccharomyces (DUNLOP;
ROON, 1975) com potencial antileucémico. Entretanto, a produgdo fungica nativa,
normalmente possui baixo rendimento.

Explorar métodos de extragao a partir de células fungicas, bem como condigdes
de cultivo e a utilizacdo de plataformas que simulam o ambiente celular, além de
serem amigaveis ao meio ambiente pode ser interessante considerando-se as
limitagdes da producgao fungica.

Outra alternativa para uma melhor resposta na qualidade e producédo de L-
ASNase fungica pode ser explorada em sistemas de expressdo heter6loga em
organismos geneticamente modificados. Além do aumento do rendimento, outras
caracteristicas podem ser adicionadas na enzima como maior estabilidade,
especificidade e feedback de inibigao (DEMAIN; VAISHNAV, 2009; TRIPATHI;
SHRIVASTAVA, 2019). Portanto, a produgdo L-ASNase fungica em sistemas de
expressado heteréloga pode ser uma alternativa para a producdo de uma enzima

menos tdxica e com maior rendimento.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 LEUCEMIAS

As leucemias consistem em um grupo de neoplasias caracterizadas pelo
crescimento descontrolado de células sanguineas e do acumulo de leucdcitos
imaturos na medula éssea, que substituem as células sanguineas saudaveis. Existem
mais de 12 tipos de leucemia, sendo as quatro principais: leucemia mieloide aguda
(LMA), leucemia mieloide crénica (LMC), leucemia linfoblastica aguda (LLA) e
leucemia linfoblastica cronica (LLC). O tipo de leucemia varia de acordo com a
linhagem de glébulos brancos, sendo mieloide ou linfoblastica, e a depender do seu
crescimento pode ser caracterizada como aguda ou crénica. Sua principal ocorréncia
€ em adultos acima de 55 anos e em criancas de até 15 anos de idade (INCA, 2020,
2022a).

No mundo ocorrem anualmente 249 mil novos casos de leucemia em homens,
sendo a décima neoplasia mais incidente, com risco de 6,5/100 mil. Para mulheres,
séo estimados 187 mil novos casos, com taxa de incidéncia de 5,0/100 mil, ocupando
a décima segunda posicdo de neoplasia mais incidente neste grupo (BRAY et al.,
2018; FERLAY et al., 2013). No Brasil, o numero de novos casos para cada ano do
triénio 2020 — 2022 ¢é de 5920 em homens e 4890 em mulheres (INCA, 2020). Em
relagcdo a mortalidade, no ano de 2020 no Brasil ocorreram 3703 6bitos com uma taxa
de bruta de mortalidade de 3,58/100 mil homens e 3035 6bitos com uma taxa bruta
de 2,8/100 mil mulheres (INCA, 2022b).

2.1.1 Leucemia Linfoblastica Aguda

A LLA é uma neoplasia causada por uma série de mutagbes genéticas nas
células linfoblasticas, gerando proliferagdo, expansao, diferenciagdo anormais, e
reducdo na capacidade de apoptose, promovendo o acumulo de células linfoblasticas
T ou B na medula 6ssea, corrente sanguinea e sitios extramedulares, substituindo
células saudaveis. Os principais sintomas sdo anemia, trombocitopenia e
granulocitopenia, podendo resultar em meningite leucémica, anemia, insuficiéncia
hepatica e renal, podendo levar o paciente a O6bito (EMADI; LAW, 2022;
TERWILLIGER; ABDUL-HAY, 2017).
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A LLA apresenta alta incidéncia entre todas as leucemias, afeta homens e
mulheres, adultos, criangas e aflige todas as regides do mundo. Apesar da sua alta
prevaléncia, esta leucemia ocorre principalmente em criangas, com seu pico de
incidéncia entre 2 a 5 anos de idade, e € o tipo mais comum de leucemia em criangas.
A LLA corresponde 75% dos diagndsticos de leucemia em criangas e adolescentes e
20% dos diagnosticos de leucemia em adultos (AVRAMIS, 2012; ONCIU, 20009;
SOCIETY, 2021). Apesar de apenas 20% dos casos de LLA serem em adultos, esta
€ a populagdo com maior mortalidade da doenca. Criangcas e adolescentes
apresentam uma alta resposta ao tratamento, enquanto 30 — 40% dos pacientes
adultos atingem uma remissdo de longo periodo (JABBOUR et al., 2015;
TERWILLIGER; ABDUL-HAY, 2017).

A introducdo da L-ASNase no tratamento da LLA foi considerada um marco na
medicina devido a sua completa remissdo em criangas e adolescentes apds sua
administragdo (BRUMANO et al., 2019). A agao quimioterapica da L-ASNase consiste
na reducado da replicacdo de células leucémicas por reduzir o suprimento de
aminoacidos necessarios para a sintese proteica que permite o metabolismo e
sobrevivéncia celular na corrente sanguinea, consequentemente causando apoptose
das células malignas (KRALL et al., 2016). Tanto células saudaveis quanto células
leucémicas necessitam do aminoacido L-asparagina para seu funcionamento
metabdlico. Entretanto, células saudaveis s&o capazes de sintetizar tanto a L-
asparagina quanto a L-asparagina sintetase, enquanto células leucémicas n&o
possuem esta capacidade de sintese do aminoacido. Desta forma, elas dependem de
uma L-asparagina exogena para sua sobrevivéncia. A administragdo de L-ASNase
leva a morte de células neoplasicas devido a deplegédo de L-asparagina na corrente
sanguinea (BATOOL et al., 2016).

O diagnostico da LLA ocorre por meio de hemograma completo, esfregaco de
sangue, avaliagdo da medula Ossea, estudos histoquimicos, citogenéticos e
imunofenotipagem. O diagnostico indica LLA quando blastos de origem linfoblastica
sdo maiores que 20% das células nucleadas da medula, ou maiores que 20% das
células ndo-eritrocitas, quando o componente eritrocito € > 50% (EMADI; LAW, 2022).

O tratamento quimioterapico para LLA inclui 4 fases gerais: 1) indugdo da
remissao, com a finalidade de obter uma remissdo completa; 2) consolidagado pos

remissao, um tratamento intensivo com quimioterapicos diferentes; 3) manutengao e
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reindugéo, com o uso dos mesmos medicamentos utilizados na fase 1; 4) manutencéo,
com um tratamento mais brando e mantido por varios meses. Para casos
diagnosticados em estagios iniciais, o tratamento consiste em 3 ou 4 ciclos de blocos
quimioterapicos pelos primeiros 9 — 12 meses, seguido de 2,5 — 3 anos de
quimioterapia de manutengao (EMADI; LAW, 2022). Apesar de longo, o tratamento
para LLA utiliza baixas doses de quimioterapicos (ACS, 2019). Os principais
antineoplasicos utilizados no tratamento sdo inibidores da topoisomerase,

antraciclinas, antimetabdlitos, corticoides e agentes alquilantes (Tabela 1).

Tabela 1. Lista de medicamentos utilizados no tratamento quimioterapico da LLA.

Farmaco Classe medicamentosa
Vincristina Antimitotico
Daunorubicina Antraciclina

Doxorubicina

Idarubicina
Etoposideo Inibidor da topoisomerase Il
Citarabina Antimetabdlito

6-Marcaptopurina

6-tioguanina

Metotrexato

L-asparaginase Inibidor de proteina
Ciclofosfamida Agente alquilante
Mitoxantrona Antracediona
Predinisona Corticoide

Predinisolona
Dexametasona
Hidrocortisona
Fonte: EMADI; LAW (2022).

Os medicamentos quimioterapicos normalmente ocasionam um grande numero
de efeitos adversos, incluindo perda capilar, feridas na mucosa bucal, perda de
apetite, diarreia, nausea, além do aumento do risco de infec¢des, reducdo de
plaquetas na corrente sanguinea e fatiga. Os principais efeitos de hipersensibilidade
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relatados em relagdo a administragdo da L-ASNase é o risco do aumento de coagulos
sanguineos, relativos ao fator de coagulagao antitrombina Il (EMADI; LAW, 2022).

A L-asparaginase € considerada o padrao ouro para tratamento de LLA, estando
listada na 222 Lista de Medicamentos Essenciais e na 82 Lista de Medicamentos
Essenciais Para Criancas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2021).

2.2 L-ASPARAGINASE

A L-ANSase foi identificada pela primeira vez por LANG (1904), e CLEMENTI
(1922) observou a presenga da L-ASNase no plasma sanguineo de porcos-da-india.
Mais de 20 anos depois, KIDD (1953) fez uma progressdo de experimentos para
provar a habilidade do plasma sanguineo dos porcos-da-india funcionarem como
inibidores de tumores. Nestes estudos, ele testou injetar de forma subcutanea o sérum
sanguineo em camundongos com linfossarcoma. Nestes casos, as células
cancerigenas nao se reproduziram, enquanto camundongos nao tratados morreram.
Entretanto, foi apenas em 1961 que BROOME (1961) identificou a L-ASNase como o
agente antitumoral encontrado no plasma sanguineo dos porcos-da-india.

O mecanismo de agédo da L-ASNase inclui a catalise da reagao de hidrodlise do
grupo amino da cadeia lateral do aminoacido L-asparagina, liberando L-acido
aspartico e amonia (Figura 1) (NARTA; KANWAR; AZMI, 2007).

L-asparaginase o) N
—> 5 ~N\""H
OH H
OH NH, + H
L-asparagina Acido aspartico amonia

Figura 1. Hidrdlise da L-asparagina em L-acido aspartico e aménia pela agéao da L-

asparaginase.

Sua agao antineoplasica ocorre devido a necessidade de L-asparagina tanto em
células saudaveis quanto leucémicas para a sintese de proteinas. As células
saudaveis utilizam a enzima L-asparagina sintetase para a producdo deste
aminoacido. Em humanos, esta enzima usa a glutamina para fornecer uma amina e

adiciona-la ao aspartato, formando o grupo amida caracteristico da L-asparagina
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(GOODSELL, 2005). Células leucémicas, entretanto, exigem um fornecimento
constante do aminoacido L-asparagina devido a auséncia da L-asparagina sintetase,
obtendo a L-asparagina necessaria para seu metabolismo a partir do sangue (Figura
2).

Necessitam de L-asparagina

Célula saudavel | | Célula neoplasica

N 7

0

» —_— J 0 ol —_—
L-ASNase NH, NH,
L-asparagina Morte das células
l l leucémicas
Sintese de L-asparagina
L-asparagina exdgena

Figura 2. Mecanismo de agéo da L-asparaginase na leucemia linfoblastica aguda.

Fonte: autoria propria.

Com a presengca da L-ASNase, a L-asparagina da corrente sanguinea é
hidrolisada, e consequentemente ocorre o bloqueio de ciclos metabdlicos da célula
neoplasica, levando-as de maneira seletiva a apoptose (LOPES et al., 2017).

A L-ASNase pode ser encontrada em varios organismos e ja foi reportada em
animais, plantas e microrganismos (bactérias, fungos, algas, leveduras e
actinomicetos). Apesar desta grande variedade de fontes, as que tem maior destaque
na pesquisa sao de origem microbiana, devido sua facilidade para produ¢do em larga
escala e seus métodos de producdo (PATRO; SATPATHY; GUPTA, 2011). Pelo
menos 40 espécies bacterianas ja foram reportadas como produtoras de L-ASNase,
variando entre gram-positivas e gram-negativas (BATOOL et al., 2016).

A L-ASNase é considerada um biofarmaco. De acordo com a legislagcado
brasileira, a RDC 55/2010 da Anvisa define que biofarmacos (ou biomedicamentos)
podem ser classificados como medicamentos obtidos a partir de fluidos biolégicos ou
de tecidos de origem animal, ou medicamentos obtidos por procedimentos
biotecnoldgicos (ANVISA, 2010).
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A estrutura cristalografica da L-ASNase Il comercial de E. coli (Elspar®) realizada
por SWAIN et al. (1993a) determinou que a enzima é um homotetramero, no qual cada
mondmero € formado por 330 aminoacidos (Figura 3). O peso molecular total € de
139,04 kDa, sendo que possui 4 subunidades de peso molecular 34,8 kDa. As
subunidades s&o constituidas por dois dominios a/p conectados pelos aminoacidos
191-212 da sequéncia. O tetrdmetro possui 2 subunidades enzimaticas e dois
dominios em cada subunidade, e cada dominio possui um sitio ativo responsavel pela
catalise dos substratos. Os monémeros sdo capazes de se associar fortemente,
formando dimeros unidos por forcas de Van der Waals e interacdes eletrostaticas. Os
dois dimeros também s&o ligados da mesma forma, sendo ativos apenas na
conformacao tetrameétrica (Figura 3) (SWAIN et al., 1993).

Além disso, a L-ASNase € uma enzima que se mostra estavel estruturalmente
em uma ampla faixa de pH (4,5 - 11,5), e apresenta um leve aumento na atividade e
estabilidade em valores de pH alcalinos (STECHER et al., 1999).

Figura 3. Estrutura cristalografica do tetramero (A) e de um monémero (B) da L-
ASNase comercial Elspar®. Protein data bank: 3ECA.

A L-ASNase pode ser classificada em 3 familias, baseada em suas propriedades
bioquimicas e sequéncia de aminoacidos (MULLER; BOOS, 1998). A familia 1, a qual
pode ser divida em dois tipos, previamente era considerada L-ASNase do tipo
bacteriana, a familia 2 € a L-ASNase do tipo vegetal, e a familia 3 € composta pela L-
ASNase rhizobial (BOREK; JASKOLSKI, 2001; IZADPANAH QESHMI et al., 2022).
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No sistema de classificagao atual, a L-ASNase do tipo bacteriana conserva um
motivo contendo treonina na sua sequéncia de aminoacidos, e um residuo de lisina
correspondendo a EcAll Lys162. Além de bactérias, arqueas e eucariotos também
estdo incluidos neste grupo (BOREK; JASKOLSKI, 2001). A L-ASNase tipo bacteriana
é dividida em dois subgrupos que codificam os genes ansA e ansB que s&o traduzidos
como EcAI (tipo 1) e EcAll (tipo 2). Este sistema de classificacdo € amplamente
aplicado em bactérias, eucariotos e arqueas (LOCH; JASKOLSKI, 2021). A EcAl é
citosdlica, possui baixa afinidade com a L-asparagina e alta especificidade por L-
glutamina. Por outro lado, EcAll &€ expressa no espago periplasmatico com alta
afinidade pela L-asparagina e baixa afinidade pela L-glutamina. Tais propriedades
enzimaticas sdo ideais para seu uso terapéutico (CAMPBELL et al., 1967;
IZADPANAH et al., 2018; LOCH; JASKOLSKI, 2021). A nomenclatura (EcAl e EcAII,
por exemplo) considera o organismo de origem e o tipo de enzima, com a adigao do
numeral romano, e é utilizada em outras L-ASNases. Alguns exemplos sdo PfAl
(Pyrococus furiosus tipo 1), HpAll (Helicobacter pylori tipo 2), ErAll (D. dadantii tipo 2),
e EwAII (E. carotovora tipo 2) (LOCH; JASKOLSKI, 2021).

A primeira estrutura cristalografica em alta resolugéo obtida de uma L-ASNase
tipo bacteriana foi da EcAll (Elspar®), o que revelou a presenca de um sitio ativo
contendo a triade Thr-Lys-Asp, similar com a triade Ser-His-Asp encontrada em serino
proteases (SWAIN et al., 1993).

A segunda familia do sistema de classificagdo atual € conhecida como L-ASNase
de origem vegetal. Elas foram distinguidas por apresentar conservagado absoluta no
residuo catalitico de treonina (GUO et al., 1998; LIU; GUAN; ARONSON, 1998;
OINONEN et al., 1995; XUAN et al., 1998). Altos niveis de atividade enzimatica foram
observados em tecidos do desenvolvimento de plantas, como folhas e raizes
(MICHALSKA; BUJACZ; JASKOLSKI, 2006). No contexto de plantas altas, duas
formas distintas de L-ASNase presentes no citosol foram identificadas: potassio
dependente e potassio independente, que apresentam diferengcas imunologicas
(SODEK; LEA; MIFLIN, 1980). O cDNA da L-ASNase tipo vegetal revela diferengas
de enzimas tipo bacteriano, e com similaridades as aspartilglicosaminidases (LOUGH
et al., 1992). Tal enzima apresenta sequencias semelhantes a L-ASNases de plantas,
leveduras, arquea, Homo sapiens, Drosophila melanogaster, E. coli (ECAIll, a partir do
gene ybiK), dentre outros. L-ASNases do tipo vegetal catalisam a hidrdlise da cadeia
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lateral da amida na L-asparagina, e pertence a superfamilia das hidrolases
nucleofilicas de N-terminal (IZADPANAH et al., 2018). Estudos demonstraram que a
variante potassio independente apresenta maior afinidade a L-asparagina, além de
baixa afinidade a L-glutamina (CHAGAS; SODEK, 2001; MOHAMED et al., 2016).

A terceira familia refere-se a L-ASNase do tipo rhizobial. Rhizobium etli € uma
bactéria simbidtica fixadora de nitrogénio, hospedeira de plantas leguminosas, e utiliza
a L-asparagina como sua unica fonte de carbono e nitrogénio através da atividade de
duas L-ASNases, uma constitutiva e uma induzivel (HUERTA-ZEPEDA et al., 1997).
A analise filogenética das sequencias da L-ASNase de R. etli demonstrou que a
enzima induzivel ndo apresenta nenhuma similaridade as L-ASNases das outras
familias (BOREK; JASKOLSKI, 2001). Entretanto, a sequencia de nucleotideos da L-
ASNase de R. etli constitutiva apresentou similaridades as de E. coli e D. dadantii,
sugerindo diferente especificidades imunobioldgicas. Além disso, a L-ASNase do tipo
rhizobial constitutiva demonstrou baixa afinidade a L-glutamina (MORENO-
ENRIQUEZ et al., 2012).

O sistema de nomenclatura que inclui a fonte da L-ASNase e o tipo (numeral
romano) também é aplicado atualmente as L-ASNases do tipo vegetal e do tipo
rhizobial. ECAl e EcAIll pertencem a familia tipo bacteriana, EcAll (que também é
oriunda de E. coli) pertence a familia tipo vegetal. Diferentes reinos estao presentes
nas familias bacteriana e vegetal, gerando discrepancias. Em uma revisdo da
literatura, DA SILVA et al. (2021) propuseram um sistema reformulado
desconsiderando a taxonomia biolégica das fontes de L-ASNases (LOCH;
JASKOLSKI, 2021).

A L-ASNase tipo Il atualmente produzida a partir de E. coli (nativa e peguilada)
(EcAll) e de D. dadantii (ErAll) séo utilizadas como agente antitumoral ha de 30 anos
para o tratamento de LLA, sendo ainda as unicas fontes disponiveis no mercado para
uso clinico (BOREK; JASKOLSKI, 2001). As duas se encontram no espago
periplasmatico, que o é caracterizado como um compartimento separado pelo
citoplasma, o qual o ambiente redutor permite mecanismos mais eficientes para o
enovelamento correto das proteinas (MILLER; SALAMA, 2018).

Uma formulacdo de L-ASNase com alta estabilidade e tempo de meia-vida s&o
cruciais para uma formulagdo ideal, pois essas caracteristicas podem evitar a

necessidade de multiplas administragdes, o que pode ocasionar menos chances de
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reacdbes de hipersensibilidade nos pacientes (KRISHNAPURA; BELUR;
SUBRAMANYA, 2015). Uma modificagado para prevenir a deple¢cado de L-ASNase na
corrente sanguinea, aumentando seu tempo de meia-vida, é a conjugacao com PEG
(polietileno glicol). Nestas formulagdes, unidades de PEG sao ligadas as enzimas por
ligagbes covalentes (MULLER; BOOS, 1998; XIONG et al., 2021; YOSHIMOTO et al.,
1986).

As principais manifestagbes clinicas das reagdes de hipersensibilidade da
administragdo da L-ASNase incluem anafilaxia, reagbes alérgicas, edema,
broncoespasmo, urticaria e erupgao cutanea, prurido e inchago nas extremidades,
dentre outros (AVRAMIS, 2012). De 10-15% dos pacientes desenvolvem
hipersensibilidade, de 5-10% apresentam pancreatite, 5% trombose, além de
hepatotoxicidade em até 60% dos pacientes. Fatores de risco incluem variagcoes
genéticas, idade e obesidade (MAESE; RAU, 2022). Além das reagbes adversas,
outro fator limitante € que cerca de 70% dos pacientes tratados com EcAIl
desenvolvem anticorpos contra a enzima, o que leva a sua inativagdo (CHEN et al.,
2010; RODRIGUES et al., 2020).

Recursos para reduzir reagdes indesejadas incluem o uso de enzimas
PEGuiladas, pois a camada contendo moléculas neutras de PEG escondem a enzima
do sistema imunolégico, além de manter a proteina por mais tempo na corrente
sanguinea. Esta camada tende a induzir uma menor formagéo de anticorpos, maior
meia-vida e menos imunogénica que L-ASNases nativas de E. coli e D. dadantii
(GOODSELL, 2005; KEATING et al., 2009). Entretanto, reagdes graves sado descritas
na bula do medicamento como anafilaxia, trombose, pancreatite, intolerancia a
glicose, hepatotoxicidade, efeitos no sistema nervoso central, mielossupresséo e
hiperamonemia (SERVIER, 2020). Apesar da L-ASNase PEGuilada possuir
vantagens para sua utilizagdo na pratica clinica, ela também pode ser responsavel
para alta incidéncia de hiperamonemia em criancas, devido a superprodugao de
amonia no plasma (HEITINK-POLLE et al., 2013; VROOMAN et al., 2019).

A L-ASNase de D. dadantii € normalmente utilizada como segunda linha de
tratamento, para pacientes que tiveram reagbes com as L-ASNases de E. coli (nativa
ou peguilada). No entanto, esta L-ASNase possui um menor tempo de meia vida (0,65
dia) comparado as de E. coli nativa (1,2 dia) e da peguilada (5,7 dias), desta forma
sendo necessarias administragdes mais frequentes para um efeito adequado. Além
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disso, o uso de L-ASNase de D. dadantii esta relacionado a reacdes anafilactbides,
além da formagao de anticorpos anti-D. dadantii L-ASNase, gerando alteragbes na
farmacocinética durante a administragéo intravenosa e intramuscular (ALBERTSEN
et al., 2002; ASSELIN et al., 2016; EVANS et al., 1980).

A busca de novas fontes microbianas de L-ASNase inclui a busca de enzimas
com alta afinidade pela L-asparagina, baixa toxicidade e tempo de meia-vida
prolongada. Organismos eucariotos, como fungos, ja vém sendo considerados como
alternativa por apresentarem menor toxicidade (SARQUIS et al., 2004). Devido sua
maior semelhanga com células humanas do que seres procariotos, a enzima de
espécies fungicas possui maior sucesso para o tratamento em humanos do que de
outros microrganismos (SHRIVASTAVA et al., 2012). Células fungicas s&o capazes
de glicosilar proteinas e possuem maior termoestabilidade, portanto é esperado que
causam menos imunogenicidade (CHAND et al.,, 2020). Além dos fungos
filamentosos, as leveduras também ja demonstraram apresentar menos efeitos
adversos, mantendo sua atividade antitumoral (NAGARETHINAM et al., 2012). Outras
fontes com atividade antitumoral de L-ASNase encontradas e investigadas na
literatura sdo a partir de actinomicetos e algas (DHEVENDARAN; ANNIE, 1999; PAUL,
1982).

O mercado global da L-ASNase é de 778,8 milhdes de ddlares (em 2023) e a
previsdo é de que cres¢a anualmente até 2030 numa taxa de 16,7%. Além disso, mais
de 65% da L-ASNase no mercado € proveniente de E. coli, e o setor farmacéutico ser
o detentor da maior parte do mercado (MARKETYSERS GLOBAL CONSULTING LLP,
2021). Na Tabela 2 ha as formulagdes de L-ASNase para o tratamento da LLA

disponiveis no mercado.

Tabela 2. Lista de formulagbes de L-asparaginase disponiveis no mercado

atualmente.

Nome comercial Laboratério Pais Microrganismo
Crasnitin® Bayer AG Alemanha E. coli

Elspar® Ovation Pharmaceuticals EUA E. coli
Kidrolase® EUSA Pharma Reino Unido E. coli
Leunase® Sanofi-Aventis Franga E. coli

Medac® Kyowa Hakko Kirin Japéo E. coli
Erwinase® EUSA Pharma Reino unido D. dadantii
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Leuginase® Beijin SL Pharmaceutical China E. coli

Spectrila® Rentschler Biopharma SE Alemanha E. coli (recombinante)
Oncaspar® Exelead, Inc. Alemanha E. coli (pergaspase)
Asparlas® Servier Laboratories Franga E. coli (calaspargase pegol)
Rylaze® Jazz Pharmaceuticals Irlanda D. dadantii (recombinante)
Hamsyl® Gennova Biopharmaceuticals india E. coli (pergaspase)

Fonte: PIETERS et al. (2011); LI et al. (2020); MARKETYSERS GLOBAL CONSULTING LLP (2021).
Pergaspase: L-asparaginase de E. coli peguilada; calaspargase pegol: L-ASNase de E. coli conjugadad

com pegol.

Além das marcas registradas presentes na Tabela 2, ja foram aprovadas uma
série de L-ASNases genéricas na Europa e india (SANKARAN et al., 2020;
SCHNUCHEL et al., 2023). Todas as formulagdes se apresentam como po para
solugdo intravenosa, apenas a Rylaze®, recentemente aprovada pela FDA em 2022,
€ uma injecao intramuscular. A formulag&o do laboratério irlandés também é aprovada
para o tratamento de linfoma linfoblastico, um céncer raro e agressivo que tem sua
progressédo semelhante a da LLA (MARKETYSERS GLOBAL CONSULTING LLP,
2021).

A primeira L-ASNase recombinante € aprovada para uso clinico foi a Oncaspar®,
obtida a partir da PEGuilagdo da Elspar® em 1994 (HOLLE, 1997). Outras quatro
formulagbes ja foram aprovadas para uso clinico, com o uso de estratégias
biotecnolégicas para mitigar as possiveis reagdes de hipersensibilidades que a
administragdo da enzima pode causar nos pacientes, Spectrila®, Asparlas®, Rylaze
® e Hamsyl®. As abordagens para aprimoramento da L-ASNase usando
bioengenharia serdo discutidas no capitulo Ill deste trabalho.

Tendo em vista os crescentes esforgcos e demanda da uma L-ASNase que tenha
minimos efeitos toxicos, fontes fungicas se tornam atrativas, porém a enzima precisa
ter alta especificidade e ser capaz de escalonamento industrial. Frente aos recentes
avangos tecnoldgicos no campo de biologia celular e molecular, o uso de
bioengenharia pode ser relevante para a obtengdo de uma L-ASNase com todas essas

as caracteristicas desejaveis para a industria farmacéutica.
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2.2.1 L-Asparaginase no Brasil

Apesar da sua importancia no tratamento da LLA, especialmente em criangas, a
L-ASNase ndo consta na Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME)
do Ministério da Saude (MS) desde o ano de 2013 (BRASIL, 2022). Entretanto, até o
ano de 2010 o medicamento era listado na categoria de outros agentes citotoxicos, na
classe de Medicamentos Utilizados no Manejo das Neoplasias.

Até 2013 o Ministério da Saude realizava a compra da L-asparaginase da marca
Elspar®, fornecida pelo Laboratérios Bagd do Brasil S/A que, por sua vez, detinha os
direitos de comercializagdo da Elspar®, original da empresa Merck Sharp & Dohme
(numero de registro 100290146, vencimento em 05/2012) (Tabela 3). Em 2011, a
Merck Sharp & Dohme transferiu sua tecnologia de produgcédo da Elspar® para a
empresa Lundbeck, que em seguida terceirizou sua produgdo para a Oso
Biopharmaceutical. Em agosto de 2012 a empresa anunciou o fim da produgéo da
Elspar®. A partir de janeiro de 2013 houve desabastecimento de L-asparaginase nos

hospitais do Brasil.

Tabela 3. Todas as formulagdes de L-ASNase aprovadas para uso no Brasil pela
ANVISA.

Nome do Produto | Empresa Detentora da Regularizacdo Situagé(-) da~ Vencimt-anto~da
Regularizacao Regularizacao
L-asparaginase Laboratério Quimico Farmacéutico Bergamo LTDA | Inativo 04/2003
L-asparaginase itaca Laboratérios LTDA Inativo 05/2005
Elspar® Prodome Quimica e Farmacéutica LTDA Inativo 05/2007
Elspar® Organon Farmacéutica LTDA Inativo 05/2012
Elspar® Laboratérios Bagoé do Brasil S/A Inativo 09/2013
Oncaspar® Baxalta Brasil Biociéncia LTDA Inativo 06/2022
Oncaspar® Shire Farmacéutica Brasil LTDA Inativo 06/2022
Oncaspar® Laboratérios Servier do Brasil LTDA Ativo 06/2027
Spectrila ® Laboratdrios Bagoé do Brasil S/A Ativo 01/2029

Adaptado de ANVISA (2024).

No mesmo ano, o MS realizou uma compra emergencial de 52.300 frascos, com

o investimento de R$ 17,6 milhdes, com a intengéo de suprir a demanda nacional por

um ano (FIOCRUZ, 2013). O MS adquiriu emergencialmente a L-asparaginase
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Aginasa®, produzida pela Medac Alemanha e fornecida pelos Laboratérios Bagé do
Brasil S/A, nos anos 2013 e 2014, que também n&o possuia registro pela Anvisa.

Em 2013 e 2014 o MS adquiriu a L-asparaginase Aginasa®, produzida pela
Medac Alemanha representada no Brasil pelos Laboratérios Bagé do Brasil S/A, a
qual ndo possuia registro na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) devido
a indeferimento desta pela auséncia de estudos clinicos para demonstracdo de
seguranca e eficacia. Diante da indisponibilidade do medicamento no mercado
brasileiro e do risco de desabastecimento, o MS importou a L-asparaginase conforme
determina a legislagdo nacional para atender a uma demanda emergencial de seis
meses. Na auséncia de uma empresa com registro no Brasil, em abril de 2016, uma
cotacdo internacional foi realizada, conforme a legislagdo, para a aquisicéo
emergencial do medicamento. A empresa Xetley, representante legal no Brasil do
laboratdrio chinés Beijing S L Pharmaceutical Co, venceu a licitagdo ao oferecer menor
preco do medicamento Leuginase®, pois apresentou um valor 34,21 % inferior ao da
ultima aquisigao conforme lei de licitagdes. Até 2017 o MS repassava mensalmente
um valor médio da quimioterapia dos pacientes com LLA, que dura cerca de trés anos.
Entretanto, relatos de graves reag¢des adversas ocasionadas pela administragao de
Leuginase® gerou controvérsias acerca da segurancga deste farmaco, necessitando
de estudos para verificar tais aspectos (MINISTERIO DA SAUDE, 2017; ZENATTI et
al., 2018).

Somente em 2017, um novo medicamento obteve aprovagao do registro pela
ANVISA, a enzima peguilada Oncaspar®. Atualmente, a Spectrila® da Medac
Alemanha e fornecida pelos Laboratérios Bagé do Brasil S/A também é aprovada para
0 uso no Brasil (Tabela 3). Além disso, a partir da publicagdo da RDC N° 488 em 7 de
abril de 2021, a ANVISA estabeleceu requisitos para a importagao de produtos sujeitos
a vigilancia sanitaria. Portanto, em casos de desabastecimento da enzima para o
tratamento de LLA no Brasil, é possivel importa-la.

Entretanto, os pregcos no Brasil ainda sdo altos. A Oncaspar® (L-ASNase
peguilada) pode chegar a mais de R$ 13.000,00 a ampola (3.750 Ul) e a Spectrila®
(L-ASNase recombinante de E. coli) até R$ 10.800,00 a ampola (10.000 Ul). Apesar
da Spectrila® ser fornecida pelo Sistema Unico de Saude (SUS), desabastecimentos
podem acontecer. Os protocolos de tratamento para ALL, além de conter uma série
de medicagdes indicam altas doses de L-ASNase (EMADI; LAW, 2022).
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Na fase de inducdo da remissdo sao utilizados corticoesterdides, uma
antraciclina, vincristina, L-ANSase e ciclofosfamida. Se a L-ASNase for nativa, s&o
administrados a 5.000 Ul/m?, em 8 doses. Caso a L-ASNase for peguilada, sdo 15
doses de 2.500 Ul/m?. Em caso de alergia, ha a troca para a formulagdo de L-ASNase
de D. dadantii (20.000 Ul/m?, trés vezes por semana). Na intensificagdo, a L-ASNase
também é administrada, normalmente de 14 doses (1.500 Ul/m?), ou a depender dos
exames laboratoriais. Na fase de intensificagdo também pode ocorrer a administragao
de 4 doses L-ASNase (5.000 Ul/m?), a depender dos exames laboratoriais (EMADI;
LAW, 2022; KLOOS et al., 2017). Considerando os custos da L-ASNase e dos outros
medicamentos associados ao tratamento, exames laboratoriais, gastos para a
administragdo e o cuidado farmacéutico, os custos para o tratamento de LLA s&o
elevados.

Diante deste cenario, vé-se a necessidade de estudar alternativas para a
producao de L-ASNase, visando apoiar a produgao nacional de L-ASNase, redugao
de custos e de efeitos de hipersensibilidade aos pacientes.

2.2.2 L-Asparaginase de fungos filamentosos do cerrado

Considerando a alta taxa de imunogenicidade de L-ASNases oriundas de
bactérias, além da crise de desabastecimento do medicamento ocorrida em 2013 no
Brasil, a partir de 2015 o grupo de pesquisa “Produgao de L-Asparaginase de Origem
Fungica em Formulagdo Estavel Para Tratamento Antileucémico” coordenado pela
profa. Dra. Pérola Oliveira Magalhdes Dias Batista, da Faculdade de Ciéncias da
Saude da Universidade de Brasilia vem desenvolvendo estudos acerca de L-ASNases
tipo Il de fungos filamentosos do cerrado. Na literatura, L-ASNases de fungos como
Aspergillus sp., Penicillium sp. e Fusarium sp. ja haviam apresentado atividade
catalitica (SARQUIS et al., 2004). L-ASNases de Bipolaris sp. (LAPMAK et al., 2010)
e Mucor hiemalis. (MONICA et al., 2013) também ja haviam sido encontradas. Em
relacdo a atividade anti-tumoral realizada in vitro, a L-ASNase de P. cyclopium inibiu
o crescimento de linhagens celulares de céancer de mama (MCF7), carcinoma
hepatocelular (Hep-G2) e de cancer de prostata (PC3) (SHAFEI et al., 2015). Além
disso, considerando que os fungos filamentosos sao evolucionariamente mais
proximos a seres humanos, em comparacdo com bactérias, uma menor
imunogenicidade era esperada (SHRIVASTAVA et al., 2012).
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Inicialmente, 22 isolados fungicos isolados a partir do solo do cerrado foram
triados em relagcdo a formacdo de halo ao redor da colbnia, utilizando vermelho de
fenol como marcador de pH. Os fungos compunham espécies dos géneros
Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Mucor, Guignardia, Phaecilomyces e Trichoderma.
Em todos foi possivel observar a presenca de halo, porém, apenas em Aspergillus
terréus e A. flavus foram identificados genes descritos para a produg¢ao da enzima.
Em meio liquido, os fungos Guinardia mangiferae, Aspergillus sydowii, P. crustosum,
A. terréus, P. decumbens, P. glandicola, A. versicolor, P. aurantiogriseum e Fusarium
sp. Apresentaram atividade enzimatica (U/mL), variando entre 0,019 — 0,610. A maior
atividade foi encontrada em G. mangiferae (ALMEIDA, 2015). Testes de
melhoramento de producgao foram realizados e a L-prolina foi identificada como a fonte
de nitrogénio mais adequada para a producdo de L-ASNase.

CARDOSO (2018), avaliou o cultivo submerso do fungo filamentoso do cerrado
2DSST1 (ndo identificado) em residuos agroindustriais (farelo de trigo e casca de
soja). O meio de cultivo foi otimizado considerando L-asparagina, L-prolina e sulfato
de amobnia como fontes de nitrogénio, e residuo, caldo batata dextrose, sacarose,
glicose e extrato de levedura como as fontes de carbono. O meio com a maior relagcéo
C/N (3,37) apresentou maiores atividades cataliticas (2,33 U/mL), com o farelo de
trigo. Posteriormente, foi realizada a purificagdo da L-ASNase obtida a partir deste
cultivo com sistema micelar de duas fases aquosa, o qual apresentou 1,4 como o fator
de purificagdo maximo e rendimento de até 100%.

ANDRADE (2019) identificou uma nova espécie produtora de L-ASNase do
cerrado, o P. cerradense, com atividade maxima de 2,36 U/gce. Este resultado foi
obtido ap6s otimizagao do meio de cultivo, com a relagado C/N de 1,7, sendo a L-prolina
e o sulfato de amoénio as principais fontes de nitrogénio. FREITAS (2020) realizou
triagem com 22 fungos filamentosos isolados do solo do cerrado produtores de L-
ASNase. Como a atividade de GLNase esta relacionada a presenca de efeitos
adversos, nesta triagem também foi avaliada a atividade enzimatica de GLNase
(FONSECA et al., 2021; FREITAS et al., 2021). Os fungos P. sizovae e F. proliferatum
foram identificados e apresentaram maiores atividades cataliticas, além de nao
apresentarem atividade de GLNase. Apos otimizagdo dos meios de cultivo de cada
fungo, as maiores atividades obtidas foram de 1,13 U/mgproteina (P. Sizovae) e 0,96

U/mgproteina, S€NdO as razdes C/N de 2,06 e 2,64, respectivamente. No mesmo estudo,
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o extrato bruto de P. sizovae (obtido por maceragao) foi submetido a purificagdo por
cromatografia de exclusdo de tamanho e de troca idnica, tendo os fatores de
purificacdo de 0,36 e 0,32, respectivamente. Os rendimentos foram de 9,22 e 3,48,
respectivamente (FREITAS et al., 2021).

A partir destes resultados, foi possivel observar que apesar de promissoras as
L-ASNases dos fungos P. sizovae e F. proliferaturm, suas purificagdes foram
ineficazes tanto com cromatografia, quanto com sistemas micelares de duas fases,
sendo o ultimo o0 mais promissor por apresentar fator de purificacdo maior que 1, além
de um alto rendimento. Entretanto, as atividades enzimaticas foram baixas com as
duas estratégias de purificagdo. Como forma de aumentar a produgédo de L-ASNase
nas duas espécies fungicas, técnicas de bioengenharia foram aplicadas visando um
aumento na atividade catalitica, na purificagdo e no rendimento.

A primeira estratégia abordada foi a expressao heterdloga da L-ASNase de P.
sizovae na levedura Komagataella phafii, por ser um sistema eucarioto, com alto
rendimento, rapido crescimento, expressar com sucesso proteinas maiores de 50 kDa,
permitir modificagdes pos-translacionais (FREITAS, 2020). A expressao da L-ASNase
foi confirmada por PCR e diferentes meios de cultivo foram avaliados ao longo de 72
h de incubagao. A maior atividade de L-ASNase intracelular (tipo Il) foi de 3,05 U/gcsl,
nao sendo identificada no meio extracelular (FREITAS et al., 2022).

O gene da L-ASNase de F. ploriferatum foi clonado também em K. phafii,
entretanto, utilizando um peptideo sinal visando uma produgédo extracelular. Porém a
expressdo ocorreu intracelularmente, atingindo atividade enzimatica especifica
maxima de 1,04 U/mgproteina- FOI realizada purificagdo por cromatografia de troca iénica
o qual teve fator de purificacdo de 0,29 e rendimento de 7,25%. Ensaios de
citotoxicidade contra células da linhagem Jukat foram realizados, observando-se
reducao na proliferagéo celular (CARDOSO, 2023).

Paralelamente, ANDRADE (2023) utilizou ferramentas in silico para caracterizar
a enzima de P. cerradense, propondo um modelo estrutural e verificando seu grau de
imunogenicidade compativel ao uso clinico (epitopos de células T e B). A predicédo de
imunogenicidade também foi realizada com a L-ASNase de P. sizovae, dentre outras
espécies Penicillium sp., Aspergillus, devido suas semelhangas filogenéticas, e as
bacterianas de D. dadantii e E. coli, as que sao utilizadas no mercado atualmente.
Quando avaliados os epitopos de células T, que estdo relacionadas a reagdes
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alérgicas, a L-ASNase de P. sizovae apresentou uma densidade de epitopos menor
que a enzima de E. coli e D. dadantii (0,492, 0,526 e 0,653, respectivamente). A
predicdo de epitopos de células B avaliou a habilidade da enzima gerar anticorpos.
Nesta avaliacdo, dentre as espécies de Penicillium, a L-ASNase de P. sizovae
apresentou o menor nivel de imunogenicidade (0,052), menor que a da enzima de E.
coli (0,117) e de D. dadandii (0,061) (ANDRADE et al., 2024).

Avaliando esses estudos, observa-se o potencial clinico da L-ASNase de P.
sizovae, devido seu grau de imunogenicidade predito, menor que das enzimas
disponiveis atualmente no mercado, bem como em relagdo as reagdes alérgicas.
Entretanto, é necessaria a otimizagcdo da expressao, por ela néo ter sido satisfatoria
nem com a cepa selvagem, nem com a expressao em levedura. Visando uma maior
expressao, com maior rendimento e purificacdo, foi considerado para o presente
estudo duas abordagens: uma com a enzima nativa e outra com a enzima heterologa
de P. sizovae. A enzima nativa foi produzida e purificada com sistemas aquosos
bifasicos polimero-sal, visto o alto rendimento da L-ASNase de F. proliferatum
purificada com sistemas micelares de duas fases aquosas. Também foram avaliados
meios de cultivo, métodos de extragdo da enzima e solventes. A enzima heteréloga
foi expressa em sistema de E. coli BL21(DE3) com o vetor pet28a. Este sistema
promove rapido crescimento celular com meios de cultivo baratos, além da nao
expressao de proteases, e um forte promotor (T7). Todos estes fatores propiciam a
expressao enzimatica na fracado insoluvel, em corpos de inclusdo. Apesar de nao
possuirem atividade enzimatica, os corpos de inclusdo possuem vantagens na
producdo de biofarmacos, por gerarem produtos com alta pureza, rendimento e fator
de purificagdo. A enzima recombinante foi avaliada quanto as condi¢cdes de cultivo do
hospedeiro, além de solubilizacdo dos corpos de inclusdo e testes de redobramento

da enzima.
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1 INTRODUGAO

A L-ASNase disponivel atualmente no mercado para o tratamento de cancer &
de origem procaridtica (Escherichia coli e Dickeya dadantii), apresentando uma série
de complicagdes e reacdes de hipersensibilidade. Além disso, a contaminagdo com
glutaminase (GLNase) e uma curta meia-vida s&do os maiores problemas relacionados
a ineficiéncia da L-ASNase bacteriana (EL-NAGGAR; EL-EWASY; EL-SHWEIHRY,
2014; PARASHIVA et al., 2023). Por outro lado, a L-ASNase fungica possui menos
reacdes adversas por ser de origem eucariotica. Varias espécies vém sendo
estudadas, bem como seu potencial anti-tumoral (SARQUIS et al., 2004). Ja foram
reportados na literatura L-ASNase fungica dos géneros Aspergillus (GURUNATHAN;
SAHADEVAN, 2012), Penicillium (FREITAS et al., 2022; SHRIVASTAVA et al., 2012),
Fusarium (TIPPANI; SIVADEVUNI, 2014), Cladosporidium (MOHAN KUMAR;
RAMASAMY; MANONMANI, 2013), Flammulina (EISELE et al, 2011),
Saccharomyces (DUNLOP; ROON, 1975), e Ganoderma (CHAKRABORTY;
SHIVAKUMAR, 2021) com potencial antileucémico.

Apés uma triagem entre 40 fungos filamentosos coletados a partir do solo do
cerrado brasileiro, o fungo Penicillium sizovae se destacou em relagdo aos outros,
guanto a sua atividade de L-ASNase, além de apresentar baixa atividade de GLNase
(FREITAS, 2020; FREITAS et al., 2021). A L-ASNasePS (L-ASNase do fungo P.
sizovae) é uma enzima formada por 4 monémeros, sendo uma proteina de 139,0 kDa
em sua conformagao tetramérica, sendo assim mais susceptivel a degradacéo
durante seu processamento. Desta forma, € preciso avaliar os processos upstream e
downstream que mantenham sua estabilidade e rendimento (MITRAGOTRI; BURKE;
LANGER, 2014).

A etapa upstream consiste no seu cultivo celular. Sendo que todas as
formulagcbes de L-ASNase para uso clinico presentes no mercado s&o de origem
bacteriana, e ha apenas duas enzimas comercializadas de origem fungica (Aspergillus
nigger e Aspergillus oryzae) utilizada na industria alimenticia. Apesar das diferentes
origens, a producdo em escala industrial ocorre principalmente por fermentagéo
submersa. Esta producéo € influenciada por uma série de fatores como relagcéo de
carbono e nitrogénio, bem como suas fontes, pH, temperatura, tempo de fermentacéo
e aeragao (LOPES et al., 2017).



45

FREITAS (2020) avaliou diferentes fatores relacionados a produgdo de L-
ASNase em cultivos de P. sizovae. Os nutrientes foram: L-prolina, L-asparagina, ureia,
nitrato de sodio, sulfato de aménio, peptona, extrato de levedura, glicose, sacarose e
extrato de malte. Condigbes de crescimento como temperatura e tamanho do inéculo
foram consideradas. Entretanto, apesar de afunilarem as condi¢des de cultivo, n&o foi
possivel chegar a uma condigao final mais favoravel a producéo de L-ASNase, pois
os dois meios apresentaram atividades especificas sem diferengas estatisticas (1,02
e 1,13 U/mgproteina). Desta forma, uma nova avaliagdo dos meios de cultivo,
considerando as outras etapas do processo podem ser util na identificacdo de
condic¢des de cultivo que promovem maior produ¢ado enzimatica.

O downstream representa todos os processos apos o cultivo celular. Estes
processos levam a purificacdo da proteina alvo, até o produto final. As etapas
downstream podem atingir entre 50 — 80% dos custos totais da produgéo da enzima.
O downstream inclui o rompimento celular, a precipitacdo das proteinas (quando
necessario), seguida da sua purificagdo. Portanto, uma otimizagdo de todos os
processos pode resultar na reducido de custos totais e maior rendimento enzimatico
(LOPES et al., 2017).
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2 REVISAO BIBLIOGAFICA
2.1 FUNGOS FILAMENTOSOS COMO FONTES DE BIOMOLECULAS

Dentre os microrganismos nao patogénicos capazes de produzir moléculas de
interesse humano, os fungos filamentosos sdo particularmente interessantes devido
sua facilidade de -cultivo. Os fungos filamentosos desempenham um papel
fundamental na natureza degradando matéria orgénica, sendo capazes de degradar
0s mais complexos substratos. Seu modo de crescimento, através dos filamentos,
permite sua colonizagcdo em diversos substratos, além de possuirem uma proporgao
superficie/volume alta, facilitando a absorcdo de nutrientes (GUIMARAES et al.,
2006). Desta forma, fungos podem secretar uma série de metabdlitos, primarios e
secundarios, como acidos organicos, compostos antimicrobianos e uma grande
variedade de enzimas (WOSTEN, 2019).

Os fungos filamentosos possuem alto potencial na industria por serem eficientes
e sustentaveis “fabricas celulares” (SUN et al.,, 2024). O mercado atual exige
estratégias sustentaveis além de demandar compostos naturais. Fungos filamentosos
sdo capazes de produzir, por exemplo, acido citrico e kojico, os quais possuem alto
interesse nas industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica. Por outro lado, a
producdo enzimatica € uma caracteristica de destaque dos fungos filamentosos. Por
possuirem um sistema de hidrolise eficiente, podem ser utilizados nao s6 para a
producdo de enzimas como também em processos para a agricultura, biorremediacéo
e alimentagéo (GANDIA; GARRIGUES, 2024).

A utilizacdo de enzimas fungicas sempre esteve presente em nossa sociedade,
vindo de tradigcbes milenares que incluem a preparagado de bebidas, paes e bolos.
Entretanto, o primeiro registro de patente de uma enzima fungica data de 1894 com a
Taka-diastase, uma a-amilase de Aspegillus oryzae cultivada em arroz, registrada por
KANGO; JANA; CHOUKADE (2019). Evoluindo para os tempos atuais, ha um maior
entendimento sobre suas fungdes e estrutura, permitindo novas utilizagdes de
enzimas industriais. As enzimas fungicas promovem a catalise de uma série de
reagdes quimicas, além de oferecer uma série de vantagens econdmicas. Desta
forma, mais da metade das enzimas industriais utilizadas hoje no mundo sdo de
origem fungica (PECIULYTE et al.,, 2017). Os fungos tém sido importantes em
processos biotecnoldgicos tanto ancestrais quanto modernos. Tais processos e

produtos incluem uma variedade de moléculas e enzimas com as mais diversas
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finalidades. O uso de células fungicas para a produgao da maior parte das enzimas
industriais se baseia nas suas caracteristicas como tolerancia ao pH, termo
estabilidade, rendimento, baixos custos operacionais, processos downstream faceis e
baratos, dentre outros. Além disso, enzimas fungicas sdo caracterizadas por alta
produtividade, facilidade na purificacdo e separacdo, e eficiente estabilidade de
catalise em condi¢des severas (KANGO; JANA; CHOUKADE, 2019).

Dentre as principais enzimas fungicas do mercado estédo as proteases, lipases e
celulases. Estas enzimas s&o utilizadas em processos industriais de amido, bebidas,
alimentos, téxtil, alimentacdo animal, papel, couro, quimicos, produtos biomédicos e
aplicagbes no meio ambiente (Figura 4) (GUIMARAES et al., 2006; WEISS et al.,
2020).

Xilanases Asparaginases Celulases
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Figura 4. Aplicagbes de enzimas fungicas nos setores industrial, do meio ambiente e
biomédico.
Adaptado de EL-GENDI et al. (2022).
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Devido a versatilidade de substratos que os fungos sao capazes de degradar,
muitas enzimas fungicas sao robustas o suficiente para resistir a condigbes de
escassez de agua e altas temperaturas. Especialmente na fermentacdo em estado
sélido de substratos complexos, como residuos agroindustriais, naturalmente é
favorecido o crescimento fungico xerofitico, devido a menor biodisponibilidade de
agua (DIAZ et al., 2016; HOLKER; HOFER; LENZ, 2004).

Nas ultimas décadas, o mercado de enzimas apresentou um rapido crescimento.
Em 2017 foi avaliado em 7 bilhdes de dblares, e a projecao para 2024 € de 10,5 bilhdes
de ddlares. Este crescimento esta relacionado a maior demanda de enzimas
amiloliticas e celuloliticas utilizadas para a geracdo de biocombustiveis (KANGO;
JANA; CHOUKADE, 2019). Dentre as principais 260 enzimas comerciais nao
farmacéuticas, 60% s&o obtidas a partir de 25 géneros de fungos. Os principais
microrganismos sao Aspergillus sp. (representando 25%), Trichoderma sp.,
Penicillium sp., Rhizopus sp. e Humicola, sp. O mercado de enzimas industriais &
dominado por hidrolases (85%), oxidoreductases (8%), lipases (4%), transferases
(2%) e isomerases (1%) (AMFEP, 2015).

Apesar da maior parte do mercado global da L-ASNase ser de origem bacteriana,
pelo seu uso no tratamento da LLA, a L-ASNase fungica também possui importancia

econdbmica devido seu uso na industria de alimentos.

2.1.1 L-Asparaginase fungica na industria

Em 2002 foi descoberto que alimentos ricos em carboidratos submetidos a altas
temperaturas apresentaram altos teores de acrilamida (TAREKE et al., 2002). A
acrilamida é formada entre um agucar redutor e a L-asparagina, durante a fritura e
cozimento do amido a mais de 120 °C, em baixa umidade, através de um processo
nao enzimatico chamado reagdo de Maillard. O mecanismo envolve a formacao de
uma base de Schiff, seguido da descarboxilagdo e eliminagdo da ambnia ou de uma
imina substituida com o calor, formando assim a acrilamida (Figura 5A) (JIA et al.,
2021; ZYZAK et al., 2003). A acrilamida € neurotdxica, genotdxica, carcinogénica e
téxica ao sistema reprodutor humano (CORREA et al., 2021; TAREKE et al., 2002). A
Agéncia Internacional de Pesquisa em Céncer classificou a acrilamida como um

provavel carcinogénico humano (Grupo 2A) (STADLER et al., 2002).
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Mitigacdo da acrilamida em alimentos através da conversdo da L-asparagina em L-

acido aspartico pela L-ASNase.
Adaptado de JIA et al. (2021)

As estratégias de mitigagdo de acrilamida propostas vao desde a selegéo de
matéria-prima, composicdo dos produtos, otimizacbes de condigdes de
processamento e pré-tratamentos. Entretanto, o tratamento enzimatico é uma
alternativa mais simples e efetiva para reduzir a acrilamida presente nos alimentos
sem afetar o sabor e as propriedades nutricionais do alimento (JIA et al., 2021;
KORNBRUST et al., 2009). O tratamento dos alimentos ricos em carboidratos antes
o aquecimento com L-ASNase impede que a reacdo de Maillard ocorra, devido a
hidrolise da L-asparagina em L-acido aspartico, reduzindo em até 99% a formacéo de
acrilamida (Figura 5B) (LINDSAY; JANG, 2005).

L-ASNases obtida a partir de A. oryzae e A. niger sao utilizadas atualmente na
industria de alimentos sob os nomes comerciais de Acrylaway® e PreventAse®,
respectivamente (MUNEER et al., 2020). Estas enzimas possuem usoO seguro e
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recomendadas pela Organiza¢gdo Mundial da Saude (OMS) como aditivos alimentares,
e reconhecida pela Food and Drug Administration (FDA) como generally recognized
as safe (GRAS), geralmente reconhecido como seguro, traducgao livre), além disso, a
L-ASNase € degradada nos processos de aquecimento, garantindo sua degradagao
apos a hidrolise da L-asparagina (CORREA et al., 2021; HENDRIKSEN et al., 2009;
XU; ORUNA-CONCHA; ELMORE, 2016).

2.2 PRODUCAO E PURIFICACAO DE L-ASPARAGINASE FUNGICA

2.2.1 Upstream e downstream

Os processos para a produgédo enzimatica consistem nos estagios iniciais da
biotransformacado. Estas etapas incluem o planejamento e preparagdo do meio de
cultivo do fungo, obtenc&do da enzima, selegdo dos solventes para compor o extrato
bruto e otimizagdo de metodologias. A escolha dos processos upstream também afeta
0s processos downstream, envolvidos posteriormente na purificagdo. Por exemplo,
uma extracdo com a presenca de muitas proteinas contaminantes dificulta a
purificagdo da proteina (GUAJARDO; SCHREBLER, 2023; RINALDI et al., 2016).

Portanto, os parametros relacionados a fermentacdo microbiana sao
determinantes. Extratos enzimaticos obtidos a partir de fungos filamentosos do género
Aspergillus ja vem demonstrando resultados interessantes de atividade enzimatica
para a enzima L-ASNase (16,05 — 43,99 U/mL) em meio Czapek-Dox (pH 6,0 — 6,3,
30 —-35°C, 140 — 160 rpm, 96 h) suplementado com asparagina, L-prolina e sacarose
(GURUNATHAN; SAHADEVAN, 2011, 2012). Por outro lado, resultados com
menoratividade enzimatica foram reportados em cultivos de fungos do mesmo género,
no mesmo meio, porém suplementados apenas com glicose e asparagina, a 35 °C,
120 rpm e 96 h (ZIA et al., 2013).

Em outro estudo, foram detectados valores de atividade enzimatica entre 404,0
e 376,0 U/mL em um cultivo submerso de Fusarium semitectum e Fusarium
moniliforme utilizando L-prolina e glicose como fontes de nitrogénio e carbono,
respectivamente (TIPPANI; SIVADEVUNI, 2014). Estes resultados demonstram a
importancia da escolha das fontes de carbono e nitrogénio para uma maior produgéo
de L-ASNase.

Além do cultivo submerso, alguns estudos utilizando a fermentagdo em estado
solido e quantificaram elevada atividade enzimaticas (LOPES et al., 2017). UPPULURI
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et al. (2013) registraram uma produgao de 344,0 U/gsubstrato de L-ASNase de A. niger
em torta de gergelim preto. Cultivos de Aspergillus sp. em casca de laranja e em roma
produziram 70,67 U/gsubstrato € 253,0 U/gsubstrato, respectivamente (NAIR et al., 2013;
RANI; SUNDARAM; VASANTHA, 2012). Apesar da alta produgcdo enzimatica em
cultivos em estado solido, estes cultivos requerem meios complexos e dificil de
alcancar os parametros de pureza necessarios para aplicacbes farmacéuticas
(LOPES et al., 2017).

2.2.2.1 Lise celular

A lise celular € a primeira etapa para a obtencdo da enzima a partir do
microrganismo, visando um maior rendimento (GOMES; ZANETTE; SPIER, 2020).
Especialmente em escala industrial, a escolha da técnica utilizada é um desafio. E
necessario considerar seletividade, eficiéncia de energia, custos operacionais e
facilidade para escalonamento (GECIOVA; BURY; JELEN, 2002; MEVADA; DEVI,
PANDIT, 2019).

A primeira etapa para a obtengéo da L-ASNase de interesse farmacéutico inclui
a desintegracdo da membrana celular (COSTA-SILVA et al., 2018). Esta etapa é
necessaria porque existem dois tipos de L-ASNase de origem microbiana, tipo | e tipo
II. A L-ASNase tipo Il € a enzima de interesse clinico, pois é esta que apresenta alta
afinidade pela asparagina e, portanto, maior atividade antitumoral (SOUZA et al.,
2017). Este tipo de L-ASNase encontra-se no espago periplasmatico das células,
portanto a etapa de rompimento celular € critica para sua recuperagao
(CHAKRAVARTY et al., 2021; SOUZA et al., 2017).

Os métodos devem ser avaliados de acordo com a espécie microbiana, tempo
e temperatura de cultivo, bem como o meio. Em bactérias a maior barreira é a camada
peptidioglicana, em leveduras a espessa parede celular de p-glucanas e
manoproteinas fosforiladas, enquanto em fungos filamentosos a parede celular se
forma em varias camadas de [(-glucanas, glicoproteinas e quitina (Figura 6)
(GECIOVA; BURY; JELEN, 2002; KULA; SCHUTTE, 1987).
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Figura 6. Componentes da parede celular fungica.
Adaptado de VEGA; KALKUM (2012).

As técnicas utilizadas para o rompimento celular podem ser severas, gentis, ou
uma combinacao das duas. Os métodos mecanicos sao 0s mais severos, devido sua
nao especificidade e, porque além de romper a célula, podem promover a destruigcao
de componentes da membrana, e possivelmente das proteinas de interesse
(GECIOVA; BURY; JELEN, 2002; GOMES; ZANETTE; SPIER, 2020). As principais
técnicas mecanicas incluem ultrassonicagdo, homogeneizagdo a alta presséo, e
prensa francesa (ZHOU et al., 2014). Ja as técnicas ndo mecanicas, as quais s&o
menos agressivas as células, possuem alta seletividade e especificidade. Estes
meétodos incluem choque osmdtico, congelamento e descongelamento, lise celular, e
tratamentos com solventes e detergentes (GECIOVA; BURY; JELEN, 2002; GOMES;
ZANETTE; SPIER, 2020; MANERA et al., 2011). Solventes organicos (etanol,
acetona, tolueno, éter, acetato de etila) sdo comumente utilizados para a recuperagéo
de enzimas e biomoléculas (GOMES; ZANETTE; SPIER, 2020).

Além dos métodos citados anteriormente, novos métodos vém sendo
desenvolvidos considerando o tipo de parede celular de cada microrganismo. Por
exemplo, pérolas de vidro, ou outros materiais do mesmo formato, sdo amplamente
utilizados para a recuperagdo de biomoléculas de bactérias, fungos, leveduras e
microalgas (GOLDBERG, 2015; MONTALESCOT et al., 2015).

A agitagao das células fungicas com barra magnética em solventes promove
uma permeacao celular, sendo capaz de extrair e promover a recuperagao de
biomoléculas de origem fungica e de leveduras (MUSSAGY et al., 2022b, 2022a).
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Pode-se considerar este um método misto, devido ao uso da barra magnética e por
ser uma extragao solido-liquido, com o uso de solventes. Apesar disso, € um método
nao agressivo, visto que €& possivel controlar sua temperatura e intensidade, e
bastante versatil por poder permitir o uso de uma série de solventes organicos e
liquidos i6nicos (LIs). LIs e solventes eutéticos profundos s&o sais que possuem alta
carga positiva, normalmente ligados em um &nion orgénico ou inorganico. ILs s&o
considerados solventes amigaveis ao meio ambiente, bem como possuem varias
propriedades fisico-quimicas de interesse como baixa pressdo de vapor, baixa
inflamabilidade, alta condutividade ibnica, alta capacidade de dissolugdo, e
estabilidade térmica e quimica (ZHAO; BAKER, 2013).

2.2.2.2 Solventes

A escolha do solvente para a extracéo sélido-liquido na etapa da lise celular &
fundamental. E importante que o solvente tenha afinidade com a proteina, que néo
degrade a mesma e que também n&o a precipite. Além dos solventes citados
anteriormente, misturas ternarias podem ser uma opgao a se considerar, visto que ja
apresentam bons rendimentos na extragao e recuperagao de biomoléculas de fungos
e leveduras (MUSSAGY et al., 2021, 2023).

A escolha do solvente deve considerar a polaridade da enzima, o ponto
isoelétrico, ndo desnaturar a enzima, além de sua toxicidade ao meio ambiente, a qual
idealmente deve ser baixa. Além disso, o0 solvente pode auxiliar na atividade
enzimatica, por aumentar a taxa de conversdo e rendimento (GUAJARDO;
SCHREBLER, 2023). Além do uso de solventes de baixa polaridade amigaveis ao
meio ambiente, como etanol, solventes eutéticos profundos (SEP) sdo uma
possibilidade devido ao seu baixo custo, facilidade de produgao e baixa toxicidade
(LING; HADINOTO, 2022).

SEPs s&o formados por um receptor de hidrogénio, como cloreto de colina, e
um doador de hidrogénio, como alcoois, acidos organicos, ou ureia (ABBOTT et al.,
2003; LING; HADINOTO, 2022). SEPs vem sendo aplicados como meio de reagéo
para catalise enzimatica, pois permitem reacdes com substratos de diferentes
polaridades. Além disso, a adigdo de uma baixa fragdo de agua reduz efetivamente a
viscosidade dos SEPs (GUAJARDO et al., 2016, 2017; ROMANO et al., 2023).
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Devido sua alta presenga em células vivas, a agua continua sendo o principal
solvente utilizado para a extracdo de uma série de componentes celulares como
acidos nucleicos, carboidratos e principalmente enzimas (BUTLER, 1979). Entretanto,
é interessante estudar solventes menos polares que a agua, sejam puros ou em
misturas ternarias com agua, especialmente em extragbes que visam enzimas
presentes no espaco periplasmatico das membranas, devido aos diferentes graus de
polaridade das membranas celulares. Além disso, o uso de solventes e misturas
menos polares que a agua também é relevante para o entendimento da enzima em
questado (BUTLER, 1979; PINHO; PASSOS, 2011).

Entretanto, um fator crucial a ser analisado € o efeito do solvente organico na
proteina, pois é possivel ocorrer a desnaturacdo da enzima. E importante o
desenvolvimento de processos extrativos para caracterizar o impacto do solvente
organico na estrutura da proteina, para fins de conhecimento acerca da enzima.
Existem uma série de enzimas que possuem boa estabilidade e atividade quando
extraidas por solventes organicos a partir de microrganismos, elas enzimas s&o
chamadas de enzimas tolerantes a solventes organicos (DOUKYU; OGINO, 2010).
Algumas destas enzimas sdo proteases, lipases, amilases e tirosinares (DOUKYU,
KUWAHARA; AONO, 2003; GUPTA; KHARE, 2007; ITO et al., 2001; OGINO et al.,
2004)

2.2.2.3 Sistemas aquosos bifasicos (SABs)

As técnicas tradicionais de purificacdo de proteinas incluem precipitagdo e
cromatografia em coluna, que normalmente possuem baixos rendimentos e altos
custos. Novas abordagens vém sendo utilizadas, como a centrifugagéo seguida de
eletroforese, porém esta apresenta dificuldades no escalonamento para a industria,
além de altos custos. Uma técnica eficiente, custo-beneficio, rapida, facil e amigavel
ao meio ambiente s&o os sistemas aquosos bifasicos (SABs) (SINGLA; SIT, 2023).

SABs sé&o produzidos quando uma combinacéo de solutos hidrofilicos apresenta
incompatibilidade acima de concentragbes criticas. Podem ser sistemas
polimero/polimero, polimero/sal, etanol/sal e micelares. No caso dos sistemas com
polimeros, grandes agregados sao formados e os dois polimeros tendem a se separar
em duas fases diferentes devido a exclusao estérica. Os polimeros mais utilizados sao

polietilenoglicol (PEG), polipropilenoglicol (PPG) e dextran. No caso dos sistemas
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polimero/sal, o fendmeno de exclusdo é observado quando uma alta concentracido de
sal, na presenca de um polimero, captura uma grande quantidade de agua presente,
formando duas fases, devido a hidrofobicidade dos polimeros em relagao a solugdes
salinas. Sistemas polimero/sal possuem vantagens em relagcdo aos sistemas
convencionais agua/solvente para a separagdo de moléculas, pois cada fase possui
mais de 80% de agua, e com o uso de tampdes adequados, pode-se simular o
ambiente celular (PETKOVIC et al., 2010). Outras vantagens incluem o equilibrio
alcangado rapido, baixo custo, amigavel ao meio ambiente e facilidade para
escalonamento (MAGRI et al., 2020; ULBRICHT; JORDAN; LUXENHOFER, 2014).

Os sistemas aquosos bifasicos vém sendo amplamente usados na separagao e
recuperacdo de biomoléculas, especialmente proteinas, como por exemplo, lipase,
lacase, protease, colagenase, invertase, penicilina acilase, L-ASNase, dentre outras
(AGUILAR et al., 2006; KARKAS; ONAL, 2012; LIMA et al., 2013; MAGRI et al., 2020;
MAYOLO-DELOISA; TREJO-HERNANDEZ; RITO-PALOMARES, 2009; MOREIRA et
al., 2013; SENPHAN; BENJAKUL, 2014; SOUZA et al., 2015). Além disso, devido ao
alto teor de agua em casa fase, SABs s&o amplamente utilizados para a recuperagéo
de biofarmacos como anticorpos monoclonais, DNA, células, fatores de crescimento,
e hormonios, garantindo alta estabilidade das biomoléculas durante o processo de
extracdo (PEREIRA ALCANTARA et al., 2013).

Os eventos fisico-quimicos envolvidos na formagao e separacao dos SABs séo
extremamente complexos. Simplificando, tais eventos sdo baseados na entalpia de
hidratacdo e no saldo liquido de entropia. Apesar dos compostos principais de um
SAB serem primariamente hidrofilicos, a entalpia da hidratagdo entre estes compostos
é diferente. Como resultado, dois cenarios termodinamicos s&do possiveis. Se a
quantidade de energia no sistema for alta o suficiente para superar a diferenca entre
a entalpia e a diferencga de entalpia de hidratacdo, os dois compostos devem coexistir
em uma unica fase homogénea. Caso contrario, a separagado dos dois compostos é
energeticamente favorecida, promovendo a formagao de duas fases. A caracterizagéo
inicial de um SAB ¢é altamente importante para a determinagdo da curva binodal, que
compde as propriedades mais importantes que abrange a composigcdo da fase e a
propor¢gao da massa entre as fases topo e fundo (AMRHEIN et al., 2014; RITO-
PALOMARES; BENAVIDES, 2017).
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No geral, a particdo de proteinas é conduzida por ligagdes de Van der Waals,
ligagdes hidrofobicas e hidrofilicas, interagdes idnicas entre as biomoléculas, e a fase
presente. Desta forma, a particdo € influenciada pelas concentracbes e peso
molecular do polimero, tipo e concentragédo do sal, e pH (NAGARAJA; [YYASWAMI,
2015). A preferéncia de uma proteina para migrar para uma fase depende de uma
série de fatores, os quais incluem peso molecular, area da superficie, carga
eletroquimica, ponto isoelétrico, e o teor de residuos hidrofébicos (SEBASTIAO et al.,
1997). Os parametros do SAB desempenham um papel importante durante a partigcao
da molécula de interesse para uma fase especifica. Para obter alto fator de purificagao
e rendimento, é necessario fazer uma selec¢ao do tipo e peso molecular do polimero,
tipo e concentracdo de sal, o comprimento da linha de amarragéo (tie-line), a
proporgao do volume das fases, temperatura, e o pH do sistema (RITO-PALOMARES;
BENAVIDES, 2017)

A curva binodal (Figura 7) fornece a composi¢cédo exata das fases topo e fundo.
As composicdes representadas pelos (pontos abaixo da curva binodal sao
homogéneos. Duas fases s&o formadas apenas nos pontos acima da curva.
Tradicionalmente, curvas binodais s&o construidas seguindo o método de ponto de
névoa. Solugdes estoque de polimero ou sal (ou polimero-polimero e alcool-sal) s&o
adicionadas a outra por gotejamento até a detecgdo de uma solugdo enevoada. Neste
ponto critico, o ponto de névoa, a turbidez da mistura € um indicativo para a formacéo
de duas fases (DE ARAUJO SAMPAIO et al., 2016). Apos isso, a composigao da
mistura pode ser calculada pela quantificagdo do peso de todos os componentes
adicionados. Este procedimento deve ser realizado em condi¢gdes de constante
agitacdo e controle de temperatura.

O comprimento da tie-line (Figura 7), que representa a concentragao final dos
componentes das fases topo e fundo, € normalmente utilizada para expressar os

efeitos da composigéo do sistema na particdo do material.
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Figura 7. Curva binodal (ou diagrama de fase) de um sistema polimero-sal. Composto
da fase do fundo esta plotada na abscissa, e o composto da fase topo esta plotado na
ordenada.

A — B: Comprimento da tie-line; A: composi¢do da fase topo; B: composigédo da fase fundo; C: ponto
critico (ponto de névoa); V:: proporgéo dos volumes; AC7 e AC2: diferenga absoluta na concentragéo
dos constituintes formadores das fases. Adaptado de RITO-PALOMARES; BENAVIDES (2017).

Os sistemas aquosos bifasicos sao tradicionalmente classificados em dois
grupos principais: sistemas polimero-polimero e polimero-sal. Atualmente, é possivel
classificar SABs em 5 grupos principais, incluindo alcool-sal, micelares, e liquidos
idbnicos (Figura 8).
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Figura 8. Classificagdo geral de sistemas aquosos bifasicos e suas principais

caracteristicas.
Adaptado de RITO-PALOMARES; BENAVIDES (2017)

Como demonstrado na Figura 8, os SABs s&o versateis, os componentes de
cada sistema sio variaveis, e suas propriedades de particdo auxiliam na separagao
de um amplo espectro de moléculas como proteinas, particulas de virus, células,
pigmentos, compostos bioativos de baixo peso molecular, metais e alcaloides (RITO-
PALOMARES; BENAVIDES, 2017). Portanto, a seleg&o do tipo de sistema depende
das caracteristicas da molécula de interesse, sua fonte e sua aplicacao.

O numero de experimentos necessarios para determinar as condi¢oes de uma
extragdo por SAB pode ser reduzida utilizando os parametros do sistema como por
exemplo, o tamanho da linha de amarracéo, a razdo dos volumes das fases, o pH e a
massa molar do polimero na particdo da proteina (RITO-PALOMARES, 2004). A
efetividade da particdo pode ser avaliada através do coeficiente de particado, fator de

purificacdo, seletividade, recuperacao e pureza.

2.2.2.3.1 Polimeros

A definicdo mais simples de polimero € uma molécula de cadeia longa composta
por unidades menores chamadas monémeros, repetidas e ligadas quimicamente. A
estrutura dos polimeros pode variar de acordo com a forma como esses mondmeros
estdo conectados. Em uma estrutura linear (unidimensional), os monémeros se
organizam em cadeias simples. Em um arranjo bidimensional, as cadeias podem
interagir entre si através de ligagbes quimicas ou interagdes fracas, formando uma

rede mais complexa. Ja na estrutura tridimensional, as cadeias de polimeros se
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entrelagam, criando uma configuragdo ainda mais intricada e robusta (BABOORAM,
2020).

Os principais polimeros utilizados em SABs para a separacdo de proteinas
incluem PEG (variando seu peso molecular entre 300 — 8000), PPG (200 — 600 de
peso molecular), dextran, UCON™, PVBAm, poliacrilato de sodio (NaPa), dentre
outros polimeros sintéticos (RITO-PALOMARES; BENAVIDES, 2017). Neste trabalho,
os polimeros a serem testados sdo PEG 400, 1500, 2000 e 4000, e PPG 400 por
serem biocompativeis e ndo-téxicos (D’'SOUZA; SHEGOKAR, 2016; FRIED, 2014).

O PEG e o PPG sao polimeros amplamente utilizados em diversas aplicagdes
industriais e biomédicas devido as suas propriedades quimicas e fisicas versateis. O
PEG é sintetizado a partir da polimerizacdo do oxido de etileno, enquanto o PPG é
obtido pela polimerizacdo do 6xido de propileno. Ambos os polimeros possuem uma
estrutura de cadeias repetitivas de éteres, o que Ihes confere flexibilidade e resisténcia
quimica. No entanto, diferem em sua solubilidade e comportamento hidrofilico: o PEG
é altamente soluvel em agua, o que o torna ideal para aplicagdes farmacéuticas, como
transportador de medicamentos e em formulagdes cosméticas. O PPG, por sua vez,
apresenta solubilidade reduzida em agua, sendo mais utilizado em lubrificantes,
espumas e adesivos. Outra diferenga significativa entre os dois polimeros € a
biocompatibilidade. O PEG é amplamente biocompativel e ndo toxico, o que permite
seu uso em sistemas de liberagdo controlada de farmacos, enquanto o PPG, embora
utii em muitas aplicagdes industriais, tem menor aplicabilidade em sistemas
biomédicos devido a sua maior hidrofobicidade (D’SOUZA; SHEGOKAR, 2016;
FRIED, 2014).

2.2.2.4 Cromatografia de troca ibnica

A separacao de proteinas por sistemas aquosos bifasicos € considerada de
baixa resolucdo, especialmente em proteinas nativas, portanto, ndo é raro a adigao
de pelo menos mais uma etapa cromatografica apds a separacgéo por duas fases (LlI;
BEITLE, 2002; MAGRI et al., 2020).

A cromatografia de troca idnica (CTl) € uma técnica n&o desnaturante
amplamente e historicamente utilizada para a caracterizagdo de proteinas
terapéuticas, anticorpos monoclonais, aminoacidos, acidos nucleicos e outras

moléculas, sendo o método cromatografico mais utilizado na purificacédo e
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caracterizagdo de proteinas terapéuticas (FEKETE et al., 2015). Apesar de ser
considerada o padrao ouro na analise de proteinas carregadas, parametros como tipo
de coluna, fase movel, pH e concentragao do gradiente de sal precisam ser otimizados
para cada proteina (REA et al., 2011).

A separagao de proteinas pela CTl se baseia na diferenca da carga das
moléculas, a partir da interagdo das proteinas com a fase estacionaria. A classica CTI
utiliza um gradiente de sal linear aplicado na eluicdo (FEKETE et al., 2015). A CTI
apresenta alta seletividade, pois pequenas diferengas na carga das moléculas
permitem tempos de retencdo diferentes. Além disso, possui capacidade de purificar
substancias complexas, de compostos com cargas semelhantes; escalabilidade, alta
capacidade de ligagdo, ser um método rapido e possui facilidade de modulagéo
(alterar parametros de acordo com a proteina) (FEKETE et al., 2015; REA et al., 2011)
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3 OBJETIVOS

Produzir e purificar a L-asparaginase produzida pelo fungo Penicillium sizovae a

partir de sistemas aquosos bifasicos polimero-sal.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar as etapas downstream e upstream da produc¢ao de L-ASNase a partir do
fungo Penicillium sizovae;

. Particionar a L-asparaginase atraveés de sistemas aquoso bifasicos polimero-sal;

. Purificar a L-asparaginase por cromatografia de troca idnica.
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4 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo, foram realizados uma série de ensaios com a finalidade de
avaliar o melhor meio de cultivo, o método de extracdo enzimatica (ultrassom ou
agitacdo com barra magnética), a concentracdo da extragdo solido-liquido, e o
solvente (tampao, misturas eutéticas com etanol, acetato de etila e agua destilada, e
solventes eutéticos), visando encontrar as condi¢des para um maior rendimento da L-
ASNase nativa obtida a partir de cultivo do fungo P. sizovae (L-ASNasePS). Ao final,
uma condicdo foi escolhida para purificagdo por um sistema aquoso bifasico
polimero/sal, seguido de cromatografia por troca ibnica. O processo ocorreu conforme
fluxograma representado na Figura 9.

Extragdo de proteinas

~ or tampao Tris,
Escolha de um meio Comparag3o dos p p L
Czapek-Dox p = misturas ternarias e
o métodos de extragdo "
modificados solventes eutéticos
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. ~ Cromatografia de troca L-ASNase de P. sizovae
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Figura 9. Fluxograma contendo as etapas para a obtengédo da L-ASNase purificada

por sistemas aquosos bifasicos polimero-sal do fungo P. sizovae a partir de um cultivo

com um meio Czapek-Dox modificado.

4.1 MANUTENCAO DO MICROORGANISMO

O fungo Penicillium sizovae foi obtido a partir de amostras do solo do cerrado,
coletadas em Agua Fria de Goias — GO (14°58'10.21"S, 48°1'19.43"W). O isolado

obtido em batata dextrose agar (BDA) foi depositado no SisBiota Brasil (Sistema
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Nacional de Pesquisa em Biodiversidade — CNPq) de fungos filamentosos com o
acesso de heranga genética de numero 010770/2013-5 e autorizagdo do Sistema
Nacional de Gestdo do. Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen) de acordo com a lei numero 12.123/2015 (registro: AEFBB51). A
cepa foi mantida no Laboratério de Enzimologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade de Brasilia, e foram doadas pelo professor Edivaldo Ximenes Ferreira
Filho. Os isolados foram armazenados a — 80 °C em meio Castellani (CASTELLANI,
1967).

A partir do estoque os fungos foram repicados em placas de BDA, a 28 °C
durante 7 dias. O pré-indculo foi repicado a partir dos cultivos em BDA, sendo este o
meio indutor de crescimento (IC) contendo 2,4% de BDA e 1% de extrato de levedura,

cultivado a 32 °C por 5 dias.

4.2 MEIOS DE CULTIVO

Neste trabalho, foram testados trés diferentes meios Czapek-Dox modificados,
a partir do meio descrito por BASKAR; RENGANATHAN (2012), e de meios descritos
por FREITAS et al., (2021). 50 mL de meio em Erlenmeyers de 250 mL foram
inoculados com 1 disco de 8 mm de pré-indculo e cultivados a 32 °C durante 5 dias a
120 rpm.

e Meio de Cultura 1 (MC 1): L-Prolina 1,71%; NaNO3 1,99%; L-Asparagina

1,38%; Glicose 0,65%; Caldo Batata Dextrose 2,4%; Extrato de levedura 1%

KoHPO4 0,0152%; MgS04.7H20 0,052%; KCI 0,052%; elementos trago (C:N

4,65) (BASKAR; RENGANATHAN, 2012);

e Meio de Cultura 2 (MC 2): L-Prolina 3%, L-Asparagina 3%, Ureia 1%, Extrato

de Malte 3%; Extrato de levedura 3%; MgS04.7H2.0 0,052%; KCI 0,052%;

elementos traco (C:N 2,82) (FREITAS et al., 2021);

e Meio de Cultura 3 (MC 3): L-Prolina 5%; L-Asparagina 3%; NaNO3 3%;
NH4SO4 3%; Extrato de levedura 3%; Peptona 5%; MgS04.7H20 0,052%; KCI 0,052%;
elementos trago (C:N 2,06) (FREITAS et al., 2021);
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e Sendo que, a solugao de elementos trago foi composta por ZnSO4 0,001%;
FeS04.7H20 0,001% e CuS04.5H20 0,001%. Todos os meios tiveram o pH ajustado
para 6,5 com KOH 5 M.!

Ao término dos cultivos, as biomassas foram filtradas em filtro de papel com
auxilio do funil Buchner em condicbes de baixa pressdo. O meio de cultura foi
descartado e as biomassas foram mantidas em freezer a — 20°C até as extragdes.

4.2.1 Peso seco

O peso seco foi calculado a partir da filtragdo de cultivos de 50 mL com papel
filtro previamente pesados. A biomassa foi seca em estufa com circulagédo de ar a 70
°C durante 48 h e pesada juntamente com os filtros. A massa final foi subtraida da
massa do papel filtro e, assim, foi obtido o peso seco. Este ensaio foi realizado em
triplicata.

4.3 EXTRACAO SOLIDO-LIQUIDO

As extracbes foram realizadas conforme metodologia de MUSSAGY et al.,
(2022b), com adaptacdes. A biomassa descongelada foi pesada e adicionada de
solvente (descritos a seguir) inicialmente na concentragao de 0,2 g/mL (concentragdes
de 0,3 e 0,4 mg/mL foram testadas posteriormente). Em tubos de vidro, as biomassas
foram ent&o agitadas a 700 rpm em placa magnética, a temperatura ambiente. Foram
realizadas quatro extragdes seguidas para cada condigao. Ao final, os extratos brutos
foram centrifugados a 12 000 g, 10 minutos e 4 °C. Os extratos foram submetidos a
quantificacdo de proteinas e, de atividade enzimatica de L-Asparaginase e
eletroforese em gel de acrilamida.

4.3.3 Sistemas ternarios

Para a extracao celular foram utilizados sete sistemas ternarios com diferentes

propor¢cdes de acetato de etila (EtOAc), etanol (EtOH) e agua destilada (H20). Os

1 A razdo C/N dos meios de cultivo foram quantificadas conforme bibliografia citada referente a cada

meio.
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sistemas foram: 1:0:2, 2:0:1, 1:1:1, 2:1:2, 3:0:1, 3:1 (EtOH:EtOAc:H20), conforme

demonstrado na Tabela 4.

Tabela 4. Relacao das propor¢des dos solventes ternarios utilizados para a obtencao

de extratos enzimaticos a partir das células de P. sizovae.

Etanol (%) Acetato de Etila (%) | Agua destilada (%)
33 0 66
66 0 33
33 33 33
40 20 40
75 0 25
42,5 15 42,5
50 0 50

O Tampéao Tris-HCI 50 mM pH 8,6 foi testado como controle positivo, devido o
pH o6timo da L-ASNase ser entre 6 — 10 (MUNEER et al., 2020). O tamp&o n&o foi
usado nos sistemas ternarios pois assim deixariam de serem ternarios, devido a

presenca de Tris no tamp&o além da agua.

4.3.4 Solventes eutéticos profundos

A sintese dos solventes foi realizada conforme descrito por MUSSAGY et al.,
(2022c). As diferentes molaridades do acido lactico ou acido butirico (Lac e But,
respectivamente), ambos doadores de ligagdes de hidrogénio foram adicionados ao
receptor de ligagdes de hidrogénio, cloreto de colina ([Ch]CI), para formar um liquido
transparente e homogéneo apos 2 horas de agitagdo a 80 °C. Foram realizadas
extracdes, conforme descrito no topico 2.3.3, com solventes eutéticos compostos de
[Ch]ClI com Lac e But nas propor¢des 1:1 e 1:2 (80% p/v). Os extratos foram
submetidos a quantificacdo de proteinas e, de atividade enzimatica de L-ASNase.

4.3.5 Lise celular por sonicagao

A lise celular por sonicacdo foi realizada os sistemas de extracdo que
apresentaram melhores resultados. A biomassa foi suspendida nos sistemas de
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extracdo na mesma concentragao utilizada anteriormente (0,2 g/mL). A mistura foi
sonicada em ultrassom (Sonics Vibra-Cell VCX-500, Sonics & Materials, inc, Newtown
CT, Estados Unidos) com 8 ciclos, 45 segundos de pulso e 30 segundos de repouso
e 40% de amplitude (COSTA-SILVA et al.,, 2018). Ao final, os extratos foram
centrifugados 12 000 g, 10 minutos e 4 °C. O sobrenadante foi coletado e denominado

extrato bruto.

4.4 QUANTIFICAGCAO DE PROTEINA

A quantificacdo de proteina foi realizada conforme BCA Protein Assay Kit
(Pierce®, Thermo-Fisher Scientific). Este ensaio se baseia na rea¢ao de Birueto, que
consiste na redugdo de Cu?* para Cu', em condigdes basicas, e o reagente
colorimétrico € o acido bicinconinico. Duas moléculas do acido reagem com um ion
de cobre Cu?*, e a coloragdo produzida pelo reagente é proporcional a concentragédo
de proteina. A coloragéo purpura € lida no espectrofotdmetro a 562 nm (SMITH et al.,
1985)

O ensaio foi realizado em placa de 96 pocos, sendo pipetados 25 uL de amostra,
ou padréo, em triplicata, e 200 uL do reagente. A placa foi entdo incubada por 30
minutos a 37 °C e lida a 562 nm em leitora de microplaca. A quantidade de proteina
foi estimada através de uma curva padrao feita com padrdo de albumina em nove
pontos (0, 25, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000 pg/mL), conforme Figura 10.
Brancos contendo cada sistema ternario e solvente eutético profundo foram

realizados.
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Figura 10. Curva padrao de albumina versus a absorbancia a 562 nm.

4.5 QUANTIFICACAO DE L-ASPARAGINASE

A quantificacdo da L-ASNase foi realizada através do método L-aspartil-B3-
hidroxamato (AHA). Esta metodologia se baseia na reacdo de formagédo do [3-
hidroxamato-aspartico quando o acido aspartico fica em contato com a hidroxilamina,
na presenca de L-ASNase. Esta reagao é parada com o acido tricloroacético (TCA),
acido cloridrico (HCI) e cloreto férrico (FeCls). O FeClz ira se complexar com o [3-
hidroxamato aspartico, sendo assim o reagente colorimétrico da reacdo (DRAINAS;
KINGHORN; PATEMAN, 1977). A reacéo, conforme demonstrada na Figura 11, € lida
em espectrofotdmetro a 500 nm.
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Figura 11. Reacgao da quantificacdo da atividade de L-ASNase pelo método de AHA.

Esta metodologia foi escolhida para a quantificacdo de L-ASNase pois a
metodologia de Nessler, além de superestimar a atividade enzimatica, pode também
quantificar amdnia presente no extrato bruto produzida pelo metabolismo microbiano
(FREITAS et al., 2021; MAGRI et al., 2018).

Cada ensaio foi realizado em triplicata em tubos cbnicos de 5 mL. Foram
adicionados 200 pL de L-asparagina 0,1 mol/L, 200 yL de hidroxilamina 1 molar
(neutralizada com NaOH), 1,4 mL de tamp&o Tris-HCI 50 mmol/L e 100 yL de amostra
(extrato bruto). Foram preparados brancos de cada amostra, compostos de 1,9 mL de
tampéo Tris-HCI 50 mmol/L e 100 pL de amostra, além de brancos de cada solvente
utilizado e sistema ternario. Todas as amostras foram incubadas a 37 °C por 30
minutos em banho-maria. Apos os 30 minutos, foram adicionados 500 pL do reagente
colorimétrico, composto por 5% de FeCls (p/v) e 10 % de TCA (p/v) em 0,33 molar de
HCI. As amostras foram centrifugadas a 10000 g durante 5 minutos, a 4 °C. A leitura
foi realizada em espectrofotbmetro a 500 nm. Também foram realizados ensaios
enzimaticos quantificando a L-ASNase a partir de amostras de células fungicas. Neste
caso, foram utilizados 100 mg de células, substituindo 100 pyL de extrato bruto.



69

Para a quantificagdo em pmols de (B-hidroxamato-aspartico, foi realizada uma

curva de calibrag&o construida com um padréo de (B-hidroxamato (Sigma-Aldrich®) a

5,0 mmol/L. A curva foi construida conforme descrito na Tabela 5.

Tabela 5. Construcéo das solugdes padrao utilizadas na curva de calibragao.

B-hidroxamato

Tampao Tris-HCI pH 8,6

Solucéo . FeCls/TCA/HCI
Padrio Moles (umol) aspartico (20 mmol/L) (mL)
(5,0 mmol/L) (uL) (mL)

Branco 0 0 2,000 0,5
Padréo 1 0,1 20 1,980 0,5
Padrao 2 0,25 50 1,950 0,5
Padrao 3 0,5 100 1,900 0,5
Padrao 4 0,75 150 1,850 0,5
Padrio 5 1,0 200 1,800 0,5
Padrao 6 1,5 300 1,700 0,5
Padrao 7 2,0 400 1,600 0,5
Padrao 8 3,0 600 1,400 0,5

Todos os padrbes da curva foram feitos em triplicata. Apds a adigdo da

solucao de FeCls/TCA/HCI, os padrdes foram lidos em espectrofotometro a 500 nm.

Os resultados obtidos podem ser visualizados na Figura 12.
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Figura 12. Curva padréo de concentragao B-hidroxamato (umol) versus absorbancia
a 500 nm.

O calculo da atividade enzimatica foi realizado conforme seguinte equagao:
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lASNase = [
mL

(umol B—hidroxamato aspartico) ] (2)

(volume da amostra)x(tempo de reacgio)

Para o calculo a atividade enzimatica especifica em U/mgproteina, @ 0 calculo foi

realizado conforme seguinte equagao:

—  ASNase = [

(umol B—hidroxamato aspartico) ] (3)
Mgproteina

(teor de proteina x volume da amostra)x(tempo de reagdo)

Ja para a atividade especifica expressa em U/gcel, a equacgéo foi a seguinte:

U (umol B—hidroxamato aspartico) (4)

ASNase = [

gcél. (concentragdo de células x volume da amostra)x(tempo de reagio)

4.6 ELETROFORESE EM GEL DE ACRILAMIDA (SDS-PAGE)

As proteinas dos extratos foram precipitadas com a adicdo de 5 volumes de
acetona gelada (- 20°C) (SIMPSON; BEYNON, 2010). As amostras foram ent&o
incubadas a — 20°C por 24 horas, centrifugadas a 10000 g, 15 minutos, 4°C.

As amostras foram suspendidas em 20 yL de tampao Laemmni (LAEMMLI,
1970) (Tris-HCI 0,125 M; SDS 2%; glicerol 10%; azul de bromofenol 0,004%; 2-
mercaptoetanol 10%) e aplicadas em gel desnaturante de acrilamida/bisacrilamida a
12% (LAEMMLI, 1970). O marcador de massa molecular utilizado foi de baixo peso
molecular (Sigma-Aldrich, Merck KGaA, MI, EUA), contendo as proteinas fosforilase
b (97,0 kDa), soroalbumina bovina (66,0 kDa), ovo albumina (45,0 kDa), anidrase
carbonica (30,0 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-lactalbumina (14,4 kDa). As
corridas de eletroforese ocorreram a 150 V e 30 mA para o gel concentrador e 250 V
e 50 mA para o gel separador.

Os géis foram corados com coloragéo de nitrato prata e Azul de Coomassie. A
coloragdo de prata foi realizada conforme descrito por Blum, Beier e Gross (BLUM;
BEIER; GROSS, 1987) com PlusOne Silver Staining Kit™ (GE Healthcare, IL, EUA).
A coloragdo com Azul de Coomassie foi realizada conforme descrito por Borejdo e
Flynn (BOREJDO; FLYNN, 1984), utilizando PhastGel™ Blue R (GE Healthcare, IL,
EUA).
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4.7 SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS

Cada sistema foi preparado a partir de uma mistura ternaria polimero + sal +
agua, de acordo com a Tabela 6. Foram escolhidos sistemas PEG + tampao fosfato e
PPG + [Ch]CI, com a composi¢cado de 15% de polimero, 20% de sal e 65% de agua
para os sistemas com PEG, e 30% de polimero, 16% de sal e 54% de agua para o
sistema com PPG (GLYK; SCHEPER; BEUTEL, 2014; MAGRI et al., 2020; NEVES et
al., 2016). O tampé&o fosfato foi preparado no pH 7,4 (KoHPO4:KH2PO4 3:1).

Tabela 6. Composicéo dos sistemas aquosos bifasicos polimero-sal.

Composigéao (%)

Sistema p
Polimero Sal Agua

PEG + Tampé&o fosfato

PEG-400 15 20 65

PEG-1500 15 20 65

PEG-2000 15 20 65

PEG-2000 15 20 65
PPG + [Ch]CI

PPG-400 30 16 54

O polimero, o sal e o extrato de L-ASNase (a 1,5 mg/mL de proteina) foram
adicionados a vidros graduados de 15 mL, para se obter uma massa total de 10 g,
fixando a concentracédo de proteina em cada sistema em 0,25 mg/mL. A seguir, 0os
sistemas foram agitados vigorosamente com o auxilio de um agitador de tubos vortex,
seguido de um equilibrio de 1 h a 25 °C em banho maria. Os sistemas foram
centrifugados a 2000 g por 30 minutos a 25 °C para a completa separagao das fases.
As fases (topo e fundo) foram separadas cuidadosamente com o auxilio de pipeta
Pasteur. Brancos também foram preparados, compostos pelos sistemas com a adigéao
de agua destilada ao invés do extrato bruto enzimatico (MAGRI et al., 2020).

A particéo foi avaliada a partir do coeficiente de particdo da atividade enzimatica
da L-ASNase e concentracdo de proteinas (Ka e Kb, respectivamente), a eficiéncia de
extragdo da L-ASNase [EE (%)], o fator de purificagdo (FP), e o balango de massa
[MB(%)], determinados conforme equacdes descritas abaixo:
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_ [L-ASNase]fase topo
[L-ASNase]fase fundo

Kbz LCPlfase topo (6)

[Cp]fase fundo

[L-ASNase]fase rica X Vase rica

04H) =
EE ( /0) ([L-ASNase]fase rica X Vfase rica) + ([L-ASNase]fase pobre X Vfase pobre) x 100 (7)
AEfase rica
FP = —/—/—= 8
AEinicial (8)
([Cp]fase topo X Vfase topo) +([CPfase fundo X Vfase fundo)
BM (%) = X 100 9
( 0) (Vfase topo+ Vtase topo) X ([Cp]inicial) ( )
AR — AEfase rica X 100 (10)

AEjnjcial

No qual AE corresponde a atividade especifica (U/mgproteina), [CP] a
concentragdo de proteina (ug/mL), BM a balango de massa (%), AR a atividade
relativa (%). A fase rica corresponde a fase rica em L-ASNase e, consequentemente,
a fase pobre a fase pobre em L-ASNase.

4.7.1 Ensaios fisico-quimicos

As fases topo e fundo de todos os sistemas foram submetidas a ensaios fisico-
quimicos para sua caracterizagdo. Foram calculadas e aferidos densidade, umidade
(Analisador de Umidade por Infravermelho V2000, Gehaka, SP, Brasil), e pH
(pHametro EDGE HI2002-02, Hanna Instruments Woonsocket, RI EUA).

4.8 ULTRAFILTRACAO

Para a remoc¢ao do polimero e sal e concentrar a proteina, as fases ricas em L-
ASNase foram coletadas e ultrafiltradas com membrana de 30 kDa de cut-off, por
sistema de ultrafiltragdo tangencial (Amicon™ 8200, MilliporeSigma™) antes da

cromatografia de troca ibnica.
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4.9 PURIFICACAO POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA

Foi utilizada uma coluna HiTrap DEAE FF 5 mL (Sigma-Aldrich®) em sistema
cromatogréafico AKTA pure™ (Cytiva™, Danaher Corporation, DC, USA). A coluna foi
previamente equilibrada com tampéao Tris-HClI 50 mM pH 8,6 numa taxa de 0,5
mL/min. Para a aplicagdo das amostras concentradas e sem polimero (previamente
filtradas a 0,45 um), foi injetado 2 mL de amostra e a lavagem de coluna foi realizada
com 5 volumes de coluna. Em seguida, a eluigdo ocorreu com variagdes de NaCl de
0 a 0,5 M e fragcbes de 2 mL foram coletadas, e em seguida foi feito SDS-PAGE
segundo Laemmli (LAEMMLI, 1970) (Sesséo 4.6). As fracbes com presencga de
bandas sugestivas de L-ASNase foram liofilizadas e reconstruidas com agua
ultrapura. Apés, a atividade enzimatica e a concentragcédo de proteina foram medidas
e o rendimento e o fator de purificagao foram calculados.

Os calculos de atividade relativa e fator de purificacdo foram realizados de
acordo com egs. 8 e 10, respectivamente, e o rendimento (n) foi calculado conforme

equagao a seguir:

N = (Vfinal X [L—ASNase]final
(Vinicial X [L—ASNase]ipjcial)

x 100 (11)

Sendo que, Vina representa o volume (mL) da fase em que a L-ASNase foi
extraida na maior proporgao; [L-ASNaselina corresponde a atividade enzimatica
(U/mL) onde houve a maior proporgao de extragao; Vinicial € 0 volume (mL) do extrato
bruto inicial; e [L-ASNaselinicial € @ atividade enzimatica (U/mL) do extrato bruto.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os ensaios realizados em triplicata tiveram suas médias submetidas ao teste de
normalidade Shapiro-Willk, e as médias apresentaram distribuicdo normal. Para a
comparagao de duas médias foi realizado o teste-t, e para a comparacao de trés
meédias ou mais foi realizada analise de variancia (ANOVA). Em caso de p<0,05, os
dados foram submetidos a pos-teste de Tukey. As analises estatisticas foram
realizadas com software RStudio (RSTUDIO TEAM, 2020).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 MEIOS DE CULTIVO

Os trés meios de cultura apresentaram diferentes resultados de peso seco
(Figura 13). Isso se deve as diferengas da relacdo C/N entre os meios. Nos meios com
maior presenca de carbono (Meio 1 e Meio 2), com relagbes de 4,65 e 2,82,
respectivamente, € possivel observar um maior peso seco, devido a maior quantidade
de carbono disponivel para o crescimento fungico. O mesmo comportamento foi
observado em cultivos de P. sclerotigenum em meio Czapek-Dox contendo dextrose
e meio de Aveia, dois meios que possuem alta relagdo C/N (CUTRIM et al., 2006).
MONTARROYOS et al. (2007) também identificaram que a presencga das fontes de
carbono maltose, sacarose e dextrose favoreceram o crescimento micelial do fungo

Mpycosphaerella musicola.
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Figura 13. Biomassa (g/L) e atividade especifica de L-ASNase (U/gce.) dos cultivos
dos 3 diferentes meios de cultivo de P. sizovae durante 5 dias a 32 °C e 120 rpm.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

Outro fator intrinsicamente ligado a relagéo de carbono e nitrogénio do meio de
cultura, diz respeito a producdo enzimatica do microrganismo. Apesar do MC 1
apresentar maior crescimento que o MC 2, o ultimo apresentou maior atividade
especifica de L-ASNase. A biomassa de cultivos em MC 2 apresentou, em média,
maior atividade de L-ASNase (0,75 U/gce.) do que do MC 1 (0,33 U/ geel) (Figura 13).
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Apesar da biomassa obtida apds o cultivo com o MC 3 apresentar atividade de
L-ASNase maior que do MC1 (0,47 U/mL), este meio apresentou um crescimento
celular insuficiente para prosseguir com os proximos ensaios (5,7 g/L). O baixo
crescimento fungico neste meio pode ser explicado pela sua baixa relagdo C/N,
havendo uma disponibilidade reduzida de carbono necessario para o metabolismo
celular fungico. Além disso, as fontes de nitrogénio também podem interferir na
atividade enzimatica de fungos filamentosos. Os 3 meios possuem L-prolina e L-
asparagina em comum como fontes de nitrogénio, porém em concentragdes
diferentes. Além disso, outras fontes de nitrogénio estao presentes em cada meio, CM
1 possui NaNO3 a 1,99%, CM 2 possui ureia a 1% e CM 3 possui NaNO3 e NH4SOa,
ambos a 3%. LIMA et al. (2013) avaliaram diferentes fontes de carbono e nitrogénio
na produgao de lipases por Penicillium aurantiogriseum. Foi observado que fontes
inorganicas de nitrogénio e relagcbes C/N mais baixas (2,5) promoveram uma maior
atividade especifica de lipases, do que cultivos com meios de maior C/N. No presente
trabalho, CM 1 tem a maior razdo C/N, a menor concentragéo de nitrogénio inorganico
e menor atividade especifica (Figura 13).

5.2 EXTRACAO POR SISTEMAS TERNARIOS ETANOL:ACETATO DE ETILA:AGUA
DESTILADA

Foram testados 11 sistemas ternarios, sendo que 7 consistem em misturas de
solventes e 4 em solventes eutéticos profundos. Foi realizada quatro ciclos de
extragdo para extratos dos dois meios selecionados. A mesma biomassa foi extraida
4 vezes, tendo seu extrato de cada extragdo quantificada em relacdo a sua
concentracdo de proteina. Através destes resultados, podemos observar que o
controle positivo Tris-HCI 50 mM pH 8,6 foi capaz de extrair a maior quantidade de
proteinas nas células fungicas obtidas pelos dois meios de cultivo (Figura 14).

Foi observado também que a concentragao de proteina nos extratos com tampao
do MC 2 foi superior a do MC 1 (1040 pg/mL e 1520 pg/mL, respectivamente). Isso
pode se explicar devido a maior presencga de L-ASNase nos extratos do meio 2, como
foi observado na quantificacdo de L-ASNase das biomassas dos cultivos (Figura 14).
Além disso, os extratos com tampao na quarta extracdo ainda tinham concentragdes
de proteina mais altas que de outros solventes, portanto o tampao Tris foi capaz de
extrair a maior quantidade de proteinas.



76

A partir destes resultados, MC 2 foi considerado o mais vantajoso para a

producao de L-ASNasePS, portanto ele foi 0 meio escolhido para os proximos ensaios.
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Figura 14. Extracédo de proteina (ng/mL) em ciclos nos diferentes sistemas ternarios

Etanol:Acetato de etila:Agua e solventes eutéticos profundos do meio de cultura 1 (A)

e do meio de cultura 2 (B).
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Tampéo Tris-HCI: Tris-HCI 50 mM pH 8.6; Misturas ternarias: EtOH:EtOAc:H20; [Ch]Cl:Lac (1:1):
[Ch]Cl:Acido Léctico 1:1; [Ch]Cl:Lac (1:2): [Ch]Cl:Acido Lactico 1:2; [Ch]CI:But (1:1): [Ch]Cl:Acido
Butirico 1:1; [Ch]CI:But (1:2): [Ch]Cl:Acido Butirico 1:2.

Foram testadas as atividades enzimaticas de L-ASNase dos extratos da primeira
extragdo dos seguintes sistemas: tampé&o, etanol 33%, etanol 50%, etanol 66%, etanol
75%, Lac 1:1, Lac 1:2, But 1:1, e But 1:2 (Figura 15). Os extratos contendo acetato de
etila foram excluidos deste ensaio devido sua interagcdo com a hidroxilamina presente
no ensaio de L-ASNase (SCHULZ; WAKIL, 1970).

Assim como observado na concentragdo de proteina dos extratos, a maior
atividade especifica de L-ASNasePS foi observada em extratos de tampao tris (Figura
15). Foi possivel observar que a atividade especifica foi crescente de acordo com a
porcentagem de etanol presente no sistema. Também foi observado uma maior
atividade especifica em [Ch]Cl:Acido butirico 1:2 em relacdo ao solvente com menor

quantidade de acido butirico.
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Figura 15. Atividade enzimatica especifica de L-asparaginase (U/mQproteina) €M
extratos (0,2 gce/mL) obtidos a partir de sistemas ternarios Etanol/Acetato de
Etila/Agua e solventes eutéticos profundos.
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Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). Tampao Tris:
Tris-HCI 50 mM pH 8.6; EtOH 33%: etanol 33%; EtOH 50%: etanol 50%; EtOH 66%: etanol 66%; EtOH
75%: etanol 75%; Lac 1:1: [Ch]Cl:Acido Lé&ctico 1:1; Lac 1:2: [Ch]Cl:Acido Léactico 1:2; But 1:1:
[Ch]Cl:Acido Butirico 1:1; But 1:2: [Ch]Cl:Acido Butirico 1:2.

Através da analise do SDS-PAGE, é possivel verificar a presenca de bandas
sugestivas a L-ASNasePS, proximas de 45 kDa, em todos os extratos, exceto no
sistema 1:0:1 (Etanol 50%) (Figura 16A). Os sistemas com acetato de etila (1:1:1,
2:1:3 e 3:1:3) também apresentaram bandas sugestivas a L-ASNase, com destaque
ao sistema 1:1:1 (etanol 33%, acetato de etila 33% e agua 33%). Os extratos de etanol
66% (1:0:2), etanol 33% (2:0:1) e etanol 75% (3:0:1) apresentaram poucas bandas,
comparando-se aos outros extratos, e bandas proximas a 45 kDa, o que corrobora
com os resultados da Figura 15 de atividade especifica.

Ja a analise do gel de extratos de solventes eutéticos profundos (Figura 16B)
demonstrou que quanto maior a presenga dos acidos orgénicos (acido lactico e
butirico), maior a quantidade de proteinas extraidas. Além disso, nestes extratos &
capaz de se distinguir poucas bandas, sendo uma delas proxima ao marcador

molecular de 45 kDa, sugerindo maior atividade especifica de L-ASNasePS.

—— — . T —
1:0:2 2:0:1 3:0:1- 1:0:1 1:1:11 2:11:2 3:1:3

But 1:1 But 1:2

Figura 16. Gel desnaturante de poliacrilamida (12%) dos extratos (0,2 g/mL) obtidos
a partir dos sistemas ternarios Etanol/Acetato de etila/Agua e solventes eutéticos

profundos.

Tampéo Tris-HCI: Tris-HCI 50 mM pH 8.6; Misturas ternarias: EtOH:EtOAc:H20; [Ch]Cl:Lac (1:1):
[Ch]Cl:Acido Léctico 1:1; [Ch]Cl:Lac (1:2): [Ch]Cl:Acido Lactico 1:2; [Ch]CI:But (1:1): [Ch]Cl:Acido
Butirico 1:1; [Ch]CI:But (1:2): [Ch]Cl:Acido Butirico 1:2.
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Apesar de um ceticismo inicial por parte da comunidade cientifica no uso de
solventes organicos em proteinas, nos ultimos 30 anos vem sendo um tépico de
pesquisa em biotecnologia em desenvolvimento. Sabe-se que a atividade catalitica de
enzimas € menor em solventes organicos do que em agua, porém enzimas em
solventes organicos podem apresentar diferentes propriedades como maior
seletividade e maior termo estabilidade (KLIBANOV, 1997; YANG; RUSSELL, 1996).
Além disso, industrialmente o uso de solventes organicos na solubilizagdo de
proteinas pode ser util devido a facilidade de se obter o produto final e rendimento,
além de reduzir o risco de contaminagcdo microbiana em reatores (YANG; RUSSELL,
1996). Neste cenario, a maior atividade especifica nos extratos com tampéao Tris-HCI
ja era esperada, devido o controle de pH e estabilidade enzimatica (SCOPES, 1994).

Uma das principais questdes acerca do uso de solventes orgénicos em enzimas
€ se a proteina vai manter sua conformacao nativa, pois estes solventes podem ser
desnaturantes. Porém, nem sempre isso € reportado (YANG; RUSSELL, 1996). Uma
hipétese € de que quando propriamente solubilizada em um solvente organico, a
enzima fica cineticamente (mas ndo termodinamicamente) “presa” na sua
conformacao nativa (ZAKS; KLIBANOV, 1988). Outra possivel vantagem do uso de
solventes durante a extragao das células € o rompimento celular ser facilitado devido
a degradacédo de moléculas da membrana das células (YANG; RUSSELL, 1996). A
agua é necessaria para a manutengao da atividade catalitica enzimatica, o que pode
explicar a presencga de atividade em todos os sistemas EtOH:EtOAc:H2O testados
neste trabalho, pois todos apresentam agua.

Outros possiveis desafios encontrados incluem desestabilizagdo das estruturas
secundaria e terciaria causada pelo etanol, pH, mobilidade, bloqueio do sitio ativo,
dentre outros (KLIBANOV, 1997). Ja existem estratégias para contornar todos esses
problemas, incluindo a otimizacdo da adicdo de agua, liofilizagdo da enzima na
presenga de crioprotetores, uso de detergentes em conjunto com os solventes
organicos e tampdes de fase organica (MATTOS; RINGE, 2001; TAHA; COUTINHO,
2016).

Os solventes eutéticos profundos (SEPs) ja sdo conhecidos por serem solventes
amigaveis ao meio ambiente, baixa volatilidade, baixa toxicidade, ndo inflamabilidade
e baixa pressdo de vapor. Portanto, os SEPs sdo promissores para substituir os
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agentes tradicionais de extrag&o e ja vem sendo usados na extragdo e separagao de
varios compostos como lignina, pesticidas, flavonoides, proteinas de animais e de
plantas, enzimas microbianas e aminoacidos (ZHOU et al., 2022). Aléem disso, ja
demonstraram aumentar a atividade biocatalitica de proteinas e serem usados com
sucesso na separagao de biomoléculas (AZIZI; BATEBI, 2012; MARCHEL;
COROADINHA; MARRUCHO, 2020; XU et al., 2019). Entretanto, a baixa atividade de
L-ASNase dos extratos em SEPs comparados aos de tampao Tris-HCI (Figura 15)
pode ser explicada pelo baixo pH, por serem formados por acidos organicos. O uso
de tampdes de fase organica podem ser uma solug&o para contornar este problema
(TAHA; COUTINHO, 2016).

A partir destes resultados, verifica-se que ainda assim os extratos com tampao
Tris-HCI apresentaram uma maior atividade especifica consideravel. Entretanto,
devido as vantagens associadas a extragao de proteinas com solventes orgéanicos e
SEPs, a investigacdo a respeito das condi¢gdes otimas pode ser interessante, pois
através do gel de SDS-PAGE foi possivel verificar a presenca de L-ASNase em todos
os extratos (Figura 16).

5.3 EXTRACAO

A etapa de extracdo e rompimento celular € critica para um maior rendimento
enzimatico (GOMES; ZANETTE; SPIER, 2020; SOUZA et al., 2017). Para comparar
os métodos de extracao, foram selecionados os solventes de extragao: tampao Tris,
EtOH 66%, EtOH 33%, [Ch]Cl:Lac 1:1, [Ch]Cl:Lac 1:2, [Ch]CI:But 1:1 e [Ch]CI:But 1:2.
O método mais comumente utilizado para biomassas de até 20 g € a sonicacéo,
entretanto, este método pode causar perdas na atividade enzimatica devido ao
aumento de temperatura, além de um maior gasto energético e maiores custos
(DOPP; REUEL, 2018; WANG; YUAN; HALE, 2016).

Outros métodos utilizados s&o prensa francesa, homogeneizador de alta presséo
e pérolas de vidro. Assim como a sonicagao, estes métodos séo fisicos e severos, e
sendo otimizados podem atingir altos rendimentos (YAO et al., 2018; ZHANG et al.,
2019). Entretanto, estes métodos possuem algumas desvantagens como falta de
seletividade através da liberagao simultdnea de outros componentes do citoplasma.

Isto pode acarretar um maior numero de etapas downstream, formar pequenos detritos
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celulares. Estes métodos envolvem operagdes de alto consumo energético e séo
adequados apenas para processos de batelada (MUSSAGY et al., 2020).

Neste cenario, é importante considerar os custos, especificidade, rendimento e
impacto ambiental do método de rompimento celular a ser utilizado. MUSSAGY et al.,
(2020, 2022b, 2022a) utilizaram a agitagdo com barra magnética para a extragao de
biomoléculas de levedura com sucesso. Nesta metodologia ndo ha aumento de
temperatura, possui baixos custos operacionais, facilidade de escalonamento e um
maior rendimento que nas extragdes das células com ultrassom.

O mesmo comportamento foi observado neste trabalho, com a concentragao de
proteinas. A partir da Figura 17, observa-se que em todos os solventes testados a
concentragcédo de proteina foi maior no método por agitagéo, exceto [Ch]Cl:Lac 1:1,
que nao apresentou diferenga estatistica. A extragcdo com tampéo por agitacéo se
destacou, com 1520,0 ug/mL contra 676,0 pg/mL por ultrassom. Também foi
observado que os SEPs de acido butirico apresentaram menores concentragdes de
proteina do que os de acido latico, corroborando com a maior atividade especifica dos
SEPs de acido butirico (Figura 15).
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Tampdo EtOH 66% EtOH 33% [Ch]Cl:.Lac [Ch]Cl:Lac [Ch]CI:But [Ch]CI:But
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Figura 17. Concentragéo de proteina (ug/mL) dos métodos de rompimento celular em
extratos (0,2 g/mL) obtidos a partir da extracdo de Tampao Tris, EtOH 66%, EtOH
33%, [Ch]CI:Lac 1:1, [Ch]Cl:Lac 1:2, [Ch]CI:But 1:1 e [Ch]CI:But 1:2.
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Extratos obtidos a partir de sonicagao e agitagao diferem entre si pelo teste-t (niveis de significancia:
*** = p<0,001, ** = p<0,01, * = p<0,05. Tampao: Tris-HCI 50 mM pH 8.6; EtOH 66%: etanol 66%; EtOH
33%: etanol 33%; [Ch]Cl:Lac 1:1: [Ch]Cl:Acido Lactico 1:1; [Ch]Cl:Lac 1:2: [Ch]Cl:Acido Lé&ctico 1:2;
[Ch]CI:But 1:1: [Ch]Cl:Acido Butirico 1:1; [Ch]CI: But 1:2: [Ch]Cl:Acido Butirico 1:2.

O comportamento das extragbes das células fungicas ser no geral mais
eficientes pelo método de agitacédo € explicado provavelmente pelo aquecimento da
amostra, e a L-ASNase € uma enzima termosensivel, sendo que o controle de
temperatura é fundamental durante o rompimento celular (LI et al., 2018). Com base
nestes resultados, o método de extragcdo utilizado foi o de agitagdo com barra

magnética e o solvente foi o tampao Tris nos préximos ensaios.

5.3.1 Concentracao dos extratos

Outro parametro da extracdo avaliado neste trabalho foi a concentracdo de
células umidas na extragcado, com tampéao Tris. As concentracdes testadas foram de
0,2 g/mL, 0,3 g/mL e 0,4 g/mL e a atividade especifica de L-ASNase de cada extrato
foi quantificada. Com base na Figura 18, € possivel verificar que os extratos a 0,4
g/mL apresentaram mais que o dobro de atividade especifica que as outras extragdes,
sendo 2,4 U/mgproteina €m extratos a 0,4 g/mL. Os maiores resultados de atividade
especifica da L-ASNase, extraida por maceragao, de P. sizovae por FREITAS et al.
(2021) foi de 0,87 U/mgproteina, 0,81 U/Mgproteina € 1,03 U/MQGproteina, apods planejamento
experimental Placket-Burman. Vale ressaltar que o resultado de 1,03 U/mgproteina fOi
obtido a partir de células cultivadas com as mesmas condi¢cdes deste trabalho, com 1
disco micelial de in6culo, a 32 °C, durante 5 dias com o meio Czapek-Dox modificado
usado no presente trabalho, o MC 2. O método de rompimento celular foi a unica
diferenga, sendo a maceragédo na concentracdo de 0,5 g/mL de células em tampé&o
Tris. No presente trabalho obteve-se mais que o dobro de atividade especifica com o
uso de 0,4 g/mL de células. Estes resultados demonstram vantagens da extragao de
células em relagdo também a maceracdo, com maior atividade especifica e menor

concentracéo de células.
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Figura 18. Atividade especifica em U/MmQproteina de extratos obtidos com tampao Tris-
HCI 50 mM, pH 8,6 nas concentragdes de 0,2 g/mL, 0,3 g/mL e 0,4 g/mL.

Em resumo, a partir dos resultados obtidos em 4.2 e 4.3, o processo downstream
da obtencédo de L-ASNase de P. sizovae foi definida como: MC 2 (C/N 2,82), 5 dias
de cultivo a 32 °C, extragao por agitagdo com barra magnética com tampao Tris-HCI
50 mM pH 8,6 na concentracdo de 0,4 g/mL de células umidas.

5.4 SEPARACAO POR SISTEMAS AQUOSOS BIFASICOS POLIMERO-SAL

No downstream foram utilizados sistemas aquosos bifasicos (SABs) polimero-
sal para a particao dos extratos de P. sizovae. Para uma melhor compreensao acerca
dos padrées de migragdo e mecanismo de particdo da L-ASNasePS nestes SABs,
propriedades fisico-quimicas e a eficiéncia de extragcdo foram determinadas. Além
disso, foram utilizados PEG de diferentes pesos moleculares (400, 1500, 2000 e 4000)
com tampéo fosfato (pH 7,4) para averiguar como o peso molecular do PEG afeta a
separagao da L-ASNasePS. Além disso, o sistema PPG-400/[Ch]CI também foi
testado. Ja foi reportado que o [Ch]CI é capaz de manter a estabilidade de proteinas
e aumentar sua atividade catalitica, portanto este sal foi utilizado para comparar os
resultados com o tampéao fosfato, que € amplamente usado em SABs, e conhecido
como um ambiente favoravel a proteinas (MAGRI et al., 2019; TAHA; COUTINHO,
2016). MAGRI et al. (2019) demonstraram que liquidos i6nicos de [Ch] s&o aditivos
biocataliticos que aumentam a atividade da L-ASNase de E. coli em agua. A estrutura
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nao foi afetada com a adi¢ao de [Ch]CI e a atividade relativa da L-ASNase aumento
250%.

Todos os SABs do presente trabalho foram avaliados em termos de parametros
de particao, eficiéncia de extragao (EE%), Ka e Kb, atividade enzimatica relativa (%),
pH densidade (g/cm3) e umidade (%) (Tabela 7).

Pela analise da EE% dos sistemas (Figura 19) € possivel confirmar que todos os
SABs de PEG-fosfato foram capazes de atingir 100% da separagédo da L-ASNase em
uma fase, a fase rica em PEG, indicando a preferéncia da L-ASNasePS nas fases
ricas em polimero nestes sistemas. Este mesmo comportamento foi observado em
SABs polimero/sal utilizados na purificagdo de outras proteinas, como L-ASNase de
E. coli, proteinas do ovo, proteinas de algas, dentre outras, com EE% de pelo menos
70% para a fase rica em PEG (BELCHIOR; FREIRE, 2021; MAGRI et al., 2020;
RAJAKUMAR; MUTHUKUMAR, 2018; SAHA; SARKAR; SEN, 2022).
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Figura 19. Eficiéncia de extracdo (%) e fator de purificagdo (FP) das fases ricas em

L-ASNase dos SABs polimero-sal.

O efeito do peso molecular do polimero interfere na particdo pois quanto maior o
peso molecular, maior a hidrofobicidade da fase rica em polimero. O aumento do peso
molecular do PEG nos sistemas PEG-fosfato correspondeu a um aumento no fator de
purificacdo, dos pesos 400, 1500 e 2000. A partir de 4000, entretanto, ha uma baixa
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no fator de purificagao (0,2), além de baixo Kb, atividade relativa (5,4%), atividade de
L-ASNase, concentragdo de proteina, além de perdas de massa (34,54%) (Tabela 7
e Tabela 8). Dois fatores determinam estes efeitos: exclusédo estérica da proteina e a
maior hidrofobicidade, desta forma, reduzindo a area da razdo entre grupos
hidrofilicos e hidrofébicos (FERREIRA; UVERSKY; ZASLAVSKY, 2018; MAGRI et al.,
2020; SUAREZ RUIZ et al., 2018; ZASLAVSKY; UVERSKY; CHAIT, 2016). Como a
L-ASNase possui carater moderadamente hidrofilico, sua particdo foi desfavoravel em
SAB com PEG-4000, devido a sua diferenga na forga da interagao entre proteina-
polimero. Conforme a cadeia do polimero aumenta, ha um aumento no efeito de
exclusdo estérica, fazendo com que intera¢des intramoleculares e aumento da tensao
interfacial entre as fases, resultando nessa interacéo fraca entre proteina-polimero
(CHOW et al., 2015; JOHANSSON et al., 1998).

Tabela 7. Composigao, pH, densidade, umidade de sistemas polimero sal PEG +
tampao fosfato e PPG + [Ch]CI.

o Densidade i
Composigao (%) pH Umidade (%)
(g/cm3)
Sistema

Polimero Sal Agua Topo Fundo Topo Fundo Topo Fundo

PEG + Tampéao fosfato

PEG-400 15 20 65 7,6 7,2 0,96 1,09 59,6 67,3

PEG-1500 15 20 65 8,4 7.4 1,02 1,27 54,9 71,7

PEG-2000 15 20 65 8,1 7.4 1,02 1,25 56,0 73,3

PEG-4000 15 20 65 8,6 71 1,13 1,3 53,3 69,7
PPG + [Ch]CI

PPG-400 30 16 54 5,9 6,5 0,96 1,09 26 75,7

O sistema PPG-400/[Ch]CI apresentou algumas diferengas dos SABs com PEG.
A primeira foi a fase rica em L-ASNase, neste sistema foi na fase fundo, a fase rica
em sal, com uma eficiéncia de extracdo de 93,6% para esta fase. A particdo da L-
ASNase para a fase rica em [Ch]CI, resultando num Ka > 0, pode ser explicada devido
a baixa hidrofobicidade da fase rica em polimero, que pode ser comprovada pela sua
baixa umidade (12,6%) (Tabela 7). Neste sistema, ambas as fases apresentaram pH
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menor que dos SABs contendo PEG, mas ainda maior que o p/ (ponto isoelétrico) da
L-ASNasePS, 4,84, maior Ka e menor Kb. Entretanto, foi observada a segunda maior
atividade relativa entre todos os sistemas, de 21,8% (Tabela 8 e Figura 20). Esta alta
atividade relativa pode ser atribuida pelo fato de que [Ch]CI é capaz de preservar a
estabilidade da proteina e sua atividade catalitica (MAGRI et al., 2019). Apesar da
atividade relativa consideravel, a fase rica em PPG-400 apresentou uma alta
concentragéo de proteina (0,68 mg/mL), reduzindo assim seu fator de purificagéo para
menor que 1, pois o fator de purificagao é calculado com base na atividade especifica
da enzima (U/mgproteina) (Tabela 8). Este resultado demonstra que outras proteinas
também tiveram afinidade por essa fase, particionando para ela, e reduzindo a
atividade especifica da L-ASNase.

Através da analise do fator de purificacdo das fases ricas em L-ASNase, apenas
os sistemas PEG-1500 e PEG-2000/tampao fosfato purificaram a enzima (PF > 1)
(Tabela 8 e Figura 20). Considerando a hidrofobicidade, era esperado que a L-ASNase
particionasse preferencialmente pela fase rica em sal dos sistemas PEG/fosfato, pois
estas fases apresentaram maior umidade que a fase topo, rica em polimero (Tabela
7). Entretanto, a particdo de proteinas em SABs envolve varios outros fatores, € um
balango complexo que envolve solubilizagdo, pH, e entropia e entalpia de ligacéo.
Todas as fases ricas em PEG apresentaram alto pH (> 8), portanto L-ASNase estava
negativamente carregada, o que adiciona afinidade da enzima pelo polimero (CHOW
et al., 2015).

Tabela 8. Parametros de particdo (K e EE[%], atividade relativa (%) Atividade de L-
ASNase (U/mL, U/mgproteina € U/gcel.), concentracdo de proteina (mg/mL), fator de
purificagdo e balango de massa (%) dos SABs polimero-sal.

Fase rica
Parametros de particéao L-ASNase Proteina
Sal Polimero FP BM (%)
Atividade
K EE (%) . U/mL U/mgproteina U/gcél. mg/mL
relativa (%)
PEG-400 0 100 16,9 0,176 0,337 0,352 0,522 0,51 95,94
Tampao PEG-1500 0 100 17,2 0,136 0,584 0,382 0,233 1,36 99,41
fosfato PEG-2000 0 100 28,7 0,227 0,656 0,566 0,346 1,63 1031

PEG-4000 e 100 54 0,1 0,21 0,201 0,479 0,2 65,46
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PPG-400 -0,6 93,6 21,8 0,153 0,225 0,306 0,681 0,5

94,97

FP: fator de purificagdo; BM: balango de massa.

Estes resultados sugerem que uma alta EE% ndo garante a manutencéo da
atividade de L-ASNase na fase rica, nem um fator de purificagédo alto (Figura 19). As
maiores atividades relativas obtidas foram dos sistemas PEG-2000/fosfato (28,7%) e
PPG-400/[Ch]CI, demonstrando que apesar de haver perdas na atividade catalitica da
L-ASNase, sdo sistemas promissores para a particdo desta enzima (Figura 20).
Entretanto, o sistema PPG-400/[Ch]CI ndo foi capaz de purificar a enzima, devido seu
FP menor que 1. O maior FP obtido foi do sistema PEG-2000/fosfato (FP = 1,63)
(Tabela 8). Além disso, este sistema ndo apresentou perdas de massa as maiores
atividades especifica entre todos os sistemas (0,66 U/mQproteina € 0,57 U/gcel.).
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Figura 20. Balango de Massa (%) e atividade relativa (%) das fases ricas em L-
ASNase dos sistemas aquosos polimero-sal.

O sistema PEG-2000/fosfato foi considerado o sistema de particdo da L-ASNase
mais vantajoso e sua fase rica em enzima foi concentrada por ultrafiltragdo (membrana
de 30 kDa cut-off) com a finalidade de remover o PEG e o sal presente na amostra,
para seguir com a cromatografia de troca idnica. E possivel verificar a presenca de

muitas bandas na amostra concentrada no gel de eletroforese, o que € esperado pois
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SABs sao plataformas de purificagao de baixa resolugdo. Portanto, pelo menos mais

uma etapa de purificagcéo & necessaria (Figura 21).

kDa EB Topo Fundo 1 FT
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Figura 21. Gel desnaturante de poliacrilamida (12%) corado com azul de Coomassie
contendo as amostras: extrato bruto (EB), fase topo, fase fundo, interface (I),
concentrado apds ultrafiltragéo (C), e filtrado (FT) de um sistema aquoso bifasico PEG-

2000/fosfato.
EB: extrato enzimatico de Tris-HCI 50 mM pH 8,6; C: cut-off de 30 kDa.

5.5 PURIFICACAO POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA

A fase topo do sistema PEG-2000/fosfato concentrada em 10 vezes por
ultrafiltracdo com membrana de 30 kDa de cut-off foi submetida a purificagcdo por
cromatografia de troca iGnica (Figura 22). Pela analise do cromatograma (Figura 22A),
€ possivel observar um grande pico se iniciando na fragao 2 e terminando na fragéo
10. Pela analise do gel de SDS-PAGE (Figura 22B) foi possivel observar a presenca
de bandas apenas nas fragdes 6, 7 e 8. Diferente do gel da fase topo concentrada
(Figura 21), ha a presenca de poucas bandas nas fragdes (aproximadamente 8),
sendo perceptivel a presenga da banda préxima ao marcador molecular de 45 kDa,
sugerindo ser a L-ASNasePS. As fragdes foram liofilizadas e suspendidas em agua

ultrapura, 10 vezes concentrada.
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Figura 22. Cromatograma da eluicdo com Tris-HCI 50 mM pH 8,6, de 5 mL da fase
topo concentrada (30 kDa) no Akta Pure, com uma coluna HiTrap DEAE FF, fluxo 0,5
mL/min, e tampéao de elui¢do Tris-HCI 50 mM NaCl 500 mM pH 8,6 (A). SDS-PAGE
(12%) corado com nitrato de prata. Fragcbes 5 a 8 obtidas a partir da corrida
cromatografica descrita em A.

Todas as fragbes (6, 7 e 8) foram concentradas 10x e apos liofilizagado
apresentaram atividade de L-ASNase, respectivamente de 2,89, 2,83 e 4,41
U/mgproteina (Tabela 9). Estas fragbes apresentaram fatores de purificagao de 7,19,
7,04 e 8,49, respectivamente. O rendimento das fragdées foi acima de 15%, e as
fracdes 7 e 8 apresentaram maior rendimento do que apenas o uso do SAB de PEG-
2000/fosfato, como pode-se observar na Tabela 9. A amostra concentrada apds
ultrafiltracdo apresentou um baixo fator de purificagcdo devido a possiveis perdas
durante o processo, que provavelmente promoveu a desnaturagao da L-ASNase, pois
a concentracao de proteinas se manteve alta (1,65 mg/mL). Além disso, o rendimento
acima de 100% ¢ indicativo da concentragdo da amostra.
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Tabela 9. Atividade total de L-ASNase (U/mL), concentragdo de proteina (mg/mL),
atividade especifica (U/mgproteina), fator de purificagéo e recuperagao das etapas de
purificacdo da L-ASNasePS.

\Y [L-ASNase] CP AE
Etapa de purificagéo FP N (%)
(mL) (U/mL) (mg/mL) (U/mgproteina)
Extrato bruto 10 0,65 1,62 0,40 1,00 100,0
Fase ricaem PEG 60 0,23 0,34 0,66 1,64 26,8
Concentrado 6 0,44 1,65 0,08 0,21 7461
Fracdo 6 (10x) 2 0,20 0,07 2,89 7,19 15,28
Fracdo 7 (10x) 2 0,37 0,13 2,83 7,04 27,93
Fracdo 8 (10x) 2 0,45 0,09 3,41 8,49 33,66

V: volume; [L-ASNase]: atividade enzimatica; CP: concentracdo de proteina; AE: atividade especifica;
FP: fator de purificagéo; n: rendimento. Fase rica em PEG: obtida a partir do SAB de PEG-2000/fosfato;

concentrado: fase rica do SAB ultrafiltrada com membrana de 30 kDa.

Estes resultados se assemelham com estudos encontrados na literatura na
purificagdo de enzimas com o uso de SABs PEG/sal. TADDIA et al., (2021) reportaram
rendimentos entre 7,1 — 79,9% e fator de purificacdo entre 1,9 — 11,1 apds 4 etapas
de purificagdo de xilanases de A. niger, incluindo SAB PEG/citrato e cromatografia de
troca idnica. CARDOSO et al. (2023) obtiveram um rendimento de 2,95% e fator de
purificacdo de 1,18 de uma L-ASNase expressa em heterologamente. Foram
realizadas duas etapas de purificagdo, uma delas sendo CTI. Valores similares foram
encontrados por ARUMUGAM; THANGAVELU (2022) na purificacdo de L-ASNase de
Chaetomium sp., com fator de purificacdo de 2,45 apdos duas etapas de purificagao,
incluindo CTI. Estes resultados demonstram que rendimento e fator de purificagao
podem variar e ndo s&o proporcionais ao numero de etapas de purificagcio.

No presente trabalho, apos 3 etapas de purificagao o FP variou entre 7,04 — 8,49
ne o rendimento entre 15,28 — 33,66%, das fracbes que apresentaram atividade
enzimatica de L-ASNase, apesar da presenca de outras proteinas como € possivel
observar pelo SDS-PAGE (Figura 22A) das fragbes coletadas pds CTI. Apesar de mais
de uma etapa de purificacado ser adicionada, o FP das fragcbes aumentou ao menos 4
vezes em comparagdo com as fases ricas em L-ASNase do sistema PEG-
2000/fosfato. A combinag¢ao dessas duas técnicas inclui a falta de necessidade de pre-
tratamento de materiais e reagentes, baixo custo, rapidez, baixo impacto ambiental e
a da possibilidade de tratar grandes volumes, facilitando o escalonamento. Além
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disso, normalmente quando se usa cromatografia para purificar proteinas é necessaria
uma etapa prévia de precipitagdo com sulfato de amdnio e dessalinizagao, que podem
reduzir o rendimento. O uso de SAB na purificagdo de L-ASNase proporcionou um
pré-tratamento de um extrato rico em diversas proteinas biocompativel, ndo-toxico, de
possuir baixos custos, ser ndo desnaturante, possuir facilidade no escalonamento e
curtos tempos de processamento (220).
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6 CONCLUSAO

Neste capitulo, as condi¢bes do downstream e upstream da L-ASNase de P.
sizovae foram avaliadas. A partir de um cultivo em meio Czapek-Dox modificado
(razdo C/N de 2,82) com ureia, L-prolina e L-asparagina como principais fontes de
nitrogénio obteve-se a atividade especifica de L-ASNase de 0,75 U/gcs.. Sistemas
ternarios contendo diferentes proporgdes de etanol, agua e acetato de etila, além de
solventes eutéticos profundos e tampéo Tris foram testados na extracdo da L-ASNase
a partir das células do fungo, sendo o tampao Tris o solvente com maio atividade
especifica.

Apo6s o estudo de sistemas aquosos bifasicos polimero-sal, o sistema PEG-
2000/fosfato demonstrou uma particao total para a fase topo (fase rica em polimero),
fator de purificacdo de 1,64, atividade relativa de 28,7% e rendimento de 26,8%. Com
a combinacédo de ultrafiltracdo e cromatografia de troca i6nica, o fator de purificagéo
aumento 4 vezes, com o rendimento maximo de 33,7%. Sistemas aquosos bifasicos
polimero-sal seguido de cromatografia de troca iGnica € um processo interessante
para a purificagdo de produtos biologicos, devido aos baixos custos, baixo impacto
ambiental, ndo necessitar da etapa de precipitagao, além da possibilidade de purificar
grandes volumes e tempo reduzido, em comparagdo com outros processos de
purificacdo. Entretanto, ainda €& necessario estudos para aumentar o fator de
purificagdo e melhorar o grau de pureza da L-ASNase expressa pelo fungo P. sizovae

de forma nativa.
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CAPITULO I

Expressao heteréloga da L-asparaginase de P. sizovae em E. coli BL21(De3)
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1 INTRODUGAO

Um bioprocesso robusto € fundamental para a garantia de que a qualidade do
produto final cumpra suas especificagdes, representando um dos maiores obstaculos
para o desenvolvimento de biofarmacos. A partir de pequenas alteragdes no processo
como parametros de operagéo, linhagem celular, métodos de produgéo e etapas de
purificagdo, os atributos de uma proteina podem ser afetados, como a estrutura,
atividade e a presenga de contaminantes (SASSI; NAGARKAR; HAMBLIN, 2015).

Em relacdo a L-ASNase, a maior parte da literatura cientifica disponivel esta
focada nos processos de otimizagao, rendimento e maximizagao do rendimento, sem
considerar os aspectos a respeito da qualidade do produto final. O estudo sobre o
desenvolvimento e produgéo visando viabilidade econdémica, eficacia e seguranga sé&o
fundamentais para uma L-ASNase viavel e segura (BRUMANO et al., 2019).

Nos ultimos anos uma série de fontes de L-ASNase e estratégias de
bioengenharia foram testadas, considerando redug&o de imunogenicidade e reagdes
alérgicas, alta atividade catalitica e baixo custo nos processos upstream e downstream
(PATEL et al., 2022). A L-ASNase tipo Il de eucariotos, como fungos e leveduras, vem
demonstrado menos efeitos adversos, porém possuem baixo rendimento
(CACHUMBA et al., 2016). Técnicas de expressao heterologa sdo empregadas a fim
de aumentar a recuperagao enzimatica, além da produg¢ao de enzimas recombinantes
com caracteristicas desejaveis. Uma série de estratégias moleculares e modificagdes
quimicas s&do empregadas para a redugao da imunogenicidade, estabilidade contra
degradacéao de proteases, baixa L-glutaminase, maior especificidade, maior tempo de
meia-vida, além de um maior rendimento em relagdo a enzima nativa (LEFIN et al.,
2023).

Devido a necessidade de uma L-ASNase para uso terapéutico com maior
afinidade com substrato, menor tempo de meia vida, baixa atividade de glutaminase,
estabilidade para as condigdes fisiolégicas do corpo humano, além da redugéo de
efeitos imunogénicos, e que seja economicamente viavel, o desenvolvimento e estudo
de técnicas de bioengenharia visando uma otimizag&o da produg&o enzimatica possui
importancia clinica, devido seu impacto tanto econémico quanto social (BRUMANO et
al., 2019; LEFIN et al., 2023; WANG et al., 2021).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 EXPRESSAO HETEROLOGA E PROTEINAS RECOMBINANTES

Em processos de larga escala, a produgéo de biofarmacos a partir de linhagens
selvagens normalmente é evitada, principalmente devido aos baixos rendimentos e
altos custos de processamento. Para resolver estes problemas, uma abordagem pode
ser o uso de tecnologia de DNA recombinante para transferir genes que codificam a
enzima de um microrganismo a outro. Este processo se chama expressao heterdloga
(LI et al., 2019).

A expressao heterdloga consiste na expressdao de um gene ou fragmento de um
gene de um microrganismo em um organismo hospedeiro. Esta técnica surgiu a partir
da inovagéo das tecnologias de DNA recombinante nos anos de 1970. Desta forma, é
possivel determinar estabilidade, atividade e especificidade da enzima desejada,
realizando multiplas copias de genes, utilizando fortes promotores e peptideos sinais
eficientes, além da adicdo de marcadores para auxiliar a purificacdo. O uso da
expressado heteréloga em organismos de facil cultivo, como bactérias, aumenta a
produtividade e reduz os custos de producdo (ALESSANDRA et al., 2010;
PASSAGLIA; ZAHA, 2014).

Para a producéo de biofarmacos, células de mamiferos sdo os sistemas mais
utilizados atualmente (WALSH, 2018). Proteinas recombinantes expressas em
levedura apresentam um alto perfil de N-glicosilagédo tipo manose, além da reducéo
do seu tempo de meia vida, o que pode comprometer a eficacia de glicoproteinas
farmacéuticas (BAGHBAN et al., 2018; WILDT; GERNGROSS, 2005). Uma série de
estratégias sdo utilizadas para a producdo de sistemas de levedura utilizando
glicoengenharia, o que aumenta os custos de producdo (HAMILTON et al., 2006). Ja
na expressao em plantas, o principal obstaculo presente € a auséncia de glicosilagéo
humana, sendo necessarias estratégias de glicoengenharia para a retengao de
proteinas no reticulo endoplasmatico (HAMORSKY et al., 2015; MUNRO; PELHAM,
1987).

Devido os desafios apresentados na producdo heterdloga em sistemas de
levedura e plantas, sistemas de E. coli tornam-se atrativos devido seu baixo custo de
cultivo, rapido crescimento, alto rendimento, facil selecdo de mutantes e manipulagao
genética, além de uma maior eficiéncia na incorporagao do DNA exogeno (GOPAL;
KUMAR, 2013).
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2.2 L-ASNASE GENETICAMENTE MODIFICADA

O uso de modificagbes moleculares ou quimicas de um produto original com a
finalidade de melhoramento das caracteristicas do farmaco sdo chamados de bio-
betters. Este termo se refere ao aprimoramento de caracteristicas de biofarmacos
formados por peptideos ou proteinas (BECK, 2011; SAUNA et al., 2017). Algumas
dessas estratégias moleculares incluem analise por bioinformatica, docking, dinamica
molecular e mutagénese sitio dirigida (MAHAVIDYALAYA; MUNDAGANUR;
KANNARATH, 2014; MUNHOZ COSTA et al.,, 2022). Através de estratégias
moleculares é possivel reduzir a imunogenicidade da L-ASNase (ANDRADE et al.,
2024; MUNHOZ COSTA et al., 2022). Ja as modificagbes quimicas incluem ligacéo
C-terminal com uma proteina de fusdo de cadeia unica (scFv) (aumenta a resisténcia
da L-ASNase a tripsina), fusdo do dominio TRAIL (induz células tumorais a apoptose),
PEGuilagdo, PASilagédo e bioconjugagao (promovem o aumento do tempo de meia-
vida) (BRUMANO et al., 2019; GUO et al., 2000). Neste cenario, proteinas bio-better
tem ganhado consideravel atengéo industrial, devido suas inovagdes e altos valor no
mercado devido suas vantagens clinicas.

A primeira L-ASNase produzida por bioengenharia aprovada para uso clinico foi
a pergaspargase (L-ASNase peguilada), modificada a partir da Elspar®, em 1994
(HOLLE, 1997). Desde entdo, varias formulagbes entraram no mercado com
tecnologias recombinantes, além de novas patentes (ALVES et al., 2016; TRIEU,
2015). As outras formulagbes aprovadas com tecnologia recombinante incluem
mutagénese dirigida Spectrila® (L-ASNase de E. coli) e Rylaze® (L-ASNase de D.
dadantii); e Asparlas® e Hamsyl® (ambas de E. coli) com PEGuilagao.

Em relagdo a expresséo, a L-ASNase industrial € produzida heterologamente,
sendo em sua maioria por E. coli. Na industria de alimentos a Acrylaway® e
PreventASe™ s3o obtidas de Aspergillus nigger e A. oryzae, respectivamente, e
expressadas em A. oryzae (MUNEER et al., 2020). No sistema de expressao com E.
coli, a L-ASNase enddgena do hospedeiro pode afetar a estabilidade do genoma da
bactéria e a taxa de retengcdo do plasmideo. Desta forma, variantes de E. coli sao
utilizadas para aprimorar os hospedeiros. A variantes BL21 (DE3) € a mais utilizada
para a producdo de proteinas, devido a deplecdo das proteases Lon e OmpT
(RATELADE et al., 2009). Além disso, esta variante é frequentemente aplicada com
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sistemas de expressao baseados no promotor T7, que é caracterizado por alta taxa
de transcricdo (HAUSJELL et al.,, 2018; ROSANO; CECCARELLI, 2014). Novos
sistemas de expressao vém sendo utilizados na literatura como plantas, mamiferos e
leveduras, na expressao de L-ASNase bacteriana e de levedura (DANTAS et al., 2019;
DE ALMEIDA PARIZOTTO et al., 2021; EFFER et al., 2019; MOHAMMADI et al., [s.d.];
RODRIGUES et al., 2019; SAJITHA et al., 2015).

Os niveis de secrecao de L-ASNase em sistemas heterdlogos também estéo
relacionados ao peptideo sinal. AGHAEEPOOR et al. (2011) substituiram o peptideo
sinal nativo numa sequéncia de L-ASNase |l pela sequéncia lider pelB, o que
aumentou o rendimento da L-ASNase. Em consequéncia de altos niveis de producao,
a L-ASNase em E. coli também pode ser expressa em forma de agregados insoluveis
parcialmente enovelados, que sdo chamados de corpos de inclusédo (Cls) (HANNIG;
MAKRIDES, 1998; KELLEY; WINKLER, 1990).

As principais condi¢des que interferem nos niveis enzimaticos da L-ASNase
recombinante incluem parametros de fermentagcdo, meio de cultivo, temperatura,
concentracdo de indutor e tempo pos-indugao. Além da construgao do vetor e da
expressdo da proteina de forma correta e ativa (WANG et al., 2021).

Apesar da expressdo heteréloga de L-ASNase bacteriana ser amplamente
estudada e aplicada na industria, ha pouco reportado sobre a expresséo heterdloga
de L-ASNase com origem de fungos filamentosos (RODRIGUES ANDRADE et al.,
2023). Os sistemas de expressao utilizados encontrados atualmente utilizam E. coli,
Bacillus subtilis e Komagataella phaffii (WANG et al., 2021). Os sistemas de expresséo
heterdloga com genes de origem fungica encontrados na literatura atual estdo
reportados na Tabela 10.

Tabela 10. Sistemas de expressao heteréloga de L-ASNase com genes de origem

fungos filamentosos.

Fungo Hospedeiro Vetor [L-ASNase] | Referéncia

Sclerotinia borealis E. coli BL21 (DE3) pET-28a 0,6 U/mL DUMINA et al. (2021)

Flammulina velutipes E. coli BL21 (DE3) pCTP2 16 U/mL EISELE et al (2011)

Penicillium sizovae K. phaffii X-33 pPICZaA 3,05 U/geeia | FREITAS et al. (2022)

Rhizomucor miehei CAU432 | E. coli BL21 (DE3) pET-28a 1.984,8 HUANG et al. (2014)

Aspergillus terreus E. coli BL21 (DE3) pET-28a gS/)r,qumtema JEBUR et al. (2019)
U/mgproteina
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Aspergillus terreus E. coli BL21 (DE3) pET-28a 42,46 SAEED et al. (2018)
U/mgproteina

Rhizomucor miehei E. coli BL21 (DE3) pLysS | pET-28a 4,1 U/mL ZHANG et al. (2021)

Rhizomucor miehei B. subtilis 168 pMAS 521,9 U/mL | ZHANG et al. (2021)

Fusarium proliferatum K. phaffii X-33 pPICZaA 2,84 U/gcea | CARDOSO et al. (2023)

[L-ASNase] = atividade enzimatica de L-ASNase.

Uma revisdo sistematica realizada em 2023 a partir de 4172 artigos encontrados
nas bases de dados Scopus, Science Direct, PubMed e Web of Science encontrou
apenas 8 trabalhos com sobre a expressao heterologa de L-ASNase tipo Il de fungos
filamentoso (todos os citados na Tabela 10, exceto o F. proliferatum expresso em K.
phaffi X-33, que foi publicado apds a revisédo sistematica) (RODRIGUES ANDRADE
et al., 2023).

Cinco dos nove sistemas de expressao heterdloga utilizaram E. coli BL21(DE3)
como hospedeiro, e dentre estes, cinco utilizaram o vetor pET-28a. Este vetor contem
o promotor T7, um dos promotores mais fortes, ocasionando uma expressao
consideravel de proteina (BACIU et al., 2023). A escolha da E. coli se da por ser uma
bactéria amplamente utilizada na producéo de proteinas farmacéuticas, devido seus
baixos custos operacionais e alto rendimento (SIRENSEN; MORTENSEN, 2005). A
preferéncia pela cepa BL21(DE3) se da pela presenca do gene que codifica a T7 RNA
polimerase, pelo controle do forte promotor lacUV5, delecdo dos genes OMPT e LON
que codificam proteases, reduzindo assim a degradacéo das proteinas recombinantes
(ROSANO; MORALES; CECCARELLI, 2019). A cepa BL21(DE3) pLysS utilizada por
SAEED et al.(2018a), do gene que codifica a T7 RNA polimerase e da delecado dos
genes que codificam proteases, possui também o gene T7 lisozima, que modula a
atividade da T7 RNA polimerase, reduzindo o nivel basal de expressédo do gene de
interesse, e consequentemente aumentando a toleréncia das células de E. coli contra
toxicidade (PAN; MALCOLM, 2000). Todos os sistemas expressos em bactéria foram
induzidos com IPTG, exceto DUMINA et al. (2021), que induziram com lactose.

ZHANG et al. (2021) realizaram a expresséo heterdloga de R. miehei em B.
subtillis, uma cepa segura para alimentagcdo. Foram adotadas modificagbes na regido
5 para aumentar o nivel de expressdo da L-ASNase. Outros dois trabalhos
expressaram L-ASNase de P. sizovae e F. proliferatum em K. phaffi X-33, os quais
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usaram o vetor pPICZaA, contendo o promotor AOX1 que permite a expressao em
alto nivel induzivel por metanol (CARDOSO et al., 2023; FREITAS et al., 2022).

SAEED et al. (2018) reportaram que mais de 60% da expressdo de L-ASNase
foi em corpos de inclusdo. Os outros autores n&o reportaram 0 mesmo, apesar de trés
dos estudos terem realizado a indugdo a baixas temperaturas, estratégia utilizada
comumente para minimizar a formag&o de corpos de inclusdo (DUMINA et al., 2021;
EISELE etal., 2011; ZHANG et al., 2021). Os resultados de atividade enzimatica foram
expressos de variadas formas (U/mL, U/mgproteina, U/geeiuia) € por diferentes meétodos
(vermelho de fenol, B-hidroxamato aspartico, nessler e quantificacdo de L-acido
aspartico por HPLC), portanto, ndo ha como comparar os resultados. Entretanto, vale
destacar os resultados de HUANG et al. (2014) e ZHANG et al. (2021), com valores
de 1.984,8 U/mgproteina € 521,9 U/mL, respectivamente.

Ensaios in vitro foram realizadas por HUANG et al. (2014) e CARDOSO et al.
(2023). No primeiro estudo a L-ASNase de R. miehei (RmASNase) expressa em E.
coli BL21(DE3) combinada com uma lectina de Astragalus membranaceus foi testada
contra células K562, U937 e Jukart. As células apoptoticas foram quantificadas e os
resultados sugerem que a RmASNase induziu as células tumorais a apoptose, com
ou sem lectina. Ja no segundo estudo, a L-ASNase de F. proliferatum expressa em K.
phaffi X-33 foi testada em células Jukart, em comparacdo com uma L-ASNase
comercial. Os resultados indicaram que enquanto a L-ASNase comercial ndo interferiu
na viabilidade celular nas doses investigadas, a L-ASNase de F. proliferatum foi capaz
de induzir as células Jukart a apoptose em concentracdo a partir de 0,005 Ul/mL.
HUANG et al. (2014) também analisaram a redugdo de acrilamida em alimentos
cozidos feitos com farinha contendo RmASNase. Com a adi¢ao de 10 U/g de farinha
houve reducao de até 80% de acrilamida.

A partir da analise destes resultados, € possivel concluir o potencial do uso de
L-ASNase de origem de fungos filamentosos em sistemas de expresséo heterdloga
tanto na industria alimentar quanto na farmacéutica, considerando os hospedeiros de

origem bacteriana com maior rendimento.

2.3 CORPOS DE INCLUSAO

Apesar das vantagens na produg¢ao enzimatica por expresséo heterdloga, alguns

problemas sao frequentemente encontrados, como enovelamento inadequado, alto
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peso molecular, a presenga de varios dominios de membrana na proteina, metabolic
burden, uso de codons diferentes e sequencias repetitivas apos a translagédo (LEFIN
et al., 2023). Alguns destes problemas encontrados na expressao heterdloga de L-
ASNase incluem baixa expressdo de proteina e atividade enzimatica devido a
regulagéo transcripcional e translacional, de R. miehei expressa em K. phaffi (ZHANG
etal., 2021). EFFER et al. (2019) expressaram a L-ASNase de D. dadantii em K. phaffi
e reportaram que cauda de histidina pode afetar negativamente a conformacéo
tetraédrica da enzima, causando enovelamento inadequado. NADERI et al. (2022)
reportaram o efeito da hidrofobicidade no peptideo sinal da L-ASNase e a formagao
de CI (E. coli). Em relagdo a expressao de genes eucariotos em sistemas procariotos,
a formacdo de Cl e o correto enovelamento da proteina sdo frequentemente
observados (KELLEY; WINKLER, 1990).

Corpos de inclusao sao agregados insoluveis de proteinas gerados pelo excesso
de expressao que pode ocorrer apos a indugéo (VALLEJO; RINAS, 2004). Os Cls s&o
considerados o maior obstaculo na producdo de proteinas recombinantes ativas e
soluveis. Apesar do emprego de estratégias moleculares e bioquimicas para evitar
sua formacéao, cerca de 80% de proteinas recombinantes sdo superexpressadas em
E. coli, formando Cls. Entretanto, cerca de 30% dos biofarmacos produzidos
industrialmente utilizam sistemas de E. coli (JURGEN et al., 2010; SLOUKA et al.,
2018; WALSH, 2018).

Na expressado de L-ASNase, a formagao de Cls e enovelamento incorreto s&o
cruciais porque a L-ASNase |l s6 é ativa na sua conformacéo tetraédrica. Portanto, €
necessario o enovelamento a sua forma nativa para a presenca das suas propriedades
bioativas (MIHOOLIYA et al., 2023). Esforgos consideraveis vem sendo realizados no
downstream envolvendo isolamento, solubilizagdo, renaturagdo (enovelamento) e
purificagdo para a obtengao da proteina bioativa (KANTE et al., 2018). Algumas das
estratégias utilizadas s&o o uso de fortes agentes caotropicos, método de diluicdo
pulsativa, congelamento e descongelamento, cromatografia periddica em
contracorrente, dentre outros (KANTE et al., 2018; RAJENDRAN; PUSHPAVANAM,;
JAYARAMAN, 2022; SINGHVI et al., 2021; UPADHYAY et al., 2014). Esses processos
sdo cansativos e exigem um grande numero de etapas, especialmente para proteinas
multiméricas, pois exige inicialmente a solubilizagao e renaturagdo dos mondémeros, e

em sequencia o redobramento até a obtencdo da sua estrutura tetraédrica (no caso
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da L-ASNase) em condigdes fisiolégicas (MIHOOLIYA et al., 2023; UPADHYAY et al.,
2014).

Em escala laboratorial, didlise e diluigdo sdo os métodos mais utilizados,
entretanto, possuem limitagbes no escalonamento, pois € necessario grandes
volumes de tampdes de redobramento, além dos custos adicionados pela dialise. Para
reduzir os custos destas técnicas, ultrafiltragcdo tangencial vem sendo utilizada para a
recuperacdo da proteina em alta escala (RYS et al., 2015). Além disso, a didlise tem
demonstrado um alto rendimento no redobramento, comparado com o método de
diluicdo (CHUA; TAN; LIEW, 2018). O redobramento em coluna € um método que n&o
apenas separa os agregados, como também purifica a proteina, reduzindo a
necessidade de mais etapas. Diferente da didlise e diluicdo, o redobramento em
coluna é um processo custo efetivo para escala industrial, porém € um processo mais
efetivo para monbmeros. Recentemente, métodos em coluna vém sendo
desenvolvidos, como por exemplo a redobramento em coluna de matriz monolitica. O
meétodo apresenta alta pureza, alta taxa de redobramento e alto rendimento, além de
possuir facil escalabilidade e baixo tempo de processamento (SUSHMA et al., 2012).

Embora os Cls apresentam desafios em seu enovelamento a conformacéo
original, vantagens associadas aos Cls também sado atrativas, como resisténcia a
proteases, menos toxicidade ao hospedeiro e facilidade na sua purificagdo. O
processo de isolamento de Cls é facilitado pelas diferencas no tamanho e densidade
dos Cls em comparacao a proteinas nativas, especificidade, estabilidade mecanica,
alta expresséo, e alguns Cls apresentam atividade biolégica (DE MARCO et al., 2019;
RAMON; SENORALE-POSE; MARIN, 2014; SINGHVI et al., 2020). Existem varios
relatos na literatura a respeito da presencga de estruturas secundarias em corpos de
inclusdo (OBERG et al., 1994; PRZYBYCIEN et al., 1994; UMETSU et al., 2004). Além
da presenga de atividade enzimatica e estrutura terciaria em Cls (FLORES et al.,
2019). Os Cls com atividade bioldgica significativa sdo conhecidos como corpos de
inclusdo nao-classicos, e sao caracterizados por proteinas que podem ser
solubilizadas a baixas concentragdes de desnaturantes (GARCIA-FRUITOS et al.,
2012; UPADHYAY et al., 2012).

Originalmente considerados indesejaveis e um problema na producdo de
proteinas recombinantes, a partir dos estudos dos ultimos 40 anos essa visao ja n&o
é mais considerada (RAMON; SENORALE-POSE; MARIN, 2014; SINGHVI et al.,
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2020). Cls fornecem, praticamente, uma fonte pura de proteinas, e possuem um
potencial uso de “proteinas prontas para uso”. Neste sentido, o design de estratégias
e um conhecimento profundo sobre a estrutura e formacado dos Cl sdo capazes de
identificar alvos moleculares que podem aumentar seu rendimento (RAMON;
SENORALE-POSE; MARIN, 2014).
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3 OBJETIVOS

Este capitulo tem como objetivo principal expressar uma L-ASNase de um fungo
isolado do cerrado (Penicillium sizovae) em sistema heterdlogo procarioto de
Escherichia coli.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Clonagem e expressdo do gene da L-ASNase do fungo P. sizovae em E. coli
BL21(DE3)

o Otimizacdo condi¢cdes de expressao (temperatura de cultivo, concentragao de
indutor e tempo pés-indugao);

o Avaliacdo da presenca de corpos de inclusdo nas fragdes insoluveis, bem como

técnicas para solubilizagao, redobramento da enzima e purificagcao.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 ORIGEM E ISOLAMENTO DA L-ASPARAGINASE FUNGICA

O isolamento do gene da L-ASNase do fungo P. sizovae (L-ASNasePS) foi
descrito por FREITAS et al. (2022).

Em placas de petri contendo meio de cultura BDA (batata dextrose agar) o fungo
foi cultivado por 6 dias a 32 °C. O micélio foi raspado com cuidado e transferido para
um microtubo de 2 mL com tampas de ceramica e agitado vigorosamente em sistema
disruptor celular. O DNA gendmico foi purificado com um Kit de isolamento de
planta/fungo (Norgen Biotek, Canada). Dois primers foram utilizados na PCR que
amplificam regides do Espagador Interno Transcrito (EIT), das regides EIT1 e EIT4,
respectivamente. A pureza dos produtos da PCR foi verificada por gel de agarose a

1,2% (m/v). As amostras de gDNA foram armazenadas a -20 °C.

4.2 CLONAGEM

4.2.1 Preparo de células competentes

As linhagens de células competentes de E. coli DH103 e BL21(DE3) utilizadas
para a transformacao foram preparadas conforme o protocolo descrito por GREEN;
ROGERS 2013), com adaptacdes.

A partir de um pré-indculo de 10 mL crescido overnight a 37°C em meio LB,
proveniente de culturas puras estocadas a -80 °C, 1 mL deste pré-indculo foi inoculado
em 100 mL de LB, incubados a 37 °C sob agitacdo de 200 rpm até as culturas
atingirem uma DOeoonm de 0,3. Posteriormente, 50 mL de cada uma das culturas foram
transferidos para tubos cénicos, que foram mantidos em banho de gelo por 10
minutos, centrifugados por 10 minutos a 4 °C a 4000 g. O sobrenadante foi descartado
e as células suspendidas com 30 mL de Tampao A (80 mM de MgClz e 20 mM de
CaCl2), e entdo incubadas em gelo por mais 15 minutos. Uma nova centrifugagéao foi
realizada nas mesmas condi¢cbes anteriores, o sobrenadante foi descartado e as
células foram suspendidas em 2 mL de Tampao B (100 mM de CaClz2) e acrescidas
de glicerol na concentragéao final de 20%. As suspensdes de células foram transferidas
para criotubos em aliquotas de 200 uL e armazenadas a -80 °C até sua utilizacio.
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4.2.2 Clonagem em pET28a

A partir da sequéncia completa do gene de L-ASNasePS, foi retirado o peptideo
sinal e realizada a sintese quimica do gene adicionado aos sitios de restricdo Ndel e
Xhol nas extremidades 5’ e 3’. Também foram adicionados sitios de trombina e cauda
de histidina (6xHis) (Figura 23). A sintese do gene foi realizada pela empresa Genone
Biotechnologies (Rio de Janeiro, RJ, Brasil), tendo sua subclonagem realizada em
pET28a.

MCS BlpI (6302)
(6223) PaeR7I - PspXI - Xhol
(6205 .. 6222) Reverse
(6084) AhdI
(5748) Dral

(5604) PstI

Dralll (245)
Psil (370)

(5509) Bsal

(5258) KpnI
(5254) Acc65I

(5129) Ndel
thrombin site
6xHis
N —
(5070 .. 5087) Foward —
(5069) Ncol
RBS
(5030) Xbal
T7 promoter

(4964) BgIII
(4923) SgrAIl

(4566) BStAPI

pET28a

6385 bp

(4242) MIluI

(4042) NmeAIII
(4039) Apal
(4035) PspOMI

(3796) EcoRV
(3740) Hpal

(3401) PshAI
(3185) BglI

AsiSI (945)

TspMI - Xmal (1067)
Smal (1069)

BspDI - Clal (1250)
_— Nrul (1286)

BssSI - BssSal (1968)

Pcil (2141)

BspQI - SapI (2258)
TatI (2337)
Accl (2373)
BstZ171 (2374)

PpuMI (3136)
FspI - FspAl (3164)

Figura 23. Mapa do plasmideo pET28a contendo o gene L-ASNasePS.

A construgéo sintetizada foi suspendida em 20 yL de agua ultrapura autoclavada
e submetida a transformag¢ao por choque térmico, juntamente com um vetor pET28
vazio como controle negativo. Os 20 pyL da suspensdo da construgdo foram
adicionados em um tubo contendo células competentes de E. coli DH1083
descongeladas. O tubo foi incubado em banho de gelo por 30 minutos, em seguida
em banho a 42 °C por 60 segundos, e novamente no gelo por mais 5 minutos. Apos o
choque térmico, foram adicionados 1000 yL de meio LB e a cultura foi incubada a
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37 °C por 1 h sob agitagdo a 200 rpm. Numa placa de meio LB + canamicina (50
pug/mL), 100 uL do cultivo foi adicionado e a placa foi incubada em estufa a 37 °C por
16 — 18 h. Uma colbnia foi aleatoriamente e cultivada em caldo LB + canamicina (50
pg/mL) a 37 °C por 16 — 18 h, para posterior extragdo do DNA plasmidial e confirmagao
da clonagem por meio de restrigdo com as enzimas Ndel (New England Biolabs, MA
EUA) e Xhol (Promega, WI, EUA). A reacdo de digestdo foi analisada em gel de
agarose 0,8% (p/v).

Em seguida, o DNA plasmidial do clone foi transformado pelo mesmo método
descrito acima em células competentes de E. coli BL21(DE3) para a expressao da
proteina heterdloga. Apos o cultivo em placa contendo meio LB + canamicina (50
pug/mL), 10 coldnias foram selecionadas aleatoriamente e cultivadas em caldo LB
contendo canamicina a 50 pyg/mL, a 37 °C sob agitacédo de 200 rpm por 16 — 18 h.
Aliquotas foram coletadas em criotubos e adicionadas de glicerol a uma concentragao

final de 20% e armazenados em freezer a -80 °C.

4.3 CONFIRMAGAO DA INSERCAO DO PLASMIDEO

A partir de um cultivo de cada um dos 10 clones em 5 mL de meio LB + 50
ug/mL de Canamicina overnight, a 37 °C e 200 rpm, foi realizada a extragdo do
plasmideo com PureLink® Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen, Thermo-Fisher
Scientific, MA, EUA). Em seguida, foi realizada a eletroforese em gel de agarose
(0,8%) com os plasmideos e corado com SYBR™ Green (Invitrogen, Thermo-Fisher
Scientific). O padréo utilizado foi GeneRuler 1 kb DNA Ladder® (Thermo-Fisher
Scientific).

Para a confirmagé&o da insercdo do gene no plasmideo, foi realizada PCR
(Polymerase Chain Reaction) (PCR Master Mix (2X), Thermo-Fisher Scientific)
utilizando os primers foward e reverse do gene da L-ASNasePS. A PCR foi conduzida
com a temperatura de anelamento de 56 °C, e os produtos de PCR foram identificados
por meio de eletroforese em gel de agarose a 0,8% (p/v), descrito conforme o
paragrafo anterior. O padrao utilizado foi GeneRuler 1 kb plus DNA Ladder® (Thermo-

Fisher Scientific).
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4.3.1 Desenho dos primers

A sequéncia da L-ASNase foi inserida no Primer3Plus® (UNTERGASSER et al.,
2012), em seguida, a sequéncia foi avaliada quanto a possibilidade de formagéo de
homodimeros, heterodimeros e estrutura secundaria no OligoAnalyzer Tool(IDT,
2022). E por fim, a sequéncia foi confrontada no BLAST (NATIONAL INSTITUTES OF
HEALTH, 2022) a fim de verificar a especificidade do primer. As sequéncias dos
primers  forward (5-TATCTTCGCCACTGGTGGTA-3') e o reverse (5-
GTACCGTGCGTAACAACTGC-3).

4.4 TRIAGEM ENTRE 10 CLONES SELECIONADOS ALEATORIAMENTE

Os 10 clones selecionados foram cultivados em 20 mL de meio LB + 50 ug/mL
de Canamicina, a 37 °C e 200 rpm. Apos 4h de cultivo, foram induzidos com 0,5 mM
de isopropil B-D-1-tiogalactopiranosida (IPTG) e cultivados por mais 19 h, a 37 °C e
200 rpm, conforme descrito no pET System Manual (Novagen, Merck Group,
Alemanha), com modificagbes. Apos, foram centrifugados a 13 000 g por 15 minutos
a 4 °C, o sobrenadante foi descartado e o pellet celular suspendido em 10 mL de
tampéo Tris-HCI 50 mM pH 8,6. Em banho de gelo, as células foram sonicadas por 7
minutos, 30 segundos de pulse on e 45 segundos de pulse off, com amplitude de 30%
(SONICS Vibra Cell™ VCX 750, Sonics & Materials, Inc.) (COSTA-SILVA et al., 2018).
As fragbes soluvel e insoluvel foram separadas por centrifugagdo a 10000 g por 25
minutos a 4 °C.

4.4.1 Concentragcao de proteina

A proteina foi quantificada conforme BCA Protein Assay Kit (Pierce®, Thermo-
Fisher Scientific), método descrito na sessao 4.4 do capitulo 2 deste trabalho.

4.4.2 Quantificagao enzimatica de L-asparaginase

A quantificagédo de atividade enzimatica de L-ASNase foi executada pelo método
L-aspartil-B-hidroxamato, descrito na sessao 4.5 do capitulo 2 deste trabalho.



108

4.4.3 Precipitacao de proteinas

A precipitacdo de proteinas foi realizada com TCA seguindo a propor¢ao de
0,133 uL de TCA 75% (v/v) para cada 1 mL de amostra. Apds a adigdo do TCA, as
amostras foram incubadas por pelo menos 1 h, e entdo centrifugadas a 10.000 g a
4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado, e em seguida foi adicionado 1 mL
de acetona gelado a -20 °C. As amostras foram centrifugadas nas mesmas condigdes
anteriores, e esta etapa foi repetida mais uma vez, totalizando duas lavagens com
acetona. Apos a evaporagao completa de acetona, as amostras foram suspendidas
em 20 yL de tampéao de amostra (contendo Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8; 2% de docecil
sulfato de sodio, 25% glicerol e 0,01% de azul de bromofenol 0,01%) com 5% p-
mercaptoetanol. Apos, as amostras foram fervidas por 5 minutos a 95°C em banho
seco para garantir a total desnaturagao das proteinas.

4.4.4 Eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE)

O gel de separacéo foi preparado com Tris-HCI 1 M pH 8,8, 12% de
acrilamida/bis-acrilamida (29,2/0,8%),1% de SDS, 0,1% de perssulfato de amdnio
(PSA), 0,2% de tetrametiletilenodiamina (TEMED). O gel empacotador foi preparado
com Tris-HCI 1,5 M pH 6,8, 4% de acrilamida/bis-acrilamida (29,2/0,8%),1% de SDS,
0,15% de PSA, 0,3% de TEMED.

As amostras foram suspendidas em 20 pL de tamp&o LAEMMLI (1970) (Tris-HCI
0,125 M; SDS 2%; glicerol 10%; azul de bromofenol 0,004%; 2-mercaptoetanol 10%),
fervidas a 100 °C por 5 — 10 minutos, e em seguida aplicadas em gel desnaturante de
acrilamida/bisacrilamida a 12% (195). O marcador de massa molecular utilizado foi de
baixo peso molecular (Sigma-Aldrich, Merck KGaA, MI, EUA), contendo as proteinas
fosforilase b (97,0 kDa), soroalbumina bovina (66,0 kDa), ovo albumina (45,0 kDa),
anidrase carbdénica (30,0 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-lactalbumina (14,4
kDa). As corridas de eletroforese ocorreram a 150 V e 30 mA para o gel concentrador
e 250 V e 50 mA para o gel separador.

Foi utilizado azul de Coomassie (PhastGel™ Blue R, GE Healthcare) para corar
os geéis. A solugéo descolorante foi composta de metanol 45%, acido acético glacial

10% em agua.
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Para o calculo do tamanho das bandas foi utilizado o software ImageJ®
(SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012).

4.4.5 Western-Blot

Para a confirmag&o da L-asparaginase, foi realizado o ensaio de Western-Blot
que detecta proteinas especificas pela reagdo com um anticorpo. Como a L-
asparaginase deste estudo possui cauda de histidina, foi utilizado um anticorpo 6x-His
Tag Polyclonal Antibody, HRP (Invitrogen, Thermo Fischer Scientific).

Inicialmente, 40 uyg de amostra preparada conforme descrito no topico acima,
foram inseridas em gel de SDS-PAGE 12%. O padrdo molecular utilizado foi iBright®
Prestained Protein Ladder (Invitrogen, Thermo Fischer Scientific), com pesos
moleculares variando de 250 a 11 kDa. A eletroforese ocorreu nas mesmas condi¢coes
descritas no topico anterior. A as proteinas contidas no gel de poliacrilamida foram
transferidas para uma membrana de PVDF de 0,45 ym (Invitrogen, Thermo Fischer
Scientific) em um sistema semi-seco Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic
Transfer Cell (Bio-Rad, CA, EUA).

Para a transferéncia semi-seca, a membrana de PVDF foi umedecida em agua
destilada e em seguida em metanol. Papéis filtro grossos para western-blot e papéis
filtro comum foram umedecidos em tampao de transferéncia (20 mL de metanol, 60
mL de agua destilada e 20 mL de tampdo Tris-Glicina 5x). Foi montado um
“sanduiche” contendo (de cima para baixo): papel filtro grosso, papel filtro, gel de
poliacrilamida, membrana de PVDF, papel filtro e, por ultimo, papel filtro grosso. O
sistema foi fechado e a transferéncia foi realizada durante 1h e 30 minutos, com
potencial elétrico de 24 V e a amperagem de 400 mA.

Apods, foi realizado o bloqueio da membrana com solugdo de leite em pé
desnatado 5% em TBS-T (Tris 20 mM, NaCl 150 mM, 0,1% de Tween 20, pH 7,4)
durante 2 h, em temperatura ambiente, sob agitagdo. Apos o bloqueio, a membrana
foi incubada com anticorpo his tag durante 1 h, sob agitagéo, na prépria solugado de
bloqueio. Apés, foram realizadas 3 lavagens de 10 minutos da membrana, com TBS-
T.

Para a revelagcdo, foi utilizado o kit SuperSignal® West Pico PLUS
Chemiluminescent Substrate (Invitrogen, Thermo Fischer Scientific). A identificacdo
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das bandas por quimiluminescéncia foi realizada em foto documentador (Amersham

Biosciences, Amersham, Reino Unido).

4.5 TRIAGEM DAS CONDICOES DE CULTIVO

Para avaliar as condi¢gdes de cultivo, foram consideradas as variaveis
concentracado de IPTG, tempo pds-indugdo e temperatura pds-indugdo. A DOsoonm
(densidade 6ptica) da inducgdo foi determinada a partir de curva de crescimento. Os
meétodos de lise e as condigdes de cultivo foram avaliadas por intensidade das bandas
em gel de eletroforese (SDS-Page) uma vez que a enzima foi expressa em forma de
corpos de inclusédo, ndo sendo capaz de ser quantificada.

4.5.1 Medidas de crescimento

4.5.1.1 Curva de crescimento

Com a finalidade de verificar as DOssoonm das fases mid-log, log e lag, foi
realizada uma curva de crescimento a 37 °C do clone que apresentou maior sinal no
Western Blot. Em triplicata, 100 mL de meio LB + 50 pg/mL de canamicina em
Erlenmeyer de 500 mL. A absorbancia (600 nm) de 0,1 foi considerada o tempo 0. A
cada 2 h foram retiradas assepticamente aliquotas de 0,8 mL e realizadas leituras em
espectrofotobmetro a cada 2 h, em cubetas de 1 x 1 cm, com o tempo total de 10 h. O

volume utilizado para as leituras foi menor que 5% do volume do cultivo total.

4.5.1.2 Curva DO x Peso Seco

Para o calculo da atividade especifica de L-ASNase por grama de biomassa,
expressando o valor em U/gce, foi realizada uma curva correlacionando o peso em
gramas versus a densidade optica a 600 nm.

A partir de um cultivo de 100 mL em meio LB + 50 ng/mL de canamicina por 16
h a 37 °C a 200 rpm, as células foram centrifugadas a 10000 g por 15 min, a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e a as células foram suspendidas em 10 mL de solugao
de NaCl 0,85%. Em baldes de 10 mL, foram feitas dilui¢des na faixa de 0,1 a 1,5 de
absorbancia a 600 nm, em triplicata. As diluicbes foram secas em cadinhos de
porcelana previamente secos e pesados a 70 °C por 48 h, e subsequentemente
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pesados. A partir dos resultados foi obtida uma curva de calibragédo, conforme Figura

24.
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Figura 24. Curva de calibragado da densidade 6ptica (600 nm) versus peso seco.
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O calculo para a atividade enzimatica especifica foi:

(umol f — hidroxamato aspartico)

4.5.2 Métodos de lise celular

(g de células X volume da amostra) X (tempo de reagao)

Cinco métodos de lise celular foram testados e avaliados por intensidade da

banda em SDS-Page. Os cinco métodos foram conduzidos por sonicagdao em banho

de gelo, em Sonicador Vibra Cell® VC 750, com ponteira 1/4” (6 mm). Os métodos

testados estao descritos na Tabela 11.

Tabela 11. Métodos de sonicagao testados para lise celular.

Ciclos Pulse on Pulse off Amplitude (%) | Referéncia
COSTA-SILVA et al.
7 30 segundos | 45 segundos | 30
(2018)
10 1 minuto 1 minuto 30 UPADHYAY et al. (2014)
20 1 minuto 1 minuto 30 UPADHYAY et al. *2014)
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10 (com 1
minuto de
1 segundo 1 segundo 30 SINGHVI et al. (2021)
espera entre os
ciclos)
15 1 segundo 1 segundo 30 LIMA (2019)

Os testes foram realizados em tubos de fundo conico, usando 20 mL de meio LB
suplementado com 50 ug/mL de canamicina. Os cultivos foram iniciados com uma OD
600 equivalente a 0,1. Os tubos foram incubados em shaker a 37 °C, 200 rpm, durante
4 h. Decorrido este periodo, foi foram induzidos com 0,5 mM de IPTG e incubados
novamente por 19 h. Ao final da expresséo, foram centrifugados a 8000 g, por 15
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado
com 10 mL de tampéo Tris-HCI 50 mM pH 8,6 nas mesmas condicbes de
centrifugacéo. O tampao foi descartado e foi adicionado 10 mL de lise. O tampéao de
lise consistiu em tampéao Tris-HCI 50 mM, 1 mM de PMSF e 5 mM de EDTA, pH 8,6.
Os tubos foram agitados em vortex até completa homogeneizagdo e sonicados em
banho de gelo. Apds a sonicagao, os tubos foram centrifugados a 10.000 g, por 15
minutos a 4 °C. O sobrenadante coletado foi nomeado como a fragao soluvel. O pellet
insoluvel foi lavado 3 vezes com 20 mL de agua ultrapura e suspendido com tampé&o
Tris-HCI 50 mM pH 8,6.

Foram realizados testes de concentracdo de proteina, quantificagdo enzimatica
e a avaliagao da eficiéncia da lise celular foi através da intensidade da banda, com 50
Mg de proteina em SDS-Page corada com azul de Coomassie. As bandas foram
analisadas conforme sua area, pelo software ImageJ® (SCHNEIDER; RASBAND;
ELICEIRI, 2012).

4.5.2 Otimizagao das condicdes de cultivo

As variaveis consideradas para a realizagao de uma otimizagao do cultivo foram
temperatura pos-indugéo (37 °C e 20 °C), tempo pos-indugéo (2 h,4 h,8 h, 12h, 20 h
e 24 h, sendo o tempo zero o controle negativo) e concentragao de IPTG (0,1 mM, 0,5
mM e 1 mM). A DOsoonm para a inducdo foi de 0,9, totalizando 21 tubos por

temperatura.
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Em tubos conicos de 50 mL, 10 mL de cultivo com absorbéancia de 0,1 (DOgoonm)
foram cultivados em shaker a 200 rpm, a 37 °C. Ao atingir a DOsoonm de 0,9 (2 horas
e meia de cultivo), os tubos foram induzidos com as diferentes concentragdes. Para
as amostras com temperatura de poés-inducado de 20 °C, estas foram mantidas em
shaker até o mesmo atingir 20 °C, e assim induzidas. Os tubos foram retirados apos
os tempos determinados, sendo centrifugados a 10.000 g por 10 minutos, a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com 10 mL de tamp&o Tris-HCI 50
mM pH 8,6 nas mesmas condigdes de centrifugagdo. O tampé&o foi descartado e em
seguida foi realizada a lise celular, conforme descrito no tépico anterior, pelo método
escolhido.

A resposta da melhor condigao de cultivo foi analisada por analise da intensidade
da banda de 50 pg de proteina SDS-Page corado com azul de Coomassie, através do
software ImageJ® (SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012), conforme método
descrito por OHGANE; YOSHIOKA (2019).

4.6 ISOLAMENTO DOS CORPOS DE INCLUSAO

Apos a obtencéo das fragdes insoluveis descritas em 4.5.2, as mesmas foram
submetidas a lavagens para o isolamento dos corpos de inclusdo. As fragdes
insoluveis foram centrifugadas a 10.000 g, 10 minutos, 4 °C, e o sobrenadante
descartado. Foram feitas 3 lavagens com tampao de isolamento de corpos de inclus&o
composto de Tris-HCI 50 mM, EDTA 10 mM, Triton X-100 2%, NaCl 500 mM com pH
ajustado a 8,6, em tubo previamente pesado. Apds o descarte da ultima lavagem, os
tubos contendo os Cls isolados foram pesados e subtraida a massa inicial dos tubos,

obtendo-se assim a massa dos corpos de inclusdo isolados.

4.7 TRIAGEM DA SOLUBILIZACAO DOS CORPOS DE INCLUSAO

O hidrocloreto de guanidina (GdnHCI) foi utilizado como agente desnaturante em
diferentes molaridades (de 1 molar a 4 molar) nos corpos de inclusdo isolados
descritos em 4.6 (UPADHYAY et al., 2014). O GdnHCI foi adicionado nas diferentes
concentragbes em tubos cénicos contendo 0,4 mL de fragdo insoluvel. O controle
positivo foi com SDS a 2% e o controle negativo os corpos de inclusdo purificados, em
tampéo de lise.
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Os Cls isolados com GdnHCI foram agitados por 1 hora em shaker a 200 rpm a
25 °C, e agitados por 20 segundos em voértex a cada 15 minutos. Apds, foram
centrifugados a 16.000 g por 20 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi coletado para os
seguintes ensaios. Adicionalmente, os pellets restantes das solubilizagdes com ureia
foram submetidos a lavagem com tampao agua destilada e solubilizagdo com SDS
0,4%. Tanto os sobrenadantes quanto os pellets solubilizados com SDS 0,4% foram
submetidos a ensaio de quantificagdo de proteina através do BCA Protein Assay Kit
(Pierce®, Thermo-Fisher Scientific) e gel desnaturante.

Devido a incompatibilidade de GdnHCI no gel com SDS, para a eletroforese foi
realizada uma precipitacdo com Metanol/Cloroférmio descrito por WESSEL; FLUGGE
(1984), para a remocédo de GdnHCI. Quatro partes de metanol foram adicionados a
uma parte do volume da fragdo solubilizada com GdnHCI, mais uma parte de
cloroférmio e trés partes de agua destilada. Apds centrifugagéo a 14.000 g, 4 °C e 3
minutos, houve o surgimento de duas fases. Os sobrenadantes foram coletados
cuidadosamente e descartados, pois, a proteina se encontrava na interface. Apods,
foram adicionados novamente 4 volumes de metanol, centrifugado novamente, os
sobrenadantes foram descartados e o residuo de metanol foi seco ao ar. Ao final foi
adicionado tamp&o de amostra contendo B-mercaptoetanol (5%) e as amostras
aquecidas a 65 °C durante 10 minutos.

O efeito do GdnHCI na solubilizagdo, tanto nos pellets quanto nos
sobrenadantes, foi avaliado por intensidade das bandas em SDS-Page corado com
azul de Coomassie e concentracédo de proteina.

4.8 REDOBRAMENTO

O redobramento da enzima foi realizado conforme Pierce™ Protein Refolding Kit
(Pierce®, Thermo-Fisher Scientific).

ApoOs a selecado da molaridade de GdnHCI, a fragao insoluvel foi solubilizada com
agitacdo a 200 rpm, a 4 °C, por 24 h. A fragcdo solubilizada foi concentrada por
ultrafiltracdo (10 kDa de cut-off). A partir dai, foi realizada uma matriz experimental
primaria para a selegdo dos tampdes que ndo promoveram agregacgao e que tiveram
alta recuperacao de proteina. Conforme as instrugdes do kit, a amostra solubilizada é

diluida vinte vezes, resultando em concentragdes finais entre 50 — 200 ug/mL de
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proteina por teste. A amostra foi adicionada de 10 uL em 10 puL até atingir a quantidade

necessaria para cada ensaio.

Tabela 12. Matrix primaria para sele¢gdo de tamp&o de redobramento, bem como

ambiente redox.

Tampao base de | GdnHCI (M) L-Arginina (M) | Fator 3**
redobramento* Fator 1 Fator 2

1 0,2 0 1
2 0,2 0,44 2
3 0,2 0,88 3
4 0,7 0 1
5 0,7 0,44 2
6 0,7 0,88 3
7 1,3 0 1
8 1,3 0,44 2
9 1,3 0,88 3

* Cada tampéo de redobramento contém, além da Guanidina e da L-Arginina, Tris 55 mM, NaCl 21 mM,
KCI 0,88 mM, e EDTA 10 mM, com o pH ajustado em 8,2.

** A ser definido dentre os aditivos de redobramento.

Sendo que, os aditivos de redobramento incluem: ambiente redox (DTT e
GSH:GSSG), cations divalentes (CaCl2 e MgCl2) e PEG em diferentes concentragdes.

4.8.1 Quantificagao de proteina pelo método de Bradford

Devido a interagédo de alguns dos aditivos das matrizes interferirem no método
de BCA, a quantificacdo de proteina nos ensaios de redobramento foi realizada por
método de BRADFORD (1976).

O reagente de Bradford € composto por Coomassie Brilliant Blue G-250, etanol
e acido fosforico. O ensaio se baseia na ligagdo do Coomassie Brilliant Blue G-250 as
proteinas. Em condi¢cdes acidas, o corante é avermelhado, e estda na sua forma
catibnica duplamente protonado. Quando se liga a proteina, € convertido em uma
forma estavel azul, ndo protonada. O azul é formado do complexo proteina-corante,
gue é detectado no ensaio e a leitura é realizada com o comprimento de onda a 595
nm.
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Como nos testes de redobramento foram envolviam a diluicdo dos Cls, este
ensaio foi realizado a partir de uma curva de calibracdo com BSA com baixas
concentragdes: 2,5, 5, 10, 15, 20 e 25 ug/mL (Figura 25). Em triplicata, 150 uL de
amostra ou branco e 150 uL de reagente foram adicionados a uma placa de 96 pocgos,
conforme instrugdes do Pierce™ Bradford Protein Assay Kit (Thermo Scientific™). A
placa foi incubada em temperatura ambiente por 10 minutos, e em seguida foi
realizada a leitura em leitora de microplaca a 595 nm (Perkin ElImer EnSpire 2300
MultiMode Microplate Reader, PerkinElmer, Inc., CT, EUA).
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Figura 25. Curva padrao de albumina versus absorbéancia de (595 nm).

4.8.1 Eletroforese em gel nativo de poliacrilamida (8%)

Para a avaliacdo do redobramento da L-ASNase, foi realizada eletroforese de
gel de poliacrilamida nativo, sem a presenga de SDS, em todas as etapas do
redobramento.

O gel de separacao foi preparado com Tris-HCI 1 M pH 8,8, 8% de acrilamida/bis-
acrilamida (29,2/0,8%), 0,1% de PSA, 0,2% de TEMED. O gel empacotador foi
preparado com Tris-HCI 1,5 M pH 6,8, 3% de acrilamida/bis-acrilamida (29,2/0,8%),
0,15% de PSA, 0,3% de TEMED. As amostras foram suspendidas em 20 pL de
tampdo Laemmni sem SDS (Tris-HCI 0,125 M; glicerol 10%; azul de bromofenol
0,004%; 2-mercaptoetanol 10%) e aplicadas no gel (LAEMMLI, 1970).
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Como marcador, foi utilizada albumina (Sigma-Aldrich®), com massa molecular
de aproximadamente 132 kDa. O gel foi corado com nitrato de prata, conforme descrito
por BLUM; BEIER; GROSS (1987) com o corante PlusOne Silver Staining Kit™ (GE
Healthcare, IL, EUA).

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os ensaios realizados em triplicata tiveram suas médias submetidas ao teste de
normalidade Shapiro-Willk, e as médias apresentaram distribuicdo normal. Para a
comparagao entre médias foi realizada analise de variancia (ANOVA). Em caso de
p<0,05, os dados foram submetidos a pds-teste de Tukey. As analises estatisticas
foram realizadas com software RStudio (RSTUDIO TEAM, 2020).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O gene da L-ASNasePS foi sequenciado por FREITAS et al. (2022). A partir dos
genomas completos das espécies Penicillium citrinum DSM1997, Penicillium citrinum
JCM22607 e Penicillium steckii MLKDO01000003 (espécies genealogicamente
préximas a espécie P. sizovae), a sequéncia do gene da L-ASNase destas estirpes foi
identificada na base de dados GenBank por homologia a outras sequencias do gene
da L-ASNase ja descritas em outras espécies de fungos.

A sequéncia predita de nucleotideos da L-ASNase de P. sizovae nativa
construida e traduzida em sequencias de aminoacidos foi identificada conforme Figura
26.

MVSIKSFLVALATFACQSSASPLLYGRGTNGTGFVFTNANGLNFTQMNHTLPNITIFA
TGGTIAGSDSSSTATTGYTSGAVGVRALIDAVPSMLDIANVAGVQTANVGSEDITSDI
LISLSKQINKFVCDDPTMAGAVVTHGTDTLEETAFFLDATINCGKPVIIVGAMRPSTAI
SADGPFNLLESVTVAASPKAKNRGAMIVMNDRIASAYYTTKTNANTMDTFKAMEMG
YLGEMISNTPFFFYPPVQPTGKKDFNIANVTEIPRVDILFSYEDMHNDTLYNAIESGA
KGIVIAGAGAGGVTTSFNYAIEDAINRLGIPIIQSMRTVNGEVPLSDVESTSATHIASG
YLNPQKSRILLGLLLAKSSNITEIASTFSLNTNA

Figura 26. Sequéncia predita de aminoacidos do gene da L-asparaginase nativa de

P. sizovae.

Para a clonagem em E. coli BL21(DE3), foi retirado o peptideo sinal
(sublinhado na Figura 26) e acrescentado codon de parada da tradugao (Figura 26).
Os sitios de restricdo foram Ndel/Xhol. A computagao do p/ tedrico da L-asparaginase
nativa de P. sizovae é de 4,93, sua massa molecular tedrica de um mondémero é de
40073,46 Da, 362 aminoacidos, nao possui pontes dissulfeto e triptofano (SIB, 2022).
Ja o peso molecular do mondémero da enzima heterologa € de 41134,36 Da, tendo o
peso molecular total de 164537,44 Da e p/ tedrico de 5,98.

5.1 CONFIRMACAO DA CLONAGEM E TRIAGEM DOS CLONES

A partir de cultivos realizados conforme manual do vetor pET, foi possivel

observar nos resultados da PCR a insergédo do gene da L-ASNasePS em todos os 10
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clones, exceto no clone 7, devido a presenga da banda na regido de 6 Kpb, o tamanho
do plasmideo contendo a L-ASNasePS (Figura 27).

3 4 5 6 7 8 9 10 1 Kb Plus

6000 bp

Figura 27. Gel de agarose 0,8% (m/v) da amplificacdo dos genes dos 10 clones

selecionados aleatoriamente.

A partir da confirmagao da insergao do plasmideo, foi realizado SDS-PAGE das
fracdes soluveis e insoluveis dos 10 clones, bem como do controle negativo
(construcao de E. coli BL21(DE3) contendo vetor pET28a vazio). Foram observadas
bandas de alta intensidade de aproximadamente 40 — 44 kDa nas fragbes insoluveis
de todos os clones (Figura 28). Apenas na fragao soluvel do clone 10 foi observada a
presenca de uma banda com média intensidade préximo a 45 kDa, indicando a
expressao soluvel da proteina (Figura 28C).

Também foram realizados ensaios de AHA e nao se obteve atividade enzimatica
em nenhuma fragao, tanto soluvel quanto insoluvel. Estes resultados séo indicativos
da presenca de corpos de inclusio classicos, que ndo possuem atividade enzimatica
(HANNIG; MAKRIDES, 1998).
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Figura 28. Analise da expressédo do gene L-ASNasePS em E. coli BL21(DE3) com

0,5 mM de IPTG e 19 h de expressdo em gel desnaturante de poliacrilamida a 12%

(m/v) com corante azul de Coomassie. C: controle negativo (E. coli BL21(DE3)

contendo o plasmideo pet28a vazio); (s): fracdo soluvel; (i) fragdo insoluvel; 1-10:

clones.

Devido a presenga da cauda de histidina (6xHis-tag), e para a confirmagao de

que a enzima foi expressa, foi realizado Western Blot com anticorpo anti His-tag.

Foram selecionados trés clones com as bandas de maior intensidade para este ensaio

(clones 2, 6 e 9). As bandas identificadas estdo presentes nas regibes que

correspondem a aproximadamente 45 kDa e novamente nas fragdes insoluveis

(Figura 29).
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Figura 29. Analise da expressao do gene L-ASNasePS em E. coli BL21(DE3) por
Western-Blot com o uso de anticorpo anti His-tag. (s): fragdo soluvel; (i): fragdo
insoluvel; C: controle negativo; 2, 6 e 9: clones 2, 6 e 9, respectivamente.

Através dos resultados de calculo da area das bandas (Figura 30) foi possivel
observar que a banda de maior intensidade estava presente no clone 2, indicando
maior concentragdo de L-ASNase. Neste sentido, o clone escolhido para dar

seguimento aos experimentos foi o clone 2.

Area da banda (cm?)
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Figura 30. Area das bandas detectadas pelo anticorpo anti-his tag por Western Blot

calculadas pelo software ImageJ®.
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5.2 MEDIDAS DE CRESCIMENTO E PARAMETROS PARA A TRIAGEM DAS
CONDICOES DE CULTIVO

Microrganismos apresentam quatro fases durante seu crescimento celular: 1)
fase lag (ou fase de adaptacéo); 2) fase exponencial ou logaritmica (log), quando
ocorre a divisdo celular em velocidade constante devido as concentracbes nao
limitantes de carbono; 3) fase estacionaria, quando as velocidade de divisdo e de
morte celular sdo semelhantes, devido o esgotamento do condigbes para crescimento;
e 4) fase de morte, quando ocorre o total esgotamento de nutrientes e niveis tdxicos
de detritos celulares (MOULTON, 2014).

A curva de crescimento da E. coli BL21(DE3) contendo L-ASNasePS
demonstrou que a partir de 6 h de cultivo, a DOsoonm ja S€ encontra acima de 1,5,
indicando alta densidade celular (Figura 31). Resultados com tempos e absorbancias
semelhantes foram obtidos por MARINESCU et al. (2018).
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Figura 31. Curva de crescimento da E. coli BL21(DE3) com o gene L-ASNasePS a
37 ° em tempo (h) versus densidade 6ptica (600 nm).

Um parametro pouco discutido em sistemas de expressdo heterdloga € a
densidade oOptica para a indugdo (ROSANO; CECCARELLI, 2014). Usualmente, a
inducao de proteinas ocorre em DO de 0,6 — 0,8 (301). Quando o crescimento celular
estiver no seu maximo, a alta densidade celular pode afetar a expressao de proteinas.
Além disso, uma expressdao em uma alta densidade celular pode aumentar o estresse
celular, a filamentagédo celular e até interromper o crescimento microbiano (CHOI;

KEUM; LEE, 2006). O mid-log € considerado um bom momento para a indugéo porque
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a translagao de proteinas e o crescimento celular estdo em seu maximo (HAYAT et
al., 2018; ROSANO; CECCARELLI, 2014). Entretanto, algumas evidéncias apontam
para o final da fase log/inicio da fase estacionaria como melhores momentos para
indugdo. OU et al., (2004) demonstraram que na indugdo durante a privagao de
carbono, as células de E. coli BL21 (DE3) possuem alta capacidade de adaptagao e
alta expressao celular nesta fase, além de aumentar a expressao de proteinas
soluveis (OU et al., 2004). A maior expressao de proteina na fragdo soluvel pode ser
explicada devido a um crescimento celular reduzido, com uma redugdo na sintese
proteica, gerando assim menor formagéo de Cls (GALLOWAY; SOWDEN; SMITH,
2018).
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Figura 32. Curva logaritmica em In(DO) do crescimento de E. coli BL21(DE3) com o
gene L-ASNasePS a 37 ° versus tempo (h).

A partir do grafico em escala logaritmica (Figura 32), € possivel verificar que a
fase lag/log ocorreu do tempo 0 h (DOsoonm = 0,1) ao tempo de 4 h (DOsoonm = 1,5), €
a fase estacionaria a partir de 4 h. A partir destes dados, estipulou-se que DOgoonm da
fase mid-log foi de 0,4 de absorbancia, o que corresponde a 0,45 g/L de células,
através do calculo de peso seco x DO. Considerando que esta ainda € uma
concentragéo celular baixa, foi entdo utilizada uma densidade optica correspondente
a 80% da fase exponencial, equivalente a uma DOgoonm de 0,9, tempo de 2 h 30 min
e uma concentragao celular de aproximadamente 1 g/L.

Outros parametros cruciais para a expressao proteica sao concentracdo de
indutor, tempo pods-indugéo e temperatura de indugédo (HANNIG; MAKRIDES, 1998;
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HAYAT et al., 2018; ROSANO; CECCARELLI, 2014). A concentragao de indutor € um
fator crucial para a expressao de proteinas em sistemas heterdlogos. Baixas
concentracdes de indutor podem ser insuficientes para a expressao de proteinas, e
por outro lado, altas concentragbes podem gerar altos custos de produgéo além de
causar toxicidade nas células, impedindo a expressdo. Baixas concentragcdes de
indutor também estao relacionadas a uma maior expressao de proteinas na forma
soluvel (HAYAT et al., 2018). As concentragbes usuais de IPTG em expresséo
heter6loga de L-ASNase variam entre 0,1 — 1 mM (EISELE et al., 2011; HUANG et al.,
2014; SAEED et al., 2018; ZHANG et al., 2021). Neste sentido, foram consideradas

as concentragdes de 0,1 mM, 0,5 mM e 1 mM para a triagem (Tabela 13).

Tabela 13. Planejamento experimental da triagem, considerando diferentes
concentragdes de indutor (IPTG) e tempos pos-indugédo na densidade optica (DO) de
600 nm.

DOsoonm | Concentracao final de IPTG (mM) | Tempo pés-indugao (h)

0,1

0,9 0,5 8
12
20
24

12
20
24
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O tempo poés-indugdo € um dos fatores mais importantes para a expressao e
solubilidade da proteina. Menores tempos de inducdo reduzem a sintese proteica,
consequentemente prevenindo a formagao de Cls (HAYAT et al., 2018). Na literatura
encontram-se uma variedade de tempos pos-indugao em sistemas de expressao de
L-ASNase em E. coli, variando de 3 h a 24 h, em escala laboratorial (DUMINA et al.,
2021; EISELE et al., 2011; HUANG et al., 2014; SAEED et al., 2018; SINGH et al.,
2020; UPADHYAY et al., 2014). E sabido que maiores tempos pés-indugdo aumentam
a expressao proteica, mas também aumentam as chances de formacao de Cls, além
de afetar a estabilidade proteica e induzir protedlise, reduzindo assim o rendimento da
proteina recombinante (TOLIA; JOSHUA-TOR, 2006). Além disso, cada enzima
possui seu proprio padrdo de expressao, portanto, para este estudo foram
considerados os tempos 0 h (controle negativo), 2 h, 4 h, 8 h, 12 h, 20 h e 24 h pos-
indugao (Tabela 13).

A temperatura pos-indugdo € outro fator importante para a expressédo de
proteinas em sistemas heterdlogos. Altas temperaturas tendem a promover uma maior
agregacédo das proteinas, formando corpos de inclusdo. Por outro lado, baixas
temperaturas podem resultar em um baixo rendimento de expressao (HAYAT et al.,
2018). Singh e colaboradores testaram diferentes temperaturas pos-indugéo de uma
L-ASNase Il expressa em sistema de E. coli BL21(DE3) e observaram que mesmo em
baixas temperaturas (20 °C) ha uma maior expressao de proteinas na forma de corpos
de inclusdo do que na fragao soluvel, indicando um possivel padrao de agregacéo da
proteina (SINGH et al., 2020). SAEED et al. (2018) também observaram uma maior
presenga de corpos de inclusdo (cerca de 60%) na expressao de uma L-ASNase
fungica em E. coli BL21(DE3) mesmo com uma temperatura de 22 °C. Desta forma, o
planejamento experimental (Tabela 13) foi executado para as temperaturas pos-
inducéo de 20 °C e 37 °C, com a finalidade de verificar qual das duas promove uma
maior expresséo de L-ASNasePS.

5.2.1 Métodos de sonicagcao

Antes da execucdo do experimento testando diferentes condi¢gdes de expressao
da L-ASNasePS em E. coli, alguns métodos de sonicagao foram testados, uma vez
que a L-ASNase Il se encontra no espacgo periplasmatico.
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A sonicacdo é um método custo-efetivo e conveniente para lisar pequenas
quantidades de biomassa celular (até 20g) (DOPP; REUEL, 2018; SHRESTHA;
HOLLAND; BUNDY, 2012). Este método utiliza a oscilagdo de ondas ultrassonicas
para lisar a membrana celular por cavitagdo. Um transdutor (ponteira) € inserido num
recipiente contendo a biomassa celular, levando a ondas de presséo que criam bolhas.
As ondas resultantes do colapso das bolhas sao suficientes para romper a membrana
celular (ISLAM; ARYASOMAYAJULA; SELVAGANAPATHY, 2017). Além disso, o
colapso das bolhas promove um aumento local de temperatura e pressao, o que pode
causar danos as enzimas que ali estdo sendo liberadas (FERDOUS; DOPP; REUEL,
2021; WANG; YUAN; HALE, 2016). Desta forma, cinco métodos de sonicag&o foram
testados para verificar possiveis diferencas de expressao enzimatica por intensidade
de bandas de SDS-PAGE a partir de um cultivo a 37 °C de E. coli BL21(DE3) com o
gene L-ASNasePS induzido com uma DO de 1, 0,5 mM de IPTG e tempo pos-indugéo
de 18 h e agitacédo de 200 rpm (Figura 33).
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Figura 33. SDS-PAGE 12% (m/v) corado com azul de Coomassie referente aos
diferentes métodos de sonicacgao testados. A: fracdo soluvel; B: fracao insoluvel. 1: 7
ciclos, 30 seg ON e 45 seg OFF, amp 30%; 2: 10 ciclos, 1 min ON e 1 min OFF, amp
30%; 3: 20 ciclos, 1 min ON e 1 min OFF, amp 30%; 4: 10 ciclos. 1 ciclo: 1 segundo
ON e 1 segundo OFF, seguido de 1 minuto de espera, amp 30%; 5: 15 ciclos, 1 seg
ON e 1 seg OFF, amp 30%.
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A partir da observacgéo dos géis de poliacrilamida, € possivel observar que nao
houve expressao na fragao soluvel, ou expressdes baixas em comparagao as fracoes
insoluveis (Figura 33A e B). Nas fragbes insoluveis (Figura 33B), é evidente a
presencga de bandas nas regifes proximas a 45 kDa. Os métodos de sonicagédo que
apresentaram maior expressao foram 2, e 5, o que pode ser confirmado pelo calculo
da area das bandas expresso na Figura 34. O método 2 inclui 10 ciclos de 1 minuto
ON e 1 minuto OFF, o que pode favorecer ao ndo aquecimento da ponteira do
sonicador, reduzindo degradagao da proteina. Quando este tempo € aumentado para
20 ciclos (método 3), ocorre uma redugéo na presenga de proteinas, indicando uma
perda durante o processo de sonicagao, possivelmente devido ao tempo ser mais
prolongado. O método 1 apesar de ser curto, apresenta a menor banda, podendo ser

um indicativo de que 7 ciclos ndo sejam suficientes para o rompimento celular.
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Método de sonicagao
Figura 34. Area das bandas proximas a 45 kDa das fracdes insolGveis dos testes de
sonicacgao. 1: ciclos, 30 seg ON e 45 seg OFF, amp 30%; 2: 10 ciclos, 1 min ON e 1
min OFF, amp 30%; 3: 20 ciclos, 1 min ON e 1 min OFF, amp 30%; 4: 10 ciclos. 1
ciclo: 1 segundo ON e 1 segundo OFF, seguido de 1 minuto de espera, amp 30%; 5:
15 ciclos, 1 seg ON e 1 seg OFF, amp 30%.

5.3 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE CULTIVO
5.3.1 Cultivos a 37 °C

5.3.1.1 Fragbes soluveis

Em relag&o aos cultivos a 37 °C, é possivel observar pelos géis desnaturantes

que nao houve expressdo nas fragdes soluveis na maioria das fragcdes, além da
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auséncia de atividade de L-ASNase pelo ensaio de p-hidroxamato aspartico em todas
as fracdes (Figura 36). E possivel observar apenas a banda de L-ASNase enddgena,

proxima a 45 kDa, presente também no tempo O h (Figura 35).
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Figura 35. SDS-PAGE 12% (m/v) corado com azul de Coomassie do tempo zero da

triagem a 37 °C. (s): fragdes soluveis; (i): fragdes insoluveis.

5.3.1.2 Fragbes insoluveis

Ja para as fragdes insoluveis, é possivel observar bandas de grande intensidade
na regiao de 45 kDa em todas as condi¢des (Figura 37). As menores intensidades de
bandas sao observadas em 20 horas pos-indugdo com 1 mM de IPTG, e 24 h pds-
indugcdo com 0,1 e 1 mM de IPTG (Figura 38). Isto pode ser ao fato de que apds longos
periodos de indugc&o pode ocorrer instabilidade celular e protedlise (TOLIA; JOSHUA-
TOR, 2006).
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Figura 36. SDS-PAGE 12% (m/v) corado com azul de Coomassie das fragdes soluveis

cultivadas a 37 °C.

Para a selecao de trés condigbes de cultivo, foram considerados area da banda,
concentragdo de proteina, concentracdo de IPTG e tempo pds-inducdo. Areas de
bandas maiores com concentracbes de proteina menores indicam uma maior
concentragcdo de L-ASNase por proteina, indicando maior atividade especifica
estimada (Figura 40). Em contrapartida, longos tempos pds-indugao s&o indesejaveis
para a industria, pois tendem a diminuir o rendimento. Concentragbes menores de
IPTG sao desejaveis pelo fato de reduzir a toxicidade e baixo custo para grandes

cultivos.
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Figura 37. SDS-PAGE 12% (m/v) corado com azul de Coomassie das fragdes
insoluveis dos cultivos da triagem a 37 °C.
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Figura 38. Area das bandas (cm?) préximas a 45 kDa das fragbes insoltveis das
diferentes condi¢des de cultivo a 37 °C calculadas pelo software ImageJ®.
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Figura 39. Concentracdo de proteina (ug/mL) das fragdes insoluveis da triagem a 37
°C.

Considerando intensidade da banda em gel desnaturante (Figura 38), baixa
concentracdo de IPTG e baixo tempo de cultivo, a condi¢édo 0,1 mM de IPTG com 2 h
de tempo pos-indugao foi escolhida, apesar da sua concentracdo de proteina estar
entre 0os mais baixos (234,9 ug/mL) (Figura 39). A condicédo 1 mM de IPTG a 4 h pos-
inducéo também foi escolhida por possuir o menor concentracido de proteina entre os
outros cultivos com 1 mM de IPTG (232,5 ng/mL) (Figura 39), além de apresentar alta
intensidade da banda de SDS-PAGE e baixo tempo de cultivo (Figura 38). A condi¢c&o
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0,5 mM de IPTG a 24 h de tempo pdés-indugao foi escolhida porque apesar de
apresentar um longo periodo de pdés-indugdo, possui uma concentragdo meédia de
IPTG e apresentou uma das menores concentragdes de proteina (87,0 ug/mL) (Figura
39).
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Figura 40. Calculo da razéo entre a area da banda sobre a concentragao de proteina
das fracdes insoluveis dos cultivos a 37°C.

As condigbes escolhidas foram submetidas a ensaio enzimatico e teste de
solubilizagdo, com resultados descritos no tépico 5.4.

5.3.2 Cultivos a 20 °C

5.3.2.1 Fragbes soluveis

Ao contrario do ocorrido com os cultivos a 37 °C e como esperado com base na
literatura, através da analise da expressédo da proteina por SDS-PAGE € possivel
observar a presenca de bandas préximas a 45 kDa nas fragdes soluveis dos cultivos
induzidos a 20 °C (Figura 41).
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Figura 41. SDS-PAGE 12% (m/v) corado com azul de Coomassie das fragdes soluveis
das diferentes condicdes de cultivo a 20 °C. A: 0,1 mM de IPTG; B: 0,5 mM de IPTG;
C: 1 mM de IPTG.

Um fato a ser observado é que nesta temperatura também ha um indicativo de
producdo de L-ASNase endogena da E. coli BL21 (DE3), visto que no tempo 0 h as
bandas apresentaram areas semelhantes de outros pontos de pés indugao (Figura 41

e Figura 42).
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Figura 42. Area das bandas proximas a 45 kDa das fracdes sollveis das diferentes

condigdes de cultivo a 20 °C calculadas pelo software ImageJ®.

A partir da analise das areas, a condicdo de cultivo com a concentragdo de
0,1 mM de IPTG com o tempo de inducdo de 12 h apresentou a maior banda. Os
cultivos de 20 h de 0,5 mM e 1 mM e de 24 h ndo apresentaram bandas, o que
possivelmente indica que a expressédo foi em forma de Cls (Figura 42). Como o
metabolismo celular € mais lento a 20 °C, apenas em tempos mais prolongados houve
uma maior expressdo enzimatica e consequentemente agregagédo para a fragcéo

insoltvel.
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Figura 43. Concentragado de proteina (ug/mL) das fragdes soluveis da triagem a 20
°C.
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Analisando a concentragao de proteina, é possivel identificar que com uma
concentracédo de IPTG de 1 mM ha um pico com um tempo de pés-inducéo de 8 h. Os
cultivos dos pontos 20 h e 24 h apresentam concentracbes semelhantes entre si, do
ponto 2 h ndo apresentou proteinas e do ponto de 4 h apresentou concentragcoes
baixas.

A condigao de 0,1 mM de IPTG com o tempo de poés-indugao de 2 h foi escolhida
devido a baixa concentracdo de IPTG, curto tempo pds indugdo e intensidade da
banda (Figura 41A). Também foram escolhidos os cultivos com as concentragdes de
0,5 mM e 1 mM de IPTG no ponto de 4 h. Estas condigbes apresentaram bandas
intensas no SDS-PAGE (Figura 41B e Figura 41C, respectivamente) e baixas
concentragdes de proteina (Figura 43). Estas condi¢des foram escolhidas para serem
submetidas a ensaio enzimatico.

No entanto, vale ressaltar que somente apds 4 horas de indugéo de 0,1 mM e de
1 mM IPTG pdode ser observado um aumento na intensidade das bandas proximas a
45 kDa (Figura 41A e Figura 41C). Isso pode ser um indicativo da presenga da L-
ASNase constitutiva da E. coli, que pode tanto ser a L-ASNase | quanto a L-ASNase
Il IZADPANAH QESHMI et al., 2022).

5.3.2.2 Fragbes insoluveis

Analisando a expressao das fragdes insoluveis dos cultivos induzidos a 20 °C
em gel desnaturante (Figura 44), fica evidente que a expressao de L-ASNase em
forma de corpos de inclusdo nesta temperatura ocorre a partir de maiores tempos pos-
indugao. Nas concentragdes de 0,1 mM (Figura 44A) e 0,5 mM (Figura 44B) é possivel
identificar, pela intensidade das bandas, que a partir de 12 h inicia-se a formacgao de
Cls. Na concentragao de 1 mM de IPTG, observa-se poucas bandas, sendo a maior
no ponto de 20 h (Figura 44C).
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Figura 44. SDS-PAGE 12% (m/v) corado com azul de Coomassie das fragcbes
insoluveis das diferentes condi¢des de cultivo a 20 °C. A: 0,1 mM de IPTG; B: 0,5 mM
de IPTG; C: 1 mM de IPTG.

A analise do calculo das areas das bandas (Figura 45), reforga o aumento da
intensidade das bandas ao longo do tempo, indicando que na indugé&o a 20 °C ha
expressao de L-ASNase em forma de corpos de inclusao apés maiores periodos de
inducao devido o metabolismo celular desacelerado. Isto também foi observado nos
géis das fragdes soluveis, os quais apresentavam maiores bandas nos menores
tempos pos-inducéo (Figura 41). No geral, todos os pontos da concentragdo de 1 mM
apresentaram areas menores que 0s outros pontos, sugerindo que a 20 °C, esta
concentracido possa ser toxica para a expressao de L-ASNase, visto que também nao
houve bandas expressivas nas concentragdes de 1 mM nas fragdes soluveis Figura
42).
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Figura 45. Area das bandas proximas a 45 kDa das fragdes insoltveis das diferentes
condigdes de cultivo a 20 °C calculadas pelo software ImageJ®.

Em relacédo a concentragdo de proteina (Figura 46), o padrdo de concentragéo
de proteinas se assemelha com a intensidade das bandas. Isso pode ser explicado
pelo fato de que na frag&o insoluvel de um sistema de expressao existe principalmente
corpos de inclusdo da enzima de interesse, devido sua superexpressao em agregados
insoluveis (SINGH et al., 2020).
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Figura 46. Concentracdo de proteina (ug/mL) das fragdes insoluveis da triagem a 20
°C.
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Uma condigdo de cultivo foi selecionada para ensaio enzimatico e teste de
solubilizacido. Neste caso, o ponto de 24 h na concentracdo de 0,5 mM foi escolhido
devido a presenca de uma banda de maior intensidade e uma concentragdo de
proteina meédio, resultando em uma razdo area da banda/proteina alta, em

comparacgao as outras condigdes (Figura 47).

50 - L

45 -
g 40 - -
O i
53
S £30 - = IPTG:
'g 2%25- B =01 mM
.Q“‘\E 20 - @0,5 mM
(o)
215 - 01,0 mM
€ 10 A '

5 | ’*‘

2h 4 h 8h 12 h 20 h 24 h
Tempo pés-indugao

Figura 47. Calculo da area da banda sobre a concentragao de proteina das fragoes
insoluveis dos cultivos a 20 °C.

5.4 PARAMETROS SELECIONADOS
Os parametros selecionados foram utilizados em novos cultivos, desta vez em

50 mL de meio LB + canamicina (50 png/mL) a 200 rpm.

5.4.1 Atividade de L-ASNase pelo método de AHA

Foi realizada atividade enzimatica nas fragdes soluveis e insoluveis dos cultivos
pelo método de AHA, expressa em U/mL e U/mgproteina (atividade especifica).

A atividade enzimatica (U/mL) foi encontrada apenas as fragdes soluveis dos
cultivos a 20 °C (Figura 48). As atividades variaram entre 0,015 U/mL (ponto 4 h,
concentracéo de IPTG 0,5 mM) a 0,020 U/mL (ponto 24 h, concentragéo de IPTG 0,5
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mM). N&o houve diferenca estatistica entre a atividade enzimatica das fragdes

solliveis dos diferentes cultivos.
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Figura 48. Atividade enzimatica de L-ASNase (U/mL) calculada pelo método AHA

das fragcdes soluveis dos cultivos selecionados a 20 °C.

Em relagéo a atividade especifica, além das fragdes insoluveis dos cultivos a 20

°C, no cultivo do ponto 2 h na concentracdo de 0,1 mM de IPTG a 37 °C também

houve atividade, sendo a mais baixa (0,004 U/mgproteina) (Figura 49). A maior atividade

especifica foi de 0,018 U/mgproteina NO ponto de 2 h com a concentragao de IPTG de

0,1 mM a 20 °C. Nao houve diferenca estatistica entre as atividades especificas.
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Figura 49. Atividade especifica de L-ASNase (U/mgproteina) calculada pelo método
AHA das fragdes soluveis dos cultivos selecionados a 20 °C.

5.4.2 Solubilizagao de corpos de inclusao purificados

A formagéo dos corpos de inclusdo podem ser ou ndo um grande desafio na
purificacdo de proteinas recombinantes que usam E. coli como hospedeiro
(BURGESS, 2009; RUDOLPH’ AND; LILIE, 1996). Necessitam do acréscimo de
processos envolvendo seu isolamento, solubilizacdo e redobramento para enfim
serem purificados e possuirem atividade. Apesar do desenvolvimento da
compreensao estrutural de proteinas, a solubilizacdo e redobramento dos Cls
geralmente ocorrem de forma empirica, gerando baixo rendimento. Entretanto, apos
seu redobramento a enzima de interesse encontra-se praticamente pura (SINGH et
al., 2015). Métodos se solubilizagao eficientes para a recuperagdo de corpos de
inclusdo reduzem a necessidade de extensivos passos de cromatografia. Além disso,
existem corpos de inclusdo que ja demonstraram possuir a conformag¢ao da enzima,
possuindo significante atividade bioldgica (SINGH et al., 2020).

A solubilizacdo dos Cls ocorre com o uso de altas concentragées de agentes
caotropicos, como ureia e hidrocloreto de guanidina, resultando na completa
desnaturagdo das estruturas secundarias da proteina (SINGH et al., 2020). Desta

forma, descobrir a molaridade necessaria de ureia para cada cultivo torna-se o
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primeiro passo para a solubilizagdo dos agregados proteicos e consequente
redobramento.

Os ensaios de solubilizagdo foram conduzidos considerando solubilizagdo com
SDS 2% o controle positivo, e a fragado insoluvel com tampéao Tris-HCI 50 mM pH 8,6
como controle negativo. As concentragdes de hidrocloreto de guanidina (GdnHCI)
utilizadas variaram de 1 — 4 M, com a finalidade de identificar a partir de qual
molaridade é possivel observar a solubilizacdo da L-ASNase. Tanto os pellets quanto
os sobrenadantes da solubilizacdo foram analisados.

A partir da observacgao dos pellets das solubilizagcbes das fragdes insoluveis dos
cultivos selecionados, € possivel observar que em todas as fragbes ha uma queda na
concentragédo de proteinas conforme aumenta-se a molaridade de GdnHCI utilizada
na solubilizacdo. Isso se deve ao fato de que as proteinas solubilizadas sao

transferidas para o sobrenadante.
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Figura 50. Concentragao de proteina (ug/mL) dos pellets resultantes da solubilizagao

com diferentes concentragdes de GdnHCI (1 - 4 M). CP: controle positivo (SDS a 2%);

CN: controle negativo (corpos de inclusdo purificados). A: 0,5 mM de IPTG, 24 h, 20
°C; B: 0,1 mMde IPTG, 2 h, 37 °C; C: 1 mM de IPTG, 4 h, 37 °C; D: 0,5 mM de IPTG,

24 h, 37 °C.

Os géis desnaturantes dos pellets confirmam o que é observado pela analise da

concentracao de proteinas. As bandas mais intensas proximas a 45 kDa confirmam a

presenca de L-ASNase principalmente nos controles e nas menores molaridades de
GdnHCI (Figura 51).
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Figura 51. SDS-PAGE 12% (m/v) corado com azul de Coomassie dos pellets obtidos

a partir da solubilizagdo dos corpos de inclusdo com diferentes molaridades de

GdnHCI (1 - 4 M). CN: controle negativo (corpos de inclusao purificados). CP: controle
positivo (SDS a 2%); A: 0,5 mM de IPTG, 24 h, 20 °C; B: 0,1 mM de IPTG, 2 h, 37 °C;
C: 1 mMde IPTG, 4 h, 37 °C; D: 0,5 mM de IPTG, 24 h, 37 °C.

Ja nos sobrenadantes, o comportamento dos graficos € o inverso a dos pellets.

Como pode-se ver na Figura 52, ha um aumento gradativo na concentragdo de

proteina conforme a molaridade de ureia utilizada para a solubilizagdo aumenta. Pode-

se observar que em todos os pontos ha um aumento na concentragado de proteinas

préximo ao controle positivo.
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Figura 52. Concentracdo de proteina (ug/mL) dos sobrenadantes resultantes da
solubilizag&o com diferentes concentragbes de GdnHCI (1 - 4 M). CP: controle positivo
(SDS a 2%); CN: controle negativo (corpos de incluséo purificados). A: 0,5 mM de
IPTG, 24 h, 20 °C; B: 0,1 mM de IPTG, 2 h, 37 °C; C: 1 mM de IPTG, 4 h, 37 °C; D:
0,5 mM de IPTG, 24 h, 37 °C.

Para os corpos de inclusdo do ponto 2 h, com a concentracdo de 0,1 mM de
IPTG, a 37 °C, a partir de 3 M de GdnHCI pode-se observar sua maior solubilizagao,
e proxima ao controle positivo (Figura 52B). Nos pontos 4 h com a concentragéo de
IPTGa1mMea37°Ce0,5mMdelPTG, 24 h, 37 °C (Figura 52C e D), os resultados
da concentragao de proteina indicam que os corpos de inclusao possivelmente sao
solubilizados também a partir de 3 M de GdnHCI. O ponto 0,5 mM de IPTG, 24 h, 20
°C, apresentou solubilizagdo em 4 M (Figura 52A). Estes resultados demonstram que
a solubilizacdo dos Cls na expressao a 20 °C é menor.
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Figura 53. SDS-PAGE 12% (m/v) corado com azul de Coomassie dos sobrenadantes
obtidos a partir da solubilizacdo dos corpos de inclusdo com diferentes molaridades
de GdnHCI (1 - 4 M). CN: controle negativo (corpos de inclusdo purificados). CP:
controle positivo (SDS a 2%); A: 0,5 mM de IPTG, 24 h, 20 °C; B: 0,1 mM de IPTG, 2
h, 37 °C; C: 1 mM de IPTG, 4 h, 37 °C; D: 0,5 mM de IPTG, 24 h, 37 °C.

Observando os géis de eletroforese dos corpos de inclusdo solubilizados, é
possivel verificar que o comportamento foi semelhante aos resultados de
concentracédo de proteina das amostras de 0,1 mM de IPTG, 2 h, 37 °C e 1 mM de
IPTG, 4 h, 37°C (Figura 53B e Figura 53C). A molaridade com maior banda foi a de 3
M, nos dois casos. O mesmo € visto na concentracdo de proteina destas amostras,
que é maior com o uso de 3 M de GdnHCI. No ponto 24 h com a concentragao de 0,5
mM de IPTG, a 37 °C a analise pelo gel de eletroforese indicou que com 2 M de

GdnHCI é possivel obter uma solubilizagdo semelhante ao controle positivo.
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Além das observacgdes acerca da molaridade de GdnHCI necessaria para a
solubilizacao das fracdes, € possivel observar que o ponto 2 h, 0,1 mM de IPTG, a 37°
C apresentou a maior concentragao de proteinas, de 1000 ung/mL com 3 M de GdnHCI
(Figura 52C).

5.4.3 Redobramento

A partir dos resultados da solubilizagdo com GdnHCI, a fragao insoluvel obtida
no ponto de 2 h, 0,1mM de IPTG, a 37 °C foi previamente solubilizada com 3 M de
GdnHCI e ultrafiltrada com membrana de 3 kDa, para 0 uso nos proximos ensaios.

O redobramento foi avaliado a partir de uma matriz contendo 9 tampdes com
diferentes concentracdes de GdnHCI (0,2 M, 0,7 M e 1,3 M) e L-arginina (0 M, 0,44 M
e 0,88 M), com a diluigao da fragéo solubilizada 20 vezes (Tabela 14). A concentragéo
de proteina foi mantida em menos de 50 ug/mL, com a finalidade de evitar a agregacéo
proteica (NABIEL et al., 2023). A presencga de desnaturantes € desejavel durante o
redobramento pois estes sdo capazes de desestabilizar as interagbes que geram
agregacdo, porém em altas concentragbes promove desnaturacdo da enzima.
Portanto, a concentragdo 6tima de GdnHCI depende das propriedades fisicas da
proteina alvo, e deve ser estabelecida testando-a, geralmente com concentragdes de
até 1,4 M (ALIBOLANDI; MIRZAHOSEINI, 2011).

A L-arginina é responsavel por aumentar a solubilidade da proteina, além de
prevenir agregac¢ao durante o redobramento. Em comparagdo com GdnHCI, os grupos
amino e carboxil da L-arginina formam fracas pontes de hidrogénio com proteinas
soluveis e, portanto, atuam como inibidor de agregagao. As concentragdes efetivas
variam entre 0,4 — 1 M (NABIEL et al., 2023; YAMAGUCHI; MIYAZAKI, 2014).

Tabela 14. Matrix primaria para sele¢gdo de tamp&o de redobramento, bem como

ambiente redox.

Tampao base de | GdnHCI (M) L-Arginina (M) | Ambiente Redox (mM)
redobramento* Fator 1 Fator 2 Fator 3

1 0,2 0 5(DTT)

2 0,2 0,44 2:0,2 (GSH:GSSG)

3 0,2 0,88 2:0,4 (GSH:GSSG)

4 0,7 0 5(DTT)

5 0,7 0,44 2:0,2 (GSH:GSSG)
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6 07 0,88 2:0,4 (GSH:GSSG)
7 13 0 5 (DTT)

8 13 0,44 2:0,2 (GSH:GSSG)
9 13 0,88 2:0,4 (GSH:GSSG)

* Cada tampé&o de redobramento contém, além da Guanidina e da L-Arginina, Tris 55 mM, NaCl 21 mM, KCI 0,88
mM e EDTA 1 mM, com pH ajustado em 8,2.

O primeiro fator da matriz foi o ambiente redox. O rendimento de proteinas com
pontes dissulfeto dependem fortemente do redobramento na presenca de um
ambiente redox adequado (DE BERNARDEZ CLARK et al., 1998). Foi utilizado nesta
matriz glutationa oxidada (GSSG) e reduzida (GSH) com duas proporgdes de
molaridade: 2:0,2 (GSH:GSSG) e 2:0,4 (GSH:GSSG) na concentragédo final dos
ensaios. No caso de proteinas sem pontes de sulfeto, agentes redutores como 2-
mercaptoetanol ou DTT s&o capazes de manter as cisteinas no seu estado reduzido,
e prevenir a formagdo de pontes dissulfeto, e sua presengca € recomendada no
redobramento também de proteinas que ndo contem pontes dissulfeto. Foi utilizada a
concentragéo final de 5 mM de DTT na triagem devido a falta de conhecimento da

presencga ou auséncia de pontes dissulfeto (MALEKI et al., 2020).

Tabela 15. Concentragdo de proteinas (ug/mL) de proteinas e recuperagao (%) da

matriz primaria.

Tampao Proteina (ug/mL) Recuperagao (%) Precipitou?
Controle negativo 47,52 - Sim
1 28,0 59,0 Sim
2 22,3 de 47,0 Néo
3 24,5 51,6 Néo
4 19,1°¢ 40,3 Sim
5 26,2 55,1 Néo
6 25,5 53,7 Néo
7 38,6° 81,2 Néo
8 29,5°¢ 62,1 Néo
9 18,6 © 39,2 Néo

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

O efeito dos trés primeiros fatores (GdnHCI, L-arginina e ambiente redox) foi

avaliado pela concentrag&o de proteina, a recuperagao, a precipitagéo (Tabela 15) e
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o gel desnaturante de eletroforese (Figura 54). O tampdo 7 possuiu a maior
recuperacéo de proteinas, de 81,2% seguido pelo tampé&o 8 de 62,2% (Tabela 15).
Pela observacéo do gel de eletroforese (Figura 54), o tampao 7 apresenta de fato uma
banda superior as outras. Os tampdes 7 e 8 tem em comum a maior molaridade de
GdnHCI dos tampdes (1,3 M), demonstrando a importancia de um agente
desnaturante nesta molaridade na para evitar agregagao de proteinas. O tamp&o 7
nao possui L-arginina, além de apresentar 5 mM de DTT. O tampéao 8 possui 0,44 M
de L-arginina e o ambiente redox formado pela proporgéo 2:0,2 mM de GSH:GSSG.
Os tampbes 1 e 4 apresentaram precipitados, sugerindo a formacéo de agregados
proteicos, desfavorecendo o redobramento da L-ASNasePS. O tamp&o 1 possui 0,2
M de GdnHCl e 5 mM de DTT, e o tampao 4 0,7 M de GdnHCl e 5 mM de DTT (Tabela
14). Portanto, € possivel observar que baixas concentragcbes de agentes
desnaturantes desfavorecem o enovelamento da enzima. E, apesar do tamp&o com a
maior recuperagao possuir o ambiente redox de DTT, na presenca de baixas
molaridades de desnaturantes ele n&o interfere no redobramento. Os tampdes 7 e 8

foram considerados para uma matriz secundaria com PEG.

kDa CEF 81 @2 33F 4T TE55 "GRIE AR ReR 49
96 W
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Figura 54. Gel de desnaturante de poliacrilamida (12%) referente aos testes de 1 a 9
da matriz primaria.

1: 0,2 M de GdnHCI, 0 M de Arg, 5 mM de DTT, 1 mM de EDTA; 2: 0,2 M de GdnHCI, 0,4 M de Arg, 2
mM de GSH:0,2 mM de GSSG, 1 mM de EDTA; 3: 0,2 M de GdnHCI, 0,8 M de Arg, 2 mM de GSH:0,4
mM de GSSG, 1 mM de EDTA,; 4: 0,7 M de GdnHCI, 0 M de Arg, 5 mM de DTT, 1 mM de EDTA; 5: 0,7
M de GdnHCI, 0,4 M de Arg, 2 mM de GSH:0,2 mM de GSSG, 1 mM de EDTA,; 6: 0,2 M de GdnHClI,
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0,8 M de Arg, 2 mM de GSH:0,4 mM de GSSG, 1 mM de EDTA; 7: 1,3 M de GdnHCI, 0 M de Arg, 5
mM de DTT, 1 mM de EDTA,; 8: 1,3 M de GdnHClI, 0,4 M de Arg, 2 mM de GSH:0,2 mM de GSSG, 1
mM de EDTA; 9: 1,3 M de GdnHCI, 0,8 M de Arg, 2 mM de GSH:0,4 mM de GSSG, 1 mM de EDTA.

O PEG pode interferir no redobramento da proteina de duas formas: interagindo
com as regides hidrofébicas de proteinas soluveis, estabilizando seu redobramento, e
induzindo a formacg&o da estrutura proteica, inibindo a agregacédo (NABIEL et al.,
2023). Na matriz secundaria (Tabela 16), os tampdes base de redobramento 7 (1,3 M
de GdnHCl e 5 mM de DTT) e 8 (1,3 M de GdnHCI, 0,44 M de L-arginina e 2:0,2 mM
de GSH:GSSG) foram testados com diferentes razdes da concentragdo de
PEG/proteina de 2:1, 4:1 e 6:1, além da auséncia de PEG.

Tabela 16. Matriz secundaria realizada com os tampdes base de redobramento 7 e 8,

e a razao PEG/proteina como quarto fator de redobramento.

Tampao base de | GdnHCI (M) L-Arginina (M) Ambiente Redox (mM) Razao PEG/Proteina
redobramento* Fator 1 Fator 2 Fator 3 Fator 4

7 1,3 0 5 (DTT) 0

7 1,3 0 5(DTT) 2:1

7 1,3 0 5(DTT) 4:1

7 1,3 0 5 (DTT) 6:1

8 1,3 0,44 2:0,2 (GSH:GSSG) 0

8 1,3 0,44 2:0,2 (GSH:GSSQG) 2:1

8 1,3 0,44 2:0,2 (GSH:GSSQG) 4:1

8 1,3 0,44 2:0,2 (GSH:GSSG) 6:1

* Cada tampéao de redobramento contém, além da Guanidina e da L-Arginina, Tris 55 mM, NaCl 21 mM, KCI 0,88
mM e EDTA 1 mM, com pH ajustado em 8,2.

Apesar da presenga de bandas em todos os testes (Figura 55), as concentragdes
de proteina foram baixas, < 10 ug/mL, ndo havendo rendimento. Desta forma, o PEG
foi considerado desfavoravel para o redobramento da L-ASNasePS, ndo sendo

utilizado na matriz terciaria.
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Figura 55. Gel desnaturante de poliacrilamida dos ensaios da matriz secundaria.

C7 (controle 7): 1,3 M de GdnHCI, 0 M de Arg, 5 mM de DTT, 1 mM de EDTA. C8 (controle 8): 1,3 M de
GdnHCI, 0,4 M de Arg, 2 mM de GSH:0,2 mM de GSSG, 1 mM de EDTA.

O fator 4 incluido na matriz terciaria foram cations divalentes (CaCl. e MgCl2),
que podem tanto ser favoraveis ou desfavoraveis ao enovelamento de uma proteina.
Foram testadas as concentragdes de 1, 2 e 4 mM de CaCl, e MgCl», nestas condigbes
nao houve presenca de EDTA no tampédo base, devido sua natureza quelante.
Portanto, nos ensaios sem cations divalentes ha EDTA (1 mM) (Tabela 17). Os cations
divalentes podem reduzir a agregacéao proteica como também causar precipitacdo nas
proteinas, devido seu efeito de salting-out. O efeito dos cations divalentes no
redobramento de uma enzima depende da sua concentracdo e de caracteristicas
bioquimicas da proteina (LOPEZ-LAGUNA et al., 2020). Altas concentragbes de
cations divalentes podem promover agregacao (ANTOSOVA et al., 2022).

Apesar de ainda ser pouco esclarecido o efeito de cations divalentes no
redobramento/agregacéao de proteinas, ha estudos que sugerem alguns mecanismos.
LIU et al. (2020) investigaram a influéncia de Mg?* na desnaturagdo e agregagdo da
albumina de soro bovino, e concluiram que a presenga do cation houve menor
agregacao. Foi demonstrado que o ion Mg?* foi capaz de prevenir a transformagao de
a-hélices em estruturas agregadas/enoveladas incorretamente, e o ion foi capaz de
se ligar multivalentemente aos grupos carboxilados dos residuos Asp e Glu da

albumina, servindo com “pontes dissulfeto” para estabilizar as estruturas secundarias
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e terciarias. ANTOSOVA et al. (2022) destacaram a importancia de Mg?* e Ca?* na
estabilizagdo das estruturas secundaria e terciaria da a-lactalbumina, na redugao de
folhas-B. Uma série de estudos demonstraram o efeito dos cations divalentes na
estabilizagcao e redobramento de proteinas (ARAKAWA; TIMASHEFF, 1984; BUELL
et al., 2013; KANG et al., 2020; WANG et al., 2023). Outro mecanismo proposto inclui
o fato de que Mg?* e Ca?* sdo cations fortemente hidratados e possuem tamanho
pequeno, aumentando a solubilidade de proteinas devido interacdo com cadeias
hidrofébicas (TANFORD, 1963; VON HIPPEL; SCHLEICH, 1969).

Tabela 17. Matriz terciaria realizada com os tampdes base de redobramento 7 € 8, e
a cations divalentes (CaClz e MgClz) como quarto fator de redobramento.

Tampao base | GdnHCI (M) L-Arginina (M) | Ambiente Redox (mM) | CaCl. e MgCl> (mM)
Fator 1 Fator 2 Fator 3 Fator 4
7 1,3 0 5(DTT) 0
7 1,3 0 5(DTT) 1
7 1,3 0 5(DTT) 2
7 1,3 0 5(DTT) 4
8 1,3 0,44 2:0,2 (GSH:GSSG) 0
8 1,3 0,44 2:0,2 (GSH:GSSG) 1
8 1,3 0,44 2:0,2 (GSH:GSSG) 2
8 1,3 0,44 2:0,2 (GSH:GSSG) 4

* Cada tampéao de redobramento contém, além da Guanidina e da L-Arginina, Tris 55 mM, NaCl 21 mM, KCI 0,88

mM, com pH ajustado em 8,2.

Pelos resultados apresentados na Tabela 18, € possivel verificar a recuperacao
total de proteina nas condigdes: tampé&o base 7 (GdnHCI 1,3 M, DTT 5 mM) com a
adicdo de 2 mM e 4 mM de CaClz e MgClz; e no tampéao base 8 (GdnHCI 1,3 M, L-
arginina 0,44 M, 2:0,2 GSH:GSSG) com a adi¢do de 1 mM de cations divalentes.

O redobramento da L-ASNasePS foi avaliado através de Native-PAGE (Figura
56A), para verificar a formacéo da estrutura tetraédrica da L-ASNasePS. Sabendo que
a L-ASNasePS na sua forma nativa apresenta tamanho molecular de
aproximadamente 152 kDa, pode-se verificar a formagdo de banda em regiédo
ligeiramente acima do marcador molecular albumina (132 kDa), sugerindo a formagéo
da estrutura nativa da L-ASNasePS. Entretanto, n&do houve atividade de L-ASNase

pelo método B-hidroxamato aspartico.
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Tabela 18. Concentragcédo de proteina (ug/mL) e rendimento dos ensaios da matriz

terciaria.
Tampéao Ensaio Proteina (ug/mL) Recuperacéo (%)
Tampao 7 C7 41,5 -
36,3 87,2
45,9 100,0
46,0 100,0
Tampao 8 C8 24,7 -
25,2 100,0
20,6 83,4
15,6 63,1

C7: Tampéo base 7 (GdnHCI 1,3 M, DTT 5 mM, EDTA 1 mM); 1, 2 e 3: Tamp&o base 7 (sem EDTA)
com CaCl2 e MgCl2 nas concentragdes de 1 mM, 2 mM, 4 mM, respectivamente. C8: Tampao base 8
(GdnHCI 1,3 M, L-arginina 0,44 M, 2:0,2 GSH:GSSG, EDTA 1 mM); 4, 5 e 6: Tamp&o base 8 (sem

EDTA) com CaClz e MgCl2 nas concentragdes de 1 mM, 2 mM, 4 mM, respectivamente.

Considerando a baixa concentracdo de proteina presente nos testes, foi
realizada ultrafiltragdo com membrana de 30 kDa de cut-off (Vivaspin ®). Foram
escolhidas uma condicdo de cada tampao base, considerando a recuperagao de
proteina, que foram os ensaios 3 e 4 (Tabela 18). Foi realizado novamente Native-
PAGE das amostras concentradas (Figura 56B) e foi observada as bandas sugestivas
de L-ASNasePS em conformacao tetraédrica, entretanto ainda sem atividade. A fim
de se remover os aditivos dos tampdes, que poderiam possivelmente estar interferindo
no ensaio de atividade enzimatica, foi realizada dialise com tampao Tris-HCI 5 mM pH
8,6, a 4 °C durante 24 h. Mesmo apos dialisada, e a presenga de bandas sugestivas
a L-ASNasePS nativa por Native-PAGE (Figura 57) a enzima nao apresentou
atividade, que pode ser explicado pela cauda de histidina presente nas porcdes C-

terminal e N-terminal da construgao plasmidial.
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Figura 56. Native-PAGE (corado com nitrato de prata) dos testes da matriz terciaria
(A) e de amostras ultrafiltradas (30 kDa cut-off) da matriz terciaria (B). Marcador

molecular: albumina (132 kDa).

A: C7: Tampéo base 7 (GdnHCI 1,3 M, DTT 5 mM, EDTA 1 mM); 1, 2 e 3: Tamp&o base 7 (sem EDTA)
com CaClz2 e MgCl2 nas concentragdes de 1 mM, 2 mM, 4 mM, respectivamente. C8: Tampao base 8
(GdnHCI 1,3 M, L-arginina 0,44 M, 2:0,2 GSH:GSSG, EDTA 1 mM); 4, 5 e 6: Tampao base 8 (sem
EDTA) com CaCl. e MgClz2 nas concentragbes de 1 mM, 2 mM, 4 mM, respectivamente. B: T.7 (4M):
Tampéo base 7 (sem EDTA) com CaClz e MgClz nas concentracdes de 4 mM, C: concentrado apds
ultrafiltragao; FT: flow-through; T.8 (1M): Tampéo base 8 (sem EDTA) com CaCl. e MgCl2 nas

concentragdes de 1 mM, C: concentrado apds ultrafiltragéo; FT: flow-through.

141kDa

Figura 57. Native-PAGE das amostras dialisadas apds triagem por matriz

experimental. Marcador: L-asparaginase.

S: Tampéao base sem aditivos. 1: Tampao base 7 (sem EDTA) com CaClz e MgClz nas concentragdes
de 4 mM, C: concentrado ap0s ultrafiltragao; FT: flow-through. 2: Tamp&o base 8 (sem EDTA) com

CaCl2 e MgCl2 nas concentragdes de 1 mM, C: concentrado apds ultrafiltragédo; FT: flow-through.

Apesar de mais de 90% das proteinas recombinantes experimentais possuirem
cauda de histidina devido seu baixo peso molecular e sua facilidade de purificacdo por
resinas de Ni-NTA, seu uso € controverso (DEREWENDA, 2004; ZHAO; HUANG,
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2016). A cauda de histidina presente na constru¢do do plasmidio do sistema de
expressao da L-ASNasePS em E. coli e pode explicar a falta de atividade enzimatica
mesmo em sua conformacgao nativa. HORCHANI et al. (2009) reportaram que a cauda
de histidina presente na porgdo N-terminal pode afetar negativamente a atividade
especifica, a seletividade e a termoestabilidade. A redugao da atividade catalitica de
enzimas recombinantes foi observada em outros estudos, apds a incorporagao da
cauda de histidina, tanto na porgdo N-terminal, quanto da C-terminal (ARAU et al.,
2000; BOOTH et al., 2018; EMOND et al., 2008; HORCHANI et al., 2010; MAJOREK
et al., 2014). Uma solugéo seria a retirada da cauda de histidina apds a purificagéo,
pela clivagem no sitio de trombina (ARAU et al., 2000).

Os sistemas de expressdo procariéticos, em especial E. coli, produzem ha
décadas proteinas terapéuticas em escala industrial. A preferéncia por E. coli como
hospedeira se da devido aos baixos custos das fontes de carbono para seu
crescimento, rapido crescimento celular, receptividade a fermentacdo de alta
densidade celular e simples processos de escalonamento (SAHDEV; KHATTAR,;
SAINI, 2007). Entretanto, a expressao de enzimas eucariéticas em sistemas de E. coli
apresentam comumente a falta de modificagbes pos-translacionais da proteina alvo.
Processos como glicosilagdo e fosforilagdo sado fundamentais para a atividade e
estabilidade da enzima heterdloga (ECCLES, 1992). Genes heterdlogos de eucariotos
com cédons abundantes, raramente usados na E. coli, podem nao ser expressados
de forma eficiente em E. coli, ocasionando erros de translagdo. O viés de uso de cédon
(codon bias) se torna um problema prevalente quando cdédons raros na forma
transcrita formam dubletos ou tripletos que se acumulam em altas quantidades. Os
erros pos-translacionais ocasionados por viés de uso de cdédon incluem substituicoes
de aminoacidos, recodificagdo traducional ou terminagao translacional prematura
(KHOW; SUNTRARACHUN, 2012; SAHDEV; KHATTAR; SAINI, 2007).

Outro desafio de proteinas eucaribticas expressas em E. coli é a formacao de
pontes dissulfeto. A formacgao das pontes dissulfeto ocorrem no espago periplasmatico
pelo sistema Dsb onde a tioredoxina e a glutredoxina facilitam a redugéo de cisteinas.
Entretanto, estas duas moléculas sdo mantidas na forma reduzida, tioredoxina
redutase (trxB) e glutationa redutase (gor). A formac&o de pontes dissulfeto ocorrem
quando ha degradagao dos genes trxB e gor. Portanto, a co-expressao de linhagens
com o sistema Dsb com trxB e gor (DsbC) podem aumentar o redobramento e reduzir
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a formacgao das pontes dissulfeto (BESSETTE et al., 1999; LEVY et al., 2001; MAYER
et al., 2004). Além do sistema Dsb, a proteina dissulfeto isomerase (PDI) e peptidios
contendo o sitio ativo da PDI s&o utilizados como catalizadores para a nao formagao
das pontes dissulfeto. A adigdo de agentes redutores como DTT e 2-mercaptoetanol
sdo utilizados durante a solubilizagdo, juntamente como glutationa reduzida e oxidada
para a nado formagdo de pontes dissulfeto durante o redobramento (SAHDEV;
KHATTAR; SAINI, 2007).

Uma série de estratégias sao utilizadas para superar esses desafios da
expressao de proteinas eucaridticas em E. coli, como modificagdes na linhagem de E.
coli, otimizagado do meio e das condi¢des de cultivo, expressao a baixas temperaturas,
co-expressdo de chaperonas moleculares, dentre outras (SAHDEV; KHATTAR;

SAINI, 2007). Estratégias biotecnologicas estao descritas na Tabela 19.

Tabela 19. Estratégias biotecnologicas para a produgdo heterdloga de proteinas

eucariodticas ativas em sistemas de E. coli.

Referéncias

Desafios na expressao em E. coli

Estratégias

1. Viés de uso de codon

E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RP;

(YU; JIN, 2007)

Aumento da dosagem do gene do

respectivo tRNA;

(CAMBRIDGE et al., 2018)

Combinagdes de plasmideos.

(KIRIENKO et al., 2004,
ROSENBERG et al., 1993;
SAHDEV; KHATTAR;
SAINI, 2007; SHARP;
DEVINE, 1989)

2. Formagéo de pontes dissulfeto

Co-expresséo de linhagens DsbC;

(BESSETTE et al., 1999;
MAYER et al., 2004)

Proteina dissulfeto isomerase.

(LEVY et al., 2001)

3. Fosforilagédo da proteina

Fosforilagdo da proteina recombinante por

quinases endbgenas;

(MIJAKQVIC et al., 2006)

Expressao da proteina quinase de um ou
dois plasmideos diferentes na mesma E.

coli.

(GOSSE et al., 1993)

4. Enovelamento inadequado

Glicosilagdo nao enzimatica;

(EL-BATTARI et al., 2003)

Sintese co-translacional por aminoacidos

modificados geneticamente.

(ZHANG et al., 2004)
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Os codons preferencialmente usados em genes de E. coli revelam um numero
de cdédons que sdo menos representados que em outros organismos. Ha baixa
expressao de genes de baixo uso [AGA, AGG e GCA (Arg); AUA (lle) e CUA (Leu)]
menos de 8% dos seus cdédons pares, e nos codons GGA (Gly), CGG (Arg) e CCC
(Pro) caem para menos de 2% dos seus respectivos pares (SAHDEV; KHATTAR,;
SAINI, 2007). Neste caso, o uso da linhagem de E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RP, a
qual é geneticamente modificada pela adigdo de tRNAs que reconhecem os codon de
eucariotos (AGA, AGG e CCC) pode ser recomendado (CAMBRIDGE et al., 2018; YU;
JIN, 2007) Outra alternativa que ja demonstrou aumento no rendimento em sistemas
de E. coli € a adigdo dos codons de eucariotos na dosagem genética dos seus
respectivos tRNAS (CAMBRIDGE et al., 2018; KIRIENKO et al., 2004). Por fim, para
otimizar a expressao genes ricos em AT e GC, varias combinagdes de plasmideos
(PRIG, pRARE, pACYC, pCT1, entre outros) que encodam genes raros de tRNA sob
o controle dos seus promotores nativos (KIRIENKO et al., 2004; ROSENBERG et al.,
1993; SAHDEV; KHATTAR; SAINI, 2007; SHARP; DEVINE, 1989).

A falta de modificagdes pds-translacionais como a fosforilagdo em E. coli, ocorre
devido a auséncia da maquinaria de eucariotos, incluindo proteinas
serina/treoninal/tirosina quinases. Isto pode ser contornado pela expressao endoégena
de proteinas quinases utilizando adenosina trifosfato como um doador fosforil
(MIJAKOVIC et al., 2006). Outra estratégia é a introdugao e expressao de proteinas
quinases de um ou dois vetores separados na mesma E. coli (GOSSE et al., 1993). A
auséncia de modificagdes pds-translacionais relacionadas a glicosilagéo, podem levar
a formagado de glicanas celulares ligadas a proteinas e lipideos. A glicosilagado é
realizada pelas enzimas glicosiltransferases e glicosidases, raros em procariotos e
comum em eucariotos, e sdo capazes de alterar significativamente a dimerizagao, a
digestao proteolitica, secregédo e processos de autoglicolizagdo (EL-BATTARI et al.,
2003). A glicosilacdo nao enzimatica (glicacdo) € uma alternativa para solucionar este
problema, e ocorre naturalmente em procariotos, com as condi¢cdes especificas do
crescimento celular (MIRONOVA et al., 2005). Além deste processo, a glicosilagéo
pode ser atingida pela co-translacdo de aminoacido geneticamente modificados
(ZHANG et al., 2004).

Neste cenario, vé-se que as possibilidades de resolucdo dos problemas

relacionados a atividade da enzima sao variados e necessitam ser explorados, no
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caso da L-ASNasePS expressa em E. coli BL21(DE3). Devido sua alta expresséao e
formacgao de corpos de inclusdo, que apesar de desafiantes possuem vantagens para
a industria, como a obtengao do produto final em poucas etapas, a investigagcéo sobre
a escolha da linhagem de E. coli, bem como da constru¢do do plasmideo, deve ser
considerada (RODRIGUES ANDRADE et al., 2023; UPADHYAY et al., 2014).
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6 CONCLUSAO

A clonagem e expresséo do gene da L-ASNase do fungo P. sizovae em E. coli
BL21 (DE3) foi confirmada, sendo que a expressao inicial foi observada apenas nas
fragdes insoluveis, indicando a formacao de corpos de inclusdo. De dez clones, um foi
escolhido, sendo avaliado em diferentes condi¢cdes de cultivo a 20 °C e a 37 °C,
diferentes concentragdes de indutor e tempos pos-cultivo. Apesar da presenca da L-
ASNasePS nas fragdes soluveis em cultivos a 20 °C, as atividades cataliticas foram
baixas (até 0,02 U/mL).

A partir dos cultivos que apresentaram maior expresséo enzimatica nas fragoes
insoluveis, foram-se obtidos os corpos de inclusdo isolados, seguida solubilizados
com hidrocloreto de guanidina. A condi¢cdo de cultivo 0,1 mM de IPTG, a 37 °C
coletados com 2 h pd6s-indugao e solubilizacéo realizada com 3 M de hidrocloreto de
guanidina apresentou as maiores concentragdes de proteina.

O redobramento foi efetuado a partir de matrizes experimentais considerando
fatores de ambiente redox, relagdo PEG:proteina e presenca de cations divalentes.
Foi observado que tampdes com maior concentragao de GdnHCI (1,3 M) promoveram
menor agregacdo. Com a adicdo de cations divalentes, foi possivel obter a
conformacao tetramérica da L-ASNasePS, entretanto, sem atividade enzimatica. Tais
resultados demonstram a necessidade de uma compreensao maior acerca da
construcéo do plasmideo, bem como da linhagem celular. Considerando as vantagens
e os desafios relacionados a expressao de proteinas eucaridticas em sistemas
procariotos (em especial E. coli), ja existem técnicas bem estabelecidas para
contornar e resolver os problemas relacionados a esse tipo de expressao.

Neste trabalho, foi reportado que a L-ASNase do fungo filamentoso P. sizovae
foi expressa em sistema heterélogo de E. coli com baixas concentragbes de IPTG,
poucas horas de indugdo e com um meio de cultivo com fontes de carbono baratas, o
gue torna o processo mais econdmico e rapido. Além disso, a presenca de corpos de
inclusdo indica uma alta expresséo, e é considerada uma vantagem na recuperagéo
de proteinas de interesse farmacéutico devido a necessidade de poucas etapas
downstream para a obtencgéo do produto final, com maior pureza e rendimento. Desta

forma, este estudo pavimenta o caminho para a expressao heteréloga da L-ASNase
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de P. sizovae em sistema de E. coli, indicando a necessidade de ajustes na construgéo

do vetor, e possivelmente da linhagem celular.
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