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RESUMO

A L-asparaginase tipo II (L-ASNase II) ¢ uma proteina terapéutica utilizada no tratamento da
Leucemia Linfoéide Aguda, cancer que acomete especialmente criancas. Ela atua hidrolisando
L-asparagina, um aminoacido imprescindivel na proliferacdo de linfoblastos leucémicos,
debelando o desenvolvimento das células tumorais. As principais L-ASNase II empregadas
em quimioterapia originam das bactérias Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi. Entretanto,
ha diversos casos de pacientes que apresentaram reacdes alérgicas ou de hipersensibilidade a
essas formulagdes. Portanto, torna-se importante a busca por outras fontes de L-ASNase 11,
que propiciem um tratamento eficaz e com menos efeitos secundarios. O objetivo desse
trabalho foi clonar o gene ansZ de Bacillus subtilis, que codifica uma L-asparaginase II,
expressar de forma heterdloga em Escherichia coli e purificar a proteina recombinante, a fim
de realizar a caracterizagdo bioquimica e avaliacdo das possiveis propriedades terapéuticas.
Para isso, 0 DNA gendmico de B. subtilis fo1 usado como molde para amplificacdo do gene
ansZ, por PCR, que foi clonado no vetor pET28a, plasmideo que codifica uma sequéncia rica
em histidina no N-terminal da proteina expressa. A constru¢ao foi confirmada por
sequenciamento automatico de nucleotideos, seguindo a expressao do gene em cepa de E. coli
Rosetta. A L-ASNase II recombinante foi purificada por cromatografia de afinidade em
coluna His-trap e de troca i6nica em coluna MonoQ. A eficiéncia de purificacdo foi
visualizada em gel de poliacrilamida em condigdes desnaturantes. Como resultado, a
amplificagdo e clonagem do gene ansZ em pET28a foi atestada por PCR de colonias
transformadas e o sequenciamento confirmou um DNA recombinante sem mutagdes. Analise
da expressdo da L-ASNase II heterologa por SDS-PAGE, mostrou bandas no gel em
aproximadamente 40 kDa, que aparecem a partir da primeira hora de expressao, continuando
de forma progressiva até a quarta hora, sendo este o tamanho predito da enzima recombinante,
de acordo com sua sequéncia primaria. Analise da solubilidade citoplasmatica da enzima
mostrou que ela foi expressa predominantemente de forma soltvel, ndo sendo constatado
formacao consideravel de corpos de inclusdo. A purificagdo da enzima foi satisfatoria e sua
atividade catalitica foi avaliada pelo método de Nessler, apresentando atividade maxima em
pH 8.0. Conclui-se que o gene ansZ de B. subtilis foi clonado e expresso com éxito em E. coli
Rosetta, a proteina recombinante foi obtida predominantemente na forma soltivel indicando
um correto enovelamento e ndo formacdo de agregados. Outros testes bioquimicos e
citotoxicos serdo realizados para avaliar o potencial uso da enzima como biofarmaco.

Palavras-chave: L-asparaginase. Leucemia Linf6ide Aguda. Biofdrmaco.



ABSTRACT

L-asparaginase type Il (L-ASNase II) is a therapeutic protein used in the treatment of acute
lymphoid leukemia, which affects especially children. It acts by hydrolyzing L-asparagine, an
essential amino acid in the proliferation of leukemic lymphoblasts, which depletes the
development of tumor cells. Actually, the main L-ASNase II used in chemotherapy originate
from the bacteria Escherichia coli and Erwinia chrysanthemi. However, there are many cases
of patients who have presented allergic or hypersensitive reactions to these formulations.
Therefore, the search for other sources of L-ASNase II, which provides effective treatment
and with fewer side effects, becomes important. The objective of this work was to clone the
Bacillus subtilis ansZ gene, which encodes an L-asparaginase II, express heterologous E. coli
and purify a recombinant protein, to finally carry out a biochemical characterization and
evaluation of the therapeutic properties therapies. To this end, genomic DNA from B. subtilis
was used as template for PCR amplification of the ansZ gene, which was cloned into the
pET28a vector, a plasmid encoding a N-terminal histidine sequence of the expressed protein.
Construction was confirmed by automatic nucleotide sequencing, following an expression of
the gene in E. coli Rosetta strain. Recombinant L-ASNase II was completed by His-trap
column affinity chromatography and MonoQ column ion exchange. The efficiency of
purification was visualized on polyacrylamide gel under denaturant conditions. As a result,
amplification and cloning of the ansZ gene in pET28a was attested by PCR from transformed
colonies and sequencing confirmed a recombinant DNA without mutations. Analysis of
heterologous L-ASNase II expression by SDS-PAGE showed non-gel bands at approximately
40 kDa, appearing from the first hour of expression, progressively continuing up to a fourth
hour, which is the predicted size of the recombinant enzyme, according to its primary
sequence. Analysis of the cytoplasmic solubility of the enzyme shown that it was expressed
predominantly in a soluble form, and no considerable formation of inclusion bodies was
found. A purification of the enzyme for satisfaction and its catalytic activity was evaluated by
the Nessler method, presenting the maximum activity at pH 8.0. It is concluded that the B.
subtilis ansZ gene was cloned and successfully expressed in E. coli Rosetta, a recombinant
protein obtained predominantly in the soluble form indicating correct folding and non-
aggregate formation. Other biochemical and cytotoxic tests are performed to evaluate the
potential use of the enzyme as a biopharmaceutical.

Keywords: L-asparaginase, Acute Lymphoide Leukemia, Biopharmaceutic.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), cancer é um termo genérico
para designar um grupo de doencgas caracterizadas pela proliferacdo descontrolada de células
anormais. E uma das principais causas de mortalidade no mundo, tendo causado a morte 8,8
milhdes de pessoas em 2015. Estima-se que, nas proximas duas décadas, haja um aumento de
70% no numero de casos no mundo, principalmente em paises emergentes e
subdesenvolvidos, onde o diagnostico e o tratamento sdo negligenciados pelas condi¢des
precarias de tecnologia e politicas publicas ineficientes. Com grande impacto econdémico, em
2010, o custo anual total do cancer alcangou aproximadamente $ 1,6 trilhdo (OMS, 2017).

Por apresentarem funcdes especiais, como alta especificidade, enzimas sdo
largamente empregadas em tratamentos quimioterapicos e de inflamagdes -cronicas,
compondo o grupo de medicamentos chamados biofairmacos. S3o obtidos a partir de fontes
naturais através de processos biotecnologicos aprimorados, como técnicas avangadas de
Biologia Molecular ou de Engenharia de Proteinas.

Ainda que confira muitas vantagens, a administracdo de proteinas terapéuticas
frequentemente esta relacionada a efeitos secundarios indesejados, como a morte células
saudaveis. Em face disso, a industria farmacéutica e diversos grupos de pesquisa estdo
investindo em melhorias da eficiéncia dessas moléculas, promovendo avangos significativos
na caracterizacao de genomas de novos microrganismos, na constru¢do de vetores plasmidiais
mais versateis e na disponibilidade de diferentes cepas microbianas para expressao
heter6loga.

No que diz respeito a produgdo biotecnoldgica de proteinas terapéuticas no Brasil,
destaca-se a problemdtica em torno do biofirmaco antineopldsico L-asparaginase,
medicamento de grande impacto nos tratamentos contra o cancer, como leucemias e linfomas.
Comercializada no Brasil sob nome comercial Elspar® e adquirida por meio de importacao,
passou por risco de desabastecimento em 2012, quando o laboratério Merck Sharp & Dohme
interrompeu a fabricacdo do medicamento. Desde entdo, o governo brasileiro toma medidas
emergenciais para solucionar esse problema, buscando formula¢des semelhantes (ANVISA,
2017). Porém a importacdo desse medicamento onera os cofres publicos e estabelece uma
sensivel dependéncia comercial no pais.

Diante disso, faz-se necessario o desenvolvimento produtivo nacional de
L-asparaginase, a fim de suprir a demanda interna e reduzir, pelo menos em parte, os custos

inerentes a importagao.
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1.1 Leucemia Linfoide Aguda

A Leucemia ¢ um tipo de cancer heterogéneo determinado pela proliferagdo de
células neopléasicas malignas no sistema hematopoiético, comprometendo a medula 6ssea, o
sangue ou outros tecidos e 6rgios. E dividida quanto ao tempo de desenvolvimento, — na
forma aguda, quando observa-se aumento rapido de células imaturas anormais, ou na forma
cronica, caracterizada por um progresso lento de células maduras anormais —, € quanto ao
tipo de célula afetada, linfoblastos ou mieloblastos (SANCHEZ; ORTEGA; BARRIENTOS,
2007).

Segundo a OMS, constitui o décimo primeiro tipo de cancer mais frequente no
mundo, com 322 mil novos casos registrados em 2012 (cerca de 2,5% de todos os casos
mundiais de cancer), sendo 3,5% destes resultando em o6bito (FERLAY et al, 2014). No
Brasil, foram estimados 5.540 casos de leucemias em homens, como indicado pela figura 1, e

4.530 casos em mulheres em 2016 (INCA, 2016).

Figura 1. Distribuicio proporcional dos dez tipos de caAncer mais

incidentes estimados para 2016, por sexo, exceto de pele nao

melanoma.
Localizacao primaria Cas505 NoVos £ Localizacao primaria CAs0s Novos Yo
""""""" Prostata 61200 28.6% . o MamaFfeminina  57.060  281%

) s ) Homens Mulheres ] )
Tragqueia, Bronquio e Pulmio 17.330 8,1% Colon e Reto 17.620 8,6%
Cdlon e Reto 16,650 7,8% ny Colo do Utero 16,340 7,9%
Estdmago 12.920 5,0% Tragqueia, Brénquic e Pulm3o 10.820 5,3%
Cavidade Oral 11.140 5,2% i Estémago 7.600 3,7%
Esdfago 7.950 3,7% ;.I Corpo do Utero 6.950 3,4%
Bexiga 7.200 3,4% | Ovdrio 6.150 3,0%
Laringe 6.360 3,0% Y Glandula Tirecide 5.870 2,9%
Leucemias 5.540 2.6% i Linforna ndo Hodgkin 5.030 2,4%
Sistema Nervoso Central 5.440 2,5% -~ Sistema Nervoso Central 4.830 2,3%

Fonte: INCA (2016).

Caracterizada como uma neoplasia maligna dada pela proliferacdo e acumulo
rapidos de linfoblastos imaturos anormais na medula 6ssea, a Leucemia Linfoide Aguda
(LLA) acomete, especialmente, criangas de 0 a 15 anos, apresentando um maior pico de
incidéncia nos primeiros 5 anos de vida (INABA; GREAVES; MULLIGHAN, 2013).

Assim como as células saudaveis, os linfoblastos leucémicos necessitam de
asparagina, um aminodcido ndo essencial envolvido em diferentes rotas metabdlicas, como a

via das pirimidinas e purinas, portanto ¢ crucial na manutencdo da viabilidade celular.



16

Normalmente, a sintese celular de asparagina acontece, incialmente, através da acdo de uma
transaminase, a qual converte oxaloacetato em um aspartato intermediario, que por sua vez €
convertido em asparagina pela enzima asparagina sintetase (ASNS) (BATOOL et al., 2016).

A enzima ASNS ¢ uma aminotransferase dependente de ATP responsavel pela
conversdo de aspartato e glutamato em asparagina e glutamina. Sua baixa expressdao pelos
linfoblastos leucémicos cria forte dependéncia a captacdo de asparagina livre no plasma para
manter de sua capacidade proliferativa (ZHANG et al., 2014; LAZARUS et al., 1969).

As manifestagdes clinicas mais comuns em pacientes portadores de LLA sdo
divididas em duas grandes classes: a primdria, onde hd o aparecimento de anemias
prolongadas, diminuicdo do numero de plaquetas (trombocitopenia) e hipoplasia, ¢ a
secundaria, envolvendo quadros de febre, sangramentos, infec¢des persistentes e fadiga

cronica (MULLER; BOOS, 1998).

1.2 Enzimas terapéuticas

O emprego de proteinas no tratamento de doencas data de meados do século XIX,
através do uso de extratos proteicos obtidos de fluidos animais ou de microrganismos
cultivados por fermentagdo. Desde entdo, inimeras descobertas no campo da Bioquimica
Clinica, alavancada por avangos da Biologia molecular, como a tecnologia do DNA
recombinante, permitiram o desenvolvimento de novas biomoléculas com finalidade médica,
especialmente as enzimas (tabela 1). A Enzimologia € uma area importantissima para projetar
produtos e processos inovadores, € nas ultimas décadas tem crescido o interesse académico e

industrial no desenvolvimento de enzimas com fungdes e eficiéncia aprimoradas. (GURUNG

et al., 2013).

Tabela 1. Proteinas microbianas recombinantes para fins

terapéuticos.
Proteina Fonte Uso clinico Referéncia
Colagenase Clostridium Lesoes DOLYNCHUK, et al.,

histolyticom cutaneas 2000.

Estreptoquinase Streptococcus sp. Trombose ZAITSEV, et al., 2010.
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L-asparaginase Escherichia coli, Leucemia JAIN, et al., 2012.
Erwinia Linféide

chrysanthemi Aguda

B-lactamase Citrobacter freundii,
) Antibidtico GUPTA, et al., 2012.
Klebsiella

pneumonia

Glutaminase Escherichia coli Leucemias SONNEVELD, et al.,
1979.

Uroquinase Bacillus subtilis Anticoagulante =~ ZAITSEV, et al., 2010.

Fonte: Adaptado de JOZALA et al., 2016 e GURUNG et al., 2013.

Atualmente, o mercado de vendas de medicamentos biologicos constituidos de
proteinas recombinantes de fonte microbiana atinge a cifra de $ 50 bilhdes anuais,
correspondendo a um ter¢o do mercado farmacéutico. Em 2015, dos dez biofarmacos mais
comercializados nos EUA, quatro eram produzidos em plataforma procarionte, como o
analogo de insulina humana Lantus®, o anticorpo anti-VEGF Ranibizumabi (Lucentis®) ¢ a
proteina peguilada G-CSF Neulasta®, com receitas liquidas de venda de $ 7,2, $ 3,6 ¢ $4,7
milhdes, respectivamente (JOZALA et al., 2016).

1.3 Purificacdo de enzimas recombinantes

Para obter proteinas com alto grau de pureza, a industria farmacéutica,
principalmente, utiliza uma grande diversidade de métodos de purificacdo, os quais refletem-
se bastante no valor final do produto bioldgico de interesse. O método que apresenta melhor
desempenho e condicdo de escalonamento ¢ a cromatografia de afinidade (LOWE et at.,
2001).

Uma das estratégias de purificacdo de proteinas recombinantes baseada na
afinidade de grupamentos quimicos ¢ a adicdo de etiquetas (fags) de aminoacidos, como
histidina, triptofano e cisteina, que demonstram capacidade de interacdo com cétions
metalicos bivalentes (SARASWAT et al., 2013). O aminodcido histidina (His) possui um anel

imidazolico contendo dois 4tomos de nitrogénio, como ilustrado na figura 2. O par de elétron



18

do nitrogénio ¢ o principal contribuinte na interacdo entre a His com ions metélicos, como
Cu**, Zn*" ou Co?", por exemplo (SULKOWSKI, 1989).

Com base nesse principio, a conjugacao de ions metalicos a fase estacionaria, em
uma abordagem chamada Cromatografia de Afinidade por Metal Imobilizado (do inglés
Immobilized Metal Affinity Chromatography - IMAC), constitui um modelo bastante
favoravel a obtengdo de biomoléculas ativas, a fim de caracterizar sua estrutura ¢ fungdo. No
entanto, proteinas nativas raramente possuem fags de polihistidinas localizados em sua
superficie, porque tais residuos possuem carater hidrofobico e localizam-se com maior
frequéncia no interior da molécula. Logo, a eficiéncia de purificacdo por IMAC ¢ melhor
atestada para proteinas cuja a sequéncia primaria foi engenheirada (BRESOLIN; MIRANDA;
BUENO, 2009; GABERC; MENART, 2001).

Figura 2. Ilustraciao da estrutura quimica das moléculas de Imidazol

e Histidina.

Imidazol Histidina

=il / \\
/ 1 7

Nitrogénio Carbono ' Oxigénio
Fonte: Adaptado de PubChem. Estruturas quimicas das moléculas de histidina e
imidazol, com seus respectivos atomos de carbono (cor cinza), oxigénio (cor vermelha)

e nitrogénio (cor azul).

Outras abordagens para obten¢do de proteinas cada vez mais puras sdo adotadas
em sequéncia a cromatografia de afinidade, como tentativa de polimento das amostras
proteinas. Um exemplo ¢ a cromatografia de troca idnica, que remove grande parte das
proteinas celulares, virus e acidos nucléicos da amostra de interesse com taxas de fluxo
aumentadas, além de reduzirem o consumo de tampdo para eluicdo e o tempo, quando

comparada a cromatografia de afinidade (LI et al., 2006).
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1.4 L-asparaginase

A L-asparaginase (L-ASNase) ou L-asparagina aminohidrolase (EC 3.5.1.1) ¢
uma enzima capaz de hidrolisar o aminoacido essencial L-asparagina em L-acido aspartico e
amonia (KUMAR; VERMA, 2012), como mostra a figura 3. Esse mecanismo interfere
diretamente na produgdo energética da célula cancerigena, debelando o avango da doenga,

uma vez que diminui os niveis séricos do aminoacido (MCCQY et al., 1956).

Figura 3. Mecanismo de a¢do simplificado da L-asparaginase.

0
H
2 H L-ASNase 0 ” H_ _H
{2 S o > HON 7 N7 o+ \
[ [ “
g Ny ¢ H Moy Amonia
L-asparagina Acido L-aspartico

Fonte: Adaptado de PubChem. L-asparagina (2 esquerda), sendo convertida em acido L-

aspartico (ao centro) e amonia (a direita) pela enzima L-ASNase.

No inicio do século XX, a L-ASNase foi observada pela primeira vez (LANG,
1904), porém apenas na década de 1950 foi descrita como inibidor tumoral, quando o soro de
porcos da india rico em L-ASNase foi injetado em ratos com linfossarcomas e carcinomas
mamario, levando a regressdo gradativa dos tumores (KIDD, 1953). Em meados de 1960,
comprovou-se sua presenca em meio de cultivo bacteriano (ALTENBERN;
HOUSEWRIGHT, 1954) e de leveduras (BROOME, 1965), ocorrendo a partir dai iniimeros
avangos cientificos quanto ao seu potencial terapéutico, os quais estdo apresentados na tabela
2. Atualmente, as principais formulacdes de L-ASNase adotadas nos protocolos de
quimioterapia para LLA, Linfoma de Hodgkin e outras neoplasias malignas sdo originadas
das bactérias gram-negativas Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi (SALZER et al.,
2014).

E possivel obter L-ASNase a partir de diversas fontes naturais: bactérias gram
negativas, como E. coli (NETRVAL, 1977) e E. chrysanthemi (MOOLA et al., 1994);
bactérias gram positivas, como Bacillus subtilis (FISHER; WRAY, 2002) e Staphylococcus
aureaus (ROZALSKA; MIKUCKI, 1991); leveduras como Saccharomyces cerevisiae (BON
et al., 1997) e Pichia polymorpha (FODA; ZEDAN; HASHEM, 1980); macroalgas marinhas,
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como Vaucheria uncinata (USHA; PANDEY, 2011) e plantas, como nas sementes de
Phaseolus vulgaris (SALEH et al., 2015).

Em geral, as L-ASNases microbianas apresentam-se sob duas isoformas: I-
asparaginase I (L-ASNasel), enzima citoplasmatica de Km 3.5x10 M para o substrato 1-
asparagina, e l-asparaginase II (L-ASNasell), enzima extracelular cujo Km ¢ 1.2x10° M, (HO
et al. 1970). Por apresentar um Km mais baixo, indicando maior afinidade pelo substrato
asparagina, apenas a tipo II ¢ utilizada como biofarmaco coadjuvante em protocolos de

quimioterapia, geralmente combinada com vincristin (Oncovin ®) e glucocorticdide.

Tabela 2. Principais avancos no desenvolvimento de l-asparaginase
como agente antileucémico.

Kidd: discovery of antileukemic effect
of guinea pig serum

Broome: identification of ASNase as antileukemic
agent in guinea pig serum

Suppression of tumor cell growth by
Escherichia coli—derived ASNase; isolation
and purification of active E. colf isoform

Dolowy: first clinical use of ASNase

Wade: isolation of ASNase from
Erwinia carotovora (chrysanthemi)

Native E. coli ASNase approved by FDA for use
to treat ALL

Kamisaki: initial development of pegylated
E. coli-derived ASNase

Erwinia ASNase authorized in the United Kingdom
for use to treat ALL

Asselin: identification of distinct pharmacokinetic
properties

Pegylated E. coli ASNase (Oncaspar®) approved by
FDA for use to treat ALL

Pegylated E. coli ASNase approved by FDA for
first-line use to treat ALL

Start of COG AALLO7PZ2 and compassionate-use
EMTP trials to evaluate ASNase Emwinia chrysanthemi

ASNase Emwinia chrysanthemi approved by
FDA for use in patients with hypersensitivity to
E. coli-derived ASNase

Fonte: SALZER et al. 2014.

1.4.1 L-asparainase de Bacillus subtilis

A bactéria gram positiva B. subtilis sintetiza duas isoformas de L-asparaginase,
codificadas pelos genes ansd e ansZ, em um processo regulado pelo estado nutricional
celular, quando o cultivo ¢ feito em condi¢des limitadas de nitrogénio em meio minimo de

glicose (SUN; SETLOW, 1991).
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A o gene ansZ, o qual codifica um L-ASNase tipo II, foi identificado por
KUMANO et al. (1997) a partir do sequenciamento do genoma de B. subtilis cepa 168. Tem
sequéncia nucleotidica 59% idéntica ao gene que codifica uma L-ASNase Il de E.
chrysanthemi (MINTON et al. 1986) e 56% de identidade com de E. coli (BONTHRON,
1990). Ja o gene ansA de B. subtilis codifica uma L-asparaginase de sequéncia aminoacidica e
propriedades cinéticas similares a uma L-ASNase I de E. coli (YANO et al. 2008).

As aplicagdes de ambas as proteinas sao diferentes: enquanto a L-asparaginase II
tem propriedades terapéuticas contra células tumorais, a tipo I tem sido utilizada na industria
de alimentos, por sua capacidade de reduzir a formagdo de acrilamida, um agente
carcinogénico formado durante o processamento térmico de biscoitos, batatas, café e paes

(ANESE et al., 2011).

1.4.2 Estrutura tridimensional

Estruturalmente, a L-ASNase II ¢ encontrada como homotetramero de
aproximadamente 140 kDa, apesar de apresentar-se também como um hexamero ou dimeros
biologicamente ativos (GREENQUIST; WRISTON, 1972). O primeiro cristal obtido foi da
enzima originada de E. coli, resolvido por SWAIN et al. (1993) (figura 4), estruturado em
quatro subunidades ndo-alostéricas nomeadas A, B, C e D, onde A/C e B/D formam dimeros
intimos. J& a estrutura tridimensional da enzima proveniente de E. chrysanthemi foi resolvida
por AGHAIYPOUR et al. (2001) (figura 5), consistindo em dois tetrameros (ABCD ¢ EFGH)
com formacao de dimeros intimos semelhante aos de E. coli.

Os mondmeros de ambas possuem dois dominios principais, C-terminal (menor) e
N-terminal (maior), estando entre eles um dos quatro sitios ativos, com destaque para os

residuos de treonina Thr15 e Thr95 (AGHAIYPOUR et al., 2001).
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Figura 4. Estrutura cristalizada de uma L-asparaginase Il de E. coli.

Fonte: PDB (codigo 3ECA). Em verde: subunidade A, em laranja: subunidade C, em

azul: subunidade B, em vermelho: subunidade D.

Figura 5. Estrutura cristalizada de uma L-asparaginase II de E.

chrysanthemi.

Fonte: PDB (cédigo 107J). Em laranja: subunidade C, em azul: subunidade A, em

verde: subunidade D, em vermelho: subunidade B.
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1.4.3 Efeitos secunddrios e imunogenicidade

A utilizagdo de L-ASNase II como agente antitumoral tem sido acompanhada por
diversos relatos de seus efeitos adversos, como disfuncdo hepatica, diabetes mellitus,
pancreatite, dores de cabega, tontura e convulsdes (NOURA EL-AHMADY et al., 2014).
Reagdes de hipersensibilidade também sdo reportadas em cerca de 60% dos pacientes que
utilizaram a formulacdo proveniente de E. coli injetada via intramuscular, principalmente
durante os regimes terapéuticos de reinducao e intensificacio (PANOSYAN et al., 2004). Os
sintomas mais recorrentes de hipersensibilidade sdo anafilaxia (reagdo alérgica aguda)
acompanhada de edema, febre e urticaria (WOO et al., 2000 e ALBERTSEN et al., 2002).

O desenvolvimento de hipersensibilidade a L-ASNase II ¢ considerado a
sintomatologia mais preocupante no quadro de saide de pacientes leucémicos, uma vez que
significa a degradacdo répida da enzima diminuindo sua meia-vida e consequentemente sua
eficiéncia terap€utica, um fendmeno conhecido como “hipersensibilidade ou inativagao
silenciosa” (PIETERS et al, 2010). Além disso, alguns estudos apontam o surgimento de
resisténcia a proteina, devido a ndo repressao espontanea da enzima ASNS (CANELLOS;
HASKELL, 1970).

Tem sido reportado que a L-ASNase reprime a produgdo de linfocitos T pela
medula dssea e desregula a expressao de receptores de células T (TCRs), em parte por reduzir
a formagao de citocinas (TORRES et al., 2016). Em SONG et al. (2017), descobriu-se que a
L-asparaginase proveniente de E. chrysanthemi inibia a autofagia de macrofagos, células com
fungdes essenciais no controle natural da proliferacao de células tumorais.

As principais causas apontadas como razao da citotoxidade da L-asparaginase II
sdo: a atividade glutaminase (PARMENTIER et al, 2015), queda nos niveis séricos de
asparagina, — por seu importante papel metabdlico na sintese de diversas proteinas como
albumina, insulina e fatores de coagulagdo, e desenvolvimento de anticorpos anti-
asparaginase (MULLER; BOOS, 1998).

Uma série de alternativas para mitigar a imunogenicidade da L-asparaginase II
tem sido proposta, como uso de polietilenoglicol (PEG) para encobrir parte da proteina, em
um processo chamado peguilagdo, na tentativa de permitir que enzima se evada do sistema
imunologico (POKROVSKY et al, 2016). Outra metodologia bastante promissora ¢ o
mapeamento de epitopos antigénicos de enzimas mitigadas (MOOLA et al., 1994), e mais
recentemente, a proposicao de mutacdes através de mutagénese sitio-dirigida (MEHTA et al,,

2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Clonar, expressar e purificar uma L-asparaginase Il de Bacillus subtilis

recombinante, e caracterizar bioquimicamente quanto a influéncia da variagdo do pH na

atividade enzimatica, como estudo preliminar de seu potencial terapéutico.

2.2 Objetivos especificos

& @& 4 &

&

Amplificar o gene ansZ de B. subtilis.

Clonar o gene amplificado em vetor de expressao pET28a(+).

Sequenciar e a analisar a sequéncia de DNA recombinante.

Transformar bactérias E.coli TOP10 e Rosetta com plasmideo recombinante ansZ-
pET28a.

Expressar a proteina recombinante em E. coli Rosetta a 30°C por 4 horas com
inducao por IPTG

Purificar a enzima recombinante por cromatografia de afinidade IMAC utilizando
uma coluna His-Link com niquel imobilizado e de troca idnica utilizando coluna
MonoQ de troca anidnica.

Avaliar o efeito do pH sobre a atividade enzimatica.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtenciao do material

O DNA genomico de B. subtilis foi cedido, gentilmente, pelo professor Richard
John Ward da Universidade de Sdo Paulo (USP) em Ribeirdo Preto, assim como a linhagem
de E. coli Rosetta e o vetor plasmidial pET28a(+). A cepa E. coli TOP10 foi cedida pelo
professor Dr. Kaio César Simiano Tavares, coordenador do Laboratorio de Biologia
Molecular e do Desenvolvimento (LBMD) da Universidade de Fortaleza (Unifor), de CQB
0294/10. As enzimas de restrigdo Nhel e BamHI, DNA ligase e seus respectivos tampdes, bem
como o kit de extragdo e purificacdo de DNA foram obtidos da empresa Promega®, e a
enzima fosfatase alcalina (Heat Inactivated Alkaline Phosphatase) e seu respectivo tampao
proveio da Invitrogen®. Os primers Forward: ATATGCTAGCCCTGAAACAAAAGAATCC,
Reverse: ATCGGATCCTTAATACTCATTGAAATAAGC, especificos para o gene ansZ de B.
subtilis, e os Forward: AGTATGCTAGCTTACCCAATATCACCATT e Reverse:
ATCGGATCCTTAGTACTGATTGAAGAT especificos para o gene ansB de E. coli foram

adquiridos comercialmente junto a empresa Invitrogen®.

3.2 Estriamento e pré-inoculo de bactérias E. coli TOP10 e Rosetta.

Uma pequena quantidade de células E. coli TOP10 e Rosetta ainda congeladas
a -80° C foi retirada com auxilio de uma ponteira estéril e inoculada em placa de LB (Luria
Bertani Broth Miller) agar HIMEDIA® contendo antibidtico de resisténcia (quando
necessario). Com auxilio de uma alga de niquel previamente esterilizada, a por¢ao bacteriana
inoculada foi estriada em movimentos de vai € vem, para isolamento de colonias. As placas
foram incubadas em estufa bacterioldgica por, aproximadamente, 12 horas a 37°C.

Das colonias isoladas produziram-se pré-inoculos em caldo LB (5 mlL)
previamente autoclavado contendo antibidtico de resisténcia (se necessario) em tubos de vidro
estéreis. Com auxilio de uma ponteira estéril, tocou-se sua ponta em uma coldnia,
submergindo a ponteira em meio de cultivo. Os pré-indculos foram incubados a 37°C

overnight, sob agitagdo orbital de 200 rpm.



3.3 Extracio de DNA plasmidial (Miniprep)

O vetor pET28a (figura 6) foi o plasmideo escolhido neste trabalho, o qual
adiciona uma sequéncia de seis histidinas na por¢cdo N-terminal da proteina expressa. A
extracdo do DNA plasmidial (Miniprep) foi realizada seguindo as instru¢des contidas no
manual do fabricante do kit comercial Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification

Systems. ApOs a realizacdo dos experimentos, seguiu-se para a quantificagdo dos plasmideos

em aparelho NanoDrop (ThermoScientific®).

Figura 6. Desenho esquematico do vetor de expressiao pET28a(+).

pET-28a(+) sequence landmarks

Xho l{158)
Not K{166)
Eag l{166)
Hind I{173)
Sal K179)
Sac 1{190)
EcoR I{192)
BamH I{198)
Bpu1102 Kg0) Nhe 1(231)
Nde §(238)
Nco I(296)
Xba 1{335)
Bgl 1l(401)
— SarA (442)
Sph l{5e8)

T7 promoter 370-386
T7 transcription start 369 \ | Miu k1123)
His+Tag coding sequence  270-287 g \ ‘.. \ Bel I{1137)
T7+Tag coding sequence 207-239 = | 3| \ EBStE 11(1304)
Multiple cloning sites .3 ‘ 1 i\
(BamH 1 - Xho1) 158.203 T pET-28a(+) = || [apaltizw
HissTag coding sequence  140-157 \ \Raaiop) 2 K .‘;
T7 terminator 26-72 \ e 'J‘BSSH 1l{1534)
lacl coding sequence 773-1852 EcoS57 |(3772) I‘ECOR V{1573)
pBR322 origin 3286 Hpa l(1620)
Kan coding sequence 3995.4807 AlwN 1(3840)
fl erigin 4903-5358 :
3
BssS 1(3207) "3“96) PshA 1(1088)
BspLU1T1 |(322§r}\ Byl I2187)
Sap 1(3108) - Fsp 1{2205)
Bst1107 l2008) / [/ e PspS5 1i2230)
Tth111 1(2080)

Fonte: Novagen.

3.4 Alinhamento de sequéncia

As sequéncias aminoacidicas de L-asparaginase II de B. subtilis (codigo
GenBank: AIN95080.1), E. coli (c6digo GenBank: OWC14106.1) e E. chrysanthemi (c6digo
GenBank: KGT98450.1), no formato FASTA, foram alinhadas em softwares Clustaw W,

hospedado no portal EMBL-EBI, e Protein BLAST, no NCBI.
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3.5 Amplificacido dos genes ansZ de B. subtilis e ansB de E. coli

O gene ansZ de B. subtilis foi amplificado através da reagdo da cadeia da
polimerase (PCR) utilizando os primers Foward e Reverse descritos no item 3.1 desde
trabalho, os quais contém sitios correspondentes as enzimas de restricio Nhel e BamH]I,
respectivamente.

Em tubos de 0,2 mL estéreis adicionou-se:

1uL de cada primer (10uM).

4uL de dNTPs (200 mM).

1uL da enzima GoTaq® DNA polimerase (1U).
10 uL de tampao GoTaq® (5x).

2uL de DNA genomico (200 ng).

Volume final por reagdo: 50 pL. Os parametros ajustados no termociclador
Biometra® foram:

I.  95°C por 2 minutos.
II.  95°C por 1 minuto.
III.  52°C por 1 minuto.
IV. 72°C por 1,5 minuto.
V. 72°C por 5 minutos.

Os itens II a I'V foram repetidos 29 vezes, totalizando 30 ciclos.

O gene ansB de E. coli foi amplificado por PCR utilizando primers especificos
descritos no item 3.1 que contém sitios de reconhecimento das mesmas enzimas de restricao
supracitadas para a amplificagdo de ansZ. Em tubos estéreis de 0,2 mL foram preparadas
reagdes contendo:

1uL de cada primer (34 uM)

4uL de dNTPs (200 mM).

1uL da enzima GoTaq® DNA polimerase (1U).
10 uL de tampao GoTaq® (5x).

10pL de DNA genomico (~150 ng).

Volume final por reagdo: 50 pL. Os parametros ajustados no termociclador
Biometra® foram:

VI.  95°C por 2 minutos.

VII.  95°C por 1 minuto.

VIII.  52°C por 1 minuto.
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IX.  72°C por 1 minuto.
X.  72°C por 5 minutos.
Ambas amostras foram visualizadas em luz ultravioleta (UV) ap6s eletroforese em

gel de agarose 1%.

3.6 Digestao enzimatica do plasmideo pET28a

Para digestdo do plasmideo pET28a, o qual foi extraido como descrito no item
3.3, foram preparadas reagdes em tubos de 0,5 mL estéreis para um volume final de 20uL,
onde continha os seguintes componentes:

2 uL de Albumina Sérica Bovina (BSA) 10x (Promega®).
2 uL de tampao 10x multicore (Promega®).

1 ug de DNA plasmidial.

1 puL da enzima de restricao Nhel (10U).

1 uL de BamHI (10U).

As enzimas de restricdo permaneceram em suporte gelado durante todo o
procedimento. Os tubos foram incubados em termociclador Biometra® a 37° C durante 3
horas, seguido da etapa de inativacdo enzimatica a 65°C durante 15 minutos.

Posteriormente, o plasmideo digerido foi submetido a tratamento enzimatico com
fosfatase alcalina (5U), onde aos 20uL da reacdo de digestdo foram acrescentados 2,5 uL de
tampao 10x para fosfatase e 1uL de enzima (volume final de reagdo: 25 pL). A mistura

reacional foi incubada a 37°C por 1 hora, com inativacdo da enzima a 65°C por 15 minutos.

3.7 Eletroforese em gel de agarose

O gel de agarose 1%, constituido de 1 g de agarose em 100 mL de tampao Tris-
Acetato-EDTA (TAE), foi submetido a corrida eletroforética aplicando voltagem de 100V e
amperagem de 100 mA. As amostras de DNA obtidas por PCR foram preparadas para um
volume final de 12 pL, contendo 10 pL. de DNA e 2 puL de tampao de amostra, o qual continha
glicerol, azul de bromofenol e GelRed® diluido 5x. Utilizou-se 7 pL. do marcador de peso

molecular de 1 Kb (Ludwing Biotech®). A visualizagcdo de bandas foi feita sob luz UV.
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3.8 Purificacio de amostras a partir de excisido do gel de agarose 1% e de solucgido

A purificagdo de DNA plasmidial digerido e dos fragmentos génicos ansZ e ansB
amplificados, ocorreu a partir de banda excisada do gel de agarose 1% (plasmideo digerido) e
de solucdo (produto de PCR), seguindo as instrugdes contidas no manual do fabricante do kit
comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System. As amostras foram eluidas em 50 pL,
concentradas para 20 pL. em SpeedVac (GE®), quantificada em aparelho NanoDrop

(ThermoScientific®) e armazenada a -20°C.

3.9 Ligacao entre o vetor e o inserto

Para calcular a quantidade de inserto utilizada para preparar uma reagdo de
ligacdo ao vetor a seguinte equacao foi adotada (sugerida pelo fabricante da enzima DNA

ligase):

ng de vetor s - _
———— xrazdc molar {inserto : t"efar} = ngdeinserto
kb de vetor

A partir desse calculo, a ligacdo do gene ansZ e ansB ao pET28a prosseguiu
utilizando tubos de 1,5 mL contendo:
7 uL de vetor (~100 ng).
3 uL de inserto (~80 ng/cada).
2 pL de tampao da ligase (10x).
1 pL de enzima ligase (1U).
Volume final de reagdo: 20 pL.
A mistura reacional foi incubada a 4°C overnight (~16h), e o bloqueio da reagdo

de ligagao foi feito mediante tratamento térmico a 65°C por 15 minutos.

3.10 Transformacio bacteriana

A cepa de clonagem E.coli TOP10 em aliquotas de 100 pL de foi descongelada
em banho de gelo, adicionou-se 40 uL. de uma solucdo estoque de KCM (2,5x) e 6 pL de

DNA (plasmideo recombinante produto da reacdo de ligacdo) completando o volume final
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para 200 pL. Essa mistura permaneceu em banho de gelo por 20 minutos, repousando
posteriormente por 10 minutos em temperatura ambiente. Para a fase de regeneracdo celular,
adicionou-se 800 puL. de meio LB (Sigma-Aldrich®), incubando por 1 hora a 37°C sob
agitacdo orbital de 200 rpm. Centrifugou-se o meio de cultivo regenerado a 2.000 xg por
2 minutos, descartando 950 pL. do sobrenadante e ressuspendendo, gentilmente, o precipitado
celular nos 50 pL restantes, seguido de plaqueamento em meio LB agar (Invitrogen®)
acrescido de antibidtico canamicina (40 pg/mL). As placas permaneceram em estufa

bacterioldgica a 37°C por 16 horas.

A transformacdo de E. coli Rosetta, utilizada para expressao heterdloga, ocorreu
adicionando-se 10 pL de MgCl (0.1 M), 5 uL. de CaCl, (0.1 M), 1 uL de pET28a-ansZ ou
pET28a-ansB (~80 mg), completando-se o volume final para 50 pl. No controle, foi
adicionado 1 pL de 4gua ultrapura. A este volume foram acrescentados 50 pL de bactérias
quimiocompetentes, as quais repousaram por 20 minutos em gelo, seguidos de 15 minutos de
banho seco a 37°C, retornando ao banho de gelo por 2 minutos. As células, adicionou-se
900 uL de meio LB iniciando o passo de regeneracdo, onde os tubos permaneceram sob
agitacdo por 1 hora a 37°C e 200 rpm. ApoOs incubagdo, os meios de cultivo foram
centrifugados a 10.000 xg por 3 minutos, descartando 950 uL de sobrenadante e
homogeneizando gentilmente o pellet em um restante de solugcdo. Plaqueou-se 50 pL do
homogeneizado 10 mL de meio LB &gar, contendo antibidticos cloranfenicol (34 pg/mL)
correspondendo a resisténcia da Rosetta e canamicina (40 pg/mL) de resisténcia do vetor

pET28a, incubando overnight, a 37°C, em estufa bacteriologica.

3.11 PCR de colonias transformadas para diagnéstico de clonagem

Apos transformagdo de E. coli TOP10 quimiocompetente com o plasmideo
recombinante pET28a-ansZ, 10 colonias foram selecionadas e submetidas a uma PCR de
colonia. Em tubos 0,2 mL estéreis adicionou-se 22,5 uL. de Master Mix (mistura de tampao,
dNTP’s, magnésio e DNA polimerase), 1 uL de primer T7pro e 1 pL de primer T7¢er (0,2 mM
de concentracdo final), 0,5 uL de 4gua pura e DNA proveniente de esfregago das colonias de
TOP10. Os parametros utilizados no termociclador Biometra® foram:

I.  95°C por 2 minutos.
II. 95°C por 30 segundos.
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III.  55° C por 30 segundos.
IV. 72°C por 30 segundos.
V. 72° C por 10 minutos.

Os passos II a IV foram repetidos 29 vezes, totalizando 30 ciclos.

Posteriormente, fez-se uma eletroforese em gel de agarose para visualizagdo das
bandas por luz UV, seguido de confec¢do de pré-indculos em meio LB (5 mL) contendo
antibiotico de resisténcia canamicina (40 pg/mL), onde cada colonia foi esfregada com
auxilio de uma ponteira estéril, e incubada a 37°C overnight. A extracio de DNA
recombinante deu-se como descrito no topico 3.3 desse trabalho, sendo quantificado e
enviado para sequenciamento automatico de nucleotideos na unidade da Fiocruz-PE em

Recife. A estocagem das colonias positivas se deu em glicerol 50% a -80°C.

3.12 Expressao heterologa de L-asparaginase II em sistema procarioto (E. coli Rosetta)

Colonias de E. coli Rosetta transformadas com os vetores pET28a-ansZ e
pET28a-ansB foram isoladas em placas de LB agar, e colonias individuais foram langadas em
5 mL de meio LB acrescidos de cloranfenicol (34 pg/mL) e canamicina (40 pg/mL) em tubos
de vidro previamente autoclavados, sendo o controle negativo sem presenga de material
bacteriano. Os pré-indculos foram entdao incubados a 37°C por aproximadamente 16 horas sob

agitacao de 200 rpm.

Para um ensaio de teste de expressao, utilizou-se 50 mL de meio LB, previamente,
autoclavado, adicionando 500 pL de MgCl, (0,1 M), 80 puL de canamicina (40 pg/mL), 50 pL
de cloranfenicol (34 pg/mL), e 1 mL de meio de cultura crescida. Essa cultura foi incubada
em shaker a 37°C e 200 rpm, medindo-se a densidade otica (D.O) até que esta atingisse
absorbancia 0.5 a 600 nm. A expressdo foi induzida adicionando isopropil-B-D-
tiogalactopiranose (IPTG) com uma concentragdo final de 0,5 mM, incubando o meio
inoculado a 30°C por 4 horas em shaker a 200 rpm. Foram retiradas aliquotas de 1 mL a cada
hora, medindo sua D.Osoonm, com posterior centrifugacdo a 7.000 xg por 5 minutos em
temperatura ambiente, descartando o sobrenadante e armazenando o precipitado celular
(pellet) a -20°C. Ao final da expressdo, todo o meio de cultivo foi transpassado para tubo
Falcon estéril de 50 mL, centrifugando a 4.000 xg por 30 minutos a 4°C, descartando o

sobrenadante e armazenando o pellet a -20° C.
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Apds confirmacdo da expressao por SDS-PAGE (item 3.13), realizou-se nova
expressao heteréloga em volume maior de meio LB (250 mL), ao qual foram adicionados 2,5
mL de MgCI2 (0,1 M), 400 puL de canamicina (40 pg/mL) 250 pL de cloranfenicol (34
pg/mL), e 5 mL de meio de cultura crescida. O meio de cultivo inoculado foi incubado em
shaker a 37°C e 200 rpm, medindo-se a densidade otica (D.O) até que esta atingisse
absorbancia 0.5 a 600 nm. Assim como no teste de expressdo, a indu¢do se deu utilizando
IPTG (0,5 mM) com incubagao por 4 horas a 30°C sob agitacio magnética. Foram separadas
apenas aliquotas (ImL) dos tempos to e t4, correspondentes ao inicio e fim da expressao,

submetidos a centrifugacao a 7.000 xg por 5 minutos e armazenamento dos pellets a -20°C.

3.13 Lise celular por sonicac¢iao

A lise celular foi feita por sonicacdo, utilizando-se processador ultra-sdnico
UPS0H da Hielscher Ultrasonics GMBHO, configurado para 50% de amplitude. O pellet
referente ao teste de expressao foi resuspendido em 3 mL de tampao de lise (Tris 50 mM e
NaCl 300 mM contendo 20 mM de Imidazol (pH 8)), 20 uL de Triton X100 e 100 pL de
PMSF (0,03 mM). A amostra seguiu para o passo de sonicagao com ciclos de 30 segundos de
ultrassom e 30 segundos em repouso, alternados, por cerca de 20 repeticdes, até obter uma
mistura homogénea. O lisado celular foi centrifugado a 10.000 xg por 30 minutos a 4° C para
separagao entre os debris celulares e a fragao soluvel, uma aliquota de 100 pL do lisado foi
centrifugada separadamente, a fim de ser utilizada em eletroforese (SDS-PAGE) para avaliar

sua solubilidade da L-asparaginase II heterdloga.

3.14 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

Para eletroforese (SDS-PAGE) utilizada para anélise da expressdao heterologa de
L-asparaginase II recombinante foi feito um gel de 12% de acrilamida (GE), sendo
adicionados: 3,150 mL de agua, 2,1 mL de bis-acrilamida 40%, 1,75 mL de solugdo lower Tris
4x e 80 pL de uma mistura com TEMED e APS 10%. Para o gel de 3,5% upper ou stacking
gel 3,6%, utilizou-se: 2,17 mL de dgua, 0,33 mL de bis-acrilamida 40%, 0,83 mL de upper
Tris 4x e 100 pL de mistura com TEMED e APS 10%.

Os pellets de cada hora de expressdao bem como as de sobrenadante e precipitado

apos a lise celular foram preparadas em tubos de 1,5 mL da seguinte forma: aos pellets e ao
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precipitado pos-sonicacdo foram adicionados 30 pL de tampao de amostra (5x),
ressuspendendo delicadamente por pipetagem; a 30 pL de sobrenadante foram adicionados
6 uL de tampao de amostra (5x); todas as amostras passaram por tratamento térmico a 100°C

por 10 minutos e ao gel de poliacrilamida foram aplicadas em cerca de 20 pL.

3.15 Purificacido de L-asparaginase Il recombinante

3.15.1 Cromatografia de afinidade por metais imobilizados (IMAC)

Para a cromatografia de afinidade, foram preparados tampdes de lavagem
(300 mM de NaCl e 50 mM de Tris contendo progressivos 60 ¢ 100 mM de imidazol) e
tampao de eluicdo (300 mM de NaCl, 50 mM de Tris e 300 mM de imidazol), ambos com pH
8,0. Aproximadamente, 1 mL da coluna HisTrap™ HP (GE®) composta de agarose conjugada
com ion niquel foi lavada com 5 mL com agua destilada filtrada para retirada do &lcool
residual no qual ¢ armazenada, equilibrada com tampdo de lise e incubada com
aproximadamente 10 mL de extrato protéico (pds sonicacao) por 1 hora, em banho de gelo e
sob agitagdo orbital de 100 rpm. Posteriormente, esse volume foi colocado em suporte para
prosseguir com a cromatografia aplicando um protocolo de gradiente crescente de 20, 60, 100
mM de imidazol, onde as lavagens e eluicdo foram acompanhadas por leitura em
espectrofotometro no comprimento de onda de 280 mm. Para acompanhamento posterior
através de ensaio de SDS-PAGE, aliquotas da lavagem com 100 mM de imidazol foram
coletadas e armazenadas a 4°C. No passo de eluicdo utilizou-se o tampao contendo 300 mM
de imidazol, para coleta de aliquotas de 1 mL, as quais foram armazenadas a 4°C, para uso
posterior em eletroforese SDS-PAGE.

As aliquotas em tampao contendo 300 mM de imidazol foram reunidas, dialisadas
em tampao Tris 50mM e NaCl 300 mM (pH 8,6) e concentradas em aproximadamente 5 mL,
com auxilio de Vivaspin (GE Healthcare®) com membrana de 10 kDa, sendo armazenada em

glicerol 25% a -20°C, e em tampao a 4° C.

3.15.2 Cromatografia de Troca Ionica

Uma cromatografia de troca idnica foi realizada em FPLC AKTApurifier 10 (GE

Healthcare®), para repurificar amostra de Bc LASNasell anteriormente purificada por
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IMAC, utilizando como fase estaciondria uma coluna MonoQ de troca anionica, a qual foi
equilibrada com tampao contendo 20 mM de Tris pH 8,0 (tampao A), e a vazdo ajustada a 1
mL* min™'.

Aproximadamente, 2 mL de proteina previamente dialisada em tampao A, foi
filtrada em membrana de 0,22 mm e mantida em banho de gelo e injetada ao sistema
cromatografico. A metodologia de eluicdo adotada foi por gradiente salino, através de tampao
Tris 20 mM contendo 1 M de NaCl em pH 8,0 (tampao B).

As aliquotas de 1 mL da eluicao da proteina, correspondente a porcentagem de sal
aplicado, foram armazenadas a 4°C, sendo 30 uL reservados para aplicacdo em gel de

poliacrilamida 12%.

3.16 Quantificacio de proteina

A quantificagdo das proteinas recombinantes de E. coli (Ec LASNase II) e B.
subtilis (Bc_LASNase II) foi realizada por espectrofotometria em NanoDrop 2000c (Thermo
Fisher Scientific®) adotando a leitura em comprimento de onda de 280 nm. As absorbancias
medidas foram correlacionadas ao coeficiente de extingdo molar das respectivas proteinas,
obtidos através do software ProtParam tool, hospedado no portal Expasy Bioinformatic

Resources, a partir da sequéncia primaria das mesmas.

3.17 Atividade enzimatica de L-asparaginase II

3.17.1 Curva padrao

Uma curva padrao utilizando sulfato de amoénio ((NH4)2SOs4) foi construida a
partir de uma solucdo estoque de 6 mM de (NH4)2SOs. Em tubos de 2 mL estéreis, 800uL de
tampao Tris 50 mM e NaCl 300 mM (pH 8,0) foram adicionados a diferentes volumes de
solucdo estoque de (NH4)2SO4, produzindo diluigdes seriadas cuja concentracdo final variou
de 0,395 uM a 3 uM de ion aménio (NH4"), completando o volume final para 1,7 mL. Cada
diluicdo foi realizada em duplicata. As diluigdes foram incubadas a 37°C por 30 minutos, € ao
final adicionou-se 100 pL de acido tricloroacético (TCA) 1,5 M realizando centrifugacdo a

10.000 xg por 3 minutos.
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Para reac¢do colorimétrica, adicionou-se 200 pL das diluigdes de (NH4)2SO4 a 500
pL de reagente de Nessler, completando o volume para 5 mL com dagua destilada. A
quantificagdo foi feita em espectrofotdmetro em comprimento de onda (A) de 436 nm ¢ os

dados de absorbancia foram plotados em gréfico linear.

3.17.2 Atividade enzimdtica e curva de pH

A atividade enzimatica das Bc_ LASNasell e Ec_ LASNasell foi medida utilizando
800 pL de tampao, 800 uL de L-asparagina 189 mM e 100uL de enzima recombinante, sendo
o volume final de reagdo completados para 1,8 mL. A mistura reacional foi incubada a 37°C
por 30 minutos e bloqueada com 100 puL de TCA 1,5 M, realizando centrifugagdao a 10.000 xg
por 3 minutos. Como branco, realizou-se a adigdo de 100 uL de enzima correspondente apos
adicdo do TCA 1,5 M.

Para reagdo colorimétrica, adicionou-se 200 pL. de cada L-asparaginase
recombinante a 500 puL de reagente de Nessler, completando o volume de 5 mL com agua
destilada. A quantificagdo foi feita em espectrofotometro em comprimento de onda (A) de 436
nm e os dados de absorbancia foram plotados em grafico linear. A determinacdo da influéncia
da atividade sobre o pH foi feita em diferentes tampdes, variando de pH 3 a 9. Tampao
citrato-fosfato 50mM foi utilizado para preparar tampdes na faixa entre pH 3,0 e pH 7,0,
enquanto tampao Tris-HCI 50mM foi utilizado na faixa de pH 7,0 a pH 9,0.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Alinhamento de sequéncias

Proteinas cujas sequéncias aminoacidicas sdo conservadas podem estar
relacionadas dentro de um contexto evolutivo e apresentar alto grau (%) de identidade e
similaridade quando realiza-se um alinhamento de sequéncias. Enquanto a identidade leva em
consideragdo a presenca de aminodcidos idénticos em uma mesma posicdo em ambas as
sequéncias alinhadas, a similaridade indica mudancgas entre aminoacidos ndo idénticos, mas
que compartilham caracteristicas bioquimicas comuns, posicionados de forma alinhada em
ambas as sequéncias comparadas (HOLTJE; FOLKERS, 1997).

O alinhamento de sequéncias primarias de L-asparaginase II de B. subtilis

(Bc_LASNasell), E. coli (Ec_ LASNasell) e E. chrysanthemi (Er_LASNasell) foi realizado
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para avaliagdo quanto a silimaridade e identidade, e estd representado na figura 7A.
Constatou-se que a proteina de B. subtilis apresenta 55% de identidade e 67% similaridade
com a de E. coli, e 60% de identidade e 76% de similaridade com a L-asparaginase II de E.
chrysanthemi. Quando compara-se a filogenia das trés enzimas com as L-asparaginases tipo [
dos mesmos organismos, o cladograma formado pelo alinhamento das sequéncias primarias
(figura 7B), aponta-se que Bc LASNasell ¢ filogeneticamente mais proxima de
Er LASNasell, que de Ec_LASNasell, confirmando as porcentagens acima descritas, que

mostraram maior identidade entre as L-asparaginases Il de B. subtilis e E. chrysanthemi.

Essas correlagdes também sdo confirmadas em ONISHI ez al. (2011).

Figura 7. Alinhamento das sequéncias primarias de L-asparaginase

II de B. subtilis, E. coli e E. chrysanthemi.

ﬂ E_coli

B_subtilis

77777777777777777777777777 LPNITILATGGTIAGGGDSAT-KSNYTAGKVGVE
PETHESPKEKAQTQKVSSASASEKKDLPNIRILATGGTIAGADQSKTSTTEYKAGWVGVE

E_chrysanthemi

E_coli
B_subtilis
E_chrysanthemi

E_coli
B_subtilis
E_chrysanthemi
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- ".-‘-lGEQ'u"n"HIGSQD"-TI.‘DD“‘.:_T-iﬂ KINTD--CDKTDGFVITHGTDT
SGEQIVNVGSTNIDNKILLXLAKRINHLLASDDVDGIVVTHGTDT
"-iGEQ‘SH"'-ASE!'J-'.TGD*"...',..SQ\"T E....-MDD DC‘ 'ITHGTDT
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E_coli DT‘."_DG RD"."T-LTHTTD"«'LT: aS'-.'TlYG:' LG\’Ih‘)G-.IDYQ-T TD-Z‘R‘A HTSDTDFD"."S-\LHE‘_
B_subtilis .‘1

E_chrysanthemi

E_coli PXVGIVYNYANASDLPAKALVDAGYDGIVSAGVGNGNLYKTVFDTLATAAK!
B_subtilis PQVDIIYGYQNDGSYLFDAAVKAGAKGIVFAGSGNGSLSDAAEKGADSAY
E_chrysanthemi PXVDILYGYQDDPEYLYDAAIQHGYKGIVYAGMGAGSVSVRGIAGMAKA

E_coli RVPTGATTQDAEVDDAKYGFVASGTLNPQXARVLLQLALTQTKDPQQIQQIFNQY
B_subtilis RTGNGVVTPNQDYA - - EX D-_-«SHSL! 3Q a“'t_‘_ ILALTKTNDPQX *Q-.YFHEY
E_chrysanthemi RTGNGIVPPDEELP

ﬂ Ec_LASNasell 0.23076
— Bc_LASNasell 0.18938
—_— Er_LASNasell 0.21553

Bc_LASNasel 0.33235
Ec_LASNasel 0.09031
Er_LASNasel 0.09017

Fonte: Elaborada pela autora. Em A: alinhamento das sequéncias primdrias de L-
asparaginase II. Em B: cladograma filogenético das sequéncias de L-asparaginase I e II
de E. coli (Ec LASNasel e Ec LASNasell), B. subtilis (Bc LASNasel e
Bc LASNasell) e E. chrysanthemi (Er_ LASNasel e Er LASNasell).
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Esses resultados sao validados em MINTON et al. (1986), que observou 56% de
identidade entre Bc LASNasell e Er LASNasell, e em BONTHRON (1990), o qual indicou
53% de identidade quando comparada a Ec_ LASNasell. As pequenas diferencas de valores de
porcentagem podem ser explicadas pelo fato de as sequéncias de aminoacidos alinhadas nesse

trabalho ndo terem incluida a sequéncia do peptideo sinal de cada proteina.
4.2 Amplificacao génica e clonagem molecular

O gene ansZ de B. subtilis codifica uma L-asparaginase II com 375 aminoacidos
de sequéncia primaria predita, incluindo o peptideo sinal, sendo que a proteina madura possui
352 aminoacidos. O gene ansB de E. coli, por sua vez, codifica uma proteina de 348
aminodacidos, ficando com 326 aminoaciodos apds clivagem do peptideo sinal. Assim, os
tamanhos das sequéncias nucleotidicas das asparaginases codificadas pelos genes ansZ e ansB
sao de 1.056 e 978pb, respectivamente. Tais valores puderam ser confirmados por PCR a
partir do DNA genomico, onde as bandas correspondentes aos genes amplificados indicam

tamanhos proximos de 1.000 pares de base (figuras 8 ¢ 9).

Figura 8. Eletroforese em gel de agarose 1% contendo o produto da
amplificacdo do gene ansZ por PCR, a partir do DNA genémico de B.

subtilis.

MM C- A

5.000pb !
B
1.500pb
1.000pb <—
LB

Fonte: Elaborada pela autora. MM: marcador de peso molecular 1 kb (Ludwig Biotec®),

controle negativo. A: gene ansZ amplificado.
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Figura 9. Eletroforese em gel de agarose 1% contendo o produto da
amplificacdo do gene ansB por PCR, a partir do DNA genémico de E.

coli.

MM C- B

5000 pb! =

1000 pb [

Fonte: Elaborada pela autora. MM: marcador de peso molecular 1 Kb (Ludwing

Biotec®), C-: controle negativo, B: gene ansB amplificado.

Apods amplificacdo, os genes ansZ e ansB foram digeridos e ligados ao vetor
pET28a, para criacdo dos vetores pET28a-ansZ e pET28a-ansB. O produto da ligacdo foi
transformado em cepas de E. coli topl0 competente € o sucesso da clonagem génica foi
avaliada por PCR de colonia, cujo resultado ¢ mostrado na figura 10. Em I, sete das coldnias
apresentaram-se positivas para pET28a-ansZ, ¢ em II 10 colonias para pET28a-ansB,
evidenciados pelas bandas entre 1.000 e 1.500 pares de base.

O éxito da transformacgao bacteriana com o vetor recombinante pET28a-ansZ foi
confirmado também mediante teste de digestdo com enzimas de restricdo Nhel e BamHI, onde
trés das sete colonias positivas (Z2, Z4 e Z5) foram avaliadas. Como apresenta a figura 11, as
trés colonias apontam liberagao do inserto entre 1.000 e 1.500 pb, enquanto o vetor pET28a,

que possui 5.369 pares de base, apresenta-se acima da linha do marcador de 5.000 pb no gel.
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Figura 10. Eletroforese em gel de agarose 1% do produto da PCR de
colonias transformadas com plasmideo recombinante pET28a-ansZ e

pET28a-ansB.

C- Z1 Z2 273 Z4 25 Z6 Z7 Z8 79 Z10 MM

3 B4 BS

L —Jl)
i — e |

Fonte: Elaborada pela autora. Em I: C-: controle negativo, Z1 a Z10: col6nias E. coli
TOP10 transformadas com pET28a-ansZ. MM: marcador de peso molecular 1 kb
(Promega®). Em II: MM: marcador de peso molecular 1 kb (Promega®), C+: DNA
previamente amplificado, C-: controle negativo, B1 a B10: col6nias E. coli TOP10

transformadas com pET28a-ansB.
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Figura 11. Eletroforese em gel de agarose 1% do teste de digestdo de

colonias E. coli TOP10 transformadas.

MM C+ Z2 Z4 75

5.000 pb vy i <

1.000 pb -

Fonte: Elaborada pela autora. MM: marcador molecular, C+: controle positivo com
pET22b vazio. Z2, 7Z4 e Z5: coldnias E. coli TOP10 transformadas com o plasmideo

recombinante pET28a-ansZ.

As colonias positivas de pET28a-ansB nao passaram por teste de digestdo
enzimatica, sendo selecionadas trés delas (B2, B3 e B4) para extracdo de DNA plasmidial.
Posteriormente, as amostras do DNA plasmidial foram enviadas para sequenciamento
automatico de nucleotideos na Plataforma de Sequenciamento de DNA da Fiocruz
Pernambuco e a analise comparativa entre as sequéncias de ansZ e ansB obtidas e aquelas
depositadas em banco de dados, foi feito através do software BioEdit, (figura 12), que
constatou a nao existéncia de mutagdes nas sequéncias génicas de interesse.

Apds confirmagcdo das sequéncias corretas dos referidos genes, o DNA
recombinante referente as colonias Z2 e B3 foi utilizado para transformacao bacteriana da
cepa de expressdo E. coli Rosetta, para posterior expressdo heterologa das respectivas

proteinas (Bc_ LASNaell e Ec_LASNsell).
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Figura 12. Analise de sequenciamento dos genes ansZ e ansB com

suas respectivas sequéncias nativas.

570 580 590 600 610 620 630 640 €50 660 670
FAGTGATGRACGACACK TTGATGGCCGTGATGTCACC z AAGTCTGTTAACTACGGTCCTCTGGGTTACATTCH
PAGTGATGRACGACAC TTGATGGCCGTGATGTCACCAA AAGTCTGTTAACTACGGTCCTCTGGGTTACATTCH

MM Mty

PR T R TR T R TR PR [P PR R OR[N R N RN R e v vty
670 680 690 700 710 720 730 740 750 760
CGGATTGCCTCAGCCCGATATGTCACCAARRCARACACAACTACAACAGATACATTTARATCAGAAGARATGGGCTTCGTCGGARCRAATTGCAGATG
CGGATTGCCTCAGCCCGATATGTCACCARARCARACACRACTACAACAGATACATTTAARTCAGAAGRAATGGGCTTCGTCGGARCAATTGCAGATG

(N

Fonte: Elaborada pela autora. Perfil de eletrograma do sequenciamento automatico de

nucleotideos analisado em software BioEdit. Em I: parte da sequéncia nucleotidica do

gene ansB. Em II: parte da sequéncia nucleotidica do gene ansZ.

4.3 Expressao heteréloga de L-asparaginase Il de B. subtilis e de E. coli em sistema

bacteriano

A cepa E. coli Rosetta transformada com os vetores pET28a-ansZ e pET28a-ansB
foi usado para expressiao de L-asparaginase II de B. subtilis (Bc LASNasell) e E. coli
(Ec_LASNasell). A expressdao das proteinas recombinantes foi feita em meio LB, a 37 °C e
induzida por IPTG Aliquotas de ImL do meio de expressdo a cada hora apds a inducdo,
foram coletadas, centrifugadas, sendo os pellets ressuspendidos em tampao de amostra e
aplicados em um gel de poliacrilamida 12%, respeitando a proporcionalidade da D.O oonm
medida, exceto a aliquota da quarta hora (t4), o qual foi aplicado todo volume que suporta o
pogo (25 uL) a fim de garantir correta visualizacdo.

O resultado da eletroforese em condi¢cdes desnaturantes, apresentado na figura 13,
indica que a enzima Bc LASNasell recombinante manteve-se expressa durante as quatro
horas de expressdo, uma vez que € possivel notar um padrao de banda gradual de 40 kDa de
tamanho aproximado. Como esperado, no inicio da indu¢do (t0), ndo se nota a presenga da
proteina recombinante, uma vez que o gene ansZ s6 € expresso mediante presenca do indutor

IPTG. Ao ser adicionado ao meio de cultivo, cujas bactérias estdo em sua fase exponencial de
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crescimento, o agente de indu¢do promove a expressdo de forma continua e gradual, como

observado na raia referente a primeira hora (t1) até a da ultima hora (t4).

Figura 13. SDS-PAGE para expressio de Bc_LASNasell
recombinante em sistema bacteriano.
MMt t, t, t t,

225 kDa
100 kDa

50 kDa
3
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-
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Fonte: Elaborada pelo autora. Géis de poliacrilamida 12%. MM: marcador Broad Range
Protein Molecular Weight Markers (Promega®); t0: tempo zero (momento de indugdo);

t1 a t4 (cada hora de expressio).

A sequéncia primaria da L-asparaginase II de B. subtilis, predita em banco de
dados, possui em torno de 37.5 kDa de peso molecular (sem o peptideo sinal), no entanto a
expressao no vetor pET28a adiciona uma sequéncia rica em histidina (His-zag) na por¢ao N
terminal da proteina expressa, que possui cerca de 2,5kDa. Os dados obtidos corroboram com
a literatura em AZARA et al. (2014), que expressou L-asparaginase Il de B. subtilis em
pET21d(+), obtendo uma proteina heterdloga com banda cujo tamanho estimado foi de 43
kDa.

A partir desse resultado, fez-se uma nova expressao em volume maior de meio de
cultivo (250 mL), seguindo os mesmos parametros do teste anterior, com o objetivo de avaliar
a solubilidade da proteina Bc L ASNasell. Na figura 14, observa-se que a proteina expressa
apresentou-se majoritariamente na forma soliivel, estando presente na fracdo relativa ao
sobrenadante pos-sonicagcdo, como indica o padrdo de banda na raia “Sob”, de tamanho
estimado de aproximadamente 40 kDa. Logo, ¢ possivel inferir o correto enovelamento da

enzima, assim como sua possivel atividade preservada.
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Figura 14. SDS-PAGE de ensaio de solubilidade da Bc_LLASNasell

recombinante pds-sonicacio.
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Markers (Promega®), t0: tempo zero (momento de indugdo); t4 (Gltima hora de

expressdo); PPT: precipitado celular pos-sonicagdo; Sob: sobrenadante pos sonicagao.

Com relagao a expressao da L-asparaginase Il de E. coli (Ec LASNasell) o
tamanho esperado da proteina recombinante, incluindo a por¢dao do His-tag, € cerca de 37
kDa. A eletroforese em condigdes desnaturantes apresentada na figura 15, aponta presenca de
Ec LASNasell (~40 kDa), sendo como resultado da expressao heterdloga, a auséncia da
proteina imediatamente apos adicao do indutor (t0) e sua presenga na fracdo correspondente a
quarta hora de ensaio (t4), como mostrado também por VIDYA et al. (2011).

Quanto a solubilidade, pode-se afirmar que grande parte da enzima recombinante
fez presente na fracdo soltivel (Sobg), apos o rompimento das células por sonicacdo, apesar de
observar banda correspondente a mesma proteina na fragdo referente ao precipitado celular
(PPTg). Este resultado apresentou que a enzima Ec_LASNasell também mostrou um correto

enovelamento durante a expressdao heterdloga, minimizando a formacdo de agregados

proteicos, conhecidos como corpos de inclusao.
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Figura 15. SDS-PAGE de ensaio de solubilidade de Ec_LASNasell

recombinante pds sonicacio.
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Fonte: Elaborada pela autora. MM: marcador Broad Range Protein Molecular Weight
Markers (Promega®), t0: tempo zero (momento de inducdo); t4 (ultima hora de
expressdo); Sobp: Sobrenadante pds-sonicacdo; PPTg: precipitado celular pos-

sonicacao.

4.4 Purificacdo de L-asparaginase II recombinante por IMAC e Troca Ionica

As sequéncias primarias de Bc LASNasell e de Ec LASNasell receberam seis
histidinas na sua por¢do N terminal pelo vetor de expressao pET28a. Por apresentarem
estruturalmente um anel imidazolico, as histidinas interagem fortemente com ions metalicos,
no caso com o niquel (Ni*?), como relatado por GRABERC-POREKAR ¢ MENART (2001)
apresentando-se como uma metodologia consolida de purificagdo de enzimas contendo
sequéncias de histidinas adicionadas a sua estrutura.

A eluicao das proteinas aderidas na coluna foi feita com alta concentragao de
imidazol (300mM) e cerca de 30 mL de fracdo protéica foram coletados, uma vez que a
absorbancia a 280 nm foi sendo monitorada por espectrofotometria e variou de 0,485 a 0,030,
indicando a presenga de proteina em solugdo. Os géis de poliacrilamida 12% mostrados nas
figuras 16 e 17 apresentam bandas referentes as enzimas recombinantes purificadas, com
tamanho aproximada de 40 kDa. A purificagdo de Bc LASNasell e Ec LASNasell ¢

apontada desde a fra¢do sollivel apds a sonicagdo, persistindo na fracdo de lavagem com
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tampao contendo 100 mM de imidazol, e em todas as aliquotas de elui¢do, contendo 300 mM
de imidazol (E1 a E30 e E2 a E27, respectivamente).

Sabendo que o mecanismo de interacdo entre os grupos His e os ions metalicos
conjugados a resina cromatografica ¢ a estratégia utilizada na purificagdo de proteinas
recombinantes, a obtengdo de L-asparaginase II recombinante por meio de IMAC apresentou-
se satisfatoria, uma vez que possibilitou separa-las de grande parte das proteinas citosélicas
expressas pela bactéria E. coli Rosetta. Esse resultado corrobora com a literatura em FENG ef
al. (2016), onde obteve-se L-ASNase Il de B. subtilis purificada por cromatografia de
afinidade com Ni" imobilizado.

Entretanto, o volume de eluicdo coletado (~30 mL), bem como o grau de pureza

das amostras, indica ser necessario a ado¢cdo de uma metodologia mais eficiente de

purificagdo da enzima em questao.

Figura 16. SDS-PAGE de purificacio da Ec LASNasell

recombinante por cromatografia de afinidade.
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Fonte: Elaborada pela autora. MM: marcador MM: marcador Broad Range Protein
Molecular Weight Markers (Promega®), F. sol: fracdo solivel, W 15 e 18: lavagem com
tampdo contendo 100 mM de Imidazol, E 2 a 7: aliquotas de elui¢do com tampdo

contendo 300 mM de Imidazol.
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Figura 17. SDS PAGE de purificacio de Bc LASNasell

recombinante por cromatografia de afinidade.
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Fonte: Elaboradora pela autora. MM: marcador MM: marcador Broad Range Protein
Molecular Weight Markers (Promega®), F. sol: fragdo solivel, W20: lavagem com 100
mM de imidazol, E1 a E30: eluidos com 300 mM de imidazol.

A fim de aumentar seu grau de pureza, visando ensaios cristalograficos, a amostra
de Bc_ LASNasell recombinante foi submetida a uma nova purificagao, adotando o método de
Cromatografia de Troca Ionica, através de coluna MonoQ anidnica acoplada a sistema FPLC
AKTA. Essa metodologia de purificagdo se baseia no sinal e magnitude da carga elétrica final
da proteina de interesse em pH pré-estabelecido, onde aplicando-se um gradiente salino (neste
caso, tampao Tris contendo NaCl 1 M) ¢ possivel desligar a biomolécula que havia interagido
anteriormente com a fase estacionaria carregada positivamente (NELSON; COX, 2014).

O cromatograma representado na figura 18, apresenta o perfil de eluicdo da
proteina Bc_ LASNasell, onde um pico principal entre 10 e 15 mL indica o desligamento da
proteina pela inje¢do de NaCl a matriz. O ponto de amplitude méxima (entra 100 e 110 mAU)

corresponde a aliquota E12 representada na figura 18, obtida com 42,2% de gradiente salino.
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Figura. 18. Cromatograma de eluicio da L-asparaginase Il de B.

subtilis por cromatografia de troca idnica por meio de sistema AKTA.
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Fonte: Elaborada pela autora. Em preto: perfil de eluicdo da amostra. Em vermelho:

perfil de injec@o de NaCl em porcentagem (tampao B).

Analisando a figura 19, as raias E12 a E16 correspondentes as fragdes de eluicao
entre 12 e 16 mL, apresentam perfil mais limpido quando comparadas a raia Z IMAC,
correspondente a purificagdo por IMAC. No entanto, ainda ¢ possivel notar a presenga de
bandas que ndo correspondem a L-asparaginase II de interesse, indicando provavel
contaminacdo ¢ necessidade de maiores ajustes nos métodos de purificacdo até aqui
utilizados. Em ZHANG et al. (2017), a cromatografia por troca idnica utilizando coluna
anionica obteve amostra de proteina bastante limpida, quando comparada a de afinidade
adotada pelo referido autor.

Vale ressaltar que no novo passo cromatografico, utilizando o equipamento FPLC
AKTA, alcangou um volume de eluido menor (~5 mL) do que os 30 mL coletados pela

cromatografia de afinidade, feito em sistema de bancada.
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Figura 19. SDS-PAGE de purificacio por Cromatografia de Troca.
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Fonte: Elaborada pela autora. MM: marcador. Z IMAC: amostra de L-ASNse II de B.
subtilis obtida por IMAC. E12 a E16: aliquotas eluidas indicadas pelo cromatograma

em gradiente salino.

Quanto ao rendimento alcangado em cada purificagdo, a cromatografia de
afinidade com ion Ni*? imobilizado rendeu cerca de 3,9 mg de Bc LASNasell e 1,1 mg de

Ec LASNasell purificada, a partir de 250ml de meio de expressao.
4.5 Quantificaciao de proteinas

A quantificacdo de Ec LASNasell e Bc LASNasell apo6s purificagdo por
cromatografia de afinidade baseou-se na leitura de absorvancia em comprimento de onda de
280 nm, correlacionando com os valores do coeficiente de extingdo molar de cada proteina.
Para realizacdao das leituras, os pools de eluicdo foram reunidos, dialisados e concentrados
para volume de 2mL, através do sistema de filtragdo Vivaspin. Os dados de absorbancia foram
cruzados com os obtidos pelo software ProtParam tool, hospedado no portal Expasy
Bioinformatic Resources, a partir da sequéncia primaria das referidas proteinas. Tais

resultados estdo apresentados na tabela 3.
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Tabela 3. Dados de quantificacio de proteinas por

espectrofotometria.
Coeficiente de
Proteina Absorbancia Massa extin¢iio molar Concentracio
(280 nm) Molecular (M em™) (mg/mL)
(Da)
Bc_LASNasell 0,802 39.915,73 16.390 1,95
Ec_LASNasell 0,330 37.046,57 23.505 0,52

Fonte: Elaborada pela autora. Cruzamento dos dados de quantificagdo de proteina por
espectrofotometria (280 nm) e das respectivas sequéncias primarias de L-ASNase II.

4.6 Caracterizagao bioquimica

4.6.1 Atividade enzimatica e curva de pH

A avaliacdo da atividade enzimdtica das duas L-asparaginases Il recombinantes
ocorreu por meio de ensaio colorimétrico com Reagente de Nessler, metodologia largamente
empregada para determinacdo da concentracdo e eficiéncia hidrolitica de enzimas
asparaginoliticas. O agente colorimétrico em questdo ¢ uma solucdo alcalina forte de
tetraiodomercurato II de potassio, o qual reage com os ions aménio formados pela hidrolise
enzimatica de L-asparagina (WRISTON e YELLIN, 1973), produzindo composto amarelo-

acastanhado, como ilustrado pela figura 19.

Figura 20. Ensaio enzimatico preliminar com Reagente de Nessler

Bc LASNase Branco
I

< DR “

Fonte: Elaborada pela autora. Bc LASNasell: amostra reacional de L-asparaginase II de

B. subtilis (~48,8 uM) adicionada ao reagente de Nessler; Branco: sem enzima.
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A quantidade do composto colorimétrico formado no teste de atividade enzimatica
pode ser associado a um valor quantitativo de amonia liberada, através da construcdo de uma
curva padrdo. Para isso diluicdes seriadas de sulfato de amoénio ((NH4).SOs) foi feita e
revelada pelo reagente de Nessler, utilizando os mesmos parametros daqueles utilizados para
o teste de atividade enzimatica. Sabendo que o valor do coeficiente de determinag¢do da
regressio (R?) expressa numericamente a variagdo total do sinal analitico (x), representado
por umol de sulfato de amonia, e pela variagdo da concentragdo do analito (y), correspondente
a absorbancia a 436 nm, o valor R? atribuido a reta obtida nesta curva padrio foi

consideravelmente satisfatorio para baseamento dos dados de atividade enzimatica

subsequentes.

Grafico 1. Curva padrao de Sulfato de Amonio (NH4)2SOs.
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Fonte: Elaborado pela autora. Eixo x: pmol de sulfato de amonia; Eixo y: absorbancia a

436 nm.

A avaliagdo da atividade enzimatica das L-asparaginases recombinantes frente a
diferencas de pH e temperatura ¢ um fator importante a considerar como analise preliminar de

uma possivel aplicagdo biotecnologica dessas biomoléculas. No caso de enzimas de
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importancia farmacologica, essa avaliagdo leva em conta possiveis efeitos de reducido da
atividade enzimatica em ensaios in vitro ou in vivo.

Tanto as L-asparaginase Il de B. subitilis quanto a de E. coli apresentaram pH de
atividade méaxima de 8,0. No entanto, o desempenho hidrolitico da Bc LLASNasell (2,31
U/mL) foi maior que a Ec LASNasell (2,05 U/mL), como mostrado no grafico 2. Isso
poderia indicar que, a L-asparaginase Il de B. subtilis tem uma maior atividade hidrolitica do
substrato L-asparagina que a de E. coli sob o mesmo pH, resultado que ratifica a literatura em
ONISHI et al. (2011).

Em contrapartida, o resultado obtido para a enzima recombinante de E. coli ndo
esta de acordo com o apresentando por WEHNER et al. (1992), que obteve pH 6timo 7,0, e
por CAPIZZI et al. (1971), em com pH 6timo entre 5,0 e 6,0. Tais contradicdes podem estar
relacionadas ao efeito do tampao utilizado, método de aferi¢do da atividade e até mesmo de
alguma mudanga conformacional devido a adicdo da cauda His-tag. Novos ensaios de
caracterizacdo enzimatica frente a variacdes de pH, temperatura e concentracdo de substrato

serdo realizados para complementar os resultados preliminares aqui apresentados.

Grafico 2. Atividade enzimatica das L-asparaginases II de B. subtilis

e E. coli sob diferentes pH.
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Fonte: Elaborado pela autora. Curvas de atividade enzimatica analisada frente a
varia¢do de pH (3,0 a 9,0). Em e : curva de atividade de L-ASNase II de B. subtilis. Em
o : curva de atividade de L-ASNase Il de E. coli. O ensaio foi realizado a 37°C.
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5 CONCLUSAO

A partir dos dados levantados nesse trabalho, foi possivel concluir que o gene
ansZ e foi amplificado com €xito, assim como o ansB, ndo apresentando mutagdes em sua
sequéncia clonada. A expressdo heteréloga em sistema procarionte E. coli Rosetta foi
realizada com sucesso, uma vez que a L-asparaginase Il de B. subtilis recombinante manteve-
se expressa de forma continua por 4 horas. Além disso, foi obtida, predominantemente, na
forma solavel, o que indica um correto enovelamento e ndo formagao de agregados (corpos de
inclusdo). Tal resultado também foi acompanhado na expressdao de L-asparaginase II de E.
coli no mesmo sistema bacteriano.

A purificagdo por cromatografia de afinidade (IMAC) apresentou-se satisfatoria
como um primeiro passo de isolamento das enzimas em estudo, uma vez que foi possivel
obter amostras enriquecidas de L-ASNase 11, ainda que com um pequeno grau de impureza. A
cromatografia por troca i0Onica fez-se importante para evidenciar uma purificagdo mais
eficiente da amostra enzimatica de interesse em um menor volume de eluicdo, apesar do
decaimento no rendimento de proteina obtida, fato comum em ensaios cromatograficos.

Foi possivel constatar também que a L-asparaginase II de B. subtilis foi obtida em
sua forma ativa e apresenta-se com atividade enzimatica 6tima em pH 8,0, o mesmo obtido

para a L-asparaginase II de E. coli.

6 PERSPECTIVAS

Com os dados obtidos até entdo, pretende-se finalizar a metodologia de
caracterizacdo bioquimica da L-asparaginase II de B. subtilis, avaliando sua atividade
enzimatica sob um espectro mais amplo de pH (especialmente os mais basicos, como 10, 11 ¢
12), frente as variacdes de temperatura (30°C a 55°C, por exemplo) e na presenca de ions
metalicos. Posteriormente, avaliar seus parametros cinéticos (Km e Ke) € analisar sua a
citotoxidade sob diferentes linhagens de células tumorais, por meio de ensaio com
AlamarBlue ™, além da produgdo de um cristal para elucidar sua estrutura tridimensional. O
objetivo final ¢ avaliar a atividade terapéutica in vivo e imunogenicidade desta enzima,
vislumbrando sua possivel a¢gdo como biofdrmaco, gerando desenvolvimento da indistria

biotecnolégica nacional e melhoria no tratamento oferecido pelo nosso sistema de satde.
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