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RESUMO

A L-asparaginase é uma enzima utilizada para tratamento da Leucemia
Linfoblastica Aguda, que atinge em sua maioria criancas e adolescentes, e possui a
capacidade de hidrolisar a L-asparagina em L-aspartato e amonia. As preparagdes
clinicas dessa enzima sao derivadas de fonte procariota e seu uso esti
frequentemente associado a reacdes adversas graves. O Brasil vem, ja ha alguns
anos, importando este medicamento para uso nacional devido a falta de producéao no
pais. Uma alternativa para a enzima que se encontra no mercado seria a clonagem e
expressdo de L-asparaginase de Fusarium proliferatum em Escherichia coli, com
objetivo de atenuar os efeitos adversos produzidos por ser uma enzima de origem
procariotica. Tendo isso em vista, 0 objetivo desse trabalho foi realizar a clonagem de
L-asparaginase obtida por Fusarium proliferatum e expressa-la em Escherichia coli
BL21(DES3). Foi realizada a sintese do gene da L-asparaginase de F. proliferatum em
vetor pET-28a(+) com otimizacdo de codons para E. coli e sitios de restricdo
Ndel/Xhol. Em sequéncia, foi realizada transformacdo para replicacdo em E. coli
DH10B e transformacéo para expressao em E. coli BL21(DE3). Apds a confirmacéao
da insercao do vetor no sistema de expresséao, foram selecionados clones para serem
avaliados quanto a producdo de L-asparaginase, com posterior avaliagdo do
crescimento microbiano, métodos de rompimento celular e screening para avaliar
algumas condi¢@es de cultivo, com variacdo da concentracao do indutor IPTG, tempo
pés inducdo e temperatura de inducgéo. As fracfes sollvel e insoltvel foram utilizadas
para a realizacdo do ensaio enzimético, onde a atividade de L-asparaginase foi
medida pelo método de Nessler e do B-hidroxamato aspartico. A melhor metodologia
para lise celular consistiu em 10 ciclos de sonicacdo, sendo cada ciclo composto por
1 segundo ON e 1 segundo OFF, e intervalo de 1 minuto entre cada ciclo. Dentre as
variaveis analisadas em relacdo ao cultivo e inducdo, o crescimento bacteriano a
37 °C por 2h30, com indugéo por IPTG 0,5 mM, temperatura de inducéo de 20 °C e
tempo pos inducdo de 12 horas representou a melhor condi¢do para expressédo da
enzima. Ambas metodologias de quantificacdo enzimatica, apos concentracdo das
fracOes, apresentaram atividade de L-asparaginase na fracdo solluvel, sendo
0,449 Ul/mL pelo método de Nessler e 0,082 Ul/mL pelo método do AHA.

Palavras Chave: L-asparaginase, Escherichia coli, proteina recombinante, Fusarium

proliferatum, expressao heterdloga



ABSTRACT

L-asparaginase is an enzyme used for the treatment of Acute Lymphoblastic
Leukemia, which mainly affects children and adolescents, and it has the ability to
hydrolyze L-asparagine into L-aspartate and ammonia. Clinical preparations of this
enzyme are derived from prokaryotic source and its use is often associated with
serious adverse reactions. For several years, Brazil has been importing this medication
due to the lack of national production. An alternative to the enzyme available in the
market would be cloning and expression L-asparaginase from Fusarium proliferatum
in Escherichia coli, with the aim of attenuating the adverse effects of prokaryotic
enzyme. The objective of this work was to clone L-asparaginase from Fusarium
proliferatum and express in Escherichia coli BL21(DE3). The synthesis of the L-
asparaginase gene from F. proliferatum was carried out in pET-28a(+) vector with
codon optimization for E. coli and Ndel/Xhol restriction sites. Subsequently,
transformation for replication in E. coli DH10B and transformation for expression in E.
coli BL21(DE3) were performed. After confirming the vector insertion into the
expression system, clones were selected to be evaluated for L-asparaginase
production, with subsequent evaluation of microbial growth, cell disruption methods,
and screening of cultivation conditions, with variation in IPTG inducer concentration,
post-induction time and induction temperature. Soluble and insoluble fractions were
used for enzymatic assay, where L-asparaginase activity was measured by Nessler
and R-hydroxamate aspartic acid methods. The best methodology for cell lysis
consisted of 10 cycles of sonication, each cycle composed of 1 second ON and 1
second OFF, and a l1-minute interval between each cycle. Among the variables
analyzed regarding cultivation and induction, bacterial growth at 37 °C for 2h30, with
induction by 0,5 mM IPTG, an induction temperature of 20 °C, and a post-induction
time of 12 hours represented the best condition for enzyme expression. Both
enzymatic quantification methodologies, after concentration of the fractions, showed
L-asparaginase activity in the soluble fraction of 0,449 IU/mL using Nessler reagent
and 0,082 IU/mL using AHA.

Keywords: L-asparaginase, Escherichia coli, recombinant protein, Fusarium

proliferatum, heterologous expression.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 LEUCEMIA

A leucemia é uma doenca maligna que afeta as células sanguineas,
especificamente as células que produzem os globulos brancos (leucécitos) na medula

ossea (1).

As células leucémicas apresentam algumas caracteristicas distintas em

comparacao as células sanguineas normais (2), como:

1. Alta taxa de multiplicacdo celular, resisténcia a apoptose e acumulo na medula
0ssea, prejudicando a producao adequada de células sanguineas normais (3,
4).

2. Diferenciacdo hematopoiética incompleta, caracterizada pela auséncia de
formacdo funcional de leucocitos maduros. Essa condi¢cdo resulta em uma
reducdo na capacidade de defesa do organismo contra agentes patogénicos,

tornando os individuos mais suscetiveis a infec¢éo (5, 6).

3. Capacidade de invadir outros 6rgdos e tecidos, promovendo metastase e

causando complicac¢des sistémicas (7).

Existem diferentes tipos de leucemia, incluindo leucemia linfoblastica aguda
(LLA), leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia linfoblastica crénica (LLC) e
leucemia mieloide crénica (LMC) (7). O diagndstico é realizado através da avaliagao
das caracteristicas das células leucémicas presentes no sangue ou na medula 6ssea
por meio de exames laboratoriais, como hemograma completo, citometria de fluxo e
analise morfologica das células O enfoque terapéutico esta relacionado aos aspectos
imunoldgicos, moleculares e citogenéticos, ao estagio clinico no qual o paciente se
encontra, a idade e aos fatores de risco. Na grande maioria das vezes, o tratamento

se da por quimioterapia, radioterapia, transplante de medula 6ssea ou terapia alvo (7).
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1.1.1 Leucemia Linfoblastica Aguda

A Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) é caracterizada pela producdo maligna
de linfocitos imaturos (linfoblastos) na medula éssea (6, 8, 9), conforme demonstrado

na figura 1.

Sangue normal Leucemia Linfoblastica

O ©

Neutréfilo

Hemécia —

Maondcito—

Plagqueta —

Created in BioRender.com bio

Figura 1 - Representacédo de células de leucemia linfoblastica aguda presentes no sangue. Fonte:
elaborado pelo autor (2023).

A incidéncia de leucemia em criancas e adolescentes com menos de 15 anos
de idade corresponde a cerca de 30% de todos os casos de cancer nessa faixa etaria.
Dentre as diferentes formas de leucemia, a leucemia linfoblastica aguda (LLA) é a

mais prevalente em criancas, representando 80% dos casos (10).

De 2010 até 2016, a taxa de sobrevivéncia para todos os grupos etarios foi de
72,1%, comparada com outros tipos de cancer. Em criancas e adolescentes com
menos de 15 anos, a taxa de sobrevivéncia foi de 92,5%, enquanto para criancas

abaixo de 5 anos, esse valor aumentou para 94,4% (11, 12).

A leucemia € uma das principais causas de morte por cancer entre criancas e

adolescentes com menos de 20 anos, correspondendo a 26,1% de todas as mortes
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relacionadas ao cancer nessa faixa etaria. A maioria dos casos de LLA ocorre em

criancas, mas a maioria das mortes (cerca 80%) ocorre em adultos (11-14).

Pacientes com leucemia podem apresentar sintomas como fadiga,
anormalidades sanguineas, susceptibilidade a infec¢des, perda de apetite, dor 6ssea
e nauseas. Esses sintomas podem ser atribuidos a diminui¢do do niumero de células
sanguineas funcionais na circulacdo, resultando em uma série de complicacdes

clinicas (15).

A causa exata dessa neoplasia ndo é completamente compreendida, mas

acredita-se ter ligacdo com fatores genéticos e ambientais (7).

Algumas condi¢cdes podem aumentar a probabilidade de desenvolver LLA,

como:

bY

e Exposicdo a produtos quimicos (pesticidas e benzeno); radiacdo ionizante;

virus (virus da imunodeficiéncia humana e o virus Epstein-Barr)(13,16)

e Historico familiar de leucemia; mutacdes genéticas adquiridas; idade avancada,

disturbios sanguineos (13, 17).

No entanto, muitos casos ocorrem em pessoas sem fatores de risco
conhecidos. A prevencdo do surgimento da LLA, quando possivel, envolve tomar
medidas para evitar a exposic¢ao a fatores de risco conhecidos, além de buscar manter

um estilo de vida saudavel (18).

Dentre os tipos de tratamento, o mais utilizado € a quimioterapia (17), que

consiste em 3 fases (7, 16):

e Inducado: busca eliminar as células leucémicas presentes no sangue e na
medula 0ssea, com 0 objetivo de induzir a remissdo completa e restaurar a

producdo de células sanguineas saudaveis.

e Consolidacdo (intensificacdo): objetivo de eliminar células leucémicas

residuais, buscando prevenir relapso.

e Manutencao (p6s-consolidacéo): fase responséavel por prolongar a remisséo e

prevenir relapso.
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A quimioterapia é administrada em ciclos, com cada periodo de tratamento
seguido por um periodo de descanso para permitir que 0 COrpo possa se recuperar
(19).

Diferentes medicamentos sao utilizados para o tratamento da leucemia
linfoblastica aguda, e sua escolha depende das caracteristicas individuais da
neoplasia, idade do paciente, estagio da doenca, resposta inicial ao tratamento, entre

outros fatores (19).

Os trés medicamentos comumente utilizados na maioria dos tratamentos de
quimioterapia de LLA, na etapa de inducdo, sao a vincristina, esteroides
(prednisona/dexametasona) e L-asparaginase (5). Em alguns casos, as antraciclinas
sdo adicionadas a terapia para pacientes de alto risco ou com baixa resposta aos trés
medicamentos padrbes (20-22). E fundamental o quanto antes a identificacdo da
resisténcia de um paciente a qualquer um desses medicamentos para o bom

funcionamento da terapia (5, 23).

Além dos listados acima, também podem ser utilizados os medicamentos
metotrexato, 6-mercaptopurina, citarabina, decitabina, azacitidina, ciclofosfamida, 6-
tioguanina, nelarabina, clofarabina, rituximabe, mesilato de imatinibe, entre outros,
dependendo dos subtipos de LLA. E importante recordar que o tratamento pode variar

de acordo com cada caso (13, 19, 24-26).

Os quimioterdpicos ndo s6 atacam as células cancerigenas, mas também
células normais (tratamento sistémico), e, devido a isso, surgem inUmeras reacfes
adversas (Pavlovic, 2019). As mais comuns derivadas da quimioterapia podem incluir
(Gervasini, 2012):

o Febre (10, 28, 29)

e Queda de cabelo (10, 28, 29)
o Nausea e vomito (10, 28, 29)

o Reacdes alérgicas (10, 28, 29)
e Mielossupresséao (10, 28, 29)

e Supresséao do sistema imunolégico (28, 29)
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« Toxicidade hematologica (28, 29)

e L-asparaginase: pancreatite, dor abdominal intensa, toxicidade hepatica,

distarbios metabolicos (ex. hiperglicemia e hiperlipidemia)(28).
« Vincristina: neuropatia periférica, constipacéo, dificuldade respiratoria (10).

e Antraciclinas: aumento do risco de infertilidade, cancer secundario, toxicidade

cardiaca, gastrointestinal e hepatica (29).

« Esterdides: aumento de peso e do apetite, insbnia, aumento da pressao arterial,

fraqueza muscular, irritabilidade, hiperglicemia, osteoporose e catarata (10).

o Citarabina: toxicidade neuroldgica, problemas respiratorios, diarreia ou

constipacao, calafrios, fadiga, fraqueza e perda de apetite (10).

« Metotrexato: mucosite e toxicidade hepatica, renal, respiratoria e neurologica
(10).

1.2 L-ASPARAGINASE

A L-asparaginase (ASNase, E.C. 3.5.1.1) é uma amino-hidrolase de estrutura
tetramérica responsavel pela hidrélise do aminoacido L-asparagina em &cido

aspartico e amoénia (30)(figura 2).

Essa enzima ganhou atencdo devido as suas importantes aplicacdes. Na
industria farmacéutica, ela € indicada para o tratamento de diferentes formas de
cancer, como Leucemia Linfoblastica Aguda e doencgas malignas do sistema linfatico
(32, 33).

Este biofarmaco faz parte da fase de inducéo da terapia da LLA, no inicio do
tratamento da doenca. Nesta etapa, busca-se diminuir o numero de células
leucémicas, o suficiente para que elas ndo sejam mais encontradas na medula 6ssea
e as contagens no sangue periférico voltem ao normal. Os pacientes infantis tém
mostrado uma alta taxa de remissao total do tumor (90%), diminuindo a necessidade
de realizar transplante de medula éssea, enquanto os pacientes mais velhos

apresentam menos de 20% (9).
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Figura 2 - Estrutura cristalogréfica da enzima L-ASNase tipo 2 nativa de E. Coli.
Fonte: ARAUJO et al., 2021 (31) PBD 6UOH

Kidd et al. inicialmente observou, em 1953, que o soro de porquinho-da-india
era eficaz para o tratamento de LLA, mas o que causava a diminuicdo das células
leucémicas ainda era desconhecido (33). Ap6s anos de pesquisa, além de
descobrirem a acdo antineoplasica da L-asparaginase que estava presente no soro
sanguineo (32), a genética molecular foi capaz de produzir essa enzima em micro-

organismos, trazendo grande beneficio industrial (20).

Diferentemente das células saudaveis, a célula linfoblastica ndo possui a
enzima asparagina sintetase, responsavel pela producao intracelular da L-asparagina.
Como resultado, dependem da L-asparagina presente no sangue para sua
sobrevivéncia e crescimento (34). A L-asparaginase vai agir na hidrolise da L-
asparagina, impedindo que ela sirva de nutriente para a célula tumoral.
Consequentemente, havera reducdo da sintese de DNA, RNA e proteinas, gerando
inibicéo do crescimento celular e, por fim, a ativagdo dos mecanismos de morte celular
apoptética (35-37).

Por outro lado, as células sanguineas normais possuem a enzima L-asparagina

sintetase, que catalisa a reacdo de sintese de asparagina a partir dos seus
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precursores, 0 acido aspartico e a amonia, na presenca de ATP, liberando AMP e
pirofosfato (38). Portanto, mesmo com a deplecdo desse aminoacido no sangue, as

células sanguineas normais ndo sao afetadas (39).

A L-asparaginase comercializada é produzida a partir de Escherichia coli
(Elspar®, Spectrila®) e Erwinia chrysanthemi (Erwinaze®, Rylaze®). No caso da
enzima obtida pela E. coli, também ha no mercado a pegaspargase (Oncaspar®), uma
forma peguilada da enzima nativa que possui ligacdes covalentes ao polimero
polietilenoglicol (PEG). Essa formulacéo foi desenvolvida para melhorar a eficacia do
tratamento com a enzima, reduzindo a frequéncia e quantidade de doses
administradas, preservando sua atividade, e diminuindo a toxicidade e

imunogenicidade associadas ao tratamento (40-42).

Em bactérias Gram-negativas, a L-asparaginase produzida pode ser dividida
em dois grupos: tipo 1 e tipo 2. A do tipo 1 é encontrada no citosol e apresenta
afinidade pela L-asparagina e L-glutamina. Ja a L-asparaginase do tipo 2 é encontrada
nas proximidades do espaco peripldsmico e possui alta afinidade especifica pela L-
asparagina (43). A L-asparaginase tipo 2 mostra uma atividade antitumoral

precisamente maior e é utilizada como agente quimioterapico (38).

Além de sua atividade antitumoral, a L-asparaginase tipo 2 também possui
aplicacdo na induastria alimenticia como agente enzimatico para remocao de
asparagina em ingredientes alimentares, com o objetivo de reduzir a formacéo de
acrilamida. Essa substancia, neurotéxica e carcinogénica, esta presente em alimentos

fritos e assados, principalmente os ricos em carboidratos (30, 44).

A producdo em larga escala da enzima L-asparaginase enfrenta desafios
significativos, incluindo a busca por micro-organismos mais adequados e moléculas
com menor potencial de reacdes adversas. Nesse sentido, micro-organismos
eucariotos, como fungos filamentosos e leveduras, tém sido estudados como
possiveis fontes de obtencdo dessa enzima devido a maior compatibilidade com o

sistema humano (45).

No Brasil, 0 medicamento a base de L-asparaginase € fornecido pelo Sistema

Unico de Sauide (SUS) de forma gratuita, e faz parte do protocolo de tratamento para



23

a LLA (BRASIL - portaria 705/2014)(46). Desde 2017, a rede publica de saude dispde

do medicamento L-asparaginase de E. coli, importado pelo Ministério da Saude.

A falta de producdo nacional deste insumo farmacéutico ativo deixa 0s
pacientes brasileiros vulneraveis a falta de produto no mercado internacional. Este
cenario torna a producgdo nacional dessa enzima relevante ndo apenas para reduzir
custos devido a importacao e conferir um maior controle de qualidade do produto, mas

também para garantir o fornecimento do medicamento.

O investimento na obtencdo da enzima por espécies nativas favorece o
mercado nacional, diminui o custo causado pela importacdo desse medicamento, e
estimula a pesquisa e o desenvolvimento de novas tecnologias e produtos na area da

biotecnologia.

Portanto, a busca por novas fontes produtoras de L-asparaginase esta
intrinsecamente ligada ao objetivo de promover um tratamento menos toxico, mais
seguro e eficaz, ao mesmo tempo em que se busca reduzir 0s custos associados.
Essa pesquisa continua desempenha um papel fundamental no avanco da area da
saude, trazendo beneficios aos pacientes e contribuindo para a melhoria da saude

publica como um todo.

1.2.1 Fontes de obtencé&o da enzima

A L-asparaginase é uma enzima natural presente em plantas, animais e micro-
organismos, mas nao no corpo humano (30, 37). Organismos produzem essa enzima
pois usam como fonte de nitrogénio a amonia gerada pela hidrdlise da L-asparagina.
A utilizacdo de micro-organismos para a producdo dessa enzima € uma abordagem
preferivel em comparacéo ao uso de células vegetais ou animais. Micro-organismos
oferecem vantagens significativas devido a facilidade de cultivo, manipulacéo genética
e escalonamento de producdo em larga escala. Essa estratégia também permite
otimizacdo de processos e controle de qualidade mais eficientes, além de oferecer

uma fonte mais sustentavel e economicamente viavel a nivel industrial (47).

As fontes de L-asparaginase para uso médico sdo produzidas a partir de

Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi, sendo a L-asparaginase de E. coli a mais
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amplamente utilizada. No entanto, em caso de hipersensibilidade a L-asparaginase
proveniente de E. coli devido ao desenvolvimento de anticorpos antiasparaginase, a

L-asparaginase de Erwinia chrysanthemi é utilizada como uma alternativa viavel (38).

A producdo de L-asparaginase por bactérias Gram-positivas e negativas é
amplamente conhecida na literatura cientifica (48). Entre as Gram-positivas, pode-se

citar os géneros Staphylococcus sp. (49), Bacillus sp. (50), e Aeromonas sp. (51).

Em relagdo as bactérias Gram-negativas, atualmente s&o utilizadas
Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi para tratamento clinico da LLA (52, 53). A E.
coli é a escolha mais comum e preferida na producédo comercial da enzima devido a
sua eficiéncia e niveis elevados de expressdo, seguranca e facilidade de cultivo e
purificacdo (54). No entanto, o uso dessas enzimas pode levar a hipersensibilidade e
inativacdo imunologica e desencadear reacfes adversas, como alergia, nausea,
pancreatite, diabetes e anormalidades de coagulacdo devido a atividade de

glutaminase (55).

Outras bactérias Gram-negativas também foram confirmadas como produtoras
de L-asparaginase, incluindo Pseudomonas sp. (56), Helicobacter pylori (57), Proteus
vulgaris (58), Klebsiella pneumoniae (59), Citrobacter sp. (60) e Serratia marcescens
(61).

Tem havido um interesse crescente na busca por novas fontes para a producao
de L-asparaginase com maior eficiéncia catalitica e menor toxicidade (62). Nesse
contexto, diversos micro-organismos eucariotos tém sido estudados como alternativas
para a obtencdo dessa enzima, incluindo fungos, leveduras e algas. Esses micro-
organismos apresentam como vantagem maior semelhanca estrutural e funcional com
as enzimas humanas, causando diminuigéo dos efeitos adversos quando comparada
a enzima de fonte bacteriana (45). A diversidade desses micro-organismos oferece
uma ampla gama de possibilidades para a descoberta de L-asparaginases com

caracteristicas aprimoradas (30).

As leveduras produzem proteinas com maior capacidade de glicosilacdo, o que
pode melhorar a estabilidade proteica e atividade biol6gica. Adicionalmente, estudos

tém demonstrado que enzimas flngicas podem apresentar maior atividade catalitica
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e maior estabilidade em diferentes condi¢cdes, o que as torna potencialmente mais

eficazes que as de origem bacteriana (63, 64).

Fungos filamentosos, em particular os géneros Aspergillus, Penicillium e
Fusarium, tém sido explorados por sua capacidade de produzir L-asparaginase com
caracteristicas superiores (64).

Estudos recentes revelam importantes descobertas relacionadas a atividade
dessa enzima em espécies do género Fusarium. Essas espécies de fungos
filamentosos, além de serem em sua maioria fitopatogénicas, também representam
risco para a saude humana e animal devido a producdo de micotoxinas. No entanto,
possuem grande importancia tanto na agricultura quanto na pesquisa em
microbiologia devido sua capacidade de produzir enzimas industriais e outros
compostos de interesse biotecnoldgico (65).

Estudos realizados por Freitas et. al (2021) indicaram atividade de L-
asparaginase de Fusarium proliferatum de 1,86 U/mL com cultivo em fermentacao
submersa. Outra caracteristica importante dessa L-asparaginase foi a baixa atividade
de glutaminase, o que pode levar a diminuicdo dos efeitos adversos oriundos do
tratamento quimioterapico (66).

Um estudo conduzido por K. Ruma et al. (2017)(67) demonstrou atividade de
L-asparaginase de 7.653 Ul/mL de Fusarium solani, ap0s ser realizada otimizacao das
condi¢cBes de cultivo em meio sélido utilizando casca de laranja como substrato. Da
mesma forma, EI-Gendy et al. (2021)(68) detectou atividade de 488,1 Ul/mg apds a
purificacdo de L-asparaginase proveniente de Fusarium equiseti AHMF4, cultivado em
fermentacao submersa em meio Czapek's dox modificado. Além disso, foi observada

atividade citotdxica contra células Hela, Hep-2, HepG-2 e HCT-116.

Yap et al. (2021)(69) relatou atividade de 22,42 + 0,20 Ul/mL em Fusarium
proliferatum apods otimizacdo do meio de cultivo e da producédo de L-asparaginase.
Também foi observada acao citotoxica contra células leucémicas da linhagem Jurkat.
Meghavarnam e Janakiraman (2017)(70) constataram atividade de L-asparaginase de
18,91 Ul por grama de substraro seco a partir de Fusarium culmorum, bem como a

inibicdo do crescimento e proliferacdo de células leucémicas da linhagem T-cell.

Ali et al. (2018)(71) obsersou atividade de 143 Ul/mL em Fusarium oxysporum
utilizando um meio Czapek's dox modificado. De forma semelhante, Yousef (2021)(72)
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relatou atividade de 220 Ul/mL em Fusarium sp. utilizando também meio Czapek’s

Dox modificado, com incubacéo a 28 °C.

Além das mencionadas anteriormente, estudos cientificos relatam a producao
de L-asparaginase em outras espécies fangicas, tais como Aspergillus nidulans (73),
Aspergillus niger (74), Aspergillus oryzae (43), Aspergillus terreus (44), Penicillium

digitatum, Penicillium sp. e Penicillium brevicompactum (30, 75, 76).

Para a producgéo industrial de L-asparaginase, muitos fatores precisam ser
levados em consideracdo. A obtencdo da enzima a partir de organismos eucariotos
apresenta desafios devido a maior complexidade e custo dos processos de producéao,
além de menor produtividade em comparacgdo as bactérias, o que pode limitar sua
aplicabilidade em grande escala (77). O que se busca é um processo com métodos
mais eficientes e economicamente viaveis. Devem ser considerados aspectos como
o tipo e a quantidade de fontes de carbono e nitrogénio, pH, nivel de oxigenacao,
temperatura, duracdo da fermentacdo e, sobretudo, selecdo do micro-organismo
produtor adequado (78-81). A andlise dessas diversas variaveis € fundamental para
atingir uma producdo enzimatica maxima, levando em consideracao que cada espécie
fungica possui condicbes oOtimas especificas (62). Os estudos envolvendo fungos,
leveduras e algas como fontes de L-asparaginase contribuem para a compreenséo da

diversidade enzimética e das vias metabdlicas envolvidas na sintese desse composto.

A expressao heteréloga para gerar L-asparaginase de origem eucariota € um
caminho promissor, pois permite a utilizagcéo de sistemas de expressao geneticamente
modificados para aumentar a producdo da enzima utilizando genes de fungos, por
exemplo, que sdo bons produtores, mas invidveis em nivel industrial (64). Além de
diminuir o custo de producédo, expressar essa proteina de origem fungica poderia
amenizar as reacOes adversas relacionadas ao uso de medicamentos a base de L-

asparaginase produzida a partir de gene bacteriano (44).

1.3 DNA RECOMBINANTE E EXPRESSAO HETEROLOGA

O DNA recombinante & uma molécula de DNA construida artificialmente pela
combinacdo de fragmentos de DNA de diferentes origens. Essa técnica permite a
insercédo de genes especificos em organismos, permitindo a producdo de proteinas
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recombinantes para diversas finalidades, como fins medicinais, industriais e estudos

de funcéo e estrutura de proteinas (82).

Para gerar DNA recombinante, o fragmento do gene de interesse é extraido a
partir de enzimas de restricao e ligado ao vetor de expressdo, como um plasmideo ou
virus, que direciona a expressao da proteina recombinante no organismo hospedeiro
(83, 84). Vetores plasmidiais sdo comumente usados para expressao em bactérias,

enguanto os virais sdo utilizados em células de mamiferos (82).

A expressédo heteréloga ocorre pela inser¢cdo do DNA recombinante em célula
hospedeira competente utilizando metodologias de transformacéo, onde ha criacédo
de condi¢fes que permitem a entrada do vetor na célula do hospedeiro (82, 85). Em
bactérias, um método comum € a eletroporacao, que envolve a aplicacdo de pulsos
elétricos para criar poros na membrana celular e permitir a entrada do DNA
recombinante. Outra técnica utilizada € a transformacdo por choque térmico, que
envolve a exposicdo das células bacterianas a uma solucdo contendo o DNA
recombinante e subsequente aplicacdo abrupta de diferentes temperaturas. Esse
aumento rapido e temporario de temperatura faz com que as membranas celulares

das bactérias se tornem mais permeaveis, permitindo a entrada do DNA exdgeno (86).

1.3.1 Vetores

Vetores sdo moléculas utilizadas para clonagem e manipulacdo de genes em
estudos de biologia molecular. Os mais utilizados sdo de origem plasmidial, que
consistem em uma molécula de DNA circular com uma origem de replicacéo (ori) e
um sitio de restricdo (por exemplo, EcoRlI). Tais sitios sdo usados para inserir um DNA
exdgeno, bem como sequéncias de promocdo e terminagdo de transcricdo para
controlar a expressdao do gene heterdlogo. Os vetores também podem conter
sequéncias adicionais para faciltar a selecdo e identificacdo de células
transformadas, como genes de resisténcia a antibioticos (85, 87).

A escolha do vetor depende da manipulacao genética desejada (82, 85), sendo
os vetores pET os mais utilizados para expressao de proteinas recombinantes em

células hospedeiras. Esses vetores possuem um promotor forte (T7) regulado pelo
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indutor IPTG, permitindo a expressdo em larga escala da proteina de interesse, além

de genes de resisténcia a antibidticos (85, 88).

1.3.2 Principais sitios de expressao
1.3.2.1 Leveduras

As leveduras sdo micro-organismos eucariotos unicelulares que possuem
caracteristicas atrativas como hospedeiros na expressao de proteinas recombinantes,
especialmente devido a sua habilidade em realizar pés-tradugbes complexas, como
glicosilacdo e formacéo de pontes dissulfeto. Em relacdo a expressdo de proteinas
eucariotas em micro-organismos procariotos, as leveduras demonstram maior
sucesso na expressdo de genes heterdlogos oriundos de outros micro-organismos
eucariotos (89). Sua manipulacdo genética facilitada, alta taxa de crescimento e
capacidade de crescimento em meios de cultura de baixo custo, assim como micro-
organismos procariotos, tornam-nas sistemas atraentes sob a perspectiva industrial
(54, 64, 82, 90, 91). Outro aspecto positivo no uso desses hospedeiros é sua
capacidade de secretar as proteinas recombinantes diretamente para o meio de

cultivo, diminuindo a necessidade de rompimento celular (64).

A espécie Saccharomyces cerevisiae tem sido amplamente utilizada como
hospedeira devido as suas caracteristicas de seguranca, ndo patogenicidade (GRAS)
e amplo conhecimento genético, fisioldgico e de processos de fermentacéo (64, 92,
93). No entanto, casos de hiperglicosilacdo de proteinas fazem com que outras
espécies fungicas sejam preferidas, como Pichia pastoris (64, 94), que apresenta um
sistema de secrecdo de proteinas recombinantes mais eficiente (95). Contudo, o
cultivo de P. pastoris enfrenta certas limitagdes, como a producao elevada de
proteases e desafios associados ao estudo sistematico devido a efeitos especificos
do produto (96).

1.3.2.2 Bactérias

Bactérias sao micro-organismos unicelulares procariotos que podem ser

encontrados em quase todos os ambientes da Terra. S&o usadas como sistemas de
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expressao devido a sua facilidade de cultivo e manipulacédo genética, com otimizacao
de variaveis biomoleculares e possibilidade de alterar estruturalmente a proteina.
Também sdo capazes de produzir grandes quantidades de proteinas recombinantes
de forma r4pida e econdémica (82).

As proteinas recombinantes produzidas em bactérias possuem ampla
aplicabilidade em diversos campos, como na fabricacdo de farmacos, vacinas,
enzimas industriais e produtos alimenticios (97). Entretanto, o uso de bactérias como
sistema de expressao também apresenta algumas limitacdes. A formacéo de corpos
de incluséo e a auséncia de mecanismos para realizar modificacdes pos-traducionais
complexas sdo desafios encontrados, o que pode limitar a utilidade de certas
proteinas produzidas em sistemas bacterianos de expressdo (98). Além disso, é
importante considerar que bactérias tém a capacidade de produzir endotoxinas, as
quais podem afetar a funcionalidade de determinadas proteinas, bem como
comprometer a saude humana (99).

Ao introduzir o DNA exdgeno, ocorre a transformagéo bacteriana, resultando
em um micro-organismo geneticamente modificado capaz de sintetizar proteinas
recombinantes. A selecdo das bactérias transformadas é realizada com base em sua
capacidade de resisténcia a um antibiético especifico presente no meio de cultura,
permitindo o crescimento apenas das bactérias resistentes e a formacéo de colbdnias.
Posteriormente, essas colbnias podem ser isoladas e cultivadas em larga escala para

a producédo da proteina de interesse (86).

A maioria dos sistemas de expressao bacterianos utiliza Escherichia coli como
hospedeiro devido a sua rapida taxa de crescimento e facil manipulacao genética (85).
Outras espécies, como Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens e Lactococcus

lactis, também podem ser utilizadas como sistemas de expressao (94).

1.3.3 Escherichia coli

A Escherichia coli (E. coli) é uma bactéria pertencente a familia
Enterobacteriaceae e € comumente encontrada no trato gastrointestinal de humanos
e animais (87, 89). E um micro-organismo amplamente utilizado na producdo de

proteinas recombinantes devido ao seu rapido crescimento, a capacidade de atingir
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altas densidades celulares em meios de cultivos mais simples e ao alto rendimento de
proteinas (82, 85). Quanto as caracteristicas genéticas, a E. coli possui um genoma
bem caracterizado e sistemas de regulacdo genética que permitem controlar a
expressao do gene de interesse e um sistema eficiente de recombinacdo homologa

para a introducao de genes exégenos ou modificacbes genéticas (86, 100).

A producdo de proteinas recombinantes em bactérias, como a E. coli, ocorre
principalmente no citoplasma bacteriano. Uma vez sintetizada, a proteina pode
permanecer no citoplasma ou ser direcionada para outros compartimentos celulares,
como a membrana plasmatica ou o periplasma, dependendo da presenca de sinais
de localizagéo especificos. Esses sinais podem ser sequéncias peptidicas especiais

gue direcionam a proteina para um determinado sitio (101).

No citoplasma, a proteina recombinante pode ser dobrada, formando sua
estrutura tridimensional funcional. No entanto, quando ha producdo excessiva dessa
proteina, ela pode se agrupar e formar corpos de inclusdo, que sdo aglomerados
insolaveis de proteinas na forma inativa (85). Essa formacgéo de agregados representa
uma desvantagem significativa para aplicacdes industriais devido ao fato de se
necessitar de etapas de solubilizacdo e renaturacdo para fazer com que a proteina

figue em sua forma ativa (101).

Embora os corpos de inclusdo sejam frequentemente considerados
indesejaveis na producdo de proteinas recombinantes, eles podem apresentar
vantagens, como alta expressao de proteinas e facilidade de purificagdo. Rajendran
(2021)(102) e Upadhyay (2014)(103) realizaram estudos sobre solubilizacdo e
renaturacdo de L-asparaginase produzida por E. coli BL21 (DE3) recombinante,
atingindo atividade de 180 Ul/mg e 190 Ul/mg apds purificacdo por cromatografia de

troca ibnica.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo geral produzir uma proteina recombinante a
partir da clonagem do gene da enzima L-asparaginase de Fusarium proliferatum em
Escherichia coli BL21 (DE3).

Os obijetivos especificos incluem:

Realizar a clonagem e expresséao de L-asparaginase de Fusarium proliferatum

em sistema de expressao heterdlogo e E. coli BL21 (DE);

o Otimizar parametros de inducéo da expressao de L-asparaginase em sistema

de expresséao heterdlogo;
« Avaliar diferentes metodologias para rompimento celular;

« Avaliar a expressao da enzima L-asparaginase heter6loga em meio liquido por
E. coli BL21 (DE).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 PREPARO DE SOLUCOES

+ Cultivo

Tabela 1 — Composicdo do meio Agar Luria Bertani

Agar Luria Bertani (LB)

Reagente Quantidade
Triptona 1049

Extrato de levedura 59

NacCl 59

Agar 15 g

Agua destilada qsp 1L

Esterilizado em autoclave a 121 °C, 1 atm, por 20 minutos, e mantido em refrigeracao

Tabela 2 — Composicéo caldo Luria Bertani

Caldo Luria Bertani (LB)

Reagente Quantidade
Triptona 1049

Extrato de levedura 59

NacCl 59

Agua destilada gsp 1L

Esterilizado em autoclave a 121 °C, 1 atm, por 20 minutos, e mantido em refrigeracéo



o Meio definido (Riesenberg, 1991)(104)

Tabela 3 — Composicéo dos elementos trago do meio definido

Elementos traco

Reagente Quantidade
Citrato de Ferro Il 39
MnCl.4H,0 0,759
Zn(CH,CO0),.H,0 044
H,BO, 0,159
Na2M004.2H20 0,125 ¢
CoCl,.2H,0 0,125¢g
CuCI2.2H20 0,075 ¢
EDTA.Na2 0,459

Agua destilada 500 mL

Esterilizado por filtragdo em membrana de 0,22 um e mantido em refrigeracéo

Tabela 4 — Composicéo da solucdo de sais do meio definido

Solucéo de sais pH 6,8

Reagente Quantidade

KHZPO4 13,39

(NH,),HPO, 49
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Acido citrico 1,79
Solucédo de elementos traco 10 mL
Agua destilada gsp 800mL

Esterilizado em autoclave a 121 °C, 1 atm, por 20 minutos, e mantido em refrigeracéo

Tabela 5 — Composicao da solucdo de sulfato de magnésio do meio definido

[
Solucéo de sulfato de magnésio

Reagente Quantidade
MgSO4.7H20 1,29
Agua destilada 20 mL

Esterilizado em autoclave a 121 °C, 1 atm, por 20 minutos, e mantido em refrigeracéo

Tabela 6 — Composi¢éo da solucdo de canamicina

I
Solugéo de canamicina

Reagente Quantidade
I I I
Canamicina 750 mg

Agua destilada 25 mL

Esterilizado por filtracdo em membrana de 0,22 pm e armazenado a -20 °C



Tabela 7 — Composicéo da solucdo de glicose do meio definido

Solucgéo de glicose

Reagente Quantidade
Glicose 59
Agua destilada 80 mL

Esterilizado em autoclave a 121 °C, 1 atm, por 20 minutos, e mantido em refrigeracéo

Tabela 8 — Composicéo da solugdo de tiamina do meio definido

[
Solucéo de tiamina

Reagente Quantidade
| I
Tiamina.HCI 112,5mg
Agua destilada 25 mL

Esterilizado por filtragdo em membrana de 0,22 um e armazenado a -20 °C

Tabela 9 — Formulacao final do meio definido

|
Formulagéao final do Meio Definido

Reagente Quantidade
| Solucéo de sais | 900 mL

Solucéo de glicose 80 mL

Solucéo de sulfato de magnésio 20 mL

Mantido em refrigeracéo



Tabela 10 — Composi¢éo do tampéo de Lise celular
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Tampéo de Lise celular (pH 8,6)

Reagente Concentracao final
| I 1
Tris-HCI 50 mM

PMSF 1 mM

EDTA 5 mM

Mantido em refrigeracéo

e Gel de agarose (DE-Souza, 2016)(105)

Tabela 11 — Composicéo do tampéo de amostra para gel de agarose 6X

Tampéo de amostra para gel de agarose 6X (p/v)

Reagente Quantidade
Azul de bromofenol 0,25%
Sacarose 40%

Mantido em temperatura ambiente

Tabela 12 — Composi¢céo do tampéo TAE 50x

|
Tampéo TAE 50x

Reagente Quantidade

| I
Tris Base 242 ¢

Acido Acético Glacial 57,1 mL
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EDTAO0,5M pH 8 100 mL

Agua destilada gsp 1L

Mantido em temperatura ambiente

« SDS-PAGE (Laemmli, 1970)(106)

Tabela 13 — Composicéo do tampéo de amostra 2x para gel SDS-PAGE

[
Tampé&o de amostra 2x para gel SDS-PAGE

Reagente Quantidade
ITris-HCI 0,5MpH 6,8 I2,5 mL I
SDS 20% 2,0 mL

B-mercaptoetanol 1,0 mL

Glicerol 2,0 mL

Azul de bromofenol 4 mg

Agua destilada gsp 10mL

Mantido a -20 °C

Tabela 14 — Composicéo da solucdo corante Coomassie Blue R-350

Coomassie Blue R-350

|
Reagente Quantidade

| I
PlusOne Coomassie PhastGel Blue R-

350 (GE Healthcare®) 1 tablete

Agua destilada 80 mL



Metanol

Acido acético 20%

120 mL

gsp 200 mL
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A solucao foi filtrada antes da adicdo do acido acético e mantida em temperatura ambiente

Tabela 15 — Composicéo da solucdo descorante para SDS-PAGE

[
Solucéo descorante para SDS-PAGE

Reagente Quantidade
| I 1
Metanol 45 mL

Acido Acetico Glacial 10 mL

Agua destilada 1L gsp.

Mantida em temperatura ambiente

Tabela 16 — Composi¢éo do tampéo de corrida 5x para SDS-PAGE

Tampéao de corrida 5x para SDS-PAGE

Reagente Quantidade Concentracéo final
Tris-Base 151¢g 125 mM

Glicina 729 960 mM

SDS 54 0,5%

Agua destilada g.s.p. 1000 mL -

Mantido em refrigeracéo
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e Western Blot (107)

Tabela 17 — Composi¢éo da solucao de bloqueio 5%

Solucéo de bloqueio 5%

Reagente Quantidade

[ I 1
Leite em p6 desnatado 19
TBSt 1x 20 mL

Tabela 18 — Composi¢céo do tampéo TBSt

[
Tampéo TBSt (pH 7,6)

Reagente Quantidade Concentracao final
| Tris-base | 244 | 20 mM I
NaCl 8,89 150 mM

Tween-20 1mL 0,1%

Agua destilada gsp 1L

Mantido em refrigeracéo

Tabela 19 — Composicéo do tampéo Tris/Glicina 5x

|
Tampao Tris/Glicina 5x (pH 8,3)

Reagente Quantidade

| I
Tris-base 15,15¢

Glicina 729



Agua destilada g.s.p. 1L
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Mantido em refrigeracéo

Tabela 20 — Composicéo da solucao de incubacédo do anticorpo para Western Blot

Solucéo de incubacgédo do anticorpo para Western Blot

Reagente Concentragao final
Leite em p6 desnatado 5% (p)

TBSt 5 mL

Anticorpo monoclonal Anti-HisTag 1L

Tabela 21 — Composi¢édo do tampdao de transferéncia para Western Blot

|
Tampao de transferéncia para Western Blot

Reagente Quantidade
| I 1
Metanol 20 mL

Tampao Tris/Glicina 5x 20 mL

Agua destilada 60 mL

Mantido em refrigeracéo
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e Avaliacdo da atividade de L-asparaginase a partir do acido L-aspartil-B-

hidroxamico (AHA) segundo Drainas et al. (1977)(108).

Tabela 22 — Composicéo da solucdo de hidroxilamina 2M

Solucéo de Hidroxilamina 2M

Reagente Quantidade
Hidroxilamina 13,89 ¢
Agua destilada 100 mL

Mantida em refrigeracéo

Tabela 23 — Composicéo da solucdo de hidroxilamina 1M

Solucéo de Hidroxilamina 1M

Reagente Concentracao
Hidroxilamina 2M
Hidréxido de sédio 2M

Proporcao 1:1

Tabela 24 — Composi¢éo da solucdo de L-asparagina 0,1 M

Solucéo de L-asparagina 0,1 M

|
Reagente Quantidade

L-asparagina 0,669

Agua destilada 50 mL




Tabela 25 — Composicdo da solucéo Cloreto Férrico/Acido Tricoloacético/Acido Cloridrico
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I Ve Ve
Solucédo de Cloreto Férrico/Acido Tricloroacético/Acido Cloridrico

Reagente Quantidade
[ I 1
Solugéo A
| I 1
Cloreto férrico 10 mg
Agua ultrapura gsp 100 mL
[ I 1
Solucéo B
| I 1
HCI 5,45 mL
TCA 20 mL
Agua ultrapura gsp 100mL

|
Solucéo C (de uso) = solugéo A + solucdo B

Mantida em refrigeracéo

Tabela 26 — Composi¢éo do tampéo Tris-HCI 50 mM

|
Tampéao Tris-HCI 50 mM (pH 8,6)

Reagente Quantidade
Tris-HCI 3,035¢
Agua destilada 500 mL

Mantido em refrigeracéo



Tabela 27 — Composigéo da solucéo padrao de B-hidroxamato aspartico 5 mM
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Solucao padréo de B-hidroxamato aspéartico 5 mM

Reagente Quantidade
| I
B-hidroxamato aspartico (Sigma-
Aldrich®) 7.4 mg
Agua ultrapura 10 mL

» Reagente de Nessler (Shirfrin, 1974)(109)

Tabela 28 — Composi¢éo da solucdo de L-asparagina 189 mM

Solucao de L-asparagina 189 mM

Reagente Quantidade
| I 1
L-asparagina 49,9 mg

Agua destilada 2 mL
3.2 VETOR

O fungo filamentoso isolado do solo do Cerrado do Centro-Oeste Brasileiro

Fusarium proliferatum foi identificado por Siqueira (2010) e encontra-se depositado na

Micoteca do Laboratério de Enzimologia do Instituto de Ciéncias Biolégicas da

Universidade de Brasilia dentro do ambito da rede SisBiota Brasil (Sistema Nacional

de Pesquisa em Biodiversidade — CNPq) de fungos filamentosos com autorizacéo de

acesso e de remessa de amostra de componente do patriménio genético niumero

010770/2013-5 sob supervisdo do Professor Dr. Edivaldo Ximenes Ferreira Filho

(110).


https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/life-science/sigma-aldrich
https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/life-science/sigma-aldrich
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O vetor de expressédo pET28a_proliferatum foi construido utilizando sequéncia
génica cédon usage da enzima L-asparaginase de Fusarium proliferatum (NCBI
0Q439985). Tal gene foi identificado pela Dr2 Paula de Souza e Dr2 Leia Favaro na
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) (111). O vetor pET-28a(+)
contendo o gene tem o tamanho de 6.607 pb. O inserto possui 1.311 pb, massa
molecular de 46,4 kDa, e sua sequéncia de nucleotideos, sem introns, esta descrita

abaixo:

ATGCCCAGCTTTAAACGGCTTCACGGCCGCGCCTTGATTGCTACTGCTCCGGTT
TACTGCTCCGGACCACGTGCTTCGTCGACCATCAAGATGACCCCTTCATCGGCT
TCTTGGATAACTTACCTGTGGCGAATCATCCTGAGTGTGTTGGCCCCTTCAACG
GCGCTGCTCCAGTTTGGTTCGTGGGCCGCTTCGGTCTTGGGTCCTCCTGTTCA
CGAGCTGTATCTTCAACCACACTTCTCCGCACTGCAAAAGGCGCCAATACAGAC
AGGCATTCCCTTTGAAATCTCAACTACCCCTGAGTTCAACTGCTTCAGTCCGAAC
CTTCCAAATATCACCATCTATGCGACAGGGGGCACCATTGCTGGATCTGCTAGT
TCGGCTGACCAAACGACGGGATATCAATCAGCTGCGCTGAGTGTCCAATCCCT
CATTGATGCGGTGCCACAGCTTTGCAATGTTGCCAACGTGAGAGGCGTTCAATT
CGCCAACACAGACAGTATAGACATGAGTTCAGACATGTTACAGGCGTTGGTGGA
GCAAATCCAGGCCGATCTCGACAATCCATCTACACAGGGCGCTGTTGTGACGC
ACGGAACTGACACTCTGGATGAGTCGGCTTTCTTCCTCGATCTCACGATCCAGA
GCGATAAGCCCGTGGTTGTGACGGGTTCTATGCGTCCTGCAACGGCTATAAGC
GCTGATGGACCCATGAATTTGCTGTCTTCAGTGACTTTGGCTGCTAATGAGAAC
GCCAGAGGCAGGGGAGTCATGATTGCCATTAACGACCGCATCGGATCTGCTCG
CTTCACGACAAAGGTGAACGCCAACCACCTTGACGCTTTTCAAGCTCCTGATAG
CGGCTTATTGGGAACATTTGTCAATATCCAGCCAGTCTTCTTTTACCCGCCATCA
CGGCCCCTGGGCCACCACCATTTCAAATTACCGCCCCGACCTCCATCAGCAGC
AGCACTGCCTCAAGTGGACATACTCTACGCTTACCAGGAGCTCAGTGTTGGCAT
GTTCAAGGCGGCTGTTGATCTTGGCGCACGAGGCATCGTCCTCGCAGGCCTTG
GTGCTGGATTCTGGACTTCCAAGGGCACTGAGGAGATCCGACGCATAGTCCGG
GAGACCAAGATCCCCGTGATAGTGAGCCGCCGACCAGAAGGCGGTTTCGTGG
GACCCTGCCAGGCAGGAATCGGAGCTGGTTTCCTCAACCCCCAAAAAGCGAGG
ATCCAGCTCCAACTCGCGCTTGAGACCAAGATGGACAACGACGCCATCCGAGC
TCTTTTTGAGCACGCGGGAGTGCACTAA
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Os vetores pET-28a(+) contendo a sequéncia de L-asparaginase (figura 3)
foram obtidos por meio da empresa Integrated DNA Technologies® e primeiramente
clonados em E. coli DH10B para aumentar a quantidade de plasmideo existente e
possibilitar posterior transformacéo da linhagem E. coli BL21 (DE3) para expressao

da proteina recombinante.

(6445) Xhol

(5843 .. 5862) L-ASNase_Fp_R_

(5519 .. 5538) L-ASNase_Fp_F .

{5129) Ndel - _

2-pET28a_proliferatum
6607 bp

\ac operatg,

Figura 3 - Vetor pET-28a(+) transformado contendo o gene para clonagem do cDNA da L-

asparaginase e sua expressao em E. coli

Esse vetor de expressdo de genes possui promotor RNA polimerase do
bacteriéfago T7, inducéo da expressao com IPTG, gene de resisténcia a canamicina,
permitindo a selecdo de bactérias transformadas com o vetor em meio contendo este
antibiético, sitio de restricdo Ndel/Xhol, otimizacdo de codons e amplificacdo com a
utilizag&o do conjunto de primers FP/P_ppic9_F (AAA AGA ATT CAT GGG CAG CAG
CCA TCA T)/FPppic9_R (AAA AGC GGC CGC TTA GTG TAC ACC TGC GTG TTC
G). Na porcdo N-terminal foi ligada uma cauda de histidina, uma sequéncia de
aminoacidos com 6 histidinas consecutivas, que tem como objetivo facilitar a

purificacdo por cromatografia de afinidade em colunas contendo niquel (112).
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3.3 PREPARO DE CELULAS TERMOCOMPETENTES (Chang, 2017)(113)

As cepas de E. coli BL21 (DE3) utilizadas na pesquisa foram gentilmente
cedidas pela professora Dr2 Eliane Noronha do Laboratorio de Enzimologia, do
Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia, pesquisadora colaboradora deste
projeto de pesquisa.

Uma colonia da linhagem de E. coli (DH10B ou BL21(DE3)) foi cultivada em
10 mL de meio LB a 37 °C, durante 16 horas e sob agitacdo a 200 rpm. Apds o
crescimento da cultura, 1 mL foi adicionado a 99 mL de meio LB e cultivado nas
mesmas condicfes de agitacdo e temperatura descritas anteriormente, por 3 a 4

horas, até atingir a ODsoo 0,4.

Posteriormente, a cultura foi separada em dois tubos conicos de centrifuga de
50 mL, mantida em banho de gelo por 20 minutos e submetida a centrifugacéo a 4 °C,
4.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado, e o pellet, ressuspendido
em 20 mL de solucéo de cloreto de calcio 0,1 M, foi mantido em banho de gelo por 30
minutos. As mesmas condi¢des de centrifugacdo mencionadas anteriormente foram
repetidas, o sobrenadante foi descartado, e o pellet ressuspendido em 5 mL de cloreto
de calcio 0,1M + 15% de glicerol. Foram transferidas aliquotas de 200 pL para

criotubos, que foram estocados a -80 °C.

3.3.1 Transformacéo por choque térmico

Uma aliquota (200 uL) das células termocompetentes previamente preparadas

foi retirada do freezer -80 °C e mantida em banho de gelo durante 10 minutos.

O DNA plasmidial (cerca de 20 ng) foi adicionado ao tubo, homogeneizado
cuidadosamente e incubado em banho de gelo por 30 minutos. Logo em seguida, 0s
tubos foram incubados em banho-maria a 42 °C por 90 segundos e colocados em
banho de gelo por 1 a 2 minutos. Foram adicionados 800 pL de meio LB em cada tubo
de centrifuga e a solucéo foi homogeneizada suavemente. Os tubos foram novamente
incubados em banho-maria a 37 °C por 45 minutos e centrifugados a 14.000 rpm
durante 30 segundos. 800uL do sobrenadante foram descartados, as células

precipitadas foram ressuspendidas e plaqueadas em meio agar LB contendo
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canamicina 50 pg/mL. As placas foram incubadas em estufa a 37 °C e col6nias foram

observadas apés 24 horas.

3.3.2 Confirmacéo da transformacéao e selecdo de clones transformados

Colbnias crescidas na placa contendo meio agar foram aleatoriamente
selecionadas e inoculadas em 15 mL de meio LB contendo 15 pyL de canamicina 50
pug/mL. Para controle negativo foi cultivado um inéculo contendo 15 mL de meio LB,
15 pL de canamicina 50 pg/mL e E. coli BL21 (DE3) com pET-28a(+) vazio. Os meios
foram incubados sob agitacéo a 200 rpm, 37 °C overnight. Apds esse periodo, o DNA
plasmidial foi isolado utilizando o Kit Pure LinkTM — Quick Plasmid Miniprep®
(Invitrogen) e as amostras foram analisadas em gel de agarose 0,8%.

Aproximadamente 5 mL do cultivo foram centrifugados a 10.000 x g, 4 °C, por
10 minutos, e o0 sobrenadante foi descartado. O pellet foi ressuspendido e
homogeneizado em 250 pL do tampé&o de ressuspensao. Em seguida, foi adicionado
250 L do tampéo de lise e o tubo foi invertido suavemente até homogenizacao da
mistura. O tubo foi incubado em temperatura ambiente por 5 minutos. Foi adicionado
350 uL do tampéo de precipitacdo e a solucdo foi homogeneizada novamente, sem
uso do vortex, seguida por centrifugacéo a 12.000 x g por 10 minutos.

O sobrenadante foi coletado e adicionado a uma coluna de centrifugacéo
contida em um tubo de lavagem de 2 mL, que foi centrifugada a 12.000 x g por 1
minuto. O filtrado foi descartado, e em seguida foram adicionados 500 pL do tampéo
de lavagem com etanol na coluna, que foi incubada por 1 minuto em temperatura
ambiente. Apés a incubacéo, a coluna foi centrifugada a 12,000 x g por 1 minuto.

Novamente o filtrado foi descartado.

Foi adicionado a coluna 700 yL de tampao de lavagem com etanol, com
posterior centrifugacéo a 12.000 x g por 1 minuto. O liquido filtrado foi descartado e a
coluna foi novamente centrifugada a 12.000 x g por 1 minuto. Novamente o liquido

filtrado foi descartado.

Em seguida, a coluna de centrifugacéo foi posta dentro de um tubo de eluicéo

de 1,5 mL e adicionou-se 75 pL de solucédo de tampé&o TE pré-aquecido. O processo
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foi inoculado por 1 minuto em temperatura ambiente, e centrifugado a 12.000 x g por
2 minutos. Apos a centrifugacdo, o DNA plasmidial purificado ficou contido no liquido
presente no tubo de eluigdo. A coluna foi descartada e o plasmideo foi armazenado a
4 °C.

Todos os tampdes utilizados acima ja vieram preparados no Kit Pure LinkTM —

Quick Plasmid Miniprep®.

3.3.3 Eletroforese de &cidos nucleicos em gel de agarose (105)

A eletroforese em gel de agarose é um processo que permite separar
fragmentos de DNA ou RNA de diferentes tamanhos com base em sua mobilidade em
um campo elétrico aplicado.

Para analise da integridade de DNA plasmidial, foi utilizado gel de agarose na
concentracdo 0,8% (p/v), e para andlise das amostras amplificadas por PCR, foi
utilizado gel de agarose 1,2% (p/v), ambos preparados com tampdo TAE 1X. A
solucao foi aquecida até completa homogeneizacao. Apés diminuicdo da temperatura,
ainda com o gel no estado liquido, foi adicionado o corante SYBR™ Safe DNA Gel
Stain (Invitrogen) na quantidade recomendada pelo fabricante, de 1 uL do corante
para cada 100 mL de gel. A mistura contendo agarose, ap6s homogeneizacéao, foi
vertida no molde para esfriar e solidificar. Apés gelificacéo, foi adicionado tampao TAE
1X na cuba de corrida até submergir o gel.

O tampéo de amostra na concentracao 1X foi adicionado as amostras de DNA
plasmidial e ao marcador de peso molecular. Foi utilizado o marcador de peso
molecular GeneRuler 1kb DNA Ladder (Thermo Scientific) em gel de agarose 0,8%, e
1Kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific) para gel de agarose 1,2%. As amostras
foram aplicadas nos pocos do gel, no volume de 15 pL, e submetidas a eletroforese
como descrito por Sambrook (1989)(85), utilizando uma voltagem de 100 V por um
periodo de 60 minutos. O gel foi exposto a uma camara com incidéncia de luz

ultravioleta para visualizacdo da migracéo das proteinas
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3.3.4 Reacédo em Cadeia de Polimerase (PCR) (85, 105)

Para confirmar a transformacéo dos clones foi realizada a técnica chamada
PCR, que consiste na amplificacdo de uma regido especifica de DNA e posterior
avaliacdo em gel de agarose 1,2%. Durante a analise das amostras de PCR, buscou-
se identificar a presenca de bandas correspondentes a 345 kDa, tamanho do
fragmento do gene de L-asparaginase de Fusarium proliferatum definido para

amplificacéo.

Foram usados os seguintes reagentes (tabela 29):

Tabela 29 — Reagentes utilizados para realizar a técnica de Reacao em Cadeia da Polimerase

Reagente Volume

[ I
Tag DNA polimerase (5 U/uL) — GoTaq® Hot Start Polimerase

(Promega) 0.25uL
Tampéo de reacéo (5x) — 5x Green or Colorless GoTag® Flexi 10 L
Buffer (Promega)

Solucdo de dNTPs 20 mM — PCR Nucleotide Mix (Promega) 1L

Primer forward (10 uM) 5uL

Primer reverse (10 uM) 5uL

MgCl2 (25 mM) — MgCl2 Solution (Promega) 3uL

g.s.p. agua destilada autoclavada g.s.p. 50 yL
DNA molde 100 ng

Para controle negativo da reacéo, foi adicionado 1 uL de agua

As reacoes foram incubadas em termociclador (Veriti® 96-Well Fast Thermal

Cycler, Applied Biosystems), seguindo as especificacdes abaixo:
1- Desnaturacéo: 95 °C, 5 minutos

2- Desnaturacéao: 95 °C, 30 segundos
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3- Anelamento: 56 °C, 30 segundos
4- Amplificacdo: 72 °C, 30 segundos
5- Amplificagéo: 72 °C, 5 minutos

As etapas 2, 3 e 4 foram repetidas 30 vezes

3.4 SELECAO DOS CLONES
3.4.1 Cultivo

Primeiramente foi preparado um pré-indculo das colbnias criopreservadas,
sendo 10 pL de cada clone de BL21 (DE3) inoculados em 15 mL de meio LB contendo
canamicina 50 pg/mL com incubacdo overnight a 200 rpm e 37 °C. Apés
aproximadamente 16 horas foi medida a absorbancia para calcular o volume do pré-
in6culo necessario para realizar um in6culo com densidade éptica inicial préxima a 0,1

em 600 nm.

Assim que definido o volume do pré-inéculo, a quantia foi adicionada a um tubo
conico de 50 mL contendo 20 mL de meio LB suplementado com canamicina 50
pg/mL. O indéculo entdo foi incubado a 37 °C sob agitacdo a 200 rpm durante 6 horas
para que houvesse crescimento celular. Em seguida, foi adicionado 0,45 mM de IPTG
para induzir a expressao da enzima, mantendo a agitacdo a 200 rpm, 37 °C de
temperatura por aproximadamente 16 horas.

O cultivo foi centrifugado a 10.000 x g por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante
foi descartado e 7 mL de tampdo de lise foram adicionados. A solugédo foi
homogeneizada e submetida, em banho de gelo, a lise celular para extracdo da
proteina. Foi realizado o método de rompimento por ultrassom utilizando sonicador de
ponta (Vibra Cell® VC 750 com ponteira de 6 mm) segundo Costa-Silva et al.
(2018)(114), onde o cultivo foi sonicado durante 7 minutos, sendo 30 segundos ON e
45 segundos OFF com amplitude de 30%.

Apés a sonicacdo, a suspensdo foi centrifugada a 10.000 x g durante 15
minutos a 4 °C. O sobrenadante e o pellet foram armazenados para posterior

avaliacao enzimatica.
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3.4.2 Quantificacado de proteinas totais

A concentracdo de proteinas totais foi medida por meio do kit Pierce BCA
Protein Assay kit® (ThermoFisher Scientific). 25 yL de cada amostra foram incubados
em microplaca de 96 pogos a 37 °C, seguida por agitacdo por 1 minuto e incubacao
por 30 minutos, com adicdo de 200 pL do reagente de trabalho presente no kit. A
leitura da absorbancia foi realizada no leitor de microplacas EnSpire™ Multimode
Plate Reader (PerkinElmer) na OD500 nm. Para o calculo da quantidade de proteinas,
expressa em ug/uL, o valor da absorbancia obtido foi substituido na equacéao linear
resultante da curva padrdo construida com solucdo padrao de Soro albumina bovino
2 mg/mL, nas concentragdes: 0 (branco); 25 ug/mL; 125 ug/mL; 250 pyg/mL; 500
pg/mL; 750 pg/mL; 1000 pg/mL; 1500 pug/mL; 2000 ug/mL.

3.4.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sédio (SDS-
PAGE)

A SDS-PAGE é uma técnica amplamente utilizada para separar proteinas com
base em seu tamanho molecular. O SDS €& um detergente responsavel por
desnaturalizar as proteinas e atribuir uma carga negativa. Tal fato permite que haja
segregacado dos fragmentos com base no seu tamanho molecular através de um gel

de poliacrilamida ao serem submetidos a um campo elétrico.

Primeiramente, as proteinas foram precipitadas segundo Migliolo et. al.
(2014)(116), onde para cada 1.000 pL de amostra foram utilizados 133 uL de TCA
75%. Foram precipitados 40 pug de proteinas de cada amostra e mantidos em
refrigeracdo por 1 hora ou overnight. As amostras foram centrifugadas a 10.000 x g,
4 °C por 10 minutos para descarte do TCA, seguido por 3 lavagens com 1 mL de
acetona gelada, realizando a centrifugacdo nas mesmas condi¢des. Os tubos ficaram
abertos até total evaporacdo da acetona remanescente. Apos as lavagens, foram
adicionados 20 pL de uma mistura contendo tampao de amostra e 3-mercaptoetanol
1:1. Os tubos foram mantidos em banho seco a 100 °C durante 5 minutos e, em

seguida, as amostras foram armazenadas em freezer para uso posterior.

O gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foi preparado segundo Laemmli
(1970)(106). A composicao do gel separador 4% estd descrita na tabela 30. Ele foi



52

adicionado ao molde do gel até preencher aproximadamente 3/4 da altura total. Em
seguida, uma pequena camada de butanol foi adicionada até cobrir totalmente a
superficie desse gel, a fim de nivela-lo e eliminar eventuais bolhas. Apés se certificar
da solidificacdo do gel separador, o butanol foi retirado da superficie com o auxilio de

papel filtro.

Tabela 30 — Reagentes utilizados para preparo do gel separador 4%

Gel separador 4%

Solucdes Concentracéo 4%
Agua ultra purificada 3,65 mL

Tampao tris HCI 1,0 mol/L pH 6,8 1,25 mL
Acrilamida: Bis-acrilamida (29,2:0,8) 1mL

Dodecil sulfato de sodio (SDS) 10 % 50 uL

TEMED 6 UL

APS 10 % 30 pL

Em seguida foi preparado o gel concentrador 12%, conforme tabela 31, e
vertido acima do gel separador, cobrindo os outros 1/4 restantes. Antes de haver a
solidificacéo, foi inserido o pente para formacéo dos po¢os onde as amostras seriam

adicionadas.

Tabela 31 — Reagentes utilizados para preparo do gel concentrador 12%

Gel concentrador 12%

Solucgdes Concentracao 12%

Agua ultra purificada 3,34 mL

Tampaéo tris HCI 1,5 mol/L pH 8,8 2,5mL
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Tabela 31 — Reagentes utilizados para preparo do gel concentrador 12%

Gel concentrador 12%

Acrilamida: Bis-acrilamida (29,2: 0,8) 4 mL
Dodecil sulfato de sodio (SDS) 10 % 1L

TEMED 10 pL
APS 10 % 50 L

O aparato contendo o gel foi inserido na cuba de eletroforese, onde também
houve adicdo de tampéo de corrida 1X até preenchimento do reservatorio. Apos total
solidificacdo do gel, o pente foi retirado e foram aplicados nos poc¢os 10 pL do padréo

de baixo peso molecular e 20 pL das amostras.

Para que ocorresse a migracdo das proteinas a partir do campo elétrico, foi
aplicada uma corrente de 150 V e 50 mA até que a amostra percorresse o gel
concentrador. Ao alcancar o gel separador, a voltagem e amperagem aumentaram

para 250 V e 80 mA, respectivamente.

Apos total migracao das proteinas, o aparato contendo o gel foi desmontado e
o gel foi corado com Coomasie blue ou nitrato de prata, seguindo o protocolo e as
especificacdes do fabricante. No caso da coloracdo com Coomasie blue, o gel ficou
incubado na solucdo de coloracdo por 24 horas e depois 0 excesso de corante foi
retirado por submersdo em solugdo descorante até que fosse obtida uma clara

visualizacdo das bandas das proteinas.

Para determinacdo do peso molecular na presenca de SDS foi utilizado o
padrdao de baixo peso molecular Low Molecular Weight Calibration Kit® for SDS
Electrophoresis (GE Healthcare®), formado por uma mistura liofiizada de seis
proteinas altamente purificadas e de massa molecular conhecida. A partir da
comparacdo do tamanho das bandas do padrédo com as observadas na amostra, é

possivel estimar a massa molecular da proteina de interesse.

Cada mistura liofilizada possui as seguintes proteinas:
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Tabela 32 — Proteinas presentes no marcador molecular Low Molecular Weight Calibration Kit® for
SDS Electrophoresis (GE Healthcare®)

Proteinas Peso molecular
Fosforilase b 97 kDa
Albumina 66 kDa
Ovalbumina 45 kDa
Anidrase carbonica 30 kDa

Inibidor de tripsina 20,1 kDa
a-Lactoalbumina 14,4 kDa

3.4.4 Western Blot (107)

Foi preparado um gel de SDS-PAGE contendo o marcador de peso molecular
PageRuler Prestained Protein Ladder® (Thermo Scientific). Uma membrana PVDF
(Thermo Scientific) de 0,45 um foi cuidadosamente cortada nas dimensées do gel e
imersa lentamente em metanol, seguida por lavagem em &agua destilada. Quatro
pedacos de papel de filtro (dois grossos e dois finos) foram cortados nas mesmas
dimensdes do gel e embebecidos em tampdo de transferéncia. Utilizando um
equipamento de transblot, foi montada uma sequéncia de camadas contendo 0s

papéis de filtro, a membrana e o gel, seguindo a ordem representada pela figura 4.

Em cada etapa da montagem das camadas, as eventuais bolhas formadas
foram removidas com o auxilio de uma espatula. O processo de transblotting ocorreu
por 1 hora e 30 minutos a 14 V. Apés o fim, a membrana foi retirada do aparelho e
incubada overnight em solugcéo de bloqueio a 4 °C com agitacdo constante entre 15-
25 rpm. Em seguida, a membrana foi incubada em solugé&o de incubacdo contendo
Anticorpo monoclonal Anti-HisTag (Invitrogen®) na diluicdo de 1:5000 (1 pyL para cada
5 mL de solucéo de incubacédo). A incubacao ocorreu durante 1 hora, a temperatura

ambiente, sob leve agitacdo. ApGs a incubacdo com o anticorpo, a membrana foi



55

lavada trés vezes, cada uma por 10 minutos, com solucdo de TBS contendo 0,1%
deTween-20. Por fim, a revelacdo da membrana foi realizada por meio de

quimioluminescéncia.

]»‘ Papel de filtro

~Gel
/
s

- —

- — Membrana

Papel de filtro

Figura 4 — Sequéncia das camadas de papel de filtro, gel e membrana realizada para transblotting
(adaptado de Tortora 2010)

3.5 CURVA DE CRESCIMENTO BACTERIANO

Para determinar o tempo ideal de crescimento bacteriano, foram preparados
in6culos conforme o item 3.4.1 nos meios LB, meio definido e meio complexo (Barros,
2020)(115). O cultivo foi incubado sob agitacdo a 200 rpm e 37°C nos tempos de 0, 2,
4,6, 8 e 10 horas.

Foi realizada a leitura da absorbancia na ODeoo para avaliar a turbidez em cada
intervalo de tempo, e os valores obtidos foram utilizados para construir um grafico em
escala logaritima. Isso permitiu visualizar as fases de crescimento bacteriano lag

(adaptacgédo), log (exponencial) e estacionaria nos 3 meios diferentes.

Dessa forma, foi possivel determinar o tempo em que as células bacterianas
atingiram a taxa maxima de crescimento, fornecendo informacdes importantes sobre
o desenvolvimento da cultura bacteriana, e como os reagentes de cada meio podem

influenciar nesse crescimento.

3.6 AVALIACAO DE METODOLOGIAS DE ROMPIMENTO CELULAR
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Apés o cultivo, cada amostra foi avaliada quanto ao melhor método de

rompimento celular por sonicacdo. Os tubos conicos de centrifuga de 50 mL foram

centrifugados a 10.000 x g por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante, contendo o meio

de cultivo, foi descartado e adicionou-se 7 mL de tampéao de lise (Tris-HCI 50 mM +

PMSF 1mM + EDTA 5mM, pH 8,6) para ressuspensédo do precipitado. A solucéo foi

vortexada até completa homogeneizacao.

Posteriormente, as amostras foram submetidas a diferentes protocolos de lise

celular por meio de sonicacdo (tabela 33), em banho de gelo, utilizando o aparelho

sonicador Vibra CellTM VC 750® com ponteira de 6 mm.

Tabela 33 - Metodologias de lise celular por sonicacdo avaliadas no estudo

ciclo)

NUm. Tempo
Método de (min) por Pulso  Amplitude Temperatura Referéncia
ciclos ciclo
[ I I 1
Costa-Silva
1 1 7 30 s ON et a|_
45 s OFF (2018)(111)
| I I I 1
Adaptado
1 min ON de
2 1 10 1 min Upadhyay
OFFE et al.
(2014)(100)
| I I I 1
30% 30°C Adaptado
. de
1 min ON
3 1 20 1 min Utpaldhyay
OFF et al.
(2014)(100)
. Adaptado
1(§com L min 1 seg ON de Singhvi
4 10 er?treesgzélz 1 seg et al.
OFF (2021)(113)
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Tabela 33 - Metodologias de lise celular por sonicacdo avaliadas no estudo

NUm. Tempo
Método de (min) por Pulso  Amplitude Temperatura Referéncia
ciclos ciclo
| I I 1
Protocolo
criado e
1 seg ON utilizado
pelo
5 1 15 1 seg laboratério
OFF de enzimo-
logia

A amostra sonicada foi centrifugada a 10.000 x g por 10 minutos e 4 °C, a
fracOes soluvel (sobrenadante) e a fracéo insoltvel (pellet), apds ressuspendida em 7

mL do tampé&o de lise celular, foram armazenadas a -80 °C.

3.7 SCREENING DA INDUCAO DE ASNase RECOMBINANTE

O in6culo foi preparado conforme descrito no item 3.4.1, porém foi utilizado
somente 10 mL de meio LB, com incubag&o em agitador a 200 rpm, 37 °C por 2 horas
e 30 minutos. Apés esse periodo, houve variacdo da concentracdo do indutor IPTG,

temperatura e tempo de incubacéo pés inducéo, conforme descrito na tabela 34.

Tabela 34 — Variaveis avaliadas para otimizacao da inducdo de L-asparaginase

OD fase Log Tempo (h) pés Temperatura pos
(h) IPTG (mM) inducéo inducéo (°C)

TO: 0
T1:2
0,1 T2: 4
0,9 0,5 T3:8 gg
1 T4: 12
T5: 20
T6: 24

Ao final de cada tempo de indugéo, as amostras foram centrifugadas para
remocao do meio de cultivo e, em seguida, foi adicionado 7 mL de tampéao de lise

celular. Prosseguiu-se com rompimento celular por sonicacdo, sendo aplicado o
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método definido apdés o screening do rompimento celular. A amostra final foi
centrifugada a 10.000 x g por 10 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi coletado e
armazenado como fracdo sollvel, e o pellet, ressuspendido com tampéo de lise, foi

armazenado como frag&o insolavel.

3.8 ENSAIO ENZIMATICO PARA QUANTIFICACAO DE L-ASPARAGINASE A
PARTIR DO ACIDO L-ASPARTIL-R-HIDROXAMICO (AHA)

A atividade de L-asparaginase foi avaliada pela quantificacdo do B-hidroxamato
aspartico produzido pela reacao de hidroxilamindlise efetuada também pela enzima
L-asparaginase na presenca de hidroxilamina, adaptado de Drainas et al. (1977)(108),

conforme demonstrado na figura 5.

Figura 5 - Reac¢do de hidroxilamindlise efetuada pela enzima L-asparaginase na presenca de

hidroxilamina (Drainas 1977)

@ 0
H;N NDH L-asparaginase HD\H/\‘HJ\DH + NH,

O  NH, O NH,
asparagina acido aspartico
L-asparaginase
O NH, O NH,
acido aspartico hidroxilamina B-hidroxamato aspartico
OH 9] o
NDH + FEC'E \[(\])J\ OH Fe

- 13

B-hidroxamato aspartico B-hidroxamato aspartico ferrico
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Em tubos cénicos de centrifuga de 5 mL foram adicionados 200 uL de amostra,
1,4 mL de tampéo Tris HCI pH 8,6 (50 mM), 200 pL de solucéo de L-asparagina (100
mM) e 200 pL de solugao de hidroxilamina pH 7 (1 M). Os tubos foram incubados a
37 °C por 30 minutos em banho-maria, e depois adicionou-se 0,5 mL da solucdo de
FeCls/TCA/HCI para interromper a reagdo. Os tubos foram centrifugados a 10.000
rpm, por 5 minutos a 4 °C, e o sobrenadante foi lido em espectrofotdmetro (UV-1800

SHIMADZU) no comprimento de onda de 500 nm. O ensaio foi realizado em triplicata.

Os brancos das amostras foram preparados com a finalidade de subtrair a
absorbancia obtida a partir da coloracdo do cloreto férrico. A Unica diferenca em
relacdo as etapas descritas anteriormente foi que, no caso dos brancos, a amostra foi

adicionada somente apds o periodo de incubacéo.

A reacdo entre o hidroxamato aspartico e o cloreto férrico produz uma
coloracdo avermelhada, que absorve em comprimento de onda de 500 nm. Uma
unidade de L-asparaginase foi definida como a quantidade de enzima necessaria para
formar 1 pmol de B-hidroxamato aspartico por minuto. A atividade enzimética foi
determinada segundo a equacéo abaixo (Drainas et al., 1977):

o ] Ul umol de B — hidroxamato aspartico
Atividade de L — asparaginase (—) =

mlL volume da amostra x tempo

A curva padréo foi construida com solucdo padrédo de B-hidroxamato aspartico
(Sigma-Aldrich) 5 mM nas concentragfes: 0 (branco); 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,5; 2 e
3 umol.

3.9 ENSAIO ENZIMATICO UTILIZANDO REAGENTE DE NESSLER

O ensaio de Nessler (Imada, 1973)(118) é um método colorimétrico utilizado
para quantificar a aménia presente em uma solucdo. Pode ser usado para medir a
atividade de L-asparaginase devido a capacidade da enzima de catalisar a conversao
de L-asparagina em aspartato, que libera amdnia como subproduto. Segundo
adaptacao de Shirfrin et al. (1974)(119), em tubos cénicos de centrifuga de 5 mL foram
adicionados 1 mL de tampéo Tris-HCI 50mM pH 8,6; 0,1 mL de asparagina 189 mM;
0,9 mL de &gua ultrapura. As solu¢des foram incubadas em banho maria a 37 °C por


https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/life-science/sigma-aldrich
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5 minutos. Foram adicionados 0,5 mL de amostra das fracfes soluvel e insoluvel, os
tubos foram homogeneizados e incubados por mais 30 minutos. Para obtencao do

branco, a amostra foi adicionada somente apds o periodo de incubacdao.

Aos tubos foram adicionados 0,1 mL de TCA 1,5 M para parar a reacéo, as
solucdes foram homogeneizadas e centrifugadas por 2 minutos a 10.000 x g e 4 °C.
0,2 mL do sobrenadante foi transferido para outro tubo de centrifuga contendo 4,3 mL
de agua ultrapura e 0,5 mL do reagente de Nessler (Merck). A solucdo foi
homogeneizada e a sua absorbancia foi medida em espectrofotdmetro (UV-1800

SHIMADZU) com comprimento de onda de 436 nm apés 1 minuto.

Para se obter o valor de Ul por mL de amostra, considerando que a atividade
equivale a quantidade de pumols de aménia produzidos por minuto a 37°C, foi utilizada
a equacao abaixo:

Atividade de L ] (UI) _ umol de aménia da amostra x Vtl
ividade de asparaginase —)= T

Vu: volume total da etapa 1 (mL).

Vs: volume do sobrenadante da etapa 1 que foi utilizado na etapa 2 (mL).
t1: tempo de reacéo da etapa 1 (min).

Va: volume da amostra adicionada na etapa 1 (mL).

A quantidade de pmols de amonia foi medida utilizando uma equagéo linear
derivada da curva padrdo. Essa curva foi construida relacionando o valor da

absorbancia com a concentracdo de amodnia, em umol, na etapa 2 do experimento.
Preparo do padrao:

Em tubos conicos de centrifuga de 5 mL foram adicionados 1 mL de tampéao
Tris-HCI, sulfato de aménio nos volumes 0,1; 0,15; 0,25 e 0,5 mL e agua ultrapura gsp
2,1 mL. No tubo de controle (branco) do padréo, néo foi adicionado sulfato de aménio.
Os tubos foram incubados em banho-maria por 35 minutos. Em seguida, foi
adicionado 0,1 mL de TCA 1,5 M, as solugdes foram homogeneizadas e centrifugadas
a 10.000 x g por 2 minutos, a 4 °C. 0,2 mL dos sobrenadantes foram transferido para
tubos conicos de centrifuga de 5 mL contendo 4,3 mL de &gua ultrapura e 0,5 mL do

reagente de Nessler (Merck). As solugcbes foram homogeneizadas e suas
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absorbancias foram medidas em espectrofotbmetro (UV-1800 SHIMADZU) em

comprimento de onda de 436 nm.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 TRANSFORMACAO DE E. coli DH10B E BL21 (DE3) E CONFIRMACAO DA
TRANSFORMACAO

As células das linhagens de E. coli (DH10B e BL21 (DE3)) foram tornadas
termocompetentes, e o vetor pET-28a(+), contendo a sequéncia de L-asparaginase
sintetizado pela empresa Integrated DNA Technologies®, foi clonado inicialmente em
E. coli DH10B para aumentar a quantidade de plasmideo disponivel e permitir
posterior transformacdo da linhagem E. coli BL21 (DE3). O DNA plasmidial foi
adicionado as ceélulas termocompetentes da linhagem e o choque térmico foi
realizado, fazendo com que a membrana celular se tornasse mais fluida devido a
formacéo de poros, permitindo a entrada do DNA com mais facilidade. A solugéo
contendo as células transformadas foi plaqueada em meio agar LB contendo
canamicina 50 pg/mL e incubada em estufa a 37 °C. Apés 24 horas foi observado

crescimento de colbnias.

As colbnias obtidas foram denominadas clones, e apenas um clone da
linhagem DH10B foi selecionado para confirmacao da transformacéo. A partir dele foi
realizado um cultivo em meio LB contendo canamicina 50 pL/mg para extrair o DNA
plasmidial por miniprep utilizando o kit Pure Link Quick Plasmid Miniprep® (Invitrogen).
O DNA extraido foi analisado em gel de agarose com concentracdo de 0,8% (figura
6), onde houve confirmacgao do inserto do vetor no DNA bacteriano por apresentar
banda com tamanho de aproximadamente 4.622 pb, equivalente a 70% do peso
molecular do pET-28a(+) sintetizado (6.607 pb, descrito no item 3.2). Para confirmar
novamente a presenca do inserto no DNA plasmidial extraido, foi realizado um ensaio
de PCR, com restricdo e amplificacdo de fragmento do gene da L-asparaginase
contido no vetor, cujos resultados foram analisados em gel de agarose com
concentracdo de 1,2%. A observacdo de banda de proteina com tamanho
aproximadamente de 345 pb (descrito no item 3.3.4) também levou a confirmacéo do

inserto (figura 6).
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Figura 6 — Gel de agarose 0,8% de amostra plasmidial do clone DH10B (a esquerda) e gel de agarose
1,2% contendo produto de PCR do clone de DH10B (a direita)

O DNA plasmidial obtido da cepa de E. coli DH10B foi utilizado para transformar
a E. coli BL21 (DE3), seguindo as mesmas etapas descritas anteriormente para
transformacdo da DH10B, incluindo o choque térmico, plagueamento da suspenséo
contendo as células em meio agar LB contendo canamicina 50 pg/mL e selecao dos

clones.

A transformacéo para expressdo da proteina foi realizada na linhagem de E.
coli BL21 (DE3) devido ao fato dela possuir o sistema de expressdao T7 RNA
polimerase, com alto nivel de expressao, ndo produzir as proteases lon e ompT e ser

capaz de gerar cultura bacteriana de grande densidade.

Apés incubacdo das placas a 37 °C por 18 horas, foram selecionados
aleatoriamente 10 clones de E. coli BL21 (DES3) transformada para avaliar a expressao
da L-asparaginase. Com o objetivo de verificar se o vetor com 0 inserto estava
presente nas células transformadas, foi realizado o método de extragdo de DNA
plasmidial conhecido como miniprep, utilizando o kit Pure Link Quick Plasmid

Miniprep® (Invitrogen). O DNA extraido dos 10 clones foi analisado em gel de agarose
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0,8% e apresentou bandas proximas a 70% do peso molecular do pET-28a(+), de
6.607 pb (figura 7A), o que equivale a aproximadamente 4.622 pb. Apoés realizacéo de
PCR com andlise em gel de agarose 1,2%, foi observada a presenca de bandas de
tamanho proximo a 345 pb (figura 7B). Tais valores séo referentes ao tamanho do
gene de L-asparaginase e do fragmento do gene utilizado para amplificacéo, citados,
respectivamente, nos itens 3.2 e 3.3.4, confirmando assim a transformacdo. A
linhagem DH10B transformada foi utilizada como controle positivo (figura 7A) e a BL21
(DE3) sem plasmideo foi utilizada como controle negativo (figura 7B).

G2 €3 C4 CH F&B GC7 C8 €9 €10 Gt

Clone I- Clone2- . Clone3- Cloned- Clone5- Clone 6- Clone?7 Clone 8- Clone9  Clone 10-

~

650 ph
500 ph
100 ph
300 ph
200 ph

100ph

Figura 7 — Gel de agarose 0,8% de amostra plasmidial dos 10 clones de E. coli BL21 (DE3) e controle

positivo DH10B transformada com gene de L-asparaginase de F. proliferatum (A) Gel de agarose 1,2%
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contendo produto de PCR dos 10 clones de E. coli BL21 (DE3) e E. coli BL21 (DE3) sem plasmideo
como controle negativo (B)

4.2 TRIAGEM DOS CLONES PARA EXPRESSAO DE L-ASPARAGINASE

Como os 10 clones de BL21 (DE3) foram transformados, entdo todos
prosseguiram para a etapa de triagem, onde foram submetidos a um cultivo em 15 mL
de meio LB suplementado com canamicina 50 pg/mL. O in6culo foi incubado em
agitador a 200 rpm e 37 °C por 6 horas. Apds este periodo, o indutor IPTG foi
adicionado na concentracdo de 0,45 mM para inducdo da producdo de L-
asparaginase, e o cultivo foi mantido incubado, nas mesmas condicoes de agitacdo e

temperatura, durante a noite.

Ao término do cultivo, os 10 clones foram submetidos ao rompimento celular
conforme Costa-Silva (2018)(114) e as proteinas foram quantificadas. Analisando os
valores obtidos, verificou-se que, nessa temperatura, a fracdo insollvel apresentou
uma absorbéancia significativamente maior em comparacdo com a fracdo soltvel, o
gue sugeriu que havia maior quantidade de proteinas naquela fragcdo. No entanto,
devido ao fato de ser uma fracdo onde a proteina se encontra na forma insoltvel, a
amostra utilizada no ensaio se trata de uma suspensao. A presenca de particulas pode
causar dispersao, reflexdo ou absorcdo da luz emitida pelo espectrofotometro,
gerando uma leitura imprecisa da absorbéancia. Isso ocorre devido a interacdo das
particulas com o feixe de luz, o que altera sua trajetéria e intensidade. Apesar disso,
comparando-se a coloracao resultante da reacéo das frac6es soluvel e insolivel com
o reagente do kit de quantificacéo de proteinas, ainda foi considerado que houve mais
presenca de proteinas na fracéao insolivel quando comparada a soluvel. Tal resultado
corrobora a ideia de que a proteina foi produzida na forma insoluvel, provavelmente

em corpos de inclusao.

Apoés a precipitacdo das proteinas, as fracdes soluvel e insoluvel das 10
amostras foram submetidas a analise por SDS-PAGE (figura 8).
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Figura 8 — Géis de SDS-PAGE 12% dos 10 clones de E. coli BL21 (DE3) transformada, nas fracfes
solavel e insolavel. (A) clones 1 ao 3, (B) clones 4 ao 7, (C) clones 8 ao 10

Por terem apresentado uma banda mais forte com peso molecular de
aproximadamente 46,4 kDa, tamanho da enzima L-asparaginase de F. proliferatum,
os clones 2, 5 e 10 foram selecionados para confirmacédo da expressao de L-
asparaginase a partir de ligacdo com anticorpo por meio do método Western Blot. Nos
3 clones foi observado que de fato as bandas vistas por SDS-PAGE na fracao
insoltvel correspondiam a enzima, e, como o clone 10 apresentou a banda mais
intensa, ele foi selecionado para o desenvolvimento das demais metodologias (figura
9). Na figura do Western blot é possivel observar a presenca de outras bandas com

peso molecular inferior ao da proteina de interesse. Essa ocorréncia pode ser
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atribuida ao fato de que, ao submeter as amostras analisadas ao SDS, a L-
asparaginase tenha se fragmentado. Como alguns desses fragmentos continham
cauda de histidina, foram entdo identificados na membrana por conta da ligagdo com
0 Anticorpo Anti-HisTag.

130 kDa C-S C-1 C2S C2| C5S C5| Ci10S ciol

100 kDa
70 kDa

55 kDa ws

A0 kDA - = -

35 kDa
25 kDa -—

15 kDa

Figura 9 — Western Blot contendo, respectivamente, C-: controle negativo (BL21 (DE3) sem plasmideo)
solavel (S) e insoltvel (1); C2: clone 2, fracdes soluvel (S) e insoldvel (I); C5: clone 5, fra¢des solavel

(S) e insolavel (1); C10: clone 10, fragBes soltvel (S) e insolavel (1).

4.3 CURVA DE CRESCIMENTO

Foram coletadas amostras nos tempos 0, 2, 4, 6, 8 e 10 horas de cultivo a fim

de se obter uma curva de crescimento, indicada no grafico 1.

A partir da curva de crescimento, foi observado que a fase estacionaria foi
alcancada apos aproximadamente 3 horas de cultivo no meio LB (grafico 2), 3 horas

e 30 minutos no meio definido (grafico 3) e 3 horas no meio complexo (gréafico 4).
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Crescimento de E. coli BL21(DE3) transformada

Densidade 6ptica (OD 600 nm)

Tempo de incubacéo (horas)

—e— Meio Definido ——Meio Complexo ——Meio LB

6 8 10

Grafico 1 — Curva de crescimento do clone de E. coli BL21 (DE3) transformada nos meios

LB, definido e complexo

Meio LB
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Gréfico 2 — Curva logaritmica do crescimento de E.
coli BL21 (DE3) transformada em meio LB

Gréfico 3 - Curva logaritmica do crescimento de E.
coli BL21 (DE3) transformada em meio definido

Meio complexo
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Gréfico 4 — Curva logaritmica do crescimento de E.
coli BL21 (DE3) transformada em meio complexo
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De acordo com a literatura, o melhor tempo para iniciar a inducdo de uma
proteina é na metade da fase logaritmica de crescimento bacteriano, também
conhecida como mid-log. Nessa etapa, as células estdo em um estado de crescimento
ativo e a expressao génica é alta, o que permite a produgcédo de uma quantidade maior
de proteinas recombinantes (85). A fase mid-log deste experimento se deu em menos
de 2 horas de cultivo no meio LB e no meio complexo, e aproximadamente 2 horas de
cultivo no meio definido, com a ODsoo de, respectivamente, 0,44, 0,34 e 0,37. Como
nao houve diferenga significativa entre os 3 meios, optou-se ent&o por utilizar o meio
LB na sequencia do estudo devido ao baixo custo e facilidade de preparo. Esses
valores de absorbancia foram considerado baixos, tendo em vista que estudos
realizados por Studier et al. (1990)(88) e Sambrook (2001)(85) indicam que a inducao
com IPTG deve ser feita quando a cultura alcangar ODsoo entre 0,6 e 1. Decidiu-se
entdo utilizar o valor de aproximadamente 3/4 da fase log de crescimento, com uma

ODeoo de aproximadamente 0,9, alcancada apds cerca de 2h30 de cultivo.

Um estudo conduzido por Galloway et al. (2003)(120) comparou a solubilidade
da proteina recombinante ACF64 expressa em E. coli em diferentes condi¢cdes de
inducdo. O autor observou que a expressao da proteina foi maior quando o
crescimento da cultura bacteriana foi realizado a 37 °C e a inducdo ocorreu na fase
pos-logaritmica, em comparacdo com a inducdo na fase mid log. Tal acontecimento,
segundo o autor, pode ter sido atribuido a alta densidade celular e a sintese de

metabdlitos especificos que ocorrem nessa etapa do crescimento microbiano.

4.4 METODOS DE ROMPIMENTO CELULAR POR SONICACAO

Foram preparados cinco cultivos do clone 10 de E. coli BL21 (DES3)
transformada para que pudessem ser avaliadas as cinco metodologias distintas de
rompimento celular por meio de sonicagédo. Esses cultivos foram incubados por 2
horas e 30 minutos, induzidos com IPTG a uma concentragao de 0,5 mM, com tempo
p6s inducdo de 18 horas, a 37°C e sob agitacdo de 200 rpm. Posteriormente, tais
cultivos foram submetidos aos métodos de lise celular mencionados no item 3.6, e
todo o processo foi realizado em banho de gelo a fim de preservar a estrutura
tridimensional da proteina. A sonicacdo intensa aumenta a temperatura da amostra,

trazendo risco de desnaturacéo e degradacao da proteina recombinante (85).
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As proteinas presentes na amostra foram quantificadas e submetidas a analise
por SDS-PAGE com o objetivo de avaliar as bandas correspondentes as proteinas
extraidas (figura 10). De acordo com os resultados obtidos, observou-se que o método
4 apresentou maior banda proxima ao peso molecular da L-asparaginase, a partir de
10 ciclos de sonicacéo, sendo cada ciclo com duracdo de 1 minuto, alternando entre
1 segundo de pulso ON e 1 segundo de pulso OFF, com intervalo de 1 minuto entre
cada ciclo. Essa metodologia de sonicagédo foi utilizada nas seguintes etapas da
pesquisa.

MM 1 2 3 4 5
97 kDa -

66 kDa

45 kDa

30kDa

Figura 10 - SDS-PAGE dos 5 métodos de rompimento celular por sonicador de ponteira, utilizando

amostra da fragao insolavel

Avaliar diferentes parametros de sonicac¢do € fundamental na producdo de
proteinas recombinantes por expressao heterdloga. Ao romper a parece celular, as
proteinas sintetizadas no citosol ou periplasma séo liberadas para o meio. No entanto,
uma desvantagem desse meétodo é a baixa seletividade pela enzima de interesse,
pois, ao lisar a célula, todas as proteinas, assim como proteases, sao liberadas para
0 meio (114, 121).

A eficacia da sonicagdo depende de fatores como intensidade, tempo de
sonicagdo e numero de ciclos aos quais 0 micro-organismo € submetido. Um método
gque seja excessivo ou prolongado pode danificar a proteina, como causar
desdobramento ou degradacao, levando a diminuicdo de atividade enzimatica (114,
121).
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4.5 ANALISE DAS VARIAVEIS DE INDUCAO

E de extrema importancia desenvolver uma metodologia com condicdes 6timas
de biossintese da proteina recombinante (122). Esse também é um fator relevante ao
se trabalhar com proteinas produzidas a partir de expressao heterodloga utilizando E.
coli como hospedeiro. Tal micro-organismo € conhecido por formar corpos de
inclusdo, que sdo agregados insoluveis de proteinas recombinantes mal dobradas.
Embora a presenca desses agregados auxilie na purificacdo, sdo necessarias etapas
adicionais de solubilizac&o e renaturacao da proteina, tornando-a ativa e corretamente
dobrada (97). Para minimizar a formacdo desses corpos de inclusdo, promover a
producdo de proteinas sollveis e buscar niveis altos de expressdo, podem ser
realizados, por exemplo, 0 uso sistemas de expressao por inducdo (123, 124),
diminuicdo da concentracédo do indutor (125), inducdo da expressao na fase poés log

do crescimento bacteriano (120) e diminui¢cdo da temperatura p6s inducéo (126, 127).

Por mais que seja desejada a producdo de proteinas recombinantes em grande
quantidade, tal fato pode exercer estresse significativo nas células hospedeiras (98),
afetando fatores como a maquinaria de transporte da proteina, diminuicdo do

crescimento e da lise celular (128).

Apos realizado o screening variando as condi¢cdes de inducdo, as amostras
foram analisadas por SDS-PAGE (figuras 11-22). Observou-se nas figuras 18 e 19
que uma banda mais intensa foi detectada na fracdo sollvel do clone 10 quando
induzida com uma concentracdo de 0,5 mM e 1mM de IPTG, apés 2 horas e 30
minutos de crescimento, com tempo total de inducéo de 12 horas, na temperatura pos
inducdo de 20 °C. O fato de ter aparecido uma maior banda na fracdo soluvel
provavelmente se deu devido a diminuicdo da temperatura pos inducéo, ja que, em
menores temperaturas, diminui-se a formacao de corpos de incluséo e a proteina tem

maior tendéncia a ficar na forma soluvel (126, 127).

Também foi observada presenca de banda intensa na fragéo insoltvel do clone
10 em SDS-PAGE com temperatura pos inducéo de 37 °C (figura 16) utilizando 1 mM
de IPTG e tempo pos inducao de 24 horas. Analisando os géis das fracdes soluvel e
insoltvel a 37 °C, foi possivel observar que, nessa condicao, a proteina foi produzida
principalmente em sua forma insolivel. Os géis da fracdo soluvel de 37 °C,

diferentemente da fracdo insoltvel, tiveram que ser corados com prata devido a baixa
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presenca de proteinas, as quais ndo puderam ser visualizadas ao corar o gel com
Coomassie Blue. Como a proteina na fragcdo insolivel ainda requer etapas de
solubilizag&o e renaturacgdo, foi determinado que a condicdo mais favoravel de cultivo
para a continuacdo do estudo ocorreria a 20 °C. Nessa temperatura, a proteina ja
estava na forma soluvel, eliminando a necessidade das etapas de solubilizacdo e
renaturacdo. Também optou-se pela indu¢cdo com 0,5 mM de IPTG devido ao alto

preco do indutor.
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Figura 11 - SDS-PAGE contendo a fragéo soltvel do clone 10 de E. coli transformada, com indugédo a
37 °C, nos tempos pés-inducado TO, T1 e T2, com variagdo das concentra¢des do indutor IPTG em 0,1
mM, 0,5 mM e 1 mM
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Figura 12 - SDS-PAGE contendo a fragcéo soltvel do clone 10 de E. coli transformada, com indugéo a
37 °C, nos tempos pés-inducdo T2, T3 e T4, com variagdo das concentra¢gdes do indutor IPTG em 0,1

mM, 05 mMelmM
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Figura 13 - SDS-PAGE contendo a fragc&o solUvel do clone 10 de E. coli transformada, com inducéo a
37 °C, nos tempos pés-inducado T4, T5 e T6, com variagdo das concentra¢cdes do indutor IPTG em 0,1

mM, 05 mMelmM
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Figura 14 - SDS-PAGE contendo a fracéo insoltvel do clone 10 de E. coli transformada, com indugéo

a 37 °C, nos tempos pos-inducdo TO, T1 e T2, com variacdo das concentrages do indutor IPTG em
0,1 mM,05mMel1lmM
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Figura 15 - SDS-PAGE contendo a fracéo insoltvel do clone 10 de E. coli transformada, com inducao

a 37 °C, nos tempos pds-inducdo T2, T3 e T4, com variacdo das concentra¢des do indutor IPTG em
0,1 mM, 0,5 mMe 1 mM
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Figura 16 - SDS-PAGE contendo a fracéo insolGvel do clone 10 de E. coli transformada, com indugéo
a 37 °C, nos tempos pos-inducdo T4, T5 e T6, com variacdo das concentrages do indutor IPTG em
0,1 mM,05mMel1lmM
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Figura 17 - SDS-PAGE contendo a fracéo solivel do clone 10 de E. coli transformada, com inducéo a
20 °C, nos tempos pés-inducao TO, T1 e T2, com variagdo das concentra¢des do indutor IPTG em 0,1
mM, 0,5 mM e 1 mM
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Figura 18 - SDS-PAGE contendo a fragéo soltvel do clone 10 de E. coli transformada, com indugéo a

20 °C, nos tempos pés-inducado T2, T3 e T4, com variagdo das concentra¢des do indutor IPTG em 0,1
mM, 0,5 mM e 1 mM
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Figura 19 - SDS-PAGE contendo a fragdo sol(vel do clone 10 de E. coli transformada, com inducéo a

20 °C, nos tempos pds-inducéo T4, T5 e T6, com variagdo das concentragdes do indutor IPTG em 0,1
mM, 0,5 mM e 1 mM
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Figura 20 - SDS-PAGE contendo a fracéo insoltuvel do clone 10 de E. coli transformada, com inducao
a 20 °C, nos tempos poés-inducdo TO, T1 e T2, com variacdo das concentracdes do indutor IPTG em
0,2 mM,05mMe1lmM
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Figura 21 - SDS-PAGE contendo a frac¢éo insoltvel do clone 10 de E. coli transformada, com indug&o
a 20 °C, nos tempos pos-inducdo T2, T3 e T4, com variagcao das concentragfes do indutor IPTG em
0,1 mM, 0,5 mM e 1 mM
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Figura 22 - SDS-PAGE contendo a fracéo insoltvel do clone 10 de E. coli transformada, com inducao
a 20 °C, nos tempos pos-inducdo T4, T5 e T6, com variacdo das concentracdes do indutor IPTG em
0,2 mM,05mMe1lmM

4.6 ATIVIDADE ENZIMATICA DE L-ASPARAGINASE

A fracdo sollvel, obtida mediante inducdo na temperatura de 20 °C, com
concentracdo de 0,5 mM do indutor IPTG e incubacéo pd6s-indugéo por 12 horas, foi
avaliada quanto a atividade de L-asparaginase utilizando duas metodologias:
Reagente de Nessler e AHA. A escolha do método depende das necessidades e
objetivos especificos do estudo pois ambas apresentam vantagens e limitacdes

distintas.

O método de Nessler baseia-se na formacédo de um complexo de cor amarela,
resultado da ligagdo da amonia, produto da reacdo da L-asparagina com a L-
asparaginase, ao reagente de Nessler. Esse complexo € detectado por
espectrofotometria, e sua absorbancia, em densidade éptica de 436 nm, é utilizada
para quantificacdo indireta da atividade enzimatica. E um método rapido,

relativamente simples, e amplamente utilizado (129).

Utilizando o método de Nessler, a atividade enzimatica observada foi de 0,068
Ul/mL na fragdo solavel, indicando atividade de L-asparaginase, porém com valor
baixo. Na fracéo insolivel ndo houve atividade. A amostra da fragéo soltvel foi entéo
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concentrada aproximadamente 8 vezes através de coluna de centrifugacdo de
ultrafiltracdo Vivaspin® de MWCO 30kDa, a 6.000 xg , atingindo atividade de 0,171
Ul/mL. Ja a fragdo insolivel, mesmo concentrada nas condi¢gbes acima, nao

apresentou atividade.

O método do 3-hidroxamato aspértico é baseado na formacdo de um complexo
de cor avermelhada resultado da interacdo entre o acido 3-hidroxamato aspartico,
liberado a partir da reacéo entre L-asparagina, L-asparaginase e hidroxilamina, com
a solucdo de FeCIs/TCA/HCI. Esse complexo também é detectado por
espectrofotometria, em densidade Optica de 500 nm, e a absorbéancia € utilizada para
quantificacdo da atividade enzimatica (108, 129). No entanto, ao aplicar o método AHA
tanto na amostra inicial quanto na concentrada, ndo foi possivel detectar atividade

enzimatica.

Um estudo conduzido por Magri et al. (2018)(129) teve como objetivo comparar
3 diferentes metodologias de quantificacdo de L-asparaginase, incluindo os métodos
de Nessler e AHA. Os dados obtidos foram relacionados a atividade obtida por anélise
utilizando CLAE.

Os resultados demonstraram que o método de quantificacdo utilizando o
reagente de Nessler resultou em uma atividade superestimada, porém mais proxima
aos valores de atividade obtidos pelo CLAE em comparacdo com as demais
metodologias. Por outro lado, o método AHA apresentou uma atividade mais baixa em
comparacdo com a atividade observada por CLAE. Segundo a autora, iSso ocorreu
devido a diferenca de velocidade entre as reacfes de hidroxilamindlise e
asparaginolitica, bem como a possibilidade de ocorrer uma reacéo catalitica reversa,
na qual o AHA, juntamente com a L-asparaginase, é convertido de volta em L-
aspartico e hidroxilamina Magri et al. (2018).

Foram conduzidos estudos similares em relacéo a expressao e atividade de L-
asparaginase recombinante de origem fungica através de expressao em E. coli BL21
(DE3). Em pesquisa conduzida por Huang et al. (2014)(130), foi possivel observar o
sucesso da expressao do gene da L-asparaginase de Rhizomucor miehei em vetor de
expressdo pET-28a(+). Utilizando o método do reagente de Nessler, a atividade
enzimatica foi de 780 U/mg na fracdo sollvel bruta, com aumento para 1.984,8 U/mg
apos purificacdo por cromatografia de afinidade com niquel. A expresséo do gene foi



79

induzida com IPTG 1 mM durante 12 horas a 30 °C, apds o crescimento bacteriano
atingir OD600 de aproximadamente 3.0. Jebur et al. (2019)(131) obteve atividade de
69,1 U/mg ao expressar a L-asparaginase de Aspergillus terreus em E. coli BL21
(DE3) apés realizar purificacdo por precipitacdo, didlise e filtracdo em gel utilizando
Sephadex® G-100 (Sigma-Aldrich).

4.7 INOCULO EM MEIO DEFINIDO

Com base em estudos prévios conduzidos pelo grupo de pesquisa do
Laboratério de Produtos Naturais da Universidade de Brasilia, foi observado que a
otimizacdo do meio de cultura para expressdo de L-asparaginase recombinante nao
SO resulta em um maior crescimento microbiano, como também pode levar & uma

maior atividade enzimatica (115).

Em estudo conduzido por Barros (2020)(115), ao comparar os meios de cultivo
definido, semi-definido e complexo, foi observado que o meio definido, composto pelos
reagentes descritos no item 3.1, levou a uma maior atividade enzimatica em
comparacao aos demais meios. Portanto, com o objetivo de aumentar a quantidade
de proteinas produzidas, o inéculo foi preparado utilizando o meio definido, seguindo
as mesmas condi¢cbes de cultivo, sonicacdo e inducdo realizadas anteriormente

utilizando meio LB.

Ao realizar a quantificacdo da atividade da enzima L-asparaginase nas fracdes
solivel e insolavel, cultivadas em meio definido, pelo método de Nessler, os
resultados obtidos foram de 0,093 e 0,023 Ul/mL, respectivamente. J4 ao concentrar
a amostra, observou-se aumento da atividade enzimatica, resultando nos valores de
0,449 e 0,038 Ul/mL, respectivamente. SO foi possivel obter atividade enziméatica pelo
método AHA apds concentrar 10 vezes a amostra, cujo valor foi de 0,082 e 0,011

Ul/mL, respectivamente.

Essas atividades obtidas foram maiores que as atividades observadas quando
o inoculo foi realizado em meio LB (item 4.6). Como mencionado anteriormente,
devido ao fato do meio definido ser uma fonte enriquecida em nutrietes, houve maior

atividade devido ao maior crescimento celular.
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Por mais que a diferenca dos reagentes dos meios de cultivo avaliados no item
4.3 néo tenha interferido de maneira relevante em relacdo ao calculo da fase de
indugédo, foi observado que o meio definido gerou mais massa celular.
Consequentemente, houve uma maior atividade enzimatica comparando-se com o

meio LB, que € um meio simples desprovido de fonte de carbono.

5. CONCLUSAO

A partir do estudo realizado foi constatado que de fato houve transformacéo da
cepa de E. coli BL21(DE3) para expressdo de L-asparaginase de Fusarium
proliferatum em vetor pET-28a(+). A expressdo heterdloga da L-asparaginase de
origem flngica em uma bactéria como a E. coli representa um avan¢o promissor no
campo da terapia enzimética. Essa estratégia pode proporcionar a obtencdo uma
enzima com menor imunogenicidade, reduzindo as reacdes adversos que ocorrem

durante o tratamento de pacientes com leucemia.

E fundamental destacar a importancia de conduzir estudos adicionais para
aprofundar o conhecimento sobre a enzima recombinante L-asparaginase de
Fusarium proliferatum e sua atividade antitumoral. Nesse sentido, a proxima etapa a
ser realizada consiste na avaliacdo de metodologias de purificacdo da proteina
recombinante, visando obter uma preparacdo enzimatica altamente pura e com
seguranca terapéutica. Além disso, a otimiza¢do dos protocolos de purificacdo deve
levar em consideracdo fatores como rendimento, estabilidade da proteina, custo e
escalabilidade.

s

Também é imprescindivel realizar ensaios de citotoxicidade para avaliar a
capacidade da enzima recombinante de inibir o crescimento e a proliferacao de células
cancerigenas, empregando linhagens celulares tumorais cultivadas in vitro. Além
disso, a avaliacao da atividade antitumoral deve abranger testes de viabilidade celular,
inducéo de apoptose e inibicdo do metabolismo tumoral, dentre outros parametros de
relevancia, permitindo uma analise mais abrangente do potencial terapéutico da

enzima recombinante.

Dessa forma, investir em pesquisas e tecnologias que visem aprimorar o0s

métodos de obtencdo da L-asparaginase é fundamental para atender as demandas
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clinicas e industriais. Tal abordagem contribui para o avanco da biotecnologia

farmacéutica e proporciona beneficios significativos para a saude humana.
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