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RESUMO

A enzima L-asparaginase é utilizada no tratamento da Leucemia Linfoblastica aguda
(LLA) no Brasil e no Mundo. No Brasil, ja se tem um protocolo de tratamento
desenvolvido pelo Instituto Nacional de Céncer (INCA) de 2001, utilizando L -
asparaginases de origem bacteriana, principalmente de Escherichia coli e Erwinia
chrysanthemi. No Brasil ndo ha registro de produgdo de L-Asparaginase no pais e o
SUS (Sistema Unico de Saude), apresenta dificuldade no seu abastecimento uma vez
que esta enzima € importada. Neste cenario, a presente proposta de pesquisa teve
como meta central desenvolver linhagens bacterianas produtoras de L-asparaginases
de origem fungica, Fusarium proliferatum e Penicillium sizovae e avaliar a sua utilizagao
no desenvolvimento de formulacao estavel para tratamento de LLA e, assim, contribuir
para o desenvolvimento de processo nacional de produgdo de L-asparaginases em
larga escala. As sequéncias dos genes de asparaginases de P. sizovae e F.
proliferatum foram sintetizadas e clonadas no vetor pET28A. No presente trabalho, a
meta central foi expressar estes genes em Escherichia coli utilizando vetores de
expressdo constitutiva da série pSFOXB (pSFOXB1, 11 e 15). O gene da L-
asparaginase de F. proliferatum foi subclonado no vetor pSFOXB1, sendo obtidos
clones recombinantes confirmados por PCR de col6nia. Apesar de certificarmos a
presenca do gene, a proteina heterdloga nado foi detectada na fracdo soluvel ou
insoluvel do lisado dos clones positivos.

Palavras-chave: Leucemias. L-Asparaginase. Producdo. Expressdo Heterdloga.
Penicillium, Fusarium.



ABSTRACT

The enzyme L-asparaginase is used in the treatment of acute lymphoblastic leukemia
(ALL) in Brazil and worldwide. In Brazil, there is already a treatment protocol developed
by the National Cancer Institute (INCA) in 2001, using L-asparaginases of bacterial
origin, mainly from Escherichia coli and Erwinia chrysanthemi. In Brazil, there is no
record of production of L-asparaginase in the country and the SUS (Unified Health
System) has difficulty in its supply since this enzyme is imported. In this scenario, the
present research proposal had as its central goal to develop bacterial strains that
produce L-asparaginases of fungal origin, Fusarium proliferatum and Penicillium
sizovae, and to evaluate their use in the development of a stable formulation for the
treatment of ALL and, thus, contribute to the development of a national process for the
production of L-asparaginases on a large scale. The sequences of the asparaginase
genes of P. sizovae and F. proliferatum were synthesized and cloned into the pET28A
vector. In the present study, the main goal was to express these genes in Escherichia
coli using constitutive expression vectors of the pSFOXB series (pSFOXB1, 11 and 15).
The L-asparaginase gene of F. proliferatum was subcloned into the pSFOXB1 vector,
and recombinant clones were obtained and confirmed by colony PCR. Although we
confirmed the presence of the gene, the heterologous protein was not detected in the
soluble or insoluble fraction of the lysate of the positive clones.

Keywords: Leukemias. L-Asparaginase. Production. Heterologous
E xpression. Penicillium,Fusarium.
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A L-asparaginase (L-asparagina amidahidrolase; EC 3.5.1.1), enzima que
catalisa a hidrolise do grupo amida da cadeia lateral da L-asparagina formando acido
aspartico e amoénia, € muito aplicada para o tratamento do cancer, especificamente a
leucemia linfoblastica aguda (LLA) infantil. A L-asparagina € um aminoacido nao
essencial em células normais, sendo possivel sintetiza-lo por meio da asparagina
sintetase. Entretanto, as células tumorais ndo sdo capazes de sintetiza-la e por isso
necessitam da asparagina presente no soro sanguineo, sendo para estas um
aminoacido essencial. No decurso do tratamento quimioterapico, com o uso de L-
asparaginase, a asparagina circulante é transformada em acido aspartico e aménia,
ocasionando eliminacdo seletiva das células leucémicas impedindo, assim, sua
proliferacdo (CORREA,2022).

O Brasil enfrenta desafios no abastecimento da L-asparaginase, essencial no
tratamento da LLA. A dependéncia de importagdes desse medicamento tem levado a
iniciativas governamentais para garantir seu fornecimento. Em 2022, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) autorizou, excepcionalmente, a importagao
direta da L-asparaginase pelo Ministério da Saude, devido a indisponibilidade no
mercado nacional e ao risco de desabastecimento.Além disso, um estudo analisou as
compras federais de antineoplasicos no Brasil entre 2004 e 2013, destacando que,
diferentemente de outros medicamentos, o prego médio ponderado (PMP) da L-
asparaginase aumentou significativamente (117%), refletindo o desabastecimento no
mercado mundial. Esses dados ressaltam a necessidade de estratégias para assegurar
o fornecimento continuo da L-asparaginase no pais, garantindo o acesso dos pacientes
ao tratamento adequado (SILVA AL.,2024).

O tratamento da LLA esta associado a ocorréncia de eventos adversos (EA) e a
mortalidade relacionada a toxicidade dos medicamentos utilizados. Protocolos que
incluem a L-asparaginase (L-Asp) tém demonstrado melhor progndstico, embora esse
farmaco, derivado da Escherichia coli, possa provocar reagdes de hipersensibilidade e
a formacao de anticorpos neutralizantes. Para contornar esses efeitos, a L-Asp
produzida por E. coli pode ser conjugada ao monometoxipolietilenoglicol, originando a



PEG-asparaginase (PEG-Asp), que apresenta menor imunogenicidade e meia-vidg
prolongada (CARDOSO; RIBEIRO; SOARES,2023).

Além de procariontos, fungos filamentosos s&o produtores de L-asparaginase
(SILVA, 2018).Novas L-asparaginases ja foram descritas para os fungos dos géneros
Aspergillus, Penicillium, Fusarium e Cladosporium (FREITAS,2021; SOLER,2015).

A partir de trabalhos desenvolvidos anteriormente pelo grupo de pesquisa
coordenado pela Profa. Pérola Magalhdes no Laboratério de Controle de Qualidade e
Produtos Naturais — Faculdade de Ciéncias da Saude; UnB; Brasilia (DF), foi mostrada
a producdo de L-Asparaginase por fungos filamentosos presentes no solo € em
espécies vegetais do bioma do Cerrado brasileiro, localizado na regido Centro-Oeste.
Dois fungos, Penicillium sizovae e Fusarium proliferatum, foram descritos como
produtores de L-asparaginases e entdo selecionados para dar continuidade no seu
estudo como modelo para produgdo desta enzima para desenvolvimento de
formulacgdes para tratamento de LLA em criangas.

O presente estudo consiste no estabelecimento de metodologia de produgao de
L-aparaginase dos fungos acima citados por expressao heteréloga. Desta forma, este
trabalho podera contribuir para o desenvolvimento de tecnologia Nacional para
produgdo desta enzima terapéutica diminuindo a dependéncia do Pais por sua

importacgao.
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2.1 DADOS EPIDEMIOLOGICOS RECENTES DA LLA — BRASIL E O MUNDO

A Leucemia Linfoide Aguda (LLA) é uma das principais causas de morte por
cancer em criancas e adolescentes em todo o mundo. De acordo com o Instituto
Nacional do Cancer dos Estados Unidos, a LLA é responsavel por cerca de 30% das
mortes por cancer em criangas e adolescentes, sendo a segunda causa mais comum
de cancer infantil, atras apenas do neuroblastoma (NATIONAL CANCER INSTITUTE —
NCI, 2021).

No entanto, € importante notar que, nos ultimos anos, os indices de sobrevida
para criangas e adolescentes diagnosticados com LLA melhoraram consideravelmente.
De acordo com a Sociedade Europeia de Hematologia Pediatrica, a taxa de sobrevida
para criangas e adolescentes com LLA aumentou de cerca de 40% em 1975 para cerca
de 85% em 2015 (HOELZER et al., 2016).

Esse aumento na sobrevida pode ser atribuido aos avangos nos diagnosticos,
tratamentos e terapias. Além disso, a criagdo de programas de rastreamento e
vigilancia para casos de LLA permite que o diagnostico seja feito de forma mais
precoce, o que justifica o melhor prognéstico observado (GUPTA et al., 2023).

Atualmente, a incidéncia da LLA no Brasil € de aproximadamente 2,3 casos por

100 mil habitantes por ano. Estima-se que mais de 8.500 brasileiros sejam
diagnosticados com essa doenga anualmente. De acordo com estudos epidemiologicos
realizados no Brasil, ocorre um aumento da incidéncia da LLA em todas as faixas
etarias, sendo que a maior incidéncia é observada na faixa etaria de 0 a 14 anos. Além
disso, verificou-se que a maior incidéncia ocorre em criangas do sexo masculino. A
maioria dos casos diagnosticados é da subclasse B da LLA, que € a mais comum nos
paises desenvolvidos (MUTTI et al., 2018).
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2.2 MECANISMO CATALITICO DA L-ASPARAGINASE NA HIDROLISE DA L-
ASPARAGINA

A L-Asparaginase esta presente em diferentes organismos, como
microrganismos, vegetais e alguns animais. Esta enzima catalisa a hidrdlise do
aminoacido asparagina em acido aspartico e amoénia. O processo de hidrélise ocorre
em duas etapas através de um intermediario: beta-acil-enzima (Fig. 1). Na primeira
etapa do processo, o residuo nucleofilico da enzima é ativado por uma base forte e
ataca o atomo de carbono amida da L-asparagina (substrato), gerando um produto
intermediario beta-acil-enzima. A segunda etapa da reagdo € um ataque ao carbono
ester feito por um nucledfilo ativado por uma molécula de agua (CACHUMBA et.al,
2016, p.1).

Enzima livre

NH, NH, NH,
L-asparagina intermediario acido aspartico

beta-acil-enzima

Figura 1 - SEQ Figura \* ARABIC 1 - Mecanismo geral da reagéo da L-asparaginase catalisada.
A seta tracejada mostra o ataque nucleofilico
Fonte: Adaptado de Cachumba et.al (2016, p.1).

Atualmente existem trés formas dessa enzima disponiveis comercialmente, a

produzida por Escherichia coli, a produzida por Erwinia chrysanthemi e uma forma



sintética, a L-asparaginase peguilada de E. coli, que contém cadeias de polietilenogligg
(PEG-ASP). No caso do PEG-ASP, a maior vantagem € que a meia-vida € mais longa,
pois produz uma maior reducdo da asparagina e as reagbes a essa enzima sao
menores por possuir cadeias de carboidratos que mimetizam as proteinas sintetizadas
no corpo. A baixa imunogenicidade associada a enzima peg-asp se deve ao fato de o
polietilenoglicol conferir impedimento estérico, formando uma espécie de obstaculo a
moléculas muito volumosas, como anticorpos ou enzimas de atividade proteolitica. A
associagao da enzima ao polietilenoglicol (peguilacdo) € uma alternativa que tem
trazido melhores efeitos relativamente a tolerancia pelos organismos dos pacientes. A
estratégia foi testada clinicamente pela primeira vez em 1984, sendo aprovada pelo
FDA (do inglés Food and Drug Administration, agéncia de controle norte-americana)
para o tratamento de pacientes com LLA que apresentaram hipersensibilidade as
formas nativas da enzima em 1994 (PEREIRA, 2017).

O interesse nesta enzima surgiu quando foi demonstrado que a L-asparaginase
sérica poderia apresentar propriedades antilinfomas (Fig. 2) baseados em trabalho que
demonstrou a cura de ratos com linfomas que receberam a administragdo de soro
suinos com essa enzima (MARQUES, SANTOS E MARQUES, 2022, p.3).

A principal caracteristica do cancer é o crescimento descontrolado de células
neoplasicas, formando tumores. Tecidos tumorais apresentam dependéncia do
aminoacido L- asparagina para se desenvolver, sendo a obtengcdo desse aminoacido
feita do meio extracelular. Alguns medicamentos quimioterapicos hidrolisam a
asparagina em amoénia e acido aspartico, eliminando a fonte sérica de asparagina das
células tumorais, causando uma apoptose seletiva. Esse efeito é possivel pela
presenga da enzima asparaginase utilizada como principio ativo dos medicamentos
anticancerigenos. Essa molécula € isolada principalmente da bactéria E. coli, porém
pacientes tém apresentado efeitos colaterais ao uso de medicamentos que a contém,
sendo necessarias novas alternativas farmacoldgicas (MENEZES; GARCIA; SILVA;
LIMA, 2021).

A asparagina € um aminoacido importante para a formagao de proteinas, por
isso quando esse aminoacido diminui as células blasticas entram em apoptose. Embora

essa diminuicdo da asparagina para ativar a apoptose seja aceita, existem fatores que



1
sdo importantes na resposta e podem até modifica-la, assim, vemos que a produgao ge
asparagina pelas células mesenquimais da medula 6ssea produz um efeito protetor
para os blastos (CARDOSO et. al, 2022).
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Fonte: Camilo, Canedo e Cardoso (2022, p.4).

Nos ultimos 30 anos, esta enzima vem sendo utilizada em protocolos de
quimioterapia para o tratamento de desordens linfoproliferativas e linfomas,
particularmente a Leucemia Linfoblastica Aguda- LLA infantil (DA SILVA, CACHUMBA,
et al., 2016). A relevancia dessa enzima nao € apenas limitada ao seu uso como agente
antitumoral em humanos, possuindo outras aplicacbes médicas, como sua utilizagao
como antimicrobiano, no tratamento de doencgas infecciosas, de doencas autoimunes e
de céancer canino e felino (NARAYANA, 2018). Na industria alimenticia é utilizada para
reduzir a produgdo de acrilamida em alimentos processados a altas temperaturas
(SOLER, 2015).

A aplicagdo da enzima no tratamento da LLA se baseia no fato de que as células
normais do corpo humano sao capazes de sintetizar o aminoacido asparagina a partir
de aspartato, devido a presenga de genes que codificam a enzima asparagina
sintetase, sendo esta responsavel pela biossintese de asparagina enddgena. No
entanto, as células neoplasicas perdem a capacidade de sintetizar asparagina para seu
metabolismo e divisdo celular, dependendo exclusivamente de fontes exdgenas do

aminoacido, o captando do plasma sanguineo. Assim, L-asparaginase, utilizada sozinha



ou combinada com outros medicamentos como vincristina e glicocorticoides (CAMIL%%
CANEDO, CARDOSO, 2022, p.7).

2.3 DIFERENCAS ENTRE ASPARAGINASES DE  ORGANISMOS
EUCARIOTOS E PROCARIOTOS

Varios grupos de pesquisa estudaram a produgéao e purificagdo de asparaginase
na tentativa de minimizar as reagdes alergénicas provocadas por seu uso terapéutico
(Campbell et al. 1967, Boss 1997, Gallagher et al. 1999). A busca por outras fontes de
asparaginase, como microrganismos eucarioticos, pode levar a uma enzima com menos
efeitos adversos, ja que asparaginases de diferentes organismos apresentam
diferengcas em suas propriedades bioquimicas. A L-asparaginase de origem fungica tem
mostrado alta atividade enzimatica (SHRIVASTAVA et al. 2010) e menos efeitos
adversos (PATRO & GUPTA, 2012).

As asparaginases sao enzimas responsaveis pela conversdo do aminoacido
asparagina em acido aspartico e aménia. Embora a fungdo basica seja semelhante,
existem diferengas significativas entre as asparaginases de eucariotos e procariotos,
refletindo as distintas complexidades celulares desses organismos. Os procariotos,
como Escherichia coli, produzem asparaginases com estruturas mais simples. Ja os os
organismos eucariotos como plantas, fungos e animais possuem asparaginases com
estruturas mais complexas, frequentemente compostas por multiplas subunidades. As
asparaginases dos procariotos estdo localizadas no citoplasma, devido a auséncia de
compartimentalizagdo celular. Nos eucariotos, além do citoplasma, essas enzimas
podem estar presentes em organelas especificas, como mitocondrias e cloroplastos,
refletindo a compartimentalizagado celular caracteristica.

As asparaginases dos procariotos sdo essenciais para a sintese de proteinas e
metabolismo de nitrogénio, enquanto nos eucariotos, além dessa funcao/regulacao, as
asparaginases estdo envolvidas em processos de desenvolvimento e resposta a
estresses ambientais, com regulagdo mais complexa envolvendo multiplos sinais
intracelulares. As asparaginases de origem eucariética, como as derivadas de plantas

ou fungos, apresentam menor imunogenicidade, oferecendo alternativas terapéuticas



com potencial reducdo de efeitos colaterais. Ja as asparaginases de E. coli s%g
utilizadas no tratamento de leucemias, mas podem causar efeitos adversos devido a
sua origem n&o humana e esta nessa questdo o desafio de alternativas menos
imunogénicas (COSTA,2020;GUIMARAES, 2019).

Embora as asparaginases de eucariotos e procariotos compartilhem a fungéo
basica de metabolizar asparagina, elas diferem em aspectos estruturais, locais de acao,
mecanismos regulatérios e aplicagdes terapéuticas, refletindo as distintas
complexidades bioldgicas de eucariotos e procariotos.

A atividade antitumoral da asparginase tem como pilar o fato de alguns tipos de
células tumorais necessitarem da atividade da L-asparagina sintetase, o que
impossibilita a sintese de novo da L-asparagina a partir do acido aspartico. Quando a L-
asparaginase € administrada, a concentragdo de L-asparagina na corrente sanguinea
diminui causando inibicdo do crescimento na fase G1 do ciclo celular devido ao
bloqueio da sintese de proteinas e consequentemente a inibicdo da sintese de acido
desoxirribonucléico (DNA) e acido ribonucleico, possibilitando assim a apoptose das
células leucémicas suscetiveis. Os ions amdnio (um dos subprodutos da atividade da L-
asparaginase) modificam o pH por difusdo para o citosol, que ativa a via de transdugao
do sinal associada a fosforilagdo de substratos e a apoptose. As células normais nao
sdo afetadas, pois sintetizam L-asparagina, através da L-asparagina sintetase, em

quantidades suficientes para suas necessidades metabdlicas (Fig. 3) ( SOUZA, 2019).



24

O O
HsN

—Hzo \+ 2 NOH OH + .
N O NH, ¥ O NH,

L-asparagina Aspartato
y L-asparagina
£ sintetase

Biossintese proteica 1
l Biossintese proteica i ‘ L-asparagina

|

_ Biossintese proteica

|

Linfocito Defeituoso - LLA Linfocito Defeituoso - LLA Célula Saudavel

Figura 3 - Mecanismo de agao da L-asparaginase contra a LLA . Fonte: Camilo, Canedo e Cardoso
(2022, p.7)

No que diz respeito as bactérias, os melhores produtores de L- Asparaginase sao
membros da familia Enterobacteriaceae. Por exemplo, na industria farmacéutica, essa
enzima é produzida principalmente a partir de bactérias como Escherichia coli e erwinia
carotovora, (também conhecida como Erwinia chrysanthemi), geralmente utilizadas no
tratamento de leucemia e linfoma.

As asparaginases de origem fungicas tém se mostrado uma alternativa
promissora as asparaginases de origem bacterianas devido a sua baixa
imunogenicidade e menor probabilidade de causar reagbes alérgicas. Elas sao
derivadas de fungos filamentosos, como Aspergillus oryzae, e tém sido amplamente
estudadas por suas propriedades bioquimicas e terapéuticas (CUNHA et al, 2022).

Outra vantagem das asparaginases fungicas € a possibilidade de modificagao
genética para aumentar sua eficacia terapéutica e diminuir a toxicidade. Por exemplo, a
modificagdo genética da asparaginase fungica de A. oryzae levou a uma maior eficacia
antitumoral e menor toxicidade em modelos de cancer in vivo (OTHMAN et al, 2022).

Embora as asparaginases fungicas tenham mostrado muitas promessas como
alternativa as asparaginases bacterianas, ainda ha muitas pesquisas a serem feitas

para otimizar sua atividade e eficacia. E necessario realizar mais estudos em modelos



— : . : .. 25
animais e ensaios clinicos em humanos para avaliar a seguranca e eficacia das
asparaginases fungicas em comparagdo com as asparaginases bacterianas (OTHMAN
et al, 2022).

2.4 ESTRUTURA DA L-ASPARAGINASE

A L-asparaginase é uma proteina de 443 aminoacidos com uma massa de
50.000 daltons. A enzima é composta por quatro subunidades idénticas, cada uma das
quais contém um sitio ativo. O sitio ativo contém um residuo de cisteina que é
responsavel pela catalise da hidrélise da asparagina. Estudos posteriores a descoberta
da L-asparaginase como agente antineoplasico foram realizados com o intuito de
ilustrar a estrutura da enzima, dentre eles o de Campbell et al. (1967) que identificaram
a presenca de duas isoformas da enzima, sendo L-asparaginase Tipo | e L-
asparaginase Tipo Il das quais apresentam estruturas bioquimicas e genéticas
diferenciadas. A L-asparaginase Tipo |, apresenta uma estrutura quaternaria dimérica
com baixa afinidade por L-asparagina; a L-asparaginase Tipo Il, possui uma estrutura
quaternaria tetramérica e alta afinidade por L-asparagina. Abaixo a estrutura 3 D ou

Estrutura Cristalina da Forma Trigonal da Escherichia coli Asparaginase |l.
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Figura 4 - Estrutura 3 D da L-asparaginase de Escherichia coli
Fonte: https://www.rcsb.org/structure/1IHD - (PDB - rotein
Data Bank) PDB DOl:https://doi.org/10.2210/pdb1I1HD/pdb

O estudo da estrutura tridimensional (3D) da L-Asparaginase permitiu uma
melhor compreensdo do mecanismo de ag¢ao da enzima e a identificagdo de possiveis
alvos para a otimizagdo do tratamento contra o cancer. A L-Asparaginase € uma
proteina composta por cerca de 300 aminoacidos, dobrada em uma estrutura globular
compacta, com varios sitios ativos envolvidos na ligagdo e hidrélise de L-asparagina
(PEREIRA, 2022). A determinacdo da estrutura 3D da L-Asparaginase tem sido
realizada por varias técnicas, incluindo cristalografia de raios-X e ressonancia
magnética nuclear (RMN). Esses estudos revelaram detalhes importantes sobre a
conformacao da enzima, incluindo a localizagao dos sitios ativos e as interagdes entre
os residuos de aminoacidos envolvidos na catalise enzimatica. Portanto, a
compreensao da estrutura 3D da L-Asparaginase pode fornecer informacdes valiosas
para o desenvolvimento de novos inibidores da enzima, bem como para a engenharia

de variantes enzimaticas mais estaveis e eficientes para uso terapéutico.

Caracteristica Referéncia de E.coli
Massa Molecular 133 -141 KDa
Subunidades Aparentemente 4 idénticas de

aproximadamente 32 kDa cada uma

Residuos de Aminoacidos 326



http://www.rcsb.org/structure/1IHD
https://doi.org/10.2210/pdb1IHD/pdb
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Ponto Isoelétrico 5,66

Meia-vida 1,28 dia IM e 0,76 dia IV

Tabela 1 - Caracteristicas da asparaginase do tipo Il de E.coli.
Fonte: BRITO,2017.

(a) (b)

Figura 5 - Estrutura cristalografica L-asparaginase de E.coli e sitios ativos da L-asparaginas

Estrutura cristalografica da L-asparaginase tipo |l de Escherichia coli,
evidenciando a estrutura quaternaria da proteina e as suas sub-unidades A (em
amarelo), B (em verde), C (em azul) e D (em vermelho) (adaptado de YUN et al., 2007);

sitio ativo da L-asparaginase tipo Il de E. coli (SWAIN et al., 1993).

As asparaginases bacterianas s&o as mais amplamente utilizadas em aplica¢des
clinicas e industriais, especialmente na terapia de LLA. As principais fontes bacterianas
utilizadas comercialmente sao Escherichia coli e Erwinia chrysanthemi (VERMA et al.,
2007; BATOOL et al., 2016).

Bioquimicamente, as asparaginases bacterianas apresentam elevada atividade
catalitica, com Km (constante de Michaelis-Menten) variando entre 107 a 10™ M para
L-asparagina, o que indica alta afinidade pelo substrato. A atividade especifica pode ser
bastante elevada, dependendo do grau de purificagdo e da cepa produtora (VERMA et
al., 2007).

O pH 6timo dessas enzimas varia entre 7,0 e 8,5, com boa estabilidade nessa
faixa, enquanto a temperatura 6tima de atividade geralmente se encontra entre 35 °C e

45 °C. No entanto, algumas variantes recombinantes ou modificadas apresentam



estabilidade térmica aprimorada (BATOOL et al., 2016). 28

Uma das principais limitagdes bioquimicas das asparaginases bacterianas é a
significativa atividade glutaminasica, ou seja, a capacidade de também catalisar a
hidrélise da L-glutamina. Essa atividade n&o desejada esta associada a efeitos
colaterais como toxicidade hepatica, pancreatite, reagdes alérgicas e imunossupressao
(PATEL et al., 2020). Isso tem impulsionado o desenvolvimento de variantes com menor
atividade sobre glutamina, sem comprometer a eficacia terapéutica.

As asparaginases bacterianas geralmente s&o expressas como proteinas
tetraméricas, com massa molecular total entre 130-140 kDa, formadas por subunidades
de aproximadamente 33-35 kDa cada. O sitio ativo é altamente conservado e
composto por residuos cataliticos essenciais, como treonina, que participa da
formacaodo intermediario acil-enzima (SWAIN et al., 2013).

Do ponto de vista industrial, a produgdo de asparaginase por bactérias é
vantajosa por permitir cultivo rapido, facilidade de manipulagdo genética e alto
rendimento enzimatico. No entanto, as enzimas bacterianas frequentemente requerem
etapas de purificagdo rigorosas para remogéo de endotoxinas (em especial as de E.
coli), além de testes rigorosos de imunogenicidade (SILVA, LIMA, 2017).

A producdo de L-Asparaginase terapéutica utilizando a tecnologia de DNA
recombinante de Escherichia coli tem se mostrado vantajosa devido a alta capacidade
de expressdo e a producao escalonavel de proteinas de interesse por procedimento
relativamente barato. A utilizagdo de um vetor constitutivo em E. coli, por exemplo,
permite a produgcdo continua da enzima sem a necessidade de indugido, aléem de
aumentar a estabilidade do mRNA transcritos e a eficiéncia da tradugdo (ROTH et
al.,2012).

As asparaginases fungicas apresentam um conjunto de propriedades
bioquimicas que as diferenciam de suas homologas bacterianas e que podem
influenciar diretamente sua aplicagdo em contextos clinicos e industriais. Essas
caracteristicas incluem parametros como atividade especifica, estabilidade térmica, pH
otimo, especificidade por substrato e presenga ou auséncia de atividade glutaminasica
(CUNHA, 2020).

Uma das vantagens bioquimicas mais relevantes das asparaginases fungicas



esta relacionada a menor atividade glutaminasica observada em diversas cepas.zg
atividade sobre a glutamina € indesejada no tratamento oncoldgico, pois pode acarretar
efeitos colaterais como imunossupresséo, toxicidade hepatica e pancreatica (KUMAR
ET AL., 2012; EL-NAGGAR et al., 2022). Por esse motivo, a busca por asparaginases
com alta especificidade pela L-asparagina e baixa afinidade pela glutamina tem
direcionado o interesse para fontes fungicas.

Em relacdo ao pH 6timo, as asparaginases fungicas geralmente atuam de forma
eficaz em faixas que variam entre 5,0 e 9,0, dependendo da espécie produtora e das
condicbes de cultivo (BASHA et al, 2009). Essa flexibilidade €& vantajosa,
especialmente para aplicagdbes em ambientes com diferentes condigdes fisioldgicas ou
de processamento industrial.

A temperatura 6tima de atividade dessas enzimas também pode variar
amplamente, sendo comum encontrar asparaginases fungicas com boa estabilidade em
faixas entre 30 °C e 60 °C (MAYSA et al., 2020). Essa caracteristica € importante para
garantir eficiéncia catalitica em processos que envolvem aquecimento, como na
industria alimenticia.

Do ponto de vista estrutural, as asparaginases fungicas sado geralmente
proteinas globulares com massas moleculares que variam entre 30 e 50 kDa, podendo
ocorrer na forma de mondbmeros ou oligbmeros, dependendo da espécie produtora
(ZUO et al., 2015). A estrutura tridimensional dessas enzimas inclui dominios cataliticos
com residuos essenciais, como serina, treonina ou cisteina, envolvidos na formacgao do
intermediario acil-enzima durante o mecanismo de hidrdlise.

Além disso, muitos fungos produzem asparaginase em sua forma extracelular, o
que facilita a purificagdo e o escalonamento do processo, ao contrario de algumas
fontes bacterianas cuja enzima é frequentemente intracelular (RAJA et al., 2016).

Essas caracteristicas bioquimicas fazem das asparaginases fungicos candidatos
promissores tanto para o desenvolvimento de terapias enzimaticas menos
imunogénicas quanto para processos industriais otimizados e ambientalmente
sustentaveis.

A asparaginase Il de S. cerevisiae apresenta uma sequéncia sinal de 25 residuos

de aminoacidos em seu N-terminal, que encaminha a enzima ao espago periplasmico,



onde é clivada. Assim como todas as proteinas secretadas, a asparaginase | apresen?fg
glicosilagdo. O sitio ativo da enzima possui os mesmos aminodacidos, treonina,
aspartato e lisina (SOUZA,2019).

N
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Figura 6 - Sequéncia de aminoacidos da enzima asparaginase Il de E. coli cuja estrutura quaternaria esta
representada na figura 5.
Fonte: Souza, 2019

Abaixo encontra-se a figura 8 com as caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas

de L- asparaginases produzidas por microrganismos.

Massa Temperatura Atividade
Origem Molecular  Tipo Estrutura :’.(‘) pH  Especifica Referéncia
(kDa) (U/mg)
Bacillus . ’ b PRAKASHA
it 140 I Tetramero N.D. 8.6 N.D. M et al. 2010
Thermococcus CHOHAN e
; 70 | Dimero 85 9.5 3300.0 RASHID,
kodakarensis
2013
Virio 146 I Tetrimero N.D. 7.3 202.0 ol oty
succinogenes ctal, 1976
Pseudomonas 34 I MEGoiers 37 9.0 7233 MANNA ¢t
stutzeri al., 1995
Bacillus SINGH et
55 ctri .5 .
aryabhattai 15 ] Tetramero 40 8 64747 al.. 2013

Figura 7 - Caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas de L-asparaginases

Fonte: (VERAS,2017).



No estudo de Paiva (2021), o gene que codifica a L-Asparaginase aplicagg
como modelo de biofarmaco é proveniente da bactéria Gram-negativa Aliivibrio fischeri.

Assim como a E. coli, esta bactéria apresenta em seu genoma as sequéncias de
dois tipos de L-asparaginase, entretanto esta enzima nunca foi produzida e
caracterizada. Uma delas é a L-asparaginase |, codificada pelo gene ansA, a qual é
citoplasmatica e possui baixa afinidade pelo substrato L-Asparagina. Enquanto a L-
asparaginase Il, codificada pelo gene ansB e periplasmatica, tem alta afinidade pelo
mesmo substrato e, com isso, alto potencial para ser aplicada no tratamento de
leucemias.

A Tabela abaixo compara a identidade entre a sequéncia de aminoacidos das L-
asparaginases antileucémicas comerciais provenientes de E. coli (AnsB Ec) e E.
chrysanthemi (AnsB Ew) com a sequéncia da L-asparaginase de A. fisheri (AnsB Af) e

da L-asparaginase | de E. coli sem atividade antileucémica (AnsA Ec).

AnsB Ec | AnsB Af | AnsB Ew AnsA Ec
AnsB Ec 100
AnsB Af 70,9 100
AnsB Ew | 44,6 49,4 100
AnsA Ec |99 11,7 55 100

Tabela 2 - Grau de identidade entre as sequéncias de aminoacidos das L- Asparaginases bacterianas
(em %)
Fonte: PAIVA (2021).

Como demonstrado na tabela 2, AnsB de A. fischeri possui alta identidade em
relacédo a AnsB de E. coli (70,9%) e de E. chrysanthemi (49,4%) e baixa identidade com
AnsA de E. coli (11,7%), indicando alto potencial para atividade antileucémica.

Ja um estudo de 2019 mostrou o grau de identidade e similaridade entre as
asparaginases: ECA — Asparaginase de E. coli, EWA — Asparaginase de E.
chrisanthemi e ASP — Asparaginase de S. cerevisiae clonada e expressa em P.

pastoris.



Asparaginase Identidade (%) Similaridade (%)
ECA/EWA 47 73,7
ECA/ASP 37,9 64,3
EWA/ASP 43,7 714
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Tabela 3 - Grau de identidade e similaridade entre as asparaginases: ECA — Asparaginase de E. coli,
EWA — Asparaginase de E. chrisanthemi e ASP — Asparaginase de S. cerevisiae clonada e expressa em
P. pastoris.

Fonte: SOUZA (2019) Apud Girdo (2016)

A tabela apresenta

algunsdos

preparos

comerciais

asparaginase disponiveis para uso clinico ao redor do mundo.

Nome comercial

Principio ativo

Paises de registro do
medicamento

Escherichia coli

Kidrolase L-asparaginase de  [Eslovénia, Argentina,
Escherichia coli Franga, Israel, Equador
Bulgaria
Leunase L-asparaginase de  |Malasia, Taiwan,
Escherichia coli Indonésia, China,
Japao, Filipinas,
Turquia, México,
Australia, Nova Zelandia
Paronal L-asparaginase de |Bélgica, Paises Baixos

L-Asparaginaze |L-asparaginase de [Lituania
Escherichia coli
LeugiNase L-asparaginase de  Brasil, China,
Escherichia coli Honduras, Peru, India,
Paraguai
L-Asperone L-asparaginase de Georgia
Escherichia coli
Laspar L-asparaginase de | Africa do Sul
Escherichia coli
Celginase L-asparaginase de india
Escherichia coli
Spectrila L-asparaginase de Alemanha; aprovado para
L . tratatamento da LLA nos
Fei%hrggﬁqhaﬁ tZOII paises membros da
Unido
Europeia
Erwinase L-asparaginase de | Grécia, Alemanha,
Paises Baixos,
Polonia, Francga, Nova

Zelandia, Suécia




Oncaspar

L-asparaginase
Escherichia
associada
polietilenoglicol

de
col
ao

Paises membros da Unido

Europeia,
Islandia, Noruega,
Bielorrussia, Russia,
Ucrania, Estados
Unidos, Argentina,
Brasil

Tabela 4 - Tipos de L-asparaginase disponiveis para uso clinico no mundo.
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Fonte: Juliana Pereira (2017) apud Ascom/Anvisa, 2017; Businesswire, 2016; Committee For Medicinal

Products For Human Use, 2015; Drugs.Com; Hospital Pharmacy Europe, 2016.

Dentre as opgbes demonstradas na tabela em comparagdo com os processos

estudados, a Leuginase® é o biofarmaco cuja enzima mais se aproxima da L-

asparaginase nativa; em contrapartida, a Oncaspar ® representaria o biofarmaco com

enzima mais parecida com a L-asparaginase monoPEGuilada, embora existam diversas

diferencas.



3. OBJETIVOS 34

3.1 OBJETIVO GERAL

Expressar asparaginases do tipo Il de P. sizovae e F. proliferatum em E. coli em
vetores de expressao constitutiva, visando a obtencdo de enzimas que possam ser
futuramente avaliadas quanto a sua aplicacdo na formulagdo de biofarmacos para

tratamento de LLA.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter linhagens transformantes de E. coli que expressem as L-asparaginases de

P. sizovae e F. proliferatum;

e Avaliar a produgédo e a atividade das enzimas heterologas.
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4.1 CLONAGEM E EXPRESSAO DOS GENES DE L-ASPARAGINASES

4.1.1 Obtencao dos genes

Os genes codificadores das L-asparaginases de P. sizovae e F. proliferatum
isolados mantidos na coleg¢do de fungos do Laboratério de Enzimologia da UnB foram
sintetizados pela empresa GenOne Biotech (Rio de Janeiro, Brasil). Os genes foram
clonados no vetor de expressao pET28A (Figura 9 flanqueados pelos sitios de restrigcdo
Ncol e Ndel na extremidade 5 e Xhol na extremidade 3’ com cddigo de parada antes

da cauda de histidina. A construgao foi feita de forma a manter a cauda de histidina na

extremidade 5'.

GxHis T7 terminator

NCS
(6220) Xhol
- n o
-
(5129) Ndel %
thrombin site £
GuHis
RG-S

[5069) Ncol 1

RBS ‘
fac operator [ pET28a_Penicilium (8)
T7 promoter 6382 bp
lacl promoter 3

Y

o

Figura 8 - Mapa do plasmideo pET28A.
Legenda: Mapa do plasmideo construido em vetor pET28A utilizado para a clonagem dos genes
codificadores das L-asparaginases de P. sizovae e F. proliferatum.
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Inicialmente as construgdes denominadas pET28AF e pET28AP foram utilizadas
para a transformagéo de E. coli DH10B por choque térmico (RUSSELL; SAMBROOK,
2001) para amplificagdo dos plasmideos. Para tanto, 1 uL (300 ng) de cada uma das
construcbes pET28AF e pET28AP foi adicionado a suspensao de células competentes
em tubos plasticos do tipo eppendorf®, que foramincubados no gelo por 30 minutos. Em
seguida os tubos contendo as células foram incubados a 42°C por 90 segundos e
transferidos para o gelo por mais 5 minutos. Apds o choque térmico, foram adicionados
800 pL de meio SOC (Bactotriptona 20 g/L; Extrato de Levedura 5 g/L; NaCl 0,5 g/L;
KCI 50 mM e Glicose 20 mM) e as culturas foram incubadas a 37°C sob agitagdo de
200 rpm. Apdés 1 hora de incubagédo, 50 uL de cada um dos tubos foram inoculados em
placas de Petri contendo meio LB sélido (10 g de Triptona, 5 g de Extrato de Levedura,
e 5 g de Cloreto de Sédio, 1g de agar) e canamicina na concentracao final de 30 ug/mL.
As placas foram incubadas a 37°C por 16-18 horas.

As colbnias emergentes, 5 para cada construcdo, foram coletadas e transferidas
para 10 mL de meio LB liquido (10 g de Triptona, 5 g de Extrato de Levedura, e 5 g de
Cloreto de Sédio) com canamicina a 100 pg/mL e incubadas a 37°C. Apo6s 16-18 horas,
2 mL das culturas de 1 clone para a construcdo pET28AF denominado pET28AF1 e de
1 clone para a constru¢do pET28AP denominado pET28AP1 foram centrifugados a 200
rom e as células utilizadas na extracdo de DNA plasmidial utilizando o Kit QlAprep Spin
Miniprep® (Qiagen).

O DNA plasmidial dos clones pET28AF1 e pET28AP1 foram entao digeridos com
as enzimas de restricdo Ndel/Ncol e Xhol para verificar a presenga do inserto.

Verificada a presenga do inserto, por eletroforese em gel de agarose, estes
clones foram estocados a -80 °C em glicerol a 20% como criopreservante e também
utilizados nas etapas seguintes para subclonagem nos vetores de expressao

constitutiva.
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4.1.3 Subclonagem nos vetores de expressao constitutiva pSFOXB1, pSFOXB11 e
pSFOXB15

Uma aliquota da preparagéao plasmidial acima mencionada foi utilizada para a
digestdo com as enzimas de restricdo Ncol e Xhol. A digestao foi realizada utilizando-se
1 yL de DNA plasmidial (equivalente a 300 pg), 1 gL das enzimas de restricdo Xhol (20
U/uL) e Ncol (10 U/uL)), 1 puL de tampéo rCutSmart_(10x) e 1 pyL agua Milli-Q para
completar o volume de 20 pL. A reagéao foi incubada a 37°C por 3 horas e interrompida
pela incubagao a 65°C por 20 minutos.

A digestédo foi analisada em gel de agarose a 1% utilizando o marcador
GeneRuler 1KB DNA Ladder® (Thermo Fisher Scientific). Respetivamente, foram
eluidos do gel de agarose utilizando Kit da invitrogen (PureLink Quick Gel Extraction Kit
K2100-12). Para as duas construgdes a digestdao com Ncol ou Ndel foi feita visando se
obter a cauda de histidina e sitio de trombina a montante do gene.

Os vetores de expressao pSFOXB foram digeridos com Ncol e Xhol a 3, para a
subclonagem. Os insertos eluidos e vetores digeridos foram entéo utilizados na reagao

de ligacao.

4.1.4 Protocolo de ligagao e meios para a transformacgao.

Para realizar a ligacdo foi necessario tampao da DNA ligase (Tampdo T4 10x),
vetor (pSFOX 1, 11 e 15), inserto (Penicillium e Fusarium) e a enzima ligase, sendo o
volume final completado com agua miliQ.

Os genes codificadores das L-asparaginases de P. sizovae e F. proliferatum
isolados (insertos) eluidos apresentaram uma quantificacédo de 4,2ng/uL e 14,5ng/uL,
respectivamente. Ja os vetores pSFOX B1, B11 e B15 apresentaram uma concentracao
igual a 56un/uL, 92,5ng/uL e 36,5ng/uL, respectivamente.

O protocolo de ligagao do inserto ao vetor segue uma proporg¢ao calculada pela
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féormula:

(vetor ng X tamanho inserto kb X proporcéao inserto/vetor) =
inserto ng.

A quantidade de vetor necessaria seria 50 ng. Como todos os outros
parametros da formula s&o constantes, a quantidade em ng de inserto do Penicillium
ficou 42,82 ng e do fusarium 51,42 ng, constantemente também. Sdo sempre 50 ng dos
vetores e sempre 42,82 ng de inserto de Penicillium e 51,42 ng de inserto de Fusarium.
O volume final € 20 yL de acordo com o protocolo, entdo como o tampdo é 10x,
acrescentou-se 2uL em todas reagdes e completou-se o volume de agua miliQ até

atingir o volume final. Para a enzima, foi utilizada 1U (1uL) por reagao.

4.2 LIGACAO DE FRAGMENTOS DE DNA (VETOR-INSERTO)

As reacgbes de ligacdo foram realizadas utilizando os vetores pSFOXBA1,
pSFOXB11 e pSFOXB15, que possuem, respectivamente, promotores constitutivos
bacterianos de intensidade fraca, média e forte.

Para a ligacdo do vetor OXB1 com inserto de Penicillium, a reagao utilizou 2uL
de tampao ligase 10X, 0,89ul (49,9ng totais) de vetor, 10,2uL (42,8ng totais) de inserto,
5,91uL de agua MiliQ, 1uL (1U) de enzima ligase, para um volume constante final de
20pL.

Para a ligagdo do vetor OXB1 com inserto de Fusarium, os valores em pL dos
reagentes foram os mesmos, exceto para o inserto que foi de 3,55uL (51,4ng totais) e
agua MiliQ que foi 12,56 L.

Para a ligagéo do vetor OXB11 com inserto de Penicillium, a reagao utilizou 2uL
de tampao ligase 10X, 0,54pL (49,9ng totais) de vetor, 10,2uL (42,8ng totais) de inserto,
6,3uL de agua MiliQ, 1uL (1U) de enzima ligase, para um volume constante final de
20uL.

Para a ligacao do vetor OXB11 com inserto de Fusarium, os valores em uL dos



reagentes foram os mesmos, exceto para o inserto que foi de 3,55uL (51,4ng totais)3(99
agua MiliQ que foi 12,9uL.

Para a ligagéo do vetor OXB15 com inserto de Penicillium, a reagao utilizou 2uL
de tampéao ligase 10X, 1,37uL (50ng totais) de vetor, 10,2uL (42,8ng totais) de inserto,
5,43pL de agua MiliQ, 1uL (1U) de enzima ligase, para um volume constante final de
20pL.

Para a ligacado do vetor OXB15 com inserto de Fusarium, os valores em puL dos
reagentes foram os mesmos, exceto para o inserto que foi de 3,55uL (51,4ng totais) e
agua MiliQ que foi 12,08L.

4.3. ANALISE DOS CLONES TRANSFORMANTES

Foi realizado PCR do lisado das bactérias transformadas para analise de
transformacao e ligagao do inserto nos vetores transformados utilizando primers para a
amplificacdo de parte da sequéncia do inserto contendo 254pb para o inserto de
Penicillium e 344 para o inserto de Fusarium.

A reacao de PCR foi realizada segundo o protocolo da enzima DNA polimerase
termoestavel (Cat. numero POL-100XS) da empresa cellco — Biotecnologia ao seu

alcance (Sao Carlos, Brasil).
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-Vetor PSF-OXB1. Fonte: Merck 40

Legenda: Plasmideo de PSF-OXB1 - Plasmideo Promotor Bacteriano De Forga Fraca; vetor de
clonagem, vetor de expresséao, vetor de clonagem molecular, plasmideo, vetor plasmideo, vetor.

Kanamyesn

Figura 10 - Promotor intermediario
PSF-OXB11. Fonte: Merck
Legenda: Plasmideo de PSF-OXB11 - Plasmideo Promotor Bacteriano de média forga;
vetor de clonagem, vetor de expresséo, vetor de clonagem molecular, plasmideo, vetor plasmideo,
vetor.

4.5 ANALISE DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS HETEROLOGAS

Os clones transformantes confirmados por PCR de colénia foram cultivados em
meio LB, as células foram centrifugadas e lisadas (sonicador), e ambas as fragdes,
soluvel e insoluvel, avaliadas quanto a presencga da proteina heterdloga. A presenga da
proteina heterdloga foi analisada por eletroforese em gel e pela detecgao da atividade
da L-asparaginase, utilizando o método de Nessler, que quantifica a liberagdo de
amobnia resultante da reacdo enzimatica. Transformantes com o vetor vazio foram
utilizados como controle negativo.

As amostras da proteina recombinante serdo analisadas pela eletroforese em gel
de poliacrilamida, sob condi¢gdes desnaturantes, de acordo com técnica preconizada



por LAEMMLI (1970). Foram analisadas amostras obtidas das culturas de E. cdcf))i
BL21(DE3), transformadas com o plasmideo pSFOXB1, 11 e 15. De acordo com o
volume das amostras, foi adicionado tampao da amostra 4x concentrado (250mM Tris-
HCI pH 6,8, 40% glicerol, 8% SDS, 20% B e 0,008% de azul de bromofenol). As
amostras foram homogeneizadas, incubadas por 5 minutos a 100°C, e aplicadas no gel.
O gel de separacao foi preparado na concentragdo de 12% de poliacrilamida em
tampao (1,875M Tris, pH 8,8 e 1% SDS) e de 5% de poliacrilamida para o gel
concentrador em tampao (1,875M Tris, pH 6,8 e 0,5% SDS).

A eletroforese foi realizada em tampéao Tris-Glicina (50mM Tris, pH 8,6, 1,92 M
glicina e 1% SDS), a 100V por até 80 minutos em temperatura ambiente.

ApoOs a eletroforese, os géis serdo transferidos para uma cuba contendo solugéo
de Coomassie Birilliant Blue R-250 (0,05% de Coomassie Brilliant Blue R- 250, 50% de
metanol e 10% de acido acético) e deixados sob baixa agitacdo por até 20 minutos. A
descoloragao dos géis sera realizada com solugao descolorante (30% de metanol e 7%
de acido acético) sob baixa agitagdo por até 1 hora. Os géis foram conservados em
agua destilada. A massa molecular da proteina foi estimada com base na sequéncia de

aminoacidos resultantes do sequenciamento de DNA de L-asparaginase.
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Inicialmente as construgdes denominadas pET28aF (vetor com o inserto de L-
ASNase de Fusarium) e pET28aP (vetor com o inserto de L-ASNase de Penicilium)
foram utilizadas para a transformacéo de E. coli DH10B por choque térmico. As colénias
foram coletadas e selecionadas com canamicina. Apos a extragdo de DNA plasmidial,
foi utilizado minipreparagao para purificagao dos vetores.

Os vetores clonados foram verificados por eletroforese em gel de agarose a 1%

para confirmagao da presencga do inserto nos vetores, como mostrado na Figura 11.

4000
3500
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Figura 11 - Andlise em gel de agarose a 1% dos clones transformantes contendo os vetores pET28aF
(com inserto de L-ASNase de Fusarium proliferatum) e pET28aP (com inserto de L-ASNase de
Penicillium sizovae). As amostras F1 e P1 estéo indicadas pelas setas. Marcad

Na figura 12, podemos ver que nos trés primeiros pogos ha marcador de
massa molecular 1KB, e nos dois pog¢os seguintes, estdo a amostra de pET28aF e
pET28aP com massas correspondentes a insergdo do gene de L-ASNase dos
respectivos fungos. A imagem evidencia uma eletroforese em gel de agarose com
diferentes bandas de DNA visualizadas com marcadores de massa molecular a
esquerda, o que permite estimar o tamanho dos fragmentos. Duas amostras,
identificadas como F1 e P1, estdo marcadas com setas.O marcador contém bandas de
tamanhos conhecidos (2.000 pb a 10.000 pb), o que serve de referéncia para
estimar o tamanho dos fragmentos nas amostras. A amostra F1 apresenta uma

banda proxima de 6.000 pb ou 7.000 pb. Esse tamanho pode indicar a presenca



de um fragmento de DNA com um gene de interesse, possivelmente o gene ég
L-asparaginase isolado de fungo filamentoso. A banda P1 é mais fraca e menor em
comparagao com F1, estando préxima da faixa de 3.000 pb. A banda esta posicionada
em um tamanho inferior ao de F1, possivelmente representando um fragmento menor,
como o vetor linearizado ou o inserto liberado. A presenga de uma banda forte em F1
sugere que a amplificagao foi bem-sucedida para essa amostra, indicando que o gene
de interesse foi isolado com o tamanho esperado, proximo de 5.000 pb. A diferenga na
intensidade entre F1 e P1 pode indicar variagdes na quantidade de DNA amplificado
ou diferengcas no tamanho dos produtos. Se P1 foi uma tentativa de amplificar uma
variante do gene da L- asparaginase, a menor intensidade poderia sugerir uma menor
eficiéncia de amplificagdo ou menor concentracdo de DNA nessa amostra. Para
confirmar que as bandas correspondem ao gene de L-asparaginase, recomenda-se
realizar uma analise adicional, como digestdo enzimatica, sequenciamento do DNA ou
uma reacao de PCR especifica.Esses dados sao promissores para a continuagdo dos
estudos de clonagem e expressdo em Escherichia coli para a produgdo da L-
asparaginase de interesse.

Na figura 13, ha um gel de eletroforese de digestdo do vetor pET28a, indicando a

liberagcdo dos fragmentos (inser¢des) correspondentes a genes de L-asparaginase (L-
ASNaseF e L-ASNaseP). Na imagem esta presente o marcador de massa molecular,
utilizado para estimar o tamanho dos fragmentos de DNA e com bandas conhecidas,
como 1.000 pb, 1.500 pb, 3.000 pb, 4.000 pb, e 6.000 pb. Além disso estdo as amostras
1, 2, 3 e 4. Cada amostra parece conter produtos de digestdo do vetor pET28a
correspondentes genes de L-asparaginase, 0 que € evidenciado pela presenca de
fragmentos adicionais em cada pogo.
As setas apontam para bandas entre aproximadamente 1.000 e 1.500 pb, que
correspondem ao tamanho esperado dos fragmentos de insergédo (genes L-ASNaseF e
L-ASNaseP). Esses fragmentos foram liberados do vetor apds a digestdo enzimatica,
confirmando que os genes foram inseridos corretamente no vetor. No vetor linearizado
ha bandas maiores acima de 4.000 pb, visiveis em cada amostra, representam o vetor
pET28a linearizado apds a digestdo. Esse vetor tem um tamanho esperado de
aproximadamente 5.000 pb, o que esta de acordo com as bandas observadas.



A presencga de bandas distintas tanto para o vetor quanto para os fragmentos ég
insercdo em todas as amostras indica que a digestdo enzimatica foi bem-sucedida,
liberando os genes de L-asparaginase do vetor pET28a. A presencga dos fragmentos no
intervalo de 1.000 a 1.500 pb nas quatro amostras (1, 2, 3 e 4) confirma que os genes
L-ASNaseF e L-ASNaseP foram inseridos com o tamanho esperado. Isso é um
indicativo de que o processo de clonagem foi realizado corretamente, e os genes estao
presentes no vetor. Com a confirmacao da presenga dos genes, pdde-se prosseguir
com a expressao em Escherichia coli para verificar a produgao de L-asparaginase.

A figura 12 mostra o perfil de restricdo dos plasmideos de pET28a contendo o
inserto do gene de L-Asparaginase, com tamanho em torno de 1100pb, em gel de
agarose 1%. Como mostrado na figura, temos marcador de massa molecular no

primeiro pogo do gel, posteriormente as amostras de Penicillium e Fusarium.

M 2 3 5 6 7 8 9 10 11 12 M

P P F F OXB L g 11 OB 15

Figura 12 - Gel da disgestdo de pET28a para liberagao dos insertos de L- ASNaseF e L-ASNaseP

Legenda: Perfil de restricao dos plasmideos de pET28a contendo o inserto do gene de L-Asparaginase,
com tamanho de 1100pb, em gel de agarose 1%. Marcador no primeiro pogo do gel, posteriormente as
amostras de Penicillium e Fusarium. As Ultimas amostras sdo os Vetores pSF — OXB1, B11 e B15
linearizados, com tamanho de 3857 pb.



Nosso proximo passo foi digerir os insertos e os plasmideos pSFOXB1, 11 e ?g
com as enzimas de restricdo Ncol e Xhol ou Ndel e Xhol para posterior clonagem dos
insertos de L-ASNase de Fusarium e Penicilium nestes vetores.

Apos ligacdo destes insertos nos respectivos vetores, foi feito mini e
maxipreparagao das amostras. Entao, fizemos a digestdo dos vetores clonados com as
enzimas de restricdo para verificar a presencga dos insertos nos plasmideos.

Como mostrado na figura 13, pode-se observar os pogos M indicando os

marcadores de massa molecular.

Figura 13 - Gel com a digestao de pSFOXB com as enzimas de restricao para confirmagao da presenga
do inserto de L-ASNase.
Legenda: Pogo 1 - Marcador (3uL + 1uL de tamp&o) /Pogo 3 - P2 Ncol/Xhol (11uL + 2uL de tampao) /
Pogo 5 - P2 Ndel/Xhol (12uL + 2uL de tamp&o) / Pogo 7 - F4 Ncol/Xhol (10uL + 2uL de tamp&o) / Pogo 9
- F4 Ndel/Xhol (10 uL + 2uL de tampao) / Pogo 11 - OXB 1 (7 uL + 2 uL de tampéo) / Pogo 13 - OXB11
(7uL + 2 uL de tampao) / Pogo 15 - OXB 15 (7uL + 2 uL de tampéao) / Pogo 17 - pET28a (7uL + 2 uL de
tampao) / Pogo 19 — marcador novamente.

No gel de eletroforese de digestdo do vetor pSFOXB utilizando enzimas de
restricdo verifica-se a presenga do inserto de L-asparaginase (L-ASNase). A presenca

de bandas de tamanho consistente em varias amostras (1 a 8), proximas de 1.500 pb,



confirma que o gene L-ASNase foi inserido corretamente no vetor pSFOXB e Iiberaég
com sucesso pela digestao enzimatica. Isso indica que a clonagem foi bem-sucedida. A
presenga de bandas claras e bem definidas em cada pog¢o sugere uma digestao
eficiente com as enzimas de restrigdo, pois os fragmentos esperados foram liberados e
visualizados no gel. Isso indica que as enzimas segmentaram nos locais corretos,
liberando o inserto de L-ASNase do vetor.

Os resultados confirmam que o gene de L-asparaginase foi inserido com sucesso
no vetor pSFOXB e que a construgcao pode ser utilizada em experimentos de expressao
e purificacdo da enzima. A presenca do gene de L-ASNase em todas as amostras
analisadas sugere uma boa estabilidade e reprodutibilidade do processo de clonagem.

A ultima banda de baixo para cima seria a do inserto. Ncol e Xhol realmente sao
insertos maiores, pois Ncol esta mais a 5" quando comparado ao Ndel no vetor, mas a
digestao ainda foi parcial, principalmente com Penicillium Ncol e OXB1.

Foram necessarias analises e confirmagdes das clonagens através das corridas
em gel de agarose e estimativa dos tamanhos das bandas das amostras comparadas
aos marcadores. Foram realizadas corridas com os plasmideos digeridos e nao
digeridos com as enzimas de restricdo especificas, além das confirmacdes das sub-

clonagens.
5.1 ANALISE DOS CLONES TRANSFORMANTES

O proximo gel, mostrado na figura 14, mostra todos os plasmideos obtidos de
transformagdes em bactérias com os vetores contendo o inserto (de trés densidades
Opticas diferentes) para identificar corretamente que o vetor acrescia o peso do inserto

de, aproximadamente,1100pb.
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Figura 14 - Gel de pSFOXB com os insertos e a digestao para verificagdo a presenca dos mesmos.

Legenda: Como pode-se observar na figura 15, temos nos pocgos 1, 2 e 3 o vetor pPSFOXB1 de trés
transformagdes e crescimentos distintos (trés densidades opticas) contendo o inserto. O pogo 4 mostra o
vetor vazio. Os pogos 5, 6 e 7 o vetor pPSFOXB11 de trés transformacgdes e crescimentos distintos (trés
densidades 6épticas) contendo o inserto. O po¢o 8 mostra o vetor vazio. Ja os pogos 9, 10 e 11 o vetor
pSFOXB15 de trés transformacgdes e crescimentos distintos (trés densidades épticas) contendo o inserto.
O pogo 12 mostra o vetor vazio.

A anadlise da digestdo dos plasmideos pET28AP e pET28AF confirmou a
insercdo do gene de interesse. Neste estudo, buscamos otimizar a producédo de
asparaginase a partir de leveduras e coli, visando sua viabilidade e eficacia em uma
escala de producdo para uso biofarmacéutico. Para isso, selecionamos e clonamos o
gene L- asparaginase proveniente de P. sizovae e F. proliferatum nos vetores pET28a e
subclonamos utilizando vetores PSF-OXB1, PSF-OXB11 e PSF-OXB15, que possuem
diferentes intensidades de acado dos promotores OXB de inducao (fraco, médio e forte,
respectivamente).

O gel de digestdo do vetor pSFOXB com as enzimas de restricdo confirma a
presenca do gene L-ASNase, indicada pelas bandas com tamanhos superiores a 3.500
pb em todas as amostras analisadas (Figura 15). Esses resultados sdo fundamentais
para avangar com a expressao do gene em sistemas heterélogos, visando a produgao e

purificacdo da L-asparaginase.
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Figura 15 - Avaliac&o dos clones de Fusarium ok - Minipreps

A figura 15, apresentada mostra um gel de eletroforese com amostras de vetores
clonados (pSFOXB1, pSFOXB11 e pSFOXB15) submetidos a digestao enzimatica, com
o objetivo de verificar a presenca dos insertos. O Marcador de massa Molecular (ladder)
esta localizado nos extremos do gel (faixas 1 e 13), serve como referéncia para o
tamanho dos fragmentos de DNA. Os tamanhos variam de 1.500 pb a 10.000 pb,
permitindo a comparagdo com as amostras. O pSFOXB1 (pogos 1 a 3) apresentam
bandas de diferentes tamanhos, com as principais destacadas por setas verdes com
bandas proximas de 3.000—4.000 pb sugerem a presenca do vetor com inserto. O
pSFOXB11 (pogos 5 a 7) também mostram bandas principais destacadas, proximas de
3.000—4.000 pb. Indicam que o inserto esta presente neste vetor. O pSFOXB15 (pogos
9 A 11) apresentam bandas claras e nitidas de tamanhos similares as amostras
anteriores e também sinalizam a presencga do inserto no vetor.As bandas préximas de
3.000-4.000 pb em todas as amostras indicam que o0s genes de interesse
(provavelmente L-asparaginases) foram inseridos corretamente nos vetores clonados. A
presencga de bandas consistentes entre os vetores pSFOXB1, pSFOXB11 e pSFOXB15
sugere que o processo de clonagem foi bem-sucedido para as trés variantes.As bandas
bem definidas indicam que a digestdo enzimatica foi eficiente, permitindo a liberagao
dos fragmentos de interesse.Todos os vetores (pSFOXB1, pSFOXB11 e pSFOXB15)
apresentam resultados semelhantes, com tamanhos de bandas que correspondem ao

vetor completo com o gene inserido.Os resultados do gel confirmam que os genes



foram clonados corretamente nos vetores pSFOXB1, SFOXB11 e pSFOXB15.4X
digestdo enzimatica revelou fragmentos de tamanhos esperados, confirmando a
presenga dos insertos (figura 15). Com os vetores confirmados, as proximas etapas
devem incluir a transformacao em E. coli e a analise da express&o dos genes clonados.

Em nosso trabalho, os resultados obtidos mostraram que os vetores PSF-OXB1
e PSF-OXB11 apresentaram maior eficiéncia, com bandas mais intensas nas analises
de inser¢cdo do fragmento da L-asparaginase em comparagdo com o vetor de forte
expressado, PSF-OXB15. Bradley et al. (2022) realizaram uma subclonagem do gene
hedH4 de pBG102 em pSF-OXB1, utilizando sitios de restricdo Ncol e Xbal. O vetor
pSF-OXB1 foi escolhido pois contém um gene de resisténcia a canamicina e permite a
expressao constitutiva de baixo nivel do promotor, 0 mesmo utilizado neste estudo para
uma baixa intensidade de acdo dos promotores OXB de indugdo. A pesquisa de
Jonkers et al. (2020) também utilizou como promotores de forga intermediaria o pSF-
OxB11 apresentando bons resultados, corroborando com os achados do presente
estudo. Varias possiveis causas foram consideradas para explicar a menor eficiéncia
observada no vetor PSF-OXB15. Uma delas é o tamanho do fragmento de L-
asparaginase inserido. Fragmentos muito grandes podem ser mais dificeis de serem
clonados de forma precisa no vetor, o que poderia ter impactado negativamente na
eficiéncia da clonagem no PSF-OXB15. Além disso, elementos regulatérios especificos
presentes no vetor PSF-OXB15 podem ter entrado em conflito com o fragmento de L-
asparaginase, afetando sua expressao ou clonagem.

Esses resultados sugerem que, para a producdo de L-asparaginase
recombinante, os promotores de inducdo fraca e média sdo mais adequados,
proporcionando uma expressao controlada e eficiente da enzima. Essa descoberta é
relevante, pois destaca a importancia de escolher o promotor adequado para evitar
problemas de toxicidade celular e facilitar a purificagcdo da proteina. Assim como
concluiram Terol et al. (2021) que promotores e a forga associada a eles sdo essenciais
para o ajuste da expressao de proteinas de interesse.

No entanto, € fundamental destacar que ainda sdo necessarios estudos
adicionais para aperfeicoar a producdo em larga escala da enzima L-asparaginase.

Estudos anteriores, como os de Doriya et al. (2016) e Garcia et al. (2023), ja



investigaram diferentes estratégias para otimizar a expressdo da L-asparaginagg
recombinante em leveduras, contribuindo significativamente para o avango do
conhecimento nessa area. O trabalho de Freitas et al. (2022) também ressalta a
importancia de desenvolver métodos mais eficientes e praticos para a produgdo em
larga escala dessa enzima e foi um estudo pioneiro na producdo de asparaginase
advindo de P. sizovae pelo vetor indutivo pPICZaA.

Observou-se que, inicialmente, a corrida em gel de agarose néo foi eficiente para
visualizar as bandas que apresentam os fragmentos de DNA, o que levou a
necessidade de novas corridas em gel de agarose. Esse tipo de situagdo € comum e
pode estar relacionado a diversos fatores, como concentracao de DNA, intensidade de
corante utilizado, tamanho dos fragmentos analisados, entre outros. Apds nova corrida
em gel de agarose contendo o DNA alvo, foi possivel observar a presenga das bandas
esperadas, indicando que o processo de clonagem foi bem sucedido. As presencas de
bandas especificas indicaram que as amostras clonadas continham o fragmento de
DNA esperado (figura 14), correspondente ao gene de L-asparaginases de P. sizovae e
F. proliferatum.

Portanto, a analise em gel de agarose mostrou-se uma técnica util e eficiente
para verificar a presenga dos genes clonados nos vetores de expressao, garantindo a
qualidade do material utilizado para o préximo passo do processo de expressao
heter6loga e avaliagdo das enzimas recombinantes.

O papel da eletroforese em gel de agarose no contexto da clonagem do gene da
L-asparaginase é fundamental para verificar a presenca e a integridade dos fragmentos
de DNA clonados nos vetores de expressao.

A clonagem do gene L-asparaginase envolve a inser¢do desse gene em um
vetor de expressdo, que é um segmento de DNA usado para transportar o gene de
interesse para as células hospedeiras. Nesse caso, o gene L-asparaginase do fungo foi
clonado em um vetor contendo um promotor constitutivo. Isso significa que, uma vez
dentro das células hospedeiras (E. coli), o promotor constitutivo inicia a transcrigdo do
gene, levando a produgao da enzima L-asparaginase.

Apos a clonagem do gene L-asparaginase no vetor de expresséo, é necessario
confirmar se os fragmentos de DNA clonados estao presentes e se a insergao foi bem-
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sucedida. Isso é feito através da analise de eletroforese em gel de agarose.

Neste trabalho, dois genes de aparaginases provenientes dos microrganismos de

P. sizovae e F. proliferatum foram eficientemente ligados em plasmideo de
expressdo pSFOXB e clonados em E. coli. Os clones positivos foram confirmados por
analise de PCR e gel de agarose a 1%.

Algumas clonagens foram bem-sucedidas, onde os insertos génicos que
codificam a asparaginase foram visualizados no tamanho esperado entre 6.000 e

10.000 e pb. Considerando as etapas descritas anteriormente, € possivel afirmar
que todas elas sao fundamentais para o sucesso do projeto de obtengao de enzimas de
origem eucaridtica.

A clonagem do gene da L-asparaginase de origem eucaridtica nos vetores
pSFOXB por meio de digestdo e clivagem do DNA plasmidial permitiu a obtencéo de
constru¢cdes adequadas para a expressao da proteina de interesse.

A digestao foi utilizada para a transformacéao das células bacterianas com o vetor
contendo o gene da L-asparaginase de origem eucariotica, possibilitando futuramente a
producao da proteina de interesse em larga escala. Além disso, a técnica de extragdo e
clivagem do DNA plasmidial permitiu a obtencdo de DNA puro e adequado para a
clonagem.

Todas essas etapas foram importantes para o sucesso do projeto, pois permitem
a obtencao de construgdes adequadas para a expressao da proteina de interesse e a
transformacdo das células bacterianas com o vetor. Com isso, € possivel obter uma
producao mais eficiente e com menor toxicidade da enzima, contribuindo para o
desenvolvimento de uma formulacao estavel para os testes no tratamento de Leucemia
Linfoblastica.

E interessante frisar que a confirmacdo de clones positivos tanto nos clones de
pET28a quanto nos subclones de pSFOXB é um indicativo importante de que a
clonagem do gene da L-asparaginase de origem eucaridtica foi bem-sucedida. A
presenca do inserto no vetor é fundamental para a produgcao da proteina de interesse e
a confirmacdo da sua presenca nos clones obtidos € um passo importante para a
continuidade do projeto. A partir desses clones positivos, € possivel prosseguir com a
analise da produgao da proteina de interesse, bem como dos seus efeitos e possiveis
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aplicagoes.

Os resultados das corridas em gel de agarose demonstraram que, realmente, o
inserto estd no vetor pela analise do tamanho da banda, com numero de
aproximadamente 6.000 pares de bases, que € total do vetor vazio com o gene de L-
asparaginase (6.382pb). O tamanho dos vetores constitutivos sdo aproximadamente

4.000 pb (3.859 = psfoxb1, 3858 = psfoxb11, 3.857, psfoxb15) e o tamanho do
inserto 5.369bp. Ainda na figura 14, a seta no pogo 1, mostra os fragmentos de 6000
bp, 2000 bp, esses fragmentos sdo os esperados quando ha a clivagem com as
enzimas de restricdo, que sdo do vetor e do inserto. Esses fragmentos sdo os
esperados quando o fragmento génico é adicionado no vetor, o que confirma neste
caso, que o fragmento génico € capaz de expressar a proteina L-asparaginase por
estar inserido no vetor. Essas evidéncias podem ser usadas em conclusdes e
perspectivas futuras.

O fragmento génico de L-asparaginases foi amplificado na expressao heterodloga.
Foi possivel também clivar os vetores com as enzimas de restricdo Ncol e Xhol, bem
como foi possivel fazer a ligagdo do inserto/vetor, portanto é valido expressar a L-
asparaginase em sistema de expressao heteréloga usando E. coli BL21(DE3) e nos
subclones pSFOXB 1, 11 e 15.

T

Proteinas de aito peso molecular

Figura 16 - Proteinas de alto peso molecular obtido da E. coli BL21 (DE3) transformada/ Gel SDS-Page



Durante o desenvolvimento deste trabalho, a etapa de clonagem do gene qgg
codifica a enzima L-asparaginase mostrou-se como um grande desafio e uma
experiéncia impar de aprendizagem.

O vetor pET-28a(+) confere a proteina a fusdo de uma cauda de seis histidinas
na regido N-terminal, o que facilitaria os ensaios de purificagcdo. O insucesso na
clonagem direta do produto de PCR ao vetor pET-28a (+) levou a testar varias
hipéteses, como a eficiéncia das competéncias e das enzimas: DNA polimerase
recombinante nas reagdes de PCR de colbnia e enzimas de restricdo nas reacdes de
digestdo. Todas as hipdteses foram analisadas: a eficiéncia da competéncia das
bactérias, diferentes lotes de DNA polimerase e de ligase, e no ultimo caso, avaliagéo
de contaminagdes na etapa de transformacao. Além disso, foi realizada uma analise da
eficiéncia das enzimas Ndel, Ncol e Xhol na clivagem dos primers desenhados.

Para possibilitar a ligagao no vetor de clonagem, € necessario que o produto de
PCR possua nucleotideos de adenina (A) nas suas extremidades. Diante dos fatos
relatados, foi necessario tracar nova estratégia de clonagem e repeti-las autoclavando
todos os itens a fim de evitar contaminagao no processo.

O vetor pET28(+) é um vetor de expressao amplamente utilizado em estudos de
biologia molecular e engenharia genética. Ele € derivado do plasmideo pBR322 e
contém varias caracteristicas uteis para a expressao de proteinas em Escheria coli (E.
coli). Esse plasmideo foi modificado para incluir elementos de expressao de proteinas.
O vetor pET28(+) contém genes de resisténcia a antibidticos, como a resisténcia a
canamicina e ampicilina. Isto permite selecionar células bacterianas que incorporaram o
vetor através do crescimento em meio de cultura contendo o antibi6tico apropriado. O
vetor pET28a (+) possui um promotor T7 lac, que permite a expressao induzivel de
proteinas utilizando o sistema de transcricdo T7. O promotor T7lac é ativado pela
enzima RNA polimerase T7, que é introduzida nas células hospedeiras através de um
sistema de expressao complementar. O vetor pET28(+) possui multiplos sitios de
clonagem, onde o0 gene de interesse pode ser inserido. Os sitios de clonagem mais
comumente usados sdo Ndel, Ncol e Xhol, que permitem a insercdo do gene na
posicao correta em relacdo ao promotor € sequéncia de iniciagdo da tradugao. O vetor

pET28(+) possui uma sequéncia de codificagao para a tag de afinidade de histidina de



seis residuos (6x His) no terminal C da proteina recombinante (PORTUGAL,2014). o4

Diversos métodos quimicos foram estabelecidos para induzir a transformacgao de
células bacterianas. Atualmente, os métodos mais amplamente empregados incluem o
tratamento com CaCl2 para E. coli e a transformagao de protoplastos bacterianos
induzida por polietilenoglicol (PEG). A existéncia desses métodos tem contribuido
significativamente para nosso conhecimento atual sobre a genética de E. coli e B.
subtilis.

As bactérias portadoras de plasmideo podem ser selecionadas em placas com
nutrientes contendo o antibiético. As bactérias sem plasmideo morreram. Cada bactéria
sobrevivente deu origem a bactérias idénticas em que todas carregam o mesmo
plasmideo.

A incorporagao do gene de resisténcia a canamicina revelou-se uma ferramenta
inestimavel ao assegurar a sobrevivéncia somente das células que efetivamente
incorporaram o vetor contendo o gene de interesse. Essas células puderam entéo
proliferar em um meio contendo o referido antibiético. Esse mecanismo assegurou a
manutengdo adequada e a expressao continua do gene de interesse nas células
bacterianas, conferindo uma maior confiabilidade e controle ao processo de producéo
de proteinas recombinantes.

No presente estudo, foram testadas transformacgdes nas espécies XL 10 Gold e
DE 3 (em concentracbes de 50 e 100 ulL) que demonstram eficientemente a
incorporagao do plasmideo de resisténcia, tanto para as amostras de Fusarium quanto
Penicillium.

Foram realizadas quantificacbes de DNA das amostras. Os resultados com maior
concentracao foram escolhidos para a corrida em gel de agarose. A fluorescéncia é
proporcional a concentragcdo de DNA e pode-se determinar a quantidade de DNA
através da eletroforese em gel de agarose, por comparagao com padrées conhecidos,
justamente o intuito da pesquisa para verificar o sucesso da transformacéo da E. coli e

a incorporacéao do plasmideo de pSFOXB.

Amostra Concentragao Relagao 260/280 Relagao 260/230



1-F1 44,5 ng/uL 1,884 1,294
2-F2 39,5 ng/uL 1,837 1,234
3-P1 54,0 ng/uL 1,895 1,612
4 -P2 46,0 ng/pL 1,917 1,278

Tabela 5 - Quantificagdo das amostras de F1, F2, P1 e P2.

Amostra Concentracio Relagao 260/280 Relagao 260/230

Fusarium (F2) 48 ng/uL 1,897 1,043
Fusarium (F3) 405 ng/pL 1,688 1,985
Penicilum (P2) 42 ng/ yL 1,743 0,808
Penicilum (P5) 1.186 ng/uL 1,768 2,268

Tabela 6 - Quantificagao das amostras de F2, F3, P2 e P5

Amostras OXB 1

Amostra Concentragéao Relagao 260/280 Relagao 260/230
1 94 1,885 1,895
2 113 1,915 1,548
3 66 1,950 1,404

Tabela 7 - Quantificagdo das amostras OXB 1

Amostras OXB 11

Amostra Concentragao Relagao 260/280 Relagao 260/230
93 1,979 1,453
87 1,977 1,554
76 1,949 1,551

Tabela 8 - Quantificagdo das amostras OXB 11

Amostras OXB 15

Amostra Concentragao Relagao 260/280 Relagao 260/230
1 63 1,944 1,662
2 162 1,952 1,884
3 123 1,892 1,618

Tabela 9 - Quantificagdo das amostras OXB 15
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A estimativa da concentracdo de DNA depende do tipo e quantidade de amost?g
disponivel. Para amostras com alto grau de pureza, com baixo nivel de contaminagao
por proteinas, fendis, polissacarideos, alcool, ou outros acidos nucléicos, a estimativa
por espectrofotdbmetro, medida pela absorbancia a 260 nm, consiste em um método
simples, rapido e com certa precisdo. A relagdo entre 260 nm e 280 nm
(DO260/D0O280) fornece uma estimativa da pureza dos acidos nucléicos, sendo que
solucdes puras de DNA e RNA possuem valores de DO260/DO280 de 1,8 e 2,
respectivamente. Se existe contaminagao por proteinas, a relacdo DO sera muito menor
e a precisado nas quantidades de acidos nucléicos sera baixa (SILVA, 2023).

Os vetores pET promovem a sintese de grandes quantidades do mRNA,
acarretando acumulo da proteina de interesse em altas concentracdes. A expressao
exagerada da T7 RNA polimerase pode resultar em instabilidade na expressao
(BANEYX, 1999) e isso justifica a nossa escolha de subclonar nossos insertos em outro
vetor de expressao heterdloga, como o pSFOXB, além de testa-lo com variaveis niveis
de expressdo. A composi¢cdo nucleotidica na regido codificadora inicial parece ser
importante para a expressdo génica, bem como a presenga de coédons raros,
localizados ao final do gene, que podem causar alteragdes na fase de leitura,
problemas no inicio da transcrigdo pelo ribossomo e término precoce da transcricao
(KANE, 1995; LAURSEN et al., 2005; BANDMANN & NYGREN, 2007). A expressao
de proteinas recombinantes em E. coli pode se tornar dificil, quando cédons do gene
recombinante diferem de cdédons da célula hospedeira. Tal fato pode ser explicado pelo
retardamento da transcrigdo do RNA recombinante, que resulta na degradacao proteica
ou substituicdes e erros na reunido dos coédons que destroem as caracteristicas
funcionais da proteina (CARSTENS & WAESHE, 1999).

Para minimizar essa problematica, recomenda-se examinar a sequéncia do gene
recombinante para a presenca desses codons raros e, entdo, utilizar células
hospedeiras contendo o plasmideo com o tRNA apropriado, ou até sintetizar o gene
para a remogao desses codons (KANE, 1995).

Os vetores apresentavam diferentes caracteristicas, porém, em ambos os
vetores, as proteinas produzidas ao final da expressao seriam fusionadas a residuos

de histidina. A maioria dos estudos com proteinas recombinantes de E. coli descrevem
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a utilizacado do sistema pET para clonagem e expressao dessas proteinas (OHASHI5et

al., 1998; McBRIDE et al., 1999; ZHANG et al, 2004). Esse sistema é o mais utilizado
para expressar proteinas em Escherichia coli (BANEYX, 1999). Muitos sistemas de
expressao tém sido investigados para produgao de proteinas recombinantes na bactéria
Escherichia coli, os quais demandam a utilizagao de vetores plasmidiais com diferentes
caracteristicas, como promotores, sitios de ligacado para o ribossomo (ribosomal-binding
site - RBS), genes para proteinas de fusdo, terminadores da transcrigdo e marcadores
de resisténcia a antibidticos. Apesar das inumeras publicagdes que relatam sucesso na
expressao de proteinas heterdlogas por meio destes sistemas, muitos pesquisadores,
continuamente, encontram problemas como a baixa ou até a auséncia de expressao
proteica, formagdo de corpusculos de inclusdo ou degradagdo proteolitica
(SORENSEN; MORTENSEN, 2005). Segundo Baneyx e Mujacic (2004), esses
obstaculos podem ser evitados pelo uso de diferentes concentragbes do indutor ou do
meio de cultura, uso de mutantes da célula hospedeira ou diferentes temperaturas de
inducdo. Uma possibilidade possivel é transferir o gene que codifica a proteina de
interesse para outro vetor que utilize um sistema de expressao distinto, como descrito
anteriormente.

Alguns desafios foram destacados na pesquisa durante a expressao de proteinas
heterdlogas, inclusive no projeto maior, sendo o maior deles a formacao de agregados
proteinaceos insoluveis que se sedimentam durante a centrifugagcdo da amostra
(pellets), como verificado também nessa pesquisa.

E necessario destacar que ndo ha uma estratégia absoluta e universal para
todos os casos de expressao proteica. Sao indispensaveis diversas analises empiricas
para cada proteina bem como cepa utilizada.

Gutiérrez-Gonzalez (2019) apud Silva (2021) cita que a expressao de proteinas
insoluveis se correlaciona com temperaturas maiores e um menor tempo provavelmente
devido a necessidade que a célula apresenta de acumular a proteina a fim de evitar
danos bacterianos. Provavelmente a alteracdao no tempo de indugcdo bem como na
temperatura leva a uma melhor expressao como relatado em estudos que se utilizam de
vetores de expressao por indugao.

O gel de agarose a uma concentragao apropriada de aproximadamente 1% em



tampao TBE normalmente é analisado de acordo com o numero de pares de basgg
(tamanho esperado do fragmento de DNA). O corante brometo de etidio facilita a
visualizagdo das bandas posteriormente. Esse corante deve interagir com o DNA e
emitir fluorescéncia quando exposto a luz ultravioleta.

O resultado € obtido comparando-se o tamanho das bandas de DNA nas
amostras com o controle que corresponde a um marcador de massa molecular padrao
que, geralmente, é comercialmente adquirido. Se o inserto de Escherichia coli sob
promotor constitutivo estiver presente € entdo observado uma banda correspondente a
soma dos pares de base do plasmideo com o vetor. No caso, somente Fusarirum tem
1323 bp, somente Penicillium possui 1100 pb, e somente pET-28a (+) possui 5369 bp.
Penicillium com pET-28a(+) possui 6382 bp e Fusarirum com pET-28a(+) tem 6.652
bp.

A confirmacédo da ligacdo do inserto em um vetor de clonagem através da
eletroforese em gel € um procedimento comum na biologia molecular. Isso envolve a
analise das amostras de DNA apéds a clonagem para verificar se o fragmento de DNA
de interesse (o "inserto") foi corretamente ligado ao vetor de clonagem. As bandas
presentes nas amostras contendo o inserto (controle positivo) devem corresponder ao
tamanho esperado do inserto. Isso significa que a eletroforese revelara uma banda que
é maior do que a banda do vetor vazio (controle negativo). E importante ressaltar que a
eletroforese confirma apenas a presenga do fragmento de DNA no gel, mas néo
garante a integridade sequencial do inserto.

Posteriormente as corridas em gel de agarose e analise das placas com meio LB
soélido, foram observadas possiveis contaminagdes nas mesmas e clones que poderiam
ser falso positivos.

Por esses motivos foram realizadas novas transformacdes e crescimento em
placas numa concentragdo maior de antibidtico canamicina (100 pg/upl]). Foram
escolhidas as linhagens XL10-Gold e DE3 para plagueamento. Duas placas com cada
espécie foram analisadas.

Para cada uma foi feita uma placa sem antibidético e uma com canamicina na
concentracao de 100 ug/ul. Era esperado que a placa com antibiotico ndo crescesse € a

sem antibidtico crescesse. Porém num primeiro momento foi observado contaminacéao e



repetiu-se o plaqueamento com diluicdo de 1/10 e 1/100. Novamente foi observagg
contaminagdao e menor quantidade do que deveria de agar deixando a placa mais
liquida.

Por fim, o ultimo plaqueamento de XL 10 Gold e DE 3 funcionou, pois, a placa
com antibidtico ndo cresceu nada (ndo foi observada contaminagdo) e a placa sem
antibidtico cresceu um pouco, visto que foram selecionadas culturas especificas na
placa de origem. Foi observado também menor concentragdo na maior diluigdo (1/1000)
e maior concentragdo de culturas na menor diluicao (1/10).

As células ultracompetentes XL 10-Gold foram projetadas para a clonagem de
grandes plasmideos e DNA ligado com a maior eficiéncia de transformacgao possivel,
exibindo crescimento mais rapido e coldénias maiores. As células XL 10- Gold
ultracompetentes possuem o fendtipo de alta transformacéo (Hte), o que da a essas
células uma eficiéncia média de transformacéo de = 5 x 10 transformantes/ug de DNA
superenovelado (SILVA,2021).

A producdo da proteina L-asparaginase por expressdo heterdloga no vetor
pSFOXB segue um processo geral que envolve a clonagem da L-asparaginase no
vetor, a transformacao das células de E.coli com o vetor e a cultura para expressao da
proteina: Foram realizadas medicdes da OD (densidade optica) dos 2 cultivos de
Fusarium (realizados em 2 semanas consecutivas).

Os resultados indicaram que o numero de células estava satisfatorio (pela
turbidez e confirmado posteriormente pela analise de OD). Algumas das principais
aplicacdes de medicdes de OD sao a determinagdo do momento ideal para a colheita, a
determinagcédo do momento ideal para induzir uma cultura ao executar um protocolo de
expressao proteica ou 0 monitoramento de procedimentos de clonagem. O crescimento
de células, bactérias em meios de cultura liquidos € comumente controlado medindo a
densidade 6ptica a 600 nm (DO600). As medigdbes OD600 sdo normalmente usadas
para determinar o estagio de crescimento de uma cultura bacteriana. Essas medic¢des
ajudam a garantir que as células sejam colhidas em um ponto ideal que corresponda a
uma densidade apropriada de células vivas (BIOFACTORY COMPETENCE
CENTER,2019), em que OD600 equivale a uma quantidade de células igual a 8 x 10°
células/mL.
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Posteriormente realizou-se outro gel de agarose para checagem dos clones

transformantes para finalizagdo das analises.



6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS o1

Foram confirmados clones positivos em clones de pET28a e subclones de
pSFOXB 1,11. O método de produgdo de L-asparaginase por E. coli através de
expressdo heterdloga oferece vantagens significativas em termos de eficacia

terapéutica, segurangca e viabilidade econdmica. Essa estratégia envolve a
clonagem do gene da L- asparaginase de fungos filamentosos em um vetor de
expressao apropriado contendo um promotor constitutivo. O promotor constitutivo
permite uma expressdo constante da enzima, independentemente das condi¢des
ambientais ou inducdo por fatores externos. A expressdo heterdloga de L-
asparaginase em E. coli sob um promotor constitutivo oferece beneficios, como
uma produgdo mais rapida e eficiente da enzima em grande quantidade. Essa
abordagem tem sido amplamente utilizada para a produgdo comercial de L-
asparaginases de fungos filamentosos, tornando possivel o acesso a quantidades
suficientes da enzima para aplicagdes terapéuticas e de pesquisa.

A expressao heteréloga da L-asparaginase de leveduras oferece uma
abordagem promissora para a produgao eficiente da enzima com potencial para
aplicagbes terapéuticas e comerciais. Os resultados obtidos na analise em gel de
agarose e nas etapas subsequentes confirmam o sucesso da clonagem do gene e a
possibilidade de expressao da proteina de interesse. Esses resultados abrem caminho
para a continuidade dos estudos visando a producdo em larga escala e a
implementagcdo de testes para o tratamento de Leucemia Linfoblastica com L-
asparaginase heteréloga de origem fungica.

E importante ressaltar que o uso da L-asparaginase como biofarmaco requer
atencao especial a sua pureza e seguranga para a aplicagéo terapéutica. A inclusdo de
etapas rigorosas de purificagao € imperativa para garantir a eliminagdo de componentes
potencialmente téxicos ou inibitérios no organismo dos pacientes. Dessa forma,
acredita-se que a presente pesquisa deve prosseguir assim direcionada, buscando
aprimorar o desenho desenvolvido e incorporar estratégias de purificagdo que
assegurem um altissimo grau de pureza a enzima, atendendo aos padrbes de

qualidade e eficacia. Essa busca podera contribuir significativamente para o avanco da



medicina e proporcionando beneficios reais e confiaveis aos pacientes que delgg
necessitam.

Até o presente momento foram confirmados clones positivos em clones de
pET28a e subclones de pSFOXB 1, 11 e 15, demonstrando a viabilidade dos mesmos.
Isso abre novas e promissoras possibilidades para a biotecnologia, visto que tais
conquistas oferecem resisténcia a doencgas, melhor adaptagdo ao ambiente e maior
produtividade. No entanto, mesmo diante desses avangos, € fundamental prosseguir
com uma abordagem cautelosa, garantindo que sejam conduzidos mais estudos e
avaliagdes para compreender totalmente o impacto e as implicagées desses clones no

ecossistema.
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