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RESUMO

A enzima L-asparaginase (L-ASNase) ¢ um importante biofArmaco usado no tratamento da
leucemia linfoblastica aguda (LLA). As principais L-ASNases oncoterdpicas comerciais sao
bacterianas, mas apresentam efeitos adversos imunogénicos, com isso, busca-se por L-ASNases
alternativas, como as similares a estrutura humana. O estudo teve como objetivo otimizar as
condi¢gdes de expressdao de uma L-asparaginase humana do tipo 1 (hASNasel) expressa em
Escherichia coli, na forma de corpos de inclusdo, seguindo planejamento fatorial Box—Behnken
33, Para isso, foram utilizadas trés variaveis independentes que afetam a produgiio de hASNasel:
tempo de expressao (h), concentragcdo de IPTG (mM) e temperatura de inducao (°C), avaliadas
em trés niveis. Os cultivos de E. coli foram inoculados com 2% de indculo, em duplicata, em
meio Terrific Brith (TB), suplementado com antibidticos canamicina e cloranfenicol. Para
obtencdo da hASNasel intracelular, os pellets celulares foram rompidos por sonicagdo e
posteriormente, centrifugados. O sobrenadante e o precipitado foram avaliados por SDS-PAGE
e pelo método de BCA, para quantificagdo da hASNasel e proteinas totais em cada uma das
fragdes. A caracterizacdo dos corpos de inclusdo, a solubilizagdo ¢ o redobramento foram
avaliados. Foi observado que hASNasel ¢ expressa majoritariamente em corpos de inclusdo. As
analises estatisticas revelaram uma resposta maxima para produgdo de L-asparaginase no
precipitado, na condi¢do de 0,3 mM de IPTG, a 31°C e 6 horas de expressdo, em que as
condig¢des se encontravam nos seus pontos centrais. O modelo se mostrou com alta significancia
para avalia¢dao da producdo de enzima. Para a otimizacao, foi realizada a adequagdo dos niveis
das variaveis, a fim de se alcancar o ponto 6timo para producao de hASNasel em corpos de
inclusdo, que foi de 0,24 mM de IPTG, a 30,57°C e 8 horas de expressao. Os corpos de inclusdao
apresentaram um diametro hidrodindmico de 1000 nm, auséncia de estruturas B-amiloides, e
sua solubilizagdo foi possivel com solugdo Tris 100 mM pH 12,5 + Triton X-100 0,5%. Esse
trabalho trouxe novas reflexdes sobre o processo de produgdo do antileucémico hASNasel,
assim como a validagcdo desse processo a partir do uso de ferramentas estatisticas ideais para
estudos de processos fermentativos em um periodo otimizado. Além disso, identificou-se uma
producdo majoritaria da enzima na forma de corpos de inclusdo e entendeu-se sobre a
caracteristica estrutural do corpo de inclusdo, assim como estratégias de solubilizagdo e

redobramento desses aglomerados, etapas que representam hoje um desafio industrial.

Palavras-chave: Biofarmaco; leucemia linfoblastica aguda (LLA); planejamento fatorial;
corpos de inclusdo.



ABSTRACT

The enzyme L-asparaginase (L-ASNase) is an important biopharmaceutical used in the
treatment of acute lymphoblastic leukemia (ALL). The main commercial oncotherapeutic L-
ASNases are bacterial, but they present immunogenic adverse effects, therefore, alternative L-
ASNases, such as those similar to the human structure, are sought. The study aimed to optimize
the expression conditions of a human L-asparaginase type 1 (hASNasel) expressed in
Escherichia coli, in the form of inclusion bodies, following a Box—Behnken 3 factorial design.
Three independent variables were used that affect hASNasel production: expression time (h),
IPTG concentration (mM) and induction temperature (°C), evaluated at three levels. E. coli
cultures were inoculated with 2% inoculum, in duplicate, in Terrific Brith (TB) medium,
supplemented with kanamycin and chloramphenicol antibiotics. To obtain intracellular
hASNasel, cell pellets were disrupted by sonication and subsequently centrifuged. The
supernatant and the precipitate were evaluated by SDS-PAGE and by the BCA method, for
quantification of hASNasel and total proteins in each of the fractions. The characterization of
inclusion bodies, solubilization and refolding were evaluated. It was observed that hASNasel
is expressed mainly in inclusion bodies. Statistical analyzes revealed a maximal response for
L-asparaginase production in the precipitate, in the condition of 0.3 mM IPTG, at 31°C and 6
hours of expression, where the conditions were at their midpoints. The model proved to be
highly significant for evaluating enzyme production. For the optimization, the adequacy of the
levels of the variables was carried out, in order to reach the optimal point for the production of
hASNasel in inclusion bodies, which was 0.24 mM of IPTG, at 30.57°C and 8 hours of
expression. The inclusion bodies showed a hydrodynamic diameter of 1000 nm, absence of 3-
amyloid structures, and their solubilization was possible with 100 mM Tris solution pH 12.5 +
Triton X-100 0.5%. This work brought new reflections on the production process of the
antileukemic hASNasel, as well as the validation of this process from the use of ideal statistical
tools for studies of fermentation processes in an optimized period. In addition, a majority
production of the enzyme in the form of inclusion bodies was identified and the structural
characteristic of the inclusion body was understood, as well as strategies for solubilization and

refolding of these agglomerates, steps that currently represent an industrial challenge.

Keywords: biopharmaceutical; lymphoblastic leucemia acute (ALL); factorial design;

inclusion bodies.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leucemia linfoblastica aguda (LLA)

A leucemia ¢ um tipo de cancer que atinge os globulos brancos (leucocitos) do sangue.
O tipo de leucemia varia de acordo com o tipo de célula sanguinea que se torna cancerosa; €
velocidade de proliferacdo celular, proliferacdo rapida (aguda) ou lenta (cronica), ocorrendo
mais frequentemente em adultos com mais de 55 anos e em criangas menores de 15 anos (INCA,
2020). Os paises que apresentam altos niveis de desenvolvimento humano, como Nova
Zelandia, Australia, América do Norte e grande parte da Europa, também apresentam as maiores
taxas de incidéncia de leucemia (BRAY et al., 2018; FERLAY et al., 2020).

Existem mais de 12 tipos de leucemias, sendo as quatro principais a leucemia mieloide
cronica (LMC), a leucemia mieloide aguda (LMA), a leucemia linfocitica cronica (LLC) e a
leucemia linfocitica ou linfoblastica aguda (LLA), em que esta ultima pode estar associada a
fatores de risco como exposi¢ao a benzeno, radiagao ionizante (raios-X e gama) e quimioterapia
(INCA, 2020). Os sintomas incluem fadiga, palidez, infec¢do, dor 6ssea, manifestacdes no
sistema nervoso central (por exemplo, cefaleia), hematoma fécil e sangramento (EMADI &
LAW, 2020).

A LLA ¢ o cancer pediatrico mais comum nos Estados Unidos, e representa 20% de
todas as leucemias em adultos (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2020). As populagdes
hispanicas tém incidéncia mais alta desse tipo de leucemia em comparacdo a outros grupos
raciais/étnicos devido, em parte, a polimorfismos no gene ARID5B (ATIENZA, 2016; EMADI
& LAW, 2020). No Brasil, a LLA ¢ o 8° tipo de cancer com maior mortalidade, além de ser o
tipo de cancer mais frequente na populacao com até 20 anos de idade (DataSUS, 2021). Essa
neoplasia € caracterizada por uma proliferacao descontrolada de células de leucocitos imaturos,
com origem linfoide no tecido hematopoiético, que comprometem o funcionamento normal da
medula 6ssea em produzir células sanguineas saudaveis (BARROS et al., 2021; BERRY et al.,
2017). Assim, células doentes se acumulam na medula 6ssea e substituem as células sanguineas
normais (Figura 1).

Esse ¢ o tipo de cancer mais frequente na fase infanto-juvenil, sendo responsavel por
75% dos casos de leucemia em pacientes menores de 15 anos e € a 2* causa mais comum de
morte em criangas menores de 15 anos nos Estados Unidos (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2020). Do ponto de vista clinico, os tumores pediatricos apresentam menores periodos de

laténcia, e em geral, aparecem rapidamente, além de serem mais invasivos ou agressivos; porém
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respondem melhor ao tratamento e sdo considerados de bom progndstico (INCA, 2019).

Figura 1 — Esquema ilustrativo da substitui¢ao das células sanguineas normais pelo acimulo

excessivo de globulos brancos na medula dssea em caso de leucemia.
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Fonte: (RICHET, 2022).

A principal via de tratamento da LLA combina o uso de quimioterapicos classicos, como
daunorrubicina, vincristina e prednisolona (BERRY et al., 2017), associados a um biofarmaco,
a enzima L-asparaginase (L-ASNase). Esse biofarmaco ¢ considerado essencial para a cura e

remissao dos pacientes durante o tratamento de inducao da doenca (RIZZARI et al., 2013).

1.2 L-ASNase no tratamento de LLA e comercializaciao

A L-ASNase (L-asparagina amidohidrolase, EC 3.5.1.1) ¢ uma enzima que catalisa
irreversivelmente a hidrolise de L-asparagina (L-Asn) em L-aspartato (L-Asp) e amonia sob
condigdes fisiologicas (BARROS et al, 2021; ELSHAFEI et al, 2012; KENARI;
ALEMZADEH; MAGHSODI, 2011; MIHOOLIYA et al., 2020). Essa enzima tem sido relatada
frequentemente em pesquisas clinicas oncoldgicas devido a sua atividade antineopldsica para
tratar desordens linfoproliferativas, como linfoma ndo Hodgkin e, especialmente, a LLA
(ARUMUGAM; THANGAVELU, 2022; BATOOL et al., 2016; LIMA et al., 2020).

A L-ASNase representa um dos grupos de enzimas terapéuticas com grande importancia
biotecnoldgica e biomédica. De acordo com previsdes mercadoldgicas do Allied Market
Research (2015), o mercado global de enzimas especiais, diagnosticos € pesquisa no setor de
biotecnologia movimentou US$ 561,9 milhdes de investimentos em 2014 e registrou uma

previsao de gerar US$ 947,5 milhdes até 2020, um crescimento liquido anual de 9,4% durante
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o periodo de 2015 —2020.

A L-ASNase possui um mecanismo de a¢do que se baseia na logica de que as células
leucémicas sdo incapazes de sintetizar o aminoacido ndo essencial L-Asn, importante na sintese
de proteinas e para o desenvolvimento adequado das células. O L-Asn ¢ normalmente
sintetizado intracelularmente pela enzima asparagina sintetase (ASNS) a partir do aspartato. As
células cancerosas ndo sdo capazes de expressar ou expressam a niveis muito baixos a ASNS,
0 que as torna dependentes de fontes de L-Asn exdgenas (do plasma) para continuarem se
multiplicando. Dessa maneira, quando ocorre a diminui¢do de niveis séricos de L-Asn, as
células leucémicas sofrem drastica reducdo da sintese de DNA, RNA e proteinas, havendo, por
consequéncia, morte celular por apoptose (NARTA; KANWAR; AZMI, 2007; RIZZARI et al.,
2013). Por isso, a L-ASNase ¢ administrada estrategicamente para degradar o L-Asn no meio
celular e levar a morte seletiva das células cancerosas. As células saudaveis expressam ASNS
de forma suficiente para garantir suprimento nutricional de L-Asn, ndo sendo, portanto, afetadas
pela atividade hidrolitica da L-ASNase (NARTA; KANWAR; AZMI, 2007).

Atualmente, no mercado, existem trés tipos de L-ASNase disponiveis para o tratamento
da leucemia linfoblastica aguda: asparaginase nativa de Escherichia coli, a forma peguilada da
nativa de E. coli, que consiste na enzima conjugada com polimeros de polietilenoglicol, e de

Erwinia chrysanthemi (Tabela 1).

Tabela 1 — L-asparaginases disponiveis comercialmente para o tratamento da leucemia

linfoblastica aguda.

Nome Comercial Empresa Pais Microrganismo
Farmacéutica produtor

Kidrolase EUSA Pharma Reino Unido Escherichia coli

Elspar Merck Sharp &. Estados Unidos Escherichia coli
Dohme (MSD)

Crasnitin Bayer AG Alemanha Escherichia coli

Leunase Sanofi-Aventis Franga Escherichia coli

Medac Kyowa Hakko Japao Escherichia coli

Oncaspar Sigma-Tau Estados Unidos Escherichia coli
polietilenoglicol Pharmaceuticals

[PEG]-asparaginase
Leuginase Beijing SL China Escherichia coli
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Pharmaceutical.
Spectrila Wacker Biotech Alemanha Escherichia coli
GmbH
Erwinase EUSA Pharma Reino Unido Erwinia chrysanthemi

Fonte: adaptado e atualizado de PIETERS et al., 2011.

No Brasil, o biofarmaco Elspar® parou de ser fornecido em 2014 (SOUSA, 2013). A
Anvisa vem buscando, desde entdo, alternativas para adquirir L-ASNase com eficécia
comprovada e a partir de empresas com qualidade adequada e interesse em registrar o produto
para comercializagdo no pais, a exemplo da importagdo excepcional do medicamento Medac.
De forma emergencial e estratégica, o Ministério da Saude incluiu a L-ASNase na lista de
produtos estratégicos para o SUS em 2013 (Portaria n° 2.888/GM/MS — L-ASNase nativa) e
em 2017 (Portaria n° 704/GM/MS - L-ASNase nativa e PEG-ASNase) para sanar o
desabastecimento em curto prazo no SUS, com produg¢ao local e tragar planos de longo prazo

para desenvolvimento de novas L-ASNase de menor custo e eventos adversos reduzidos.

1.3 L-ASNase

Diversos organismos produzem L-ASNase, incluindo plantas, animais e
microrganismos (BATOOL et al., 2016). Entretanto, somente as enzimas bacterianas de E. coli
e Dickeya dadantii (anteriormente nomeada FErwinia chrysanthemi) sao produzidas
industrialmente e comercializadas, uma vez que as bactérias sdo fontes muito ricas de L-
ASNase e ¢ mais facil escalonar processos a partir de plataformas microbianas (BARROS et
al.,2021).

As L-ASNases bacterianas sdo subdivididas em tipo I ou II, dependendo de sua
expressao celular, sendo classificadas em tipo I (citoplasmética e expressa constitutivamente;
apresentam baixa afinidade pelo substrato) e em tipo II (periplasmatica, e sua expressdo €
regulada; apresentam alta afinidade para o substrato) (COSTA et al., 2016; GUIMARAES;
FROTA; LOURENZONI, 2021). Para que a enzima L-ASNase seja eficaz no uso clinico, seu
Km deve estar na faixa de pM (micromolar) para hidrolisar eficientemente o substrato Asn
extracelular, que tem uma concentracdo de 50 pM no sangue humano (SCHALK et al., 2014).

No entanto, as preparacdes enzimaticas de L-ASNase derivadas de bactérias apresentam
altos niveis de efeitos adversos relacionados a imunogenicidade, frequentemente relatados na
literatura. Devido ao alto peso molecular e complexidade estrutural das L-ASNases bacterianas,

apresentam desvantagens clinicas, como atividade enzimatica secundéaria como glutaminase,
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degradagdo por proteases séricas e reconhecimento pelo sistema imunolédgico, o que diminui
sua meia-vida e pode causar reagdes de hipersensibilidade nos pacientes, chegando até 75% dos
casos, além de efeitos adversos como riscos de trombose, pancreatite, choques anafilaticos,
fadiga cronica e febre (EDEN; HIPKINS; BRADBURY, 2016; ULU; ATES, 2017; WACKER
etal., 2007).

A atividade glutaminasica de L-ASNases bacterianas ¢ bastante discutida, pois acredita-
se que esse fator seja determinante para a citotoxicidade promovida pela enzima, estando
relacionada aos efeitos adversos do tratamento (NGUYEN et al., 2016).

Por conta desses problemas, atualmente, busca-se por L-ASNase alternativas para
superar essas desvantagens clinicas. Uma das alternativas consiste na asparaginase PEGilada
(PEG ASNase), a exemplo do biofairmaco Oncaspar®, de E. coli, que apresenta
imunogenicidade diminuida e meia-vida prolongada por conta da conjugacdo covalente das
cadeias de polietilenoglicol a enzima, em comparacao a forma nativa de L-ASNase (LIMA et
al., 2020). Apesar dessas vantagens, ha possibilidade de formacao de anticorpos pelo sistema
imune do paciente contra as moléculas de PEG (anti-PEG), o que pode reduzir a meia-vida da
enzima e comprometer o tratamento (YANG; LAI, 2015; ZHANG; LIU; WAN, 2014). Além
disso, a conjugacdo ndo homogénea do PEG a enzima pode afetar a atividade bioldgica da
biomolécula (MISHRA; NAYAK; DEY, 2016; ZHANG; LIU; WAN, 2014).

Outra alternativa € procurar por L-ASNases similares ao padrdo de glicosilagdo e
estrutura humanas: ASNase humanizada e a ASNase humana (hASNase) (RIGOUIN et al.,
2017). Assim, a aplicagdo terapéutica de uma asparaginase de origem humana (hASNase) pode
ser uma forma de reduzir os efeitos imunogénicos observados para as L-ASNases de origem

bacteriana.

1.4 L-asparaginasel humana (hASNasel)

Tendo em vista que as enzimas comerciais disponiveis, por serem de origem bacteriana,
causam reacdes adversas, como reacdes imunologicas severas e reacdes de hipersensibilidade,
além dos efeitos adversos devido a agdes enzimaticas secundarias, como atividade
glutaminasica. A enzima L-asparaginase humana (hASNasel) pode ser uma alternativa menos
imunogeénica, e sem atividade secundaria glutaminasica.

Existem pelo menos trés enzimas humanas com capacidade de hidrolisar a asparagina
em aspartato e amonia, mecanismo tipico da L-asparaginase, sendo as seguintes:
aspartilglicosaminidase (hAGA), hASRGLI e lisofosfolipase de 60 kDa (NOMME et al.,

2012). A aspartilglicosaminidase (hAGA) ¢ uma enzima lisossomal que remove grupos de
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carboidratos que estejam ligados a asparagina, em uma etapa final de degradagdo das
glicoproteinas da superficie celular (OINONEN et al., 1995). A hAGA nao hidrolisa L-Asn
livre, pois degrada apenas asparaginas que estejam ligadas a oligossacarideos, o que limita seu
uso no tratamento. O segundo tipo de L-asparaginase humana ¢ a mais estudada, e recebe
algumas nomenclaturas, como hASRGL1, ALP (BUSH et al., 2002), CRASH (EVTIMOVA et
al., 2004) ou hASNase3, por ser homologa a asparaginase de E. coli tipo II1. O ultimo tipo de
enzima, lisofosfolipase de 60 kDa, ou hASNasel, ¢ uma enzima que deriva da por¢ao N-
terminal de uma lisofosfolipase humana de 60 kDa (SUGIMOTO; ODANI; YAMASHITA,
1998).

A L-asparaginase humana ainda estd sendo estudada para melhorar suas caracteristicas,
como parametros cinéticos, ja& que ¢ observada uma atividade enzimatica baixa quando
comparada com a atividade de L-ASNases bacterianas. Dessa forma, a estratégia para utilizar
a hASNase deve englobar técnicas para aumentar sua atividade. Além disso, ndo existe
atualmente nenhum biofarmaco de hASNase no mercado.

O dominio N-terminal (residuos 1-369) da lisofosfolipase foi chamado de hASNasel em
razdo da semelhanga de propriedades cinéticas com a L-ASNase de E. coli tipo | (EcASNasel),
em que tanto EcASNasel como hASNasel exibem alosteria experimentalmente e possuem Km
na faixa de mM e baixo kcat (KARAMITROS; KONRAD, 2014). Na modelagem feita por
GUIMARAES; FROTA; LOURENZONI, 2021, foi observado que a presenca do substrato L-
Asn nos sitios alostéricos promove mudangas conformacionais nos sitios cataliticos de
hASNasel, estabilizando-o0s. A L-Asn estabiliza a posi¢io de Lys'®, formando a triade catalitica
(Lys'®8, Thr''6 e Asp'!'7), em todos os protdmeros. Dessa forma, a ligacdo de L-Asn a um sitio
ativo favorece a ligacdo de L-Asn a outro sitio ativo, demonstrando um efeito cooperativo
positivo também observado experimentalmente. Com os dados de dindmica molecular,
mutagdes podem ser sugeridas na enzima para aumentar sua atividade catalitica.

A estrutura de hASNasel ndo foi cristalografada, tendo sido apenas projetada em
programa de inteligéncia artificial, AlphaFold, que monta proteinas de novo (KARAMITROS;
KONRAD, 2014). Esse programa produz uma pontuacdo de confianca por residuo (pLDDT)
entre 0 e 100, em que pLDDT > 90 o modelo ¢ considerado de confianga muito alta. Todos os
residuos do sitio ativo de hASNasel apresentaram pontuagdes de confianga elevadas, sendo as
seguintes: Lys'®® com 98,09 (alta confianga), Thr!!, com 97,96 (alta confianga), Asp'!’, com
97,56 (alta confianca) e Thr!®, com 96,09 (alta confianca). Além disso, o sitio alostérico dessa
enzima também apresentou residuos com pontuacgdes de confianca elevadas: Glu?®¢, com 97,66

327

(alta confiancga), Ser*?’, com 98,31 (alta confianga), Cys*’, com 91,56 (alta confianga), Trh!®’,
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com 98,26 (alta confianga) e Glu*?®, com 98,67 (alta confianga) (KARAMITROS; KONRAD,
2014).
Neste estudo, trabalhou-se com a expressdo, em E. coli, do dominio L-asparaginase

localizado na regido N-terminal (residuos 1-369) (Figura 2) da lisofosfolipase humana de 60

kDa (573 residuos) (Figura 3).

Figura 2 — Estrutura de hASNasel, (residuos de 1 a 369 da lisofosfolipase humana de 60

Fonte: UniProt (Q86U10), modificado no software Chimera 1.16. O sitio ativo estd sendo mostrado em laranja

avermelhado e o sitio alostérico em magenta.

Figura 3 — Estrutura completa de hASNasel, que corresponde a lisofosfolipase humana de 60

kDa (573 residuos).

Fonte: UniProt: Q86U10.

Considerando as condicdes adequadas que permitem produtividade e rendimento

proteico economicamente viavel no desenvolvimento de um bioprocesso para expressiao
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heterdloga de proteinas recombinantes humanas, a plataforma bacteriana ganha destaque. Com
microrganismos, ¢ possivel controlar vérios fatores ambientais, como as fontes de carbono e
nitrogénio, temperatura, pH e oxigenacao, o que confere maior facilidade de escalonamento do
processo e estudos mais acurados de producdo, caracterizacdo e fatores bioquimicos e
farmacolodgicos das L-ASNases de potencial terapéutico (VIDYA et al., 2017).

A E. coli ¢ um dos principais sistemas de expressdao para produgdo heterdloga, pois
apresenta algumas vantagens, como genética e fisiologia bem esclarecidas, e facilidades
operacionais, como rapido crescimento, baixo custo do meio de cultura e altos niveis de
expressdo proteica (BARROS et al., 2021; ROSANO; CECCARELLI, 2014; SINGHVI et al.,
2020). No entanto, altos niveis de expressao proteica em sistemas bacterianos podem levar a

formagao de corpos de inclusao.

1.5 Corpos de inclusao

Os processos de produgdo de proteinas recombinantes em hospedeiros bacterianos
comumente levam a formagdo de estruturas conhecidas por corpos de inclusdo (Figura 4), que
sdo agregados proteicos insoluveis derivados de uma elevada expressao dessas proteinas. Estas
sdo obtidas apoOs a ruptura da célula, para entdo serem solubilizadas e enoveladas para sua
estrutura nativa ativa de acordo com as condi¢des do meio onde elas forem liberadas. Isso
representa um grande desafio para a recuperacao de moléculas bioativas em larga escala, visto
que o processo de recuperacdo em si ¢ trabalhoso e os rendimentos da
solubilizagdo/enovelamento dessas proteinas recombinantes sdo normalmente baixos (SINGH
etal.,2015).

Atualmente, expressar proteinas recombinantes na forma de corpos de inclusdo tem
recebido grande atencao para diversas aplicagdes nas areas de biotecnologia industrial e médica
(SINGHVI et al., 2020). Aproximadamente, 30% do total de biofarmacos produzidos pelas
indtstrias hoje ainda usam sistemas de expressdo baseados em E. coli, mesmo que a
probabilidade de formacao de corpos de inclusao seja muito alta com esse hospedeiro (WALSH,
2018). Ainda assim, a expressao em corpos de inclusdo pode ser preferivel em alguns casos, em
relag@o a expressao soluvel de proteinas terapéuticas bioativas, ja que hé possibilidade de isolar
facilmente os corpos de inclusdo devido diferengas no tamanho e densidade, em comparacao as
proteinas do hospedeiro, resisténcia a degradacao proteolitica, especificidade dos agregados
proteicos nos corpos de inclusdo, estabilidade mecanica, quantidade muito alta de proteina
superexpressa, expressao de proteinas toxicas, estrutura secunddria de proteina nativa em corpo

de inclusdo e presenca de atividade biolégica (DE MARCO et al., 2019; GARCIA-FRUITOS
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et al., 2012; RAMON; SENORALE-POSE; MARIN, 2014).

Figura 4 — Esquema de desdobramento e agregagao dos mondmeros de proteinas até a

formacao do corpo de inclusao.
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Fonte: Adaptado de (PRIL, 2011)

Alguns fatores podem contribuir para a formacdo dos corpos de inclusdo: o uso de uma
elevada temperatura de expressao da proteina, uma alta concentracdo do indutor, sistema de
expressdao sob um promotor forte, um ambiente reduzido no citosol da bactéria, auséncia de
chaperonas eucaridticas e sistema pés-traducional (CARRIO; CUBARSI; VILLAVERDE,
2000; SINGH et al., 2015). Nessas situagdes, o sistema de controle de qualidade da proteina
recombinante acaba se esgotando, levando a dobramentos parciais ou a mal dobramentos, que
resultam na agregacao das moléculas, formag¢ao das estruturas de corpos de inclusao, acumulo
no citoplasma celular e eventualmente também podem ocorrer no periplasma (CARRIO;
CUBARSI; VILLAVERDE, 2000; CARRIO; VILLAVERDE, 2005; SINGH et al., 2015).

E possivel reverter a formagdo dos corpos de inclusdo (CARRIO; VILLAVERDE, 2001)
por meio de solubilizagdo desses agregados. Essa etapa e a de reenovelamento podem ser

otimizadas no intuito de melhorar os rendimentos da proteina recuperada. A escolha de métodos
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de solubilizagdo dos agregados que preservem a estrutura nativa das proteinas, como condigdes
mais brandas, tem ganhado destaque (SINGH et al., 2015). Essas estratégias podem fornecer
melhores recuperagdes se comparadas aos métodos que utilizam elevadas concentragdes de
agentes caotropicos, uma vez que os agentes de solubilizag¢ao fracos podem proteger até certo
ponto as estruturas secundarias da proteina, inibir a agregacdo durante reenovelamento e
permitir uma melhor recuperagdo (SINGH et al., 2015).

No caso de enzimas como a L-ASNase, embora ainda sejam utilizadas altas
concentragdes do agente caotropico ureia (CHOHAN et al., 2018; KANTE et al., 2018), ¢
possivel realizar a solubilizacdo desses corpos de inclusdo utilizando baixa concentracdo de
ureia e realizar o reenovelamento/redobramento por meio de dilui¢ao pulsatil (UPADHYAY et
al., 2014). Outras maneiras de realizar essa solubilizagdo branda, e com possibilidade de
recuperagdo da enzima ja na forma nativa, sem necessidade de reenovelamento, ¢ por meio do
uso de agentes como Triton X-100, sarcosil, CHAPS, &cido perfluorooctandico (PFOA)
(PLUCINSKY; ROOT; GLOVER, 2018; TAO et al., 2010), além de estratégias de aquecimento
(CAl et al., 2020).

De forma geral, os corpos de inclusdo sdo considerados depositos amorfos formados por
precipitacdo passiva e inespecifica de cadeias proteicas ndo dobradas, desprovidos de
regularidade estrutural (CARRIO et al., 2005; SINGH et al., 2015), como os de TDP-43, uma
proteina nuclear multifuncional (CAPITINI ef al., 2014). No entanto, esses agregados podem
compartilhar uma organizagdo de caracteristicas estruturais e bioldgicas importantes de
natureza amiloide (CARRIO et al., 2005).

A agregacdo amiloide observada em corpos de inclusdo pode ser constatada por uma
analise espectroscopica de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), que revela
riqueza de contetido beta e sinais correspondentes a estrutura beta cruzada (CARRIO et al.,
2005), ou por padrao de difracdo de raios X, que revela semelhanca com o padrao gerado por
fibrilas amiloides (WANG et al., 2008).

Apesar de sua heterogeneidade e independente da fonte, todos os polipeptideos
envolvidos em agregados de fibrilas amiloides apresentam caracteristicas semelhantes: ligacao
a certas moléculas corantes, como vermelho do Congo (CR: C32H22N¢Na20O6S:2) ou tioflavina-
T (Th-T: Ci7H19CIN2S), morfologias fibrilares semelhantes e organizacdo das proteinas
agregadas em estruturas de folhas p cruzadas (CARRIO er al., 2005).

A agregacdo amiloide é um fendmeno baseado em nucleacdo e agregados de uma
proteina podem atuar como sementes para agregacdo de proteinas semelhantes, o que pode

acontecer com corpos de inclusdao do hospedeiro E. coli (SINGH et al., 2015). A cinética de
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formacdo desses agregados pode ser controlada através da manipulacdo das condicdes de
cultivo bacteriano; no entanto, a natureza da proteina superexpressa € seu comportamento de
agregacdo decide a natureza e as propriedades dos corpos de inclusao (UPADHYAY et al.,
2012).

1.6 Otimizacio das condicoes de cultivo para expressio de hASNasel: Planejamento

Fatorial Box-Behnken

Uma vez que as condicdes de cultivo da proteina superexpressa determina a cinética de
formacgao dos corpos de inclusdo, a otimizagdo das condi¢des de cultivo para expressao torna-
se extremamente importantes. Para isso, a andlise das melhores condigdes de um processo
produtivo, com o objetivo de determinar a melhor combinag¢do dos valores das varidveis
envolvidas, pode ser realizada utilizando-se de métodos estatisticos de analise univariada.
Nesses casos, a resposta de interesse, que pode ser a concentragdo de um determinado produto,
¢ mensurada em fun¢do da variagdo de um unico fator, enquanto os demais fatores permanecem
fixos. A medida que se vai alcangando maximas respostas com os valores dos fatores estudados,
esses valores vao sendo mantidos constantes nos experimentos subsequentes. Com isso, 0s
melhores niveis de cada fator sdo encontrados progressivamente e utilizados para formar as
condi¢des do processo final (SILVESTRE, 2007).

No entanto, essa abordagem traz algumas desvantagens, como elevado niimero de
experimentos, elevado tempo demandado até o ajuste do modelo e o fato de que as interagdes
entre as varidveis ndo sao verificadas.

A estatistica multivariada ¢ uma ferramenta que pode contornar essas limitagdes do
método "um fator de cada vez", pois nao mede apenas a influéncia de cada variavel de entrada
(fator) na variavel de saida (resposta), mas também as interacdes entre as variaveis e permite
avaliar a sua significancia. Nesses experimentos multivariados, os valores dos fatores
investigados sdo estudados em "niveis", que vdo de um minimo a um méaximo. A combinagao
dos niveis de cada fator ¢ utilizada para gerar um planejamento fatorial de experimentos em
que uma variavel ¢ estudada segundo o comportamento de outras que sdo investigadas ao
mesmo tempo. Logo, com planejamento fatorial pode-se multiplicar o nimero de varidveis
independentes, ou fatores, estudadas e o nimero de niveis de cada varidvel (FERREIRA, 2008).

A otimizagdo de processos fermentativos pode ser feita alterando tanto um fator de cada
vez quanto varios fatores ao mesmo tempo (UPPULURI ef al., 2013). Nos experimentos
multivariados, hd uma grande economia de tempo e € possivel chegar a condi¢ao de ajuste mais

rapidamente, j& que pode fornecer dados estatisticos com um niimero relativamente pequeno de
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experimentos e ¢ uma ferramenta valiosa para medir interagdes entre fatores e para a previsao
de condigdes otimas de fermentagdo (PEREIRA; PEREIRA-FILHO, 2018; UPPULURI et al.,
2013).

O experimento Box—Behnken ¢ um tipo de planejamento fatorial muito util para
melhoria de processos em que se deseja gerar um modelo de otimizacdo de variaveis para
determinar a combinagdo das variaveis de entrada mais relevantes de um determinado sistema
analitico capaz de gerar a maxima resposta da variavel de saida (BOX; BEHNKEN, 1960). A
combinagdo de trés varidveis, por exemplo, com dois niveis cada uma, daria um total de 2°
experimentos, equivalente ao nimero de vértices de um cubo, que ¢ igual a 8. Cada fator, ou
variavel independente, ¢ colocado em um dos trés valores que estdo nos pontos médios das
bordas do cubo (Figura 5) e sdo igualmente espagados, sendo codificados geralmente como -1,
0, +1 (BOX; BEHNKEN, 1960). O desenho experimental precisa ter pelo menos trés niveis
para se alcancar o objetivo do projeto experimental, sendo suficiente para se ajustar a um
modelo quadratico. Nos experimentos Box—Behnken, ndo ha pontos axiais fora do “cubo”, de
modo que todos os pontos do experimento permanecem dentro de uma zona segura de operacao,

garantindo que todos os fatores ndo sejam fixados nos seus niveis maximos ao mesmo tempo.

Figura 5 — Diagrama representativo do planejamento fatorial com trés variaveis X1, Xz e X3:

tempo de expressao (h), concentracdo de IPTG (mM) e temperatura (°C).
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Fonte: elaborado pela autora. Os pontos no diagrama representam os ensaios experimentais conduzidos. Os valores
-1, 0 e +1 representam o nivel de cada varidvel. No ponto azul, todas as variaveis encontram-se no nivel 0 (ponto

central).

Em cada bloco experimental, certo nimero de fatores ¢ colocado em todas as
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combinagdes para o planejamento fatorial, enquanto os outros fatores sao mantidos nos valores
centrais. No caso do projeto Box—Behnken para 3 fatores adotado na metodologia desse estudo,
2 fatores sao variados por meio das 4 combinagdes possiveis de alto e baixo, enquanto o terceiro
fator encontra-se no nivel central (BOX; BEHNKEN, 1960; PEREIRA; PEREIRA-FILHO,
2018). Nesse caso, também ¢ necessario incluir os pontos centrais, nos quais todos os fatores
estdo em seus valores centrais (BOX; BEHNKEN, 1960; PEREIRA; PEREIRA-FILHO, 2018).

O planejamento fatorial resulta em um diagrama de quantificagdo da influéncia de cada
variavel de entrada e das suas interagdes em relacao a variavel de saida (BOX; BEHNKEN,
1960; PEREIRA; PEREIRA-FILHO, 2018). Dessa forma, € possivel conhecer as variaveis que
tém um impacto positivo ou negativo e qual ¢ a intensidade desse impacto na resposta. Por isso,
os planejamentos fatoriais permitem selecionar as variaveis que efetivamente possuem
significancia e devem ser consideradas para a melhoria do processo.

Essa ferramenta pode ser utilizada para otimizar as condi¢des de cultivo para favorecer
a expressao de proteinas recombinantes em sistemas de expressao bacterianos, seja a expressao
da proteina na forma soltivel ou em corpos de inclusdo. Neste estudo, buscou-se avaliar
variaveis no cultivo que fossem significantes para a expressdo de hASNasel em frascos
agitados, usando o desenho experimental estatistico Box—Behnken. Com isso, espera-se
otimizar as condi¢des de cultivo para posterior aumento da escala de produgdo de hASNasel

em biorreator.

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar as varidveis de cultivo e otimizar as condi¢des para obtengdo de alto rendimento
na produgao do biofarmaco antileucémico hASNasel na forma de corpos de inclusdo utilizando
frascos agitados, assim como caracterizar, solubilizar e testar o redobramento dos corpos de

inclusdo. Em paralelo, expressar e purificar hASNasel na forma soltvel, a nivel de comparagao.

2.2 Especificos

I.  Estabelecer e otimizar a concentra¢dao de indutor (IPTG), temperatura (°C) e tempo de
expressdo (h) para obtenc¢do de alto rendimento de expressao intracelular de hASNasel
em E. coli em frascos agitados, seguindo planejamento fatorial Box—Behnken 3°.

II.  Desenvolver o método de rompimento celular, para obtengdo da enzima hASNasel
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intracelular.
III.  Avaliar o rendimento da producao de hASNasel soluvel e em corpos de inclusdo.
IV.  Quantificar a expressao de proteinas totais ¢ hASNasel.
V. Analisar estatisticamente os resultados para obtencdo da otimizagdo das melhores
condi¢des de producdo da hASNasel por planejamento fatorial.
VI.  Caracterizar os corpos de inclusdo quanto a presenga de ligagdes B-amiloide e didmetro
hidrodinamico.
VII.  Estabelecer protocolo de solubilizagao dos corpos de inclusdo e caracteriza-los.
VIII.  Testar condigdes de redobramento de hASNasel solubilizada.
IX.  Produzir, purificar e medir atividade enzimatica de hASNasel na fracdo soluvel, a fim

de comparar com os corpos de inclusao.
3 METODOLOGIA

3.1 Desenvolvimento da asparaginase humana (hASNasel)

No presente estudo, trabalhou-se com a expressdo em Escherichia coli, com vetor
Pet28a-Sumo, do dominio L-asparaginase localizado na regido N-terminal (residuos 1-369) da
lisofosfolipase humana, expresso juntamente a uma TAG SUMO e His TAG (Hiss-SUMO-

hASNasel), na forma de corpos de inclusdo (Figura 6), totalizando uma massa de 60 kDa.

Figura 6 — Ilustra¢do do produto recombinante expresso em E. coli neste trabalho (Hise-

SUMO-hASNasel).

hASNasel
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3.2 Pré-inoculo

As cepas de E. coli Rosetta, com vetor pET28a-Sumo, contendo o plasmideo com o
gene codificador da enzima de interesse (hASNasel) do aminoécido 1 ao 369 foram pré-
inoculadas com o indculo do lote de trabalho (armazenado a -80°C) diluido 3:5 em Terrific
Brith (TB) e glicerol 20% ao final. Anteriormente, as células foram crescidas a 37 °C, 16 h, 200
rpm, sob agita¢do orbital (Eppendorf), em frascos de 250 mL, contendo 50 mL de meio TB.

O pré-inéculo foi preparado em meio TB (20 g/L de triptona, 24 g/L. de extrato de
levedura, 4 mL/L de glicerol, 100 mL/L de tampao fosfato (0,17 M KH2POy4; 0,72 M K2HPOy).
O tampao fosfato foi adicionado apenas apds a autoclavagem do meio (2,5 mL do tampao (10%)
em 22,5 mL de meio). A 25 mL do meio foi adicionado 40 pL do antibiético Canamicina 25
mg/mL (concentracido de 40 pug/L no meio) e 25 pL do antibidtico Cloranfenicol 34 mg/mL
(concentragdo de 34 ug/L no meio). Uma aliquota do estoque (armazenado a -80°C) de E. coli
Rosetta, com vetor pET28a-Sumo, foi adicionada ao meio de cultura. O frasco foi mantido em

agitador orbital durante 16 h, com agitacao de 200 rpm, a 37 °C.
3.3 Otimizac¢do da producio de hASNasel via planejamento Fatorial Box-Behnken 3°

Para otimiza¢do da expressao, foi realizado um planejamento fatorial Box—Behnken 33
(Tabela 1). Os pontos fatoriais foram escolhidos com base na literatura (Anexo A) e em
protocolos de expressao estabelecidos anteriormente pelo Grupo de Engenharia de Proteinas e
Solugdes para a Satde (GEPeSS) - Fiocruz/CE, sendo estudados em trés niveis (3%). Cada
ensaio foi conduzido em duplicata, sendo realizada a expressdo de hASNasel em Escherichia

coli com vetor pET28a-Sumo, em 51 mL de volume total em cada frasco.

Tabela 1 — Planejamento Fatorial Box—Behnken 33: avaliacdo das varidveis tempo de

expressao (X1), [IPTG] (X2) e temperatura (X3).

Ensaios Variaveis Variaveis decodificadas
codificadas
Tempo de Expressao IPTG Temperatura
E | X XX (h) (mM) (°C)
1 + + 0 8 0,4 31
2 + - 0 8 0,2 31
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3 - + 0 4 0,4 31
4 - - 0 4 0,2 31
5 + 0 + 8 0,3 37
6 + 0 - 8 0,3 25
7 - 0 + 4 0,3 37
8 - 0 - 4 0,3 25
9 0 + + 6 0,4 37
10 0 + - 6 0,4 25
11 0 - + 6 0,2 37
12 0 - - 6 0,2 25
13 0 0 0 6 0,3 31

Fonte: elaborado pela autora. IPTG: Isopropil f-D-1-tio galactopiranosideo

3.4 In6culo e Expressao

Para a inoculac@o dos meios para expressdao de hASNasel nos ensaios do planejamento
fatorial, os erlenmeyers foram separados em duplicata, cada um contendo 50 mL do meio TB.
A cada frasco foram adicionados antibiético Canamicina 25 mg/mL (concentracio de 40 ug/L
no meio) e Cloranfenicol 34 mg/mL (concentracdo de 34 pg/LL no meio). A cada um foi
adicionado também 1 ml do pré-inéculo (2%) de E. coli Rosetta, com vetor pET28a-Sumo. Os
frascos foram mantidos em agitador orbital (shaker) para crescimento durante 3 h, a 37 °C e
200 rpm.

Ap6s as 3 h de crescimento (O.D.soonm de 0,6-0,8), induziu-se a expressdao com IPTG.
Aos frascos dos ensaios 1, 3,9 e 10 foi adicionado IPTG na concentracdo final de 0,4 mM. Aos
frascos dos ensaios 2, 4, 11 e 12 a concentragdo final foi de 0,2 mM, e para os ensaios 5, 6, 7,
8 e 13 foi de 0,3 mM. A expressao ocorreu sob agitagdo de 200 rpm em diferentes temperaturas

de acordo com as combinacdes exibidas na Tabela 1. As culturas expressas foram centrifugadas
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a 15 °C, 8000 x g, por 10 min. Os pellets contendo as células foram armazenados na temperatura

de -30 °C para lise posterior.

3.5 Rompimento celular mecanico por ultrassonica¢ao

Os pellets celulares foram pesados em duplicata, no intuito de comparar a quantidade
de asparaginase em cada cultivo, e colocados em tampao Tris 50 mM, NaCl 300 mM, pH 8,5,
para posterior rompimento celular. As células foram lisadas, utilizando-se o processador
ultrassonico QSonica Sonicators, configurado para amplitude 4%, por 10 minutos com ciclos
de 20 segundos de ultrassom e 40 segundos em repouso até a amostra ficar homogénea. Quando
os pellets decantavam, a sonicacao era parada para que os tubos com os pellets fossem agitados,
sendo esse passo repetido até a dissolucdo completa do material. As amostras ficavam em tubos
de 2 mL, parcialmente submersos em recipiente com agua, a qual cobria o volume presente nos
tubos. Apds o rompimento, os lisados celulares foram centrifugados a 10.000 x g, por 5 min a
20 °C. As aliquotas de sobrenadante e precipitado apos a lise celular foram preparados em tubos
de 2 mL; ao precipitado pos-sonicagdo, foi adicionado o mesmo volume de tampao Tris 50 mM,
NaCl 300 mM, pH 8,5. Foi estabelecido 1 mL de tampao para cada 5,4 mg de biomassa timida

pesada.

3.6 Avaliacao da produciao de hASNasel utilizando eletroforese em gel de poliacrilamida

(SDS-PAGE)

Todas as condi¢cdes dos ensaios do planejamento fatorial foram avaliadas por
eletroforese (SDS-PAGE) para a andlise das melhores condi¢des de cultivo para expressao
heter6loga de hASNasel na forma soluvel (fracao solivel) e hASNasel expressa em corpos de
inclusdo (fracdo insoluvel). A eletroforese foi realizada em gel de poliacrilamida, em condi¢des
desnaturantes e redutoras, na presenca de f—mercaptoetanol. Foram adicionados para o gel de
corrida (considerando para 2 géis): 4,95 mL de 4gua, 3,75 mL de acrilamida/bis-acrilamida
40%, 3 mL de solucao lower Tris pH 8,8 1,5 M, 120 uL. de SDS 10%, 120 uL de APS (persulfato
de amoénio) e 12 pL de TEMED. Para o gel de empilhamento (considerando para 2 géis)
utilizou-se: 4,35 mL de dgua, 1,125 mL de acrilamida/bis-acrilamida 40%, 1,875 mL de upper
Tris pH 6,8 1,5 M, 75 pL de SDS 10%, 75 uL de APS 10% e 7,5 uL. de TEMED.

Em seguida, 20 pL das aliquotas de sobrenadante e precipitado pds-sonicagdo, foram
adicionados em 5 pL de tampdo de amostra (5X) aquecido a 100 °C, por 10 minutos para

desnaturagdo, e foram aplicados 10 uL. de amostra e 5 pl. do marcador molecular TrueColor



31

High Range Protein Marker (10-245 kDa). O gel foi corado com solucdo de Coomassie

Brilhante Blue R-250 para visualizagcdo das bandas.

3.7 Quantificacdo de hASNasel e proteinas totais por densitometria

A partir do software Imagel, foi possivel realizar uma triagem das quantidades da
hASNasel e proteinas totais nos géis de eletroforese, com base em suas densidades Opticas, para
quantificar os niveis de expressdio da hASNasel. O software gerou uma medida de &drea
correspondente a densidade das bandas selecionadas no gel. Com isso, foi possivel chegar a
uma estimativa indireta de quantidade de hASNasel, usando uma das bandas do marcador
molecular para formar um fator de conversido adimensional (Equacdo 1). Nesta metodologia,
foi escolhida a banda de 60 kDa do padrao de migracao do marcador TrueColor High Range
Protein Marker (10-245 kDa). As quantificagdes foram feitas em triplicata.

[Enz] = fc x [MM] (1)

Em que: [Enz] € a concentracdo de enzima (ug/mL ou mg/mL); fc é o fator de conversdo adimensional obtido da
razdo entre a drea da banda de hASNasel em corpos de inclusdo e a drea de uma banda do marcador molecular
fixada como padrdo para as andlises; [MM] € a concentragdo de proteina no marcador molecular (pg/mL ou

mg/mL).

Um gel de calibracdo com a proteina albumina sérica bovina (BSA) (Anexo B), de
concentragdo crescente conhecida (125 pg/mL a 2000 pg/mL) foi feita para gerar o valor de
concentracdo do marcador molecular e encontrar a concentragdo de corpos de inclusao de
hASNasel, em pg/mL, a partir da Equagao 1. O valor de [MM] obtido foi de 99,2217 pg/mL.
A massa de corpos de inclusdo de hASNasel em g/L também foi obtida com base nos volumes

de meio total e massas totais de pellet.

3.7 Quantificacido de proteinas totais pelo método de BCA

A quantificagiio de proteinas foi realizada pelo Pierce™ BCA Protein Assay Kit, sendo
um método colorimétrico para quantificacdo de proteinas totais. Esse método se baseia na
reacdo de reducdo do Cu’* com protefnas. O reagente de trabalho BCA foi preparado na
proporcao 50:1 (50 partes Reagente A: 1 parte Reagente B), ficando, para um volume total de
25,5 mL, 25 mL do Reagente A e 0,5 mL do Reagente B. Na microplaca, a propor¢ao em cada

poco era de 1 de amostra para 8 do reagente de trabalho BCA, ficando 25 uLL da amostra para



32

200 pL do reagente BCA. As microplacas foram incubadas a 37 °C na estufa por 30 min. A
medida de absorbancia foi feita a 570 nm.

Uma curva de calibragao foi feita com a proteina albumina sérica bovina (BSA) (Anexo
C), com as concentracdes variando de 0 a 1500 pg/mL. A equagdo do gréifico da curva de
calibragiio é mostrada abaixo (2), juntamente com o coeficiente de correlagio linear (R?):

y =0,0009x (2)
R? =0,9983

3.8 Analises estatisticas e superficie de resposta usando software Minitab

As variaveis foram estudadas em trés niveis e as analises estatisticas foram feitas no
Minitab. Foram medidas as interagdes entre as variaveis independentes e a influéncia de cada
variavel de entrada na variavel dependente, assim como foram avaliadas as significancias das
interagdes e influéncia. Com os ensaios gerados por Box—Behnken Design (BBD), foi possivel
selecionar as variaveis e modificar seus niveis em busca da maxima producao de hASNasel, ou

seja, do ajuste da resposta.

3.9 Ensaios de caracterizacao dos corpos de inclusao quanto a presenca de ligacoes [-

amiloide

Os corpos de inclusao de hASNasel foram testados para ligagdo ao corante vermelho do
Congo (CR: C3H2NgNaxOsS2) por meio do ensaio de desvio de banda espectroscopico
(adaptado de UPADHYAY et al., 2012). Os corpos de inclusdo foram diluidos em tampao de
lise (Tris 50 mM, pH 8, contendo NaCl 300 mM) com vermelho do Congo 0,01 mM, sem
padronizacdo da concentragdo de proteinas. As amostras foram lidas a temperatura ambiente
logo apds adi¢do do corante, em espectrofotometro NanoDrop One Micro-UV/VIS (Thermo
Scientific), nos comprimentos de onda variando de 250 nm a 650 nm. Os espectros de absor¢ao
foram coletados juntamente com solu¢@o de controle negativo, na auséncia de corante, e de

corante na auséncia de proteina (branco).

3.10 Testes de solubilizacido dos corpos de inclusio e determinacio de didmetro

hidrodindmico por dispersao de luz dinimica apés solubilizacido dos agregados

A técnica de espalhamento de luz dindmico (Dynamic Light Scattering, DLS) foi usada
para determinar o didmetro hidrodindmico das amostras conjugadas, também conhecida por
Espectroscopia de Correlacao de Fotons (Photon Correlation Spectroscopy, PCS). Com isso, €
possivel estabelecer uma combinagdo da relagdo proporcional entre a difracdo do laser e a

concentragdo e tamanho de aglomerados. O equipamento determina o didmetro da particula de
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acordo com a sua intensidade, por meio de uma distribui¢do gaussiana. Entdo, se ha mais
particulas de um determinado tamanho, maior vai ser a intensidade pelo espalhamento de luz
para essa particula. Assim, tem-se populagdes de particulas, em que no meio da distribui¢cao ha
majoritariamente particulas de um didmetro X, com intensidade Y (multiplicando, chega-se ao
numero de particulas com esse diametro). Com isso, € possivel saber o tamanho da particula de
corpo de inclusdo, bem como se esse tamanho de particula diminui apés os ensaios de
solubilizacao.

Neste estudo, foi medido o DLS das amostras em duplicata solubilizadas com ureia 2M
e 4M, Triton X-100 0,5%, DMSO 5%, solugdo Tris 100 mM pH 12,5 (ajuste com NaOH 1 M),
solugdo Tris 100 mM pH 12,5 combinado a Triton X-100 0,5%, assim como de amostras nao
solubilizadas (sobrenadante e precipitado), para formar um controle. O equipamento utillizado
foi Zetasizer Nano ZS90, da Malvern, e os resultados foram analisados no software Zetasizer
v8.02.

Os pellets que foram solubilizados com ureia, triton X-100 e DMSO passaram
anteriormente por uma lavagem com 4gua destilada gelada (JEVSEVAR et al., 2005) a 10.000
x g, por 5 min a 20 °C. Ap0s a lavagem, foi acrescentado 1 mL de cada solugdo de solubilizagao
em cada tubo com pellet ¢ esse sistema foi deixado overnight a temperatura ambiente, sem
agitacdo. No dia seguinte, adicionou-se solugdo Tris 100 mM pH 12,5 a outros dois tubos
contendo pellets, deixou-se a temperatura ambiente por 1h e depois agitaram-se os tubos por 3
h (LU; LIN, 2012, adaptado). Em seguida, todos os tubos foram centrifugados a 10.000 x g, por
10 min a 20 °C (LU; LIN, 2012), para separar sobrenadante dos precipitados, caso houvesse.

Em uma segunda etapa de analises, foi avaliado se a homogeneizacdo poderia ser
significativa na reducdo dos corpos de inclusdo, se o tempo de exposicdo ao agente
desnaturante/solubilizante (1 h, 6 h e 16 h) seria importante para a redug@o do corpo de inclusdao

e se a temperatura (4, 21 e 25 °C) teria influéncia nesse processo.

3.11 Testes de redobramento de hASNasel apds solubilizacido dos corpos de inclusao

A proteina solubilizada passou por troca de tampdo em concentrador Amicon® Ultra-15
Centrifugal Filters (30kDa MWCO, Merck, Millipore), sob condi¢des de centrifugacdo de 5000
X g, 5 min, a 4 °C, até que o agente de solubilizacio fosse removido, sem precipitar a proteina
novamente. Os testes de redobramento prosseguiram em tampao Tris 50 mM, NaCl 300 mM,
pH 8.0, na presenca de arginina 100 mM e 10 mM, PEG 4000 0,5% e glicerol 25%. O mesmo
procedimento foi adotado para solugdo Tris 100 mM pH 12,5 e solugdo fostato de potassio

monobdsico (KH2PO4) e NaOH pH 8,0 (adaptado de CHOHAN et al., 2018; UPADHYAY et
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al., 2014). Em seguida, foi medida atividade enzimética, de acordo com o descrito em 3.11,

para avaliar se o redobramento foi bem-sucedido.

3.12 Produciao de hASNasel soluvel para comparaciao com os corpos de inclusao

Para o pré-in6culo, uma aliquota do estoque (armazenado a -80 °C) de E. coli Rosetta,
com vetor pET28a-Sumo, foi adicionada ao meio de cultura. O frasco foi mantido em agitador
orbital durante 16 h, com agitacdo de 200 rpm, a 37 °C.

Para a inoculagdo dos meios para expressao de hASNasel solivel, foram preparados 3
erlenmeyers contendo cada um 100 mL do meio TB (20 g/L de triptona, 24 g/L. de extrato de
levedura, 4 mL/L de glicerol, 100 mL/L de tampao fosfato (0,17 M KH;POg4; 0,72 M KoHPOy)).
A cada frasco foram adicionados antibiético Canamicina 25 mg/mL (concentracdo de 40 pug/L
no meio) e Cloranfenicol 34 mg/mL (concentracdo de 34 pg/LL no meio). A cada um foi
adicionado também 2 ml do pré-indculo (2%) de E. coli Rosetta, com vetor pET28a-Sumo. Os
frascos foram mantidos em shaker para crescimento durante 3 h, ou até que a densidade Optica
a 600 nm estivesse entre 0,6 e 0,8, a 37 °C sob agitacio de 200 rpm.

Apo6s 3 h de crescimento, adicionou-se o indutor de expressdao IPTG na concentracio
final de 0,3 mM. A expressdo ocorreu sob agitacao de 200 rpm, 15 °C. Apds 16 h de expressao,
os contetddos foram centrifugados, a 15 °C, 8000 x g, durante 10 min. Os pellets contendo as
células foram armazenados a -30 °C.

Para o rompimento celular, foram empregados 5 mL de tampao (Tris 50 mM, NaCl 300
mM pH 8,0, imidazol 20 mM, Triton X-100 1% e inibidor de serina protease, fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF), 1%), para o pellet derivado de 50 mL de cultura expressa. Os pellets
ressuspendidos foram reunidos em gelo e lisados no processador ultrassonico QSonica
Sonicators, configurado para amplitude 20%, por 5 minutos com ciclos de 10 segundos de
ultrassom e 40 segundos em repouso até a amostra ficar homogénea. Apds o rompimento, 0s
lisados celulares foram centrifugados a 10.000 x g, por 30 min a 4 °C, e o sobrenadante foi

separado para posterior etapa de purificacdo em bancada.

3.13 Purificacdo de hASNasel soluvel para comparacio com os corpos de inclusao

Para a purificacdo de bancada, 1 mL da coluna de afinidade por cauda de histidina
HisLink™ foi lavada com dgua ultrapura e, em seguida, com tampdo Tris 50 mM, NaCl 300
mM, pH 8,0, imidazol 20 mM para a etapa de equilibrio, por 1h, a 100 rpm e 15 °C. Apds essa
etapa, retornou-se a coluna para coleta do flow through (FT), que ndo interagiu com a coluna.

Em seguida, lavou-se com tampao Tris 50 mM, NaCl 300 mM, pH 8,0, imidazol 60 mM para
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retirada de contaminantes. O tampao para elui¢do da proteina de interesse (Tris 50 mM, NaCl
300 mM, pH 8,0, imidazol 300 mM) foi deixado em contato com a coluna e a amostra sob leve
agitacdo, por 30 min, antes de eluir a fracdo de interesse que foi utilizada para realiza¢do de
atividade enzimatica.

O tampao de eluicao foi trocado para retirada de imidazol por meio de concentrador
Amicon® Ultra-15 Centrifugal Filters (30kDa MWCO, Merck, Millipore), centrifugada a 5000

X g, 5 min, a 4 °C, até que o imidazol fosse removido e a enzima concentrada.

3.14 Medida de atividade enzimatica de hASNasel soliivel para comparagao com os corpos

de inclusao

A atividade enzimética foi quantificada por meio do método colorimétrico de Nessler
(tetraiodomercurato (II) de potdssio), em que o reagente de Nessler reage com a NH3, a qual €
liberada durante a conversdo de L-Asn em L-Asp (MEISTER, 1944). Na primeira etapa,
hASNasel foi adicionada, a partir de uma solucdo concentrada de 33,5 uM, ficando nas
concentracdes finais de reacdo de 8,04 uM, 9,38 uM e 10,72 uM, em fosfato de potdssio
monobdsico (KH2PO4) com NaOH pH 7,4 (pH fisiolégico), juntamente a 65 pL de L-asparagina
94,5 mM (volume total de reacdo de 250 pL). A reacdo foi parada com 22 plL de acido
tricloroacético (TCA) 12%, ap6s 30 min a 37 °C. Apds a hidrélise de L-Asn, na etapa de
coloragdo, foram adicionados 75 pL de cada reagdao em 200 puL de agua ultrapura e 75 pL de

reagente de Nessler. A atividade enzimética foi calculada segundo a Equagao 3:

(concentracgio de amonia)x(vol.etapa 1)X(vol.da etapa 2)

U/mL = 3)

(vol. transferido da etapa 1 para 2) X(tempo de reacido)X(vol. de amostra da enzima)

A concentragdo de NH3 de cada reagdo foi entdo determinada por espectrofotometria a
450 nm em leitora de microplacas, Multiskan GO, VWR — Thermo Scientific. A curva de
calibragcdo (ANEXO D) foi preparada por meio da reacdo do reagente de Nessler com multiplas
dilui¢des de uma solugdo estoque de 5,9 mM de cloreto de amdnio (NH4Cl), correspondendo a
faixa de concentracdo de 0,10 a 1,18 pmol de NH3z.mL'. Uma unidade de atividade da
hASNasel (U) foi definida como a quantidade de enzima necesséria a liberagao de 1 umol de
NHj3 por min da reagdo em pH 7,4 e 37 °C. A equagdo do grafico da curva de calibragdo €
mostrada abaixo (4), juntamente com o coeficiente de correlacio linear (R?):

y =1,756x 4)
R? =0,9993
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao de proteinas totais produzidas por E. coli nos ensaios do planejamento

fatorial

Por meio da quantificagdo de proteinas totais, foi possivel tragar um perfil de produgao
de proteinas pela bactéria durante os ensaios de expressio de hASNasel (Figuras 7 e 8). E
possivel observar uma maior concentracdo de proteinas totais na fragao sobrenadante do lisado
de células, no entanto, pelas analises de eletroforese (Figura 9), identificou-se que o precipitado
contém majoritariamente hASNasel, que se encontra na forma de corpo de inclusdo. Isso pode
ser explicado pelo fato de que o método de quantificacdo dos corpos de inclusdo pelo BCA nao
¢ o mais adequado quando estes ainda estdo na forma insolivel. Essas informagodes diretas
foram valiosas para a tomada de decisdes mais assertivas com relagdo aos proximos ciclos de
ensaios fatoriais, uma vez que a purificagdo ¢ favorecida pela menor quantidade de proteinas
contaminantes, que estdo presentes na fracao soluvel. Dessa forma, optou-se em prosseguir o

estudo para otimizacgao da produgdo de hASNasel em corpos de inclusio.

Figura 7 — Avaliagdo da produgdo de proteinas totais nos sobrenadantes dos cultivos

provenientes do planejamento fatorial Box—Behnken 3° em frascos agitados.
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Figura 8 — Avaliacdo da producdo de proteinas totais nos precipitados dos cultivos

provenientes do planejamento fatorial Box—Behnken 3° em frascos agitados.
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Figura 9 — Géis de eletroforese SDS-PAGE para visualiza¢do das proteinas intracelulares,

incluindo hASNasel, de E. coli.
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Fonte: elaborado pela autora. Xsob e Xprec representam, respectivamente, as bandas de migracao eletroforética
das proteinas das amostras de sobrenadante ¢ precipitado provenientes do rompimento das células de E. coli
produzidas em cada ensaio do planejamento fatorial (1 a 13). A seta preta esta indicando a banda do marcador
molecular TrueColor High Range Protein Marker (10-245 kDa) correspondente a 60 kDa, de mesmo peso
molecular que hASNasel (39 kDa da hASNasel humana + aproximadamente 20 kDa da TAG SUMO + 0,8 kDa
da cauda de poli-histidina).

4.2 Otimizacdo da producdo de hASNasel expressa em E. coli na forma de corpos de

inclusao

Durante o rompimento celular, observou-se que diferentes condicdes de expressao
levavam ao aumento ou diminui¢cdo do tempo de homogeneizacao do pellet, devido a produgdao
maior ou menor de biomassa. Com base nesses dados, estipulou-se que o tempo de sonicacao
necessdrio seria realizado de acordo com a homogeneizagado total do pellet, e portanto, cada
condi¢do do cultivo teve um periodo de sonicacdo diferente, ndo ultrapassando 15 minutos. O
volume de tampao utilizado para soniccao foi padronizado em todas as condi¢des. Para isso, os
pellets foram aliquotados e padronizados, sendo que, para cada 0,0054 g de pellet, foram
adicionados 1 mL de tamp@o para sonicacao.

A enzima hASNasel foi expressa em E. coli em todas as condigdes testadas nos ensaios
do planejamento, e a lise celular por sonicagdo mostrou-se eficiente para obtencdo da
hASNasel, como pode ser verificado nos géis de eletroforese SDS-PAGE (Figura 9), sendo a
hASNasel correspondente a banda de aproximadamente 60 kDa.

A partir dos resultados, foi possivel observar que a enzima foi majoritariamente expressa
em corpos de inclusdo se comparada com a forma solavel (Tabela 2), tendo em vista a apari¢ao
no gel de bandas espessas de hASNasel relativa a fragdo do precipitado das amostras. A Tabela
2 traz esse compilado de percentuais de hASNasel na fragdo insoltvel e na fragdo soluvel.

A producdo majoritaria da enzima na forma de corpos de inclusdo estd de acordo com
relatos da literatura, pois, em geral, a superexpressao de proteinas recombinantes em E.coli
acarreta na agregacao citoplasmatica dessas proteinas na forma de corpos de inclusdo, os quais
correspondem a >90% da proteina recombinante alvo (KANTE et al., 2018; SINGH et al.,
2015). Essas estruturas s@o insoluveis em agua e impdem barreiras nos processos downstream,
como isolamento, solubiliza¢@o, renaturagcdo (reenovelamento) e purificagdo para adquirir a
proteina bioativa (KANTE et al., 2018) quando nao funcionais (UPADHYAY et al., 2014). Por
outro lado, os corpos de inclusdo para expressdao de proteinas podem representar vantagens,

como um nivel muito alto de expressdo dessas proteinas, como avaliado nesse trabalho, e
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resisténcia ao ataque de proteases, podendo auxiliar na etapa de purificacdo da biomolécula

(UPADHYAY et al., 2014).

Tabela 2 — Percentual de hASNasel expressa em corpos de inclusao (CIs) e na fracdo solivel
(FS) para cada ensaio do planejamento fatorial.

Ensaio % CIs % FS c

1 89,82 10,18 0,447
94,65 5,35 0,542
96,81 3,19 +0,728
84,85 15,15 0,564
94,43 5,57 +1,605
96,80 3,20 0,192

N O L AW

99,45 0,55 +£0,069
8 58,32 41,68 +4,694
9 72,43 27,57 +£3,754
10 60,58 39,42 +2,463
11 71,50 28,50 +6,074
12 93,58 6,42 +0,409
13 91,92 8,08 0470

Fonte: dados da pesquisa. Essa é uma medida obtida da andlise indireta, usando o software Imagel, de

quantificacdo de hASNasel do sobrenadante (fracdo soltivel) e do precipitado (corpos de inclusdo).

No que diz respeito a quantidade de hASNasel expressa em relacdo ao total de proteinas
para cada ensaio do planejamento fatorial conduzido, esses dados foram compilados de acordo
com as estimativas indiretas obtidas por meio da comparagao das bandas de proteinas em SDS-
PAGE usando software Imagel, conforme apresentados na Tabela 3.

Chohan et al., 2018 conseguiram observar em seu estudo uma grande quantidade de L-
asparaginase recombinante (Pcal_0970), sendo cerca de 30% do total de proteinas das células
de E. coli. Comparativamente, neste trabalho a indu¢do com IPTG resultou na producdo de
hASNasel em quantidade razoavel (Tabela 3), tendo os ensaios de 1 a 6 as melhores
combinagdes das condigdes de cultivo e expressao para uma boa producdo de hASNasel, com

destaque para o ensaio 3, que correspondeu a uma produgdo de 18% de hASNasel com relagao
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ao total de proteinas de E. coli. Nesse ponto 3, as condi¢des eram de 4 h o tempo de expressao
da enzima, 0,4 mM do indutor de expressdo IPTG e 31 °C de temperatura de indu¢do. Com um
periodo de até 8h de expressao, foi alcangada uma boa quantidade de hASNasel, o que pode ser
um resultado promissor em comparagao aos achados similares no trabalho de Chohan et al.,

2018.

Tabela 3 — Percentual de hASNasel com relac@o as proteinas totais produzidas pela célula de
E. coli em cada ensaio.

Ensaio % hASNasel
em proteinas totais

1 10,84
2 11,63
3 18,00
4 15,26
5 0,32
6 14,41
7 4,67
8 2,89
9 2,22
11 2,40
12 3,01
13 7,48

Fonte: dados da pesquisa. A quantificacdo de proteinas totais nesse caso foi feita usando o Imagel, a fim de

comparar as bandas de proteinas totais em SDS-PAGE com as de hASNasel também feitas nesse software.

A partir dos dados apresentados na Tabela 3, foi possivel observar uma produgdo de
hASNael em relagdo as proteinas totais de E. coli nos ensaios 1, 2, 3, 4 e 6, sempre em corpos
de inclusdo. Dessa maneira, para a otimizagdo e avaliagdo por superficie de resposta, foram
levados em conta apenas os dados de producao de hASNasel expressas em corpos de inclusdo.
Além disso, observou-se a menor presenca de proteinas contaminantes, o que pode contribuir
para realizar menos etapas de purificagdo, o que ¢ possivelmente uma economia para o

bioprocesso.
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4.3 Analises estatisticas e geracdo de graficos de superficie resposta

Pela analise da varidvel resposta do planejamento fatorial, foram considerados apenas
os valores de producdo de hASNasel, de acordo com a Tabela 4. E possivel observar que o
ponto central (cultivos 13 a 15) chegou a producao de hASNasel acima de 1,70 g/L, a maior
dentre todas as combinagdes testadas, enquanto o cultivo 9 representou uma produgao de 0,14

g/L, a menor dentre as observadas.

Tabela 4 — Avaliagao da producdo de hASNasel dos cultivos usando planejamento fatorial Box—

Behnken 3° em frascos agitados.

E hASNasel (g/L) Desvio hASNasel (g/L) Eficiéncia da

padrio | prevista pelo modelo equacao do
(o) modelo (%)

1 1,33287 0,057 1,33731 99,67

2 1,65492 0,170 1,83071 90,40

3 1,61868 0,240 1,45735 111,07

4 1,11661 0,071 1,12675 99,10

5 0,46314 0,071 0,39815 116,32

6 0,80316 0,212 0,72215 111,22

7 0,17170 0,035 0,26723 64,25

8 0,18968 0,049 0,26915 70,47

9 0,13967 0,000 0,22529 62,00

10 0,24519 0,035 0,34385 71,31

11 0,34623 0,007 0,26229 132,00

12 0,54124 0,057 0,46965 115,24

13 1,77179 0,064 1,77893 99,60

14 1,89607 0,064 1,77893 106,59

15 1,64751 0,064 1,77893 92,61

Fonte: elaborado pela autora. E: condi¢des ensaiadas.
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De acordo com a Tabela 4, foi possivel notar que o ensaio 14 (tempo de expressao de
6h, IPTG de 0,3 mM e temperatura de inducao de 31 °C) produziu 1,89 + 0,064 g/L, a maior
producao dentre as condi¢des ensaiadas, seguido pelo ensaio 13, de mesmas condigdes do 14,
com 1,77 £ 0,064 g/L de produgdo, e 2 (tempo de expressao de 8 h, [[IPTG] de 0,2 mM e
temperatura de indu¢do de 31 °C) com uma producao de corpos de inclusao de 1,65 + 0,170
g/L. O ensaio 9 foi responsavel pela menor producao de corpos de inclusdo, 0,14 = 0,000 g/L.

Os resultados do teste estatistico do modelo, feito pelo teste F para analise de variancia
(ANOVA), sao apresentados (Tabela 5), assim como o grafico de pareto (Figura 10), os graficos
fatoriais de efeitos principais e de interagdo (Figuras 11 e 12) e os de superficie de resposta
(Figuras 6 a 8). O célculo da andlise de regressdo dé o valor do coeficiente de determinagio (R?
=0,9773), o que indica que 97,73% das variacdes totais sdo explicadas pelo modelo. O valor
do coeficiente de determinagio ajustado (aj. R?> = 0,9365) indicou uma alta significancia do
modelo. Com isso, foi observado um excelente ajuste do modelo preditivo. Essa grande
semelhanca entre os valores previstos e observados experimentalmente reflete a precisdo e
aplicabilidade do modelo Box—Behnken nos processos de otimizacdo (UPPULURI et al.,
2013). O ajuste de modelo alcangado neste estudo mostrou-se superior em relagdo a outros
trabalhos de otimiza¢do da produgdo de L-asparaginase (ABDELRAZEK et al., 2019;
CHAKRAVARTY et al., 2021; DORIYA; KUMAR, 2018; EL-HADI et al., 2017; UPPULURI
etal.,2013).

A aplica¢io do desenho Box-Behnken 3° produziu a Equagio 5 de regressio, em que a
fun¢do matematica que explica a varidvel resposta por meio de uma relagdo empirica entre a
concentracdo de hASNasel em corpos de inclusdo e as varidveis de teste em unidades

codificadas:

Massa total de hASNasel (g/L) = —37,01 + 0,968x + 17,52y + 2,149z — 0,0315x% —
21,49y? — 0,03441z% — 1,030xy — 0,00671xz + 0,037zy (5)

Em que: x é tempo de expressdo (h); y é [IPTG] (mM); z é temperatura (°C).

A partir das andlises estatisticas, pela tabela de andlise de varidncia, por exemplo, ¢
possivel verificar que a variabilidade total do erro estd sendo fracionada nos termos estudados
(tempo de expressao, temperatura e [[PTG]). A temperatura elevada ao quadrado € o termo que
tem o maior valor de F (198,45), que ¢ a razdo entre as variancias da regressdo e do erro e
permite dizer se a regressao € significativa ou ndo. Isso condiz com o grafico de pareto (Figura

10), o qual indicam quais fatores que afetam ou nao a resposta.
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Neste estudo, a temperatura ¢ o fator que mais influencia na expressao da proteina,
consequentemente, a temperatura elevada ao quadrado (termo CC) € o termo que tem o menor
valor de P, o que significa que se aceita a hipdtese alternativa de que a temperatura influencia
na resposta de produgao de hASNasel em corpos de inclusdo. O menor valor de F, e consequente
maior valor de P, esta para a interag@o entre IPTG e temperatura, o que significa inicialmente

que essa interagdo ndo tem influéncia significativa na produgdo da enzima.

Tabela 5 — Anélise de Variancia do modelo estatistico gerado por planejamento fatorial Box—
Behnken 33.

Fonte Contribuicdo Valor F Valor-P
Modelo 97,73% 23,95 0,001
Linear 3,73% 2,74 0,153
Tempo de expressao (h) 2,66% 5,86 0,060
IPTG mM 0,21% 0,46 0,530
Temperatura (°C) 0,86% 1,90 0,227
Quadrado 90,87% 66,79 0,000
Tempo de expressao (h)*Tempo de expressao (h) 0,03% 2,06 0,211
IPTG mM*IPTG mM 0,84% 5,97 0,058
Temperatura (°C)*Temperatura (°C) 89,99% 198,45 0,000
Interagcdo com 2 Fatores 3,14% 2,31 0,194
Tempo de expressao (h)*[IPTG] mM 2,70% 5,95 0,059
Tempo de expressao (h)*Temperatura (°C) 0,41% 0,91 0,384
IPTG mM*Temperatura (°C) 0,03% 0,07 0,802
Erro 2,27%
Falta de ajuste 1,78% 2,41 0,306
Erro puro 0,49% * *

Total 100,00%
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Figura 10 — Grafico de pareto dos efeitos padronizados para resposta de massa total de

hASNasel (g/L); o = 0,05.
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T
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Fator A: tempo de expressdo (h); fator B: IPTG mM; fator C: temperatura (°C).

Os graficos fatoriais destacam como os fatores influenciam na resposta (Figura 11).
Nesses graficos, ¢ indicado como a resposta ¢ alterada em fun¢do da mudanga de nivel dos
fatores. Aumentar o tempo de expressao reflete em uma maior produgao de corpos de inclusao,
sendo que a partir de 8 h € possivel observar o comeg¢o de um platd na producao. O aumento da
temperatura para até 31 °C acompanha o aumento na produgdo de corpos de inclusdo, assim
como acontece com a concentragdo de IPTG até 0,3 mM. Em todos esses casos, 0 aumento mais
significativo na resposta € observado alterando-se a temperatura, o que torna esse fator mais

influente na resposta em relacdo aos demais.
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Figura 11 — Gréafico de efeitos principais para Massa total de hASNasel (g/L); médias

ajustadas.
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Pela andlise dos gréificos de interagdo (Figura 12), € possivel confirmar algumas
informacdes ja mencionadas e entender o sinergismo entre as varidveis analisadas. A variagao
de temperatura em fun¢do do tempo de expressdo e da concentragdo de IPTG confirma o valor
de 31 °C como sendo a melhor temperatura para a produ¢do. Da mesma forma, a variagdo do
tempo de expressdo em funcdo da temperatura e da concentracdo de IPTG, assim como a
variacdo da concentracdo de IPTG em fun¢ao da temperatura e do tempo de expressao, também

confirmam os valores de 8 h de expressdo e 0,3 mM de IPTG, respectivamente.
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Figura 12 — Grafico de interagdo entre os fatores temperatura, concentracao de IPTG e tempo

de expressao, dois a dois, para massa total de corpos de inclusao de hASNasel (g/L); médias

ajustadas.
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A temperatura de expressdo frequentemente utilizada em outros trabalhos ¢ de 37 °C
(BARROS et al., 2021; KISHORE; NISHITA; MANONMANI, 2015; MEENA et al., 2015,
2016), valor maior do que o 6timo encontrado nesse estudo, o que pode ser uma vantagem
dependendo do processo. Além disso, a faixa de concentracdo de IPTG testada nesse estudo
chega a ser bem menor do que a concentragdo de IPTG usada com frequéncia em muitos
trabalhos, que ¢ de 1| mM ou mais, o que representa uma reducdo de, pelo menos, 70% nos
custos de consumo de IPTG para o processo (FARAHAT; AMR; GALAL, 2020; GHOSHOON
etal.,2015; KEBEISH et al., 2016; KISHORE; NISHITA; MANONMANI, 2015; LIMA et al.,
2020; MEENA et al., 2015, 2016; MIHOOLIYA et al., 2020; SAEED et al., 2018; SANTOS et
al., 2017; SHI et al., 2017). A concentragdao de IPTG 6tima, de 0,3 mM, condiz com valores
proximos na literatura (BARROS et al., 2021; CHOHAN et al., 2018; GHASEMI et al., 2017;
RADHA; ARUMUGAM; GUMMADI, 2018; SAFARY et al., 2019).

Os resultados mostram que a temperatura 6tima para a producao esta localizada proxima
ao ponto central, 31 °C, sendo a temperatura de 25 e 37 °C desfavoraveis ao aumento da
producdo de hASNasel. A concentragdo do indutor seguiu a mesma tendéncia, os pontos
extremos de 0,2 e 0,4 mM de IPTG, e de expressao (4 e 8 h) ndo foram favoraveis a expressao
da proteina especifica. O tempo de expressao, por sua vez, apresentou uma relacao linear com

o aumento da producao da enzima, pois a medida em que foi aumentado, mais producao foi
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observada. Isso mostra que o planejamento estd abrangendo toda a faixa necessaria para
otimizagdo, e evidencia que o modelo preditivo estd muito bem ajustado.

Os graficos de superficie de resposta (Figuras 13, 14 e 15) foram gerados em fungao de
dois fatores a0 mesmo tempo, mantendo todos os outros fatores em niveis fixos. A concentragao
de hASNasel para diferentes valores da varidvel independente também pode ser previsto a partir
dos respectivos graficos de superficie de resposta. Os graficos de superficie de resposta gerados
a partir desses dados confirma a hipotese de que nos pontos centrais (ensaios 13 a 15), encontra-

se o conjunto de parametros 6timos para expressao da proteina alvo.

Figura 13 — Curva de superficie de resposta para produgdo de hASNasel em frascos agitados,
representando a interagdo entre tempo de expressao (h) e IPTG (mM).
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Figura 14 — Curva de superficie de resposta para producdo de hASNasel em frascos agitados,
representando a interagc@o entre temperatura de indugdo (°C) e tempo de expressao (h).
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Figura 15 — Curva de superficie de resposta para producao de hASNasel em frascos agitados,
representando a interag@o entre temperatura de indugado (°C) e IPTG (mM).
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4.4 Otimizacao da resposta de producido de hASNasel em corpos de inclusao

Usando o otimizador de resposta do software Minitab, verificou-se que o tempo de
expressdo de 8 h, a temperatura de 30,57 °C e a concentracdo de IPTG de 0,24 mM ¢ a
combinagdo ideal para a expressdo da proteina neste estudo. O gel de eletroforese da condi¢ao
otimizada (Figura 16) confirma a predicao, todavia a temperatura abaixo de 31 °C pode ter
contribuido para a diminui¢do da produgdo, uma vez que a banda ficou mais fina do que nos

outros ensaios, apresentando a concentragdo de proteinas de 354,78 pg/mL + 32,654.

Figura 16 — Gel de eletroforese SDS-PAGE para visualizacdo de hASNasel intracelular no

ensaio de validagao da otimizagao.

As bandas destacadas representam a migracdo eletroforética das proteinas das amostras de precipitado

provenientes do rompimento das células de E. coli produzidas no ensaio de validagdo com 8 h de expressdo.

Para se alcangar uma producao de hASNasel dentro da faixa de 1,5 a 2 g/L, foram
previstas pelo otimizador de resposta do software combinacdes de IPTG (mM) e tempo de

expressdo (h) (Figura 17), IPTG (mM) e temperatura (°C) (Figura 18) e tempo de expressao (h)



49

e temperatura (°C) (Figura 19), em que dentro da regido branca observada nos graficos tem-se

a maxima producao de hASNasel.

Figura 17 — Grafico de contorno sobreposto de hASNasel (g/L) para um valor minimo de
produgdo de 1,5 g/L. e méaximo de 2 g/L, considerando a influéncia das variaveis IPTG (mM) e

tempo de expressao (h).
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A linha continua em azul representa o limite inferior de 1,5 g/L de hASNasel, enquanto a linha pontilhada em
azul representa o limite superior de 2 g/L. de hASNasel. No ponto amarelo, encontra-se a combinagdo 6tima:

0,24 mM de IPTG e 8 h de expressdo.

Figura 18 — Grafico de contorno sobreposto de hASNasel (g/L) para um valor minimo de
producdo de 1,5 g/L e méximo de 2 g/L, considerando a influéncia das variaveis [IPTG] (mM)

e temperatura (°C).
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A linha continua em azul representa o limite inferior de 1,5 g/L de hASNasel, enquanto a linha pontilhada em
azul representa o limite superior de 2 g/L. de hASNasel. No ponto amarelo, encontra-se a combinagdo 6tima:

0,24 mM de IPTG e temperatura de 31,57 °C.

Figura 19 — Grafico de contorno sobreposto de hASNasel (g/L) para um valor minimo de
producdo de 1,5 g/L e méaximo de 2 g/L, considerando a influéncia das variaveis tempo de

expressdo (h) e temperatura (°C).
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A linha continua em azul representa o limite inferior de 1,5 g/L de hASNasel, enquanto a linha pontilhada em
azul representa o limite superior de 2 g/L de hASNasel. No ponto amarelo, encontra-se a combinagdo 6tima: 8 h

de expressao e temperatura de 31,57 °C.
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As condicdes estudadas nesse trabalho estavam dentro de uma regido Otima. A
combinagdo de tempo de expressdo (h) e temperatura (°C), assim como concentracdo de IPTG
(mM) e temperatura (°C), também seguiu a mesma tendéncia. A analise dessas faixas de
trabalho e resposta sao fundamentais para auxiliar na tomada de decisdes das faixas de trabalho

no biorreator, em termos de escalonamento de processo.

4.5 Caracterizacao dos corpos de inclusido quanto a presenca de ligacoes f-amiloide

Pela analise da presenca de ligagdes B-amiloide nos corpos de inclusdo, foi possivel
observar que essa estrutura nao estd formada nos corpos de inclusao obtidos nesse estudo pois
ndo houve deslocamento nos picos de absorbancia (Figura 20).

Sobre essa caracterizagdo dos aglomerados proteicos, de maneira geral, as propriedades
tintoriais dos corpos de inclusdo, quando na presenca de corante vermelho Congo, confirma
que eles compartilham caracteristicas estruturais comuns com fibrilas amiloides (CARRIO et
al.,2005). Com base na investigagao das caracteristicas conformacionais dos corpos de inclusao
de hASNasel por meio da ligacdo ao corante vermelho Congo, € possivel inferior que ndo ha
estruturas B-amiloides sendo formadas nesses agregados, pois ndo foram formadas ligacdes
com o corante, o que seria constatado pelo deslocamento da absorbancia maxima de ~490 nm
para ~505 nm (CARRIO et al., 2005; UPADHYAY et al., 2012). Essa formagdo de ligagdes f-
amiloides ¢ comparavel com o mecanismo de cristalizagdo, em que o crescimento de agregados
requer a formag¢dao de um ntcleo, a espécie de maior energia na via. Com a formagao de um
nicleo, a subsequente adi¢gdo de mondmeros ao polimero em crescimento ¢ favorecida
energeticamente e o crescimento prossegue de forma mais rapida (CARRIO et al., 2005). Isso
embasa o entendimento sobre a agregacdo de proteinas para formacao dos corpos de inclusao,
que depende dessa nucleagdo. O fato de essas estruturas nao serem formadas nos corpos de
inclusdo analisados neste estudo pode ser uma vantagem para a estratégia de solubilizagao

desses agregados, ja que essas estruturas B-amiloides rigidas ndo estdo presentes.
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Figura 20 — Espectro de absor¢ao do vermelho do Congo das proteinas insoltiveis produzidas

em E. coli.
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Fonte: elaborado pela autora. O corante vermelho do Congo foi incubado com as amostras 13 e 3 do planejamento

fatorial e validagdo (V1, V2 e V3). CI: corpo de incluséo.

Essas informagdes sdo importantes para a etapa seguinte, de solubilizacdo dos corpos
de inclusdo, uma vez que métodos mais brandos podem ser escolhidos para alcangar uma

solubilizacdo eficiente desses agregados, uma vez que nao sdo observadas essas estruturas

rigidas (SINGH et al., 2015).

4.6 Solubilizaciio dos corpos de inclusio e determinagio de diAmetro hidrodinimico por
dispersao de luz dindmica apos solubilizaciao

Devido a estrutura nao possuir estruturas f-amiloides, métodos de solubilizagao branda
dos agregados foram adotados (SINGH et al., 2015). Além disso, como os agregados nao
apresentaram atividade quando testados pelo método de Nessler, a etapa de solubilizacdo foi
necessaria.

A partir dos ensaios de solubilizacdo, foi observado quais condi¢des eram mais
favordveis qualitativamente. O critério analisado nesse caso foi a formacdo de pellet apds
centrifugacdo das amostras solubilizadas, em que, havendo formacdo de pellet, a solubilizagao

ndo foi bem-sucedida e nao havendo formacao a solubiliza¢do foi eficiente (Tabela 6).
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Overnight 6h 1h
(16 h)
4°C 25°C Com 4°C 25°C Com Com
(s/hom.) (s/hom.) homog. (s/hom.) (s/hom.) homog. homog.

T1 ++ ++ ++ + + +
T2 ++ ++ +++ + +++ X
T3 +++ +++
T4 + X X X X X

Andlise qualitativa) dos tubos apds centrifugacao 10000 x g, 20 °C, 5 min. O sinal de + representa presenca de
pellet ap6s a centrifugacdo, e x representa auséncia de pellet ap6s a centrifugacdo. Com homog. Significa com
homogeneizagdo e s/hom. significa sem homogeneizagdo. Condigdes analisadas: Tris pH 12,5 (T1), Triton X-100
0,5% (T2), Ureia 4 M (T3) e Triton X-100 em Tris pH 12,5 (T4).

A avaliagdo quantitativa também foi conduzida para determinar qual a melhor condigao
de solubiliza¢do dentre as analisadas. Uma triagem inicial foi feita, utilizando agentes de
solubilizagao ureia 2M, DMSO 5%, Triton X-100 0,5% e solugao Tris 100 mM pH 12,5 (Figura
21). Nessa triagem inicial, foi observado que a condi¢do mais promissora foi a solugdo Tris pH
12,5 e Triton X-100. Portanto, essas duas condigdes foram combinadas para novos testes e
revelaram-se ideais para a solubiliza¢do dos corpos de inclusdo tanto qualitativamente quanto
quantitativamente, por meio de dispersao de luz dindmica (DLS) (Tabela 7).

Esses resultados podem ser explicados devido ao fato de que, em pH &cido, os corpos
de inclusdo se contraem e estando em pH bdsico, a proteina pode ser solubilizada (SINGHVI
et al., 2020). Embora o tampao Tris tenha pouca ou nenhuma capacidade de tamponamento em
pH além de 8,0 = 1,0, ele foi usado nos estudos de faixa de pH para eliminar possiveis efeitos
dos componentes do tampao na solubilidade do corpo de inclusdo (LU; LIN, 2012). Todavia, a

elevacao do pH deve ser feita com cautela para evitar possivel hidrélise da proteina de interesse.
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Figura 21 — Gréficos de polidispersdo de luz dindmica.
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Fonte: elaborado pela autora. Um controle negativo com sobrenadante do cultivo néo solubilizado foi usado (A),
assim como para o precipitado do cultivo (B) e para os sistemas apos solubilizag¢ao dos corpos de inclusdo por Tris

100 mM pH 12,5 (C), Triton X-100 0,5% (D), DMSO 5% (E) e ureia 2 M (F).

Para comparacdo com os valores obtidos no DLS, foi feita a medi¢do do didmetro
hidrodinamico de hASNasel (residuos 1 a 369) e proteina SUMO, usando a ferramenta PyMOL
(Figura 22). O corpo de inclusdo apresentou uma distribui¢cao de diametros em torno de 1000
nm, o que foi utilizado como parametro para determinar se houve solubilizacdo ou nao, pois se
houver solubilizagdo, a populacao de didmetro médio de 1000 nm seria diminuida, e ir4 aparecer
novas populagdes de menores didmetros.

A condi¢do de solubilizagdo com solugdo Tris 100 mM, pH 12,5, Triton X-100 0,5% foi
a Unica dentre as condi¢des avaliadas, mostradas na tabela 7, em que se pdde observar uma
distribui¢do de diametros entre 7,7 ¢ 10 nm, que corresponde aproximadamente ao didmetro
hidrodindmico da enzima soltvel. A partir disso, seguiu-se para determinar outros parametros,
como tempo de exposicdo ao agente de solubiliza¢do, a temperatura de solubilizacdo e a

presenca ou nao de homogeneizagao.
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Dentro dessas condi¢des, percebeu-se que com a homogeneizagao realmente houve uma
reducdo do tamanho da particula/corpo de inclusdo, mas como essa diferenca ndo foi
significativa entre o homogeneizado ou ndo, escolheu-se a melhor condi¢io como sendo sem
homogeneizagdo, porque assim se retira uma etapa do processo, o que representa reducio de
custo em etapa industrial. O mesmo raciocinio foi adotado para a escolha do tempo de
solubilizacdo, de 6 h. Foi observado também que em temperaturas mais baixas, foi alcangcado
um menor tamanho de particula em alguns casos, mas em outras condi¢des, de mais tempo de
solubilizacdo por exemplo, isso ndo foi significativo, por isso optou-se por trabalhar a 25 °C.
Logo, as condi¢des brandas (25 °C, sem homogeneizacdo e por um periodo de 6h) (SINGH et
al., 2015), foram escolhidas como ideais para a solubilizacao.

Ap0s a solubilizagdo, as amostras também foram testadas quanto a presenca de atividade
enzimatica pelo método de Nessler, uma vez que em condi¢des brandas de solubilizacdo poderia
ser possivel manter a conformacdo nativa da proteina, sem necessidade de redobramento
(SINGH et al., 2015). No entanto, ainda assim ndo foi observada atividade enzimaética das

amostras solubilizadas neste estudo.

Tabela 7 — Avaliagdo quantitativa por dispersao de luz dinamica (DLS) apds solubilizagdo dos
corpos de inclusao por Triton X-100 + Tris pH 12,5 (T4), variando-se o tempo de exposi¢do ao

agente de solubilizacdo, a temperatura e a presenga de homogeneizagao.

Condicao Distribuicao de didametro % Desv.
(d.nm) Intensidade Pad.
T4 + hom por 16 h 8,55 64,67 2,2697
T4 s/hom por 6 h a4 °C 9,00 64,13 2,0523
T4 s/hom por 6 h a 25 °C 9,14 71,08 2,4387
T4 + hom por 6 h 9,65 72,13 2,3918
T4 s/hom por 16 ha 4 °C 9,35 66,17 2,2202
T4 s/hom por 16 h a 25 °C 8,80 65,76 1,8200
T4 9,65 100 2,4597
Sob 2 sem solubilizacao 520,00 93,37 223,3333
Prec 2 sem solubilizacao 1097,67 100 174,5000

Sob 2: sobrenadante do cultivo 2, sem solubilizacdo. Prec 2: precipitado do cultivo 2, correspondendo aos corpos

de inclusdo sem solubilizag@o.
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Figura 22 — Estimativas de didmetro hidrodindmico da enzima recombinante livre.

Fonte: elaborado pela autora. A esquerda, distancias das extremidades da proteina SUMO, 4,04 nm; 2,91 nm e
2,35 nm. A direita, distncias das extremidades de hASNasel, 7,24 nm; 6,61 nm e 6,60 nm. Essas distancias
aproximadas estdo sendo consideradas como didmetro hidrodindmico da enzima recombinante livre/soluvel (~ 8

a 1l nm).

A andlise da solubilizagdo dos corpos de inclusdo foi feita também a partir de uma
corrida eletroforética (Figura 23) apods troca do tampado de solubilizagdo em concentrador
Amicon® Ultra-15 Centrifugal Filters (30kDa MWCO, Merck, Millipore). A solugdo de
solubilizagdo Tris 100 mM pH 12,5 com Triton X-100 0,5% foi trocado para tampao Tris 50
mM NaCl 300 mM pH 8, para solucao fosfato de potassio monobasico (KH2PO4) com NaOH
pH 8 e para solucao Tris 100 mM pH 12,5.

Nesse perfil eletroforético, foi possivel observar bandas eletroforéticas na fragao soluvel
que ndo foram encontradas na fragdo precipitado apos solubilizagdo, o que pode indicar que os
corpos de inclusdo t€ém menos contaminantes, ou que a auséncia dessas outras bandas pode
indicar um enovelamento incorreto no corpo de inclusdo, o que explicaria sua auséncia de
atividade. No trabalho de KARAMITROS; KONRAD, 2014, essa banda pouco acima da banda
correspondente a hASNasel foi atribuida a uma chaperona endogena de E. coli, GroEL, e a
banda mais abaixo pode significar a proteina SUMO clivada. Mais analises sdo necessarias para

esclarecer essas observagoes.
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Figura 23 — Gel de eletroforese SDS-PAGE para visualizacdo de hASNasel intracelular

soluvel e apos solubilizacdo dos corpos de inclusdo.

As bandas destacadas em amarelo representam a migragao eletroforética de hASNasel solubilizada na presenca de
tampdo Tris 50 mM NaCl 300 mM pH 8, na presenga de solucdo fosfato/NaOH pH 8 e na presenga de solugdo Tris
pH 12,5, respectivamente. A banda destacada em azul representa a migragdo eletroforética de hASNasel solavel

apds um passo de purificagdo em coluna HisLink™.

4.7 Producio, purificacio e medida de atividade enzimatica de hASNasel soluvel para

comparacio com os corpos de inclusao

Esses ensaios com a enzima expressa na fragdo solivel foram conduzidos para que se
pudesse comparar a atividade da asparaginase humana obtida a partir do corpo de inclusdo, apds
solubilizacdo e redobramento. Um gel de eletroforese para as fragdes proteicas do extrato
soltivel passadas em coluna de purificagdo HisLink™ foi feito (Figura 24), a fim de demonstrar
o padrdo de migragao eletroforético de hASNasel soluvel.

Foi possivel observar que com 300 mM de imidazol, eluiu-se hASNasel, com uma
banda logo acima, identificada por KARAMITROS; KONRAD, 2014 como uma chaperona
endogena de E. coli. A contaminagdo por chaperonas co-purificadas pode ser um obstaculo na
expressao de proteinas recombinantes e etapas de purificacio (KARAMITROS; KONRAD,
2014). No caso deste trabalho, esse tipo de contaminac¢do nao foi observada para os corpos de
inclusdo. A banda dessa chaperona pode ser visualizada tanto na figura 23, da se¢do anterior,

quanto na figura 24 desta se¢do.
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Figura 24 — Gel de eletroforese SDS-PAGE para visualizacdo de hASNasel soluvel apos um

passo de purificagio em coluna HisLink ™.

MM FT 60mM 300 mM

75KkDa
60kDa

Fonte: eclaborado pela autora. As bandas FT, 60 mM e 300 mM representam a migragdo eletroforética do flow
through (FT), que ndo interagiu com a coluna, os contaminantes proteicos que eluiram com 60 mM de imidazol e,

por ultimo, hASNasel, que eluiu com 300 mM de imidazol.

A atividade observada para hASNasel nas concentragdes 8,04 uM, 9,38 uM e 10,72 uM
estd resumida na Tabela 8 e pode ser visualizada na Figura 25. Essas informagdes foram

importantes para tragar uma faixa util de detec¢do da atividade de hASNasel.

Tabela 8 — Atividade enzimatica de hASNasel em diferentes concentracgoes.

Amostra Amonio Atividade Concentracao Atividade

hASNasel (nmol/mL) enzimatica hASNasel especifica
(M) (U/mL) (mg/mL) (U/mg)
8,04 0,216 0,153 0,432 0,3532
9,38 0,375 0,227 0,504 0,4497
10,72 0,582 0,308 0,576 0,5344

Fonte: a autora. U: unidade equivalente a quantidade de pmol de amoénia/mL produzido por minuto a 37 °C.
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Figura 25 — Atividade enzimatica observada para hASNasel soluvel.

8,04 tM 9,38 uM 10,72 pM C-8,04 uM C-93SuM C-1072pM B

Fonte: elaborado pela autora. Da esquerda para a direita, estdo sendo mostradas as concentragdes de 8,04 uM, 9,38

uM e 10,72 uM, seguida dos respectivos controles negativos e o branco.

As concentragdes de enzima estabelecidas para obtencdo de atividade de hASNasel
solivel foram usadas como padrdo para andlise de atividade de hASNasel apds testes de

redobramento.

4.8 Testes de redobramento de hASNasel apos solubilizacdo dos corpos de inclusio

Nao foi observada atividade enzimdtica de hASNasel para as condi¢des de
redobramento testadas, o que sugere que o redobramento ndo ocorreu de maneira correta. A
figura 26 mostra na segunda linha da placa os controles negativos, que, como observado,
apresentagdo coloragdo e turbidez, que nesse caso indica interferéncia com o reagente de
Nessler (falsos positivos), ndo sendo possivel realizar a andlise de atividade. As condi¢cdes em
que havia arginina 10 mM ndo apresentaram interferéncia com o reagente, mas também nao
apresentaram atividade enzimatica.

Com relacdo aos reagentes usados para o redobramento, algumas observagdes podem
ser feitas sobre o porqué de ndo ter funcionado o redobramento. A arginina, embora muito usada
no redobramento de proteinas recombinantes a partir de corpos de inclusdo, pode atuar como
desnaturante de proteinas, e pode interferir nas propriedades de fluorescéncia da proteina
(ALIBOLANDI; MIRZAHOSEINI, 2011). Ja o PEG estabiliza as conformacdes das proteinas,
prevenindo a agregagdo durante o redobramento; e o glicerol ¢ um estabilizador suave da
conformagao proteica, levando ao aumento das interagdes hidrofébicas como consequéncia de

um aumento na ordenagdo do solvente em torno das proteinas (ALIBOLANDI;
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MIRZAHOSEINI, 2011). A concentragdo de glicerol ¢ critica para estabilizar a proteina e atuar
sobre a cinética de dobramento (ALIBOLANDI; MIRZAHOSEINI, 2011).

Figura 26 — Atividade enzimatica nao observada para hASNasel solubilizada e apds testes de

redobramento.

Fonte: elaborado pela autora. Os pogos de 1 a 3 representam os brancos, solugdo Tris 100 mM pH 12,5, solugéo
fosfato de potassio monobasico (KH,PO4) com NaOH pH 8 e tampao Tris 50 mM NaCl 300 mM pH 8. A segunda
linha, pogos de 4 a 15, representam os controles negativos, sendo de 4 a 7 os controles negativos em solugédo Tris
100 mM pH 12,5 na presenca de arginina 100 mM, arginina 10 mM, PEG 4000 0,5% e glicerol 25%,
respectivamente. Esses grupos se repetiram de 8 a 11, para solucdo fosfato de potassio monobasico (KH»PO4)
com NaOH pH 8 e de 12 a 15, para tampao Tris 50 mM NaCl 300 mM pH 8. Dos pogos 17 a 20, encontra-se
hASNase solubilizada e na presenga de fosfato de potassio monobasico (KH,PO4) com NaOH pH 8 e com arginina

100 mM, arginina 10 mM, PEG 4000 0,5% e glicerol 25%, respectivamente

Em virtude de a troca de tampao de solubilizagdo ter acontecido na auséncia dos agentes
de redobramento, além de ter sido uma troca muito rapida, pode sinalizar um motivo para a
auséncia de atividade. Mais ensaios sdo necessarios para desenvolver uma metodologia de
redobramento eficiente para essa proteina.

O presente trabalho permitiu reunir dados sobre a melhor combinagdo de parametros
para a expressao de hASNasel por E. coli Rosetta com vetor pET28a-Sumo, empregando um
planejamento fatorial Box—Behnken 3°. A enzima recombinante foi principalmente expressa na
forma de corpos de inclusdo e as condi¢des dos pontos centrais (tempo de expressdo de 6 h,
concentra¢do de IPTG de 0,3 mM e temperatura de indugdo de 31 °C) possibilitaram uma maior
expressao da hASNasel de 1,89 + 0,064 g/L. A partir da otimizagado, foi possivel observar uma

redugdo de 20% no uso do IPTG e da temperatura para 30,57 °C. Os testes de solubilizagdo dos



61

corpos de inclusdo revelaram que o Triton X-100 em solugdo Tris pH 12,5, sem
homogeneizagdo, incubado por 6h a temperatura ambiente foi a condi¢do que permitiu maior
redu¢do do corpo de inclusdo. Por fim, foi verificado que esses agregados proteicos nao

apresentam caracteristica estrutural de formacgao de ligagdes f-amiloides rigidas.

5 CONCLUSAO

Esse trabalho permitiu insights importantes sobre o desenvolvimento de uma estratégia
de expressao insoltvel da enzima hASNasel em E. coli, por meio de ferramentas estatisticas.
Com este estudo, foi possivel avaliar as condigdes de cultivo, IPTG (mM), temperatura de
expressao (°C) e tempo de expressao (h), e otimiza-las para obtengdo de alto rendimento na
producdo do biofarmaco antileucémico hASNasel na forma de corpos de inclusdo, utilizando
planejamento fatorial Box—Behnken 3°, em frascos agitados. Além disso, foi possivel
compreender como esté estruturado o corpo de inclusdo, assim como determinar estratégias de
solubilizagdo desses aglomerados, que representa hoje um desafio industrial, e testar o
redobramento. Expressou-se e purificou-se, ainda, hASNasel na forma soluvel, bem como
padronizou-se a atividade enzimatica pelo método de Nessler, a fim de comparagdo com os
corpos de inclusdo. As proximas etapas incluem estabelecer e otimizar a etapa de redobramento,
caracterizacdo de cinética, estrutura ¢ estabilidade da enzima, verificar auséncia de atividade

glutaminasica e analises econdmicas por meio de escalonamento em biorreator.
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ANEXO A - TABELA DE REFERENCIA PARA ESCOLHA DOS PONTOS FATORIAIS DO DESENHO ESTATISTICO BOX~—

Tipo de
asparaginase

L-Asparaginase 11

L-Asparaginase 11
(de E. coli YG 002)
extracelular

L-asparaginase 11
(de E. coli)
*sem expressao
heteréloga

L-asparaginase 11
(de E. coli)
extracelular

L-asparaginase
(de Pseudomonas
fluorescens)

Fonte de C/
Concent.

Glicose

Shaker
(5 ¢/L)

Biorreator
(27,5 g/L)

Ext. de
levedura
©gl)

Lactose
(1,08%)

Glicose
(20 g/L)

Ext. de
levedura
(5 g/

Fonte de
N/
Concent.

(NH.).HPO,
4 g/L)

Triptona
(7,75 g/L)
Peptona
(5,25 g/L)

Extrato de
levedura
(1,6%)

(NH.).HPO.
4 ¢/L)

Triptona
(10 g/L)

Meio/
Volume

Definido

Shaker
(50 ml)
Bat
simples
(1,3L)
Bat aliment
(3L)

TY
(50 ml)

LB
(50 ml)

Definido
(100 ml)

LB
6L

Tempo de
Inducao

5h apés o
inicio do
cultivo
(no meio da
fase
exponencial)

apods 3h de
crescim.; 4h
crescendo

apos indug.

24h

16h

BEHNKEN 3°.

0.D Indutor

IPTG
(0,45 0u 1
mmol L)

0,4-0,8

Lactose no
biorreator
(10 gL )

0,6 IPTG
(1 mM)

IPTG
(0,2 mM)

0,8-1,2

- IPTG
(1 mM)

Expressao

extracelular

extracelular

intracelular

Agitacao

180 rpm
(shaker)

200-900
rpm
(biorreator)

160 rpm

150 rpm

200 rpm

180 rpm

Temperatura

37°C

34°C

20°C

37°C

Cepa

E. coli
Bl21
(DE3)

E. coli
BL21
(DE3)

E. coli
(ATCC
11303)

E. coli
BL21 star
(DE3)

E. coli
BL21

Atividade
enzimatica

43,954,779 U L
(com a batelada
alimentada)

1,08 U mg
(atividade especifica
do extrato bruto)

17.386 U/L

1,03 UmL"

34,6 U/mg (ativ.
especif. no meio de
cultural) e 40,8
U/ml por
fermentag@o
descontinua

0,94 TU/mg
(ativ. especit.)

Referéncia

Barros et al.,
2020

Ghoshoon et
al., 2015

Kenari,
Alemzadeh
&
Maghsodi,
2011

Kim et al.,
2015

Kishore,
Nishita &
Manonmani,
2015



L-ASNase II

L-Asparaginase
(de Streptomyces
griseus NIOT-
VKMA?29)

L-asparaginase
(de Nocardiopsis
alba NIOT-
VKMAOS)

L-asparaginase 11

(de Pseudomonas

resinovorans 1GS-
131)

L-asparaginase 11
(de Aspergillus
terreus)

L-asparaginase I
(de Acinetobacter
soli Y-3)

Ext. de
levedura
(0,5%)

Amido
(1,48%)
S. griseus

Glicerol
(2 ml/L)

Ext. de
levedura
(5 gL

Triptona
(1%)

Ext. de
levedura
(2,04%)
L-
asparagina
(1,53%)
S. griseus

L-
asparagina
(30 g/)

Triptona
(10 g/L)

LB
(200 ml)

LB
(100 ml)

LB

(100 ml)

LB
(50 ml)

LB
(1L

LB

22h

4h
5% de
in6culo

4h

4h
2% de
inoéculo

18h

20h

0,7 IPTG
(1 mM)

0,6-0,7 IPTG
(1 mM)

0,6-0,7 IPTG
(1,5 mM)

0,4-0,6 IPTG
(1 mM)

0,6 IPTG
(1 mM)

IPTG
(0,1 mM)

0,6-0,8 IPTG
(100 mg
ml")

intracelular

intracelular

intracelular

intracelular

intracelular

Corpos de
inclusao
amorfos e
inativos

Fragdo ativa
soldvel
citoplasmatica
+ 60% corpos
de inclusdo

intracelular

200 rpm

200 rpm

15

37°C E. coli 88,94 £ 1,82 U/mg Lima et al.,
BI21 2020
37°C E. coli 123 UI mL Meena et
MI15 al., 2015
37°C E. coli 158,1 IU/mL Meena et
M15 al., 2016
37 °C E. coli 45,7 TU/mL Mihooliya et
rosetta al., 2020
DE3
37°C E. coli Atividade Saeed et al.,
BL21 asparagindsica de 2018
22 °C (DE3) 42,46 U/mg €
pLysS atividade
glutamindsica de
38,2 U/mg
(fragdo ativa solivel
citoplasmatica)
16 °C E. coli 42 +4 Ul/ml Jiao et al.,
BL21 (AsAsnase bruta) 2020
(DE3) 35,2 Ul/mg

(atividade especifica
da AsAsnase bruta)
400 UIl/ml



L-asparaginase
(de Anoxybacillus
Sflavithermus)

L-asparaginase
(de Thermococcus
kodakarensis)

L-asparaginase 11
(de Cobetia
amphilecti AMI6)

L-Asparaginase 11
(de Lactobacillus
casei subsp.
casei ATCC 393)

L-asparaginase
(de Bacillus sp. SL-
)

L-asparaginase
(de Vibrio cholerae)

LB

LB

LB
(100 ml)

LB

LB

LB

6h

8h

4h

4h

6h

0,4-0,6 IPTG Enzima
(0,5mM)  soldvel e ativa
(intracelular)
0,4-0,5 IPTG intracelular
(0,5 mM) (enzima
soluvel)
0,6 IPTG intracelular
(1 mM) (enzima

solivel ativa)

0,6-0,8 IPTG intracelular
(0,05 mM)  (enzima ativa
em fracdo
solivel)
0,6 IPTG intracelular
(0,4 mM) (enzima
solivel)
- IPTG intracelular
(0,3 mM)

180 rpm

140 rpm

180 rpm

37°C

37°C

37°C

estavel a 37
°C e ensaios
de atividade,
meia-vida,
estabilidade
conduzidos a
37°C

20°C

37°C

16

(atividade especifica
apos purificacio

com Ni-NTA)
E. coli 165 unidades mg™
BL21 (purificada)
(DE3)

E. coli 767 umol min' mg
BL21 para L-asparagina;
atividade de 10%
em relacdo a D-
asparagina (100%
para L-asparagina) e
nenhuma atividade
detectdvel para L-
ou D-glutamina

E. coli 778
BL21 U/mg
(DE3)

E. coli Atividade especifica
BL21 de 0,419 IU/mg de
(DE3) proteina purificada e
0,0428 IU/mg no
extrato bruto

E. coli -
(Origami™
B e BL21
E. coli Atividade especifica
BL21 de 648,9 U/mg apds
(DE3) purificacio

Magsood et
al., 2020

Chohan et
al., 2020

Farahat,
Amr &
Galal, 2020

Aishwarya
etal., 2019

Safary et al.,
2019

Radha,
Arumugam
&
Gummadi,
2018



L-asparaginase
(de Pyrobaculum
calidifontis)

L-asparaginase
(de Pseudomonas
fluorescens)

L-asparaginase
(de Halomonas
elongata )

L-asparaginase
(de E. coli)

L-asparaginase
(de Paenibacillus
barengoltzii)

- 6h
LB 4h
LB 3h
(150 ml)
LB 3h
(500 ml)
LB overnight

0,4

0,6

0,5-0,6

0,6-0,8

IPTG
0,2
mmol/L)

IPTG
(0,5 mM)

IPTG
(1 mM)

0,3-0,5
mM
(otimizado)

IPTG
(0,5 mM)

IPTG
(1 mM)

intracelular
(fragdo
insoldvel que
passou por
refolding)
Os agregados
nao possuiam
atividade, mas
a proteina
redobrada
solubilizada
sim

intracelular
(fracdo
soluvel)

intracelular
(grande
quantidade
expressa na
forma de
agregados de
proteina)

intracelular

intracelular
(proteina ativa
soldvel)

- 37°C
- 37°C
160 rpm 37°C
- 37°C
200 rpm 37°C

E. coli
BL21-
Codon
Plus
(DE3)-
RIL

E. coli
BL21
(DE3)

E. coli
BL21
(DE3)

E. coli
BL21
(DE3)

E. coli
BL21
(DE3)

17

Atividade especifica
de 26 U/mg

Atividade especifica
total de 200 U/mg
na condicdo
otimizada
(atividade da enzima
soluvel foi estimada
com base no
aumento da
atividade especifica
total)

Sem atividade na
fracdo precipitada
(agregados)

Atividade especifica
de 35,2 U/mg

Chohan et
al., 2018

Sindhu &
Manonmani,
2018

Ghasemi et
al., 2017

Zhang, Li
& Li, 2017

Shi et al.,
2017



L-asparaginase
(de Synechococcus
elongatus
PCC6803)

L-asparaginase I
(de Saccharomyces
cerevisiae)

L-asparaginase [
(de Saccharomyces
cerevisiae)

L-asparaginase
(de Erwinia
carotovora)

L-Asparaginase (L-
ASPG86)

(de Mesoflavibacter

zeaxanthinifaciens)

L-Asparaginase
(de Rhodospirillum
rubrum)

L-asparaginase 11
(de Escherichia
coli)

L-Asparaginase
(de Staphylococcus
sp.)

LB
(1,5L)

LB

LB

(1L)

LB
(1L

LB
(250 ml)

LB
(200 ml)

LB
modificado

LB

3h

3h

3h

6h

24h

17-20h de
crescimento
da biomassa
apos
inducdo

3,5h

4h

0,4

0,6-0,7

0,6-0,8

0,6-0,8

0,6

1,0

0,6

fase
exponencial

IPTG
(1 mM)

IPTG
(1 mM)

IPTG
(1 mM)

IPTG
(1 mM)

IPTG
(0,5 mM)

Lactose
(0,2%)

IPTG
(1 mM)

IPTG
(0,5 mM)

intracelular

intracelular

(corpos de
inclusao

insoliveis)

intracelular
(fracdo
solivel)

intracelular
(proteina
solivel)

intracelular

intracelular

Corpos de
inclusdo
(passou por
solubilizagdo
e refolding)

intracelular
(enzima
soldvel)

200 rpm

180 rpm

200 rpm

200 rpm

37°C

37°C

37°C

37°C

30°C

37°C

37°C

E. coli
BL21
(DE3

E. coli
BL21
(DE3

E. coli
BL21
(DE3

E. coli
Rosetta
(DE3)

E. coli
BL21
(DE3)

E. coli
BL21
(DE3)

E. coli
BL21
(DE3)

E. coli
BL21
(DE3)

18

Atividade da fracdo
purificada em torno
de 45-46 umol
NH./min por mg de
proteina
Atividade especifica

de 110,1 IU.mg"
(enzima purificada)

196,2U/mg

12,5 U/mg

687,1 U/mg

140-210 U/mg

190 IU/mg
(purificada)

113,06 U/mg

Kebeish et
al., 2016

Santos et al.,
2016

Costa et al.,
2016

Labrou &
Mubharram,
2016

Lee et al.,
2016

Pokrovskaya
etal., 2015

Upadhyay et
al., 2014

Han, Jung &
Park, 2014
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L-asparaginase - - LB 5h 0,5 IPTG intracelular 150-180 37°C E. coli 430 IU/mg Pourhossein
(de Erwinia 0,1;0,5; 1 (fragdo rpm BL21 &
carotovora) e 2 mM) solivel usada (DE3) Korbekandi,

p/ purificagdo, 2014
precip. ndo)

L-asparaginase 11 - - LB 6h 0,4-0,6 IPTG intracelular 180 rpm 37 °C E. coli - Roth et al.,
(de Erwinia (50 ml) (shaker) (1 mM) C43 2013
carotovora) -58 (DE3)

TB (1L) Com 18h de (Biorreator)
Batelada cultivo,
alimentada houve a
inducdo. 10h
apods
inducdo,

houve maior
atividade no
extrato bruto

(Biorreator)
L-asparaginase - - LB - 1,5-1,6 Arabinose intracelular 200 rpm 37°C E. coli - Pokrovskii
(de Yersinia (200 ml) (0,001 M) BL21 etal., 2013
pseudotuberculosis) (DE3)
L-Asparaginase 11 - - LB Atividade 0,5-2,3 Arabinose intracelular 180 rpm 37 ou 28 °C E. coli 62 U/mg Sidoruk et
(de Yersinia (50-200 maxima (20 (0,02- BL21 al., 2011
Pseudotuberculosis) ml) U/ml) foi 0,5%) (DE3)
atingida em 0,2%
culturas com
indugdo em
OUm 2,3
17h apés a
adicdo do
indutor
L-asparaginase - - LB 5h 0,6-0,8 IPTG intracelular - 37°C E. coli 17,3 IU/mg Ozaetal.,
(de Withania (500 ml) (1 mM) (extrato BL21 2011
somnifera L.) soldvel) (DE3)
L-asparaginase - - LB 8h ap6s 0,5-2 Arabinose intracelular 150-180 37°C E. coli 62 IU/mg Pokrovskaya
(de Yersinia (200 ml) indugdo foi (0,02— (solavel) rpm BL21 (purificada) etal., 2012

pseudotuberculosis) observada 0,5%) (DE3)



L-asparaginase
(de Flammulina
velutipes)

L-asparaginase
(de Glycine max)

L-asparaginase
(de Escherichia
coli)

L-asparaginase
(de Erwinia
carotovora)

L-asparaginase
(de Erwinia
carotovora)

L-asparaginase
(de Escherichia coli
AS1.357)

L-asparaginase II
(de Escherichia
coli)

Asparaginase
humana
(ASPG)

LB

LB

LB
1L

LB

LB
(50 ml)

LB

LB

maxima
atividade
especifica

3h

5h

16-20h

5h

4h

3h

0,7 IPTG
(0,5 mM)
0,5 IPTG
(0,5 mM)
0,6-0,8 IPTG
(1 mM)
1,5-2 IPTG
(0,1 mM)
0,3 Heat
0,4-0,6 IPTG
(0,1 mM)
- IPTG
(0,5 mM)

intracelular
(soluvel e
ativa)

intra

intracelular
(precipitado
de extrato
bruto)

intracelular

intracelular
(proteina
solivel)

intracelular

50% proteina
soldvel

Espaco
periplasmdtico

intracelular

190 rpm

150-180
rpm

200 rpm

30°C

30°C

37°C

37°C

37°C

30°C

37°C

37°C

E. coli
BL21
(DE3)

E. coli
BL21
(DE3)

E. coli
IM109

E. coli
BL21

(DE3)
pLysS

E. coli
BL21
(DE3)

E. coli
IM105,
TGl,
JM109,
DH5a, e
AS1.357

E. coli
BL21
JM105,0u
CU1783

E. coli
BL21

20

16 U/mL

120-130 U/ml

632 IU/mg
(purificada)

Expressao/Atividade
(IU/ml)
JM105: 153 IM109:
58,6 TG1: 167
DH5a: 42,3
AS1.357: 228

58; 46; 20 U/mg
atividade especifica
do sobrenadante p/

cada sistema

Eisele et al.,
2011

Cho et al.,
2007

Jianhua et
al., 2006

Kotzia &
Labrou,
2005

Krasotkina
etal., 2004

Wang et al.,
2001

Harms et al.,
1991

Belviso et
al., 2017



Asparaginase
humana
(thASP)

ASNase
(de E. coli)

L-Asparaginase 11
(de E. coli)

L-Asparaginase 11
(de Erwinia
carotovora subsp.
atroseptica
SCRI 1043)

L-asparaginase 11
(de Saccharomyces
cerevisiae)

L-asparaginase 11
(de Bacillus subtilis
ETMC-2)

Glicerol
(0,4%)

Glicose
(5% plv)

Fonte: elaborado pela autora.

Ext. de lev. TB
(24 g/ 1L)
Triptona
12 g

- LB
(100 ml)

(D)

- LB
(50 ml)

4h
(pré-indculo
de 12h)

24h

6h

20h

5h

- IPTG
(1 mM)

45 IPTG
(0,1 mM)

0.8-1 IPTG
(1 mM)

0,5-0,7 IPTG

(0,1 mM)

IPTG
(1 mM)

~0,6-0,8

Corpos de
inclusdo
(passou por
solubilizagdo
e refolding)

extracelular

intracelular

intracelular
(proteina
solivel)

intracelular
(proteina ativa
soluvel)

200 rpm

220 rpm

212 rpm

250 rpm

200 rpm

37°C E. coli
BL21

(DE3)

- Célula de

mamifero

HEK-293

37°C E. coli
BLR
(DE3)

30 °C E. coli
BL21

(DE3)

15°C E. coli
BL21
(DE3)
25°C E. coli
BL21

(DE3)

21

44,8 U/mL

A produtividade
especifica (atividade
total/OD.)
aumentou 3 vezes
com a indugdo da
fase log tardia (380
UI/ODw)

282,45 U/mg

5,4 TU mg™

250 U/mL

Kante et al.,
2018

Dantas et
al., 2019

Khushoo et
al., 2004

Goswamia,
Veeranki &
Mishra,
2019

Lopes et al.,
2019

Agrawal,
Jana &
Kango, 2021



ANEXO B — GEL DE CALIBRACAO COM A POTEINA ALBUMINA SERICA
BOVINA (BSA), DE CONCENTRACAO CRESCENTE CONHECIDA (125 pg/mL a
2000 pg/mL).

14
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ANEXO C — CURVA DE CALIBRACAO COM A PROTEINA ALBUMINA SERICA
BOVINA (BSA) PELO METODO DO ACIDO BICINCHONINICO (BCA).

4 N
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o %

ANEXO D — CURVA DE PADRAO DE AMONIA PARA DETERMINACAO DE
ATIVIDADE DA hASNasel POR NESSLER.

Curva padrao de amonia
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