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RESUMO

Clonagem e expressdo do gene ASP3 de Saccharomyces cerevisiae
em Escherichia coli
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Bioquimica, Instituto de Quimica, da Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ,
como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Doutor em Ciéncias -

Bioquimica.

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) é uma neoplasia maligna do sistema
hematopoiético caracterizada pela alteracdo do crescimento e proliferacdo das células
linfoblasticas na medula dssea com consequente acumulo de células jovens
indiferenciadas. A enzima L-asparaginase € usada como agente antineoplésico na
quimioterapia da LLA e possui grande interesse para a medicina e para a comunidade
cientifica. As enzimas utilizadas no tratamento da LLA s&o obtidas através das bactérias
Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi. No entanto, ambas as formas nativas causam
hipersensibilidade clinica e reacdes alérgicas agudas. Este medicamento é considerado
estratégico para o Sistema Unico de Saude (SUS), sem produco de biossimilares no
Pais e para aplicac@es clinicas depende de importacdo. Por esses motivos, a busca de
novas fontes de asparaginase e a construcdo de genes para 0 aumento da expressao de
forma recombinante sdo notavelmente atrativas. Neste trabalho, o gene ASP3 que
codifica a asparaginase Il em de S. cerevisiae foi clonado em E. coli utilizando os
vetores pET28a (expressdo intracelular) e pET22b (expressdo extracelular). A
confirmacdo do gene foi realizada por sequenciamento de DNA e a proteina
recombinante foi confirmada por espectrometria de massas. A expressdo da
asparaginase, em frascos agitados, para a construcdo com pET28a-ASPIl foi maior,
quando se considera a atividade total obtida (atividade extracelular somada a atividade
no pellet), apresentando 240,15 Ul/g de célula, enquanto que para pET22b-ASPIlI, foi

obtido o valor total de 209,5 Ul/g de célula. Em experimentos preliminares de
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purificacdo, a enzima extracelular obtida com a construcdo pET22b-ASPIl ndo
apresentou atividade enzimatica. No entanto, a asparaginase Il intracelular sollvel
obtida através da constru¢do pET28a-ASPII foi purificada por afinidade e apresentou a
atividade especifica de 7,85 Ul/mg de proteina . O fato de a proteina ter sido purificada
com atividade enzimatica sugere que a glicosilacdo ndo desempenha papel essencial na
atividade da asparaginase Il de S. cerevisiae. A massa molar da subunidade da enzima
em gel desnaturante foi de aproximadamente 38 kDa, enquanto a forma nativa, estimada
por cromatografia de exclusdo molecular em Superdex 200, foi de 178 kDa, sugerindo
uma estrutura tetramérica para a proteina, como ocorre para as enzimas de E. coli e E.
chrisanthemi. Esse valor difere do obtido para a asparaginase Il recombinante expressa
em P. pastoris, que foi de 136 kDa. O ponto isoelétrico (pl) estimado foi de 4,3,
préximo ao pl da proteina expressa em P. pastoris e da proteina nativa de E. coli, 4,5. A
enzima recombinante apresentou baixa atividade glutaminasica, o que possibilita a sua
utilizacdo como medicamento por apresentar menor risco de efeitos toxicos durante a
terapia contra o cancer. Também apresentou atividade antitumoral dose-dependente em
testes com as linhagens celulares leucémicas K562 e Jurkat, com ICso de 3,63 e 1,77
Ul/mL, respectivamente. O conjunto dos resultados indica a asparaginase Il de S.
cerevisiae recombinante expressa em E. coli como um potencial medicamento a ser

desenvolvido para o tratamento da LLA.

Palavras-chave: Leucemia linfoblastica aguda (LLA), asparaginase Il, Saccharomyces
cerevisiae, gene ASP3, Escherichia coli.
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ABSTRACT

Cloning and expression of Saccharomyces cerevisiae ASP3 gene in
Escherichia coli

Wagner Lopes

Abstract da Tese de Doutorado submetida ao Programa de POs-Graduacdo em
Bioquimica, Instituto de Quimica, da Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ,
como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Doutor em Ciéncias -

Bioquimica.

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is a malignant neoplasia of the hematopoietic
system characterized by altered growth and proliferation of lymphoblastic cells in the
bone marrow, with consequent accumulation of undifferentiated young cells. The
enzyme L-asparaginase is used as an antineoplastic agent in the chemotherapy of ALL
and is of great interest to medicine and the scientific community. The enzymes used in
the treatment of ALL are obtained by Escherichia coli and Erwinia chrysanthemi.
However, both native forms cause clinical hypersensitivity and acute allergic reactions.
This enzyme is a product considered strategic in prospective studies in the area of
Public Health in Brazil, without production of biosimilars in the country and for clinical
applications depends on importation. For these reasons, the search for new sources of
asparaginase and the construction of genes to increase expression in a recombinant way
are remarkably attractive. In this work, the ASP3 gene that natively expresses
asparaginase Il in small concentrations by S. cerevisiae was cloned in E. coli using the
vectors pET28a (intracellular expression) and pET22b (extracellular expression). Gene
confirmation was performed by DNA sequencing and the recombinant protein sequence
was confirmed by Mass Spectrometry. The expression of asparaginase in stirred flasks
for the construction with pET28a-ASPII was higher when considering the total activity
obtained by ammonium dosing (extracellular activity added to pellet activity). For the
pET28a-ASPII construct, this value was 240.15 1U/g cell, while for pET22b-ASPII, the

total value was 209.5 IU/g cell. In preliminary purification experiments, the
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extracellular enzyme obtained with the pET22b-ASPII construct showed no enzymatic
activity. However, the soluble intracellular asparaginase Il obtained through the
pET28a-ASPII construct was affinity purified and presented a specific activity of 7.85
IU mg? of protein. The fact that the protein has been purified with enzymatic activity
indicates that glycosylation does not appear to play an essential role in asparaginase Il
activity, which makes E. coli to be used as a recombinant asparaginase Il expression
system. The molar mass of the subunit in denaturing gel enzyme was approximately 38
kDa, while the native form, estimated by exclusion chromatography on Superdex 200,
was 178 kDa, suggesting a tetrameric structure, such as those of E. coli and E.
chrysanthemi. This molecular mass differs from the recombinant asparaginase Il
expressed in P. pastoris which was 136 kDa. The estimated isoelectric point (pl) was
4.3, approximate to the pl of the asparaginase Il expressed in P. pastoris and native E.
coli protein, 4.5. The recombinant enzyme showed low glutaminase activity, which
makes it possible to use it as a drug because it presents a lower risk of toxic effects
during cancer therapy. It also showed antitumor activity against the K562 and Jurkat
cell lines in a dose-dependent manner with ICsp of 3.63 and 1.77 1U/mL, respectively.
Therefore, due to these results the recombinant asparaginase 11 expressed in E. coli has

promising characteristics for use as a medicament for the treatment of ALL.

Key words: Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL), asparaginase Il, Saccharomyces
cerevisiae, ASP3 gene, Escherichia coli.
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1. INTRODUCAO

1.1. Leucemia Linfoblastica Aguda

A Leucemia Linfobléastica Aguda (LLA) € uma neoplasia maligna, caracterizada
pelo acimulo de células linfoblasticas imaturas na medula 6ssea, sendo os sinais e
sintomas apresentados pelos pacientes resultantes de graus variaveis de anemia,
neutropenia, trombocitopenia e infiltracdo dos tecidos por células leucémicas (Kebriaei
et al.,, 2003). A LLA ¢é o tipo de cancer mais comum na infancia (INCA, 2014).
Globalmente, 3 em 100 mil individuos podem adquirir ou desenvolver a doenga,
principalmente em idades menores que seis anos (Grigoropoulos et al., 2013).

Embora a causa da LLA seja desconhecida, € improvavel que a transformacéo
leucémica seja resultante de um evento Unico, mas do acimulo de mdultiplos processos
envolvendo interacdes complexas entre a susceptibilidade do individuo, danos
cromossémicos causados pela exposicdo a agentes quimicos ou fisicos e provavelmente
a incorporacdo de informacGes genéticas virais transmitidas as células progenitoras
susceptiveis (Kebriaei et al 2003).

A chance de cura na LLA tem aumentado e aproxima-se de 80%, sendo este
avanco decorrente da melhora no diagnoéstico, identificacdo de fatores progndsticos e
utilizacdo de tratamentos adaptados ao grupo de risco de cada paciente (Vila et al.,
2003). Em paises desenvolvidos, 70 a 80% das criancas recém-diagnosticadas
apresentam uma sobrevida livre de doenca prolongada, sendo que a maioria desses

pacientes alcanca a cura (Pui et al., 2001).

1.2. Func¢éo da asparaginase no tratamento da LLA

A descoberta e desenvolvimento da enzima asparaginase como agente
antineoplasico teve inicio em 1953, quando Kidd observou a inibi¢do do crescimento de
tumores induzidos em ratos e camundongos depois do tratamento com soro de
porquinhos da India (Kidd, 1953). Posteriormente, Broome (1961) relacionou
definitivamente a propriedade antitumoral do soro do porquinho da india a atividade da
L-asparaginase e, em seguida, uma asparaginase foi isolada de E. coli B, a qual era mais
eficiente em induzir a morte de células leucémicas (Mashburn & Wriston, 1963, 1964).

Apobs extensos estudos clinicos, a asparaginase foi adotada em diversos protocolos



quimioterapicos para o tratamento de doencas hematopoiéticas malignas, leucemia
linfoblastica aguda e linfomas ndo Hodgkin, tendo sido introduzida no mercado em
1978. As formulagOes sé&o utilizadas por via intravenosa ou intramuscular, geralmente
associadas a agentes alquilantes e outros antagonistas metabolicos (Miiller & Boos,
1998).

O substrato da enzima L-asparaginase € a L-asparagina, um aminoacido que
possui papel importante na biossintese de proteinas, DNA e RNA (Rytting, 2012).
Particularmente, é nutriente critico para as células cancerosas, em decorréncia do
aumento da taxa de proliferacdo e do processo metabdlico nessas células (Luhana et al.,
2013). A L-asparaginase catalisa a hidrolise de asparagina em acido aspartico e amonia,
levando a deplecdo de asparagina disponivel para certas células tumorais, que sdo
incapazes de produzir esse aminoécido (Figura 1A). A acdo da L-asparaginase ndo afeta
o funcionamento das células saudaveis, pois estas podem produzir seus proprios
suprimentos do aminoacido, ndo necessitando obté-lo através da dieta (Figura 1B).
Diferente das células normais, as células malignas geralmente possuem baixos niveis de
asparagina sintetase e ndo conseguem regular positivamente o gene desta enzima
durante as condicBes de deplecdo da asparagina, sintetizando este aminoacido
lentamente. Dessa forma, a célula tumoral deverd obter o amino&cido através da
corrente sanguinea. A administracdo de asparaginase degrada as reservas de L-
asparagina no plasma, impedindo, portanto, que as células tumorais assimilem o
aminoacido, provocando a morte destas (Kiriyama et al., 1989; Moola et al., 1994;
Soares et al., 2002; Narta et al., 2007; Abbas et al., 2015).

Além de tratar a LLA, a asparaginase também pode ser usada no tratamento de
outras doencas leucémicas, como doenca de Hodgkin, a leucemia mielomonocitica
aguda, linfossarcoma, reticulossarcoma e melanossarcoma (Durval et al., 2002).

A L-asparaginase apresenta também importante aplicacdo na industria de
processamento de alimentos através da sua utilizacdo na prevencdo da formacdo de
acrilamida, que € liberada durante a fritura de alimentos. A acrilamida apresenta um
risco a saude devido ao seu potencial carcinogénico (Hendriksen et al., 2009; Mingmei
etal., 2013).
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Figura B

(1)-Células

(1)-Células tumorais sdo incapazes de sintetizar o aminoécido L-asparagina (N), por causa da auséncia AS
e elas dependem da L-asparagina extracelular para sua sobrevivéncia.

(m)- A enzima L-asparaginase diminui a concentracao de L-asparagina extracelular. As células tumorais morrem,
devida a auséncia L-asparagina.

@ O o o o

Célula normal Célulatumoral  L-asparagina L-asparaginase L-acido aspartico

Figura 1 — A) Reacdo de hidrdlise da L-asparagina pela L-asparaginase (adaptado de
Narta et al., 2007); B) Esquema da acdo da L-asparaginase na corrente sanguinea

contra as células tumorais (adaptado de Shrivastava et al., 2015).



A L-asparaginase é obtida atraves das bactérias Escherichia coli ou Erwinia
chrysanthemi (Silverman et al., 2001; Muller et al., 2001). Atualmente existem trés
preparagOes utilizando asparaginase no mercado: a asparaginase nativa de E. coli, a
asparaginase de E. coli modificada com polietilenoglicol (Pegasparagase; Oncaspar®;
Enzon, Inc., Bridgewater, NJ, EUA) e a asparaginase nativa de E. chrysanthemi;
(Erwinase® (Ipsen — Speywood Pharmaceuticals Ltd, UK). As preparacfes nativas
obtidas de E. coli s&o fornecidas sob diferentes marcas como Medac® (Kyowa Hakko,
Kogyo, Japédo), Crasnitin® (Bayer AG, Leverkusen, Alemanha), Leunase® (Sanofi-
Aventis, Paris, Franca) Paronal®, e Kidrolase® na Europa e na Asia (Boos et al., 1996;
Ahlke et al., 1997).

A asparaginase bacteriana € a Unica enzima aprovada pela FDA para a terapia
humana (Appel et al., 2010). No entanto, uma significativa porcentagem de pacientes
tem apresentado reacdes imunoldgicas durante o tratamento utilizando a asparaginase
nativa de E. coli (Dellinger & Miale, 1976; Evans et al., 1982). Adicionalmente, o
paciente pode desenvolver resisténcia ao medicamento. A medicagdo provoca diversos
efeitos colaterais, entre 0s quais pancreatite, reacdes anafilaticas e o agravamento de
disfungdes hepaticas. Além desses problemas, um fator limitante do uso de asparaginase
¢ a sua curta meia-vida no sangue, cerca de 30 horas para a enzima de E. coli, tornando
necessarias aplicacdes sucessivas. Assim, a utilizacdo da asparaginase esta restrita ao
ambiente hospitalar com acompanhamento médico rigoroso.

A enzima oriunda de Erwinia chrysanthemi, de custo muito mais alto e de meia-
vida mais curta (15,6 horas) (Asselin et al., 1993), é empregada como terapia alternativa
a de E. coli devido as diferencas nas especificidades imunoldgicas, para minimizar 0s
efeitos colaterais em pacientes hipersensiveis (Muller e Boos, 1998, Aghaiypour et al.,
2001, Vrooman et al., 2010). Para Pasut & Veronese (2009), ambas as formas nativas
causam hipersensibilidade clinica e reacdes alérgicas agudas.

Dentro deste quadro de hipersensibilidade, a L-asparaginase de E. coli
conjugada ao polietilenoglicol (PEG) é uma op¢do como medicamento de primeira
escolha, ja que o PEG é utilizado para proteger os sitios antigénicos na superficie da
proteina, além de aumentar a meia-vida plasmica do biofarmaco para 5,73 dias (Asselin
et al., 1993). Abuchowski e colaboradores (1979) fizeram o acoplamento da enzima ao
PEG, que resultou em imunogenicidade reduzida sem alterar a propriedade
antineoplasica da enzima. Essa proteina com PEG foi testada em modelo animal e
apresentou uma reduzida formacdo de anticorpos comparada com a forma nativa, e um

aumento significativo da meia vida da enzima (Yoshimoto et al., 1986). No entanto,



alguns trabalhos mostraram que a PEG-asparaginase nao € muito superior a
asparaginase de E. coli nativa na inducdo da primeira remissdo da LLA. Além disso,
estudos farmacoldgicos indicaram que a PEG-asparaginase € eficaz em reduzir os niveis
de asparagina plasmaéticos, mas ndo é capaz de causar tal redugdo nos niveis desse
aminoéacido no fluido cérebro-espinhal (Avramis et al., 2005; Masetti & Pession, 2009).
O custo atual da PEG - asparaginase ¢ maior do que o da forma nativa da enzima, mas
as visitas menos frequentes aos servicos de salde e a redugdo da incidéncia de
complicagBes imunogénicas tornam o custo global do tratamento préximo ao do que
utiliza preparagcdes com a proteina nativa (Narta et al., 2007).

Segundo alguns autores (Kotzia; Labrou, 2005; Prakasham et al., 2007), para
utilizacdo da L-asparaginase como um elemento chave no tratamento da LLA, a enzima
deve ser desprovida de atividade glutaminase, pois esse aminoacido é a principal forma
de transporte de nitrogénio no sangue e também uma doadora de grupamento amina
para muitas reacfes biossintéticas. Um declinio prolongado nos niveis plasmaticos de
glutamina prejudica uma variedade de fungdes bioquimicas, especialmente as do figado
(Derst et al., 2000). A toxicidade das asparaginases bacterianas de E. coli e de E.
chrysantemi é parcialmente atribuida ao fato dessas enzimas apresentarem também
atividade glutaminasica, sendo esta menos pronunciada na enzima de E. coli. Algumas
asparaginases sdo reportadas com baixa ou livres de atividade glutaminase, tais como a
de Erwinia carotovora (Wink et al., 2010) e a de Bacillus subtilis (Mingmei et al.,
2013).

Vérias tentativas tém sido feitas para produzir a L-asparaginase livre de
atividade glutaminasica e para prolongar a meia-vida da enzima, visando garantir uma
implementacdo bem sucedida ao tratamento da LLA (Ali et al., 2015). Por isso, €
necessario identificar os residuos de aminoécidos na L-asparaginase que desempenham
a funcdo de contribuir para a estabilidade da enzima, especificidade e imunogenicidade
(Ali et al., 2015). Estudos realizados a partir da comparacdo da sequéncia de
amino&cidos e da estrutura dos cristais da enzima L-asparaginase de E. chrysanthemi
com outras sequéncias de aminoéacidos de fontes bacterianas demonstram que a
substituicdo dos aminodcidos glutamina e asparagina no centro ativo com Glu63 e
Ser254, respectivamente, pode diminuir a atividade glutaminase da L-asparaginase
(Aghaiypour et al., 2001). Por outro lado, Parmentier e colaboradores (2015)
forneceram evidéncias de que a atividade glutaminase da L-asparaginase é essencial
para a sua citotoxicidade contra as células leucémicas. Como a glutamina atua como um

doador do grupo amino para a enzima asparagina sintetase para a biossintese de novo da



L-asparagina, entdo a clivagem da glutamina, pela L-asparaginase também ajudaria a
manter a reducdo do nivel de asparagina e assim contribuiria para o efeito terapéutico da
L-asparaginase (Zeidan et al., 2009).

As propriedades nativas das enzimas podem ser alteradas para as necessidades
industriais de varias maneiras, desde modificacbes quimicas simples, como bio-
conjugacOes, até abordagens avancadas de engenharia baseadas em informacdes
estruturais de proteinas. A estratégia adotada para a modificacdo varia de proteina para
proteina, dependendo da propriedade que € focada. A estabilidade estrutural da proteina
pode ser alcancada pela alteracdo da estrutura primaria da proteina através de
ferramentas de engenharia de proteinas para identificar os residuos de aminoacidos
favoraveis e desfavordveis em uma posi¢do particular da proteina e essa substituicao
pode resultar no aumento nas propriedades funcionais desejadas da proteina (Vidya et
al., 2017). ModificacOes realizadas nas posicGes 176 (Y176F) e 66 (W66Y) da L-
asparaginase de E. coli resultaram em variantes com elevada atividade glutaminase e
apresentaram maior citotoxicidade contra células leucémicas. Portanto, apesar da sua
atividade de glutaminase, a eficacia terapéutica da enzima pode ser melhorada através
de tais mutacdes (Mehta et al., 2014). A L-asparaginase de E. coli contém até 10% de
atividade glutaminase. No entanto, as asparaginases de Pyrococcus furiosus,
Pseudomonas otitidis e Enterobacter cloacae ndo possuem nenhuma atividade
glutaminase, sendo que a de P. otitidis apresentou atividade contra células cancerigenas
de forma comparével a enzima de E. coli comercial (Bansal et al., 2010; Campbell et
al., 1967; Husain et al., 2016). Estudos microscopicos e analise do ciclo celular
sugerem que a enzima de P. otitidis induz morte celular por apoptose. Nesse estudo foi
observada a perda do potencial de membrana mitocondrial, sugerindo que a enzima
induz a morte celular pela via intrinseca de ativacdo da apoptose. Verificou-se também
gue essa enzima ndo € toxica para as células ndo cancerosas humanas FR-2 e para
linfécitos do sangue humano (Husain et al., 2016b).

Para 0 sucesso da utilizacdo da enzima terapéutica é necessaria a sua elevada
afinidade ao substrato (baixo valor de Km), diminuicdo ou auséncia de efeitos colaterais
ou imunoldgicos e meia vida prolongada no plasma para diminuir a frequéncia de
administracdo do medicamento (James et al., 1966; Nagarethinam et al., 2012;
Parmentier et al.,, 2015). Os valores Km de L-asparaginases de diferentes
microrganismos variam principalmente de 0,01 mM a 12 mM (Prajna et al., 2016). Os
valores de Km e Vmax para a asparaginase Il de S. cerevisiae sdo de 0,35 mM e 57,8

umol/min/mg, respectivamente (Dunlop et al., 1978). A enzima expressa por Erwinia



sp. possui Km de 0,22 mM (Borkotaky e Bezbaruah, 2002). J& a asparaginase de E.
chrysanthemi (Erwinase) e de E. coli (Kidrolase) possuem Km de 0,09605 e 0,03306
mM, respectivamente (Phillips et al., 2013). J& a asparaginase recombinante de E. coli
K-12 possui os valores de 2,58 para Km e 256 Ul/mg para o Vméax (Upadhyay et al.,
2014).

Outros requisitos sdo primordiais para a utilizacdo da L-asparaginase no
tratamento da LLA, tais como: o sangue humano possui pH étimo de 7,4, uma enzima
que possui Km com valor minimo sob tais condi¢Ges de pH seria o ideal para sua
atividade méxima, bem como a temperatura de 37°C, que ¢é favoravel para humanos (Ali
etal., 2015).

Algumas consideragdes importantes devem ser feitas em relacdo a utilizacdo da
asparaginase em humanos. A conversdo da asparagina por essa enzima aumenta a
concentracdo de acido aspartico e amdnia na corrente sanguinea, podendo ocasionar a
diminuicdo do pH sanguineo. Entretanto, o efeito da mudanca do pH no sangue é algo
ainda a ser explorado e mais estudos precisam ser feitos para neutralizar o efeito do
acido aspartico na corrente sanguinea (Ali et al., 2015). J& o aumento da aménia na
corrente sanguinea pode ocasionar a hiperamonemia, que acarreta o quadro de
encefalopatia, podendo levar ao coma e até a morte (Clay & Hainline, 2007). A
hiperamonemia sintomatica ndo € mencionada nas recentes revisfes da toxicidade ao
tratamento com asparaginase (Muller e Boos 1998; Earl 2009; Rytting 2010).

A hiperamonemia foi observada em pacientes pediatricos submetidos a enzima
PEG-asparaginase. Devido a meia-vida prolongada da PEG-asparaginase, as
concentracdes de aménia podem nado voltar ao normal antes da proxima administracdo
da dose e a toxicidade pode ser acumulada (Katja et al., 2013; Nussbaum et al., 2016).
Nussbaum e colaboradores (2016) descreveram a hiperamonemia em um paciente
tratado com a asparaginase de Erwinia (ndo peguilada). Pouco se sabe sobre o
mecanismo exato atraves do qual a asparaginase causa hiperamonemia. Normalmente, a
amonia é removida rapidamente da circulacdo por ser incorporada a glutamina no
cérebro e nos musculos, e depois é convertida em ureia através do ciclo da ureia no
figado (Lockwood et al., 1979).



1.3. Asparaginase no Brasil

Por mais de 30 anos, os hospitais do SUS adquiriram diretamente o
medicamento Elspar, produzido pela Merck Sharp & Dome e, posteriormente, pelo
laboratorio Lundbeck, contendo asparaginase de E. coli ndo peguilada. Com a
descontinuidade de sua producdo em 2013, ocorreu o0 desabastecimento do
medicamento (Ministério da Saude, 2018). O Ministério da Salde passou a adquirir a
asparaginase e suprir os hospitais a partir de 2013, com o0 medicamento Aginasa,
produto da empresa alemd8 MEDAC, representado pela Bagd. Esta, por sua vez, em
2016 comunicou a descontinuidade da produgdo mundialmente. Sem nenhuma empresa
com registro no Brasil, foi realizada uma cotacdo internacional e o vencedor foi o
Laboratorio chinés Beijing S L Pharmaceutical Co, com o medicamento Leuginase, que,
entretanto, sofreu diversas criticas quanto a sua qualidade e eficacia (Ministério da
Saude, 2018).

Com o registro no Pais, em 2017, do medicamento Oncaspar (PEG-asparaginase
de E. coli), os hospitais oncoldgicos habilitados pelo SUS voltaram a ser responsaveis
pela compra de asparaginase. A falta da asparaginase registrada no mercado entre 2013
e 2017 é uma situacao infelizmente ndo rara, visto que diversas medicagdes antigas e
relativamente de baixos custos, mas essenciais aos pacientes com cancer, tém sido
retiradas do mercado brasileiro e mesmo mundial.

A producdo desse biofarmaco no Brasil permitiria que o Pais ficasse menos
vulneravel a instabilidade da economia internacional e a outros problemas de
importacdo referentes a conservacdo e manutencdo dos produtos a partir das condi¢Bes
ideais de temperatura. Diminuiria também o risco de o Pais ser surpreendido pela
suspensdo da producdo de um medicamento por um laboratério privado internacional,

fato recorrente no Brasil (agencia.fiocruz.br, 2013). Havia uma expectativa para 0 ano

2015 do Ministério da Saude (MS) de produzir nacionalmente a L-asparaginase
disponibilizando-a para 0 SUS, com o investimento anual de R$ 18 milhdes na compra

do produto (agencia.fiocruz.br, 2013). No entanto, ainda ndo houve avancos

significativos na absorcdo dessa tecnologia.
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1.4. Asparaginases

1.4.1. Asparaginases de E. coli e de E. chrysanthemi

Dois tipos de L-asparaginases bacterianas foram identificados: tipo | e tipo Il
(Campbell et al., 1967). As L-asparaginases do tipo | sdo expressas constitutivamente
no citoplasma e catalisam a hidrélise de L- asparagina e de L-glutamina, enquanto as L-
asparaginases do tipo Il sdo secretadas para o espago periplasméatico das membranas
bacterianas e apresentam maior especificidade em hidrolisar L-asparagina (Campbell et
al., 1967; Cedar & Schwartz, 1968; Ali et al., 2015). A L-asparaginase Tipo Il de E.
coli e de Erwinia é utilizada nos tratamentos antitumorais (Campbell et al., 1967; Cedar
& Schwartz, 1968; Kozak et al., 2000). De acordo com Duval e colaboradores (2002), a
L-asparaginase de E. coli é mais eficaz na clivagem da L-asparagina do que a L-
asparaginase de Erwinia durante ao tratamento de LLA infantil.

A asparaginase de E. coli (L-asparagina amidohidrolase EC 3.5.1.1) possui
quatro subunidades idénticas A, B, C, e D, sendo uma proteina homotetramérica (Kozak
et al., 2002), apresentando massa total de 136 — 150 kDa (Aung et al., 2000, Girdo et
al., 2016). Uma subunidade, contendo em torno de 336 aminoacidos, consiste em dois
dominios a/p que sdo conectados pelas sequéncias ligantes. A interacdo entre as regides
N e C terminal dos monémeros adjacentes formam o sitio ativo. O dominio N-terminal
compreende os residuos 1-190 e est4 ligado ao dominio C-terminal menor (213-326)
por um grande ligante (191-212) (Figura 2A). Os mondmeros sdo capazes de
associarem-se firmemente uns com os outros, formando dimeros intimos caracterizados
por uma extensa interface entre as subunidades que sdo mantidas juntas por varias
interacbes, principalmente van der Waals e interacBes eletrostaticas (Figura 2B).
Portanto, o tetramero de asparaginase pode ser tratado como dimero de dimeros porque
o sitio ativo é criado pelas subunidades A e C ou B e D, onde cada um dos dimeros
possui dois centros ativos, cada qual formado por cadeias laterais de aminoacidos das
subunidades intimamente relacionadas aos encontrados em homodimeros (Figura 2C).
Apesar dos dimeros conterem todos os elementos estruturais e grupos funcionais para
criar um ambiente sitio-ativo completo, a enzima ativa é sempre um tetramero, e essa
formagéo pode ser observada com a sobreposicdo de duas asparaginases de E. coli e E.
chrysanthemi na Figura 2D (Swain et al., 1993, Lopes et al., 2015). O sitio ativo das
asparaginases de E. coli e E. chrysanthemi & composto por residuos de treonina,

aspartato e lisina (Kim et al., 1988).
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Figura 2. Aspectos estruturais da asparaginase bacteriana. A) Representacdo dos
mondmeros da asparaginase de E. coli, composto pelos dominios N-terminal e C-terminal
unidos por um linker. B) Superficie molecular do dimero da enzima de E. coli nativa
(EcA) com os mondmeros em cores diferentes. C) Estrutura quaternaria homotetramérica
de EcA. D) Superposi¢do de estruturas cristalograficas de asparaginase de E. coli e E.
chrysanthemi. Graficos moleculares foram gerados pelo software PyMOL
(http://www.pymol.org) e as coordenadas 3ECA (E. coli) e 107J (E. chrysanthemi) do
PDB (http://www.rcsb.org) (Modificada de Lopes et al., 2015).

As asparaginases bacterianas possuem duas regies altamente conservadas: a
primeira inclui o residuo de treonina 12 e a segunda inclui os residuos de treonina 89 e
aspartato 90 que fazem parte do sitio ativo. Outro residuo que apresenta alto grau de
conservacdo é a lisina 162 que também participa no mecanismo de catélise das
asparaginases bacterianas. As maiores diferencas entre essas enzimas estdo nas regioes
de alcas e regides localizadas na superficie da molécula (Sanches et al., 2007).
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A anélise da massa molecular em gel de SDS-PAGE da enzima recombinante de
E. coli AS1.357, expressa em E. coli, possui 36 kDa, mesmo tamanho observado para a
proteina nativa (Wang et al., 2001). A faixa de pH e temperatura para a permanéncia da
atividade é de 4,5 a 11,5 e 37°C, respectivamente (Stecher et al., 1999). J& a L-
asparaginase recombinante de Erwinia carotovora apresentou 39 kDa e pl de 9,04
(Wink et al., 2010).

1.4.2. Asparaginases de outras fontes

A asparaginase € encontrada em uma variedade de organismos incluindo
animais, células vegetais, leveduras, fungos e bactérias (Wang et al., 2001; Mishra,
2006). No entanto, as propriedades destas enzimas variam de organismo para organismo
(Narta et al., 2007) e nem todas as L-asparaginases apresentam atividade antileucémica
(Van Den Berg, 2011). Na maior parte dos microrganismos, a L-asparaginase é
encontrada como intracelular ou periplasmatica. Ha espécies que expressam a L-
asparaginase com as formas periplasmatica e citoplasmaticas no mesmo microrganismo
(Schwartz et al., 1966).

A expressdo da L-asparaginase recombinante ja foi reportada utilizando as
seguintes plataformas de expressdo: E. coli (Khushoo et al., 2004; Oza et al., 2011), P.
pastoris (Ferrara et al., 2010) e Bacillus subtilis (Mingmei et al., 2013).

Na figura 3 pode ser observado o alinhamento de aminoacidos das asparaginases
de E. coli com outras asparaginases de microrganismos distintos, incluindo a
asparaginase Il de Saccharomyces cerevisiae. O alinhamento da sequéncia de
aminoéacidos das asparaginases de E. coli, E. chrisanthemi, apresentou 37,9 e 43,7 % de

identidade, respectivamente, com a asparaginase Il de S. cerevisiae (Girdo, 2017).
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A.glut.IT
Er.chry.II

1, * 20 * 40

E.coli II ——LPN:fLLATGGTJAGSGUSégﬁ%ﬁ—Y:VGKVGVEKLUNAVPQLKDLANVKGEQUVNlG
A.glut.:I ——KNNVVIVATGGTIAGAGASSTNEATY SAAKVEVDALIKAVPOVND LANTI TGIQAL QWA
Er.chry.II DKLPNIVILATGETIAGSAATGTQTTGYKAGALGVDTLINAVPEVEKLANVKGEQFSNMA
S.cere II  SSLPSIKIFGTGGTIASKGSTSATTAGYSVGLT-VNDLIEAVPSLAEKANLDYLQVSNVG
E. sub.I —-MKKLLMLTTGGTIAS----VEGENGLAPGVK-ADELLSYVSKLDNDY TMETQSLMNID
E.coli I MOKESIYVAYTGGTIGMO-RSEQGY IPVSGHLORQLALMPEFHRPEMPDFT IHEYTE LMD
“60 80, . 100,
E.coli II SODMNDNVWLTLAKEINTDCDE--TDGEFVITHGTD TMEETAYFLDLTVE -CODEPVVMVGA
,.glut.II  SESITDKELLSLARQVNDLVKKPSVNGVVITHGTDTMEETAFFLNLVVH-TDKBIVLVGS
Er.chry.II SENMTGDVVLELSQRVNELLARDDVDGVVITHGTDTVEESAYFLHLTVE-SDKBVVEVAR
S.cere II  SNSLNYTHLIPLYHGISEALASDDYAGAVVTHGTDTMEETAFFLDLTIN-SEKPVCIAGA
B. sub.I STNMOPEYWVEIAEAVKENYDA--YDGFVITHGTDTMAY TSAALSYMLOEAKKPIVI TGS
E.coli I SSDMTPEDWQHIAEDIKAHYDD--YDGFVILHGTDIMAY TASALSFMLENLGKPVIVIGS
120, 140, 160, *

E.coli II MRP T‘HSHDGPFNLVNRVU”ARth%FERCVAV‘MNDTVLDumDVTKTHTTDVhTFFqu
A.glut.II  MRPSTALSADGPLNLYSAVALASSNEAKNKGVMVLMNDSIFAARDVTKGINIHTHAEVS

Er.chry.TT MRPATATSADGEMNLLEAVRVAGDKOSRGRGVMVVLNDRIGSARY ITKTNASTLDTEKAN

S.cere II  MRPATATSADGPMNLYQAVSIAASEKSLGRGTMITLNDRIASGFWTTKMNANSLDTERAD
E. sub.I DIPITFOKTDAKKENITDAIRFACEGYVG-——-GVYVVEDGRYIQGTRAIKLRTESYDAFESI
E.colil QIPLAELRSDGOINLLNALYVALNYPIN--EVILFFNNRLYRGNRTTEKAHADGFDAFASE

180 200 220
E.coli II NYGPLGY IHNGKIDYQRTPARKHTSDTEFEFDVEK LN ===ELPEVGIVYNY ANA-SDLEAKRA

OWGALGT LVEGKPYWFRSSVEKHTNNSEFNIEK IQG-DALPGVOIVYGSDNM-MPDAY QA
EEGYLGVIIGNRIYYONRIDELHTTRSVEFDVRGLT-——SLPKVDILYGYQDD-PEYLYDA

S.cerell EQGYLGYFSNDDVEFYYPPVEFN-GWQFFDISNLTDPSEIPEVIILY SYQGLNFELIVEA

B. sub.I NYPYIAFINEDGIEYNEQVIEFPENDTFTVDTSLCT-————— DVCLLELHPGL-KFPEMFDA

E.coli I NLPPLLEAG-IHIRRLNTPPAFPH-GEGELIVHE ITE-—--QPIGVVWTIYPGI-SADVVRN

240, 260, 280, +

E.coli II LVDAGYDGIVIAGVGNGNLY KSVFDTLATARKTGTAVVRSSR-VPTG--ATTQDAEV

A.glutb.IT FRARKAGVEATI THAGTGNGSMAN--YLVPEVRELHDEQGLO IVRSSR-VAQG-——FVLRNAEQ
chry.IT AIQHGVHGIVYAGMGAGSVSV--RGIAGMREAMEK-GVVVIRSTR-TGNG--IVFPDEEL

S.cere II VEDLGAKGIVLAGSGAGSWTA--TGSIVNEQLYEEYGIP IVHSRR-TADG——-TVEFPDDAP

Bsub.I LESM-YKGIVIESYGSGGVPFEGRDILSKVNELIESGIVVVITTQCLEEGEDMSIYEVGR

E.coli I FLEOPVEALILRSYGVGNAP QO-NKAFLOELQEASDRGIVVVNLTOQCMSGEVNMGGYATGHN

300, 320

E.coli II DDAKYGFVASGTLNP QEKARVLLOLALTOT PDPMQIQOIFH L

A.glut,ITI PDDEYGWIAAHDLNPOKARLIMATLATL TETHNDAKEIQNMEW-NY ————————

Er.chry.II PG-———- LVSDSLNPAHARILLMLALTRTSDPEVIQEYFH-TY —---———~

S.cere II EYA--——IGSGYLNPOKSRILLOLCLYSGYGMDOQIRSVE SGVY GG——————

B. sub.I RVNODLIIRSRHMNTEAIVPELMWALGOSSDLPVVKRIMETPIADDVVL

E.coli I ALAHAGVIGGADMTVEATLTKLHYLLSQELDTETIREAMSONLRGELTEDD

Figura 3. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos de diferentes asparaginases
microbianas. As sequéncias conservadas estdo marcadas em cinza. Os residuos de
aminoacidos envolvidos na formacdo do tetrdmero na asparaginase de E. coli tipo 1l
estdo mostradas em negrito. Residuos de aminoacidos presentes na interface B/C ou
A/D estdo sublinhados. Residuos de aminoacidos presentes na interface B/A ou D/C
estdo pontilhados. Residuos de aminoacidos presentes em todas as interfaces estdo
sublinhados por uma linha dupla. Os residuos importantes para a catélise estdo
marcados por *. As sequéncias mostradas sdo: E. coli Il - asparaginase Il de E. coli, A
glutam Il - glutaminase-asparaginase (Tipo Il) de Acinetobacter glutaminasificans, Er.
chry. 1l - asparaginase (Tipo II) de E. chrysanthemi, S. cere Il - Asparaginase (Tipo II)
de S. cerevisiae, B. sub. | - asparaginase (Tipo 1) de Bacillus subtilis e E. coli I -
asparaginase (Tipo 1) de E. coli (Adaptado de Verma, 2007; apud D’Andrea, 2012).
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L-asparaginase também foi relatada em Zymomonas mobilis. O gene sintético
otimizado para os codons de uso em E. coli foi clonado e expresso nesta bactéria. A
enzima foi expressa tanto extracelular quanto intracelular com rendimento de 0,13
Ul/mL e 3,6 Ul/mL, respectivamente. A enzima extracelular apresentou atividade
antileucémica em células cancerigenas (Einsfeldt et al., 2016).

Dash e colaboradores (2016) descreveram a asparaginase de Actinomycetales
bacterium com cerca de 57 kDa. A enzima foi purificada com atividade especifica de
204,37 U/mg com 3,5% de rendimento. A enzima purificada apresentou atividade
méaxima em pH 10,0 e estabilidade em pH 7,0 a 9,0, sendo ativada por manganés e
fortemente inibida por bario.

Uma espécie de Streptomyces ginsengisoli, isolada de sedimentos de rios de
vérias regides na India, foi avaliada quanto a producéo extracelular da enzima L-
asparaginase. Para isso, foram realizados estudos de otimizacdo do crescimento e
producdo da L-asparaginase que resultou em torno de 3,23 pumol/mL/min de
produtividade enzimética. O efeito de varias condi¢Bes de cultivo na producdo de L-
asparaginase foi estudado. Das condicOes testadas, a glicose, seguida de amido e a
peptona serviram como boas fontes de carbono e nitrogénio, respectivamente, para a
producdo méaxima da enzima em pH 8 (Deshpande et al., 2014).

A L-asparaginase de Streptomyces tendae foi expressa de forma nativa com
6timos rendimentos em meio de cultura com pH inicial 7,0 a 30°C por 72 h. A enzima
foi purificada por precipitagdo com sulfato de aménio, filtragdo em gel de Sephadex G-
100 e CM-Sephadex G-50. Apo6s andlise por eletroforese, a massa molecular da enzima
foi registrada como 97,4 kDa (Kavitha &Vijayalakshmi, 2010).

A asparaginase | de semente de Phaseolus vulgaris foi purificada e livre de
atividade glutaminasica, o que pode reduzir a possibilidade de efeitos colaterais durante
a terapia antineoplasica. A enzima mostrou boa estabilidade em uma ampla variedade
condicdes fisioldgicas como pH e temperatura (Mohamed et al., 2015). Esta enzima
possui atividade in vitro e baixa imunogenicidade in vivo (Mohamed et al., 2016).

Em Arthrospira platensis a L-asparaginase foi identificada predominantemente
na regido citoplasmatica e sua producdo pode ser induzida pelo emprego de condicdes
combinadas de estresse com delineamento experimental que estudou 0s seguintes
fatores: nitrogénio, ferro, cloreto de sodio e temperatura) (Prihanto & Wakayama,
2014).

Fungos filamentosos sdo outra fonte potencial de L-asparaginases. Os seres

humanos estdo mais intimamente relacionados a fungos em comparag¢do com bactérias.
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Assim, as chances de reagdo imunologica contra asparaginases de fungos poderia ser
menor. Adicionalmente, estes microrganismos excretam a asparaginase, o que facilita o
processo de purificacdo da enzima (Shrivastava et al., 2012; Batool et al., 2016).
Penicillium digitatum foi utilizado para a producdo de L-asparaginase extracelular. A
enzima foi purificada cerca de 61 vezes e, em seguida, o estudo cinético mostrou que o
valor de Km da enzima era de 1x10™> M. O pH e a temperatura 6timos para a enzima
foram 7,0 e 30°C, respectivamente (Shrivastava et al., 2012).

A produgdo da L-asparaginase foi investigada nos fungos filamentosos
Aspergillus tamarii e Aspergillus terreus. Os fungos foram cultivados em meio
contendo diferentes fontes de nitrogénio. A. terreus apresentou o maior nivel de
producdo de L-asparaginase (58 U/L) quando cultivado com prolina a 2%. Ambos 0s
fungos apresentaram o menor nivel de producdo de L-asparaginase na presenca de
glutamina e ureia como fontes de nitrogénio. Estes resultados sugerem que a produgéo
de L-asparaginase por fungos filamentosos esta sob regulacdo de nitrogénio (Sarquis et
al., 2004).

A L-asparaginase purificada a partir de microrganismos marinhos revelou
excelente atividade e estabilidade em uma variedade de valores de pH. Possui alta
afinidade pela asparagina e auséncia de atividade glutamindsica. Por isso, destaca-se o
potencial das L-asparaginases de fontes marinhas no tratamento da leucemia com
efeitos colaterais minimizados. A termotolerdncia de algumas dessas enzimas também
sugere seu potencial para aplicacdo no processamento de alimentos, convertendo
asparagina em acido aspartico durante o processo de cozimento e prevenindo a
formacdo de acrilamida. No entanto, mais estudos sdo necessarios para implementar a
producdo de L-asparaginase a partir de fontes marinhas (lzadpanah et al., 2018).

O genoma humano é conhecido por codificar pelo menos trés enzimas que
podem hidrolisar a L-asparagina. A primeira enzima é chamada de lisofosfolipase que
possui a funcdo de hidrolisar lisofosfatidilcolina ligado a asparagina. Essa enzima tem
alta homologia com a L-asparaginase bacteriana. A segunda é uma enzima chamada de
aspartilglucosaminidase, que € lisossomal, e possui 60% de similaridade com a
sequéncia de aminodcidos da asparaginase de planta. Tem baixa afinidade ao
aminodacido L-asparagina, como substrato (Km de10 M), e funciona na degradacéo de
glicoproteina pela clivagem de grupos de carboidratos ligados a L-asparagina. A terceira
enzima é uma L-asparaginase humana (hASNase3). E semelhante & asparaginase de
planta e também possui homologia estrutural com a L-asparaginase de E. coli. Nessa
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enzima, a treonina desempenha um papel crucial na atividade da L-asparaginase
(Nomme et al., 2014).

1.4.3. Asparaginases de S. cerevisiae

As asparaginases de uma variedade de leveduras tém sido estudadas,
especialmente as que sdo produzidas por S. cerevisiae, que sao codificadas pelos genes
ASP1 e ASP3 (Dunlop et al., 1978; Bon et al., 1997).

A cepa S288c de S. cerevisiae possui 5 genes (ASP) para expresséo de isoformas
da asparaginase. Uma unica cépia do gene ASP1 esta presente no cromossoma IV e
quatro copias do gene ASP3, organizadas em tandem, estdo localizadas no cromossoma
XIl (Jones, 1977a, b; Dunlop et al., 1978; Sinclair et al., 1994). Os dois loci
relacionados aos genes que expressam a asparaginase, nomeados como ASP da levedura
séo evolutivamente relacionadas com os genes ASP de E. coli, que igualmente possuem
distintas localizacbes das proteinas expressas: ASP | no citosol e ASP Il na parede
celular. No entanto, ambos os genes de levedura e bactéria sdo mais semelhantes entre si
do que seus organismos homoélogos, sugerindo que 0S genes que expressam as
asparaginases eucaridticas e bacterianas provavelmente evoluiram por independentes
eventos de duplicagéo (Sinclair et al., 1994).

O gene ASP1 é altamente conservado entre espécies de leveduras. J& o locus
para 0 gene ASP3 é exclusivamente presente em S. cerevisiae (Altschul et al., 1997).
Provavelmente, esse gene foi transferido horizontalmente ou uma relagdo muito
proxima de Wickerhamomyces anomalus (normalmente conhecido como Pichia
anomala e Hansenula anomala) para S. cerevisiae (League et al., 2012).

O gene ASP1 codifica uma asparaginase intracelular chamada de asparaginase |
(Dunlop e Roon, 1975; Jones, 1977B). Essa enzima foi clonada e expressa em E. coli e
purificada com atividade especifica de 196,2 U/mg. A enzima purificada apresentou
citotoxicidade para a linhagem celular leucémica MOLT-4 (Costa et al., 2016).

O gene ASP3 codifica a asparaginase Il periplasmica (Kim et al., 1988).
Considerando algumas propriedades bioguimicas e fisico-quimicas das duas isoformas
de asparaginase produzidas por S. cerevisiae, a asparaginase Il apresenta maior
viabilidade para ser utilizada como medicamento, pois seu Km é menor, sua
estabilidade é maior e seu pH e temperaturas 6timos sdo préximos as condigOes

fisiologicas (Dunlop et al., 1978).
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A asparaginase Il apresenta 362 residuos de aminoacidos (incluindo o peptideo
sinal) e sua massa molar deduzida por bioinformatica ¢ de 38 kDa (Protparam -
http://web.expasy.org/protparam/). Apresenta uma sequéncia sinal de 25 residuos de
aminoacidos em seu N-terminal, que encaminha a enzima para 0 espaco periplasmico,
onde é clivada (Dunlop et al., 1978). Nao foram encontradas na literatura informacdes
sobre a massa molecular da proteina nativa.

No entanto, a asparaginase Il recombinante expressa em P. pastoris foi
purificada com atividade enzimatica de 51 %, atingindo-se um grau de purificacdo de 11
vezes em relacdo ao extrato bruto. A atividade especifica da enzima purificada foi 204,4
Ul/mg, comparavel a do medicamento Elspar (225U1/mg). Essa proteina recombinante
apresentou duas isoformas de 48,6 e 44,6 kDa. Devido a presenca de duas proteinas,
foram observados dois valores de pH 6timo, um em pH 7,2 e outro em pH 9. A
temperatura 6tima, medida em pH 7,2 e em pH 9 foi de 46°C. No entanto, a atividade
enzimatica medida a 37°C apresentou resultados pouco abaixo da temperatura de 46°C,
aproximadamente 92% em pH 7,2 e 90% em pH 9. A massa molecular da enzima
nativa, estimada por cromatografia de exclusdo molecular, foi de 136 kDa, sugerindo
ser uma proteina com estrutura trimérica ou tetramérica (Girao et al, 2016).

Em relacdo ao sitio ativo da asparaginase expressa por S. cerevisiae, a mesma
possui 0s mesmos residuos de treonina, aspartato e lisina que as enzimas de E. coli e E.
chrysanthemi (Kim et al., 1988).

Por ser originada de um eucarioto, espera-se que a asparaginase Il de S.
cerevisiae apresente potencial imunogénico inferior ao das enzimas bacterianas.
Contudo, seus niveis de producdo sao bastante baixos (115 Ul/g de célula) (Ferrara et
al., 2006), tornando atraente a clonagem do gene ASP3 em outras plataformas de

expressao visando aumentar os niveis de expresséo.

1.5. Producéo de proteinas recombinantes em E. coli

Ndo ha duvida de que a producdo de proteinas recombinantes em sistemas
microbianos revolucionou a bioquimica. Os dias em que foram necessarios quilogramas
de tecidos animais e vegetais ou grandes volumes de fluidos bioldgicos para a
purificacdo de pequenas quantidades de uma determinada proteina praticamente
desapareceram. Todo pesquisador que embarca em um novo projeto que precisara de
uma proteina purificada, pensa imediatamente em como obté-lo de forma recombinante.

A capacidade de expressar e purificar a proteina recombinante desejada em grande
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quantidade permite sua caracteriza¢do bioquimica, seu uso em processos industriais e o
desenvolvimento de bens comerciais (Rosano & Ceccarelli, 2014).

E. coli é um dos organismos de escolha para a producdo de proteinas
recombinantes. Sua maquinaria celular € bem estabelecida e se tornou a plataforma de
expressao mais popular. Por essa razdo, existem muitas ferramentas moleculares e
protocolos disponiveis para a producédo de alto nivel de proteinas heterélogas, como um
vasto catalogo de plasmideos de expressdo, um grande nimero de cepas modificadas e
muitas estratégias de cultivo (Rosano & Ceccarelli, 2014).

A utilizacdo de E. coli como organismo hospedeiro é bem conhecida, possui
pequeno tempo de duplicacdo (20 minutos), altos niveis de expressdo de proteinas
heterdlogas, crescimento em meio de cultura de baixo custo, disponibilidade de um
grande numero de vetores de clonagem e de cepas hospedeiras, acimulo rapido de
biomassa e simples processo de escalonamento (Terpe et al., 2006; Sezonov et al.,
2007).

A superexpressdo de proteinas recombinantes em E. coli frequentemente resulta
na formagdo de corpos de inclusdo inativos, insoluveis. Estes corpos de inclusdo, que
contém as proteinas recombinantes numa forma altamente enriquecida, podem ser
isolados por separacdo solido/liquido. Apos a solubilizacdo, as proteinas ativas podem
ser geradas através de um processo de reenovelamento adequado. Na uUltima década,
estratégias e métodos especificos foram desenvolvidos para reenovelar proteinas
recombinantes ativas a partir de corpos de inclusdo. Desenvolvimentos recentes no
procedimento de renaturacdo incluem a inibicdo da agregacdo durante o reenovelamento
pela aplicacdo de aditivos de baixo peso molecular e técnicas de renaturacdo (Fang and
Huang 2001).

Ha& varias estratégias para aumentar a expressao solivel em E. coli incluindo o
tipo de estirpe hospedeiro, a temperatura de expressdo da proteina recombinante, o
tratamento com choque térmico, estresse pela adicdo de etanol antes da inducdo da
proteina e adicdo de osmolitos (sacarose, sorbitol, glicerol, glicina, Triton X-100) (Yu et
al., 2016; Mohammadinezhad et al., 2018).

A taxa de producdo microbiana de proteinas e compostos bioativos depende
amplamente dos fatores de crescimento ou necessidades nutricionais e das condig¢oes
ambientais que variam de organismo para organismo, incluindo pH, temperatura,
aeracdo, tempo de fermentagdo, etc. Depende da natureza do microrganismo
selecionado para a producdo. Pode-se otimizar os pardmetros do processo e 0S

componentes do meio para um melhor rendimento do produto desejado no biorreator.
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Nem todas as proteinas nativas possuem propriedades ideais para sua aplicacdo em
processos industriais. As propriedades funcionais de cada proteina precisam ser
caracterizadas apds o processo de purificacdo e melhorias adicionais nas caracteristicas
podem ser alcancadas principalmente através de engenharia de proteinas e engenharia
de células hospedeiras para melhor expressao de proteinas recombinantes (Vidya et al.,
2017).

1.6. O projeto Asparaginase

Para superar a baixa producdo de asparaginase Il em S. cerevisiae, em trabalhos
anteriores de nosso grupo de pesquisa, 0 gene ASP3 (regido correspondente aos
aminoéacidos 33 a 362) foi expresso com sucesso na levedura metilotréfica P. pastoris
sob o controle do promotor do gene AOX1, obtendo-se uma enzima periplasmica que
mostrou ser glicosilada, de acordo com as propriedades intrinsecas desta levedura de
glicosilar proteinas extracelulares. O rendimento enzimatico por massa celular seca para
a cepa recombinante de P. pastoris atingiu 800 U/g, sete vezes maior do que o obtido
para S. cerevisiae. Posteriormente, o cultivo em biorreator com alta densidade celular
resultou em um rendimento volumétrico de 85.600 U/L e produtividade volumétrica
global de 1083 U/Lh (Ferrara et al., 2006).

Foram desenvolvidos dois processos para a extracdo da enzima periplasmica
produzida pela linhagem de P. pastoris recombinante: tratamento da biomassa com 6
ciclos de congelamento/descongelamento seguido de extracdo com tampéo fosfato, com
recuperacdo de asparaginase em torno de 85% e de extracdo alcalina em presenca de
cisteina, com valores de recuperacdo de atividade na faixa de 90 % com 2 horas de
tratamento. O extrato bruto da asparaginase produzida por P. pastoris recombinante

mostrou-se estavel a estocagem por dez meses em congelador (Ferrara et al., 2010).

A asparaginase recombinante expressa em P. pastoris foi purificada a
homogeneidade por cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superdex G-200,
seguida de cromatografia de troca ibnica em coluna Mono-Q, obtendo-se recuperagédo
de 51,3 % de atividade e atividade especifica de 204 Ul/mg. A massa molecular
estimada foi de 136 kDa (em condi¢des nativas) e 48,6 kDa e 44,6 kDa (sob condicdes
redutoras), sugerindo uma estrutura oligomérica. A principal diferenca entre 0s
mondmeros parece ser 0 seu grau de glicosilacdo (Girdo et al., 2016). Possui ponto

isoelétrico de 4,5 e atividade méxima a 46°C e pH 7,2, retendo 92 % da atividade a
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37°C. Analises por dicroismo circular e de fluorescéncia mostraram que a enzima
possui a estrutura predominantemente a-hélice com a contribuigdo de folha p e que
permanece estavel até 45°C em pH 6 a 10 (Girdo et al., 2016; Girdo, 2017). Mesmo
apos desglicosilacdo, a atividade enzimatica ndo aumentou. Os resultados de
fluorescéncia para fosfoproteinas sugerem que essa enzima nao é fosforilada (Girdo,
2017).

Foi desenvolvida uma metodologia escalonéavel de purificagdo com as seguintes
etapas em sequéncia: cromatografia de interagdo hidrofébica em Phenyl Sepharose CL-
4B e cromatografia de troca i6nica em coluna Capto-Q. Ap0s essas etapas, a analise por
SDS-PAGE demonstrou homogeneidade para as fracGes contendo asparaginase. Com 0
uso desta metodologia de purificacdo, a recuperacdo da atividade enzimética foi de
66,1%, atingindo-se um grau de purificacdo de 4,1 vezes em relagdo ao extrato bruto. A
atividade especifica da enzima purificada foi de 336,9 Ul/mg (Girdo, 2017).

Em testes in vitro, a asparaginase recombinante de S. cerevisiae inibiu a
proliferacdo de células leucémicas K562 (Girdo et al., 2016), mostrando seu potencial
para uso terapéutico.

Adicionalmente, foi desenvolvida uma formulacdo inovadora para a
asparaginase que apresentou atividade contra células leucémicas Jurkat equivalente a da
enzima comercial e retencdo de 82% da atividade enzimatica apos 37 dias de estocagem
a 4 °C. Encontra-se em fase de redacéo o pedido de patente para 0 processo.

Portanto, o conjunto de resultados obtidos até o momento indica que as
caracteristicas da asparaginase Il de S. cerevisiae podem resultar em uma alternativa
para a terapia em pacientes que desenvolveram hipersensibilidade ao tratamento da

LLA com enzimas nativas ou recombinantes bacterianas.

2. JUSTIFICATIVAS

Apesar de efetiva para a terapia da LLA, as asparaginases de E. coli e de E.
chrysanthemi apresentam limitagcdes relacionadas a sua origem bacteriana, podendo
provocar sérias reacdes imunologicas. Além disto, provocam diversos efeitos colaterais,
associados em parte a capacidade das asparaginases bacterianas de hidrolisar também a
glutamina. Outro fator limitante é a sua curta meia-vida plasmatica, tornando

necessarias aplicagdes sucessivas.
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No Brasil, a asparaginase integra a lista de produtos estratégicos para o Sistema
Unico de Sadde. Trata-se de medicamento importado, sendo esta uma posicio
desconfortavel, considerando a dependéncia do mercado externo e tecnoldgica, que tem
causado, ndo raramente, desabastecimento do produto no Pais. Ressalta-se que o
principio ativo do medicamento disponivel no mercado brasileiro, até o inicio deste ano,

era a asparaginase livre (ndo peguilada) de E. coli.

A eficécia da L-asparaginase foi discutida nos ultimos 40 anos e a busca de
outras fontes de asparaginase visando o desenvolvimento de um biofarmaco
alternativo/inovador tem sido objeto de interesse em todo o mundo. Nao obstante, um
substituto ideal para a enzima ainda ndo foi desenvolvido (Ali et al., 2016). A
disponibilidade de um grande numero de novas L-asparaginases com propriedades
antigénicas variadas pode levar a estudos comparativos quanto a relagdo entre estrutura,
atividade, imunogenicidade e propriedades anticancerigenas, 0 que, por sua vez, pode
levar ao desenvolvimento de novos medicamentos e regimes terapéuticos

personalizados baseados em cada requisito individual (Prajna et al., 2016).

A busca de novas asparaginases ainda € importante para clinicos e
biotecnologistas. Além disso, a busca de fontes naturais e a producédo de novas formas
modificadas de asparaginases por engenharia de proteinas e tecnologias genéticas sao
provavelmente as abordagens mais poderosas para melhorar os potenciais terapéuticos

da enzima (Covini et al., 2012).

A asparaginase Il de S. cerevisiae, codificada pelo gene ASP3, é uma enzima
periplasmica glicosilada, que apresenta elevada estabilidade, pH e temperatura 6timos
préximos as condicBes fisioldgicas. Por ser originada de um eucarioto, espera-se que
apresente potencial imunogénico inferior ao das enzimas bacterianas. Contudo, seus
niveis de producdo sdo bastante baixos (115 Ul/g de célula), tornando atraente a
clonagem do gene ASP3 em microrganismos hospedeiros visando aumentar os niveis de
expressao. Em trabalho anterior de nosso grupo de pesquisa, 0 gene ASP3 (regido
correspondente aos aminoacidos 33 a 362) foi clonado com sucesso na levedura
metilotréfica P. pastoris sob o controle do promotor AOX1, obtendo-se uma enzima
periplasmica que mostrou ser glicosilada, de acordo com as propriedades intrinsecas
desta levedura de glicosilar proteinas extracelulares. A enzima expressa em P. pastoris
apresentou atividade antiproliferativa contra células de leucemia mieloide crénica K562,

mostrando seu potencial para uso terapéutico.

20



E conhecido que a glicosilagio exerce influéncia na estrutura, funcéo,
imunogenicidade e estabilidade da molécula, fatores esses de grande relevancia para
uma proteina terapéutica. A presenca da porcdo glicidica em proteinas em geral
aumenta a sua estabilidade, sendo por vezes crucial para garantir a conformagéo
espacial correta da molécula e, por conseguinte, a sua atividade biologica. Por outro

lado, a glicosilacdo pode ser fonte de efeitos imunogénicos.

Assim, existe interesse de realizar a clonagem do gene ASP3 em E. coli visando
a obtencdo de uma proteina ndo glicosilada, de acordo com as propriedades intrinsecas

das bactérias de ndo realizarem modificacGes pos-traducionais.
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3. OBJETIVOS
3. 1. Objetivo geral

Expressar a asparaginase 1l de Saccharomyces cerevisiae em Escherichia coli a partir da

clonagem do gene ASP3.

3. 2. Objetivos especificos

Comparar a expressdo do gene ASP3 em E. coli a partir de duas construgdes
plasmidiais: pET28a (expressao intracelular) e pET22b (expresséo extracelular);

Desenvolver uma metodologia de purificacdo que preserve a atividade especifica da

proteina recombinante purificada;

Determinar massa molar, pl e atividade glutaminasica da asparaginase Il de S.

cerevisiae expressa em E. coli.

Avaliar a atividade antitumoral da proteina recombinante em ensaios de atividade in

vitro utilizando células de linhagens cancerigenas.

22



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Microrganismos utilizados

As linhagens de S. cerevisiae e E. coli utilizadas nesse trabalho encontram-se descritas
abaixo.

o S. cerevisiae - S288c (utilizada para extracdo de DNA genémico)
RE1006: MATa canl-100 his3-his3-11,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-52.

o E. coli
DH5a: utilizada para a propagacgdo e amplificagdo plasmidial. 880 AlacZAM15 recAl
endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 (rk- mk+) SupE44 relAl deoR A(lac ZYA — arg 1) ul69

(Amersham Biosciences, USA).

BL21 (DE3J): utilizada para a expressdo da proteina recombinante {(FompT hsdSB (rB-
mB~) recAl gal dcm_(DE3) (lacl lac UV5-T7 gene 1 indl Sam7 nin5)} (Novagen,
USA).

4.2. Meios e solucdes

Meio Luria-Bertani (LB): triptona 10 g/L; extrato de levedura 5 g/L; NaCl 10 g/L. O
pH foi ajustado para 7,0. Para o preparo de meio sélido, 1 L do meio LB liquido foi
acrescido de 15 g de &gar bacterioldgico. Posteriormente, 0 meio foi esterilizado em

autoclave durante 30 minutos a 121°C e foi estocado a 25°C.

Meio TB: triptona 12 g/L; extrato de levedura 24 g/L; glicerol 4 mL/L; KoHPO4 12,54
g/L e KH2PO4 2,54 g/L. O pH foi ajustado para 7,0. Posteriormente, o meio foi

esterilizado em autoclave durante 30 minutos a 121°C e foi estocado a 25°C.
Meio YPD: extrato de levedura 10g/L, peptona 20 g/L e dextrose 20 g/L.

Posteriormente, o meio foi esterilizado em autoclave durante 30 minutos a 121°C e foi
estocado a 25°C, pH 6,0.
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4.3. Plasmideos pET28a(+) e pET22b(+)

Os vetores de expressdo do sistema pET (Novagen) utilizados no presente
trabalho foram o pET28a (+) (Figura 4), para expressdo citoplasmatica e que possui 0
cassete de resisténcia a canamicina, e o vetor pET22b (+) (Figura 5), para expressao
extracelular e que possui o cassete de resisténcia a ampicilina. O vetor pET22b possui
uma sequéncia sinalizadora (peptideo sinal) pelB (peptideo sinal nativo de Erwinia
carotovora), que auxilia a exportacdo da proteina para o espaco periplasmatico, de onde
podera ser secretada para 0 meio de cultivo através de transporte passivo.
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Figura 4. Mapa do vetor de expressdo pET-28a (+) mostrando as regides de
clonagem e expressdo. Apresenta uma origem de replicacdo bacteriana (ori), um centro
multiplo de clonagem ou polylinker que contém os sitios de restricdo enzimatica, gene
que confere resisténcia a canamicina (Kan) e promotor T7 lac (fundido ao operador do
gene lac) o que possibilita a inducdo da expressdo da proteina recombinante por

isopropil-R-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG).
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Figura 5. Mapa do vetor de expressdo pET-22b (+) (Novagen) mostrando as regides
de clonagem e expressdo. Apresenta uma origem de replicacdo bacteriana (ori), um
centro multiplo de clonagem ou polylinker que contém os sitios de restri¢cdo enzimatica,
gene que confere resisténcia a ampicilina (Ap) e promotor T7 lac (fundido ao operador
do gene lac) o que possibilita a inducdo da expressdo da proteina recombinante por
isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG). Também pode ser visualizada a
sequéncia génica pelB que sintetiza o peptideo sinal que facilita a exportacdo da

proteina recombinante para o periplasma da célula.
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4.4. Extracdo gendmica de S. cerevisiae

Uma col6nia da levedura S. cerevisiae (S288c) foi inoculada em 3 mL de meio
YPD e cultivada a 28°C a 250 rpm por 24 horas. Quatrocentos microlitros dessa cultura
foram adicionados a 40 mL de meio YPD em frasco tipo Erlenmeyer de 250 mL. As
células foram cultivadas por 24 horas, 250 rpm a 28°C. Depois do crescimento, as
células foram coletadas por centrifugacdo a 5.000 rpm por 5 minutos em temperatura
ambiente e ressuspendidas em tampéo SE (sorbitol 0,9 M, EDTA 10 mM, pH 7,5). Em
seguida, 100 uL de solucdo de liticase (Sigma) foram adicionados a amostra,
incubando-se por 1 hora a 37°C. A suspensdo foi centrifugada (5.470 xg por 5 minutos a
temperatura ambiente) e as células foram ressuspensas em 3 mL de tampédo TE20 (Tris-
HCI 10 mM (pH 7,5), EDTA 20 mM) acrescido de 0,5 mL de SDS 10%. A mistura foi
incubada por 30 minutos, em seguida foi adicionado acetato de potassio 5 M (pH 8,9) e
incubada no gelo por 30 minutos. A suspensdo foi centrifugada (15.120 xg por 10
minutos a 4°C) e o precipitado foi descartado. Ao sobrenadante foi adicionado um
volume de clorofane e apds uma leve homogeneizacdo, a mistura foi centrifugada a
5.470 xg por 10 minutos. A fase aquosa, menos densa, foi recolhida para um novo tubo,
recebendo 2,5 volumes de etanol 100%. Apos ser incubada a temperatura ambiente por
5 minutos, a mistura foi centrifugada a 15.120 xg por 15 minutos a 4°C. Depois da
centrifugacdo, o precipitado foi lavado com etanol 70% e ressuspendido em 0,5 mL de
tampéo TE mais 5 pL. de RNAse A (Invitrogen, 10 mg/mL). O DNA total de levedura
foi guardado a 4°C para uso ou a -20°C para estoque.

4.5. Iniciadores de DNA utilizados nas clonagens

Os iniciadores de DNA foram adquiridos da empresa Exxtend solucéo em oligos
(http://www.exxtend.com.br/). Foram construidos a partir da sequéncia do gene que

expressa a asparaginase Il, depositado no GenBank: BK006945.2, selecionando-se a
sequéncia de nucleotideos correspondente aos aminoacidos 33 a 362. Os primers
desenhados foram: Senso 5> CGCATATGCCATCAATCAAAATTTTTGGT 3’ e Anti-
senso 5 CGCTCGAGTTAACCACCGTAGACGCCAGA 3°. A regido de inser¢ao dos
sitios de restricdo estd sublinhada com as enzimas Ndel e Xhol, respectivamente, as
quais foram adicionadas para facilitar a clonagem do gene nos vetores de clonagem em

E. coli.
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4.6. Amplificacdo do gene ASP3 de S. cerevisiae

O gene ASP3 de S. cerevisiae, que codifica a enzima asparaginase Il, foi
amplificado por meio da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) a partir do DNA
gendmico, utilizando a enzima e protocolo da Tag DNA polimerase Platinum
(Invitrogen), e os iniciadores descritos no item 4.5. O programa utilizado para a
amplificacdo foi: desnaturagdo inicial a 94°C por 3 minutos seguido pela
desnaturacdo a 94°C por 1 minuto e anelamento a 68°C por 1 minuto e extensdo a
72°C por 1 minuto com o total de 35 ciclos. A extenséo final prosseguiu a 72°C por 10
minutos e o fragmento amplificado do gene foi visualizado através de eletroforese em

gel de agarose 1%.

4.7. Digestdo do DNA com enzimas de restrigédo

Para a digestdo dos plasmideos ou produtos de amplificacdo com enzimas de
restri¢cdo, foram feitas misturas de reagdo em volumes de 20 pL (no caso de andlise de
restricdo) ou 100 uL (para preparacdo dos vetores e insertos para 0s experimentos de
clonagem e subclonagem), digerindo-se 2 ou 20 uL de DNA, respectivamente. A
digestdo foi realizada em periodos de 2 a 4 horas, a 37°C. As enzimas utilizadas
(descritas no proximo paragrafo) foram da Life Technologies com seus respectivos
tampdes de reacdo. Para estes procedimentos foram usados os protocolos descritos por
Sambrook et al., 1989 e também o protocolo do fabricante das enzimas de restrigéo.

Para a confirmacdo dos clones, os plasmideos extraidos foram submetidos a
digestdo com as enzimas utilizadas nas etapas de clonagem. Para liberacdo do gene
ASP3 presente no vetor pET28a, foram utilizadas as enzimas de restricdo Ndel e Xhol.
Para o vetor pET22b, foram utilizadas as enzimas de restricdo Ncol e Xhol. As digestbes
foram incubadas a 37°C por 2 horas e o resultado visualizado através de eletroforese em

gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio.

4.8. Separacdo e recuperacgdo dos fragmentos de DNA por eletroforese em gel de

agarose

Em todos os casos de clonagem, tanto o fragmento do vetor como 0s insertos

foram separados em géis de agarose (Ultra pure da Life Technologies), preparados em
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concentracdo de 0,8 ou 1% em tampdo TAE 1X (Tris-acetato 8 mM, EDTA 0,2 mM,
pH 8,0) e corados com brometo de etidio na concentracdo de 0,1 ug/mL.

Os fragmentos de DNA amplificados foram visualizados sob luz UV. As bandas
de interesse foram cortadas com bisturi e colocadas em microtubos de 1,5 mL. A
recuperacdo do DNA foi realizada utilizando-se o kit Gel Extraction (QIAGEN),

seguindo o protocolo do fabricante.

4.9. Ligacao do fragmento de DNA no vetor pET?28a

Todas as ligacdes do vetor de clonagem com o inserto de interesse foram feitas
em um volume de 20 uL. com 1 unidade da T4 DNA Ligase (Life Technologies) a 16°C,
por 18 horas. Metade do volume de reacdo foi utilizada para a transformacéo de células
competentes DH5a. O restante foi armazenado para fazer uma analise eletroforética da
ligacdo ou para posterior transformacdo, quando necessario. Apos a ligacdo do gene
ASP3 no vetor pET28a, o plasmideo foi nomeado de pET28a-ASPII.

4.10. Subclonagem do gene ASP3 em pET22B

Ap6s a confirmacdo do gene ASP3 por sequenciamento, 0 inserto
correspondente foi removido da construcdo pET28a-ASPII com as enzimas Ncol e Xhol
e ligado no vetor pET22b para expressdo da proteina recombinante para o meio
extracelular com o auxilio do peptideo sinal pelB. Apds a ligacdo do gene ASP3 no
vetor pET22b, o plasmideo foi nomeado de pET22b-ASPII.

4.11. Preparo de células eletrocompetentes de E. coli

Uma coldnia de E. coli DH5a ou BL21 (DES3) foi coletada e inoculada em 5 mL
de meio LB, sem antibiotico, o qual foi incubado a 37°C, durante 18 horas a 200 rpm.
Em seguida, uma aliquota de 3 mL desta cultura foi inoculada em 300 mL de LB e
incubada a 37°C, 250 rpm até atingir densidade 6tica a 600 nm (DOgoo nm) entre 0,5 e
0,6. Uma vez alcancada a DO, a cultura foi resfriada em gelo por 30 minutos e
redistribuida em seis tubos tipo Falcon com 40 mL de cultura em cada. Cada cultura foi
centrifugada a 2.419 xg durante 20 minutos a 4°C e o sobrenadante descartado. Para a
lavagem do precipitado celular, foram adicionados 40 mL de solugéo de glicerol 10%
estéril e refrigerada. Os tubos foram novamente centrifugados a 2.419 xg por 20

29



minutos a 4°C e o sobrenadante descartado. Esse processo de centrifugacao e lavagem
foi repetido mais trés vezes e, apés a ultima lavagem, o precipitado celular foi unificado
e ressuspenso em 1 mL da solugdo de glicerol 10%. Aliquotas de 80 uL foram estocadas
em freezer a -80°C.

4.12. Transformacéo de E. coli (DH5a e DE3) com os plasmideos pET28A-ASPII e
pPET22B-ASPII e extracéo plasmidial

As construcdes pET28a-ASPIl e pET22b-ASPIl foram utilizados para
transformar células eletrocompetentes de E. coli DH5a e DE3 preparadas de acordo
com o protocolo descrito no item 4.11. As transformacdes das cepas foram realizadas
através de eletroporacdo em aparelho eletroporador MicroPulser™ (Bio-Rad),
utilizando o protocolo descrito em seguida. Cubetas para eletroporagdo de 0,2 cm (Bio-
Rad) e aliquotas de células eletrocompetentes foram mantidas em gelo por cerca de 5
min. Posteriormente, 3 a 5 uL de produtos de ligacdo, consistindo no fragmento de
DNA ligado ao vetor de clonagem correspondente, ou plasmideos purificados, foram
incubados com 50 uL de células eletrocompetentes e mantidos em gelo por mais 5
minutos. Em seguida, a suspensdo de células foi transferida para a cubeta e a
eletroporacdo realizada utilizando o programa EC2 do aparelho. Imediatamente ap6s a
eletroporacéo, foram acrescentados a cubeta 1 mL de meio LB liquido sem antibiotico e
as células eletroporadas foram transferidas para um microtubo de 1,5 mL. A cultura foi
incubada a 37°C por 1 h a 200 rpm. Em seguida, as células foram plaqueadas em meio
seletivo LB-agar 1,5% contendo o antibidtico para o qual o vetor inserido e/ou a cepa
confere resisténcia. As placas foram incubadas a 37°C por 16 horas.

Para purifica¢do dos plasmideos, as colonias de transformantes em DHS5a foram
selecionadas e crescidas em 5 mL de LB com os respectivos antibioticos a 37°C, 200
rpm por 16 horas. Para a extracdo de DNA plasmidial, foi utilizado o kit QlAprep Spin
Miniprep (Qiagen). A separacdo do DNA plasmidial ocorre através de uma membrana
de silica presente dentro da coluna. Para realizar as extra¢fes foram utilizados 5 mL da
cultura de célula DH5a contendo o DNA plasmidial. Todas as etapas foram realizadas
conforme o protocolo do fabricante. A eluicdo do plasmideo aconteceu pela adicdo de
32 uL de agua ultrapura estéril a 60°C. A solugdo contendo DNA plasmidial foi

estocada a -20°C.
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4.13. Analise de colbdnias/clones transformantes pela reacdo em cadeia da

polimerase — PCR

A partir de uma coldnia ou de 1 mL de crescimento recente em meio liquido dos
clones selecionados, o contetdo foi colocado em tubos de 1 mL e centrifugados. O
pellet foi ressuspenso em 100 pL de agua ultrapura (Sigma), aquecido por 10 minutos a
99°C e depois centrifugado a 27.260 xg por 1 minuto. Dois pL do sobrenadante foram
utilizados para deteccdo da presenca do gene da asparaginase Il (ASP3) utilizando o
protocolo da PCR descrito no item 4.6, utilizando-se os iniciadores descritos no item
4.3. Como controle positivo foi utilizado o DNA gendmico de S. cerevisiae. O
fragmento amplificado do gene foi visualizado através de eletroforese em gel de agarose
1%.

4.14. Sequenciamento de DNA

Os sequenciamentos de DNA foram realizados pela Plataforma de
Sequenciamento de DNA da Fundagdo Oswaldo Cruz. A reagdo de sequenciamento foi
realizada segundo o método de término de cadeia de Sanger modificado (Sanger et al.,
1977), empregando dideoxinucleotideos marcados com fluor6foros. As reagdes foram
realizadas em volume final de 10 pL contendo 3,2 pmol de oligonucleotideo iniciador,
aproximadamente 200 - 250 ng do produto da PCR purificados/plasmideo e 4 pL do
reagente DYEnamic ET Sequence Premix Terminator (DYEnamic ET Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit, Amersham Biosciences). O programa utilizado foi o seguinte: 30
ciclos de 94°C por 30 seg, 56°C por 30 seg, 60°C por 30 seg.

4.15. Expressdo da asparaginase Il em E. coli BL21 (DE3), utilizando as
construcdes pET28a-ASPIIl e pET22b-ASPII

4.15.1. Expressao em pequena escala (3 mL)

Para verificar a expressdo da proteina recombinante, foram utilizadas as
linhagens de E. coli BL21 (DE3) competentes, obtidas por transformacdo, conforme
descrito no item 4.12. Coldnias isoladas em placas de Petri contendo meio LB agar
foram inoculadas em 3 mL de meio LB suplementado com canamicina (40 pg/mL)

quando utilizando o vetor pET28a-ASPIIl e ampicilina (100 ug/mL) para a construgdo
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com o pET22b-ASPII. A cultura foi incubada a 37°C a 200 rpm, até obtencdo da
DOsoonm de 0,5. Um mL da cultura foi armazenado em tubo tipo Eppendorf para
controle de células ndo induzidas. Ao volume restante da cultura foi adicionado IPTG
(concentracdo final de 1 mM), incubando-se a seguir nas mesmas condi¢fes por um
periodo adicional de 3 horas. Um mL foi coletado para controle de células induzidas. Os
controles de ndo-inducéo e inducdo foram centrifugados por 1 minuto a 27.260 xg € ao
pellet foram adicionados 80 uL de agua ultrapura e 20 uL de tampdo de amostra de
proteina (azul de bromofenol 0,1%, glicerol 10%, B-mercaptoetanol 100 mM, SDS 2%,
Tris-HCI 50 mM pH 6,8). As amostras foram fervidas por 15 minutos e aplicadas em
gel de SDS-PAGE a 12% (10 pL de cada amostra).

Para aumentar a solubilidade da proteina ativa desejada utilizando a construcéo
pET28a-ASPII, foram realizadas variagfes nas concentracfes de IPTG e com a
diminuicdo da temperatura. Foram estudadas as culturas, induzidas com 0,1, 0,5 e 1,0
mM de IPTG a 15°C, 20°C, 28°C e 37°C com adicdo de 5% de glicose. No entanto,
apenas sob condic¢des IPTG 0,1 mM de 15°C com 5% de adicédo de glicose foram ideais

para a expressdo soluvel de asparaginase Il recombinante (dados ndo mostrados).

4.15.2. Expressao em frascos agitados (1 L)

Para a preparacao dos cultivos em frascos agitados, foi utilizado um estoque de 1
mL de cada clone de E. coli BL21 (DE3) transformado com os plasmideos pET28a-
ASPIl e pET22b-ASPII, separadamente, armazenados em glicerol 20% a -80°C. Os
clones foram pré-indculados em 50 mL de meio LB contendo os respectivos
antibidticos e incubados a 37°C, 250 rpm por 16 horas. Apds o crescimento celular, o
volume foi inoculado em 1 litro de meio TB com o respectivo antibiotico em frasco
Erlenmeyer de 4 L. A cultura contendo E. coli BL21 (DE3) pET22b-ASPII ficou a 250
rpm a 37°C até atingir a Abseconm de 0,6-0,9 sendo entdo adicionado IPTG com a
concentracdo final de 1 mM. O meio foi incubado nas mesmas condi¢fes por 20 horas.
Apbs a inducdo, as células foram coletadas por centrifugacao (5.470 xg por 15 minutos
a4 °C). O pellet celular foi congelado a -20°C para posterior analise. O sobrenadante da
cultura foi armazenado a 4°C para posterior analise da exportagdo da proteina para o
espaco periplasmatico e extravasamento desta para 0 meio extracelular.

A cultura contendo E. coli pET28a-ASPII foi mantida a 37°C, 250 rpm até

atingir DOgoonm de 0,5 - 0,6 e as células foram induzidas com IPTG na concentragéo
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final de 0,1 mM e adicéo de glicose na concentracéo final de 5%. A cultura foi incubada
a temperatura de 15°C, 250 rpm por 20 horas. Apos esse periodo, as células foram
coletadas por centrifugacéo (6.000 rpm por 15 minutos a 4°C).

Para a cultura contendo E. coli pET22b-ASPII a indugdo foi conduzida com
IPTG (1 mM). O meio foi incubado nas mesmas condi¢cdes por 20 horas. Apés a
inducdo, as células foram coletadas por centrifugacao (5.470 xg por 15 minutos a 4 °C).
O pellet celular foi congelado a -20°C para posterior analise. O sobrenadante da cultura
foi armazenado a 4°C para posterior analise da exportacdo da proteina para o espaco
periplasmatico e extravasamento desta para o0 meio extracelular.

O pellet celular (ambas as construgcdes pET28a-ASPIl e pET22b-ASPII) foi
armazenado a -20°C para posterior analise (quantificacdo de proteinas e dosagem de
atividade enzimatica). No caso do cultivo com pET28a-ASPIll, o sobrenadante da
cultura foi descartado, por ndo apresentar expressao extracelular, confirmado por SDS-
PAGE e andlise enzimatica. J& para a expressao utilizando pET22b-ASPII, foram
recolhidos 10 mL do sobrenadante da cultura para quantificacdo de proteinas e dosagem
de atividade enzimética e o volume restante foi estocado a 4°C para posterior

purificacéo.

4.16. Lise celular e obtencdo dos corpusculos de inclusdo da cultura utilizando a
construcdo pET28a-ASPII

O pellet celular da construcdo pET28a-ASPII, obtido conforme descrito no item
4.13, foi descongelado e homogeneizado em tampdo de fosfato de sédio 0,02 M pH 7,0
na relacdo de 10 mL de tampdo para cada grama de pellet celular (peso umido). Em
seguida, a suspensdo bacteriana foi lisada a 800 bar por 10 minutos utilizando-se
homogeneizador de alta pressdo APLAB-10 Arte Pecas. Apos a lise celular, o material
foi centrifugado para clarificacdo do material a 47.936 xg por 30 minutos a 4°C. A
seguir, o sobrenadante, denominado fracdo sollvel e o pellet, contendo os corpusculos

de incluséo (Cls) foram congelados a -20°C para posteriores analises.

4.17. Reenovelamento (refolding) da asparaginase Il expressa por E. coli pET28a-
ASPII

Os corpusculos de inclusdo (Cls) foram diluidos em 20 mL de tampéo de
lavagem de Cls (fosfato de sédio 0,02 M pH 7,0, sacarose 20%, solu¢do comercial de
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inibidor de protease 1 mg/mL (Sigma), lisozima 1 mg/mL (Sigma) e incubados por 2
horas em temperatura ambiente. Os Cls lavados foram centrifugados a 47.936 xg a 4°C
e 0 sobrenadante foi descartado. O precipitado foi lavado trés vezes com o tampéo
fosfato de sodio 0,02 M, pH 7,0 mais solugdo de inibidor de protease (Sigma) 1 mL/g e
na quarta vez foi diluido em 1 mL de tampao fosfato de sodio 0,02 M, que foi usado na
solubilizacdo e reenovelamento.

Os Cls contendo asparaginase Il (1 mL) foram solubilizados em 9 mL de tampé&o
de solubilizacéo (ureia 4 M; fosfato de sédio 0,02 M, pH 7,0; B-mercaptoetanol 0,02 M,
solucéo de inibidor de protease (Sigma) 1 mL/g, NaCl 0,01 M) por 1 hora sob agitacédo
em temperatura ambiente. A asparaginase solubilizada foi centrifugada a 47.936 xg por
30 minutos a 4°C e o sobrenadante foi filtrado através de filtro 0,22 pm (Millipore). A
proteina solubilizada foi submetida ao reenovelamento em reator quimico, utilizando 90
mL de tampéo de reenovelamento (ureia 4M; fosfato de sédio 0,02 M, pH 7,0; arginina
0,1 M, NaCl 0,01 M) por diluicdo em um fluxo de 0,1 mL/minuto a 4°C. Apos a
diluicdo, o reenovelamento prosseguiu por mais 2 horas. Em seguida, centrifugou-se a
47.936 xg por 30 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi coletado e dialisado (membrana de
10 kDa) em tampdo de dialise | (ureia 0,5; fosfato de sddio 0,02 M, pH 7,0) por 4 horas
a 4°C, sendo depois alterado para o tampéo de dialise 1l (fosfato de so6dio 0,02 M, pH
7,0) por mais trés vezes com intervalos de 4 horas. A proteina dialisada foi concentrada
por ultrafiltracio com membrana de 30 kDa (Amicon Ultra-15, Millipore) e
centrifugacédo a 2.419 xg por 40 minutos a 4°C. Parte do volume obtido foi utilizada
para realizar analise por SDS-PAGE e para determinar a atividade da proteina

reenovelada. O restante foi usado para quantificacdo de proteina e purificacao.

4.18. Purificacdo por afinidade a ions imobilizados (IMAC)

A purificacdo da asparaginase expressa em E. coli pET22b-ASPII foi realizada
utilizando a coluna HisTrap (GE). Para a preparacdo da coluna foi realizada uma
lavagem com solucdo contendo fosfato de sodio 0,02 M, NaCl 0,5M e de EDTA 0,05
M, seguida da lavagem com volume de tampao fosfato de sddio 0,02 M correspondente
a 5 vezes o volume de coluna. A coluna foi carregada com ions niquel pela a aplicacéo
de NiSO4 0,1 M e, para a retirada do excesso de niquel, a coluna foi lavada com tampéo
fosfato de sodio 0,02 M.
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O material obtido ap0s a lise celular ou a partir do meio de cultura foi aplicado a
coluna com uma solucéo de imidazol 0,04 M em fosfato de sodio 0,02 M pH 7,4. Apés

a passagem do extrato, a proteina foi eluida com um gradiente de 0 a 0,5 M de imidazol.

4.19. Purificacdo da proteina apds o reenovelamento

Ap0s todas as etapas do reenovelamento da asparaginase 11 expressa por E. coli -
PET28-ASPII, a proteina concentrada foi purificada por troca ionica utilizando a coluna
de 5 mL Capto DEAE (GE). A amostra permaneceu em tampdo fosfato de sodio 0,02
M, pH 7,0. A coluna foi equilibrada com 5 volumes de tampéo fosfato de sodio 0,02 M,
pH 7,0. As proteinas que interagiram com a coluna foram eluidas com gradiente de
NaCl (0 a 1 M) em tampao fosfato de sédio 0,02 M pH 7,0.

4.20. Purificacdo da asparaginase solUvel expressa por E. coli pET28a-ASPII

Foram realizados dois processos distintos para a purificacdo da asparaginase, a
primeira tentativa foi utilizada a purificacdo por troca idnica.

A fracdo soluvel foi purificada utilizando a coluna de troca i6nica de 5 mL
Capto Q (GE). A amostra permaneceu em tampdo fosfato de sédio 0,02 M pH 7,0. A
coluna foi equilibrada com 5 volumes de tampéo fosfato de sédio 0,02 M pH 7,0. As
proteinas que interagiram com a coluna foram eluidas com gradiente de NaCl (0 a 1 M)
em tampado fosfato de sodio pH 7,0.

Para a purificacdo por afinidade, a fracdo soltvel foi aplicada a coluna com uma
solucdo de imidazol 0,04 M em fosfato de sodio 0,02 M pH 7,4. Apés a passagem do
extrato, a proteina foi eluida com um gradiente de 0 a 0,5 M de imidazol.

4.21. Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio —
SDS-PAGE

Para a analise da expressdo da proteina intracelular foram retiradas amostras de
1 mL antes da indugé&o e ao final cultivo (3 horas de indugéo para expressdo em 3 mL de
meio LB e 20 horas para expressao em 1L em meio TB). Estas amostras foram
centrifugadas por 1 minuto a 26.260 xg a temperatura ambiente. As células foram
ressuspensas em tampao de amostra para proteina. As amostras foram incubadas a 99°C
por 15 minutos e aplicadas em gel de SDS-PAGE a 12% (acrilamida 29%, N, N’ -
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metilenobisacrilamida 1% em agua deionizada). A corrida foi realizada por 90 minutos
com voltagem de 120 V em tampé&o de corrida (Tris Base 3 g/L, glicina 14,5 g/L, SDS
0,1 g/Le pH 8,3) (Laemmli, 1970). O gel foi corado com Coomassie Blue R-250 0,25%
e descorado com acido acético 10% e metanol 50%. Apo6s descorar, o gel foi
fotografado para posterior anélise.

Para a analise da expressdo da asparaginase, amostras dos sobrenadantes dos
cultivos, dos sobrenadantes obtidos ap6s lise celular e da proteina obtida apés
reenovelamento foram centrifugadas e os sobrenadantes foram concentrados 10 vezes
em unidades de ultrafiltracdo com membrana de 30 kDa (Amicon Ultra-15, Millipore) e
por centrifugacdo a 2.419 xg por 40 minutos a 4°C. As amostras foram preparadas com
80 pL deste sobrenadante e 20 uL. do tamp&o de amostra para proteina, sendo seguidos

0s mesmos procedimentos para aplicagdo em gel 12%.

4.22. Quantificacdo de proteina por Bradford

A quantificacdo de proteina total foi realizada pelo método de Bradford
(Bradford, 1976) em microplaca de 96 pocos. Apds incubacdo a temperatura ambiente
por 5 minutos foi realizada a leitura de Abssesnm das amostras utilizando o equipamento
SpectraMax (Molecular Devices). A partir da curva padrdo elaborada com proteina
albumina do soro bovino - BSA (Bio Rad) foram determinadas as concentracdes de

proteina total das amostras.

4.23. Analise da atividade asparaginasica

A andlise da atividade asparaginasica foi realizada conforme descrito por
Einsfeldt (2014), com algumas modificacGes. A atividade enzimatica foi mensurada
através da hidrélise de asparagina em aspartato e aménio (Dunlop et al., 1980), sendo
gue uma unidade internacional de L-asparaginase (Ul) é definida como a quantidade de
enzima capaz de liberar 1 umol de amonio por minuto a 37 °C e pH 7,4 (Guo et al.,
2002; Kurtzberg, 2000).

Para realizar as anélises de atividade da enzima obtida de forma intracelular ou
potencialmente no periplasma, foram utilizadas as células provenientes de 1 mL de
cultivo que foi centrifugado a 27.260 xg por 1 minuto em temperatura ambiente, e

depois adicionado 1 mL de tampéo fosfato de sodio 0,02 M, pH 7,4 gelado.
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Para realizar as analises de atividade da enzima obtida no sobrenadante do
cultivo (expressdo extracelular), o sobrenadante, apos lise celular e a parte final do
reenovelamento, foi concentrado 10 vezes utilizando unidades de ultrafiltracdo com
membrana de 30 kDa (Amicon Ultra-15, Millipore) e centrifugagdes a 2.419 xg por 40
minutos a 4°C. A amostra proveniente do meio de cultura livre de células foi
previamente dialisada em tampao fosfato de sodio 0,02 M, pH 7,4.

As reacOes foram realizadas com 50 uL da amostra adicionados a 50 uL de
asparagina 5 g/L. A solucdo de asparagina foi preparada em tampdo fosfato de sodio
0,02 M, pH 7,4. Foram realizados controles para a confirmacdo da auséncia de ions
amoénio no tampdo, na amostra e para a determinacdo do valor de absorbancia
correspondente & molécula de asparagina, uma vez que esta também reage com o0s
reagentes formadores de cor, independentemente do tempo de reacdo, mas dependente
do nimero de moles de asparagina. Logo, o valor de absorbancia correspondente ao
controle de asparagina foi utilizado como branco para o calculo da atividade enzimatica.

O tampéo referente ao controle foi preparado com 100 pL, o controle de
asparagina foi preparado com 50 uL de asparagina 5 g/L e 50 uL de tampé&o fosfato 0,02
M pH 7,4 e os controles de amostra foram preparados com 50 uL. de amostra e 50 uL de
tampéo fosfato 0,02 M pH 7,4. Todos os tubos foram incubados a 37°C por 30 minutos.
Imediatamente ap6s este tempo, 40 uL da reacdo e dos controles foram adicionados a 40
uL de TCA (&cido tricloroacético) 1,5 M. A estes 80 uL resultantes foram adicionados 2
mL do Reagente 1 (salicilato de s6dio 60 mM, nitroprussiato de sédio 3,4 mM e EDTA
dissodico 1,35 mM). A mistura foi agitada e depois foram adicionados 2 mL do
Reagente 2 (hipoclorito de sédio 4,8 mM e hidréxido de sédio 150 mM). Em uma
reacdo positiva, ions amoénio na presenca destes reagentes formam um composto
cromogeno azul esverdeado (Tabacco et al.,1979). As amostras foram entdo submetidas
a leitura de Abssoonm €, a partir de uma curva padrdo, construidas com solugfes de
sulfato de amonio em diversas concentracdes, foram determinadas as concentracfes do
ion amodnio liberado durante a reacdo enzimatica.

O célculo foi realizado de acordo com a seguinte equacéo:
Ul /mL = (AAbs600nm x 2 x diluig&o )/(FC x treagao).

4.24. Quantificacdo da massa celular

A avaliacdo do crescimento celular foi realizada conforme detalhado por

Einsfeldt (2014), com algumas modificacdes, através de medidas de DOgoonm utilizando
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espectrofotobmetro (Amersham Pharmacia Ultrospec 3100 Pro). As leituras foram
convertidas para massa seca de células. Sendo assim, uma curva de absorbancia em
funcdo da concentracdo de células foi realizada para correlaciona-las.

A partir da cultura de 1L de pET28a-ASPIl e pET22b-ASPIl em meio TB, o
volume foi centrifugado a 5.470 xg por 30 minutos a 4°C. O pellet de cada cultura foi
ressuspenso em 20 mL de agua ultrapura e centrifugado novamente a 5.470 xg por 30
minutos a 4°C. Este procedimento foi repetido trés vezes. Apds a ultima centrifugacéo,
as celulas foram ressuspensas em 50 mL de &gua ultrapura. Dez mL da suspensdo
celular resultante foram transferidos para placas de Petri previamente taradas (em
triplicata). Essas placas foram armazenadas em estufa a 90°C para verificacdo e registro
dos valores até a secagem dos pellets.

Simultaneamente, foram realizadas dilui¢cdes seriadas com o volume restante de
20 mL das amostras. A DO destas dilui¢cGes foi medida em espectrofotometro, de modo
a delinear um grafico de DOgoonm em funcéo da concentracdo de células, obtendo-se a
equacdo que correlaciona DOsoonm COmM concentracao de células da cepa E. coli pET28a-
ASPII (R?=0,992) e pET22-ASPII (R?=0,998).

4.25. Digestéo triptica em gel de poliacrilamida

As cadeias polipeptidicas reveladas como bandas nos geéis de eletroforese
unidimensional foram tripsinizadas conforme descrito abaixo. O procedimento foi
realizado em uma cabine de seguranca bioldgica para minimizar eventual contaminacao
e resultados ndo confiaveis. Depois de identificadas, as bandas foram cortadas, os
pedacos de gel colocados em tubos tipo Eppendorf de 0,5 mL e descorados com solucao
de acetonitrila 50%/bicarbonato de amonio 25 mM pH 8,0 por 24 horas, sob agitacao.
Em seguida, removeu-se 0 descorante e desidratou-se 0os pedacos de gel com 200 uL de
acetonitrila 100% por 5 minutos e, entdo, secou-se em equipamento de secagem a Vacuo
(Speedvac, SC110, Savant), por cerca de 15 minutos.

Aos pedacos de gel secos foram adicionados 100 uL de ditiotreitol (DTT) 65
mM, por 30 minutos a 56°C. Passado este tempo, removeu-se a solucdo redutora e
adicionou-se 100 pL de iodoacetamida 200 mM, por 30 minutos, & temperatura
ambiente, no escuro. A solucdo foi removida e os pedagos de gel foram lavados com
200 pL de bicarbonato de amonio 100 mM, por 10 minutos. Apos remogédo da solucao
de lavagem, os pedacos de gel foram submetidos a nova desidratacdo com 200 uL de
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acetonitrila 100%. O procedimento de lavagem e desidratacdo dos geis foi repetido mais
uma vez, secando-se a seguir 0s mesmaos por 15 minutos em speed-vac.

Em paralelo, dissolveu-se em banho de gelo, 20 ug de tripsina (Promega) em
100 plLde &cido acético 50 mM, diluindo-se a seguir 10 vezes com solucdo de
bicarbonato de aménio 40 mM. Adicionou-se 15 uL da solucéo resultante de tripsina
(concentragao final de 20 ng/uL) a cada tubo contendo os pedagos de gel, mantendo-se
no gelo por 45 minutos, para que a tripsina penetrasse no gel sem que se iniciasse a
digestdo. Removeu-se, entdo, todo o excesso de tripsina e adicionou-se 20 uL de
bicarbonato de amonio 40 mM. Incubou-se a 37°C por 20 horas.

As solugdes dos peptideos extraidos foram concentradas em speed-vac até o
volume de aproximadamente 5 pL, sendo armazenadas em freezer a -20°C, para
posterior analise por espectrometria de massas.

Para todos os ensaios deste tipo, utilizaram-se o padrdo de massa molecular BSA
como controle positivo (CP) e um pedaco de gel ndo corado como controle negativo
(CN).

4.26. Analise de peptideos por Espectrometria de Massas

Os peptideos da digestao triptica foram analisados em espectrdmetro de massas
MALDI-TOF/TOF (ABI 5800 Applied Biosystem), no modo reflectron. As amostras
foram misturadas com a matriz (composta de &cido a-ciano-4-hidroxicindmico 10
mg/mL em acetonitrila 50% e &cido trifluoroacético 0,3%), na propor¢do de 1:1 (v/v).
As misturas foram aplicadas individualmente na placa de MALDI (1 pL) e secas a
temperatura ambiente. A placa de MALDI foi calibrada com uma mistura dos seguintes
peptideos: arg-bradicinina (m/z 904,46), angiotensina | (m/z 1.296,68), glul-
fibrinopeptideo B (m/z 1.570,67), ACTH-(1-17) (m/z 2.093,08), e ACTH-(18-39) (m/z
2.465,19). No modo MS (primeira fragmentacdo), as massas (na realidade a relacdo
m/z) dos ions observados correspondem as massas dos peptideos obtidos pela digestdo
triptica da proteina e detectados no espectrémetro (mapa peptidico). No modo MS/MS
(segunda fragmentacdo), os cinco ions mais abundantes foram selecionados (timed ion
selector) e fragmentados, preferencialmente nas ligagcdes peptidicas, por colisdo com
nitrogénio (CID ou collision-induced dissociation). As massas dos fragmentos gerados
(MS/MS) foram submetidas a pesquisa no banco de dados do NCBI (National Center
for Biotechnology Information) ndo-redundante (nr), com o auxilio do programa

MASCOT (Matrix Science, Londres, Inglaterra). Os parametros usados na busca foram:
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duas clivagens de tripsina perdidas, + 0,8 Da de erro no modo MS, + 0,6 Da de erro no
modo MS/MS e modificacbes variaveis em relacdo a carbamidometilacdo (Cys),
oxidagdo (Met) e pyro-Glu (N-terminal Glu). A especificacdo do instrumento para a
busca de dados através de programa MASCOT foi “MALDI-TOF/TOF”. Finalmente, os

resultados foram conferidos manualmente.

4.27. Determinacdo de massa molar por cromatografia de exclusdo molecular

As amostras foram submetidas a cromatografia utilizando solucdo PBS, pH 7,0
em coluna Superdex 200 10/30 (24 mL). O fluxo foi de 0,5 mL/minuto e o volume de
aplicacdo de 500 uL, em equipamento AKTA Pure. A deteccdo foi realizada a 220 e
280nm. A coluna foi previamente calibrada com padroes de massa molecular
conhecidos: Blue Dextran (2000kDa), Aldolase (150kDa), Conalbumina (75kDa) e
Ribonuclease (13,7kDa). A massa molar foi calculada utilizando curva de calibragcdo y=
-3,7412x + 4,7187. R?=0,9967.

4.28. Focalizacgdo Isoelétrica

As amostras ndo foram diluidas para a realizacdo do experimento. O ponto
isoelétrico (pl) foi estimado por focalizacdo isoelétrica em gel de poliacrilamida (IEF-
PAGE), conforme Phamacia Biotech (1990). Foi utilizado um gel pronto PhastGel®
(GE Healthcare) com gradiente de pH 3 a 9. Foram utilizados padrdes de pl 3 a 10
Broad (GE Healthcare), cujas proteinas sdao amiloglicosidase (3,50), inibidor de tripsina
de soja (4,55), B-lactoglobulina A (5,20), anidrase carb6nica B bovina (5,85), anidrase
carbdénica B humana (6,55), mioglobina acida de cavalo (6,85), mioglobina béasica de
cavalo (7.35), lectina &cida de lentilha (8.15), lectina intermediaria de lentilha (8,45),
lectina basica de lentilha (8,65) e tripsinogénio (9,30). As duas amostras foram
aplicadas no gel, com o pente de aplicacdo de 4 pL para 6 amostras. A corrida
eletroforética foi realizada no equipamento PhastSystem® com corrente constante de
2.5 mA, voltagem de 2.000 V e duracdo de 30 minutos. A revelacdo do gel foi feita com
solugédo aquosa do corante de Coomassie Brilliant Blue R350 (PhastGel Blue R, GE
Healthcare) 0,1% em metanol 30% e acido acético 10%. Apos 1 hora de incubagdo com
0 corante a temperatura ambiente, o gel foi descorado por meio de lavagens sucessivas
com solugdo aquosa de metanol 30% e acido acético 10%. Em seguida, o gel foi
digitalizado no aparelho Gel DOC XR+™ (Bio-Rad) e a densitometria das bandas
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eletroforeéticas foi realizada no programa Image Lab™ (Bio-Rad). Os valores de pl

foram estimados contra a curva de calibragdo: Y = —0.44*x +0.98, R* = 0.969091.

4.29. Avaliacéo da atividade glutaminasica

Esses ensaios foram realizados conforme descrito por Pinheiro (2015), com o
objetivo de analisar a atividade enzimatica da asparaginase Il recombinante expressa em
E. coli utilizando como substrato L-glutamina 5 g/L. Os ensaios foram conduzidos

conforme descrito no item 4.23, substituindo a L-asparagina por L-glutamina.

4.30. Ensaios de atividade antitumoral in vitro por MTT

As células K562 (linhagem celular de leucemia mieloide aguda) e Jurkat
(linhagem de leucemia de célula T humana) foram cultivadas em meio de cultura
RPMI1640 suplementado com soro fetal bovino 10%, penicilina 100 U/mL,
estreptomicina 0,1 mg/mL e gentamicina 0,05 mg/mL e mantidas em fase exponencial
de crescimento. Vinte e quatro horas antes do ensaio, 5 x 10* células/mL foram
adicionadas aos pocos de placas de 96 pocos e mantidas a 5% de CO, e 37°C. O
tratamento com a amostra de asparaginase purificada foi realizado em um ensaio dose-
resposta (de 0,312 a 5 IU mL™?), cada concentragdo foi realizada em triplicata. Tamp&o
fosfato de sddio 20 mM, estaurosporina 1 mM e asparaginase comercial (medicamento
Aginasa, Bago, Lote E120234A) foram utilizados como controles para a inibi¢cdo do
crescimento celular. Apos 48 horas de incubacdo, adicionou-se azul de tiazolilo (MTT)
2,5 mg/mL e manteve-se a placa numa incubadora de CO> durante 4 horas. Os cristais
de formazan gerados pela atividade celular foram solubilizados com alcool isopropilico
e a absorbancia a 570 nm foi determinada usando um leitor de microplacas (VictorX5;
Perkin Elmer, EUA).

Para o calculo de viabilidade celular, seguimos a férmula: Viabilidade (%) = (Do
da amostra/Do controle) x 100%. O IC50 foi calculado utilizando o software Graph Pad
Prism (Versdo 5.01).
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4.31. Fluxograma da expressdo, purificacdo e pacial caracterizacao da
asparaginase Il utilizando a construcao pET28a-ASPII e pET22b-ASPII

Foram desenhados fluxogramas para o maior entendimento dos experimentos
realizados com as construcdes pET28a-ASPII (Figura 6) E pET22b-ASPII (Figura 7).

—— pET28a-ASPIl

MeoTB1C250mm | Expressaoda asparaginase ll de S.

Tripsinizagdo das bandas
e
SDS-PAGE

Indugao com 0,1 mM de O e e —>
PTG por 20 horas cerevisiaeem E. coli
v
6,000 pma 4 °C | Centrifugacgo |
l Pellet

Figura 6. Fluxograma da expressdo, purificagdo e parcial caracterizacdo da

asparaginase |1 utilizando a construcdo pET28a-ASPII.
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Figura 7. Fluxograma da expressdo, confirmacdo da proteina e purificacdo da
asparaginase |1 utilizando a construgdo pET22b-ASPII.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Amplificacéo e clonagem do gene ASP3

Com o intuito de obter a mesma sequéncia de aminoacidos da asparaginase Il de
S. cerevisiae clonada em P. pastoris (Ferrara et al., 2006), no presente trabalho foi
amplificada a regido do gene ASP3 correspondente aos aminoacidos 33 a 362 da
proteina, retirando-se, portanto, a sequéncia sinal (25 aminoacidos) mais 7 aminoacidos
em seu N-terminal.

O fragmento do gene ASP3 foi amplificado com sucesso do DNA gendémico
isolado de S. cerevisiae (S288c) por PCR. A eletroforese revelou a amplificacdo de um
Unico fragmento de aproximadamente 990 pb, conforme o tamanho esperado (Figura 8).
O gene clonado foi sequenciado por método automatico e realizada a anélise no
software  BLAST  (Basic  Local Alignment Search  Tool;  website:

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi), apresentando alta similaridade com varios genes

ASP3 de S. cerevisiae (S288c). Tais genes estdo depositados no banco de dados do
NCBI, incluindo a sequéncia que foi utilizada para o desenho dos primers (GenBank:
BK006945.2), os quais apresentaram 98% de identidade. A partir da sequéncia de
aminoéacidos estimada pelo programa pDRAW32 (AcaClone Software) e utilizando a
sequéncia de nucleotideos do gene clonado, pode ser feita a analise de similaridades das
sequéncias de aminoacidos depositados no banco de dados do BLAST com a proteina
estudada. A busca resultou na asparaginase de S. cerevisiae (S288c) com 100% de
identidade depositada com o nimero de acesso NP_013256.1.

pb PM N 1 2 3 4

5000

15C0
1000

700
500

Figura 8. Amplificacdo do gene ASP3 de S. cerevisiae pela técnica da PCR. Gel de
agarose a 1,5%; PM - GeneRuler 1kb Plus (Thermo Scientific); N — Controle negativo
(sem DNA gendmico); 1 e 2 — Bandas referentes ao gene ASP3 amplificado a partir do
DNA gendmico de S. cerevisiae sem diluigéo; 3 e 4 - Bandas referentes ao gene ASP3
amplificado a partir do DNA gendmico de S. cerevisiae diluido 1:10.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6323184?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=X7106AWC014

O fragmento de DNA foi purificado a partir do gel de agarose e digerido pelas
enzimas Ndel e Xhol, conforme descrito em Material e Métodos. O fragmento digerido
foi clonado diretamente no vetor pET-28a digerido com as mesmas enzimas. Utilizando
esse vetor, espera-se a expressdo da proteina de forma soltvel no interior da célula,
podendo ocorrer, entretanto, a formacdo de corpusculo de inclusdo. O plasmideo foi
nomeado como pET28a-ASPII (devido ao nome da proteina asparaginase Il expressa
pelo gene ASP3 de S. cerevisiae). Com 0 objetivo de confirmar a ligagdo do gene ASP3
ao vetor pET28a, o plasmideo recombinante foi inserido em células de E. coli DH5a,
para a amplificacdo clonal. Apds o crescimento celular, foram selecionados alguns
clones para andlise de restricdo com as mesmas enzimas utilizadas para clonagem do
gene ao vetor pET28a. Espera-se que pela utilizagdo dessas enzimas sejam gerados dois
fragmentos, correspondendo ao tamanho do gene ASP3 (990 pb) e do vetor pET28a
(5389 pb). Na Figura 9 é possivel visualizar a confirmacédo da ligacdo do gene ao vetor

em apenas um clone de E. coli DH5a transformado com o plasmideo pET28a-ASPII.

€—PET283 - (5363bp)

€~ ASP3- (3900p)

Figura 9. Selecédo de clones (E. coli - DH5a) transformados com pET28a-ASPII.
Andlise por restricdo (Ndel e Xhol). Gel de agarose a 1,5%; PM — Peso Molecular
1Kb (Invitrogen); 1 a 8 — clones transformados com pET-28a -ASP3; 9 — controle

positivo do gene ASP3 (PCR). Observa-se apenas o clone 6 como positivo.

O clone positivo foi cultivado para amplificar o nimero de cépias do plasmideo.
Estes, apds extracdo e purificacdo, foram empregados para transformar a linhagem de E.
coli BL21 (DE3) e expressar a proteina recombinante.
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Foram selecionados alguns clones, porém em apenas dois observou-se a
expressao intracelular de uma proteina de aproximadamente 38 kDa, valor proximo ao
esperado para a asparaginase recombinante, conforme deducdo teorica utilizando o
programa ProtParam (cerca de 37 kDa). A sele¢do dos clones positivos, nos quais se
observou a expressdo de proteina recombinante pela inducdo por IPTG, pode ser

visualizada na Figura 10. A visualizacdo da expressao da proteina recombinante revela

0 sucesso da construgdo do plasmideo.
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Figura 10. Selecédo de clones (E. coli - BL21 DE3) transformados com pET28a-
ASPI1 através da inducdo com IPTG 1 mM para expressao da asparaginase a 37°C
por 3 horas de inducdo. Gel de SDS-PAGE a 12%. PM — Peso Molecular Page Ruler
Plus (Thermo Scientific #26619). 1 — pET28a-vazio (extrato total); 2 — pET-28a-vazio
(Sobrenadante da cultura); 3 — Clone 1 (extrato total); 4 — clone 1 (meio de cultura); 5 —
Clone 2 (extrato total); 6 — clone 2 (meio de cultura). A asparaginase pode ser observada

préximo ao peso molecular de 36 kDa, como indicado com uma seta na figura.

5.2. Subclonagem do gene ASP3 para expressdo extracelular da asparaginase 11

utilizando o vetor pET22b

A clonagem no vetor pET22b facilita a expressdo da proteina para o espaco
periplasmatico, de onde poderd ser secretada para 0 meio de cultivo através de
transporte passivo ou extravasamento da proteina pelo rompimento da célula, conforme
ocorreu com a expressdo da L-asparaginase de Zymomonas mobilis em E. coli
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(Einsfeldt, 2014). Apds a clonagem do gene ASP3 no vetor pET22b, foi gerado o
plasmideo pET22b-ASPIl. Essa construgdo foi usada para transformar células DH5a
para aumentar o nimero de cépias do plasmideo. Apds a transformacdo, sete clones
foram selecionados e analisados por PCR para avaliagédo da presenga do gene ASP3
(figura 11). Observa-se que quatro clones apresentaram o fragmento de 990 pb

correspondente ao inserto.

ASP3
(990bp)

250

Figura 11. Selecdo de clones (E. coli - DH5a) transformados com pET22b-
ASPII a partir da PCR. Gel de agarose a 1,5% PM — GeneRuler 1kb Plus
(Thermo Scientific); 1 até 7 — clones transformados com pET22b-ASPII

identificados pela presenca do gene ASP3.

Os plasmideos dos clones positivos (1, 4, 5 e 7, figura 11) foram purificados por
Miniprep, conforme descrito em Materiais e Métodos. Apds a extracdo plasmidial, foi
realizada a analise de restricdo com as enzimas Ncol e Xhol para confirmacdo da ligacdo
do inserto ao vetor pET22b. Na Figura 12 pode ser observada a clivagem dos
plasmideos com éxito, mostrando que o fragmento do gene ASP3 (990 pb) realmente se

ligou ao vetor.
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250—

Figura 12. Selecédo de clones (E. coli - DH5a) transformados com pET22b-ASPII.
Analise por restricdo (Ncol e Xhol). Gel de agarose a 1,5% PM — GeneRuler 1kb Plus
(Thermo Scientific); 1 até 5 — clones transformados com pET22b-ASPII; 6 — controle
positivo do gene ASP3 (PCR); 7 — Vetor pET22b vazio. Observam-se os clones 1, 3, 4 e

5 como positivos.

O plasmideo pET22b-ASPII positivo foi utilizado para transformar E. coli BL21
DE3 por eletroporacéo. Foram selecionados nove clones e a confirmacéo da presenca do
plasmideo e do gene ASP3 foi realizada pela anélise por PCR, sendo constatada a

presenca do gene ASP3 em oito dos clones selecionados (Figura 13).

PM1 2 3 4 7 8 91011

& ASP3-(990bp)

Figura 13. Amplificagdo do gene ASP3 nos clones (E. coli BL21 DE3)
transformados com pET22b-ASPIl por PCR. Gel de agarose a 1,5% PM -
GeneRuler 1kb Plus (Thermo Scientific); 1 até 9 — clones E. coli BL21 (DE3)
transformados com pET22b-ASPII; 10 — controle positivo pET28a-ASP3 (diluido 1:10);
11- Controle negativo (foi adicionado agua no lugar de DNA). Observa-se o clone 8

como negativo e os demais positivos comparados com o controle: (10).
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Todos os clones positivos foram avaliados quanto a producdo da proteina
recombinante por inducdo por IPTG, sendo analisados apenas 0s sobrenadantes dessas
culturas por SDS-PAGE, no intuito de avaliar a expressdo extracelular da proteina
recombinante (Figura 14). Todos os clones expressaram uma proteina com o tamanho
esperado do monémero da asparaginase de aproximadamente 38 kDa. Portanto, a
clonagem do gene ASP3 em E. coli utilizando o vetor pET22b promoveu a expressao da

asparaginase Il de S. cerevisiae para 0 meio extracelular.
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Figura 14. Selecéo de clones (E. coli BL21-DE3) transformados com pET22b-ASPII
através da inducdo com IPTG 1 mM a 37°C por 3 horas. Gel de SDS-PAGE a 12% em
condicdes desnaturantes. Meio de cultura em meio LB apés inducdo. PM — Peso Molecular
Page Ruler Plus — 26619 (Thermo Scientific); Vazio — pET22b-vazio; Clones 1 até 8 (o
clone 8 é o clone 9 identificado na figura 13) transformados com pET22b-ASPII.

5.3. Expressdo da asparaginase Il em frascos agitados utilizando os clones E. coli
pET28a-ASPII e E. coli pET22b-ASPII e analise por Espectrometria de Massas

para identificacdo da asparaginase de S. cerevisiae

A expressdo da proteina utilizando a construgdo E. coli BL21 DE3/pET28a-
ASPII foi realizada atraves da inducdo com IPTG 0,1 mM a 15°C por 20 horas. Essas
condigdes favoreceram a expressdo intracelular da proteina recombinante de forma
solivel, porém também houve a formacdo de corplsculo de inclusdo e ndo foi

observada significativa expressdo no meio de cultura (Figura 15). Ressalta-se que as
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bactérias nem sempre sdo capazes de expressar na conformacdo correta proteinas
nativas excretadas de eucariotos, resultando na formacdo de corpusculos de inclusdo.
Isso ocorre porque 0s sistemas procariotos nao realizam modificagcBes pos-traducionais,
que sdo muitas vezes cruciais para garantir a conformacéo estrutural correta da molécula
e, por conseguinte, sua atividade biologica (Sahdev et al., 2008; Upadhyay et al., 2014;
Saeed et al., 2018). De fato, Santos e colaboradores (2016) testaram 93 estratégias,
incluindo diferentes combinacbes de linhagens hospedeiras, vetores, regides
codificadoras do gene (correspondentes aos aminodcidos 1 a 362; 26 a 362; e 32 a 362)
e condicBes de cultivo, entre outras, para a clonagem do gene ASP3 em E. coli,
nenhuma delas coincidente com a utilizada no presente trabalho. Em todas as
estratégias, a proteina foi obtida de forma insollivel e sem atividade, com excecéo de
uma (pET15b com a insercdo do gene ASP3 — correspondente aos aminoécidos 32 a
362), que resultou em uma pequena quantidade de proteina soltvel com baixa atividade
especifica ap0os purificacdo (Santos et al., 2016). Porém, no presente trabalho pode ser
observada a expressao de forma sollvel, apés a lise celular, (Figura 15, canaleta 4). Esse
resultado é muito importante, porque a expressao sollvel facilita a recuperacdo da
proteina através da purificacdo por IMAC, com o auxilio da cauda de histidina, sem a
necessidade de realizar a etapa de reenovelamento, como € o caso da proteina presente

no corpusculo de inclusao.
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Figura 15. Expressdo solavel e formacdo de corpusculo de inclusédo utilizando o
plasmideo pET28a-ASPIl em E. coli BL21 (DE3) com indugdo por IPTG 0,1 mM a
15°C por 20 horas. Gel de SDS-PAGE a 12% em condigdes desnaturantes; PM — Peso
Molecular Page Ruler Plus — 26619 (Thermo Scientific) 1 — Extrato celular sem indugéo
por IPTG; 2 — Extrato celular ap6s indu¢do com IPTG 0,1 mM; 3 — Meio de cultura
concentrado 10X com Centriprep (Millipore); 4 — Fracdo soltvel; 5 — Corpusculo de
incluséo (ClI).



A expressao soluvel da asparaginase 1l em E. coli pode ter sido influenciada pela
adicdo de glicose no meio de cultura, pois a alta concentracdo desse agucar resulta em
repressdo catabdlica, diminuindo a captacdo de lactose e elevando a adenosina
monofosfato ciclica (AMPc). Esses fatores ocasionam a reducgdo de afinidade da RNA
polimerase, levando a diminuicdo da expressdo dos genes associados ao operon lac
(Deutscher et al., 2006). Tais fatores associados ao crescimento microbiano em
temperaturas mais baixas diminuem a taxa de replicagdo de E. coli, geralmente
promovendo a expressao de proteinas solUveis (Schein et al., 1988).

O crescimento bacteriano em temperaturas mais baixas € uma técnica bem
conhecida para facilitar o enovelamento correto. A razao pela qual a temperatura mais
baixa favorece o estado nativo da proteina expressa esta relacionada a uma série de
fatores, incluindo a diminuicéo na forca motriz para a associacao de proteinas; taxa mais
lenta de sintese proteica; mudancas na cinética de enovelamento da cadeia polipeptidica
etc. Um sistema de expressdo especificamente induzido a baixa temperatura e em
conjunto com as chaperonas moleculares pode produzir um sistema novo e poderoso
para obter proteinas sollveis (Schumann & Ferreira, 2004).

As chaperonas moleculares sdo proteinas altamente conservadas que ajudam
outros polipeptideos a alcancar sua conformacdo nativa sem se tornarem parte da
estrutura final. Elas ndo sdo catalisadores de dobramento, uma vez que ndo aceleram as
taxas de enovelamento. Em vez disso, elas impedem reagdes de agregagéo fora da via
por dominios hidrofébicos de ligacdo em polipeptideos parcialmente dobrados ou néo-
dobrados designados como proteinas ndo-nativas (Schumann & Ferreira, 2004). As
chaperonas moleculares séo divididas em enoveladoras e de suporte estrutural. Ambas
as classes interagem com cadeias polipeptidicas ndo nativas através de superficies
hidrofébicas expostas. Enquanto as chaperonas enoveladoras medeiam seu
reenovelamento em um processo dependente de ATP, as chaperonas de suporte ligam
proteinas ndo-nativas e impedem sua agregacdo (Schumann & Ferreira, 2004).

A concentracdo do indutor também desempenha um papel importante na
expressdo solUvel de proteinas recombinantes (Antoniou et al., 2017). A estratégia
baseada em baixa temperatura, concentracdo de indutor, variacdo no tempo de inducdo
do gene alvo e expressdo de chaperona foi usada para reduzir a agregacao de xilanase
em E. coli e aumentar sua expressdo soltvel e com atividade enzimatica (Jhamb &
Sahoo, 2012).

Para a expressdo utilizando a construgdo pET22b-ASPII, para a qual é esperada

expressdo extracelular, a cultura em frascos agitados foi induzida por IPTG 1mM a
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37°C por 20 horas. Observa-se para o sobrenadante da cultura uma banda proteica
predominante, de cerca de 38 kDa, indicando a expressao extracelular da asparaginase
(Figura 16). N&o foi observada a formacéo de corpusculo de inclusdo como ocorreu para
a construcdo pET28a-ASPII.
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Figura 16. Expressdo solavel utilizando o plasmideo pET22b-ASPII em E. coli com
inducéo por IPTG 1 mM a 37°C por 20 horas. Gel de SDS-PAGE a 12%; PM — Peso
Molecular Page Ruler Plus — 26619 (Thermo Scientific) 1 — pellet celular sem inducéo
por IPTG; 2 — Extrato celular apds inducdo com IPTG; 3 — meio de cultura concentrado

10X com Centriprep (Millipore); 4 — Fracdo soluvel; 5 — Corpusculo de inclus&o.

Proteinas secretadas podem extravasar do espaco periplasmatico para o meio de
cultura, possivelmente devido ao aumento da permeabilidade da membrana celular
(Tong et al., 2000). Essa observagdo tem forte apelo industrial, pois a expressédo da
proteina periplasmatica ou potencialmente extracelular no meio de cultura facilita
significativamente os processos de purificacdo, devido ao menor nimero de proteinas
contaminantes presentes no meio extracelular em relagdo ao intracelular (Cornelis,
2000; Jones, 2002). Além disso, as L-asparaginases nativas bacterianas sdo expressas
para 0 meio extracelular com auxilio de um peptideo sinal que transporta a proteina para
o periplasma da célula (Kotzia & Labrou, 2005). De forma semelhante, ja foi
observado que a asparaginase de Erwinia carotovora foi expressa tanto no periplasma
da célula como secretada no meio de cultura utilizando E. coli como plataforma de
expressao (Wink et al., 2010). Karamitros & Labrou (2014) também descreveram a
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expressao extracelular, para o meio de cultura, da L-asparaginase de Erwinia
chrysanthemi utilizando E. coli.

As construcbes do presente trabalho foram comparadas quanto a expressdo da
asparaginase em termos de atividade enzimatica de cada etapa (sobrenadante da cultura,
extrato celular, fragdo soltvel e corpusculo de inclusdo) com o objetivo de selecionar a
construcdo com maior producdo da proteina recombinante. Para isso, foram realizados
cultivos em triplicata de cada construcdo (E. coli pET28a-ASPII e E. coli pET22b-
ASPII) e também do controle negativo (pET28-vazio sem o gene ASP3).

A expressdo da asparaginase recombinante, utilizando E. coli transformada com
o0 plasmideo pET28a-ASPII apresentou 225,6 Ul/g de célula (atividade medida no pellet
celular) (Figura 17). Este valor € cerca de duas vezes maior do que a atividade da
asparaginase nativa de S. cerevisiae expressa por fermentacdo em frascos agitados, que
apresentou 115 Ul/g (Ferrara et al., 2004). A expressao extracelular obtida para essa
construcdo foi de 14,9 Ul/g de célula. Apoés lise celular, a fracdo solGvel apresentou
192,9 Ul/g de célula. N&o foi detectada atividade enzimatica no corpdsculo de incluséo.

O pellet celular da fermentagdo utilizando a construgdo pET22b-ASPII
apresentou 155,4 Ul/g, enquanto que a expressao extracelular foi de 54,1 Ul/g. Apos a
lise celular, a fracdo sollvel apresentou 120,9 Ul/g (Figura 17) e o corpusculo de
inclusdo ndo apresentou atividade.

A atividade asparaginasica observada para a constru¢do com o vetor vazio (sem
0 gene ASP3) foi muito inferior (24,1 Ul/g) quando comparada com as obtidas com as
construcdes contendo o gene ASP3 (225,6 Ul/g).

A atividade asparaginasica total por grama de célula (atividade extracelular
somada a atividade no pellet) foi maior para a construcdo pET28a-ASPII (240,15 UI/g)
do que para a construcdo pET22b-ASPII (209,5 Ul/g). Diferencas de rendimento entre
duas construcdes para producdo de asparaginase foi evidenciada também por outros
autores. Einsfeldt (2014) clonou o gene da L-asparaginase de Zymomonas mobilis em E.
coli utilizando o vetor pET26b, que possui 0 mesmo peptideo sinal (pelB) do vetor
pPET22b; o cultivo da linhagem recombinante em biorreator com meio de cultura
complexo apds quatro horas da inducdo por IPTG resultou em 172,7 Ul/g de célula,
valor semelhante ao obtido no presente trabalho para a construgdo E. coli pET22b-
ASPII. Por outro lado, a atividade enzimética da asparaginase Il recombinante expressa
de forma intracelular (citosolica) de E. coli MTCC 739 apresentou maior atividade

comparada com a proteina coletada do periplasma (Vidya et al., 2011). Da mesma
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forma, neste trabalho, a construcdo (pET28a-ASPIl) que expressou a proteina

intracelular apresentou maior atividade comparada a extracelular.
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Figura 17. Atividade asparaginasica especifica (Ul/g de célula) das diversas fracdes do cultivo de E. coli
BL21 (DE3) transformada com pET-28a-ASPII, pET-22b-ASPII e pET-28a-vazio (sem o gene ASP3).
CI (corpusculo de inclusdo). Todos os experimentos foram realizados em triplicata e lisados utilizando por

prensa francesa.

5.4. ldentificacdo asparaginase recombinnate por espectrometria de massas

A proteina expressa pela construcdo E. coli pET28a-ASP3 foi analisada por
espectrometria de massas para confirmar a identidade com a asparaginase Il de S.
cerevisiae. Para isto, as bandas de aproximadamente 38 kDa correspondentes as fracdes
soluveis e corpusculo de inclusdo foram excisadas, como demonstrado na Figura 18, e
tripsinizadas. Os resultados obtidos de MS/MS foram analisados com o auxilio do

programa Mascot (http://www.matrixscience.com/search_form_select.html) e a busca

das proteinas na base de dados do Blast. Os dados da Tabela 1 indicam que a
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asparaginase Il de S. cerevisiae foi observada nas bandas 1 e 2, confirmando a

expressao dessa proteina em E. coli.
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Figura 18. Bandas excisadas do gel para tripsinizacdo e identificacdo por

espectrometria de massas da asparaginase Il de S. cerevisiae a partir da expressao
em E. coli BL21 (DE3) pET28a-ASPIl. Gel de SDS-PAGE a 12%; PM — Peso
Molecular Page Ruler Plus (Thermo Scientific); 1 — Sobrenadante ap6s lise celular; 2 —

Corpusculo de incluséo (ClI).

Tabela 1. Identificacdo dos peptideos obtidos pela expressdo realizada por E. coli BL21 (DE3)

pPET28a-ASPII. Resultados gerados pela base de dados Mascot, correspondendo aos resultados de

MS/MS.

Proteina Microrganismo Score Matches

Peptideos

Banda N° de acesso

ASP S. cerevisiae S288c 354 5@13)

R.IASGFWTTK.M

R.ILLQLCLYSGYGMDQIR.S
R.RTADGTVPPDDAPEYAIGSGYLNPQK.S
K.GIVLAGSGAGSWTATGSIVNEQLYEEYGIPIVHSR.R

1 NP_013256
2

1,2

2
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O mesmo procedimento foi realizado para a proteina expressa pela construgéo
pPET22b-ASPII, observada em gel de SDS-PAGE (figura 16). Na Tabela 2 estdo
descritos os peptideos que conferem identidade com a asparaginase Il de S. cerevisiae.
A identificacdo dos peptideos referentes a asparaginase confirma a expressdo da
asparaginase recombinante para o meio extracelular em E. coli. No entanto, o score
(118) para essa proteina soluvel foi menor do que o verificado para a proteina expressa
de forma intracelular utilizando pET28a-ASPII, de 354. Isso pode ser visualizado pela
quantidade de peptideos encontrados, sendo maior para a constru¢do pET28a-ASPII.

Tabela 2. Identificagdo dos peptideos das bandas do gel da expressdo realizada em
E. coli BL21 (DE3) pE22b-ASPII. Resultados gerados pela base de dados Mascot,

correspondendo aos resultados de MS/MS.

N° de
Proteina Microrganismo Score Matches Peptideos Banda  acesso
ASP S. cerevisiae S288c 118 2(1) R.IASGFWTTK.M 3 NP_013256

R.RTADGTVPPDDAPEYAIGSGYLNPQK.S

5.5. Purificacdo da asparaginase extracelular expressa por E. coli pET22B-ASPII

A expressdo da asparaginase por E. coli pET22b-ASPII produz uma proteina
ligada a cauda de histidina (devido a sequéncia codificadora dessa sequéncia de
aminoacidos presente no vetor pET22b), que possibilita a purificacdo por afinidade ao
niquel. Assim, foi testada a utilizacdo de uma coluna HisTrap HP (GE) de 5 mL para
purificacdo da asparaginase extracelular (excretada para o meio de cultura) obtida
através desta construcdo. Observou-se que a proteina foi eluida por completo, indicando
a ndo eficiéncia desta estratégia de purificacdo (Figura 19). Este resultado sugere que a
cauda de histidina ndo estaria exposta ap6s o enovelamento da proteina, impedindo a
sua ligacédo a coluna. N&o foi detectada atividade enzimatica para a amostra eluida.

Para verificar a presenca da cauda de histidina, a proteina foi previamente
desnaturada por adigcdo de uréia 4 M e, em seguida, aplicada na coluna HisTrap. Pode
ser observado que a proteina desnaturada ligou-se a resina, confirmando a presenca da
cauda de histidina (Figura 20). Devido a desnaturagdo, ndo foi evidenciada atividade

enzimatica.
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Como alternativa a purificacdo da asparaginase, foi utilizada a coluna de troca
ibnica Capto-Q (GE). Neste caso, foi possivel recuperar a proteina presente no meio de
cultura (Figura 19). No entanto, também n&o se observou atividade da proteina apds a
andlise enzimatica das fracGes que foram utilizadas para carregar o gel de SDS-PAGE
(cromatograma nao mostrado), canaletas 3, 4, 5 e 6. Foi observado também que a
proteina expressa no meio extracelular com a construcdo pET22b-ASPIl possuia
atividade de 1,301 Ul/mL, porém perdeu a atividade apds a etapa de troca de tampao
para retirada do meio de cultura e posterior purificacdo. A perda da atividade ocorreu
até mesmo quando o meio de cultura, sem prévia mudanca de tampao, foi utilizado

diretamente na purificacgéo.

HisTrap Capto -Q
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Figura 19. Purificacdo por afinidade e por troca ibnica da asparaginase
extracelular expressa utilizando E. coli pET22b-ASPI1 com o equipamento AKTA
Avant 25 (GE). Gel de SDS-PAGE a 12%; PM — Peso Molecular Page Ruler Plus
(Thermo Scientific) 1 — Input da amostra solivel sem concentrar; 2 — Input da amostra
soltvel concentrada 5 X; 3 — Fracdo (pool) purificada com HisTrap com gradiente linear
de Imidazol; 4 — Flow Through (FT) da coluna HisTrap (fracdo néo retida na coluna). 5
— Fragéo purificada (pool) com troca i6nica (Capto Q); 6 — FT da coluna Capto Q

(fracdo ndo retida na coluna).
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A perda da atividade utilizando a constru¢cdo pET22b-ASPII talvez tenha
ocorrido durante o processamento da amostra, pois a asparaginase Il expressa utilizando
0 vetor pET28a-ASPIl permaneceu com atividade, mesmo possuindo a cauda de
histidina (descri¢do no item 5.8).

kba pM 1 2 3

250—

130—

95—

72 —

55 —
36 —

28

17—

Figura 20. Purificacdo em condi¢bes desnaturantes (uréia 4 M) da asparaginase
extracelular expressa utilizando E. coli pET22b-ASPII. Gel de SDS-PAGE a 12%);
PM — Peso Molecular Page Ruler Plus (Thermo Scientific); 1 — Input (meio de cultura

com uréia 4M); 2 — fracdo purificada; 3 — Flow Through (fracdo ndo retida na coluna).

Alguns trabalhos demonstraram que a L-asparaginase Il recombinante de E. coli
foi expressa na forma extracelular, contendo também cauda de seis histidinas com
auxilio do peptideo sinal pelB, o mesmo utilizado no presente trabalho. Essa proteina
recombinante foi purificada, com atividade, a partir do sobrenadante da cultura com
uma Unica etapa de purificacdo, utilizando cromatografia de afinidade ao niquel
(Khushoo et al., 2004). Por outro lado, a proteina recombinante de E. chrysanthemi
secretada em E. coli foi purificada diretamente do meio de cultura, simplificando
consideravelmente os processos de downstream (Karamitros & Labrou, 2014). No
entanto, o autor ndo descreveu a atividade da proteina ap0s essa etapa de purificacao,

ndo sendo possivel, portanto, comparar com o esse estudo.
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Devido ao fato da proteina extracelular avaliada nesse trabalho ndo apresentar
atividade apds a etapa de purificacdo proposta, os esforcos para purificacdo foram

direcionados para a asparaginase expressa utilizando pET28a-ASPII.

5.6 Reenovelamento e purificacdo da asparaginase do corpusculo de incluséo (CI)
da expresséo utilizando E. coli pET28A-ASPII

O corpusculo de inclusdo (CI; sem atividade enzimatica), isolado a partir da
fermentacdo da cepa de E. coli pET28a-ASPIl, foi solubilizado com uréia 4 M e o
reenovelamento da proteina foi conduzido na presenca de arginina 0,1 M. Esse
aminoacido auxilia na reducdo de agregados e promove a formacdo de tetrameros,
conforme ocorreu com o0 reenovelamento da L-asparaginase de E. coli insolavel
(Upadhyay et al., 2014). A asparaginase de S. cerevisiae reenovelada foi purificada
utilizando a coluna de troca iénica Capto DEAE (GE) de 5 mL. A eluicdo foi realizada
por gradiente de NaCl e analisada por SDS-PAGE (Figura 21 — Cromatograma nao
mostrado). No entanto, a proteina em gel desnaturante apresentou o tamanho de
aproximadamente 76 kDa, que corresponde a duas vezes o tamanho esperado para a
subunidade da asparaginase (38 kDa), sugerindo a formacdo de dimero. O mesmo
comportamento foi observado para a asparaginase de Pyrococcus furiosus apos a etapa
de purificacdo (Bansal et al., 2010). Mesmo com essa caracteristica, a asparaginase
recombinante de S. cerevisiae reenovelada do corpusculo de incluséo (antes de iniciar a
purificacdo) apresentou atividade de 0,164 Ul/mL, correspondendo a 0,287 Ul/mg de
proteina. Com a confirmacéo da atividade, podemos concluir que houve o enovelamento
da proteina utilizando essa metodologia, comparado ao corpusculo de inclusdo para o
qual ndo se evidenciou atividade enzimética. Até o momento, ndo ha relatos na
literatura que evidenciem o reenovelamento da asparaginase recombinante de S.
cerevisiae, a partir do Cl, com atividade. Upadhyay e colaboradores (2014) descrevem
que foi possivel recuperar apenas 50% da atividade da asparaginase Il recombinante de
E. coli, apresentando 190 Ul/mg, quando comparada a atividade da asparaginase

comercial (200 Ul/mg).
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Figura 21. Purificacdo por troca ionica (Capto DEAE) da asparaginase
reenovelada expressa em BL21 DE3 utilizando o plasmideo pET28a-ASPIIl. Gel de
SDS-PAGE a 12%; PM — Peso Molecular Page Ruler Plus (Thermo Scientific) 1 —
Input (proteina utilizada para purificacdo) da proteina reenovelada; 2 — Fracdo eluida da

asparaginase reenovelada; 3 — Flow Through (fragdo néo retida na coluna).

5.7. Purificacdo por troca idnica da asparaginase da fracdo solUvel expressa por E.
coli pET28a-ASPII.

A fracdo soltvel (sobrenadante apds a lise celular) em tampdo fosfato de sédio
0,02 M com manitol (0,550 mg/L) apresentou atividade de 0,876 Ul/mL
correspondendo a 3,10 Ul/mg de proteina. Esse material foi utilizado para purificacao
por troca ibnica utilizando uma coluna Capto Q (GE). A eluicdo foi realizada por
gradiente de NaCl, conforme detalhado no cromatograma da purificacdo (Figura 22) e 0
material referente aos dois 2 picos coletados foram submetidos a eletroforese (Figura
23). O pool do pico 1 apresentou 8,16 Ul/mL, porém com muitos contaminantes. Pode
ser observado nessa figura uma amostra mais pura (canaleta 3) que apresentou atividade
enzimatica de 0,489 Ul/mL (Figura 24), correspondendo a 0,859 Ul/mg de proteina.
Esse valor, embora superior ao observado para a amostra reenovelada do corpusculo de
incluséo, de 0,287 Ul/mg de proteina, € considerado muito baixo, motivando o uso de

outras estratégias de purificagdo visando a obtencdo de uma recuperagcdo maior da
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asparaginase. Também foi observada a formacdo de dimeros na purificacdo da proteina

soltvel, bem como presente no input da amostra.
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Figura 22. Cromatograma da purificacéo por troca idnica com gradiente de NaCl

da asparaginase sollvel expressa por E. coli pET28a-ASPII utilizando a coluna
Capto Q (GE). — Equipamento: AKTA Avant/GE
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Figura 23. Purificacdo por troca idnica (Capto Q) da asparaginase soluvel expressa
em E. coli pET28a-ASPIl. Gel de SDS-PAGE a 12%; PM — Peso Molecular Page
Ruler Plus (Thermo Scientific) 1 — Input da fracdo soltvel apoés lise celular; 2 — Pool de
Fracdes do pico 1; 3 — Pool de Fragdes do pico 2; 4 — Flow Through (fragdo néo retida

na coluna).
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Figura 24. Atividade em Ul/mL das fracGes purificadas por troca idnica (Capto Q)
da asparaginase solUvel expressa em BL21 DE3 utilizando o plasmideo pET28a-
ASPII. Medicamento Aginasa em 0,093 mg/mL; 1 — Input da proteina soltvel apds lise

celular; 2 — Fragdo 1; 3 — Fracdo 2; 4 — Flow Through (amostra que ndo aderiu a coluna).

5.8. Purificacdo por IMAC da asparaginase da fracdo soluvel expressa por E. coli
pET28a-ASPII

A fracdo sollvel obtida apés a lise celular de E. coli pET28a-ASPIl foi
submetida ao processo cromatografico de purificacdo por afinidade a niquel (IMAC)
com a utilizacdo de duas resinas acopladas da Histrap HP (GE) totalizando 10 mL do
volume total da coluna. A eluicdo da asparaginase recombinante foi realizada em trés
steps utilizando fosfato de sodio 0,02 M, imidazol 0,5 M, NaCl 0,2 M. Para a eluicdo
em pH 6,0, observou-se que a proteina se ligou a resina com niquel com auxilio da
cauda de 6 histidinas (Figura 25) e p6de ser eluida com pureza maior do que a
observada para a purificagdo por troca ibnica (item 5.7). No entanto, nenhuma das
fracOes purificadas, incluindo o Flow Through, apresentou atividade enzimética. Esta
perda de atividade pode ser atribuida ao fato do pH estar proximo ao pl da asparaginase

recombinante.

62



Na eluicdo em pH 7,0, a proteina apresentou pouca interagdo com a resina
(figura 26). Nesta condicdo também ndo foi detectada atividade enzimatica nas fracoes.

Figura 25. Purificacdo por afinidade (Histrap) em pH 6,0 da asparaginase 11 soluvel
(E. coli BL21 DE3 pET28a-ASPIIl). Gel SDS-PAGE a 12%; PM — Peso Molecular
Page Ruler Plus (Thermo Scientific) 1 — Input; 2 e 3 — Fragdes do pico 1; 4 a 8 — Fragdes

do pico 2; 9 — Flow Through - FT (amostra ndo retida na coluna).

Figura 26. Purificacdo por afinidade (Histrap) em pH 7,0 da asparaginase 11 solavel
(E. coli pET28a-ASPII). Gel SDS-PAGE a 12%; PM — Peso Molecular Page Ruler Plus
(Thermo Scientific) 1 — Input; 2 a 4— Fragdes do pico 1; 4 a 6 — Fragdes do pico 2; 7 —

Flow Through - FT (amostra que ndo ficou retida na coluna).
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Devido a perda da atividade da asparaginase recombinante utilizando a
metodologia de purificacdo por IMAC em pH 6,0 e 7,0, foi entdo realizado outro
experimento nas mesmas condi¢des, porém em pH 8,5. O cromatograma da purificacéo
pode ser visualizado na Figura 27, onde é observada a formac&o de dois picos. Para o
gel de SDS-PAGE, somente foram aplicadas as fracdes que apresentaram atividade
enzimatica (Figura 28). A atividade enzimatica das fracbes purificadas, do input
(sobrenadante apos lise celular) e do Flow Through (amostra ndo retida na coluna) em
Ul/mL e Ul/mg de proteina pode ser observada nas figuras 29 e 30, respectivamente.

A eletroforese indicou a presenca da asparaginase de forma majoritaria na
canaleta do poco 6, com massa molecular aproximada de 38 kDa, compativel com a
proteina estudada. Essa fracdo com maior grau de pureza apresentou 9,1 Ul/mL,
correspondendo 5,4 Ul/mg de proteina (Figuras 28 e 29). Portanto, foi possivel purificar
a asparaginase Il de S. cerevisiae recombinante, com atividade enzimatica, por
cromatografia de afinidade (IMAC). Khushoo et al. (2004) utilizaram essa mesma
metodologia para purificar a asparaginase recombinante 11 de E. coli, obtendo atividade
especifica de 190 Ul/mg de proteina, valor aproximado ao da asparaginase comercial de
E. coli que é de 200 Ul/mg de proteina (Khushoo et al., 2004).
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Figura 27. Cromatograma da purificacdo por IMAC da asparaginase soluvel
expressa por E. coli pET28a-ASPII — Equipamento: AKTA Avant/GE. A eluigéo da

proteina foi realizada em steps pelo aumento da concentragdo de imidazol em pH 8,5.
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Figura 28. Purificacdo por afinidade (Histrap) em pH 8,5 da asparaginase soluvel
(E. coli pET28a-ASPIl). Gel de SDS-PAGE a 12%; PM — Peso Molecular Page Ruler
Plus (Thermo Scientific). 1 — Input; 2 a 5— Fragdes do pico 1; 6 — Fracdo do pico 2; 7 —
Flow Through - FT (amostra que ndo ficou retida na coluna).

65



Atividade das fragoes eluidas por IMAC em pH 8,5
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Figura 29. Atividade em Ul/mL das fragdes eluidas por IMAC em pH 8,5. 1 — Input;

Atividade especifica (Ul/mL)

2 a 5 Frages do pico 1; 6 — Fragdo do pico 2; 7 — Flow Through - FT (amostra néo

retida na coluna).

Apds a Unica etapa de purificacdo realizada por cromatografia de afinidade, a
amostra com maior grau de pureza, fracdo purificada (canaleta 6), demonstrada no gel
de SDS-PAGE (Figura 28), apresentou atividade especifica de 5,4 Ul/mg com fator de
purificacdo de 18 vezes, correspondendo a 11,4 % de recuperacdo da atividade

enzimatica (Tabela 3).

Tabela 3. Etapas de purificacdo por IMAC da fracdo sollvel da asparaginase

recombinante de S. cerevisiae expressa em E. coli pET28a-ASPII.

Etapas Proteina Ul/mL Volume Proteina Ul Ul/mg Fatorde Recuperacgéo

total Purificacdo da atividade
(mg/mL) (mL)  (mg) (%)
Fracao 5,38 1,6 100 538 160 0,3 1 100
solavel
IMAC 1,7 9,1 2 3,4 182 54 18 11,4
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Atividade da purificacdo em Ul/mg de proteina
6,0

5,0

4,0

3,0

2,0

1,0

L& 0,2
0,0 _,;E . - . H = . - _ﬁ
1 2 3 4 7

Atividade especifica Ul/mg de proteina

| 2 T

5 6

Figura 30. Atividade em Ul/mg das fraces eluidas por IMAC em pH 8,5 da
construcéo E. coli pET28a-ASPII. 1 — Input; 2 a 5 Frag¢Ges do pico 1; 6 — Fracdo do
pico 2; 7 — Flow Through - FT (amostra que ndo ficou retida na coluna).

Com o objetivo de obter maior quantidade de amostra purificada para 0s ensaios
posteriores de caracterizagdo da asparaginase recombinante, foram acopladas quatro
colunas (Histrap HP - GE) totalizando o volume total de coluna de 20,1 mL, foi possivel
aumentar a concentracdo da proteina com parcial purificacdo (Figura 31). A amostra
detalhada nessa figura apresentou 26,6 UI/mL (Figura 32), De acordo com os dados da
Tabela 4, a amostra foi purificada 15 vezes e apresentou atividade especifica de 7,85
Ul/mg, correspondendo a 18,71% de recuperacéo da atividade.

A asparaginase recombinante de Pseudomonas aeruginosas expressa em E. coli
também foi purificada por IMAC, obtendo-se 14,4% de recuperacdo (Amany et al.,
2016).

Ja a recuperacdo da purificacdo da dessa enzima expressa em P. pastoris,
utilizando as colunas Superdex G-200 e Mono Q, foi de 51,3% (Girdo et al., 2016).
Serdo necessarios outros ensaios de purificacdo da asparaginase Il expressa em E. coli,
com o intuito de aumentar a recuperacdo e também a homogeneidade da proteina

purificada.
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Figura 31. Purificacdo parcial por afinidade (com 4 colunas Histrap interligadas)
em pH 8,5 da asparaginase Il soluvel (E. coli pET28a-ASPIl). Gel de SDS-PAGE a
12%; PM — Peso Molecular Page Ruler Plus (Thermo Scientific) 1 — Input 10 pL; 2 —
Fracdo do pico 2 com maior atividade 10 pL;

Atividade das fracdes eluidas por IMAC em pH 8,5
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Figura 32. Atividade em Ul/mL das fracGes eluidas por IMAC em pH 8,5 utilizando 4
colunas Histrap HP com 200 mL de extrato livre de células (apés lise celular). 1 — Input;
2 — FracOes do pico 2; 3 — Flow Through - FT (amostra ndo retida na coluna).
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Tabela 4. Etapas de purificacdo da asparaginase recombinante de S. cerevisiae por IMAC

com quatro colunas interligadas.

Etapas  Proteina UlI/mL Volume Proteina Ul Ul/mg Fatorde Recuperacéo

total Purificacdo da atividade
(%)
(mg/mL) (mL)  (mg)
Extrato 5,38 2,8 200 1076 560 0,52 1 100
celular
IMAC 3,39 26,6 4 13,56 106,4 7,85 15,1 19,0

5.9. Caracterizacdo da asparaginase recombinante (fracdo sollvel) expressa por
E.coli pET28a-ASPII purificada por IMAC

5.9.1. Determinacao da Massa Molar

A exclusdo molecular da enzima em condig¢des nativas resultou na elui¢do de um
pico majoritario, apresentando 90% da proteina total, com massa molecular estimada de
178 kDa (VE: 13.33 mL) (Figura 33), sugerindo que a asparaginase expressa em E. coli
possui a conformacdo estrutural tetramérica. Esse resultado é diferente do verificado
para a enzima expressa em P. pastoris, em que se observou uma proteina de 136 kDa
em condic¢des nativas, estimado por exclusdo molecular (Girdo et al., 2016). Uma
explicagdo para esta diferenga na massa molar pode ser a utilizagdo de diferentes
matrizes de filtracdo em gel, no caso da proteina expressa em P. pastoris foi utilizada
Sephacryl S200 (base acrilamida) e no presente trabalho, Superdex 200 (matriz
dextrana). Estas diferencas na natureza da matriz podem gerar uma massa molar
aparente diferente. Ndo héa, até a presente data, dados disponiveis na literatura sobre a
estrutura quaternaria da asparaginase Il nativa S. cerevisiae.

O resultado da massa molecular obtido no presente estudo é semelhante ao
relatado para asparaginases isoladas de E. coli (Khushoo et al., 2004), E. chrisanthemi
(Gervais et al. 2013) e E. carotovora (Warangkar & Khobragade 2010). E interessante
ressaltar que as asparaginases bacterianas produzidas por E. coli e E. chrysanthemi sdo
tetraméricas (Aghaiypour et al., 2001).

Além do pico correspondente a massa molar da proteina, foram observados trés
outros picos que podem corresponder a forma agregada (VE:8.26 mL) e, possivelmente,
a forma monomeérica (VE:17.15 mL). O dltimo pico eluido com aproximadamente 20
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mL pode corresponder a proteina de 10 kDa apresentada na figura 34, de acordo com
curva de calibragdo (y=-1.35* x+2.26. R?=0.994827). Um quarto pico, com 24 mL,
corresponde ao imidazol utilizado para eluir a proteina no processo de purificagéo.

A massa molecular do monémero da fragdo purificada por IMAC foi estimada
por SDS-PAGE em condi¢bes desnaturantes, utilizando DTT, em torno de 38 kDa
(Figura 34). Pela anéalise de massa molecular deduzida por bioinformatica (protparam -

http://web.expasy.org/protparam/) e a adicdo da cauda de histidina, mais o sitio de

clivagem da trombina de ~2 kDa, a asparaginase deveria apresentar em torno de 37 kDa.

Girdo e colaboradores (2016) descreveram duas isoformas da asparaginase Il
recombinante de S. cerevisiae expressa em P. pastoris com distintas massas moleculares
48,6 e 44,6 kDa. No entanto, apds o tratamento da asparaginase Il com PNGase F, que
rompeu a glicosilacdo presente na proteina, esta passou a apresentar 42,9 kDa. A
asparaginase | recombinante de S. cerevisiae expressa em E. coli apresentou massa
molecular de aproximadamente 45 kDa (Costa et al., 2016).

A proteina apresentou perfil eletroforético (Figura 34) similar na presenca ou
auséncia de agente redutor (DTT), 0 que sugere a auséncia de ponte dissulfeto. No
entanto, Pinheiro (2015) descreveu a influéncia negativa de agentes redutores na
atividade da asparaginase Il de S. cerevisiae recombinante expressa em P. pastoris, que
sugere a presenca de pontes ponte dissulfeto na estrutura proteica. Resultado semelhante
foi evidenciado para a asparaginase de Bacillus aryabhattai ITBHUO2 (Singh et al.,
2013).
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Figura 33. Perfil cromatografico da asparaginase Il recombinante em coluna
Superdex 200 (10/30) — Abs 220nm. Em azul, perfil da amostra purificada por IMAC e
em vermelho, os padrées de massas moleculares conhecidas: Blue Dextran (2000 kDa),
Aldolase (150 kDa), Conalbumina (75 kDa) e Ribonuclease (13,7 kDa).
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Figura 34. SDS-PAGE 12%. Determinacdo da Massa Molecular da asparaginase expressa
em E. coli sem ou com a presenca de DTT. 1- Fracdo que interagiu com a cromatografia de
afinidade sem DTT; 2— Peso Molecular Dual Color (Bio-Rad); 3— Peso Molecular Dual Color

(Bio-Rad); 4— Fragdo que interagiu com a cromatografia de afinidade com DTT.
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Foram realizados seis experimentos para determinar a massa molar por
espectrometria de massas. No entanto, a asparaginase nao foi ionizada e nédo resultou em
sinal espectrométrico. Parece que é uma caracteristica da asparaginase Il de S.
cerevisiae de ndo ser ionizada, pois a asparaginase Il glicosilada expressa em P.
pastoris também nédo apresentou sinal espectrométrico ao ser analisada pela mesma
metodologia (Girdo et al., 2016). Por outro lado, a L-asparaginase de Thermococcus
kodakaraensis foi ionizada e apresentou sinal espectrométrico do mondmero,
observando-se em torno de 36 kDa (Chohan & Rashid, 2013). Serdo necessarios,
portanto, outros estudos que possibilitem a determinacdo da massa molar dessa proteina

recombinante.

5.9.2. Focalizacao Isoelétrica

A asparaginase purificada apresentou ponto isoelétrico experimental de 4,3
(Figura 35). Esse valor € ligeiramente inferior ao relatado para a enzima nativa de S.
cerevisiae (4.69) (Dunlop e Roon, 1975) e para a enzima recombinante expressa em P.
pastoris (4.5) (Girdo et al., 2016). Tal fato ocorreu, provavelmente, devido a
asparaginase recombinante apresentar-se com sete aminoacidos a menos quando
comparado & proteina nativa de S. cerevisiae (Girdo et al., 2016). Para efeitos
comparativos, observa-se o0s intervalos relatados para o ponto isoelétrico da
asparaginase nativa de E. coli, de 4.6-5.5, e da enzima nativa de Erwinia, de 8.7
(Howard e Carpenter, 1972).
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Figura 35. Focalizacdo isoelétrica da asparaginase Il em gel de poliacrilamida.
Raia 1 — Padrdo pl 3-10 Broad (GE Healthcare); Raia 2 — Asparaginase Il de S.

cerevisiae expressa em E. coli purificada por IMAC.

5.9.3. Avaliagdo da atividade glutaminasica

Uma das principais caracteristicas desejaveis para a utilizacdo da L-asparaginase
no tratamento da LLA € a auséncia da atividade glutaminésica (Ali et al., 2016). No
presente estudo, a atividade medida para o substrato L-glutamina correspondeu a apenas
2,2% da atividade medida para a L-asparagina (Figura 36). Esse valor é inferior ao
exibido pela asparaginase de Erwinia (10%) e semelhante a da asparaginase comercial
de E. coli (Narta et al., 2007). Esse resultado é bastante interessante, pois a degradacéao
da glutamina é responsavel por efeitos adversos relacionados ao tratamento da LLA
(Van Den Berg, 2011). A baixa atividade glutaminasica (0,72% da atividade
asparaginasica) também foi evidenciada em experimentos com a asparaginase Il de S.
cerevisiae expressa em P. pastoris (Pinheiro, 2015), sendo esta caracteristica preservada
na enzima desglicosilada. A asparaginase | de S. cerevisiae clonada e expressa em E.
coli também apresentou baixa atividade glutaminésica (Costa et al., 2016).
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Figura 36. Avaliacdo da atividade glutamindsica da asparaginase Il de S. cerevisiae
expressa em E. coli pET28a-ASPIIl. L-asparagina e L-glutamina: aminoacidos

utilizados como substratos para analise da atividade da asparaginase Il.

A L-asparaginase de fonte bacteriana contém atividade glutaminasica (Narta et
al., 2007). No entanto, outras enzimas estudadas de Pyrococcus furiosus, Thermococcus
kodakaraensis, Pseudomonas otitidis, Enterobacter cloacae e Nocardiopsis alba néo
possuem atividade glutaminasica (Bansal et al., 2010; Chohan and Rashid, 2013
Campbell et al., 1967; Chohan and Rashid, 2013; Husain et al., 2016; Meena et al.,
2016).
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5.10. Atividade antitumoral in vitro da asparaginase recombinante

A asparaginase Il de S. cerevisiae expressa em E. coli foi capaz de inibir a
proliferacdo de células K562 (leucemia mielGide cronica) e Jurkat (leucemia aguda de

células T) (Figura 37 e Figura 38, respectivamente).

- Asparaginase |l recombinante
-~ Asparaginase |l comercial

=

o

o
)

Inibicdo do crescimento (%)

0. 4444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444
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Asparaginase 11 Recombinante Asparaginase Comercial
I1Cso 3,632 3,351

Figura 37. Atividade antileucémica, medida utilizando o MTT, da asparaginase Il
recombinante expressa em E. coli contra célula do tipo K562. Cada ponto representa a
média de trés valores de inibicdo da proliferacdo com os respectivos desvios padrdo (barras
de erro) para as varias concentracfes de enzimas testadas.
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Figura 38. Atividade antileucémica, medida utilizando o MTT, da asparaginase Il
recombinante expressa em E. coli contra célula do tipo Jurkat. Cada ponto
representa a média de trés valores de inibicdo da proliferacdo com os respectivos

desvios padrdo (barras de erro) para as varias concentracdes de enzimas testadas.

O tratamento da linhagem celular K562 com a asparaginase Il inibiu a
proliferacdo de uma maneira dose-dependente, com ICsg de 3,6 Ul/mL, comparavel ao
ICso calculado para a asparaginase comercial (3,3 Ul/mL; Fig.37). Curiosamente, 0
valor de ICso obtido neste estudo para asparaginase Il de S. cerevisiae expressa em E.
coli é menor do que o descrito para a mesma enzima expressa em P. pastoris (Girdo et
al., 2016), para a qual o I1Cso foi de 5.85 Ul/mL. Este achado sugere que a asparaginase
Il de S. cerevisiae recombinante expressa em E. coli possui melhor desempenho e nédo
requer glicosilacdo para manter a atividade antileucémica in vitro.

Quando testado na linhagem celular Jurkat, o 1Csg calculado para a asparaginase
Il de S. cerevisiae expressa em E. coli foi de 1,775 Ul/mL (Figura 38), inferior ao da
asparaginase comercial utilizada como controle, que apresentou ICso 3,414 Ul/mL
(Aginasa). Neste estudo, observamos que a linhagem celular Jurkat é mais suscetivel ao

tratamento utilizando a asparaginase Il de S. cerevisiae expressa em E. coli que a
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linhagem celular K562, pois nas concentracGes mais baixas testadas, observamos uma
inibicdo mais significativa da proliferacdo de Jurkat. Os resultados obtidos indicam que
a asparaginase Il de S. cerevisiae recombinante expressa em E. coli possui
caracteristicas promissoras para a utilizagdo como medicamento para o tratamento da

LLA.
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6. CONCLUSOES

A expressao recombinante da asparaginase Il de S. cerevisiae em E. coli utilizando
pET28a-ASPII foi realizada de forma intracelular e soltvel, obtendo-se 225,6 Ul/g de

célula;

Apos lise celular, esta proteina foi purificada por afinidade a niquel, obtendo-se uma
fracdo purificada com atividade especifica de 7,9 Ul/mg e grau de purificacdo de 15
vezes, correspondendo a 18,7 % de recuperacdo da atividade enzimatica;

Para a construgdo E. coli pET28a-ASPII foi observada também a formacéo de proteina
insolivel (corpusculo de inclusdo) que, entretanto, ndo apresentou significativa

atividade enzimatica ap6s tentativas de reenovelamento e purificacao;

A proteina expressa utilizando pET22b-ASPII ocorreu para 0 meio extracelular, com
atividade enzimatica. No entanto, observou-se perda total da atividade enzimatica ap6s
tentativas de purificacdo por afinidade a niquel e troca i6nica;

Aparentemente a glicosilagdo ndo é um fator essencial para manter a atividade da
asparaginase recombinante de S. cerevisiae, pois a enzima expressa em E. coli, sem

glicosilacdo, apresentou atividade enzimatica;

A massa molar da subunidade da asparaginase Il expressa em E. coli em gel
desnaturante foi de aproximadamente 38 kDa, enquanto a forma nativa, estimada por
cromatografia de exclusdo molecular em Superdex 200, foi de 178 kDa, sugerindo uma

estrutura tetramérica para a proteina;

O ponto isoelétrico da asparaginase recombinante foi 4,3, proximo ao pl da proteina
expressa em P. pastoris, de 4,5;

A asparaginase Il de S. cerevisiae expressa em E. coli apresentou baixa atividade
glutaminasica. Mesma caracteristica apresentada pela proteina glicosilada expressa em

P. pastoris;

A asparaginase Il expressa em E. coli apresentou atividade antitumoral contra as

linhagens celulares de leucemia K562 e Jurkat de maneira dose-dependente;

A asparaginase Il expressa em E. coli possui caracteristicas promissoras para utilizagéo

como medicamento para o tratamento de LLA;
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Planejamento experimental para melhorar as condicdes de expressao soluvel em E. coli;

Clonagem do gene ASP3 em outros vetores de expressdo visando a expressao

extracelular e permanéncia da atividade da enzima;

Clonagem do gene com codons otimizados para E. coli para melhorar a expressdo

soluvel e atividade especifica da enzima;

Melhoramento do processo de purificacdo da enzima recombinante;

Ensaios de oligomerizacgdo com MS para identificagdo da massa molar por

espectrometria de massas;
Estudo da estabilidade da proteina recombinante;
Ensaios de citotoxicidade em linhagens de células normais;

Avaliacdo da imunogenicidade da enzima recombinante.
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