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RESUMO

ANDRADE, Kellen Cruvinel Rodrigues. L-ASPARAGINASE TIPO Il DE Penicillium
cerradense: ANALISES in silico E EXPRESSAO HETEROLOGA. Tese (Doutorado
em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de
Brasilia, Brasilia 2023.

A enzima L-asparaginase possui grande importancia na area farmacéutica, sendo
utilizada no tratamento de primeira escolha de algumas neoplasias malignas, como a
Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA), devido a sua capacidade de hidrolisar a L-
asparagina em L-aspartato e amonia. As preparacdes clinicas dessa enzima séo
derivadas de fonte procariota e seu uso esta frequentemente associado a reacfes
adversas graves. Assim, apresenta-se importante a busca por novas fontes de L-
asparaginase. O objetivo desse trabalho foi caracterizar fungdes biofisico-quimicas e
caracteres imunogénicos e elucidar a estrutura molecular da L-asparaginase de
Penicillium cerradense, e em paralelo a producéo recombinante dessa L-asparaginase
fungica em sistema de expressdo heter6loga em Escherichia coli. Na relacédo
evolutiva, a L-asparaginase de P. cerradense aproxima-se das L-asparaginases de
espécies de Aspergillus. Utilizando ferramentas in silico, a enzima foi caracterizada
como um fragmento proteico de 378 aminoacidos, com um peso molecular de 39 kDa,
com um peptideo sinal contendo 17 aminoacidos, ponto isoelétrico de 5,13, indice
alifatico 97,25 e hidropatia positiva (0,256). Foi proposto um modelo estrutural para
formar um tetrdmero. Essa L-asparaginase apresentou um grau de imunogenicidade
compativel ao uso clinico (epitopos de células T e B) em comparagdo com as enzimas
clinicas de E. coli e Dickeya chrysanthemi, e apresenta-se como enzima néo toxica.
Para aumentar a expressao da enzima a sequéncia foi introduzida em um desenho de
vetor pET-28a(+) em E. coli BL21(D3). A L-asparaginase de P. cerradense, sem a
sequéncia de sinalizacdo periplasmatica, foi clonada e expressa com formacéo de
corpos de inclusdo tipicos. Estes resultados apresentam uma L-asparaginase
potencialmente util ao uso clinico e traz conhecimentos que podem conduzir a

estratégias para melhorar a producéo da enzima.

Palavras chaves: L-asparaginase, Penicilium cerradense, Leucemia, Escherichia

coli, Expressao heterdloga.



ABSTRACT

ANDRADE, Kellen Cruvinel Rodrigues. L-ASPARAGINASE TYPE Il FROM
Penicillium cerradense: IN SILICO ANALYSIS AND HETEROLOGOUS
EXPRESSION. Tese (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de
Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia 2023.

The enzyme L-asparaginase represents great importance in the pharmaceutical area,
being used in the first-line treatment of malignant neoplasms, such as for Acute
Lymphoblastic Leukemia (ALL), due to its ability to hydrolyze L-asparagine into L-
aspartate and ammonia. Clinical preparations of this enzyme are derived from a
prokaryotic source and their use is often associated with severe adverse reactions.
Thus, the search for new sources of L-asparaginase is important. The aim of this work
was to characterize the biophysical/chemical functions and immunogenic
characteristics and to elucidate the molecular structure of L-asparaginase from
Penicillium cerradense, and in parallel with the recombinant production of this fungal
L-asparaginase in an Escherichia coli expression system. In evolutionary terms, the L-
asparaginase from P. cerradense is close to the L-asparaginases from Aspergillus
species. Using in silico tools, the enzyme was characterized as a protein fragment of
378 amino acids, with a molecular weight of 39 kDa, with a signal peptide containing
17 amino acids, an isoelectric point of 5.13, an aliphatic index of 97.25 and positive
hydropathy (0.256). A structural model was proposed to form a tetramer. This L-
asparaginase showed a degree of immunogenicity compatible with clinical use (T and
B cell epitopes) in comparison with clinical enzymes from E. coli and Dickeya
chrysanthemi and is presented as a non-toxic enzyme. To increase the expression of
the enzyme, the sequence was introduced into a pET-28a(+) vector design in E. coli
BL21(D3). The L-asparaginase from P. cerradense, without the periplasmic signaling
seqguence, was cloned and expressed with the formation of typical inclusion bodies.
These results present a potentially useful L-asparaginase for clinical use, with

knowledge that could lead to strategies to improve the production of the enzyme.

Key words: L-asparaginase, Penicillium cerradense, Leukemia, Escherichia coli,

Heterologous expression.
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1. INTRODUCAO

A leucemia linfoide aguda (LLA) é uma neoplasia maligna de origem linfocitaria
caracterizada pelo acumulo de células imaturas na medula 6ssea, 6rgaos linfoides e
sangue periférico, e acomete principalmente as criancas entre 2-5 anos de idade (Pui
et al., 2008). Desde 1962, a enzima L-asparaginase foi inclusa em protocolo no
tratamento LLA (INCA, 2001). O mecanismo antileucémico da enzima corresponde a
catalise seletiva da reacdo de hidrolise da L-asparagina em &cido aspartico e amonia.
Com esse mecanismo, os efeitos terapéuticos da enzima L-asparaginase ocupam um
espaco unico de destaque no panorama terapéutico da LLA (Burke e Zalewska-
Szewczyk, 2022).

A L-asparaginase ao chegar a corrente sanguinea ocasiona a deplecao das
reservas de L-asparagina presente no plasma. As células humanas para a sintese de
proteinas necessitam do suprimento regular do aminoacido L-asparagina. A maioria
das células humanas podem produzir seus préprios suprimentos de L-asparagina por
meio da enzima asparagina sintetase. Ao oposto, as células neoplasicas dependem
do fornecimento exdgeno de L-asparagina. Na presenca de L-asparaginase circulante
no plasma, ocasionando esgotamento extracelular desse aminoacido impedindo a
sintese de proteinas, de DNA e RNA, as células neoplasicas sdo afetadas
seletivamente e observa-se apoptose inibindo a proliferacdo celular (Heinemann e
Howard, 1969; Miller e Boos, 1998; Brunton et al., 2012).

As L-asparaginases prot6tipos de uso clinico sdo de origem bacteriana, derivadas
de Escherichia coli e Dickeya chrysanthemi (sin. Erwinia chrysanthemi), e
apresentam-se em trés formas — L-asparaginase nativa e polietilenoglicol conjugado
(PEG-ASNase) de E. coli, e a enzima nativa de E. chrysanthemi (Brumano et al., 2018;
Van Trimpont et al., 2022). No entanto, reacdes adversas criticas e toxicidade
associadas a L-asparaginase de E. coli e D. chrysanthemi sdo observadas, tais como
hipersensibilidade (clinica e subclinica), hipertrigliceridemia, encefalopatia, disfuncéo
hepatica, glicosuria, cetoacidose, diminuicdo da sintese de proteinas, hiperglicemia,
mielossupressao, pancreatite, trombose, toxicidade de 6rgaos, hipoalbuminemia e
coagulopatias (Avramis, 2012; Hijiya e Van Der Sluis, 2016).

No Brasil 0 abastecimento da L-asparaginase é por importac¢éo, o que contribui
a dificuldade na distribuicdo do medicamento. Em 2013, o pais passou por
desabastecimento de L-asparaginase nos hospitais com necessidade critica de acdes

imediatas para normalizacao da distribuicdo do medicamento, e de forma recorrente



apresenta o carater emergencial de importacdo excepcional (Federal, 2013;
Deputados, 2017; Anvisa, 2022). Esse cenario de abastecimento nacional de L-
asparaginase, apresenta uma problemética com a distribuicdo do medicamento e
garantia de tratamento na LLA.

A partir de trabalhos desenvolvidos pelo grupo de pesquisa coordenado pela
Profa. Pérola Magalh&aes no Laboratorio de Controle de Qualidade e Produtos Naturais
— Faculdade de Ciéncias da Saude; UnB; Brasilia (DF) - foi abordada a producéo de
L-asparaginase por fungos filamentosos presentes no solo e em espécies vegetais do
bioma Cerrado brasileiro, localizado na regido Centro-Oeste. Em um dos resultados
apresentados foi identificado como uma espécie nova de Penicillium — Penicillium
cerradense, e revelado como produtor de L-asparaginase (Andrade et al., 2021,
Freitas et al., 2021).

A busca por outras fontes de L-asparaginase motiva a investigacdo em
encontrar uma enzima que apresente menos reacdes adversas aos pacientes e
sistema de produgdo com alto rendimentos. Neste contexto, o presente trabalho
avaliou a enzima L-asparaginase expressa pelo fungo filamentoso, Penicillium
cerradense, e estudou as caracteristicas fisico-quimicas e o0s caracteres
imunogénicos dessa enzima. Além de elucidar a estrutura molecular, e em paralelo a
producdo recombinante dessa L-asparaginase fangica em sistema de expressao

heterdloga em Escherichia coli.

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Leucemias
As leucemias correspondem a neoplasias das células sanguineas, provenientes
do crescimento desordenado e o acumulo de glébulos brancos imaturos do tipo
linfoide ou mieloide (Avramis, 2012).

As leucemias podem ser agrupadas segundo a velocidade de evolucdo da
doenca e gravidade, sendo diferenciada em dois tipos: crénica ou aguda. Quando
ocorre 0 acumulo de células brancas maduras, porém anormais com progressao lenta,
classificam-se em crbénica. No tipo aguda, as células imaturas sdo afetadas
correspondendo a producdo excessiva de células blasticas anormais e acumulando-
se na medula 6ssea, interferindo a producéo de células saudaveis. Além dessa

diferenciacéo, as leucemias podem ser agrupadas em linfoides e mieloides conforme



o tipo de glébulo branco afetado (INCA, 2022b). A classificacdo da neoplasia tem
importancia no prognostico e deciséo terapéutica.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classifica as leucemias de acordo com
a origem da célula neoplasica, velocidade de crescimento e de alguns marcadores
tumorais. Em 2016, a organizacao revisou as classificacdes em tumores dos tecidos
hematopoéticos e linfoides, agregando aspectos clinicos, genético-moleculares,
imunofenotipicos e morfoldgicos de relevancia para prognostico e tratamento dos
pacientes. Essa atualizagcdo acrescentou classificacbes como: neoplasias
mieloproliferativas e mielodisplasicas, neoplasias mieloides com predisposi¢ao
germinativa, leucemias agudas de linhagem ambigua, leucemia linfoblastica de
linfécitos B, e leucemia linfoblastica de linfocitos T (Arber et al., 2016).

O Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima mais de 12 tipos de leucemia,
dessas a leucemia mieolide aguda, leucemia mieloide crénica, leucemia linfoblastica
aguda e leucemia linfoblastica crénica sao os quatros principais tipos (Inca, 2022b).

Na estimativa mundial, em 2020, foram estimados 475 mil casos de leucemia,
equivalente a 2,5% de todos os tipos de cancer, e corresponde ao décimo tumor mais
incidente. Para o Brasil, em cada ano do triénio 2023 a 2025, a leucemia foi estimada
a 11.540 casos novos (6.250 homens e 5.290 mulheres) com um risco estimado de
5,33 por 100 mil habitantes (Inca, 2022a). Quanto a mortalidade, no ano de 2020 foram
registrados 6.738 6bitos por leucemia (CID C91-95) (3,18 por 100 mil), sendo o 8° tipo
de cancer com maior mortalidade (DATASUS, 2019) (SIM, 2020).

Na infancia e juventude (entre 0 e 19 anos), a leucemia representa o tipo mais
predominante de cancer expressando 28% de todos os tipos de cancer diagnosticados
entre criancas, adolescentes e jovens adultos. Nessa faixa etéaria, a leucemia linfoide
aguda é o tipo de diagnéstico mais frequente, seguida pela leucemia mieloide aguda

(American Cancer Acs, 2019).

2.1.1 Leucemia Linfoide Aguda

A Leucemia Linfoide Aguda (LLA) é uma neoplasia maligna de células
progenitoras linfoides B ou T com progressao rapida, resultante da proliferacéo clonal
e acumulo de células que exibem marcadores associados aos estagios precoces de
maturagéo linfoide. Nessa neoplasia, 0os blastos acumulam-se na medula 0ssea,
substituem as células saudaveis do sangue e promovem a supressdo da

hematopoese normal (Pui et al., 2008; Inca, 2022b).



A LLA atinge ambos o0s sexos, afeta adultos e criancas em todas as regifes do
mundo. Apesar da ampla ocorréncia, esse tipo de leucemia ocorre
predominantemente em criangas e adultos jovens, com pico de incidéncia entre o
segundo e quito ano de vida, sendo considerada o tipo mais comum em criangas.
Considerando criancas e adolescentes diagnosticados com cancer, a ocorréncia da
LLA é aproximadamente cinco vezes maior do que a leucemia mieloide aguda, sendo
responsavel por 75% dos diagndsticos de leucemia. O risco em desenvolver leucemia
linfoide aguda é inferior a 0,1% (Onciu, 2009; Avramis, 2012; Acs, 2021).

Os fatores de risco para a LLA ainda ndo estdo bem estabelecidos, mas
acredita-se na suspeita de associacdo de varios processos envolvendo
leucemogénese e a alteracdo genética, representando um fator importante no
desenvolvimento dessa leucemia (INCA, 2019). Em estudos epidemioldgicos, 0s
fatores de risco genéticos, infecciosos e ambientais foram apontados como possiveis
fatores para leucemias agudas em criancas (Belson et al., 2007). E ainda, a ocorréncia
pode estar ligada a condi¢cdes genéticas hereditarias, como Sindrome de Down
(Hertzberg et al., 2010), alguns virus, como Epstein-Barr e HIV (Gériniéere et al., 1994;
Sehgal et al., 2010), e exposicao anterior a quimioterapia e rapioterapia (LLS, 2020).
O inicio clinico da LLA é frequentemente agudo e as manifestacdes geralmente estao
relacionadas a consequéncia da ocupacao de células leucémicas na medula éssea.
Os sintomas geralmente estdo associados a insuficiéncia medular com sinais
relacionados a anemia, leucopenia e trombocitopenia. Desses 0s mais frequentes sao
fadiga, letargia, febre, dor nos ossos e articulagdes. O sintoma menos comum € 0
comprometimento do Sistema Nervoso Central, atinge 10% dos pacientes, mas exige
atencao especial na terapia. E, as altera¢des laboratoriais frequentes incluem anemia,
trombocitopenia, neutropenia e leucocitose ou leucopenia, niveis séricos de lactose
desidrogenase e &cido urico (Pui et al., 2008; Onciu, 2009; LLS, 2020).

O diagnostico € baseado nas diretrizes de classificacdo da OMS de 2016
integrando os resultados das analises morfolégicas da medula 0ssea, em conjunto
com as reacdes citoquimicas, perfil citogenético e imunofenotipico das células
leucémicas. A principio, o diagnostico baseia-se na identificacdo de células
precursoras no microscopio com determinacdo da linhagem e estagio de
desenvolvimento por citometria de fluxo. Os avancos recentes em sequenciamento de
genoma e técnicas de diagnoéstico permitem inclusdo ou substituicio em abordagem

rotineiras, refinar o progndstico e orientar o manejo (Pui et al., 2008; Arber et al., 2016).



O tratamento de primeira linha € composto de quatro principais fases ao longo
de 2-3 anos: inducéo, consolidacéo, intensificacdo e manutencéo. A inducdo visa
remissao completa erradicando a sobrecarga da doenca e restando a hematopoiese
normal. A terapia de consolidacdo tem como propdésito eliminar as células residuais
submicroscopicas que restam apos a inducao. Em seguida, na intensificacao a terapia
€ de reinducdo, semelhante a primeira fase. E, a fase de manutencdo tem por
finalidade evitar relapso e prolongar a remissao, o tratamento nessa fase geralmente
€ mais brando e longo (Pui et al., 2008; Malard e Mohty, 2020).

No periodo entre 1960 e 1970, varias drogas de classe antineoplasica foram
investigadas e desenvolvidas, incluindo as L-asparaginases de fonte bacterianas
disponivel para uso (Avramis, 2012). Desde 1962, a enzima L-asparaginase foi
inclusa em protocolo no tratamento da LLA. Em primeira linha, a L-asparaginase esta
presente na abordagem de 3 das quatro fases do tratamento, sendo inducao,
consolidacéao e intensificacéo (Figura 1). No Brasil, o protocolo em uso e vigor - GBTLI-
LLA 2009 - inclui a enzima a L-asparaginase com atividade antineoplasica para a LLA
(INCA, 2001; Sociedade Brasileira de Pediétrica, 2009).

Inducéo Consolidagdo* Intensificagao Manutencéao

* Glicocorticéide * Glicocorticoide * Glicocorticéide * Glicocorticoide
+ Vincristina * Metotrexato * Vincristina * Metotrexato

* L-asparaginase » Citarabina  L-asparaginase * Mercaptopurina
+ Antraciclina + L-asparaginase * Antraciclina + Vincristina

* Quimioterapia * Quimioterapia * Quimioterapia * Quimioterapia

intratecal* intratecal* intratecal* intratecal*

Figura 1:Tratamento de primeira linha para LLA. *A quimioterapia intratecal consiste
em metotrexato isolado ou combinado com hidrocortisona e citarabina. **O transplante

7

alogénico de células hematopoiéticas € opcional apds a consolidacdo. Fonte:
adaptado de Malard e Mohty (2020).

Os protocolos de tratamento sdo complexos e envolve o uso de varios
medicamentos. A combinacdo da enzima L-asparaginase com quimioterapicos e
corticoides tem se apresentado eficaz para a remissao da neoplasia (Avramis, 2012;
Quintanilla-Flores et al., 2014). Aos pacientes de alto risco ou doenca residual minima,
o transplante com células hematopoiéticas pode ser realizado a partir de células

extraidas da medula 6ssea, do corddo umbilical ou sangue periférico de um doador



compativel. Em resposta a inovacéao, eficacia e acesso aos tratamentos, a taxa cura
a LLA em criancas foi elevada para 90% e observado aumento na sobrevida (> 80%
sobrevida livre de doenca), considerando taxa de 5 anos. Esse valor de sobrevida
representa um grande avanco comparado a taxa de 58% em 1970 (Pui et al., 2008;

Lopes et al., 2017; American Cancer Acs, 2019).

2.2 L-asparaginase

A L-asparaginase tem sido um essencial componente empregado no
tratamento de doencas hematolégicas como a LLA. Como agente quimioterapico,
representou um marco na medicina pela remissdo completa da LLA em criancas apos
a inclusdo da enzima no tratamento e seletividade na acdo. A acdo quimioterapica da
L-asparaginase consiste em inibir biossintese proteica reduzindo replicacéo de células
neoplasicas, seguindo por estratégia evitar o fornecimento de aminoacidos
necessarios na corrente sanguinea para a sintese de proteinas que permitem o
funcionamento e sobrevivéncia da célula, e em consequéncia induzir a apoptose
celular (Krall et al., 2016; Brumano et al., 2018).

Em estudos mais recentes, a L-asparaginase apresentou contribuicdo na
reducado do potencial da metastase do cancer ampliando a perspectiva de aplicacao.
Conforme relato em modelo de cancer de mama em camundongo, pode-se esperar
no uso da enzima na reducado da invasao do cancer, circulacdo de células tumorais e
a metastase (Knott et al., 2018).

A L-asparaginase (L-asparagina amidohidrolase, EC 3.5.1.1) (ASNase) é uma
enzima responsavel pela catalise da reacao de hidrélise do aminoacido L-asparagina
em acido aspartico e amoénio (Figura 2)(Gurunathan e Sahadevan, 2012; Nomme et
al., 2012). Em detalhe, a enzima catalisa a hidrélise do nitrogénio do grupo amida da
cadeia lateral convertendo em &cido (Loureiro, 2010). Trata-se de uma enzima
encontrada em abundancia em alguns microrganismos, plantas e animais, mas nao
em humanos. A atencédo evidente foi dada a L-asparaginase apés estudos que

corroboraram para a descoberta da acdo como agente antineoplasico.



L-asparaginase

, Nuc . NH; L-asparaginase
H3N 0 ) ‘
00C NH, - - \\ P — 00C 0
! 0 | (
L-aparagine  NH, Complex E-Asp H,0 0

L-aspartate

Figura 2:Mecanismo de hidrolise de L-asparagina catalisada por L-asparaginase.
Fonte adaptado de Costa-Silva et al. (2020).

A caracteristica notavel e incomum na L-asparaginase que atraiu consideravel
atencdo corresponde a sua atividade antineoplasica (Batool et al., 2016). A L-
asparaginase encontra-se no tratamento da LLA por sua capacidade de hidrolisar o
aminoécido L-asparagina. As células normais e leucémicas demandam da presenca
do aminoacido L-asparagina por necessidades metabdlicas. As células normais
sintetizam L-asparagina utilizando a enzima transaminase que converte 0
oxaloacetato em um aspartato intermediario, que mais tarde transfere um glutamato
ao oxaloacetato produzindo a-cetoglutarato e aspartato. Por fim, em células
saudaveis, o aspartato € convertido em asparagina pela enzima L-asparagina-
sintetase. Por outro lado, as células neoplasicas sintetizam L-asparagina-sintetase em
pequenas quantidades, sendo incapazes de produzirem o aminodcido L-asparagina
em niveis regulares, e portanto, sdo dependentes do suprimento exdgeno de
asparagina. A diferenca metabdlica entre as células normais e neoplasicas torna
viavel o0 uso de L-asparaginase no tratamento da leucemia, considerando que a
enzima rapidamente esgota os niveis extracelulares de asparagina bloqueando o
metabolismo das células neoplasicas e impedindo a sintese de proteinas, de DNA e
RNA, inibindo a proliferacéo celular (Heinemann e Howard, 1969; Miller e Boos, 1998;
Brunton et al., 2012; Batool et al., 2016). Nesse sentido estratégico, as células
saudaveis ndo sofrem com o efeito da deplecdo por conseguirem sintetizar de L-
asparagina pela asparagina sintetase (Heinemann e Howard, 1969). A figura 3
apresenta em resumo 0 mecanismo de acdo antineoplasico da enzima L-

asparaginase.
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(B)Ceélulas cancerosas s&o incapazes de sintetizar L-asparagina (N) devido a falta da AS e
depende de uma fonte extracelular para sobreviver.
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(C)L-asparaginase diminui a concentracdo extracelular de L-asparagina. As células cancerosas
morrem seletivamente e as células normais sobrevivem.
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Figura 3: Mecanismo de acdo da L-asparaginase. Fonte adaptada Shrivastava et al.
(2016).

L-asparaginase é considerada a primeira enzima terapéutica com propriedades
antineoplasicas amplamente estudada por pesquisadores e cientistas em todo o
mundo. A enzima L-asparaginase foi relatada pela primeira vez por Lang (1904) em
tecidos bovinos e estabelecida por Furth e Friedmann (1910) e Clementi (1922)
(Clementi, 1922; Arif e Hussain, 2014). Clementi (1922) demonstrou a atividade da
enzima utilizando soro de mamiferos (porquinho-da-india - Cavia porcellus). Anos
depois, o prospecto da atividade da L-asparaginase como agente antitumoral foi
descrito (Kidd, 1953). Apos a correlacao dos resultados ja apresentados em estudos
por Clementi e Kidd, Broome (1961) observou a relagdo da regressao de linfomas a
dependéncia nutricional das células malignas em asparagina exdégena e, assim

comecou a elucidar o mecanismo de dependéncia nutricional das células neoplasicas



a L-asparagina plasmatica (Broome, 1961; EI-Naggar et al., 2014). Pelo mesmo autor,
investigacbes posteriores confirmaram o potencial terapéutico da enzima (Broome,
1963a; b; 1965). Ainda, usando a mesma fonte (soro de porquinho-da-india) em
estudo Yellin e Wriston (1966) obteve a purificacdo parcial de duas isoformas da L-
asparaginase, entretanto, apenas uma isoforma apresentou atividade antitumoral in
vivo. Em 1967, em pesquisa para elucidacdo da estrutura, duas isoformas da L-
asparaginase foram identificadas em E. coli: L-asparaginase | e L-asparaginase II. A
forma tipo | encontra-se predominantemente no citoplasma e apresenta baixa
afinidade pela L-asparagina, e a forma tipo Il é periplasmatica e com alta afinidade
pelo aminoacido (Cedar e Schwartz, 1967; Yun et al., 2007). Desde entdo, varias
pesquisas foram conduzidas visando a busca de outras fontes da enzima, sendo as
mais frequentes de origem microbiana (Loureiro, 2010).

As L-asparaginases podem ser classificadas em trés classes com base em
dominios distintos (InterPro Scan), caracteristicas estruturais e filogenéticas: Classe
1 - InterPro ID: IPR027474; Classe 2 - InterPro ID: IPR000246; e Classe 3 - InterPro
ID: IPR010349. E, cada classe apresenta uma subdivisdo em grupos com
caracteristicas funcionais, mecanisticas e estruturais comuns (Da Silva et al., 2022).

A estrutura cristalografica por raio x da enzima L-asparaginase Il de E. coli foi
determinada como homotetramero o composto de subunidades idénticas de 34 kDa
com 326 aminoacidos cada (Swain et al., 1993). Um protdmero da enzima € composto
de dois dominios, o dominio N-terminal maior (~ 195 residuos) conectado
covalentemente ao dominio C-terminal menor (~ 120 residuos) por meio de um ligante
com aproximadamente 20-25 aminoacidos (Lubkowski e Wlodawer, 2021). A
topologia geral da estrutura monémero parece ser altamente conservada. O tetramero
é descrito como um dimero de dimeros devido as interagdes entre os mondémeros. Os
mondmeros sao mantidos principalmente por forcas de van der Waals e interacées
eletrostaticas, os dois dimeros s&o ligados por ligacdes semelhantes, sendo
estruturalmente ativa apenas na conformacao tetramérica. (Swain et al., 1993; Lopes
et al., 2017; Lubkowski e Wlodawer, 2019). Asselin et al. (1995) relataram uma L-
asparaginase de E. coli modificada por peguilacdo, nisso o peso molecular
apresentado foi aumentado para 145 kDa. A L-asparaginase de Dickeya chrysanthemi
(Erwinia chrysathemi) foi caracterizada por cristalografia como tetramero por dimero
de dimero com 328 aminoacidos em cada subunidade. A enzima de D. chrysathemi
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apresentou semelhanca estrutural a de E. coli, diferenciando pela afinidade por seus
substratos (Stecher et al., 1999; Aghaiypour et al., 2001; Nguyen et al., 2016).

A enzima L-asparaginase € encontrada normalmente como um tetramero, mas
as formas monomérica, dimérica e hexamérica também foram encontrados para
isolados de diferentes fontes (Batool et al., 2016). As fontes diferentes e modificacbes
pos-traducionais podem provocar forte influéncia na estrutura molecular da enzima
(Castro et al., 2021).

O tetrdmero de L-asparaginase possui quatro sitios ativos localizados na
interface entre as subunidades nos dimeros. A cavidade do sitio ativo é formada
principalmente por um protdmero e € complementado por varios residuos do segundo
protdmero. A central para a atividade catalitica da enzima € um motif que consiste em
Hinge Region-HR e a Active Site Flexible Loop-ASFL localizados do dominio N-
terminal. O protdbmero primario contribui com cinco cadeias laterais de aminoacidos
que participam diretamente da reacdo catalitica. Esses residuos s&do bem
conservados e rigidos em diferentes L-asparaginases, sendo uma treonina no HR,
uma tirosina no ASFL e trés outros residuos (um par Thr-Asp e Lys) localizados cerca
de 64-67 e 137-140 residuos separados, respectivamente, do Tyr da ASFL
(Lubkowski, Jacek et al., 2020; Lubkowski e Wlodawer, 2021).

As regibes HR e ASFL correspondem ao elemento mais dinamico de uma
molécula L-asparaginase. Com mudancas conformacionais apés ligacao do substrato,
essas regides apresentam papel critico na reacéo catalitica: formacéo de uma tampa
gue determina e limita 0 acesso a cavidade do sitio ativo; contribuem com o nucleéfilo
primario e posiciona-o precisamente contra uma molécula do substrato. Nas L-
asparaginases, o0 HR é um octapeptideo altamente conservado rico em glicina com
sequéncia padrao GGTxyGGG (x = lle or Leu; y = Ala or Gly). Em contraste, ASFL
apresenta menor homologia de sequéncia entre diferentes L-asparaginases
(Strzelczyk et al., 2020; Lubkowski e Wlodawer, 2021).

O mecanismo catalitico de L-asparaginase ainda nao foi totalmente
esclarecido. Mas, o mecanismo de duplo deslocamento (ping-pong) apresenta
aceitacdo mais ampla (Ehrman et al., 1971) e suportado fortemente por estudos mais
recentes (Lubkowski e Wlodawer, 2019; Lubkowski, J. et al., 2020; Strzelczyk et al.,
2020). A esse respeito, a L-asparaginase forma uma classe nova e unica de hidrolase
por utilizar um residuo da cadeia lateral de treonina como nucledfilo (Lubkowski e
WIlodawer, 2021).
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A L-asparaginase € a Unica enzima ndo humana aprovada para administracao
repetida em terapia clinica. Em escala industrial, a enzima L-asparaginase
comercializada com utilizacdo clinica é de origem bacteriana em trés formas —
asparaginase nativa e conjugada com polietilenoglicol (PEG-ASNase) de E. coli, e a
asparaginase obtida de D. chrysanthemi (Crisantaspase). Essas preparacoes
disponiveis compartilham o mesmo mecanismo terapéutico no tratamento da leucemia
- desaminacdo e deplecdo dos niveis séricos de asparagina, embora difiram
consideravelmente no perfil farmacocinético, afinidade pelo substrato e perfil de
sensibilizacao do sistema imune. As formas derivadas de E. coli sdo as mais aplicadas
no tratamento de LLA (Cortijo-Cascajares et al., 2012; Rizzari et al., 2013; Araugjo et
al., 2021). A asparaginase de D. chrysanthemi recebeu o nome de Erwinase®,
utilizada geralmente como opcao de segunda escolha na administragdo em pacientes
gue apresentaram reacdes de hipersensibilidade as formulagdes de E. coli (Woods et
al., 2017; Costa-Silva et al., 2020; Lima et al., 2020).

Apesar de relevante demanda mundial por L-asparaginase, apenas algumas
preparacdes comerciais foram amplamente difundidas no mercado e estdo bem
estabelecidas (Castro et al., 2021). Considerando as aplica¢des clinicas, algumas das
formulac6es de maior sucesso no tratamento da LLA sdo: a L-asparaginase nativa E.
coli Elspar® (Merck & Co., Inc., EUA), sua forma peguilada Oncaspar® (Sigma-Tau
Pharmaceuticals, EUA), e L-asparaginase de D. chrysanthemi Erwinaze® (Jazz
Pharmaceuticals, EUA). Essas formula¢cdes da enzima ja foram produzidas com
nomes comerciais diferentes em varios paises, como: Medac® (Kyowa Hakko, Jap&o),
Crasnitin® (Bayer AG, Alemanha) (Pieters et al., 2011; Shrivastava et al., 2016),
Aginasa (Medac, GmbH) e Leuginase (Beijing SL Pharmaceutical, China) (Araujo et
al., 2021). Outros nomes comerciais: Kidrolase®, Leunase® e Spectrila® - essa Ultima
a partir de DNA recombinante;

No tratamento da LLA, a L-asparaginase € um medicamento que manifesta
reacoes graves com necessidade de intervencdo (Gonzaga e Oshiro, 2019), e
observa-se reacfes adversas e toxicidade importantes associadas ao uso da enzima
de origem procariota (Shrivastava et al., 2012). As principais associa¢gdes negativas
ao uso de L-asparaginase podem estar relacionadas ao mecanismo de
hipersensibilidade e a sua inibicdo de sintese proteica (Keating et al., 1993).

Em estudo de revisdo, Hijiya e Van Der Sluis (2016) apontaram as seguintes

reacOes adversas associadas ao uso de L-asparaginas: hipersensibilidade (clinica e
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subclinica), hipertrigliceridemia, encefalopatia, disfuncdo hepética, hiperglicemia,
mielossupressao, pancreatite e trombose. Além dessas associacdo ao uso, podem
ser identificadas: toxicidade de orgédos, glicosuria, cetoacidose, sintese proteica
diminuida, hipoalbuminemia, hipofibrinonemia, estado hipercoagulavel —
coagulopatias e alteracdo de fatores de coagulacédo (Avramis, 2012).

A presenca de encefalopatia e hepatotoxicidade observadas durante o
tratamento com L-asparaginase, parecem estar relacionadas com a liberacdo da
amobnia no sangue a partir da hidrdlise da L-asparagina. E, os sintomas de
neurotoxicidade podem ter associacéo acido L-aspartico e acido glutamico, produtos
da hidrdlise L-asparagina, e incluem as manifestacdes de agitacao, irritabilidade,
tontura, depressao, fadiga, sonoléncia e confusdo. A toxicidade associada a L-
asparaginase mais frequente é hipersensibilidade clinica, observa-se ocorréncia em
5-50% dos pacientes tratados. As manifestacbes clinicas das reacfes de
hipersensibilidade incluem reacdes alérgicas, urticaria, erupcdo cutanea, eritema,
edema, broncoespasmo, prurido e inchaco das extremidades, anafilaxia (rara). A
presenca de hipersensibilidade é caracterizada pela tendéncia de desenvolvimento de
anticorpos anti-asparaginase, e pode reduzir significativamente os niveis de atividade
da enzima afetando negativamente os resultados clinicos, incluindo a sobrevida.
Nesse caso, pode-se requerer descontinuacdo do tratamento (Keating et al., 1993;
Avramis, 2012; Hijiya e Van Der Sluis, 2016; Burke e Zalewska-Szewczyk, 2022;
Sliwa-Tytko et al., 2022).

O tratamento com L-asparaginase na LLA consiste na administracdo por via
intramuscular ou intravenosa de alta quantidade de proteina. A dose de L-
asparaginase utilizada da formulagdo de E. coli é 5.000 Ul/m? de superficie corporal
(Costa-Silva et al., 2020), para L-asparaginase de D. chrysanthemi é cinco vez maior
(25.000 Ul/m?)(Gossai et al., 2018) e ambas apresentam administragdo por trés
vezes/semana (Costa-Silva et al., 2020).

Considerando a via de administracdo, apresenta-se a exigéncia de enzima
altamente ativa para viabilidade de uso em humanos. A disponibilidade de uso de L-
asparaginase de E. coli corresponde a sua atividade especifica de 100 Ul/mg
(unidades por mg de proteina pura, em que 1 unidade é definida como 1 ymol de
asparagina hidrolisada por minuto); sendo que por consequéncia, para administrar
5000 unidades a uma crianga, faz-se necessario ter 50 mg de proteina pura e ativa
(Costa-Silva et al., 2020).
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A L-asparaginase de D. chrysanthemi apresenta pelo menos o dobro de
atividade especifica de L-asparaginase de E. coli. A diferenca de dose entre as duas
L-asparaginase mencionadas anteriormente, deve-se considerando o tempo de meia-
vida da enzima. Sendo que, o tempo de meia-vida da L-asparaginase de D.
chrysanthemi corresponde a 15 horas e o de E. coli de 24-30 horas (Asselin et al.,
1993).

Em estratégia de peguilacdo da L-asparaginase de E. coli, resultou no aumento
de meia-vida da enzima para aproximadamente 7 dias, apresentou diminui¢do na
dose (2.500 Ul/m?) e frequéncia de aplicacdo (uma vez por semana) (Asselin et al.,
1993; Zenatti et al., 2018).

A mesma enzima de L-asparaginase fornecida por diferentes preparacdes
industriais apresenta diferenca na estabilidade e imunogenicidade. As apresentagcdes
clinicas estabelecidas tém apresentado efeitos adversos imunolégicos e anafilaxia,
bem como apresentado inativacdo enzimatica no tratamento. As melhorias adicionais
no resultado da terapia de LLA requerem o desenvolvimento de estratégias menos
toxicas (Mullighan, 2011). Diante da importancia de aplicacao clinica e em observacéao
as reacOes adversas apresentadas em decorréncia do uso, a busca por outras fontes
de L-asparaginase tem se tornado alvo de muitas pesquisas, com motivacdo em obter
a producao da enzima em maior rendimento e apresentando menos reacdes adversas
(Sarquis et al., 2004). Além dessa observagdo, nacionalmente tem-se gerado uma
notavel procura por sistemas de diferentes producdes de L-asparaginase. Ainda, no
Brasil a enzima utilizada para o tratamento de LLA € importada e apresenta dificuldade
de abastecimento.

No Brasil até 2013, o Ministério da Saude realizava a compra da L-
asparaginase denominada Elspar® e comercializada pelo laboratério Bagé. Mas em
dezembro de 2012, esse laboratério perdeu o registro desse medicamento junto a
Anvisa e a empresa produtora anuncia a descontinuagao da fabricagéo da enzima por
insustentabilidade. Em janeiro de 2013, ocorreu desabastecimento do medicamento
nos hospitais brasileiros, culminando em uma compra emergencial em margo de 2013
da L-asparaginase Medac®. Sendo esse, um medicamento sem registro na ANVISA.
Em 2014, seguiu com uma nova compra emergencial do medicamento. E, apenas em
2017, um novo medicamento obteve registro aprovado pela ANVISA. No entanto, o
novo medicamento apresenta-se como uma L-asparaginase peguilada, registrada

como Oncaspar®. e por ser um produto diferente do edital para compra do MS, néo
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foi adquirido para distribuicdo no SUS. O produto que foi adquirido nesta compra
emergencial foi a L-asparaginase denominada Leuginase, por apresentar 0 menor
valor para compra (Federal, 2013; Deputados, 2017)..

A L-asparaginase € produzida amplamente por animais, plantas e
microrganismos. Os microrganismos sdo considerados uma melhor fonte em
comparacao aos animais ou plantas, por sua capacidade de crescer facilmente em
substratos simples e baratos (Lopes et al., 2017). O quadro 1 revisa as fontes

produtoras de L-asparaginase em diferentes fontes (Chand et al., 2020).

Quadro 1: Revisdo de fontes produtoras de L-asparaginase, adaptado de Chand et

al. (2020).

Fonte Microrganismo Fonte Microrganismo
Streptomyces albidoflavus Aspergillus aculeatus
Streptomyces aurantiacus Aspergillus niger
Streptomyces fradiae NEAE-82 Aspergillus terreus
Streptomyces ginsengisoli Aspergillus oryzae
Streptomyces griseus Fungos Cladosporium sp.
Streptomyces gulbargensis Pencillium sp.

Actinomicetos | Streptomyces karnatakensis Penicillium brevicompactum
Streptomyces noursei Penicillium digitatum
Streptomyces parvulus Penicillium sizovae
Streptomyces sp. TA22 Candida bombicola
Streptomyces thermoluteus Candida gulliermondii
Streptomyces venezuelae Candida utilis
Thermoactinomyces vulgaris Mucor hiemalis
Chlamydomonas species Pichia polymorpha

Algas Vaucheria uncinata Levedura Rhodosporidium toruloides
Acinetobacter calcoaceticus Rhodotorula rubra
Acinetobacter glutaminasificans Saccharomyces cerevisiae
Bacillus aryahattai Taloromyces pinophilus
Bacillus licheniformis Trichoderma viride
Corynebactrium glutamicum Arabidopsis thaliana
Escherichia coli Capsicum annum
Erwinia carotovora Coriandrum sativum
Erwinia chrysanthemi Eriobotrya japonica
Helicabacter pylori Lotus japonicas
Mycobacterium tuberculosis Lupin angustiplius

Bactérias Nacardiopsis alba Lupin araboreus
Pectobacterium carotovorum Lupinus luteus
Photobacterium sp. J15 Plantas Phaseolus vulgaris
Pseudomonas aeruginosa Phyllanthus amarus
Pseudomonas fluorescens Phyllanthus emblica
Pseudomonas stutzeri Phyllanthus niruri
Pyrococcus furiosus Phyllanthus urinary
Serratia marcescens Pisum sativum
Staphylococcus sp.-6A Sphagmum fallax
Vibrio succinogenes Withania somnifera
Yersinia pseudotuberculosis YpA Zea mays
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Em destague como produtores, espécies de fungos dos géneros Aspergillus
(Baskar e Renganathan, 2012; Gurunathan e Sahadevan, 2012), Penicillium
(Shrivastava et al., 2012; Silva et al., 2018; Cardoso et al., 2020; Andrade et al., 2021),
Fusarium (Radhika, 2012; Meghavarnam e Janakiraman, 2017) e Cladosporium
(Mohan e Manonmani, 2013); levedura, principalmente a Saccharomyces cerevisiae
(Dunlop e Roon, 1975; Oliveira et al., 1999); além das bactérias E. coli e D.
chrysantemi.

A fonte fangica é considerada a segunda maior produtora de L-asparaginase e,
devido ao alto rendimento econémico e de producdo, espera-se que ultrapasse as
bactérias. Na industria alimenticia, a L-asparaginase obtida de A. oryzae e A. niger &
usada como agente de processamento em alimentos. O setor de saude exige uma
fonte de L-asparaginase com minima ou nenhuma reatividade cruzada para minimizar
reacoes de efeitos adversos e com maior rendimento (Hendriksen et al., 2009; WHO,
2008; 2009 apud Chand et al., 2020).

Uma das abordagens de estudo com finalidade de diminuicdo da
imunogenicidade e reagbes adversas da enzima L-asparaginase, corresponde a
producdo da enzima por organismo eucarioto. Essa estratégia parte da consideracao
gue um microrganismo eucarioto aproxima-se das caracteristicas genéticas humanas.
Sendo os fungos organismos eucariotos estdo evolutivamente mais préoximos dos
seres humanos em comparacao as bactérias. Espera-se que enzimas isoladas de
fungos apresentem menor imunogenicidade (Vimal, A. e Kumar, A., 2017).

Os fungos filamentosos sdo organismos eucariotos metabolicamente ativos e,
por isso, sdo usados como fontes celulares para a producdo de uma variedade de
enzimas e metabdlitos. Como fonte de compostos bioativos, diversas espécies de
fungos sdo conhecidas e as pesquisas que visam o isolamento desses produtos séo
expressivas em todo o mundo (Sun et al., 2011). Varios fungos filamentos ja foram
descritos como produtores de L-asparaginase. Dentre as espécies produtoras,
destacam-se as dos géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium e Cladosporium
(Imada, 1973; Gulati, 1997; Mohan e Manonmani, 2013).

Em abordagem diferente, outros estudos visam a resposta de melhora no perfil
de qualidade envolvendo analise de bioinforméatica, predigdo de peptideo antigénico,
predicdo de epitopos de células B e mutagénese dirigida ao local. Alguns estudos,
observaram varios epitopos na superficie da L-asparaginase de E. coli responsavel

pela imunogenicidade. E, para transpor essa limitacdo, numerosas variantes de L-
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asparaginase foram criadas (Jianhua et al., 2006; Mehta et al., 2014; Mahboobi et al.,
2017; Brumano et al., 2018).

A partir de trabalhos desenvolvidos anteriormente pelo grupo de pesquisa
coordenado pela Prof2. Pérola Magalh&es no Laboratério de Controle de Qualidade e
Produtos Naturais — Faculdade de Ciéncias da Saude; UnB; Brasilia (DF) - foi
abordada a producao de L-Asparaginase por fungos filamentosos presentes no solo e
em espécies vegetais do bioma Cerrado brasileiro, localizado na regido Centro-Oeste.
Em um dos resultados apresentados, uma espécie de Penicillium, foi revelado como
produtor de L-asparaginase (Almeida, 2015; Freitas et al., 2021) e posteriormente
identificada morfomolecularmente como uma nova espécie do género, Penicillium
cerradense sp. nov (Andrade et al., 2021).

A producéo por fungo filamento em expressédo heteréloga da isoforma de L-
asparaginase em E. coli permite facilitar o manuseio do microrganismo, 0 aumento em

escala de producao e a manipulacdo do gene.

2.3 Producéo de proteinas heterdlogas

As proteinas séo sintetizadas como parte do metabolismo de todas as formas
de vida e possuem inameras fungdes importantes nos processos celulares. Em geral,
as proteinas nativas e recombinantes sdo amplamente utilizadas como reagentes na
pesquisa cientifica e beneficiam diversos processos industriais mediados por enzimas,
na industria farmacéutica, diagnéstico de doencas e em setores agricolas (Demain e
Vaishnav, 2009; Egelkrout et al., 2012; Archanjo et al., 2021).

Na industria farmacéutica, o primeiro produto a partir de proteina foi a insulina
em 1922. O setor ficou marcado, nos anos 70, com a era da biotecnologia moderna,
um pouco antes da descoberta de DNA recombinante. Logo depois, anos 80 e 90,
observou-se a expansao da industria de enzimas com o uso das enzimas microbianas,
sendo economicamente mais favoraveis e sobrepondo ao uso das enzimas de origem
animal e vegetal. Por avanco no setor, mais de 200 produtos farmacéuticos por
peptideos ou proteinas aprovadas estdo na lista do FDA (Food and Drug
Administration) (Demain e Vaishnav, 2009).

Por meio da tecnologia de manipulagdo de DNA, a producdo de proteina
heterdloga revolucionou as industrias farmacéutica e de enzimas industriais (Egelkrout

et al., 2012). Proteina heter6loga pode ser definida como proteina produzida em
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organismos diferentes dos de sua origem, em sistemas eucariotos ou procariotos de
expressado (Rai e Padh, 2001; Cancado, 2002).

A engenharia de DNA recombinante proporcionou avanc¢os na producgédo de
enzimas. Com essa tecnologia, as enzimas que apresentavam dificil expressao
passaram a ser produzidas por organismos geneticamente modificados. E ainda,
possibilitou 0 aumento da estabilidade, atividade enzimatica, especificidade, inibicdo
de feedback, além do aumento da producdo enzimatica. Com o avanco, exemplo de
produtos: a insulina humana, albumina, anti-inflamatoérios, hormonio do crescimento
humano e vacinas (Demain e Vaishnav, 2009; Tripathi e Shrivastava, 2019).

Para o0 sucesso da expressdo da proteina recombinante, destaca-se a
necessidade de cuidado na escolha do sistema e vetor de expressao. Em resumo, 0s
diferentes sistemas hospedeiros disponiveis para a expressdo de proteinas
recombinantes séo E. coli, Bacillus subtilis, leveduras, fungos filamentosos, células de
insetos, células de mamiferos, plantas transgénicas, animais transgénicos e in vitro
(Demain e Vaishnav, 2009; Gomes et al., 2016).

Para sustentar a escolha do sistema de expressédo, vale considerar a
quantidade de proteinas produzidas, funcionalidade, velocidade de producédo e o
rendimento (Demain e Vaishnav, 2009). Por comparacdo aos tipos de sistemas de
expressdo de proteina heteréloga, cada um apresenta diferentes vantagens e
desvantagens de uso, possibilitando variedade para escolha (Gomes et al., 2016).

Em citacao, o sistema de producédo por E. coli apresenta os seguintes méritos
para uso: facil manipulacao; producédo em curto periodo; baixo custo; alta capacidade
de crescimento celular; possivel aplicacdo de fermentacdo continua. Como
desvantagem, esse sistema apresenta auséncia da remocao de introns das
transcricdes; possibilidade de terminagédo prematura da transcricéo pela presenca de
genes de terminacdo; auséncia de modificacdo pds traducionais; producdo de
proteinas em corpos de incluséo; degradacao de proteinas; presenca de endotoxinas
(Gomes et al., 2016). O quadro 2 resume as caracteristicas de sistemas de expressao
heterologa.

Para a producdo de proteina heteréloga, o primeiro passo consiste em
identificar e isolar o gene responsavel por codificar a proteina alvo e a geragdo de um
pedaco apropriado de DNA recombinante contendo a sequéncia de codificacdo da
proteina. Em seguida, determinar o sistema de expressao e introduzir este DNA

recombinante na célula hospedeira apropriada, de modo que a proteina alvo seja
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produzida por essa célula manipulada (Walsh, 2007 apud Archanjo et al., 2021). As

propriedades da proteina determinam a preferéncia por um sistema especifico de

expressdo (Demain e Vaishnav, 2009).

Quadro 2: Sistemas hospedeiros de producdo e suas principais caracteristicas,
adaptado de Tripathi e Shrivastava (2019).

Sistema de producéo

Caracteristicas

Animais transgénicos

Alto custo total, alto custo de purificagdo, alto tempo de
producdo, baixa capacidade de aumento de escala,
propagacdo viavel, alto rendimento do produto, alta
qualidade do produto, alto risco de contaminacao (virus,
DNA oncogénico, prions).

Células de inseto

Boa dobragem de proteinas, baixa taxa de crescimento,
alto rendimento do produto, custo geral médio,
propagacdo viavel, dificil cultivo, tempo de producéo
médio, producdo de proteinas glicosiladas, boa
capacidade da secrec¢édo de proteinas, custo de purificacdo
médio, baixo risco de contaminacdo, facilidade na
capacidade para escalonamento, produto qualidade
intermediério.

Células de mamifero

Boa dobragem de proteinas, padrdo de glicosilacdo
humanizada, boa secrecéo, taxa de crescimento lenta,
livre de pirogénio, alto custo de producdo total, longo
tempo de producao, propagacéo dificil, rendimento médio
a alto, alta qualidade do produto, capacidade de expansao
muito baixa, alto custo de purificacdo, alto risco de
contaminacao (virus, prions, DNA oncogénico).

E. coli

Baixo custo geral, baixo tempo de producéao, facilidade de
cultivo, facil de propagacéo, producao de proteinas nao-
glicosiladas, alta taxa de crescimento, baixa capacidade
de secrecédo das proteinas, risco médio de contaminacéo
(endotoxinas), facilidade de modificagdo no genoma,
rendimento médio do produto, baixa qualidade do produto,
alta capacidade para escalonamento, alto custo de
purificacdo, livre de virus.

Leveduras

Custo total médio, boa dobragem de proteinas, producao
de proteinas glicosiladas, tempo de producdo médio,
propagacéao facil, taxa de crescimento rapido, alto
rendimento, qualidade média do produto, facilidade de
modificacdo do genoma, boa capacidade de secrecao das
proteinas, livre de pirogénio, facilidade de cultivo, alta
capacidade de escalonamento, baixo risco de
contaminacao, custo médio de purificacao.

Plantas transgénicas

Boa dobragem de proteinas, producdo de proteinas
glicosiladas, custo geral muito baixo, tempo médio de
producéo, capacidade de escalonamento muito alta, facil
propagacéo, alto rendimento do produto, alta qualidade do
produto, baixo risco de contaminacdo, alto custo de
purificacdo.
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2.4 Expressao heterdloga de L-asparaginase

A expressdo heterdloga corresponde a possibilidade de propor inimeras
técnicas para superar as desvantagens do tratamento com a enzima L-asparaginase.
Nessa oportunidade de manipulacdo genética, permite inUmeras abordagens de
melhorias nas propriedades da enzima como: redugéo da atividade de glutaminase
(Ardalan et al., 2018), estabilidade aumentada in vivo (Patel et al., 2009; Maggi et al.,
2017) e reducdo da imunogenicidade (Jianhua et al., 2006; Mehta et al., 2014;
Mahboobi et al., 2017; Brumano et al., 2018).

Os ultimos anos apresentaram muitos esforcos para producdo de L-
asparaginase recombinante de diferentes fontes. Em destaque, o hospedeiro para a
producdo aumentada de L-asparaginase recombinante encontra-se a E. coli. Nessa
fonte, o sistema de expressdo génica mais usado é o pET com indugéo de isopropil-
B-Dtiogalactosideo (IPTG). No entanto, estudos adicionais foram apresentados com
hospedeiros alternativos, como Bacillus subtilis e Komagatella phaffii (Pichia pastoris).
Em diferente estratégia, esses hospedeiros podem tornar o processo downstream
mais facil e de menor custo por possuirem status GRAS (Generally Regarded Safe) e
pela possibilidade em projecdo de secretarem a enzima para o meio. Além disso, K.
phaffii apresenta capacidade de adicionar modificacdes poés-traducionais a enzima
(Castro et al., 2021). A K. phaffii pode ser projetada para uma L-asparaginase com
padrao de glicosicdo semelhante ao humano e apresentar imunogenicidade reduzida
(Lima et al., 2020). Cada um dos sistemas para producédo recombinantes apresenta
suas préprias caracteristicas em relacdo a capacidade de producdo, custo,

complexidade, seguranca e impacto de processamento (Santos et al., 2018).

2.4.1 Escherichia coli

O género Escherichia consiste em bacilos anaerdbios facultativos Gram-
negativos pertencentes a familia Enterobacteriaceae. A E. coli desse género é uma
espécie amplamente distribuida e corresponde ao principal anaerébio facultativo
habitando o intestino grosso dos humanos e animais endotérmicos. A maioria das
cepas de E. coli vivem inofensivamente no colon e raramente causa doenca em
individuos saudaveis, embora uma série de cepas patogénicas podem causar
doencas intestinais e extra intestinais em individuos saudaveis e

imunocomprometidos (Ewing, 1986; Conway, 1995; Kaper et al., 2004).
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A E. coli é um sistema procarioto mais atraente para a producao de proteinas
heterdlogas e usado para a producdo em massa de muitas proteinas comercializadas.
A expressao nesse sistema tende a ser mais facil, rapido e barato. Esse sistema pode
ser excelente para a expressao funcional de proteinas, posto que a genética,
fisiologia, bioquimica de E. coli € bem compreendida em comparacgéo a qualquer outro
microrganismo devido a sua biologia molecular ser bem caracterizada (Demain e
Vaishnav, 2009; Gomes et al., 2016).

O progresso na compreensdo fundamental em E. coli sobre a transcrigdo,
traducdo e dobramento de proteinas, junto com a disponibilidade de ferramentas
genéticas melhoradas, torna essa bactéria atrativa para a expressao de complexos
proteinas eucariéticas. Em consideragcdo, o genoma de E. coli pode ser modificado
com rapidez e precisdo; o controle do promotor pode ser facil; e o nUmero de copias
do plasmideo pode ser prontamente alterado. Este sistema também apresenta
alteracdo do metabolismo fluxo de carbono, evitando a incorporacédo de analogos de
aminoacidos, formacdo de ligacbes de dissulfeto intracelular, e desempenho
reproduzivel com controle informatico. Ainda, a E. coli pode acumular proteinas
recombinantes em até 80% de seu peso seco, possui rapido crescimento e sobrevive
a uma diversidade de condicbes ambientais de baixo custo de producdo (Demain e
Vaishnav, 2009; Gomes et al., 2016).

O sistema de expresséao por E. coli apresenta algumas desvantagens, como: a
falta de processamentos pos-traducionais, como a glicosilacdo; acumulo intracelular
de corpos de inclusdo - agregados constituidos de proteinas desnaturadas ou
incorretamente enoveladas; a presenca de lipopolissacarideo em sua superficie;
capacidade limitada de formar pontes dissulfeto; viés de cddon; toxicidade por
formacao de acetato em altas densidades; acimulo de endotoxinas; e a falta de um
sistema para secretar as proteinas ao meio extracelular (Groves, 2006; Gomes et al.,
2016; Walsh, 2007 apud Archanjo et al., 2021).

Essas desvantagens podem ser superadas pela eficiente expressdo de
proteinas e algumas alternativas para contornar tém sido analisadas e empregadas.
A formacdo de acetato em crescimentos de alta densidade geralmente evita-se
controlando os niveis de oxigénio. Algumas técnicas, como a adicdo de marcadores
de fusdo a sequéncia do gene (Liu et al., 2019), uso de cofator e co-expressdo com
chaperonas, podem evitar a formacgéao de corpos de inclusdo (Gupta et al., 2019) e

melhorar a expresséo soltuvel (Malekian et al., 2019). Ainda assim, a producgéo de
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proteinas recombinantes em corpos de inclusdo tem algumas vantagens, como baixa
degradacé&o do produto por proteases pelo hospedeiro (Tripathi e Shrivastava, 2019).
Para a expresséo de proteina mais soltvel, marcas diferentes, como Fh8, SUMO, His,
TRX e MBP no terminal N ou C sdo empregadas, e igualmente, auxiliam na purificagéo
por afinidade (Paraskevopoulou e Falcone, 2018). A expressao da proteina no periodo
apos inducdo no cultivo com reducdo de temperatura conduz a uma producédo de
proteina soltvel. Do mesmo modo, essa estratégia pode aumentar a estabilidade e o
dobramento adequado da proteina. Além disso, novos promotores e células de
glicoengenharia de E. coli igualmente podem levar ao aumento da expressao de uma
proteina recombinante (Gupta e Shukla, 2016). A falta de modificacdo pés-traducional
e de um sistema para secretar as proteinas ao meio extracelular, trazem a
necessidade de purificacdo mais extensa para separar a proteina de interesse das
demais produzidas pelas células de E. coli (Demain e Vaishnav, 2009; Archanjo et al.,
2021). De forma similar, a presenca de endotoxinas pode ser solucionada
empregando um processo de purificagdo adequado para aumentar a seguranca de
terapéuticas (Mamat et al., 2015). As modificacbes pds-traducionais (glicosilagéo,
formacdo de ligacdo dissulfeto, fosforilacdo ou processamento proteolitico)
comumente estdo envolvidas em processos de dobramento, atividade bioldgica e
estabilidade da proteina (Ferrer-Miralles et al., 2009). O uso de peptideo sinal
adequado para direcionar a proteina ao periplasma ou no espaco extracelular auxilia
no dobramento correto e pode contribuir para o0 minimo de degradacédo proteolitica
(Gupta e Shukla, 2016). O uso de diversas fontes de carbono/nitrogénio e cepas
especificas podem redirecionar os fluxos de carbono de E. coli para diferentes vias,
e, ainda, resultar em aumento da producéo de proteina (Terol et al., 2019). A escolha
de uma linhagem adequada proporciona uma expressao mais favoravel. Para o
sistema de expresséao por E. coli, existem diversas cepas disponiveis comercialmente
para clonagem e expressao, exemplificando: BL21 (Novagen), BL21 (DE3) (Novagen),
BLR (DE3) (Addgene), DH10B (Invitrogen Corp.), Origami B (Novagen), T7 Express
(Novagen) (Demain e Vaishnav, 2009; Archanjo et al., 2021).

O sistema de expressédo de E. coli foi utilizando na produgcéo de diversos
medicamentos disponiveis no mercado. Em 1982, a insulina humana foi o primeiro
medicamento aprovado nos Estados Unidos, a partir desse sistema. Em 1994, a
aprovacao do horménio do crescimento bovino estabeleceu um novo padréo para a

fabricacdo, apresentado por sua relacdo custo-beneficio. Além desses, o0s
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medicamentos filgrastim, interferon a2b, interferon a2a, interferon 3-1b, ranibizumabe,
horménio paratiredide humano, horménio da paratireoide sdo produzidos em sistema
de expresséo de E. coli (Baeshen et al., 2015).

A E. coli DH10B foi utilizada nesse trabalho como célula competente na
propagacdo dos plasmideos. DH10B serve geralmente como hospedeiro para a
construcdo, clonagem de grandes plasmideos, mutagénese dirigida e apresenta alta
eficiéncia de transformacéo (Durfee et al., 2008). Apds, a transformacéao foi continuada
com E. coli BL21 (DE3). Essa linhagem corresponde a células competentes deficiente
de algumas proteases, produz pouco acetato e adequadas para a expressao de genes
nao téxicos ( ThermoFisher Scientific, USA . As proteases ausentes nessa cepa sao
a OmpT e a Lon. A OmpT pertence a familia de proteases de membrana externa -
omptinas, responséavel pela viruléncia das bactérias gram-negativas patogénicas. A
protease Lon pertence a superfamilia de proteases ATNases associadas a diversas
atividades celulares sendo responsavel pela degradacdo seletiva de proteinas

anormais e mutantes (Vandeputte-Rutten et al., 2001; Liao et al., 2010).

2.4.2 Vetor pET-28a

O vetor de clonagem é o elemento responsavel em transferir o fragmento de
DNA que contém o gene de interesse para uma célula hospedeira. O vetor deve
essencialmente ser capaz de autorreplicar na célula em que seré introduzido, além de
possuir marcador de selecdo e locais de restricdes Unicos para insercdo das
sequéncias em estudo (Ferrier, 2017 apud Archanjo et al., 2021). Esses vetores
devem possuir pelo menos um local de clonagem e uma sequéncia que pode ser
clivada por uma enzima de restricdo para permitir ligacdo a um fragmento de DNA
clivado de maneira analoga (Groves, 2006).

Os vetores mais utilizados sédo os plasmideos - moléculas circulares de fita
dupla separadas do DNA cromossdmico de uma célula. Os plasmideos ocorrem
naturalmente em bactérias ou em algumas células eucaridticas inferiores, capazes de
se reproduzir independente do DNA cromossomico - 0 DNA é duplicado antes de cada
divisdo celular e as cépias compdem cada célula filha. Esses vetores, com frequéncia
carregam um ou mais genes para resisténcia a antibiéticos (Groves, 2006; Alberts et
al., 2017; Archanjo et al., 2021).

Para E. coli, apresenta-se uma ampla gama de vetores de expressao com

diferencas para regulagdo de niveis de expressdo, capacidade de solubilidade,
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sequéncia de clivagem de proteases e purificacdo. Os vetores de expressao mais
utilizados sdo os da série pET (Figura 4), que contém varios elementos importantes:
o promotor T7 altamente especifico para T7 RNA polimerase diferente do que aparece
no genoma de procariotos; o gene lacl codificador da proteina repressora lac;
operador lac bloqueador de transcricdo; sitio de policlonagem; origem fl1 de
replicacdo; e gene de resisténcia a um determinado antibiético, como exemplo a
ampicilina (Hunt, 2005; Cabrita et al., 2006; Feliciano, 2009).

pLink

1 ori

amp®

pET
~5.4 Kb

/('I(]

Figura 4: Esquema do vetor da série pET. ampR (regido marcadora para resisténcia
a ampicilina), lacl (gene lacl), Ptz (promotor de transcricdo T7), lacO (regido do
operador lac), pLink (sitio de policlonagem). (Feliciano, 2009).

Os vetores da série pET sao plasmideos desenhados para proporcionar rapida
e grande producéo de proteinas. O sitio de policlonagem recebe o gene de interesse.
A transcricdo rapida desse gene ocorre quando T7 RNA polimerase esta presente e 0
operador lac ndo esta reprimido. O promotor T7 apresenta alta seletividade, quando
totalmente induzido quase todos os recursos da ceélula sdo convertidos para a
expressao do gene alvo, sendo capaz de induzir mRNA em alta quantidade por
consequéncia resulta em grande produgédo de proteinas. T7 é um promotor viral,
entdo, enquanto a T7 RNA polimerase estiver presente a transcri¢éo € rapida. O gene
de interesse nos vetores pET sdo transcritos apenas na presenca de T7 RNA
polimerase (Hunt, 2005; Feliciano, 2009).
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A célula hospedeira para esse sistema de expressdo geralmente é uma
bactéria geneticamente modificada recebendo em seu genoma o gene T7 RNA
polimerase, promotor lac e operador lac. A transcricdo de T7 RNA polimerase estara
ativa quando dentro da célula estiver presente a lactose ou molécula similar, como
IPTG (isopropil-B-D-galactosideo) (Feliciano, 2009).

Neste trabalho, o vetor de expressao para E. coli foi o pET-28a (+) (Novagen).
Além das caracteristicas mencionadas para vetores de série pET, no pET-28a 0 gene
gue codifica a enzima precede uma sequéncia codificadora que permite a expressao
da proteina fusionada a uma cauda de histidina (His-Tag) na por¢cao N-terminal. Esse
vetor apresenta mais uma sequéncia His-Tag opcional C-terminal. A regido
moderadora para resisténcia a antibidtico nessa construcdo é para Canamicina
(Feliciano, 2009).

A producéo heteréloga da enzima L-asparaginase no sistema de expressao E.
coli ja foi explorada em alguns trabalhos — como Aspergillus terreus (Saeed et al.,
2018; Jebur et al., 2019), Rhizomucor miehei (Huang et al., 2014), Synechococcus
elongatus (Kebeish et al., 2016), Bacillus subtilis (Agrawal et al., 2021), Erwinia
carotovora (Kotzia e Labrou, 2005), Erwinia Chrysanthemi (Kotzia e Labrou, 2007),
Pseudomonas fluorescens (Kishore et al., 2015), mircoorganismos extremofilicos
(Dumina et al., 2021) e E. coli (Wang et al., 2001; Jianhua et al., 2006; Barros et al.,
2021); no entanto nenhum desses abordou sobre a expressao por gene da enzima de

Penicillium.

2.5 Bioinformatica e engenharia de proteinas

Algumas situagfes podem deixar inviavel o uso de um medicamento. Para as
enzimas, tanto a estabilidade como a imunogenicidade e alergenicidade podem
comprometem a eficacia e seguranca de uso clinico. Entdo, para a comunidade
cientifica €& de interesse desenvolver novas alternativas a biofarmacéutica
comprometida que ultrapassem as desvantagens. A ciéncia da bioinformatica
disponibiliza a comunidade emprego de ferramentas computacionais no estudo de
problemas e questdes bioldgicas relacionadas a sequéncias e estrutura de
biomoléculas, e podem reduzir as cargas de trabalho de identificacdo e triagem de
ensaios experimentais. A esse respeito, as ferramentas in silico tém sido muito uteis,
como da mesma forma, base de dados e diversas ferramentas sao intensamente

melhoradas (Verli, 2014; Saeed et al., 2018; Belen et al., 2019). Da mesma maneira,
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diversos estudos tém objetivado incluir as ferramentas de bioinformatica para predizer
caracteristicas e analisar possiveis comportamentos da enzima L-asparaginase (Ln et
al., 2011; Schalk et al., 2014; Ramya, L. N. e Pulicherla, Krishna Kanth, 2015; Pola et
al., 2018; Saeed et al., 2018; Belen et al., 2019).

Todo o conhecimento no campo da bioinformatica oferece uma oportunidade
de descobrir e desenvolver novos produtos mais eficazes e seguros. O conhecimento
de DNA recombinante e a engenharia de proteinas possibilitou facilidade para
caracterizar os candidatos a enzima de diversas fontes e manipular de acordo com o
certo interesse (Vidya, Jalaja et al., 2017; Belén et al., 2020). Em reviséo, Vidya, Jalaja
et al. (2017) identificaram diversas estratégias de uso das ferramentas de
bioinformética para o melhoramento da enzima L-asparaginase. As estratégias sao
usadas desde a predicdo de caracteristicas para engenharia de mutantes para
producado heterdloga, ao uso da evolucéo dirigida - ferramenta que imita o processo
de evolucédo natural para fazer desenvolver uma proteina para uma forma pré-definida
(Kotzia e Labrou, 2009).

Considerando os desafios como efeitos imunogénicos, novas funcionalidades,
tempo de meia-vida e razdo L-glutaminase/L-asparaginase, a bioinforméatica
apresenta-se como uma ciéncia inestimavel para contornar as deficiéncias da enzima
e melhorar a importancia terapéutica. Os resultados por essa abordagem, pode
disponibilizar uma terapia por L-asparaginase melhorada sob medida para o paciente
(Vidya, J. et al., 2017; Fonseca et al., 2021).

Dentre as capacidades de bioinformética, o conhecimento da estrutura
tridimensional da enzima L-asparaginase é essencial para esclarecer o delicado
equilibrio de forcas entre os &tomos que permite que a enzima seja flexivel e estavel.
E, corresponde a entrega de um passo critico para mutantes mais estaveis e potentes
terapeuticamente (Fonseca et al.,, 2021). Offman et al. (2011) empregaram uma
combinagao de amostragem mutante para investigar o impacto de uma alca presente
no sitio catalitico que funciona como uma “tampa”. Na correlacdo dos resultados,
observaram que mutacdes que aumentam a flexibilidade da alca reduzem a reacao
catalitica, enquanto mutacfes que estabilizam a alca apresentam aumento no efeito
catalitico. Freitas et al. (2022) em predicéo estrutural da L-asparaginase de Penicillium

sizovae, apresentaram uma andlise de similaridade de L-asparaginases tetraméricas
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para as interfaces poliméricas (Hinge Region-HR e o Active Site Flexible Loop-ASFL)

responsaveis pela atividade catalitica.

Alguns trabalhos sugerem o uso de mutagbes para apresentar enzima mais
estaveis e maior tempo de meia vida. Kotzia et al. (2007) utilizaram-se da engenharia
de proteina para direcionar um mutante de Erwinia carotovora com maior resisténcia
a degradacao proteolitica, maior estabilidade térmica e mantendo a resposta de
atividade catalitica da enzima nativa. Long et al. (2016), por mutagénese sitio dirigida
apresentaram uma variante por Bacillus subtilis com melhor termoestabilidade e
eficiéncia catalitica comparada a enzima nativa. Em analise as alteracdes pelas
mutacOes, observaram que essas melhorias advém de pequenas alteragbes
conformais e redistribuicdo potencial eletrostatica superficial da estrutura da enzima.
Com uma Unica mutacéo pontual, Maggi et al. (2017) apresentaram a geracao de uma
variante de E. coli com maior estabilidade térmica, maior resisténcia as proteases de

células tumorais, e mantendo niveis de atividade catalitica equivalentes a nativa.

A des-imunizacdo de proteinas terapéuticas pode ser uma estratégia para a
producdo de biofarmacos mais seguros (Onda, 2009). Jianhua et al. (2006)
apresentou variante com imunogenicidade substancialmente menor em E. coli,
utilizando-se de varredura de alanina. Com o mapeamento dos epitopos de células-T
ou de células B permite-se por mutagénese dirigida direcionar e manifestar variantes
menos imunogénicas. Ramya, L. N. e Pulicherla, K. K. (2015) observaram os residuos
mais conservados em epitopos de diferentes microrganismos e estreitaram a busca
para mutacdes mais propensas. Em resultado in silico os residuos histidina, tirosina,
treonina e serina podem ser responsaveis pelas regides antigénicas na enzima L-
asparaginase. Cantor et al. (2011), em estratégia oposta, apresentaram por saturacao
uma variante de E. coli menos imunogénica mesmo com muitas mutacdes. Belen et
al. (2019), in silico apresentou estudo para L-asparaginase comparativo entre E. coli
e D. chrysanthemi com diferentes alelos. Nessa abordagem, ndo observaram
diferenca significativa na caracterizacdo imunogénica entre essas duas enzimas,
enquanto a L-asparaginase de E. coli apresentou maior frequéncia para
alergenicidade.

Com a abordagem de bioinformética, sugere-se aumento de producdo e
gualidade desejada de L-asparaginase recorrendo a uma ou mais estratégias. Além

disso, concede-se o0 caminho para identificacdo e escolha alternativa de L-
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asparaginase a partir de outros fontes além das de E. coli e D. chrysanthemi, e
possibilita a criacdo de uma enzima ideal para aplicacao clinica (Vidya, Jalaja et al.,
2017).

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
Estudar a enzima L-asparaginase produzida pelo fungo filamentoso Penicillium
cerradense isolado do solo bioma Cerrado brasileiro e a expressao dessa enzima em
sistema heterdlogo em E. coli visando desenvolver uma formulacdo para aplicacéo
clinica.
3.2 Objetivos especificos
Para que o objetivo proposto fosse alcancado, 0s seguintes objetivos
especificos foram estabelecidos:
e Produzir a enzima L-asparaginase de Penicillium cerradense em meio liquido;
¢ |dentificar a regido génica de L-asparaginase em Penicillium cerradense;
e Avaliar a relacdo evolutiva da enzima;
¢ Identificar fungdes biofisico-quimicas in silico da enzima;
¢ |dentificar in silico regifes de influéncia imunogénica da enzima;
e Avaliar toxicidade in silico da enzima;
e Comparar imunogenicidade da enzima a L-asparaginases clinicas;
¢ Avaliar modelagem estrutural in silico e propor modelo estrutural da enzima;
e Expressar em sistema heter6logo em E. coli BL21 (D3) a enzima L-

asparaginase em meio liquido.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Preservacéao do fungo

O fungo selecionado encontra-se depositado na Micoteca do Laboratério de
Enzimologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia dentro do
ambito da rede SisBiota Brasil (Sistema Nacional de Pesquisa em Biodiversidade —
CNPq) de fungos filamentosos sob supervisdo do Professor Dr. Edivaldo Ximenes
Ferreira Filho com autorizacdo de acesso e de remessa de amostra de componente
do patriménio genético numero 010770/2013-5.

O fungo selecionado foi mantido e preservado pelo método do congelamento a
- 80 °C (UltraFreeezer Panasonic - 80°C). A solucéo contendo glicerol e tween 80,
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utilizada no armazenamento fungico, foi preparada a partir da dissolucéo de 0,9 g de
cloreto de sodio (NaCl) em 50 mL de agua purificada. Apds a completa dissolucéo,
foram acrescentados a mistura salina 50 mL de glicerol e 0,2 mL de tween 80. A
solucéo foi fracionada em criotubos (1,0 mL) e autoclavada durante 20 minutos a 121
°C.

4.2 Preparacao do inéculo

O fungo isolado, previamente armazenado em glicerol a — 80 ° C, foi reativado
em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA), a 25 = 2 °C, durante cerca de sete
dias ou até seu completo crescimento. Discos de cinco mm de micélio foram utilizados
nos testes para a produgcdo da enzima em meio liquido.

A pureza genética foi obtida pela repicagem monohifal do isolado. Apds o
crescimento em meio agar-agua (AA) por 24 horas, foi removida uma pequena porcéo
da extensdo marginal de uma hifa individual, com auxilio de uma agulha previamente
esterilizada, e transferida para uma nova placa de Petri contendo meio extrato de
malte-agar (MEA) (Alfenas e Mafia, 2016).

Preparo de meio de cultivo:

e Meio de cultivo &gar batata dextrose (BDA)

Foi pesado 39 g Agar batata dextrose (Himedia®) e solubilizado em 1000 mL
de agua destilada.

e Meio de cultivo extrato de malte (MEA)

Foi pesado 20 g agar e 20 g extrato de malte (Acumedia®) e solubilizado em
1000 mL de agua destilada.

4.3 Condi¢bes de cultivo

O cultivo em meio liquido para o isolado P. cerradense foi realizado em frascos
do tipo Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL de meio liquido (m/v). Os meios foram
autoclavados a 121°C por 20 minutos.

O cultivo em meio liquido juntamente com o inoculo foi realizado a 30°C e
agitacao constante de 120 rota¢des por minuto (rpm) por 4 dias. Apos o cultivo, 0 meio
foi filtrado em funil do tipo Buchner com papel de filtro (Whatman n°1) e a biomassa

armazenada a — 20 °C.



e Meio Czapek Dox modificado (Baskar e Renganathan,

2012)
L-prolina
L-asparagina
NaNOs
Glicose
K2HPO4
MgSQOa4.7H20
KCI
ZnS04.7H20
FeS04.7H20
CuS04.7H20

Ajustar pH para 6,5 com KOH 5M

4.4  Quantificacdo de proteinas totais
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1,71 %
1,38 %
1,99 %
0,65 %
0,0152 %
0,052 %
0,052 %
0,001 %
0,001 %
0,001 %

A concentracao de proteinas totais pelo método de BCA (acido bicinconinico)
(Smith et al., 1985). Nesta analise, foi usado o Kit de BCA Pierce Protein Assay Kit®

(ThermoFisher Scientific, USA). Como padréo foi utilizado soro albumina bovino (BSA)
em diferentes concentracdes finais (2000; 1500; 1000; 750; 500; 250; 125; 25 e 0

pg/mL). A Figura 5 apresenta a curva padrao de soro albumina bovino (BSA) para

quantificacdo de proteinas totais. A dosagem de proteinas totais foi expressa em

ug/mL. Este método tem detecgado sensivel até 5 ug/mL de proteina com o uso

aprimorado do protocolo.
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Figura 5: Curva padrédo em pg/mL de soro albumina bovino (BSA) para quantificagao

de proteinas totais.
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4.5 Determinacao da atividade enziméatica

A atividade de L-asparaginase foi determinada por duas metodologias, por
quantificacdo da aménia livre no meio (Imada, 1973) ou do produto acido L-aspartil-
B-hidroxamato (Drainas et al., 1977). O método de Nessler utiliza a aménia livre no
meio para quantificar a atividade da L-asparaginase. De forma alternativa, o método
do &cido L-aspartil-B-hidroxamato utiliza o acido aspartico para quantificacdo, sendo
apropriado para extratos microbianos brutos que podem apresentar amonia

interferente.

451 Método de Nessler

A reacdo de Nessler ocorrem em duas etapas (Figura 6). Na primeira ocorre a
reacdo enzimatica da L-asparaginase na presenca do substrato L-asparagina. Na
segunda etapa forma-se um complexo entre o produto da primeira etapa e o reagente
de Nessler® (Merck). O reagente de Nessler® é uma solucdo alcalina de
tetraiodomercurato(ll) de potassio que complexa com a amodnia livre produzida na
primeira etapa do ensaio, formando uma coloragdo amarelo-acastanhado que foi lida

no espectrofotdmetro a 436 nm (Imada, 1973).

HaN
L-asparaginase 0 e
% O /Nuuf,“”H
H,N OH H
OH NH, + H
L-asparagina Acido aspartico Aménia
N |\ 2- ;
- '“”’“"H - I g N AH |
Hg: - ol NC -
H +2 /g'\|+3OH — _|U\[{(_:/‘/ \Hj + 71+ 2H20
H I - )
Amonia Reagente de Nessler

Figura 6: Mecanismo de reagdo do agente colorimétrico de Nessler em interacdo com
amonia livre, produto da hidrélise por L-asparaginase.

Na primeira etapa do ensaio, a mistura da reacao foi preparada em tubos
cbnicos de 5 mL e constituida de 1,0 mL de tampéao Tris HCI 50 mM pH 8,6; 0,1 mL
de L-asparagina 189 mM; e 0,9 mL de agua ultrapura. A mistura foi mantida em estufa

37°C por 5 minutos para equilibrar a temperatura. Apos, foi adicionado e 100 uL de
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amostra e agitado os tubos por inversdo. Em seguida, a mistura foi incubada a 37 °C
por 30 minutos. Apds este tempo, foi adicionado 0,1 mL da solucédo de TCA 1,5 mM.
Os tubos foram centrifugados a 10.000 rpm durante 5 minutos e o sobrenadante
utilizado para segunda etapa. Em novos tubos de ensaio foram adicionados 4,3 mL
de agua ultrapura, 0,2 mL do sobrenadante e 0,5 mL do reagente de Nessler®. Os
tubos foram agitados por inversdo e apdés 1 minuto realizada a leitura em
espectrofotometro (UV Spectrophotometer UV-1800®, Shimadzu) a 436 nm.

Para todas as determinacfes da atividade enzimatica as amostras foram
verificadas em triplicata. Foi preparado o branco da amostra onde o volume amostra
foi adicionado ap6s a presenca do TCA. Uma unidade de L-asparaginase foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para formar um pmol de amonia livre por

minuto por volume de amostra (U/mL), calculada conforme a equacao a seguir.

(umol amébnia livre)(volume da etapa 1)
(vol. etapa 1 para etapa 2)(tempo da reacgio etapa 1)(vol.amostra)

U
——de ASNase =
mL

(umol amoénia livre) x 2,2 mL
(0,2 mL )(30 min)(0,1 mL)

U
—de ASNase =
mL

A curva padrao foi construida com a solucdo padrdo de sulfato de Amonio
(6 mM) que equivale a 12 mM de amonia livre (Sigma-Aldrich) em cinco pontos com
diferentes massas, de 0,11 a 1,1 pumol (Figura 7). O preparo das solucdes da curva

padrao esta descrito no Quadro 3.

Quadro 3: Preparacao das solucdes padréo para o método de Nessler.

Branco 0,0 0 1,100 1,00
Padréo 1 0,11 100 1,000 1,00
Padréo 2 0,16 150 0,950 1,00
Padréo 3 0,27 250 0,850 1,00
Padréo 4 0,55 500 0,600 1,00

Padréo 5 11 1000 0,100 1,00
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As misturas dessas preparacdes foram submetidas as mesmas condicdes e etapas

descritas para quantificacdo da enzimatica.

0,5
0,45 o

0,4 y =0,3871x + 0,0126
0,35 R2=0,9967

o
[

0,25

o
N

0,15

Absorbancia 436nm

o
=

0,05 .

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Sulfato de Amaonio (pumol)

Figura 7: Curva padrdo em pmol de sulfato de amonio para quantificacao da atividade

enzimatica de L-asparaginase.

Preparo das solugdes:
e Tampéao Tris-HCI 50 mM
Foi pesado 3,035 g de Tris-HCI adicionado em 500 mL de &gua destilada e
ajustado o pH para 8,6 com HCI 1,0 M.
e Solucéo de L-asparagina 189 mM
Foi pesado 0,249 g de L-asparagina (A0884; Sigma) adicionado em 10 mL de
agua destilada. Solucéo preparada momentos antes ao inicio do ensaio.
e Solugdo de TCA 1,5mM
O TCA foi pesado 12,255 g e solubilizado em 50 mL de &gua destilada. A
solucéo de TCA foi armazenada em frasco ambar sob refrigeracéo.
e Solucéo padrdo de sulfato de Amonio (6 mM) — equivalente a 12mM de amoénia.
A solugcédo mée de sulfato de aménio em uma concentragdo de 6 mM que equivale
a 12 mM de aménia livre foi preparada. Para isso foram pesados 79,28 mg e

solubilizado em 100 mL de agua ultrapura.

4.5.2 Método do acido L-aspartil-B-hidroxamato
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Para a determinacdo da atividade enzimatica foi utilizado o método
fundamentado na formacdo de B-hidroxamato aspértico a partir da reacdo de
hidroxilaminolise efetuada pela enzima L-asparaginase na presenca de hidroxilamina
(Figura 8) (Drainas et al., 1977), com modificacdes, descrito abaixo.

A mistura da reacgédo foi constituida de 1,5 mL de tamp&o Tris HCI 50 mM pH
8,6; 0,2 mL de L-asparagina 100 mM; 0,2 mL de hidroxilamina 1M pH 7,0; e 0,10 g de
amostra de micélio pesado em balanca analitica de precisdo (Shimadzu). A mistura
foi incubada a 37 °C por 30 minutos sob agitacdo a 0,12 g, e foi interrompida com a
adicdo de 0,5 mL da solucdo de cloreto férrico/TCA/HCI. Ap6s esse periodo de
incubacéo as amostras foram centrifugadas a 4 °C em 3.000 g por 5 minutos e com
1,0 mL do sobrenadante em cubeta foi realizada a leitura em espectrofotémetro (UV
Spectrophotometer UV-1800®, Shimadzu) a 500nm. A reacdo entre o hidroxamato
aspartico produzido e o FeClI3 produz cor avermelhada que absorve em comprimento
de onda de 500 nm.

|O 0
HoN L-asparaginase HO |
|| OH R \”/Y\OH + NH3
O N, O NH,
asparagina acido aspartico
? g
HO L-asparaginase |
|| Off + PO s HNNOH
O NH, 0 NH,
acido aspartico hidroxilamina B-hidroxamato aspartico
O 0 <|3' 0
HCI I
HN HN +3
N OH + FeCl 3 . W OH Fe
0] NH2 TCA 0 NH2 3
B-hidroxamato aspartico B-hidroxamato aspartico férrico

Figura 8: Mecanismo de reacdo da asparagina e hidroxilamina mediado pela L-
asparaginase para a formacéo do complexo B-hidroxamato aspartico férrico.
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Para todas as determinacdes da atividade enzimatica as amostras foram
verificadas em triplicata. Foi preparado o branco da amostra onde o volume de L-
asparagina e da solugdo de hidroxilamina foi substituido pelo mesmo volume em
tampéo Tris HCI 50 mM pH 8,6. Uma unidade de L-asparaginase foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para formar um pmol B-hidroxamato aspértico por
minuto por grama de células da amostra (U/gcsiuias), calculada conforme a equacéo a
sequir.

(umol B — hidroxamato aspartico)

U
—de ASPase =
g e ASPase [(volume de amostra)(tempo da reagio)

U mol B— hidroxamato aspartico
Ede ASPase = [(H P p )]

(0,1 g )(30 min)
A curva padréo foi construida com a solugdo padrdo de B-hidroxamato
aspartico 5 mM (Sigma-Aldrich) em diferentes massas de 0,1 a 3,0 umol (Figura 9). O

preparo das soluc¢des da curva padréao esta descrito no Quadro 4.

Quadro 4: Preparacdo das solugbes padrdao para o método de [(-hidroxamato
aspartico.

B-hidroxamato

Solugao padréo Mols aspartico 5 mM Tampdo Tris-HCI pH N Cloreto
(umol) (uL) 8,6 (20 mM) (mL) férrico/TCA/HCI (mL)
Branco 0,0 0 2,000 0,50
Padrédo 1 0,1 20 1,980 0,50
Padréo 2 0,25 50 1,950 0,50
Padréo 3 0,50 100 1,900 0,50
Padréo 4 0,75 150 1,850 0,50
Padréo 5 1,0 200 1,800 0,50
Padréo 6 1,5 300 1,700 0,50
Padréo 7 2,0 400 1,600 0,50

Padréo 8 3,0 600 1,400 0,50
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Figura 9: Curva padrao em pumol de B-hidroxamato aspartico para quantificacdo da
atividade enzimatica de L-asparaginase.

Preparo das solucdes:

e Tampéao Tris-HCI 50 mM

Foi pesado 3,035 g de Tris-HCI adicionado em 500 mL de agua destilada e
ajustado o pH para 8,6 com HCI 1,0 M.

e Solucéo de L-asparagina 0,1 M

Foi pesado 0,132 g de L-asparagina (A0884; Sigma-Aldrich) adicionado em 10

mL de agua destilada. Solucéo preparada momentos antes ao inicio do ensaio.
e Solucéo de hidroxilamina 1M

Inicialmente foi preparado a solucdo estoque de hidroxilamina 2 M, mantida a
5° C — denominada Solucdo A. Também foi preparado uma solucdo estoque de
hidréxido de sédio 2 M — denominada Solucéo B.

Para o preparo da solucédo 1 M de hidroxalamina foi misturada a solugédo A com
solucéo B na proporcao de 1:1, sendo a mistura final com pH préximo de 7,0. Esta
solucdo de hidroxalamina neutralizada € instavel, portanto, a preparacao foi
neutralizada no momento do uso.

e Solucao de Cloreto Férrico / TCA / HCI

Inicialmente foi pesado 10g de cloreto férrico e solubilizada a 100mL de agua
purificada — denominada solucéo C. O cloreto férrico tem caracteristica fotossensivel
entdo foi manipulado sob a protecao de luz. Posteriormente foi preparada a solugao
D contendo 7mL de HCI 37% e 20mL de TCA 6,1M solubilizados a 100mL de agua
purificada. Ao final a solucdo C foi adicionada a solugéo D e armazenada em frasco

ambar sob refrigeragao.
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e Solucao padrédo de B-hidroxamato aspartico 5 mM

Foi pesado 7,4 mg de B-hidroxamato aspartico (Sigma-Aldrich) adicionado em
10mL de &gua ultrapurificada.

4.6 Extracdo de DNA

4.6.1 CondicOes de cultivo para isolamento de DNA

O isolado previamente armazenado em glicerol a — 80 °C foi reativado em meio
de cultura batata-dextrose-agar (BDA) a 25 £ 2 °C, durante cerca de sete dias ou até
seu completo crescimento. Para o isolamento de DNA o fungo foi cultivado em meio
batata-dextrose-agar (BDA) com agar na concentracdo de 2,0% a 25 + 2 °C em estufa
num periodo de quatro dias com o interesse de coletar micélio novo.

4.6.2 Manipulacdo de DNA genémico

A extracdo do DNA gendmico do fungo isolado foi realizada utilizando o
protocolo adaptado de Wizard Genomic DNA Purification Kit® (Promega), como
descrito abaixo. Este procedimento garante um DNA de alta qualidade, necessario
para a etapa posterior de sequenciamento.

Aproximadamente 40 mg de micélio com sete dias de crescimento em BDA
foram transferidos para microtubo de 1,5 mL contendo 4 esferas de aco (3 mm de
diametro), 600 pL de solucdo de lise (Nuclei Lysis Solution®) e 100 mg de
polivinilpirrolidona (PVP). No equipamento L-Beader 6® (Loccus Biotecnologia) a
amostra foi macerada por 90 segundos a 1.777 g e em seguida incubadas em banho
seco a 65 °C por 15 minutos, nesse intervalo o microtubo foi invertido a cada 2
minutos. Posteriormente, foram adicionados 3 pL de RNase A (20 mg/mL) e
misturados sob um vortex e incubado a 37 °C por 15 minutos. Logo, foram adicionados
200 uL da solucéo Precipitation Protein Solution® para precipitacdo de proteinas, o
tubo foi invertido cuidadosamente e centrifugado a 18.407 g por 5 minutos. Apés
centrifugagéo, o sobrenadante foi transferido para microtubo de 1,5 mL com 600 pL
de isopropanol (100%) resfriado e cuidadosamente invertidos manualmente por 5
minutos, apds incubado a — 20 °C por 5 minutos. Logo, centrifugados a 18.407 g por
5 minutos e descartado o sobrenadante conservando apenas o pellet formado no
fundo do microtubo. O pellet foi lavado com 600 uL de etanol (70%) resfriado, o
microtubo foi invertido manualmente por 2 minutos e centrifugado a 18.407 g/ 5
minutos e o sobrenadante descartado. O microtubo foi invertido sob o papel a
temperatura ambiente por no minimo 30 minutos para secagem do pellet. Apos essa

secagem o pellet de DNA foi ressuspendido em 50 pL de T.E pH 8,0 e incubado em
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banho seco a 65 °C por 1 hora, ou deixado a — 20 °C por 24 horas. A qualidade do
DNA extraido foi verificada em gel de agarose 1% e corado com GelRed Nucleic Acid
Gel Stain® (Biotium).

4.6.3 Eletroforese de &cidos nucléicos em gel de agarose 1%

Para o preparado do gel de agarose a 1% foi pesado 0,4g de agarose e
adicionado 40 mL de tampé&o TAE 1X. Para solubilizagcéo foi aquecido por 30 segundos
ou até total dissolugdo sem atingir fervura. Apés atingir 55 °C o preparado foi vertido
na cuba e aguardado 10 minutos para completa polimerizag&o. Foi depositado no gel
3uL de amostra juntamente com 3uL de GelRed Nucleic Acid Gel Stain® (Biotium)
previamente preparado. A corrida aconteceu em tampao TAE 1X em 100 V, 500 mA,
150W por 40 minutos. Apds a separacdo, para visualizacdo e fotodocumentacgéo
utilizou-se transiluminador sob luz ultravioleta. O resultado foi avaliado de acordo com
a presenca ou auséncia de banda. A estimativa dos tamanhos dos produtos
amplificados foi feita a partir de comparacao com o marcador padrao 1Kb DNA Ladder
Ready-to-use® (Kasvi).

Preparo de solucao:

e Solugédo TAE 50X

Para o preparo da solugcdo TAE 50X foi dissolvido 242 g de Tris base em 500
mL de agua destilada. Logo apo6s solubilizac&o foi adicionado 57,1 mL de &cido acético
glacial e 100 mL de EDTA 500 mM e completado o volume para 1 L com agua
destilada, com auxilio de baldo volumétrico. A solucdo foi armazenada em

temperatura ambiente.

4.6.4 Coloracédo com GelRed Nucleic Acid Gel Stain® (Biotium)
GelRed® é um corante ultrassensivel de acido nucleico fluorescente, estavel e

ambientalmente seguro, projetado para substituir o brometo de etilo altamente toxico
por coloracdo de dsDNA, ssDNA ou RNA em géis de agarose ou géis de
poliacrilamida. O GelRed® foi diluido 1:500 em agua ultrapurificada e autoclavada, e
logo acrescido 1:2 em tampéo de amostra (glicerol, 3%; EDTA 500mM ph 8,0, 0,1mM;
azul de bromofenol, 0,025%). O preparado foi mantido em temperatura ambiente e
guando realizado eletroforese foi utilizado 3uL deste preparado acrescido nas

amostras.
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4.7 Purificacao de produto de PCR e sequenciamento de DNA
Os produtos de amplificagdo foram purificados utilizando ExoSAP-IT®

(ThermoFisher Scientific, USA). O produto da PCR com volume de 9,5 pL foi diluido
com a adicdo de 6 pL de &gua ultrapura. Em outro tubo foi colocado 5 pL desse
produto diluido adicionado a 2 pL de ExoSAP-IT® sob refrigeracdo. Para atividade
das enzimas de ExoSAP-IT®, as amostras foram colocadas em termociclador por 15
minutos a 37 °C seguido por 15 minutos a 80 °C. A 37 °C a enzima exonuclease |
digere o excesso de indicadores (primers) e a shrimp alcaline phosphatase (SAP)
degrada o excesso de nucleotideos. Enquanto a 80 °C as enzimas sdo inativadas. As
amostras foram enviadas para sequenciamento na empresa Macrogen Inc. Korea,
Seul, Republica Da Coréia (http://www.macrogen.com). As sequéncias obtidas foram
analisadas com auxilio do programa MEGA v. 7 (KUMAR et al., 2016). A sequéncia
consenso foi submetida a comparacdo com aquelas no GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) utilizando-se o BLAST (basic local alignment

tool) (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) e alinhadas.

4.8 Sequenciamento do gene da L-asparaginase
4.8.1 Desenho dos primers iniciadores

Em trabalho anterior realizado por este grupo de pesquisa (Andrade, 2019),
para identificacdo da sequéncia de L-asparaginase do fungo P. cerradense, a primeira
busca foi realizada utilizando sequéncias da enzima de fungos do género Penicillium
disponiveis no Banco de Dados — GenBank (website: http://www.ncbi.nlm.nih.gov,
Centro Nacional de Informagéo em Biotecnologia — NCBI) para desenho dos primers.
Essas sequéncias foram alinhadas no programa Clustal Omega® para a verificacao
da existéncia de regides conservadas. Os alinhamentos resultantes foram analisados
e os primers desenhados de acordo com os requisitos basicos para maior eficiéncia
das reacbes de PCR. No entanto, o pareamento das sequéncias de L-asparaginase
identificadas revelou a presenca bases nitrogenadas ndo-homodlogas entre as
espécies fungicas analisadas.

Por esse motivo, primers degenerados que compreendem diferentes trechos
do gene da L-asparaginase — sequéncia anterior ao inicio do gene da L-asparaginase,
regides flanqueadoras, introns e sequéncia posterior ao gene da L-asparaginase -

foram desenhados e sintetizados (Invitrogen) (Quadro 5).
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Quadro 5: Primers degenerados construidos para identificacéo de L-asparaginase de

P. cerradense.

Primer Sequéncia (5'-3")
F1.2 AACAARGCGGAACCAACG
F2 GACARTCGRTACGATAAGC
F-ASP2 TGAGGGTTCAAGTATCCAC
F-ASP3 AGGAATCCCATTTCCATTGC
F-ASP6 CGTYGAGCTTGAATCTGAG
R-ASP2.1 TGCYAGTGGATACTTGAACC
R-ASP6 CAGGCTCAGATTCAAGCTC
R-ASP8 ATGGTGYCAATWAARAG
R1 TTAAGAATGGCATAAATCGTTG
R2 GAAGYAGTACGATAAGATCAC
R3.2 CTAGWAGATTCACAATTCCAC

Apés resultados inconclusivos para a identificacdo da sequéncia de L-

asparaginase, uma nova estratégia de desenho de primers foi realizada. Inicialmente

foi tomado como referéncia o sequenciamento do gene L-asparaginase do fungo

Penicillium sizovae, identificado por este grupo de pesquisa. Essa estratégia foi

escolhida considerando que o P. sizovae pertencente a mesma se¢ao - Seg¢ao citrina

gue o fungo em estudo, na relacéo evolutiva.

Para o desenho dos primers, a sequéncia de L-asparaginase foi submetida a

andlise utilizando OligAnalyzer Tool® (https://www.idtdna.com/pages). Nesta analise

foi observado a proporgdo de guanina/citosina, temperatura de Melt e verificado a

possibilidade de formacao de dimeros. No quadro 6 esta apresentada a sequéncia do

primers de L-asparaginase desenhados. Os primers foram desenhados para um

fragmento esperado com aproximadamente 1.200 pb.

Quadro 6: Primers de L-asparaginase a partir de P. sizovae.

Primers Sentido Sequéncia (5'- 3")
Asn Psi Senso ATG GTG TCA ATT AAG AGC TTC CTC
sn_Psiz
- Antissenso  CTA GGC ATT TGT ATT AAG AGA AAA GGT TG
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4.8.2 Amplificacéo da regido génica L-asparaginase

Para identificacdo da regido génica que expressa a enzima L-asparaginase do
isolado foi realizada PCR com os primers citados no item 4.8.1. As reac¢des foram
preparadas em volume final de 12,5 pL, contendo 6,25 pL de MyTaq PCR Master Mix,
1 pL de DNA gendmico, 0,3 pL de cada iniciador (10 pmol/ yL) e 4,65 pyL de agua
ultrapura. A reacdo controle consistiram na adicdo de todos os componentes da
reacao, exceto o DNA gendmico. O ciclo da PCR foi programado para desnaturagao
inicial a 95 °C por 1 min e 30 segundo, seguido de 35 ciclos de amplificagdo. Cada
ciclo consistiu em 20 segundos a 95 °C, 45 segundos na temperatura de anelamento
e 1 min a 72 °C e extensao final por 5 min a 72 °C. A temperatura de anelamento
utilizada no ciclo foi determinada conforme desenho dos primers. Com isso, foram
verificadas as temperaturas 52°C, 53°C, 55°C e 57°C. Os produtos das PCR foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 1% juntamente corado com GelRed e
marcador 1Kb DNA Ladder RTU com concentracdo conhecida e a visualizacdo

ocorreu sob luz UV.

4.8.3 Purificacdo de fragmentos de amplificacdo em gel de agarose

O produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1,5 % por 1
hora e 30 minutos e visualizado sob UV. Os fragmentos da amplificagdo foram
cortados do gel com auxilio de uma lamina e mantidos a — 20 °C até extracdo do gel
de agarose. Para purificacdo do fragmento e extracdo do gel de agarose foi utilizado
o kit e protocolo Quick-Start® (Quiagem). As amostras foram enviadas para
sequenciamento na empresa Macrogen Inc. Korea, Seul, Republica Da Coréia
(http://www.macrogen.com). A sequéncia consenso foi submetida a comparacdo com

aguelas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) utilizando-se o BLAST

(basic local alignment tool) (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi).

4.9 Sequenciamento do genoma

Para o sequenciamento do genoma foi extraida uma amostra de DNA gendémico
do micélio de P. cerradense (isolado de DCFS6a — um espécime de P. cerradense)
apos fermentacdo submersa em meio Sabouraund dextrose, por 3 dias a 30 °C. A
extracdo do DNA gendmico do fungo isolado foi realizada utilizando o protocolo
adaptado de Wizard Genomic DNA Purification Kit® (Promega), e uma amostra de
DNA genbmico na concentracdo de 5612,245ng/uL (260/280 = 2,01) NanoDrop foi
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enviada para sequenciamento na plataforma Illumina HiSeq 2500, empresa
StabVida® (STABVIDA, Lda, Portugal). Este processo foi realizado em colaboracao
com o Professor Jodo Inacio Silva e o Professor David Timson da University of
Brighton, Brighton — UK.

4.10 Sequéncia génica de L-asparaginase

A sequéncia nucleotidica da L-asparaginase de P. cerradense obtida do
genoma foi traduzida utilizando a traducéo e analisada contra sequéncias de bases
de dados utilizando o NCBI BLAST.

Para comparacdo as fontes de L-asparaginase disponiveis em uso clinico,
foram utilizadas as sequéncias de aminoacidos de E. coli (3ECA) e D. chrysanthemi
(2JKO0) obtidas no Protein Data Bank (PDB). Em comparacao as outras fontes de L-
asparaginase para o Género Penicillium, foram utilizadas as seguintes fontes
Penicillium chrysogenum (XP_002563013), Penicillium digitatum (XP_014538187.1),
Penicillium griseofulvum (KXG45967.1), Penicillium italicum (KGO77393.1),
Penicillium sizovae (MW291568) e Penicillium steckii (OQE28485.1). Em adicional,
espécies do género Aspergillus foram adicionados ao estudo apdés resultados de
proximidade na relacdo evolutiva de L-asparaginase, sendo eles Aspergillus
idologenus (PYI132151.1), Aspergillus ibericus (XP_025570260.1), Aspergillus
sclerotiicarbonarius (PY104731.1) e Aspergillus niger (XP_001389884.1). Os fungos
filamentosos selecionados para o estudo apresentaram atividade de L-asparaginase
anteriormente provado, sendo esses, P. chrysogenum, P. digitatum, P. sizovae e A.
niger (Mishra, 2006; Shrivastava et al., 2012; Vimal, Archana e Kumar, Awanish, 2017,
Freitas et al., 2021). E, os isolados: P. griseofulvum (Banani et al., 2016), P. italicum
(Ballester et al., 2015), P. steckii (Nielsen et al., 2017), A. idologenus, A. ibericus e A.
sclerotiicarbonarius (Vesth et al., 2018) apresentam a identificacdo de L-asparaginase
por estudo de seus genomas. Todas as sequéncias aparecem em material

suplementar (Material Suplementar A).

4.11 Caracterizacdo da proteinain silico

A sequéncia traduzida foi submetida a SMARTBLAST para realizar o
alinhamento de sequéncias multiplas as proteinas traduzidas.

A andlise evolutiva para L-asparaginase foi realizada ap0s uma curadoria de
diversas sequéncias que apresentam similaridade a L-asparaginase de P. cerradense

obtidas do GenBanK/PSIBlast. PSI-BLAST ¢é util para detectar relacdes frageis, mas
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biologicamente importantes entre proteina. O alinhamento de 35 taxas foi realizado, a
partir do dominio conservado para L-asparaginase, o software IQ-TREE® (Nguyen et
al., 2014) empregando métodos Maximum Likelihood com 1000 bootstrap replicatas.
O E. coli (ETI79984.1) foi escolhido como grupo externo (outgroup) para a analise.
As massas moleculares, valores teoricos de pl, e outras propriedades fisico-
quimicas da sequéncia de aminoacidos deduzidos foram previstos utilizando a
ferramenta ProtParam® do Expasy. O SignalP 5.0® foi utilizado para predizer a
presenca de qualquer peptideo de sinal na sequéncia traduzida. Para confirmar a
predicdo pelo SignalP foi utilizado o Phobius (https://phobius.sbc.su.se/) (Kall et al.,

2007) com HMM no mecanismo de validacdo semelhante ao SignalP. O software
Phobius prediz a por¢éo de cada regidao — N, H e C, do peptideo sinal e toda sequéncia
proteica. Na predicdo completa da proteina, o Phobius prediz se a proteina madura
atua no interior ou exterior do citoplasma.

Além disso, para determinar o tipo de L-asparaginase (I ou Il) de P. cerradense
a base de dados de dominios conservados (CDD) da NCBI e a ferramenta InterPro®
de EMBL-EBI (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) foram utilizados para a andlise de
superfamilia e dominio da proteina. Os sitios funcionais e os motifs foram
inspecionados com Prosite/EXPASY® (https://prosite.expasy.org/). A Hinge Region
(HR) e Active Site Flexible Loop (ASFL), regibes essenciais para estabilizacdo do sitio
catalitico (Lubkowski, Jacek et al., 2020), foram alinhadas e comparadas.

Os trabalhos de analise in silico foram realizados em parceria com 0s
professores Mauricio Homem de Mello coordenador do Laboratério InSiliTox do
Departamento de Farmacia da Faculdade de Ciéncias da Saude e o professor
Georgios Pappas Junior do CEL/Departamento de Biologia Celular do Instituto de

Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia.

4.12 Modelagem estrutural da proteina in silico

A modelagem molecular da estrutura tridimensional foi realizada utilizando o
software SwissModel® (https://swissmodel.expasy.org/) criando uma possivel
estrutura para determinada sequéncia de aminoacidos com base em um modelo
especifico. SwissModel® analisa a sequéncia de aminoacidos e compara com
estruturas homologas disponiveis na literatura em bancos de dados de proteinas
(PDB). Assim, o software cria uma possivel estrutura para determinada sequéncia de

aminoacidos com base em um modelo especifico. A fiabilidade do modelo de
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homologia tridimensional proposto foi avaliada utilizando analise de Ramachandran,
e a validacao posterior foi feita Verify3D (Eisenberg et al., 1997).

Para verificar um melhoramento da previsibilidade da estrutura tridimensional
da L-asparaginase, optou-se por uma modelagem utilizando o sistema de inteligéncia
artificial AlphaFold2® (Jumper et al., 2021; Varadi et al., 2021) (DeepMind/EMBL).
Nessa abordagem a rede neural profunda do algoritmo AlphaFold combina recursos
derivados de modelos homologos e de alinhamento de mdultiplas sequéncias para
predizer e gerar uma estrutura. Esse algoritmo mostra-se com precisdo notavel na
previsdo da estrutura tridimensional de proteinas com dobras desconhecidas e com

precisdo comparavel a de estruturas experimentais (David et al., 2022).

Em discussdo aos resultados, as informacdes dos dois softwares foram
consideradas. Entdo, os parametros para fiabilidade da avaliacéo in silicio foram:
GMQE (Global Model Quality Estimation) - estima a qualidade por comparacao ao
alinhamento alvo-modelo com pontuacgéo entre O e 1, refletindo a precisdo esperada
para o modelo construido por homologia; QMEANDIsCo — pontuacdo média por
residuo correlacionada com a pontuacédo LDDT, fornece uma estimativa da qualidade
das caracteristicas estruturais quanto as diferencas de distancia local de todos os
atomos em um modelo, incluindo a validacdo da plausibilidade estereoquimica (ref
STUDER e MARIANI) com pontuacéo entre 0 e 1; QSQE — estima a qualidade da
estrutura quaternaria da proteina prevista no processo de modelagem com pontuacao
entre 0 e 1; Ramachandran.

O principio de Ramachandran representa as possiveis combinacdes de
angulos nos aminoacidos em uma proteina, permitindo maior facilidade a
determinacao da estrutura secundaria em certas sequéncias. Em uma proteina, para
cada ligacao entre residuos de aminoacidos pode-se avaliar dois angulos de torcéo
no carbono a: W (psi) versus os ¢ (phi). A partir desse conceito do Principio de
Ramachandran permite-se observar o grau de confiabilidade nos célculos realizados
em comparagao alvo/modelo (Ramachandran, 1963; Hollingsworth and Karplus,
2010).

4.13 Alinhamento de Estrutura por Pares
O alinhamento de estrutura permite a comparacao entre proteinas mesmo com

relacdo evolutiva distante, e permite andlise de variacdo estrutural, mudancas

conformacionais e identificagdo de dominios estruturais comuns.
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Para comparacéao estrutural entre a enzima L-asparaginase de P. cerradense
as fontes de L-asparaginase disponiveis em uso clinico, foram utilizadas as
sequéncias de aminoacidos de E. coli (3ECA) e D. chrysanthemi (2JKO) obtidas no
Protein Data Bank (PDB). Em comparacéo as outras fontes de L-asparaginase para o
Género Penicillium e Aspergillus, foram considerados depdsitos junto ao GenBank e
com presenca de dominio conservado para a enzima.

O alinhamento de estrutura por pares foi realizado em RCSB PDB (Research
Collaboratory for Structural Bioinformatics PDB) (https://www.rcsb.org/alignment) com

o algoritmo jJFATCAT - flexibel. Os parametros de avalicdo do alinhamento foram
RMSD (desvio quadro médio da raiz) compara estrutura molecular entre alinhamento
dos atomos C-alfa, onde pontuacdes menores representam melhor alinhamento; TM-
score apresenta a medida de similaridade topolégica com pontuacéo entre O e 1, onde

valores > 0,5 representa modelos com mesma dobra de proteina.

4.14 Conservacgéao sequéncia-estrutura L-asparaginase de Penicillium

Para verificar a conservacao de residuos para L-asparaginase de espécies do
género Penicillium e Aspergillus foram considerados depésitos junto ao GenBank e
com presenca de dominio conservado para a enzima. O alinhamento dessas
sequéncias foi realizado utilizando o  servidor T-Coffee  Express

(https://tcoffee.crg.eu/apps/icoffee/do:expresso). Para sobreposicdo da variagdo de

aminoacidos a estrutura molecular de L-asparaginase foi utilizado o modelo estrutural
proposto neste estudo para L-asparaginase de P. cerradense. O mapeamento da
conservacao das sequéncias em estrutura foi realizado utilizando o programa UCSF
Chimera (Pettersen et al., 2004).

4.15 Predicado de epitopos nas células-T e determinacédo de densidade
de epitopos

O MHC-II Binding Predictions a base de dados Immune Epitope Database
(IEDB) (http://tools.iedb.ors/mhcii/) foi utilizado para predicéo de epitopos de células-T.
Para esse efeito, 0 métodos IEDB recomendado (2023.05 - NetMHCIIPan 4.1 EL) foi

selecionado (Reynisson et al., 2020) (aceso em 20 junho 2023) e utilizado os

parametros predefinidos do programa. O servidor prevé a ligacdo de peptideos a
moléculas MHC Il. O programa foi suplementado com a sequéncia de aminoacidos a
ser avaliada e a sequéncia foi fragmentada em peptideos com comprimentos de 15

residuos. Os alelos a serem avaliados foram selecionados e a analise foi iniciada.
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Os peptideos preditos como epitopos imunogénicos foram estabelecidos ao
linear com percentil < 2 ("aglutinante forte”) e < 10 ("aglutinante fraco"). Para

determinacao densidade de epitopos, o célculo de frequéncia relativa foi utilizado:
fi =

n; n;

Onde:
ni = numero de epitopos imunogénicos preditos
N = numero total de epitopos preditos pelo programa (imunogénicos e néo
imunogénicos).
2jnj = epitopes predicted immunogenic and non-immunogenic

A densidade dos epitopos de cada proteina foi determinada para os alelos HLA-
DRB1*01:01, HLA-DRB1*03:01, HLA-DRB1*04:01, HLA-DRB1*07:01, HLA-
DRB1*08:01, HLA-DRB1*11:01, HLA-DRB1*13:01 e HLA-DRB1*15:01. Esses alelos
do sistema antigeno leucocitario humano (HLA) foram selecionados para predigéo por
referéncia com alta distribuicdo global (Gonzalez-Galarza et al., 2011; Southwood et
al., 1998) e conferem uma ligacao de alta afinidade a epitopos de L-asparaginase que

levam a uma maior frequéncia de reacdes imunogénicas (Fernandez et al., 2014).

4.16 Predicado de alergenicidade dos epitopos

Para realizar a predicdo de alergenicidade das L-asparaginases o servidor
AllerTOP v.2.0® (https://www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/) (Dimitrov et al., 2014) foi
utilizado. Com este propdésito, cada um dos epitopos de células T previstos como
imunogénicos para os alelos HLA-DRB1*07:01 foi avaliado usando este programa. O
programa retorna resultados como “provavel alérgeno” e “provavel ndo-alérgeno”. A
frequéncia relativa dos epitopos alergénicos foi calculada, dividindo o nimero de
epitopos alergénico para o alelo HLA-DRB1*07:01 sobre o total de epitopos
imunogénicos previamente determinados para este alelo conforme descrito para cada

L-asparaginase na secao anterior 4.15.

4.17 Predicdo de epitopos nas células-B

A predicdo de epitopos de células B (epitopos conformacionais) foi realizado
utilizando o] servidor BepiPred-3.0
(https://services.healthtech.dtu.dk/services/BepiPred-3.0/) (Clifford et al., 2022) da

base de dados DTU Health Tech, com os parametros predefinidos do programa (limiar
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de predicao 0,1512). O servidor prevé epitopos conformacionais de células B a partir

da sequéncia da proteina.

4.18 Predicado da toxicidade

Para predizer a toxicidade da L-asparaginase foi utilizado o webserver
ToxinPred (https://webs.iiitd.edu.in/raghava/toxinpred/index.html) (Gupta et al., 2013)
para prever 0s peptideos toxico/nao toxico identificando regibes que contribuem para
a toxicidade da proteina. Para esse efeito o0 método SVM (Swiss-Prot) based foi
selecionado. O programa foi suplementado com a sequéncia de aminoacidos a ser
avaliada e a sequéncia foi fragmentada em peptideos com comprimentos de 10

residuos.

4.19 Mapeamento de epitopos

O mapeamento de epitopos foi realizado nas estruturas monomeéricas
modeladas de asparaginase com Dassault Systemes BIOVIA
(https:/lwww.3ds.com/products-services/biovia/). BIOVIA Discovery Studio v. 2021 foi
usado para gerar os resultados gréficos (Biovia, 2021).

4.20 Clonagem e expressao de L-asparaginase em E. coli por pET28a

O desenho e engenharia realizados neste trabalho, para clonagem e expressao
heter6loga de L-asparaginase em E. coli, foram construidos em parceira com a
professora Eliane Ferreira Noronha, coordenadora do Laborat6rio de Enzimologia do
Departamento de Biologia Celular do Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia.

A sequéncia fungica codificante para a enzima L-asparaginase de P.
cerradense foi identificada em parceria com o Prof. Jodo Inacio Silva, da Univesity of
Brighton, Brighton - UK, e posteriormente foi clonada em E. coli. Os vetores pET28a
contendo a sequéncia de L-asparaginase foram obtidos da empresa Genome® e
inicialmente clonados em E. coli DH10B para aumentar o nimero de plasmideo e
possibilitar posterior transformagdo em E. coli BL21(D3). O vetor de expressao

utilizado como backbone foi pET-28a(+) (Novagen).

4.20.1 Preparo de células termocompetentes

Para a transformacdo genética, o preparo de células termocompetentes das
cepas de E. coli DH10B e BL21 (DE3) foi realizado conforme protocolo descrito por
Chang et al. (2017). As cepas de E. coli DH10B e BL21 (DE3) foram cedidas pela
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professora Eliane Ferreira Noronha, coordenadora do Laboratério de Enzimologia do

Departamento de Biologia Celular do Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia.

O pré-indculo foi realizado em cultivo com meio liquido 1 mL LB (Luria Bertani)
em tubo de 2mL, pH 7,5 com uma colonia da linhagem de E. coli desejada.
Inicialmente, o cultivo foi incubado em agitador orbital sob 200 rpm, a 37 °C, overnight.
Apds, esse conteudo da cultura foi transferido para um frasco Erlenmeyer de 500 mL
contendo 99 mL de meio LB e incubado novamente em agitador orbital a 200 rpm, 37
°C por 4 h. Posteriormente, o cultivo foi dividido em dois tubos conicos de 50 mL e
mantidos em banho de gelo, durante 20 minutos. Apos esse periodo, o cultivo foi
centrifugado por 1680 x g, 10 minutos a 4 °C. Descartou-se o sobrenadante e o pellet
foi ressuspendido em 20 mL de solucdo de CaCl2 0,1 M e incubou-se no gelo, durante
30 minutos. Para uma segunda lavagem, a cultura foi centrifugada nas mesmas
condicBes, descartou-se o sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em 5 mL de uma
solugdo de CaCl2 0,1M + 15% de glicerol. Por fim, aliquotas de 200 pL foram
transferidas para criotubos. As culturas de células competentes foram congeladas em

nitrogénio liquido e armazenadas em freezer — 80 °C.
Preparo das solugdes e meio de cultivo:

e Meio de cultivo LB (Luria Bertani - KASVI)
Foi pesado 25 g de meio LB (Luria Bertani) em 1000 mL de &gua destilada.

e Solugéo de CaCl20,1 M
O preparado de solucéo estoque CaClz2 1 M foi realizado pesando 11,1 g de
CaClz anidro solubilizado em &agua destilada para 100 mL e submetida a
filtracdo a 0.22um. Para a solugéo de CaCl2 0,1 M foi a adicionado 10 mL de
CaCl2 1M em 90 mL de agua destilada.

e Solugao de CaCl2 0,1M + 15% de glicerol
Foi adicionado 6mL de CaClz 1M com 9mL de glicerol a 45mL de é&gua

destilada.

4.20.2 Transformacao genética de cepas de E. coli

Apbs o preparo de células termocompetente, a transformacdo genética das
cepas de E. coli DH10B e BL21 (DE3) foi realizada conforme descrito por Aragao;
Rech (2015), utilizando os vetores pET28a(+)-L-ASNase_Pc e pET28a(+). Sendo
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esse ultimo, o vetor a ser considerado como controle negativo em todos o0s

experimentos por ndo conter o gene de expressdo para L-asparaginase.

Em um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL previamente refrigerado foi
transferido uma aliquota de 100 pL da suspensdo bacteriana de células
termocompetentes e adicionado o volume correspondente para 20 ng de plasmideo
as células, misturando-o cuidadosamente, e incubado em banho de gelo por 30
minutos. Posteriormente, transferiu os microtubos para o banho-maria a 42 °C durante
90 segundos. Logo em seguida, os microtubos foram novamente submetidos a banho
de gelo durante 2 minutos. Apds esse periodo, foi adicionado de 900 uL meio LB em
cada microtubo e homogeneizado suavemente. Para crescimento, os microtubos
foram transferidos para estufa a 37 °C por 45 minutos. Apés esse periodo, as células
foram concentradas por meio de centrifugacdo a 20590 x g por 30 segundos. Em
seguida, foi eliminado 900 uL do sobrenadante e as células ressuspendidas com 100
ML de meio LB restante no tudo. Por fim, a cultura bacteriana foi semeada em placa
de Petri contendo meio LB suplementado com Canamicina 50 ug/mL. As placas foram

entdo incubadas em estufa de crescimento a 37 °C overnight.

Apbs o periodo de crescimento foram selecionadas: 1 colénia de E. coli DH10B
pET28a(+)-L-ASNase_Pc; 1 colonia de E. coli DH10B pET28a(+); 1 colbnia de E. coli
BL21 (DE3) pET28a(+); e 10 colénias de E. coli BL21 (DE3) contendo o vetor
pET28a(+)-L-ASNase_Pc. Essas coldnias foram devidamente isoladas em uma nova
placa meio LB suplementado com Canamicina 50 pg/mL, e, posteriormente,
submetidas a extracdo de DNA plasmidial e confirmacéo da transformacéo por PCR

4.20.3 Preparo de estoque de células

Para o preparo do estoque padronizado, os clones foram submetidos ao
processo de criopreservacao, conforme descrito por Barros (2020). O microrganismo
foi inoculado em 50 mL de meio LB suplementado com Canamicina 50 pg/mL em
Erlenmeyer® de 250 mL, sob agitagao 180 rpm a 37 °C. Em fluxo laminar, a cada duas
horas foi retirada assepticamente uma aliquota de 500 pL do cultivo e transferida para
microtubo. A aliquota foi centrifugada a 10.000 g, 4 °C por 10 minutos. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado celular ressuspendido em 1 mL de NaCl 0,85%. Em
seguida, a suspensao foi submetida a leitura da densidade 6tica a 600nm (ODeoo) em

espectrofotdbmetro junto ao branco da amostra (1 mL de NaCl 0,85%). Quando a
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densidade atingiu 1,5 - 2,0 o cultivo foi interrompido e transferiu-se uma aliquota de
40 mL para um tubo coénico de 50 mL e centrifugada a 10000 g, 4 °C por 10 minutos.
Apdés essa concentracdo, o0 sobrenadante foi descartado e pellet celular
ressuspendido em 40 mL de meio de criopreservacédo (85% LB estéril suplementado
com Canamicina 50 pg/mL / 15% de glicerol estéril). Aliquotas de 500 uyL da
suspensao celular foram transferidas para criotubos, congeladas em nitrogénio liquido

e armazenadas em freezer -80 °C.

4.20.4 Extracdo de DNA plasmidial

ApOs o crescimento em placa, os clones foram levados ao crescimento em tubo
cbnico de 50 mL contendo 15 mL de meio LB suplementado com Canamicina
50 pg/mL sob agitacéo constante de 200 rpm a 37 °C overnight. ApGs o cultivo, as
células foram submetidas a extracdo de DNA plasmidial conforme protocolo Kit Pure
Link — Quick Plamid Miniprep® (Invitrogen). Apos isolamento de DNA plasmidial, as
amostras foram conferidas por eletroforese em gel de agarose 0,8% em TAE coradas
com SYBR Safe DNA Gel Stain® (Invitrogen), conforme especificacdes dos
fabricantes. O marcador molecular GeneRuler 1Kb DNA Ladder® (Thermo Scientifc).
A pureza do DNA foi avaliada espectrofotometria pela relacdo de absorbancia Azso/
A2so (De-Souza et al., 2016).

4.20.5 Selecgéo de clones transformantes por PCR

Para confirmacédo da transformacéo genética dos clones isolados foi realizada
PCR com preparacdo em volume final de 20 uL, conforme descrito a seguir: 0,1 yL de
GoTaq DNA Polymerase® (5 U/uL) (Promega); 4 uL de GoTaqg Reaction Buffer®
(Promega); 0,4 uL de PCR Nucleotide Mix 10 mM (Promega); 1,2 uLde MgCl2 Solution
(Promega); 2 pL primer forward. 10 uM (5-GGTGCAATGGTCGTTATGAA-3); 2 uL
primer reverse 10 pM (5-TGGCATGGTTGAAGGAAGTA-3) e 9,3 uL de agua
destilada autoclavada e 1 uyL de DNA molde (100 ng/pL). Ao controle negativo da
reagao, foi adicionado 1 pL de agua em substituicdo ao DNA. O ciclo da PCR foi
programado para desnaturacao inicial a 94 °C por 5 minutos, seguido por 30 ciclos de
amplificagdo. Cada ciclo consistiu em desnaturagédo a 94 °C por 30 segundos;
anelamento a 54 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 30 segundos. Por fim,
extensao final a 72 °C por durante 5 minutos. Os produtos da PCR foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose 1,2% corado com SYBR Safe DNA Gel Stain®
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(Invitrogen) e marcador 1Kb Plus DNA Ladder® (Invitrogen) para visualizacdo dos

amplicons.

4.20.6 Cultivo de E. coli BL21(DES3)

No primeiro momento, um pré-indculo foi preparado em tubos conicos de 15
mL contendo 5 mL de meio LB suplementado com Canamicina 50 ug/mL adicionados

de 50 uL de cultura criopreservada e levado ao agitador a 200 rpm, 37 °C, overnight.

Em seguida, foram preparados indculos em frascos Erlenmeyer de 250 mL
contendo 30 mL de meio LB suplementado com Canamicina 50 ug/mL para ODeoo 0,1
inicial. As culturas foram submetidas a cultivo em agitador a 200 rpm, 37 °C. Apés 5
horas, as culturas foram induzidas com 0,5 mM de IPTG e retornaram para o agitador,

sob as mesmas condicdes previamente descritas, por 18 h.

ApGs o processo fermentativo, o cultivo foi submetido a centrifugacao em tubos
conicos de 50 mL a 8000 x g, 15 min, 4 °C. O sobrenadante foi descartado e adicionou-
se 10 mL de tampédo PBS 1x. A suspencao foi submetida a agitacdo em vortex para
homogeneizacdo. Em seguida, a amostra foi sonicada em banho de gelo, em
processador ultrassonico de ponteira (Vibra-Cell®), ponteira 1/8”, durante 7 minutos
(pulse 30 seg ON, 45 seg OFF), amplitude 30%. O lisado celular foi centrifugado a
10000 x g, 10 min, 4° C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo cénico de
15 mL, e passa a ser denominado de fracdo soluvel. O pellet restante foi
ressuspendido em 10 mL de tampéao PBS 1x, e passa a ser denominado de fracao

insolavel. As amostras foram congeladas em freezer —20 °C.

Os extratos proteicos tiveram seu teor de proteinas totais determinados pelo
método BCA por Kit de BCA Pierce Protein Assay Kit® (ThermoFisher Scientific,
USA), conforme descrito no item 4.4., e, foram utilizados nos ensaios de determinagao

de atividade enzimatica de L-asparaginase, conforme descrito no item 4.5.1.
Prepara de solucéo:
e Tampéo PBS 1x

Foi pesado NA2HPO4 — 1,14 g, KH2PO4 — 0,2 g, NaCl — 8 g, KCI - 0,2 g

solubilizados em agua destilada para 1 L, e pH ajustado para 7,4 com HCI.
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4.21 Avaliacdo da expressédo de L-ASNasePC
4.21.1 Precipitacédo de proteinas com TCA

Para precipitacéo de proteinas, o volume equivalente a 40 ug de proteinas, foi
transferido para um microtubo, e a ele foi adicionado volume suficiente para a
propor¢ao de 1000 uL extrato proteico : 133 uL de acido tricloroacético 75% (TCA)
(Migliolo e Oliveira, 2014) previamente gelado, homogeneizada cuidadosamente em
vortex e incubada overnight a 4°C. Posteriormente a amostra foi centrifugada em
10000 x g, 4°C por 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o
concentrado foi lavado com 1 mL acetona fria por 3 vezes seguido de centrifugagbes
conforme descrito anteriormente. As amostras permaneceram a temperatura
ambiente por 3 minutos para eliminacéo total do solvente restante. O pellet formado

foi ressuspendido em 20 uL de tampéao adequando a metodologia de analise posterior.

4.21.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A avaliacdo da expressao de L-ASNase foi realizada por eletroforese em gel de
poliacrilamida 12% sob condi¢cdes desnaturantes com dodecilsulfato de sédio (SDS-
PAGE), conforme (Laemmli, 1970). Géis de poliacrilamida foram formados por
copolimerizacéo de acrilamida 29,2% e bis-acrilamida 0,8% na presenca de persulfato
de amoénio (APS) 10% e tetrametiletiienodiamina (TEMED). O gel concentrador foi
preparado a 4,5% (v/v).

Apbs determinacdo de proteinas totais das amostras, 40 ug de proteina foi
diluida em 20 uL de tampéo de amostra (Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8; SDS 2%, azul de
bromofenol 0,01%; glicerol 25% e B-mercaptanol 5%) e aquecida por 5 minutos a
100°C. Uma aliquota de 20 pyL das amostras concentradas foi aplicada no gel de
poliacrilamida 12%. A eletroforese foi realizada em sistema cuba vertical (miniVE- GE
Healthcare Life Science) com tampao de corrida (Tris-HCI 125 mM, glicina 192 mM e
SDS 0,1% (v/v), pH 8,3) a temperatura ambiente com amperagem constante inicial de
13 mA e voltagem variando de 200V percorrendo o gel concentrador e 300V no gel
separador. Como marcador de massa molecular foi utilizado kit de baixo peso
molecular (Low Molecular Weight GE Healthcare) contendo as proteinas fosforilase b
(97 kDa), soroalbumina bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbbnica
(30 kDa), inibidor de tripsina (30,1 kDa) e a-lactalbumina (14,4 kDa). Os géis foram

corados com solugcéo de Coomassie Blue para visualizacéo das bandas das proteinas.
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O gel foiimergido em solucéo de coloracéo (Azul de Coomassie R-250 0,25%, metanol
45%, acido acético 10% e agua destilada), incubado overnight a temperatura
ambiente. Em seguida, o gel foi imergido em solucdo para descoloracdo (metanol
45%, acido acético 10% e agua destilada) e incubado sob leve agitagcéo, trocando a

solucéo quando necessario.

4.21.3 Western Blotting

A partir da avaliagdo por SDS-PAGE foram selecionados os trés melhores
clones quanto a expressao de L-asparaginase. E, em seguida, avaliada a expressao
da enzima por Western Blotting utilizando o marcador PageRuler Prestained Protein
Ladder® (ThermoFisher Scientific, USA) variando 10 kDa a 180 kDa.

ApoOs a separacao das fracOes proteicas em gel de poliacrilamida, conforme
item 4.21.2, foi realizada a transferéncia eletroforética para uma membrana para uma
membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) previamente umedecida em tampao
de transferéncia. A transferéncia de proteinas foi realizada em sistema semi-seco sob
corrente constate de 14 V por 1h30min. A qualidade da transferéncia foi verificada
corando-se o gel pés-transferéncia com Comassie Blue e tampéo de transferéncia.
No processo de imunodeteccdo, o bloqueio inespecifico foi realizado com leite
(solucao de bloqueio) durante 2 h, em temperatura ambiente, sob leve agitacdo. Por
fim, a membrana foi submetida em solugdo de incubacdo contendo o anticorpo
primario — Anticorpo monoclonal Anti-HisTag fusionado a HRP (Invitrogen), na diluicao
de 1:5000 (ou seja, 1 yL para cada 5 mL de solu¢do de incubacgéo), por 1 h, a
temperatura ambiente, sob leve agitacdo. Apds a incubacdo com o anticorpo, a
membrana recebeu trés lavagens com tampao TBSt por 10 min cada. Para deteccao
das bandas, a membrana foi exposta a Pierce™ ECL Western Blotting Substrate Kit®
( ThermoFisher Scientific, USA) por 1 min com revelacdo por quimioluminescéncia,
por deteccéo de peroxidase de horseradish, enzima fusionada ao anticorpo. O filme
foi revelado em fotodocumentador sendo evidenciado os “blots” correspondente a L-

asparaginase HisTag.
Preparo das solugdes:

e Tampao de transferéncia
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Foi preparado o tampéao Tris/Glicina 5x pesando 15,15 g e 72g de glicina

solubilizados em agua destilada para 1 L e pH ajustado para 8,3.

Para o tampao de transferéncia (Tris 12,5 mM, glicina 960 mM, metanol 20%,
pH 8,3) foi dissolvido 20 mL de metanol em 60 mL de agua. Em seguida, adicionar 20

mL do tampéao Tris/Glicina 5x.
e Tampéo Tris-Base Salino + Tween-20 (TBSt)

Para o preparo do tampéo foi pesado 2,4 g de Tris base, 8,8 g de NaCl e
adicionado 1 mL de Tween-20 solubilizados em agua destilada para 1 L. O pH
foi ajustado para 7,6. (TBSt — Tris 20mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0,1%, pH
7,6)

e Solugao de bloqueio
A solucéo foi preparada pesando 2,5 g de leite em pé desnatado e solubilizado
em TBSt para 50 mL.

e Solucgéo de incubagéo
Foi adicionado 1 yL do anticorpo a 5 mL da solugao de bloqueio.

4.22 Avaliacéo da extracdo de proteinas de E. coli BL21 (DE3)
Apo6s selecdo do clone transformado de E. coli BL21 (DE3), as células

microbianas foram submetidas a ruptura por processador ultrassonico (Vibra-Cell®) e

verificado trés metodologias de sonicacéo para a extracdo de proteinas.

Para essa avaliacdo, o pré-indculo E. coli BL21 (DE3) foi realizado em um tubo
cbnico de 50 mL, contendo 15 mL de meio LB, suplementado com Canamicina 50
Mg/mL e incubado em agitador a 200 rpm, 37 °C, overnight. Para etapa de inducéo,
um inéculo desse cultivo foi realizado com O.D.s00 0,1 em Erlenmeyer de 1 L contendo
300 mL de meio LB suplementado com Canamicina 50 ug/mL, e incubado em agitador
a 200 rpm, 37 °C por 3 h. Apés esse periodo, foi adicionado IPTG para concentracéo

final de 1 mM e incubado novamente no agitador por 18 h.

Em seguida, foi transferido o contendo de 50 mL de caldo fermentado em 3
tubos cénicos de 50 mL. O caldo foi centrifugado a 8.000 x g a 4 °C por 15 minutos e
descartado o sobrenadante. Repetiu-se a etapas anterior, a fim de utilizar todo

fermentado. Para ressuspender as células, foi adicionado 10 mL de tampéao de lise
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Tris-HCI 50 mM + 1mM de PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonil) + 5 mM EDTA, pH 8,6

e homogeneizada sob agitacdo em vortex.

Para avaliar a extracdo de proteinas, as amostras foram submetidas a trés
diferentes programas de sonicacdo em banho de gelo — Sonicador Vibra Cell®,
Ponteira VC-50 ¥4” Microtip.

e Método 1, conforme descrito por Costa-Silva et al. (2018);
a. 7 minutos;
b. Pulse:
i. 30 seg ON;
ii. 45 seg OFF;
c. Amplitude: 30%.
e Método 2, adaptado de Upadhyay et al. (2014);
a. 10 minutos;
b. Pulse:
i. 1 min ON;
ii. 1 min OFF;
c. Amplitude: 30%.
e Meétodo 3, adaptado de Lima (2019)
a. 15 minutos;
b. Pulse:
i. 1segON;
ii. 1segOFF;
c. Amplitude: 30%.

Em seguida, o lisado celular foi centrifugado a 8 000 x g, 10 min, 4 °C, o
sobrenadante recuperado (fracdo soluvel) e o pellet foi lavado com 40 mL de agua
ultrapura gelada. O lisado celular foi novamente lavado, seguindo centrifugacéo a 8
000 x g, 10 min, 4 °C, descarte de sobrenadante e o pellet lavado com 20 mL de agua
ultrapura, homogeneizado em vértex. Posteriormente, centrifugado a 8 000 x g, 10
min, 4 °C, descarte de sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em 5 mL de tampé&o
de lise celular (fragéo insoluvel). Os extratos proteicos foram congelados em freezer -
80 °C. O perfil da extracdo de proteinas foi avaliado por eletroforese em em SDS-
PAGE 12%, conforme descrito no item 4.21.2.
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4.23 Curva de crescimento
Apoés selecdo do clone transformado de E. coli BL21 (DE3), a curva de

crescimento foi construida utilizando o meio de cultivo LB suplementado com
Canamicina 50 upg/mL. Inicialmente, com pré-indculo de 50 pL de suspensao de
células em tubo coénico de 50 mL, contendo 15 mL de meio LB suplementado com
Canamicina 50 pg/mL, incubado em agitador a 200 rpm, 37 °C, overnight. O volume
de 1 mL do cultivo foi coletado em condi¢des assépticas e mensurado a densidade
celular (ODeoo). A partir dessa cultura, foi preparado em triplicata cultivos em
Erlenmeyer de 500 mL, contendo 100 mL de meio LB suplementado com Canamicina
50 pg/mL, e ODsoo inicial de 0,1. Em seguida, os cultivos foram incubados em agitador
a 200 rpm e 37 °C. A cada duas horas, o volume de 1 mL de cultura foi retirado em
condi¢cdes assépticas para determinacdo da densidade Otica em espectrofotdmetro

(ODsoo). As leituras foram realizadas até que o cultivo atingisse a fase estacionaria.

4.24 Avaliagcédo dos parametros de cultivo
Os parametros de cultivo avaliados foram concentragdes de IPTG (0,1,0,5e 1

mM) e tempo (0, 2, 4, 8, 12, 20 e 24 h), em temperatura a 37 °C pos inducdo. Para
essa avaliacéo, o pré-indculo foi realizado com 50 uL de células de E. coli BL21 (DES3)
e 20 mL de meio LB suplementado com Canamicina 50 pg/mL em tubos cdnicos de
50 mL e incubado em agitador a 200 rpm, 37 °C, overnight.

Em seguida, o experimento foi conduzido em triplicata para cada ponto de
andlise. O indculo foi preparado com 10 mL de meio LB suplementado com
Canamicina 50 ug/mL em tubos cénicos de 50 mL, para ODeoo 0,1 inicial. Os inGculos

foram incubados em agitador a 200 rpm, 37 °C.

A inducéo ocorreu apés 2h30 horas (ODsoo = 0,9), corresponde a OD de fase
log estabelecida anteriormente pela curva de crescimento. Nesse tempo, as culturas
foram induzidas com IPTG e retornaram para o agitador sob as mesmas condi¢des
previamente descritas. Para verificar as condi¢des em relacdo ao tempo pos inducao,
foram coletados cultivos de cada concentracao de IPTG (0,1, 0,5 e 1 mM), nos tempos
0,2,4,8,12,20e 24 h.

Apés o cultivo, a extracdo de proteinas do caldo fermentado foi realizado
conforme Método 2, adaptado de Upadhyay et al. (2014) descrito no item 4.22. Para

verificar o perfil de expressdo de proteinas, as amostras das fracdes soluvel e
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insollvel foram submetidas a eletroforese em SDS-PAGE, conforme descrito no item
4.21.2.

4.25 Anédlise estatistica

Para andlise estatistica foi usado o software GraphPad Prism® Version 6.01.
Avaliou-se a distribuicdo dos dados, de modo que dados com distribuicdo normal,
aplicou-se teste paramétrico (dados representados por média e desvio padrdo) e
dados com distribuicdo ndo normal aplicou-se testes ndo paramétrico (dados
representados por mediana e intervalos interquartis). Os testes utilizados para cada
analise dos experimentos estdo descritos nas legendas dos gréaficos representativos.

A diferenca significativa foi considerada para os valores de p < 0,05.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Producao de L-asparaginase

O fungo filamentoso deste estudo foi selecionado a partir de triagem de
produtores de L-asparaginase isolados do solo do Cerrado do Centro-oeste, em
trabalho realizado por este grupo do Laboratério de Controle de Qualidade e Produtos
Naturais — Faculdade de Ciéncias da Saude; UnB; Brasilia (DF) (Freitas et al., 2021).
No trabalho de caracterizacdo morfo-molecular em colaboracdo com o Laboratdrio de
Fitopatologia (IB) Prof. Dr. Danilo Pinho, o isolado foi identificado como nova espécie
do género Penicillium (Penicillium cerradense) pertencente a secao Citrina (Andrade
et al., 2021, Freitas et al., 2021).

Para a determinacédo da producdo de L-asparaginase pelo fungo Penicillium
cerradense isolado do solo do Cerrado brasileiro, foram conduzidos experimentos em
triplicata. A atividade encontrada no micélio foi 0,82 £ 0,032 U/gcsiuias €m meio de
cultivo Czapek Dox® modificado (CDM). Shrivastava e colaboradores (2012)
produziram L-asparaginase a partir de Penicillium digitatum, espécie do mesmo
género em estudo, utilizando o meio composto por glicose 2 g/L, L-asparagina 10 g/L,
KH2P04.7H20 1,52 g/L, KCI 0,52 g/L, MgS04.7H20 0,52 g/L, tracos de CuNO3.3H20,
ZnS04.7H20, FeS04.7H20 em pH 6,2. Nessas condicbes mensuraram 363,80 Ul/mL
de atividade da enzima no extrato bruto (Shrivastava et al., 2012). Em meio de cultura
semelhante, Gurunathan e Sahadevan (2012) em trabalho de otimiza¢&o da producéo

de L-asparaginase pela espécie Aspergillus terreus obtiveram 43,29 Ul/mL. Sarquis et
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al. (2004) utilizaram o meio CDM comparando fontes diferentes de nitrogénio
utilizando as espécies Aspergillus terreus e Aspergillus tamarri e quantificaram 58,8
U/L e 38 U/L, respectivamente, de L-asparaginase em suas melhores condic¢des.

Mesmo buscando na literatura trabalhos com meio de cultivo semelhante para
a producao da enzima L-asparaginase, identifica-se uma dificuldade na comparacéo
dos resultados obtidos entre os trabalhos, uma vez que as unidades de atividade
reportadas nem sempre sdo as mesmas entre os trabalhos existentes e os métodos
aplicados para quantificar a enzima séo diferentes. Neste estudo, a quantificagéo da
atividade de L-asparaginase foi realizada pelo método do &cido L-aspartil-3-
hidroxamato (Drainas et al., 1977) e a maioria dos estudos reportados na literatura
quantificam a enzima pelo método de Nessler (Freitas et al., 2019).

E importante destacar que o método de Nessler quantifica a atividade de L-
asparaginase por medida indireta, com a determinagcédo da concentracdo de amodnia
livre no meio (Imada, 1973). No entanto, sabe-se que a ambnia também pode ser
gerada em processos de cultivo submerso por microrganismos. Desta forma, essa
amoénia proveniente do processo “fermentativo” ou do préprio meio de cultivo
superestimar a concentracdo da enzima L-asparaginase quando quantificada pelo
reagente de Nessler, interferindo no resultado com valores de atividade enzimatica
maiores do que o real (Freitas et al., 2019).

Em trabalho de avaliacdo da fermentacdo submersa por P. cerradense, os
resultados obtidos com Placket-Burman Experimental Design mostraram uma
variacdo de atividade de L-asparaginase de 0,47 a 1,77 U/gcsiulas € com Delineamento
Fatorial Fracionado mostraram uma variacao de de 1,10 a 2,36 U/ gcelulas (Andrade et
al., 2021).

Para verificar o aumento da producédo de L-asparaginase por P. cerradense,
este trabalho propde a expressao heterdloga desta enzima em sistema de E. coli BL21
(DE3) utilizando o vetor pET-28a. Os resultados da expressdo heterdloga de L-
asparaginase de P. cerradense em sistema de E. coli estédo apresentados no item 5.7.

Em paralelo, foi realizado o trabalho de identificacdo da sequéncia codificante para
a enzima L-asparaginase de P. cerradense juntamente com a sua caracterizagao de
fungbes biofisico-quimicas e caracteres imunogénicos, e elucidacdo da estrutura

molecular.
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5.2 Extracao, amplificacéo e purificacdo de DNA gendmico

A extracdo de DNA gendmico de P. cerradense foi realizada utilizando dois
espécimes e seguindo o protocolo adaptado de Wizard Genomic DNA Purification Kit®
(Promega). A qualidade do DNA extraido foi verificado em gel de agarose 1% e
revelado por GelRed® (Biotium) em transluminador ultravioleta, conforme ilustrado
pela Figura 10. O DNA extraido dos espécimes P. cerradense por este protocolo esta
depositado sob a inscricdo 2088 (P. cerradense a) e 2089 (P. cerradense b), e
preservado a -20 °C, na colecdo de DNAs do Laboratorio de Fitopatologia do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia (Brasilia-DF) sob a supervisao do
Prof. Dr. Danilo Batista Pinho.

Figura 10: Gel de quantificacdo da extracdo de DNA gendmico do fungo P.
cerradense. Espécime: (1) Penicillium cerradense a; (2) Penicillium cerradense b.

5.3 Identificacéo do gene de L-asparaginase

A partir dos genomas completos de Penicillium citrinum DSM1997, Penicillium
citrinum JCM22607 e Penicillium steckii MLKD01000003 encontrados na base de
dados GenBank®, a sequéncia do gene da L-asparaginase desses isolados foi
avaliada por homologia a outras sequéncias do gene descritas em outras espécies de
fungos e publicadas na base de dados. Desta forma, primers degenerados foram
desenhados e testados na amplificacdo de regides do DNA gendmico de P.
cerradense devido a sua proximidade taxonémica com P. citrinum e P. steckii (Quadro
7).
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Quadro 7: Combinacdo de primers testados para a identificacdo do gene da L-
asparaginase de P. cerradense.

Primers
Amplicon (pb)

Forward Reverse

F1.2 RASP2.1 560

F2 R2 1709
FASP3 R2 863
FASP2 RASP6 863

F2 RASP2.1 1020

No entanto, a PCR realizada com essas combinac¢des de primers desenhados
a partir das sequéncias da L-asparaginase de P. citrinum e P. steckii ndo revelou a
amplificacéo de regides do DNA gendmico de P. cerradense. Um estudo das variaveis
presentes em uma reagdo de PCR, como variagbes de temperatura, concentragcdes
de DNA foi realizado com o intuito de otimizar as amplificacdes desejadas. Porém,
mesmo assim, nas condi¢des avaliadas néo foi possivel amplificar regides do DNA
gendmico do fungo em estudo.

Sendo assim, foi realizada outra estratégia utilizando o primer desenhado a
partir regido génica de P. sizovae que expressa a enzima L-asparaginase —
identificada pelo grupo. Por inicio, foi realizado o trabalho de otimizacdo da
temperatura de anelamento com amostras do DNA genémico do fungo P. cerradense.
Incialmente as temperaturas verificadas foram 53°C e 55°C, correspondendo as
temperaturas indicadas para todos os primers desenhados. E, ainda comparado a
concentracdo de DNA na reacdo. Nessas condi¢cbes, o primer AsnPsiz apresentou

amplificacéo inespecifica (Figura 11).
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Figura 11: Perfil eletroforético em gel de agarose a 1% para os fragmentos
amplificados com os primers AsnPsiz a 53 °C (1) e 55 °C (2) temperatura de
anelamento, (*) DNA diluido 1/5. Marcador 1Kb (M). Controle negativo (CN).

Com a finalidade de maior especificidade na etapa anelamento, um aumento
na temperatura foi estipulado, sendo verificada a amplificacdo a 57°C. Nessa
condicdo, o primer AsnPsiz ainda continuou inespecifico com varios fragmentos de

amplificagéo (Figura 12).

Figura 12: Perfil eletroforético em gel de agarose a 1% para os fragmentos
amplificados com os primers AsnPsiz a 57 °C (1) temperatura de anelamento,
Marcador 1Kb (M). Controle negativo (CN).

Das temperaturas verificadas para amplificacdo do primer sintetizado, a 55 °C
foi possivel observar em gel de agarose um fragmento proximo de 1.300 pb, tamanho
esperado para a enzima L-asparaginase. Sendo assim, essa condi¢éo foi considerada
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para etapa de purificacdo do fragmento de amplificacdo em gel de agarose. Dois
fragmentos foram considerados para sequenciamento. Ambos os fragmentos nao
apresentaram boa qualidade de sequenciamento e ndo apresentou equivaléncia ou

semelhanca a nenhuma sequéncia de L-asparaginase depositada no GenBank®.

Os resultados de amplificacdo com o primer sintetizado utlizando as
temperaturas 53, 55 e 57 °C n&o corresponderam a indicacéo da regido génica de L-
asparaginase mesmo as PCR sendo conduzidas com MyTag PCR Master Mix,
equivalente a um mix otimizado para a reacdo. Esses resultados podem contribuir
como informacdes preliminares para desenho de novos experimentos quanto a
amplificac@o da regido L-asparaginase para o fungo P. cerradense e outras espécies

do género Penicillium.

Apoés algumas buscas para obter a sequéncia da enzima L-asparaginase do
fungo P. cerradense por meio de metodologias empregando primers conservados e
degenerado, juntamente com o professor Jodo Inacio Silva, colaborador deste
trabalho da University of Brighton, Brighton, UK, compreendeu-se que a melhor
estratégia para 0 sequenciamento do gene da enzima de interesse seria 0
sequenciamento do genoma completo deste fungo.

Com o sequenciamento do genoma e analise dos dados obtidos em
comparacao a outras sequéncias de L-asparaginase presentes na literatura e nos
bancos de dados (Clustal Omega® e BLAST), obteve-se a sequéncia consenso para
a enzima L-asparaginase de P. cerradense (Figura 13). A sequéncia de nucleotideos
de L-asparaginase de P. cerradense foi submetida no GenBank® sob o nimero de
acesso MT742156.

O gene da L-asparaginase foi identificado a partir dos contigs de
sequenciamento do genoma de P. cerradense. O produto da analise por Clustal
Omega® e BLAST/NCBI para a sequéncia de L-asparaginase apresenta 1251 pb.
Esse comprimento de fragmento assemelha-se a sequéncias de L-asparaginase de
espécies de Penicillium como P. chrysogenum Wisconsin (143695) 1140 pb, P.
digitatum (9096) 1218pb, P. brevicompactum (61615) 1140pb, P. canescens (394109)
1134pb, P. lanosocoeruleum (383846) 1140pb, P. thymicola (250489) 1140pb e P.
sizovae (MW291568) 1278 pb.
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ATGGTTATCAGAACGATCATCATCTCCCTCTTGGCAATTGTCGCCTCGGGCTCACCTGTTCACAAACC
CCAGAGCAGCAGCACAAAATATGTTTACACCAATTCAAATGGATTGAATTTCACGCAGATGAATCCCG
GTCTTCCTAATATAACCATTTTTGGCACTGGTAAGTTGATAAGTTCACCCTGCTGACTCTTGTCAGCT
TATTCATATAATGACATCTTGTATAGGAGGAACTATTGCGGGTTCTGGATCAAGTTCAACAGCAACAA
CTGGGTATACAGCCGGCGCTGTCGGTATATTGGATTTGATCGATGCTGTTCCATCTATGCTCAATGTG
TCAAATATTGCTGGTGTTCAGGTGGCAAATGTTGGCAGTGAAGATATCACGTCCGACATCCTAATTTC
GCTATCGAAGAGTATTAATAAATTGGTGTGTGATGACTCTACTATGGCTGGCGCTGTCATCACCCACG
GAACCGATACTTTAGAGGAAACTGCTTTTTTCCTTGATGCGACAATCAACTGCGGCAAGCCCGTCGTG
ATTGTTGGAGCAATGCGCCCTTCTACTGCTACATCTGCTGATGGTCCTTTCAACCTGTTGGAGGCAGT
CACTGTGGCAGCATCTCCGAAAGCTGTCAACCGTGGTGCAATGGTAGTTATGAATGATCGGATTGCAT
CTGCTTACTACGTTACCAAGACTAATGCCAACACCATGGACACATTTAAGGCGATCGAAATGGGCTTC
CTAGGGGAGATGATCTCCAATACTCCTTTCTTCTTCTACCCTCCTGTTAAACCTACTGGCAAGGTAGA
ATTTGATATCACCGCTACCAAGGAAATCCCGCGGGTGGATATACTCTACGCATACGAGGATATGCATA
ATGACACTCTGTACAGTGCTGTTGAGAATGGCGCTCAGGGTATTGTGGTAAGTTTCTCTCATGTTTCA
GTGAAGATCTCAGTCTGATCACCAGTAACAGATTGCTGGAGCCGGAGCCGGAGGTGTTAGCACTTCAT
TCAATCATGCCATTGAGGATGTCATTAACCGCTTCAAAATTCCGGTCGTACAGAGTATGCGTACGGTC
AACGGAGAAGTTCCCTTATCAGATGTCAATAGCACTAGTGCAATTCATATTGCCAGTGGCTACTTGAA
CCCCCAGAAGTCTCGTATTTTACTCGGCTTATTGCTTTCAGAAGCAAGGACTTTGACTGACATTAGAT
CGGTGTTCTCTCTTGGTACTGTTTCAT

Figura 13: Sequéncia do gene da enzima L-asparaginase identificada do contigs de
Penicillium cerradense. Em negrito encontram-se 0s itrons presentes na sequéncia.

Com a base de dados do NCBI (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), foi
realizada a traducado “Six Frame” da sequéncia obtida (Figura 14) e foi possivel
verificar a identidade de sequéncias com as demais L-asparaginases depositadas no
GenBank®.
MVIRTIIISLLAIVASGSPVHKPQSSSTKYVYTNSNGLNFTQMNPGLPNITIFGTGGTIAGSGSSSTA
TTGYTAGAVGILDLIDAVPSMLNVSNIAGVQVANVGSEDITSDILISLSKSINKLVCDDSTMAGAVIT
HGTDTLEETAFFLDATINCGKPVVIVGAMRPSTATSADGPFNLLEAVTVAASPKAVNRGAMVVMNDRI
ASAYYVTKTNANTMDTFKAIEMGFLGEMISNTPFFFYPPVKPTGKVEFDITATKEIPRVDILYAYEDM

HNDTLYSAVENGAQGIVIAGAGAGGVSTSENHATIEDVINRFKIPVVQSMRTVNGEVPLSDVNSTSATH
IASGYLNPQKSRILLGLLLSEARTLTDIRSVFESLGTVS

Figura 14: Traducao "six frame" do gene da enzima L-asparaginase de P. cerradense
por Clustal Omega® e BLAST do NCBI.

As sequéncias de nucleotideos e aminoacidos de L-asparaginase do isolado

P. cerradense mostrou homologia com o gene de L-asparaginase tipo Il derivado de
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Penicillium sizovae, Aspergillus niger e A. ibericus (Figura 15). Com base nesse
alinhamento, observou-se diferenca marcante entre a sequéncia em estudo com
outras L-asparaginases derivadas Penicillium spp. Em destaque, por andlise Clustal
Omega® e BLAST, a homologia com genes de L-asparaginase foi encontrado apenas
nesta Unica sequéncia apresentada neste trabalho. Portanto, a atividade enzimatica
relatada neste estudo sugere ser codificada pelo Unico gene identificado para L-

asparaginase em P. cerradense.

Penicillium ------—-—-. ATGGT TATCAGAACGATCATCATCTICCCTCTTGGCRARTTGT CGCCTICGGGC

P. sizovae ATGGTGICAATTAAGAGCTTCCTCGTAGCGTTGGCTACTITTGCTIGTICAGAGTICGGCT

A. ibericus -------—--. ATGACTATCARACCGCTTICTTICI CTCGGCCCTIGGCCACCCT CGGGTCGGCA

A. niger @ -—--—————-. ATGCCTCTCAAGCCGATTCTCCTGICTGCCCTGGCCAGTCT CGCCTICGGCC
* * * * % * ok kR

Penicillium TCACCTGTTCACRRACCCC---AGAGCAGCAGCACARRATATGTTTACACCAATTCARAT
P. sizovae TCGCCCCTGCTIGTATGGCCGTGGRACCAATGGCACAGGGTTTGT TTTCACCARTGCGAAT
A. ibericus TCGCCCCTCCICTATCCCC---GGGCCACCRARCGAGACCTATGTICTTCACCRAATGCCART
A. niger TCTICCGCTGCICTACTCGC---GGACCACCAATGAAACCTTICGTCTTCACCRARATGC CRAT

EE T * * *% * kk ok Rk kERR K kkE

Penicillium GGATTGAATTITCACGCAGATGAATCCCGGICTTCCTAATATARCCATITTITIGGCACTGGT
P. sizovae GGTICTGAATTTICACCCAGATGAATCATACCCTTCCTAATATAACCATTITTTGCTACAGGT
A. ibericus GGCCIGAACTTITACGCAGATGARCACCAGTICTIGCCCAATGIGACTATCTITIGCTACCGGT
A. niger GGCCTCAACTTCACCCAGATGARCACCACCCTGCCGRACGTGACCATTTTCGCAACGGET

*hk ok kk kk Rk Rk khk kAR Hhk kk kE ok kk kk Rk k kEk kkH

Penicillium AAGTTGATAAGTTCACCCTGCT-GACTCTTGTCAGCTTATTCATATAATGACATCTTGTA

P. sizovae CAGTCCGACTCCTTTATCCCAC-—————— GTTTCTATCCTAATT TTTATC TAAAACTCCC

A. ibericus AAGCAACCACTCCATTTCTCTATCCCTCTATCCCTCCGGACCGC TCTCTAAAGCGATCAA

A. niger AGGTGGACCGAGTATACCTCA-——————~ GGTAGTGCGACCGATAGTTAACCGCAACTCA
* *

Penicillium TAGGAGGAACTATTGCGGGTTICIGGATCAAGT TCAACAGCRAACAACTGGGTATACAGCCG
P. sizovae TAGGAGGRACRAATTGCAGGCTCAGATTCRAGCTCAACGGCAACGACAGGCTACACTICIG
A. ibericus CAGGAGGCACCATCGCCGGCTCCGATTCCAGCTCGACCGCCACCACCGGCTACACCTICCG
A. niger CAGGTGGTACCATCGCGGGCTCCGATTCCAGCTCAACCGCCACGACCGGCTACACCTICCG

Fohkk kk kk kk kk kk Kk Kk kk k¥ kk Kk kk Kk Kk *k Kk *k  * ¥

Penicillium GCGCIGICGGTATATIGGATTIGATCGATGCIGITCCATCTATGCTCARTGIGTICARATA
P. sizovae GAGCGGTTGGCGTITCGTGCTI CTAATCGATGCCGTITCCATCCATGCTCGATATTGCARATG
A. ibericus GIGCCGICGGGGICTTAACCCICATCGACGCCGTICCCCAGCATGCTCGACGICGCCARTG
A. niger GAGCAGTCGGGGTCCIGICCCTICATCGATGCGGTGCCATCCATGCTGGAT GTGGCCARTG

* ok kk kk ¥ k kR kk Kk kHk Rk kkkkk Kk k k kEk

Penicillium TIGCTGGIGITCAGGTIGGCRAAATGTTGGCAGTGARAGATATCACGTCCGACATCCTAATTIT
P. sizovae TCGCGGGTGTCCAGACAGCARRTGTTGGAAGT GRAGATATCACATCTGACATCTTAATTT
A. ibericus TGGCIGGCGTGCAGGIGGCCARCGTCGGCAGCGAGGACATCACCTCCGACATTICTCATCT
A. niger TTGCCGGCGTICCAGGTIGGCCARCGTGGGAAGCGAGGATATCACCTCTGACATCCTGATTT

* Rk Rk kE Rk I

Penicillium CGCIATCGAAGAGTATTAATARRTTIGGIGIGIGATGACTCTACTATGGCTGGCGCTGICA
P. sizovae CACTATCARAGCAGATCAACARGTTTGTICTIGCGACGAT CCAACCATGGCT GGGGECTIGTITIG
A. ibericus CCARTIGTCCAAGGAGATCAACCGCGICGICIGCGACGACCCCACCATGGCCGGCGCGETICA

A. niger CCATGICCARGARGCIGAACCGCGTITGTIATGT GAGGACCCGACCATGGCCGGIGCTIGICA
* ok ok kkk * kx * kk kk kk kk Kk kk kkkkk kh kk k&

Penicillium TCACCCACGGRACCGATACTTTAGAGGAAACTGCTTTTTITICCTITGATGCGACARTCRACT
P. sizovae TTACTCATGGAARCCGATACT TTGGAGGARACTGCTTITITCCTITGACGCTACGATCARTT
A. ibericus TCACCCATGGGACGGACACCCICGAGGAGACCGCGTITCTICATGGACGCGACCATCARCT
A. niger TCACCCACGGCACCGRCACCCTCGRAGGAGACTGCCTTICTTICCTIGGACGCCACTGTCRARCT

* kk kk kk kEk Rk kk  k Rkkhkk khk Kk kk kkk * kk *k kk  kEkkk &

Penicillium GCGGCAAGCCCGICGIGATIGITGGAGCAATGCGCCCTTCTACTGCTACATCTIGCTGATG
P. sizovae GIGGTARACCCGICATCATTGITGGCGCCATGCGTCCTTCAACCGCCATCTCAGCTIGATG
A. ibericus GIGGCAAGCCCGIGGIGATCGIGGGTGCCATGCGGCCCTCCACGGCCATCTICCGCGGACG
A. niger GIGGCAAGCCAATTGTCATCGIGGGT GCCATGCGCCCATCCACGGCCATCTCAGCTIGACG

* kk Rk kk Kk k kk kk kk kk KAk kk kk kk Kk *k *  kk *k kk *

Penicillium GICCTTTCAACCIGTIGGAGGCAGTICACTGIGGCAGCATCICCGARAAGCTGICAACCGIG
P. sizovae GACCCTTCAATCTCCTTGAATCCGTTACCGTICGCAGCATCTCCGAAGGCTARGARCCGCG
A. ibericus GCCCCTTICAACCTGCICGAGGCGGTICACCGIGGCTGCCTCTCCARAGGCCCGGGACCGCE
A. niger GGCCCTTCAATCTGCTCGARGCCGTGACGGTGGCTGCCTCCACGTCGGCGCGCGATCGCG

* ok kkkkk kEk  k kk  k kk kk kk Kk kk k% * * % * kx %

Penicillium GIGCAATGGTAGTTATGAATGATCGGATTGCATCIGCTTACTACGTITACCAAGACTAATG
P. sizovae GIGCCATGATIGICATGAATGATCGCATCGCATCCGCTTACTACACGACCARGACCRACG
A. ibericus GCGCCATGGIGGIGATGAACGACCGGATTGCCTCGGCCTACTACGTIGACCAAGACCRACG
A. niger GTIGCCATGGTIGGTICATGAACGATCGCATTIGCCTCGGCCTACTATGTGACCAAGACCARTG

* kHk kkk k kh kkkkk kk kk kk khk kk kk khkkEkk O

Figura 15: Sequéncia de nucleotideos de P. cerradense. Homologia com o gene da
asparaginase tipo Il derivado de P. sizovae, Aspergillus niger e A. ibericus, por Clustal
Omega® e BLAST do NCBI.
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Com base no alinhamento das sequéncias de aminoacidos pode-se observar
diferenca de relatados anteriormente derivados de L-asparaginase de outros espécies
de Penicillium. A baixa similaridade com os relatos pode estar relacionada ao nimero
de depdsitos de sequéncias de L-asparaginase de Penicillium, a quantidade de
regides conservadas para a expressao da enzima, e, ainda, distancia entre 0s grupos
filogenéticos.

Da mesma forma, entre os procariotos a similaridade entre os genes de L-
asparaginase apresenta baixa conservacgéo. Huerta-Saquero et al. (2013) em analise
por BLAST comparou o gene de L-asparaginase entre procariotos. Nesse estudo,
observou intimidade relacionada entre E. coli e D. chrysantemi 47% de identidade, e,
em comparagcdo a essas duas, a L-asparaginase de Rhizobium etli apresentou
diferenca notavel (6% de identidade) em relacdo as regifes conservadas (Huerta-
Saquero et al., 2013). Em perspectiva, os resultados de baixa similaridade para regido
génica de L-asparaginase estiga a prospeccdo em verificar a identidade e
conservacao do gene. Bonthron e Jaskélski (1997) em andlise a mutacdo em uma
regido do gene de L-asparaginase de Saccharomyces cerevisiae, observou por
analise de distanciamento diferenca notavel desse gene aos de outras bactérias e

fungos.

5.4 Andlise in silico de L-asparaginase

Em avaliag&o a relagéo evolutiva da enzima, o alinhamento de sequéncias de
aminoacidos de L-asparaginases fangicas foi realizado compreendendo 35 taxa,
incluindo a espécie em estudo — P. cerradense. A matriz alinhada foi submetida ao
método Maximum likelihood. Na relacéo filogenética (Figura 16) é possivel identificar
um distanciamento entre as espécies e revela que as L-asparaginases de Penicillium
formam um grupo parafilético com representantes do género Aspergillus, com a
sequéncia de P. cerradense colocada mais proxima de varias enzimas de Aspergillus

sp. do que das instancias mais proximas de Penicillium (P. sizovae e P. steckii).
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Tree scale: 1

ETI79984.1 Escherichia coli
KX(G45967.1 Penicillium griseofulvum
XP 002563013 Peniciflium chrysogenum
KGO77393.1 Penicillium italicum

XP 014538187.1 Penicillium digitatum
————= XP 040776250.1 Cryphonectria parasitica
XP 001389884.1 Aspergillus niger
MW291568.1 Peniciflium sizovae
CQE28485.1 Penicillium steckii
PY104731.1 Aspergillus sclerotiicarbonarius
XP 025570260.1 Asperqgillus ibericus
PYI32151.1 Aspergillus indologenus
UDP03915.1 Penicillium cerradense

100
5
o ESZ96481.1 Sclerotinia borealis

KAG4033898.1  Monilinia fructicola
EMR83541.1 Botrytis cinerea
XP 038762170.1 Botrytis sinoallii

! XP 0371958821 Botrytis fragariae

1LU

i

RDW70349.1 Coleophoma crateriformis
RDWS89284 1 Coleophoma cylindrospora
XP 018075433.1 Mollisia scopiformis
CZR66126.1 Phialocephala subalpina
KAF8863832.1  Acephala macrosclerotiorum
KAH67197341  Leplodontidium sp.
KAH7418473.1  Leotiomycetes sp
KAHE6793921  Halenospora varia
KAH8684521.1  Hymenoscyphus varicosporioides
KIM98508.1 Oidiodendron maius
KAG0847558.1  Hyphodiscus hymeniophilus
KAHB804935.1  Xylogone sp.

(13

S

TVY52789.1 Lachneliula cervina
- TVY90705.1 Lachneliula willkommii
1 TVY39831.1 Lachneliula occidentalis
1 TVY38265.1 Lachneliula subtilissima

XP 031002107.1 Lachneilula hyalina

Figura 16: Relacdo evolutiva Maximum likelihood de L-asparaginases fungicas,
incluindo P. cerradense. A arvore consenso foi inferida usando o IQ-TREE com 1.000
réplicas de bootstrap ultrarrapidas. A arvore foi enraizada usando a sequéncia de E.
coli como grupo externo e os valores de suporte de bootstrap sé&o indicados abaixo
das bordas dos nés. Os representantes de Penicillium sp. estdo destacados.

A relacéo evolutiva para o gene de L-asparaginase difere da arvore em nivel
de espécie apresentando incongruéncias. Esse conflito pode ocorrer devido
classificacdo de linhagem incompleta (ILS) e/ou introgresséo por hibridizacdo (Zhou
et al., 2017). As L-asparaginases de diferentes espécies de Penicillium podem
apresentar comportamentos funcionais distintos ou discrepantes, ou comportamentos
similares a espécies do género Aspergillus. Esta é a primeira vez que a relacéo
evolutiva para L-asparaginase de Penicillium é relatada na literatura. As diferencas na
regido génica de L-asparaginase podem representar complexidade e dificuldade aos
estudos de comparacao pelas sequéncias de aminoacidos. Da mesma maneira, essa
diferenca pode sugerir uma vasta variedade da enzima, em relacdo a sua
imunogenicidade, especificidade e estabilidade, conforme fontes distintas (Huerta-
Saquero et al., 2013).
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Além disso, a analise SMARTBLAST revelou as cinco melhores combinacdes
de proteinas de diferentes organismos de espécies de referéncia depositadas em
base de dados. Schizosaccharomyces pombe (NP_595021.1) revelou identidade de
48,26%; Saccharomyces cerevisiae (NP_013256.1), 47,73%; Bacillus subtilis
(NP_388151.1), 48,17%; E. coli (NP_311860.1), 44,55% e E. coli (NP_417432.1),
43,64%.

A tradugao “Six Frame” da sequéncia de L-asparaginase de P. cerradense foi
submetida a caracterizacgédo in silico. Por ProtParam-expasy, o fragmento proteico de

378 aminoacidos apresenta massa molecular de 39 kDa.

O pl da proteina foi previsto em 5.13 com um namero mais elevado de residuos
de aminoacidos carregados negativamente (32) do que os carregados positivamente
(23). Em caracterizacdo por Saeed et al. (2018), o calculo predito de pl da enzima de
Aspergillus terreus foi 5,0. A estimativa de meia-vida foi de 30 h em reticuldcitos de
mamiferos. A instabilidade index foi calculada como 29,85 o que classifica como
proteina estavel (Guruprasad et al., 1990). O indice alifatico foi estimado em 97,25, o
gue pode indicar a estabilidade da enzima. A hidropatia positiva (0,256) indicativo de

baixa interacdo com moléculas de agua (Kyte e Doolittle, 1982).

Para o peptideo sinal, uma possivel sequéncia 17 aminoéacidos foi prevista na
sequéncia de proteina com uma probabilidade de 0,99 (Figura 17), e isto indica que a
L-asparaginase de P. cerradense € uma enzima extracelular (Tashiro, 1983). Alguns
trabalhos identificaram uma sequéncia de sinal pequena para L-asparaginase - 19
aminoaciodos em um basideomiceto Flammulina velutipes, e 15 aminoacidos em uma
levedura Yarrowia lipolytica. (Eisele et al., 2011; Darvishi et al., 2019). Para confirmar
a predicdo do peptideo sinal foi utilizado o Phobius. Em resultado, o tamanho do
peptideo sinal apresenta-se o mesmo, em 17 aminoacidos, com as seguintes posicdes
das regides N-terminal 1-4, H-terminal 5-13 e C-terminal 14-17. E, quanto a porcao

madura (posicéo 18-378) apresenta-se como proteina ndo-citoplasmatica (Figura 18).
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SignalP-5.0 prediction (Eukarya): Sequence

SP(Sec/SPI) ——
cs

OTHER

MVIRTIIISLLAIVASGSPVHKPQSSSTKYVYTNSNGLNFTQMNPGLPNITIFG6TGGTIAGSGSSSTATT

4 55555S5S5SS5S5S5SSSSSSCXXXXNXNXAXXXAXXXXNXXXXXXNXXXXX XXX XXX X XXXXXXXXX XXX XXX XXX

|
o

T T T T T
20 40 60
Protein sequence

Figura 17: Resultado da predicdo do peptideo sinal de L-asparaginase de P.
cerradense usando o servidor SignalP -5.0. No eixo horizontal esta representado os
aminoacidos constituintes da proteina e no eixo vertical a estimativa da probabilidade
de ocorréncia do peptideo sinal. SP: peptideo sinal Sec/SPI; CS (o local de clivagem));
OTHER ((a probabilidade de que a sequéncia nao tenha nenhum tipo de peptideo

sinal).
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Figura 18: Resultado da predicdo do peptideo sinal de L-asparaginase de P.

cerradense por Phobius.
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A analise da sequéncia de aminoéacidos revelou que o gene da enzima L-
asparaginase codificada pertence a familia Asparaginase/glutaminase-like (adeséao ao
CDD: cd00411) com um dominio L-asparaginase tipo Il (IPR004550).

Em adicional, duas regides relevantes para a atividade enzimética (Hinge
Region-HR e a Active Site Flexible Loop-ASFL) foram comparadas com L-
asparaginases cristalizadas de E. coli (3ECA) (Lubkowski, Jacek et al., 2020) e
alinhado a L-asparaginases de espécies de Penicillium e Aspergillus (Figura 19). As
regides HR e ASFL nao séo essenciais para a ligagédo do substrato, mas apresentam
mudancas conformacionais responsaveis pela atividade catalitica (conformacdes cat+
e cat-) apos ligacdo do substrato (Strzelczyk et al.,, 2020). Nas L-asparaginases
tetraméricas, o HR é um octapeptideo altamente conservado rico em glicina. A
sequéncia padrdo GGTxyGGG é observada (x = lle or Leu; y = Ala or Gly). Em P.
cerradense, o HR apresenta sequéncia G°°GTIAGSG?®3. The ASFL em P. cerradense
apresenta a sequéncia S#*SSTATTGYTAGAV'’. Entretanto, ndo haja fronteira preciso
entre as duas regides. Entre as espécies de fangicas em estudo, a regido HR é
altamente conservada com diferenca apenas nos dois ultimos residuos dessa regido
(Figure 19). A regido ASFL geralmente é observada com uma regido variavel para L-
asparaginases de diferentes microrganismos (Freitas et al., 2022). Para as L-
asparaginases fungicas, ASFL revelou-se com alta conservacdo em grupos distintos
diferenciando-se apenas na posicao de dois residuos, onde L-asparaginase de P.
cerradense, P. sizovae, P. steckii aproximam-se de representantes do género
Aspergillus, e outro grupo entre P. chrysogenum, P. digitatum, P. griseofulvum e P.
italicum.

O sitio ativo de diferentes L-asparaginases é bem conservado e rigido
apresentando 5 residuos criticos para a catalise. Esses residuos sdo bem
posicionados, sendo uma treonina no HR, uma tirosina no ASFL e trés outros residuos
(um par Thr-Asp e Lys) localizados cerca de 64-67 e 137-140 residuos separados,
respectivamente, do Tyr da ASFL (Lubkowski, Jacek et al., 2020). Na L-asparaginase
de P. cerradense estes residuos sao Thr58 (HR), Tyr72 (ASFL), Thr139, Aspl40 e
Lys212. Os dados sobre interface polimérica e sitio ativo sdo resultado de comparacéo

a residuos conservados com as estruturas de L-asparaginase cristalizada.
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Figura 19: Alinhamento de Hinge Region (HR), Active Site Flexible Loop (ASFL) e residuos do sitio ativo para L-asparaginases de
Penicillium and Aspergillus incluindo P. cerradense. HR € indicado em vermelho, ASFL em cinza e os residuos relevantes para a
atividade catalitica estdo destacados em verde. Porcentagem de identidade e diferencas de residuos do alinhamento completo (em
amarelo) entre as L-asparaginases comparadas.
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5.5 Modelagem estrutural da proteina in silico

O modelo de homologia tridimensional de L-asparaginase P. cerradense foi
desenvolvido através da utilizacdo do software SwissModel-Expasy®. A biblioteca de
modelos foi explorada, tendo-se obtido um total de 480 acessos ao modelo. A
estrutura de L-asparaginase para a sequéncia de aminoacidos do fungo P. cerradense
definida pelo software SwissModel-Expasy® (Figura 20) foi calculada a partir do
template de L-asparaginase Erwinia chrysanthemi L-asparaginase E63Q +S254N
mutation + L-Aspartic acid (cod: PDB 5i4b.1.A). O GMQE para a estrutura foi calculado
em 0,71 e o QMEANDIsCo Global em 0,77 + 0.05. A sequéncia foi identificada como
formadora de um tetramero (QSQE 0,81) e com um alinhamento de 46,30% (Figura

21) com a sequéncia utilizada em comparagéo.

(A)

(B)

Figura 20: Previsdo da estrutura tridimensional da L-asparaginase de Penicillium
cerradense por SwissModel®. (A) Cartoon - Estrutura tetramérica com monémeros
apresentados por cores distintas e (B) Superficie.
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Figura 21: Alinhamento da sequéncia de L-asparaginase de Penicillium cerradense
com o modelo proposto pelo software SwissModel®.

Na representacdo da Figura 21, as regibes azuis demonstram residuos de
aminoacidos bem-posicionados dentro da conformacéo estrutural da proteina em
relacdo ao modelo proposto (baixa desordem). E, as regies em laranja apresentam
tendéncias de ligacdes ruins (bad-bonds), e choques de atomos dentro da estrutura,
incompativel com o Principio de Ramachandran.

A enzima L-asparaginase do fungo P. cerradense quando comparada ao
modelo proposto, apresentou um percentual de 95,57 % (Figura 22). O dado referido
apresenta-se em bom acordo com a qualidade do modelo proposto. A estrutura
modelada apresenta similaridade com relato anterior a estrutura tetramérica de L-
asparaginases (Swain et al., 1993). A enzima L-asparaginase € encontrada
normalmente como um tetrdmero, mas as formas monomeérica, dimérica e hexamérica

também foram encontrados para isolados de diferentes fontes (Batool et al., 2016).
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Figura 22: Estrutura. ProCheck Ramachandran Plot da estrutura tridimensional de L-
asparaginase de P. cerradense prevista por SwissModel ® representando 95,57% de
residuos presentes na regido favoravelmente permitida (vermelho, brilhante e amarelo
claro), enquanto 0,7% de residuos de amino&cidos consistiam na regido ndo permitida
(palidoamarelo).

O alinhamento para L-asparaginase com o modelo proposto pelo software
SwissModel-Expasy® apresenta uma sequéncia inicial de 45 aminoacidos que nao
estdo alinhados com o modelo, sugere-se que esses primeiros aminoacidos poderiam
estar relacionados a localizag&o da enzima.

Em predigcbes funcionais por termos Gene Ontology em consenso, a
sequéncia codificante em analise foi apresentada com func&o molecular de atividade
de asparaginase (C-score 0,97); processo metabdlico da asparagina (C-score 0,97);
e componente celular do espaco periblasmatico (C-score 0,76). Para a funcéo
molecular, nesses termos apresenta-se em baixa pontuacdo (C-score 0,49) para
atividade dupla asparaginase/glutaminase.

O modelo estrutural tridimensional de L-asparaginase de P. cerradense, por
SwissModel-Expasy®, foi submetido a estudos de comparacdo de estrutura

molecular. Em alinhamento de estrutura por pares a L-asparaginase de P. cerradense
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apresenta proximidade estrutural as L-asparaginases tanto de E. coli (0,87 A e 43%
identidade de sequéncia), como D. chrysanthemi (0,88 A e 47% identidade de

sequéncia) (Tabela 1).

Tabela 1: Alinhamento de estrutura em pares de L-asparaginase de P. cerradense
(SwissModel®) com outros microrganismos.

; Equivaléncia
Microrganismos RMSD TM-score ldentidade da

sequeéncia dos residuos
E. coli 0,87 0,84 43% 324
D. chrysanthemi 0,88 0,85 47% 324

Na oportunidade em utilizar um algoritmo de alta precisédo, o AlphaFold2® foi
utilizado para predizer a estrutura tridimensional de L-asparaginase de P. cerradense.
Esse método propde a estrutura tridimensional por meio recursos derivados de
modelos homodlogos e de alinhamento de mdltiplas sequéncias, e obtendo desde a
sua publicacdo sucesso em termos de adocdo da comunidade (David et al., 2022;
Yang et al., 2023). O modelo estrutural proposto para L-asparaginase de P.
cerradense apresenta-se na figura 23. O perfil de confiabilidade da predicdo é
apresentado na figura 24. A andlise de Ramachandran mostrou 96,00% de seus
residuos de aminoacidos em regides favoraveis ao modelo proposto (Figura 25). Os
dados acima concordam com a qualidade do modelo proposto e, portanto, ajudam a
validar o modelo tridimensional da L-asparaginase de P. cerradense.

Figura 23: Modelagem da estrutura tridimensional para a sequéncia de L-
asparaginase de Penicillium cerradense por AlphaFold2®.
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Figura 24: Perfil de confiabilidade da predicdo da estrutura tridimensional de L-
asparaginase de P. cerradense por codificacdo de cores baseada em medidas
internas do AlphaFold2®.
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Figura 25: ProCheck Ramachandran Plot da estrutura de L-asparaginase de P.
cerradense prevista por Alphafold2® representando 96,0% de residuos presentes na
regido favoravelmente permitida (vermelho, brilhante e amarelo claro).
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A subunidade revelada para L-asparaginase de P. cerradense pelo
AlphaFold2® exibiu presenca de dois dominios a/f conectados por um loop que serve
como uma sequéncia de ligacdo entre os dois (Figura 26). Isso corresponde as
mesmas caracteristicas estruturais de acordo com a proteina E. coli nativa 3ECA
relatada no banco de dados PDB (Swain et al., 1993).

C-terminal
domain

N-terminal
domain

Figura 26: Mondmero de L-asparaginase de P. cerradense com a indicacdo do
dominio N-terminal, o dominio C-terminal, o linker, a regido HR em vermelho, o
elemento ASFL em azul e os residuso conservados do sitio catalitico em verde.

A regiao inicial da por¢ao N-terminal apresenta-se em loop, aproximadamente
50 aminoécidos, com baixa identidade a similaridade de consulta por AlphaFold2®
(Figura 23) e pode corresponder a regido ndo predita pelo programa. Para avaliar este
caso, foi realizado BLASTp contra o banco nr (todas as proteinas) e somente contra
o banco PDB. Contra o banco nr, a distribuicéo filogenética apresenta-se concentrada
em fungos e, contra o PDB apresenta-se apenas para bactérias e Archaea. Nesse
cenario, a ndo predicao para essa regido pode ser devido a auséncia de outras regides
similares, em termo sequenciais, no PDB, limitando o sistema no aprendizado para
esta estrutura. No entanto, eventualmente a regido pode ser intrinsecamente
desordenada na L-asparaginase de P. cerradense. Isso foi observado nos resultados
por homologia no SwissModel ®, onde a mesma regido, sendo 45 aminoacidos, nao

se alinhou ao modelo.
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O modelo estrutural tridimensional de L-asparaginase de P. cerradense, por
Alphafold2®, também foi submetido a estudos de comparacdo ou representacao de
estrutura molecular. Em alinhamento de estrutura por pares as L-asparaginases de P.
cerradense apresenta proximidade estrutural as L-asparaginases de E. coli (1,51 A e
43% identidade de sequéncia), como D. chrysanthemi (1,40 A e 47% identidade de

sequéncia) (Tabela 2).

Tabela 2: Alinhamento de estrutura em pares de L-asparaginase de P. cerradense
(AlphaFold2®) com outros microrganismos.

i Equivaléncia
Microrganismos RMSD TM-score ldentidade da

sequeéncia dos residuos
E. coli 1,51 0,82 43% 322
D. chrysanthemi 1,40 0,82 47% 322

Os dados de alinhamento estrutural entre comparacdo aos dois modelos
estruturais, por SwissModel® e AlphaFold2®, revelam uma diferenca de
distanciamento (RMSD) entre a L-asparaginase de P. cerradense e as de fonte
bacteriana. Sendo que, o alinhamento usando o modelo por SwissModel® apresenta-
se com menores valores de RMSD do que o modelo por AlphaFold2®. A diferenca de
valor de distanciamento suscitou um questionamento relacionado ao viés presente
nas abordagens de modelagem por homologia. Onde o baixo valor de RMSD estaria
relacionado ao resultado de uma replicacdo aos modelos estruturais presente no PDB
(Erwinia chrysanthemi L-asparaginase E63Q +S254N mutation + L-Aspartic acid (cod:
PDB 5i4b.1.A) por SwissModel®, ao invés de capturar a real avaliacao estrutural para
L-asparaginase de P. cerradense. Dado que, a L-asparaginase de P. cerradense
apresenta baixa identidade a L-asparaginase bacteriana (46,30%) quanto as suas

sequéncias primarias.

A figura 27 apresenta a sobreposi¢cao entre os modelos estruturais proposto por
SwissModel® e AlphaFold2®, e revela um distanciamento entre as estruturas preditas
(RMSD 2,27 A), principalmente nas regides de loop. Os célculos de modelagem
estrutural por homologia baseiam-se em estruturas disponiveis e ainda ndo se tém
depositado de nenhuma estrutura de L-asparaginase fangica cristalizada para

comparacdo. Essa condigcdo pode representar um viés a esse tipo de abordagem.
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Diante desse cenario, apresenta-se a necessidade de purificacdo desta enzima e
realizar a cristalografia com finalidade de melhor entendimento da estrutura

tridimensional, dos parametros cinéticos e dinamicos.

Figura 27: Sobreposicédo estrutural de L-asparaginase de P. cerradense modelo
SwissModel® (amarelo) ao modelo AlphaFold2® (vermelho). RMSD 2,27 A.

O AlphaFold2® apresenta em resultado apenas modelos estruturais terciarios
e a ndo apresenta a proteina em sua conformacao final, mas corresponde a resultados
mais precisos na previsdo da estrutura tridimensional de proteinas com dobras
desconhecidas (David et al., 2022). Além disso, o algoritmo AlphaFold2® permitiu
predizer e incluir estruturas de outras L-asparaginases flungicas, espécies de
Penicillium e Aspergillus proximas a P. cerradense na relacao evolutiva. Considerando
a maior precisdo e oportunidade de maior robustez filogenética, os modelos preditos
por AlphaFold2® foram considerados para as comparacdes e representacdes

estruturais a partir deste topico.

Em alinhamento de estrutura por pares a L-asparaginase de P. cerradense
apresenta proximidade estrutural a todos o0s microrganismos utilizados em
comparacao por este estudo (Tabela 3), com RMSD < 2,0 A. No que se refere as
estruturas dos mondmeros de L-asparaginase para 0s microrganismos em estudos, é

notavel a conservagdo da estrutura tridimensional, mesmo com baixa identidade de
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sequéncia. Essa relacdo de similaridade apresenta-se em conformidade ao relatado
no estudo de da Silva et. al (2022) onde indicaram que L-asparaginases de classe 1
apresentam alta conservagdo na estrutura terciaria mesmo com baixa identidade de

aminoacidos, sugerindo uma ancestralidade evolutiva comum (Da Silva et al., 2022).

Tabela 3: Alinhamento de estrutura em pares de L-asparaginase de P. cerradense
com outros microrganismos.

Identidade da  EQuivaléncia

Microrganismos RMSD TM-score PO
sequencia  gos residuos
E. coli 1.51 0.82 43% 322
D. chrysanthemi 1.40 0.82 47% 322
P. chrysogenum 1.23 0.4 54% 377
P. digitatum 111 0.38 57% 375
P. griseofulvum 1.02 0.38 57% 375
P. italicum 0.95 0.65 57% 364
P. steckii 1.03 0.67 7% 377
P. sizovae 0.97 0.69 76% 377
A. ibericus 0.98 0.41 79% 373
A. idologenus 0.7 0.71 79% 374
A. niger 0.85 0.59 80% 369
A. sclerotiicarbonarius 1.12 0.31 79% 375

Nesta ocasido a L-asparaginase de P. cerradense aproxima-se mais as
enzimas fungicas do que as de bactéria, o que se considera esperado pela maior
identidade quanto a sequéncia primaria entre L-asparaginases de fungos. Isso,
diferente do observado aos resultados de alinhamento com modelo SwissModel®, que
aproximava P. cerradense as L-asparaginases bacterianas mesmo apresentando
baixa identidade quanto a sequéncia primaria entre eles. Esse resultado corrobora
com pressuposto de possivel replicagcdo de modelo quando se utiliza abordagem por

homologia.

A L-asparaginase de P. cerradense apresenta maior proximidade estrutural a
enzima de A. idologenus (0,7 A e 79% identidade de sequéncia). Quando
correlacionado apenas ao género, P. cerradense apresenta proximidade estrutural a
enzima de P. sizovae (0,97 A e 76% identidade de sequéncia). Aos fungos em estudo,

a similaridade estrutural revelou-se em resultado consistente com a caracteristica de
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agrupamento da relacéo evolutiva para enzima L-asparaginase e formacéo de grupo

parafilético.

Mesmo com relacdo evolutiva distante, a L-asparaginase de P. cerradense
apresenta proximidade estrutural as L-asparaginases bacterianas e mantém uma
dobra quase idéntica (TM-score > 0,5). Essa proximidade sugere uma enzima ativa e
funcional. A Figura 28 apresenta a proximidade estrutural entre a L-asparaginase de
P. cerradense as enzimas bacterianas, utilizando a L-asparaginase de E. coli como o
modelo de uso comercial. Em andlise as duas fontes bacterianas, a L-asparaginase
de P. cerradense apresenta maior proximidade estrutural a L-asparaginase de D.
chrysanthemi (1,40 A e 47% identidade de sequéncia) do que a enzima de E. coli (1,51
A e 43% identidade de sequéncia) — resultado consistente ao apresentado pelo
modelo estrutural homologo a L-asparaginase cristalizada de D. chrysanthemi por
SwissModel®.

Figura 28: Sobreposicéo estrutural de L-asparaginase de P. cerradense (vermelho)
a L-asparaginase de E. coli (3ECA pdb) (azul).

A andlise de sequéncias multiplas usando as sequéncias de L-asparaginase de
P. cerradense, P. chrysogenum, P. digitatum, P. griseofulvum, P. italicum, P. sizovae,
P. steckii, A. idologenu, A. ibericus, A. sclerotiicarbonarius e A. niger exibiu residuos

de aminoacidos conservados e consensuais. Nesta analise com 11 taxa de espécies
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de Penicillium com matriz de 384 residuos foram observados 174 sitios conservados
e 176 sitios informativos a parcimonia. A regido que apresenta maior conservacao em
L-asparaginase de Penicilium e Aspergillus estd no dominio N-terminal
(IPR027474_PF00710), entre 49-236 residuo para L-asparaginase de P. cerradense.
Nesta regido de maior conservacao encontram-se as regioes HR e ASFL e os residuos
criticos para a catalise da enzima. Essa alta conservacdo no posicionamento dos
elementos responsaveis pela atividade catalitica de L-asparaginase pode sugerir
resposta semelhante a atividade enzimatica entre 0os géneros Penicillium e
Aspergillus. A Figura 29 apresenta a conservacao dos residuos para L-asparaginase
fungica de Pencillium e Aspergillus mapeada na estrutura molecular modelo deste

estudo, P. cerradense.

Figura 29: Mapeamento da conservagdo sequéncia-estrutura para L-asparaginases
de espécies do género Penicillium e Aspergillus, em modelo estrutural L-asparaginase
de P. cerradense. Conservacao expressa em uma escala de cores, de turquesa (0 —
baixa conservacao) para rosa (10 — alta conservacao).

5.6Predicao de imunogenicidade, alergenicidade e toxicidade

A L-asparaginase é considerada um dos exemplos notaveis de proteina
terapéutica bem estabelecida com potencial para induzir uma resposta imune em
pacientes. A hipersensibilidade é a principal razéo para a interrupcdo do tratamento
com L-asparaginase. Esse cenario impulsiona estudos de gerenciamento a
imunogenicidade da enzima (Asselin e Fisher, 2014; Fonseca et al., 2021).
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A presenca de epitopos de células-T na sequéncia da proteina corresponde
a um dos principais impulsionadores da imunogenicidade, com resultado de producéo
sustentada de anticorpos que podem neutralizar o efeito terapéutico (Fonseca et al.,
2021). A predicdo de epitopos de células-T foi mensurada pela determinacdo da
densidade de epitopos.

A densidade de epitopo permite estimar o grau de resposta do sistema
imunolégico. Em resumo, essa alternativa de medida conceitua e compara uma
proteina mais imunogénica a outra se a densidade de epitopos for maior. A
abordagem de correlacdo entre densidade de epitopos e imunogenicidade vem sendo
apresentada em estudos que demostram a estreita relacao entre essas duas variaveis
(Feldmann et al., 1975; Liu et al., 2004, Liu e Chen, 2005). Nesse sentido, o estudo
de predicao do grau de imunogenicidade de proteinas de interesse terapéutico tem
usado amplamente a medida por densidade de epitopos (Groot e Martin, 2009; Vider-
Shalit et al., 2009; Lissabet, 2018).

Neste estudo foi aplicado o mesmo conceito de densidade de epitopos para
avaliar o grau de imunogenicidade (Gl) da enzima L-asparaginase de P. cerradense
em comparacdo com L-asparaginase de uso clinico (E. coli e D. chrysanthemi) e L-
asparaginase de outras espécies de Penicillium e Aspergillus. A frequéncia relativa foi
a medida utilizada para determinar a densidade de epitopos e predizer o grau
imunogenicidade das proteinas. Para essa determinac¢éo do grau de imunogenicidade
foram utilizados oito alelos HLA-DRB1*01:01, HLA-DRB1*03:01, HLA-DRB1*04:01,
HLA-DRB1*07:01, HLA-DRB1*08:01, HLA-DRB1*11:01, HLA-DRB1*13:01 e HLA-
DRB1*15:01, que apresentam ampla distribuicdo global (Gonzalez-Galarza et al.,
2011; Southwood et al., 1998)

O Gl de L-asparaginase de P. cerradense ndo apresenta diferenca
significativa comparada a enzima de E. coli, D. chrysanthemi, P. chrysogenum, P.
digitatum, P. griseofulvum, P. italicum, P. sizovae, P. steckii, A. ibericus, A. idologenus,
A. niger e A. sclerotiicarbonarius (Figura 30). Em comparacdo com L-asparaginases
clinicas, a enzima de P. cerradense (0,0149) apresenta maior Gl comparado a E. coli
(0,0142) e menor que a enzima de D. chrysanthemi (0,0197). A L-asparaginase de D.
chrysanthemi apresenta o maior GIl. O resultado obtido assemelha-se ao reportado
por Belen et al. (2019), sendo Gl da L-asparaginase de D. chrysanthemi maior do que

L-asparaginase E. coli .
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Figura 30: Grafico box plot (mediana e minima/méaxima) representando o grau de
imunogenicidade de L-asparagianase por frequéncia relativa por predicdo de epitopos
imunogénicos de células T para oito alelos (HLA-DRB1*01:01, HLA-DRB1*03:01,
HLA-DRB1*04:01, HLA-DRB1*07:01, HLA-DRB1*08:01, HLA-DRB1*11:01, HLA-
DRB1*13:01 e HLA-DRB1*15:01), para L-asparaginase de P. cerradense e outros
microrganismos. Os pontos no box representam os oitos alelos avaliados. Nao
apresenta diferenca significativa (p<0.05 — Kruskal-Wallis com teste posterior Dunn’s
test).

Ao avaliar o GI, foi verificado que ndo existe diferenca significativa na
imunogenicidade prevista entre as L-asparaginases dos microrganismos avaliados
neste estudo. No entanto, quando comparando as frequéncias relativas das L-
asparaginases fungicas com as de uso clinico por E. coli e D. chrysanthemi, o Gl
previsto para L-asparaginases fungicas foi equivalente ou menor ao das enzimas
bacterianas.

Entre espécies de Penicillium, os valores de Gl exibem similar frequéncia
relativa: P. cerradense (0,0149), P. chrysogenum (0,0147), P. digitatum (0,0150), P.
griseofulvum (0,0144) e P. italicum (0,0142), enquanto L-asparaginase de P. sizovae
e P. steckii apresentam um valor de 0,0132 e 0,0119 respectivamente, que é o mais
proximo do valor que foi calculado para E. coli (0.0142). Observando as espécies de

Aspergillus, os valores de Gl exibem maior variagéo na frequéncia relativa: A. ibericus
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(0.0158) e A. sclerotiicarbonarius (0.0161), enquanto A. idologenus (0.0135) and A.
niger (0.0141). Em observacdo aos Gl por género (Penicillium e Aspergillus), os
resultados apresentados podem sugerir uma tendéncia de Gl por género, mas

concomitantemente percebe-se possiveis particularidades a cada espécie.

Estes resultados podem representar um grau de imunogenicidade compativel
ao uso clinico para L-asparaginase de P. cerradense, considerando que o seu Gl se
apresenta entre as enzimas obtidas de E. coli e D. chrysantemi. Com isso, uma
resposta imunoldgica compativel ao uso clinico pode ser provavel a enzima de P.
cerradense, aos epitopos de células T.

De maneira mais detalhada, a Figura 31 representa a frequéncia relativa da
densidade de epitopos de células T de cada um dos oito alelos (HLA-DRB1*01:01,
HLA-DRB1*03:01, HLA-DRB1*04:01, HLA-DRB1*07:01, HLA-DRB1*08:01, HLA-
DRB1*11:01, HLA-DRB1*13:01 e HLA-DRB1*15:01). Os epitopos imunogénicos
previstos de células T sdo apresentados em tabela no Material Suplementar B.
Quando comparada com as enzimas de uso clinico (E. coli e D. chrysanthemi), a L-
asparaginase de P. cerradense apresenta valor de densidade proximo ou menor aos
08 alelos avaliados. Em geral, pode-se notar um comportamento de distribuicéo
semelhante com tendéncia por alelo para as L-asparaginases avaliadas.

Densidade de epitopos por alelo
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Figura 31: Grafico de barras representando o grau de imunogenicidade de L-
asparaginase por predicdo de epitopos imunogénicos de células T para oito alelos
independentes (HLA-DRB1*01:01, HLA-DRB1*03:01, HLA-DRB1*04:01, HLA-
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DRB1*07:01, HLA-DRB1*08:01, HLA-DRB1*11:01, HLA-DRB1*13:01 e HLA-
DRB1*15:01) de L-asparaginase de P. cerradense e outros microrganismos

De modo especifico, para o alelo HLADRB1*07:01 foi bem estabelecido a sua
associacdo a um elevado risco de rea¢@es de hipersensibilidade apos tratamento com
L-asparaginase bacteriana, possivelmente devido ao fato de ser um alelo que confere
ligacdo de alta afinidade (Fernandez et al., 2014; Noéra et al., 2017). Baseado neste
pressuposto, as frequéncias relativas e predicdo dos peptideos alergénicos de L-
asparaginase de P. cerradense para o alelo HLA-DRB1*07:01 foi comparado a E. coli,
D. chrysanthemi, e espécies de Penicillium e Aspergillus para determinar os residuos
e regides da enzima que poderiam contribuir para a alergenicidade. A figura 32
apresenta a frequéncia relativa de epitopos de células T alergénicos para o alelo
HLADRB1*07:01 da L-asparaginase de P. cerradense e outros microrganismos em
comparagao.

HLA-DRB1 07:01

A. sclerotiicarbonarius
A. niger

A. idologenus
A. ibericus

P. steckii

P. sizovae

P. italicum

P. griseofulvum
P. digitatum

P. chrysogenum
P. cerradense
D. chrysanthemi
E. coli

0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0,600 0,700
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Figura 32: Grafico em barras representando a frequéncia relativa dos epitopos
alergénicos de células T para o alelo HLA-DRB1*07:01 da L-asparaginase de P.
cerradense e outros microrganismos.

A L-asparaginase de P. cerradense apresenta a densidade de epitopos
alergénicos (0,603) maior do que a enzima de E. coli (0,526) e menor do que a enzima
de D. chrysanthemi (0,653). A L-asparaginase de D. chrysanthemi apresenta a maior

densidade de epitopos alergénicos (0,653), seguida de P. digitatum (0,647), P.
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italicum (0,634), A. idologenus (0,632) e A. sclerotiicarbonarius (0,625). Enquanto, a
L-asparaginases de P. steckii e P. sizovae apresentam a menor densidade de
epitopos alergénicos (0,450 e 0,492, respectivamente).

O mapeamento dos fragmentos de peptideos alergénicos nas estruturas da
L-asparaginase mostrou um perfil de distribuicdo diferente para a enzima de P.
cerradense em comparacdo com E. coli e D. chrysanthemi (Figura 33). Os
determinantes estruturais para fornecer as caracteristicas de alergenicidade estédo
resumidos em quadro Material Suplementar C. Apesar da diferenca de distribuicao,
as L-asparaginases de P. cerradense, E. coli e D. chrysanthemi apresentam regides
estruturais semelhantes em concentracéo de epitopos alergénicos (Figura 34). Sendo
essas, 6 regides: cadeia NB1/HR, Ncoil7, hélice Na4, cadeia N6, linker inter dominio
e hélice Ca2 - respectivas regides Is2FGTGGTIAs0, MiesRPSTATSA173,
F177NLLEAVTV192, Y208YVTKTNAN21s, F25:DITATKEIl260 € F29sNHAIEDVI310, NnoO
modelo asparaginase P. cerradense. Os epitopos concentrados nessas regides
apresentam divergéncia quanto a sequéncia de aminoacidos apesar da mesma
localizagéo espacial, 0 que sugere tratar-se de regides alergénicas determinadas

principalmente pela conformacéo espacial e exposicao superficial.

D. chrysanthemi P. cerradense

Figura 33: Distribuicdo estrutural dos epitopos alergénicos de células T para o alelo
HLA-DRB1*07:01 no mondémero de L-asparaginase. Zonas azuis representam
epitopos alergénicas de E. coli. Zonas verdes representam epitopos alergénicas de
D. chrysanthemi. Zonas vermelhas representam epitopos alergénicas de P.
cerradense. Cinza representam as zonas nao alergénicas.
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Figura 34. Mapeamento da conservacdo estrutural dos epitopos alergénicos de
células T para o alelo HLA-DRB1*07:01 para L-asparaginases de P. cerradense, E.
coli e D. chrysanthemi. Zonas azuis representam epitopos alergénicas de E. coli.
Zonas verdes representam epitopos alergénicas de D. chrysanthemi. Zonas
vermelhas representam epitopos alergénicas de P. cerradense. Cinza representam as
zonas néo alergénicas.

Com a apresentacdo em semelhanca a densidade de epitopos, mas com
diferente distribuicdo estrutural do epitopos alergénicos da L-asparaginase de P.
cerradense comparado as enzimas de E. coli e D. chrysanthemi, predispem a
resposta diferente a alergenicidade ja relatada na observacao ao tratamento com a L-
asparaginase, mas compativel ao uso clinico. No entanto, com os resultados desta
analise quanto alergenicidade podem impulsionar e direcionar estratégias de melhoria
caso as respostas clinicas da L-asparaginase de P. cerradense apresentem-se
desafiadoras.

A predicdo de epitopos células B lineares foi realizado com o objetivo de
avaliar a capacidade da enzima de gerar anticorpos. O diagndéstico linear de epitopos
de células B foi realizado para L-asparaginase de P. cerradense comparado a E. coli,
D. chrysanthemi e espécies de Penicillium e Aspergillus para determinar os residuos
e regides que contribuem para a geracao de anticorpo. A Figura 35 representa a Gl
células B para essa comparacao. A tabela, no Material Suplementar D, apresenta os
epitopos de células B identificados nas sequéncias de aminoacidos dessas L-
asparaginases.

A L-asparaginase de P. cerradense apresenta um Gl (0,069) similar
comparado a D. chrysanthemi (0,061) e menor que a enzima por E. coli (0,117). A L-
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asparaginase de E. coli apresenta o maior Gl relacionado a células B. Esse resultado
assemelha-se aos relatos de maior hipersensibilidade e formacé&o de articorpos por L-
asparaginase de E. coli (60% dos pacientes em tratamento) do que por D.
chysanthemi (8-33% dos pacientes em tratamento), descritas como
imunogenicamentes distintas (Albertsen et al., 2002; Asselin e Rizzari, 2015; Van Der
Sluis et al., 2016)

Ao avaliar L-asparaginases fangicas com as de uso clinico por E. coli e D.
chrysanthemi, o Gl previsto para L-asparaginases fangicas foi equivalente ou menor
ao das enzimas bacterianas. As espécies de Penicillium, os valores para o Gl exibem
variacdo na frequéncia relativa: P. cerradense (0,069), P. chrysogenum (0,082), P.
digitatum (0,071), P. griseofulvum (0,092) e P. italicum (0,071), P. steckii (0,065),
enquanto a L-asparaginase de P. sizovae (0,052) apresenta o menor Gl que é 0 mais
préximo do valor que foi calculado para D. chrysanthemi (0.061). Entre espécies de
Aspergillus, valores do Gl exibem similar frequéncia relativa: A. ibericus (0.037), A.
idologenus (0.032), A. niger (0.042) and A. sclerotiicarbonarius (0.048), e
curiosamente todas as espécies do género apresentam os menores valores do Gl
para ceélulas B aos microrganismos avaliados neste estudo. Os resultados
apresentados podem sugerir que L-asparaginases fungicas de Aspergillus

apresentam menor capacidade em gerar anticorpos.

Densidade de epitopos células B
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Figura 35: Grafico em barras representando a frequéncia relativa dos epitopos
imunogénicos de células B da L-asparaginase de P. cerradense e outros
microrganismos.
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O mapeamento dos epitopos de células B nas estruturas monomeéricas foi
realizado para L-asparaginase de P. cerradense comparado E. coli e D. chrysanthemi
(Figura 36). A distribuic&o estrutural apresenta diferente perfil para L-asparaginase de
P. cerradense, E. coli e D. chrysanthemi. Na resposta imunolédgica a epitopos de
células B, a L-asparaginase de P. cerradense pode apresentar-se de uma forma

imunogénica distinta.

D. chrysanthemi [ P cerradense

Figura 36: Distribuicdo estrutural dos epitopos de células B para L-asparaginase
mondmero. Zonas azuis representam epitopos de E. coli. Zonas verdes representam
epitopos de D. chrysanthemi. Zonas vermelhas representam epitopos de P.
cerradense. Cinza representam as zonas nao imunogénicas.

Quanto a toxicidade, a partir da analise no servidor ToxinPred®,
curiosamente, ndo foi encontrado peptideos téxicos na sequéncia de L-asparaginase
de P. cerradense, resultado indicativo para proteina ndo toxica. Em contraste, a L-
asparaginase E. coli tem sido relatada com uma regido de alta toxicidade responsavel
por suas propriedades téxicas (Mahboobi et al., 2017). Dos fungos avaliados neste
estudo, P. italicum e P. sizovae apresentaram fragmentos de peptideos toxicos em
suas sequéncias de L-asparaginase.

Este estudo mostrou que ndo existem diferengas significativas no nivel de
imunogenicidade entre as L-asparaginases fungicas e bacterianas, enquanto as L-
asparaginases bacterianas de D. chysanthemi apresentou a maior frequéncia relativa
de epitopos T-cell e alergénicos, e E. coli apresentou a maior frequéncia relativa de
epitopos B-cell.

Os dados apresentados em predi¢éo in silico apresentam a L-asparaginase
de P. cerradense compativel ao uso clinico quanto sua imunogenicidade,

alergenicidade e toxicidade, considerando os resultados de comparacdo as L-
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asparaginases atualmente disponiveis ao uso clinico (fonte de E. coli e D.
chrysanthemi). Do mesmo modo, Penicillium e Aspergillus mostram um grau de
imunogenicidade para a L-asparaginase compativel com o uso clinico, e observa-se
que a imunogenicidade parece estar associada ao tipo de microrganismo, mas
apresenta uma individualidade de comportamento para cada enzima. Dentre o0s
microrganismos avaliados, P. steckii apresentou os melhores resultados quanto a
predi¢cdo de resposta imunogénica.

As reacdes de hipersensibilidade causadas por L-asparaginase de E. coli tém
sido amplamente estudadas in vivo (Muller et al., 2001; August et al., 2013; Santos et
al., 2017). No entanto, para asparaginase fungica ndo se observa exploracdo de
investigacdo a esse respeito. Os dados apresentados neste estudo podem
impulsionando uma exploragdo de investigacdo maior para aplicacdo de L-
asparaginases fungicas ao uso clinico e direcionar uma mudanca no regime
terapéutico de tratamentos que incluem L-asparaginase para uma terapia menos
imunogénica. Em avaliagdo aos resultados gerais de hipersensibilidade, a L-
asparaginase fungica apresenta potencial para ser aplicada como primeira escolha,
especialmente substituindo a enzima produzida por D. chysanthemi, possivelmente
como alternativa terapéutica aos pacientes que apresentam sensibilizacédo

Para elevar o padrdo de analise, a validacdo clinica dos epitopos
imunogénicos e alergénicos previstos constituiria para corroborar a estrutura preditas
in silico. O potencial da analise bioinformética alcancado para L-asparaginase de P.
cerradense poderia ser validado gerando mutantes e avaliando a capacidade destes
de obterem reacdes de hipersensibilidade, considerando que uma diminuicdo das
respostas deve ser esperada apoés a intervencédo dos epitopos identificados.

De modo abrangente, os dados apresentados sdo relevantes para
pavimentar o caminho em busca de um entendimento dos comportamentos funcionais
das L-asparaginases do género Penicilium, e apresenta a oportunidade de
comparacao com fontes de L-asparaginase de uso clinico disponiveis comercialmente

(E. coli e D. chrysanthemi).

5.7 Expressao de L-asparaginase P. cerradense em E. coli pET28a

5.7.1 Construcéo dos vetores e transformagéo genética
Apbs observacédo da baixa atividade de L-asparaginase produzida diretamente

por P. cerradense, optou-se por iniciar expressao heterdloga da enzima em sistema
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de E. coli. Para a expressdo da sequéncia de L-asparaginase em E. coli foram
utilizados os vetores de expressdo pET28a (Figura 37). A construcdo do vetor foi
realizada pela empresa Genome, em detalhe apresentado na Figura Suplementar 1.
O vetor apresenta o gene de L-asparaginase de P. cerradense com o peptideo sinal
deletado e os codons foram otimizados para expressdao em E. coli. Os sitios de
restricdo escolhidos foram Ndel/Xhol compativel ao desenho e comum a outros
vetores, caso ocorra a necessidade de inseri-lo em outras estratégias. A His-Tag foi
adicionada a regido N-terminal para ser removida apds etapa de purificagdo por
tratamento com protease. O cédon de parada da traducao foi acrescentado para nao
ocorrer a expressao de His-Tag na porcdo C-terminal. Como marcador seletivo, o
vetor apresenta o gene de resisténcia a Canamicina. A expressdo heter6loga da
sequéncia de L-asparaginase, a secrecao da proteina de interesse em E. coli foi
analisada.
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Figura 37: Mapa do vetor pTE28a utilizado para expressdo heteréloga da L-
asparaginase de P. cerradense em E. coli.
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Apos transformacao genética das células competentes de E. coli DH10 com os
respectivos vetores por meio de choque térmico, foram selecionados 4 clones
transformados de E. coli DH10B com o vetor pET28a(+)-L-ASNase_Pc e 1 clone
transformado com o vetor pET28a(+). A extracdo de DNA plasmidial das cepas de E.
coli DH10B foram confirmadas em gel de agarose (Figura 38). As transformacdes
genéticas foram confirmadas por PCR (Figura 39), sendo observado amplicons de
tamanho aproximado de 335pb. Esse resultado apresenta amplicom compativeis ao
fragmento estimado pelo primer (forward 5-GGTGCAATGGTCGTTATGAA-3,
reverse 5-TGGCATGGTTGAAGGAAGTA-3’). Com isso, apresenta-se a confirmacao
para transformacédo da cepa de E. coli DH10B pET28a(+)-L-ASNase_Pc.

Clone 1 Clone 2 Clone 3 Clone 4

10.000 —

5.000 —
4.000 —

1.000 —

Figura 38: Gel de quantificacdo da extracédo de DNA plasmidial para cepas de (Clone
1,2, 3,e4)E. coliDH10B pET28a(+)-L-ASNase_Pc e (Clone -) Controle negativo por
E. coli DH10B pET28a(+). (MM) Marcador Molecular GeneRuler 1Kb DNA Ladder®
(Thermo Scientifc).



92

15.000 — 5 Clone1 Clone2 Clone3 Clone4

500 —
400 —

100 —

Figura 39: Perfil eletroforético em gel de agarose 1,2% para os fragmentos
amplificados na selecdo por PCR dos clones transformantes de E. coli DH10B
pET28a(+)-L-ASNase_Pc. (C+) Controle positivo por plasmideo vetores pET28a(+)-L-
ASNase Pc - Genome . (C-) Controle negativo por E. coli DH10B pET28a(+). (MM)
Marcador molecular 1Kb Plus DNA Ladder® (Invitrogen).

Com a confirmacdo da transformacdo de E. coli DH10B pET28a(+)-L-
ASNase_Pc e aumento do numero de plasmideo, a linhagem de expresséo, E. coli BL
21(DE3) foi transformada com os respectivos vetores. Apos isolamento das colénias
transformantes, foram selecionados 10 clones transformados de E. coli BL21 (DE3)
com o vetor pET28a(+)-L-ASNase_Pc e 1 clone transformado com o vetor pET28a(+).
Os clones selecionados foram submetidos a extracdo do DNA plasmidial (Figura 40)

e transformacéo confirmada por PCR (Figura 41).

Clone Clone Clone Clone Clone Clone Clone Clone Clone Clone
MM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 C-
10.000 — <

4.000 — §
3.000 —§

500 —

Figura 40: Gel de quantificacdo da extracdo de DNA plasmidial para 10 cepas de E.
coli BL21(DE3) pET28a(+)-L-ASNase_Pc. (Clone - ) Controle negativo por E. coli
DH10B pET28a(+). (MM) Marcador GeneRuler 1Kb DNA Ladder® (Thermo Scientifc).
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Figura 41: Perfil eletroforético em gel de agarose 1,2% para os fragmentos
amplificados na selecéo por PCR dos 10 clones transformantes de E. coli BL21(DE3)
pET28a(+)-L-ASNase_Pc. (C+) Controle positivo por plasmideo vetores pET28a(+)-L-
ASNase_Pc extraido de E. coli DH10B. (C-) Controle negativo por E. coli BL21(DE3)
pET28a(+). (MM) Marcador molecular 1Kb Plus DNA Ladder® (Invitrogen).

Nessa confirmacdo de transformacdo genética por PCR, os dez clones
apresentaram tamanho aproximado de 335 pb. Esse tamanho de amplicom apresenta
compatibilidade ao fragmento estimado pelo primer (forward 5'-
GGTGCAATGGTCGTTATGAA-3’, reverse 5-TGGCATGGTTGAAGGAAGTA-3).
Com isso, manifesta-se a confirmacdo para transformacéo da cepa de E. coli BL21
(DE3) pET28a(+)-L-ASNase_Pc. Essa cepa foi denominada neste presente estudo
por E. coli ASNase_Pc. Apos a confirmacao de transformacédo genética, seguiu-se em
trabalho com todos os 10 clones para a avaliacdo da expressdo da enzima L-
asparaginase.

5.7.2 Expressao de L-asparaginase

A primeira verificacdo de expressdo da L-asparaginase foi realizada por SDS-
PAGE considerando as fragdes soluvel e insolGvel obtidas na extracdo da enzima. No
perfil eletroforético os 10 clones de E. coli ASNase_Pc apresentam a expressao da
enzima L-asparaginase com tamanho de fragmento esperado aproximado de 45 kDa,
e com maior expressao na fracao insoltvel (Figura 42), indicando a localizacdo da
enzima e perfil de formacgéo de corpos de inclusdo na expressao pelas condi¢cbes de

cultivo utilizadas nessa etapa.
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Ci= C- Clone1 Clone1 Clone2 Clone2 Clone 3 Clone 3
A Fs Fl  Fs FI FS FI FS FI
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Figura 42: Perfil eletroforético da expressdo da enzima L-asparaginase por SDS-
PAGE de 10 clones de E. coli ASNase_Pc. Frac6es soluvel (FS) e insoltvel (FI). (MM)
Marcador Low-Molecular-Weight. (C-) Controle negativo E. coli BL21 (DE3)

pET28a(+), vetor vazio.
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Desses clones apresentados, foram selecionados os identificados como 6, 8 e
10 com perfil de maior intensidade de expresséo da enzima L-asparaginase por E. coli
ASNase Pc. A partir dessas melhores expressdes da enzima L-asparaginase
observadas em SDS-PAGE, os trés clones foram avaliados por Western Blot com
anticorpo anti-HisTag para confirmacao e triagem mais refinada. Para essa avaliacéo
foram consideradas as fracdes solluvel e insollvel obtidas na extracdo da enzima. Os
trés clones de E. coli ASNase_Pc apresentam a expressao da enzima L-asparaginase
indicado pelo fragmento de tamanho aproximado de 45 kDa apenas na fracao
insoltvel (Figura 43), confirmando a localizacdo da enzima e perfil de formacéo de
corpos de inclusdo na expresséao pelas condi¢des de cultivo utilizadas nessa etapa.

Desse resultado de perfil e confirmagdo da expressdo, o clone 10 foi
selecionado por apresentar maior intensidade de expressdo da enzima L-

asparaginase por E. coli ASNase_Pc.

MM C- C- Clone6 Clone 6Clone 8 Clone8 Clone 10 Clone 10
FS FI FS FI_ FS Fl FS Fi
180 kDa
130 kDa
100 kDa -
70 kDa -
55 kDa .
wo | - v
35 kDa -
o -
25kDa - .
15 kDa
10 kDa >

Figura 43: Perfil eletroforético da expressao da enzima L-asparaginase por Western
Blot dos clones 6, 8 e 10 de E. coli ASNase_Pc. Fracdes soluvel (FS) e insolavel (FI).
Marcador PageRuler Prestained Protein Ladder® (MM). Controle negativo por E. coli
BL21(DE3) pET28a(+) (C-).
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5.7.3 Avaliacdo da extracao de proteinas de E. coli ASNase_Pc
Para verificar a extracdo de proteinas, as células de E. coli ASNase_Pc foram

submetidas a ruptura por processador ultrassonico (Vibra-Cell®) e verificadas trés
metodologias de sonicacdo para a extracdo de proteinas. Os métodos avaliados
diferem-se no tempo de ciclos e pulse (Costa-Silva et al., 2018) Upadhyay et al. (2014)
Lima (2019). O perfil dos extratos proteicos foi avaliado por SDS-PAGE (Figura 44).
Em resultado, observa-se que o método 2 de sonicacdo adaptado de Upadhyay et al.
(2014) apresenta maior extracdo de proteinas tanto na fracdo solavel como fracao

insoluvel.

97 kDa

66 kDa

45 kDa

30 kDa

Figura 44: Perfil eletroforético em SDS-PAGE 12% para avaliacdo de diferentes
métodos (1, 2 e 3) de lise celular para E. coli ASNase Pc por processador
ultrassénico. (MM) Marcador Molecular Low Molecular Weight Calibration® (GE
Healthcare). (FS) Fracdo solavel. (FI) Fracao insoluvel.

5.7.4 Curva de crescimento bacteriano
Para conhecimento do perfil cinético de crescimento de E. coli ASNase_Pc,

foram realizados ensaios em incubador térmico na temperatura de 37 °C. Sendo, a

temperatura de 37 °C indicativa geral para crescimento de cepas de E. coli.

Os dados obtidos por meio da determinagdo da curva de crescimento
bacteriano a 37 °C foram expressos por média e desvio padrdo. O desvio padrao
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apresenta-se muito pequeno, ndo sendo possivel visualizar a barra de desvio no
grafico (Figura 45). Os dados obtidos na relacdo medida de densidade 6tica (ODeoonm)

em funcao do tempo foram ajustados para logaritmo natural (In) (Figura 46).

P. cerradense - E. coli BL21(DE3)
2,50

2,00

1,50

1,00

0,50

Densidade éptica (DO 600 nm)

0,00
0 5 10 15

Tempo (h)

Figura 45: Curva de crescimento bacteriano de E. coli ASNase_Pc a 37C° em meio
liquido LB suplementado com Canamicina 50 ug/mL com agitacéo de 200 rpm.

Ln (DO)

Tempo (h)

Figura 46: Grafico referentes a curva de crescimento de E. coli ASNase_Pc a 37°, em
meio liquido LB suplementado com Canamicina 50 ug/mL com agitacdo de 200 rpm,
ajustado para logaritmo natural (In).
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Na temperatura de 37 °C, E. coli ASNase Pc apresenta lag/log a partir do
tempo Oh (ODsoonm 0,1) ao tempo de 4h (ODeoonm 1,5), € fase estacionaria alcangada
com aproximadamente 4h (Figura 46). Os resultados de perfil cinético sdo utilizados
para determinar a correlacdo entre densidade otica e tempo de cultivo, e podem ser

Uteis na determinacdo do momento da inducao da expressao.

A partir dos dados de perfil cinético, estimou-se que ODesoonm da fase mid-log foi
de 0,4 de absorbancia. Considerando que essa densidade pode corresponder a uma
concentracao celular baixa, foi entdo utilizada uma densidade oOptica correspondente
a 80% da fase exponencial, equivalente a uma DOeoonm de 0,9, tempo de 2 h 30 min

para a inducao de expresséo de L-asparaginase.

5.7.5 Avaliacéo dos parametros de cultivo para E. coli ASNase_Pc
A avaliacdo de parametros de cultivo dispde-se a indicar as condi¢cfes 6timas

na expressao da enzima. Com isso, a escolha dos parametros a serem analisados foi
empregada para identificar as condigbes que mais influenciam na expressédo de L-
asparaginase por E. coli ASNase_ Pc. Nesse planejamento, foram analisados dois
parametros do processo pos inducdo na expressdo da enzima. Os parametros de
cultivo avaliados foram concentra¢des de IPTG (0,1, 0,5 e 1 mM) e tempo (O, 2, 4, 8,
12, 20 e 24 h) p6s inducdo. Esses parametros contribuem para uma producdo com
éxito de proteinas heterdlogas (Hayat et al., 2018). O perfil dos extratos proteicos na
expressdo da enzima L-asparaginase por E. coli ASNase_Pc estao apresentados nas

Figuras 47.

No cultivo a 37 °C, a enzima L-asparaginase de E. coli ASNase Pc ndo é
apresentada na fracdo solivel em nenhuma condi¢do de concentracdo de indutor e
tempo pos inducdo avaliados. A enzima L-asparaginase de E. coli ASNase Pc é
apresentada na fracdo insollvel indicando a localizacdo da enzima e expressdo com
formacdo de corpos de inclusdo. A expressdo da enzima na fracdo insoluvel é
observada nas trés concentragdes de IPTG (0,1, 0,5 e 1 mM) e desde o tempo 2 horas

apos a inducao.
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97 kDa
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Figura 47: Gel SDS-PAGE 12% para avaliacdo da expressao de L-asparaginase de
E. coli ASNase_Pc a 37 °C sob diferentes condi¢des - concentracdes de IPTG (0,1
mM; 0,5 mM e 1 mM) e tempo de cultivo apos inducéo (O h; 2 h; 4h; 8 h; 12 h;20he
24 h). A. Fragdes soluveis de cultivos induzidos com 0,1 mM de IPTG. B. Fracbes
soluveis de cultivos induzidos com 0,5 mM de IPTG. C. Fracdes sollveis de cultivos
induzidos com 1 mM de IPTG. D. Frag@es insoluveis de cultivos induzidos com 0,1
mM de IPTG. E. Fracdes insollveis de cultivos induzidos com 0,5 mM de IPTG. F.
Fracdes insoluveis de cultivos induzidos com 1 mM de IPTG.

Os corpos de inclusdo sdo agregados de polipeptideos que ocorrem
principalmente em proteinas recombinantes armazenadas intracelularmente e
frequentemente presente quando proteinas eucaridticas sdo expressas em vetores
procariotos. A principal causa deste dobramento das proteinas recombinantes,
resultante em corpos de incluséo, é a sobrecarga das chaperonas, quando grandes
guantidades de um mesmo peptideo sdo expressas (Choe et al., 2006; Jhamb et al.,
2008).

Para L-asparaginase Aspergillus terreus em E. coli BL21 (DE3) pLys pET28a,
Saaed et. al (2018) observaram a expressao heter6loga em corpos de inclusédo, em
cultivos a 37 °C, 18 h, induzidos com 2 mM de IPTG. No entanto, com a otimizacao
de condi¢cdes de cultivo, estes mesmos autores obtiveram a expressdo de L-
asparaginase ativa, com redugdo na temperatura para 22 °C e concentracéo de IPTG
a 0,1 mM. Zhang et al. (2021), ao avaliar a expressao de L-asparaginase fingica em
E. coli BL21 (DE3) com pET28a, induzindo com 0,5 mM de IPTG, por 18 h, a 25 °C,
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identificou a expressdo em corpos de inclusdo para a enzima de Aspergillus niger e
Cyberlindnera jadinii. Nesse mesmo trabalho, a expressdo de L-asparaginase na
fracdo soluvel foi apresentada para a enzima de Rhizomucor miehei com nivel de 4,1
u/mL.

As fracBes insoluveis foram submetidas a avaliacao de atividade enzimatica por
meétodo de Nessler para verificar a possibilidade de enzima ativa em corpo de inclusao.
Em nenhuma condi¢do de concentracdo de indutor e tempo pos inducao avaliada foi
apresentada atividade enzimatica de L-asparaginase, com variacdo entre 0,014 e
0,060 U/mL. A presenca de expressdo da enzima foi verificada por perfis
eletroforéticos (PCR, Western Blot e SDS-PAGE) durante os estudos do vetor e
condi¢cdes de cultivo para L-asparaginase de E. coli ASNase_Pc. No entanto, a
presenca de expressdo dessa enzima apenas nas fragfes insollveis e a auséncia de
atividade enzimatica apos diferentes condicGes de cultivo corroboram com indicacéo
da localizacdo da enzima e expressao apenas com formacgéo de corpos de inclusao
tipico.

Diante destes resultados observados na avaliacdo dos parametros de cultivo
para expressao de L-asparaginase por E. coli ASNase_Pc, sugerem continuidade com
estratégias de solubilizacdo e renaturacao da enzima recombinante com finalidade de
recuperacdo da enzima na sua forma ativa. Ainda, incluir a avalicdo de reducao de
temperatura na etapa de indugédo, que sugere minimizar a formacao de corpos de
inclusdo e melhorar a expressao soluvel de proteinas recombinantes (Shirano e
Shibata, 1990; Francis e Page, 2010; Hayat et al., 2018). De maneira complementar,
sugere-se seguir a avaliacdo do uso de outros vetores e linhagens procariotas de

expressao heterdloga com finalidade em expressar a enzima ativa.

5.7.6 Avaliacéo in silico do gene de L-asparaginase recombinante (E. coli
ASNase_Pc)

Na avaliacdo das condi¢des de cultivo com influéncia na expresséo soluvel e
ativa da L-asparaginase de E. coli ASNase_Pc, ndo foi possivel correlacionar os

parametros verificados com os problemas de expressao da enzima.

Com o objetivo de compreender melhor os problemas associados com a
expressado heteréloga por E. coli ASNase_Pc, a sequéncia do gene de expresséo de

L-asparaginase foi submetida a avaliacdo in silico para caracterizacdo e modelagem
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molecular. A sequéncia do gene de expressao de E. coli ASNase Pc foi traduzida
(Figura 48). Em comparacdo com a enzima nativa de P. cerradense, essa sequéncia
de expresséo apresenta adi¢cado da calda de histidina (6HisTag), delecédo do peptideo
sinal e cédons otimizados para E. coli.

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMSPVHKPQSSSTKYVYTNSNGLNETOMNPGLPNITIFGTGGTIAGSGS
SSTATTGYTAGAVGILDLIDAVPSMLNVSNIAGVQVANVGSEDITSDILISLSKSINKLVCDDSTMAG
AVITHGTDTLEETAFFLDATINCGKPVVIVGAMRPSTATSADGPEFNLLEAVTVAASPKAVNRGAMVVM
NDRIASAYYVTKTNANTMDTEFKAIEMGFLGEMISNTPEFFYPPVKPTGKVEFDITATKEIPRVDILYA
YEDMHNDTLYSAVENGAQGIVIAGAGAGGVSTSFNHAIEDVINRFKIPVVQSMRTVNGEVPLSDVNST
SATHIASGYLNPQKSRILLGLLLSEARTLTDIRSVESLGTVS

Figura 48: Traducdo "six frame" do gene para expressao heterdloga da enzima L-
asparaginase por E. coli ASNase_Pc

Por ProtParam-Expasy®, o fragmento proteico apresenta 382 aminoéacidos. O
pl da proteina foi previsto em 5,80, sendo mais elevado ao predito para a enzima
nativa (5,13). A instabilidade index foi calculada para 32,11 e indice alifatico de 88,82.
Em comparacédo a enzima nativa (instabilidade index 29,85 e indice alifatico 97,25),
essas alteracdes de valores podem representar diminuicdo na estabilidade da
proteina. O indice de hidropaticidade foi predito em 0,099, apresentando indicativo de

maior interacdo com moléculas de agua contraposta a enzima nativa (0,256).

A previsao tridimensional da sequéncia do gene para expressao em E. coli
ASNase_Pc foi realizada utilizando o AlphaFold2®. Com essa abordagem, buscou-se
uma modelagem ab initio da proteina, por identificacdo de possiveis interacfes, com
a criacdo de modelo préprio sem comparacdes. O desenho de um modelo para L-
asparaginase foi proposto (MODELO 1) (Figura 49).

Em comparacao ao proposto para L-asparaginase nativa de P. cerradense, o
gene de expressao em E. coli apresenta bom alinhamento as hélices e diferencia-se
em modelo tridimensional em porc¢des loop (Figura 50) e, regido inicial da porcéo N-
terminal ndo foi predita pelo programa. As alteragées na estrutura com regides de
baixa complexidade e outras propriedades biofisicas da proteina, como
hidrofobicidade, podem influenciar os rendimentos da expressao (Francis e Page,
2010; Long et al., 2016).
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Figura 49: Modelagem ab initio da estrutura tridimensional para a sequéncia de L-
asparaginase de E. coli ASNase_Pc.

Figura 50: Sobreposicao estrutural de L-asparaginase de P. cerradense (vermelho) a
E. coli ASNase_Pc (cinza). RMSD 1,08 A. Regides de distanciamento sinalizadas em
seta amarela.

A adicdo de calda de histidina em modelos expressao de proteinas pode
resultar em alteragbes de desempenho. Araujo et al. (2000) observaram a influéncia
da calda de histidina na estrutura e atividade enzimatica de clorocatecol 1,2-
dioxigenase de Pseudomonas putida em E. coli BL21(DE3). Em resultado,

observaram a reducao da atividade catalitica associada a um efeito local da extenséo
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N-terminal no proprio site ativo. Singh et al. (2020) observaram alteracdo de
conformacdo estrutural da proteina de superficie SP0845 de Streptococcus
pneumoniae. Nesse estudo, a alteragdo da estrutura secundéria por influéncia da
calda de histidina aumentou a imunogenicidade da proteina. Em estudo com
potenciais variantes de L-asparaginase de E. coli menos imunogénicas, Caetano
(2020) observou auséncia de atividade enzimatica para os variantes mutados
expressos em E. coli. Em analise por simulacdo de dinAmica molecular evidenciou a
ocorréncia de interagfes interatdmicas entre os residuos do sitio catalitico e o residuo

mutado, presente em todas as variantes, prejudicando sua interacdo com o substrato.

Os resultados de predicdo apresentados para L-asparaginase de E. coli
ASNase_Pc sugerem que os problemas da expressado heterdloga da enzima de P.
cerradense podem estar associados a construcdo do DNA recombinante com as

modificacdes no gene na porcdo N-terminal.

6 CONCLUSAO

A sequéncia génica de L-asparaginase de P. cerradense foi identificada e
expressa em sistema heterdlogo de E. coli BL21(DE3).

Na analise de identificacdo do gene da expressao, a enzima foi caracterizada
em func¢des biofisico-quimicas e caracteres imunogénicos.

O modelo estrutural para L-asparaginase de P. cerradense foi proposto e
validado. A analise in silico combinada a ferramentas de bioinforméatica revelaram
caracteristicas de propriedades enziméaticas e predicdo de respostas imunoldgicas ao
uso de L-asparaginase de P. cerradense.

A enzima apresenta resposta de imunogenicidade semelhante as enzimas de
uso clinico — de E. coli e D. chrysanthemi e revelou-se como proteina néo toxica.

Na expressdo heterdloga, apds a confirmacdo da insercdo correta do
plasmideo e analise de parametros de cultivo ndo foi possivel quantificar a atividade
enzimatica de interesse o que sugere a formacéo de um corpo de incluséao tipico.

Os insights apresentados podem impulsionar estratégias de melhoria na
producdo da enzima e levar a uma potencial producdo com caracteristicas funcionais

desejaveis para uma melhoria nas aplicactes terapéuticas de LLA.
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